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OZET

Mersin ilinde Cocukluk Cag1 Akut Gastroenteritlerinde Campylobacter Tiirlerinin
Goriilme Sikhig:

Akut gastroenteritler biitiin diinyada ¢ocuklar icin 6nde gelen morbidite ve
mortalite nedenleridir. Campylobacter tiirleri ¢ocukluk c¢agi gastroenteritlerinin
onde gelen nedenleri arasinda yer almaktadir. Campylobacter’lerin Kiiltiirleri 6zel
kosullar gerektirdigi ve maliyeti yiiksek oldugu icin iilkemizde rutin olarak
yapilamamakta ve goriilme sikhig1 tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda 0-
14 yas grubu cocukluk cag gastroenteritlerinde, Campylobacter tiirlerinin
sikhiginin tespit edilmesi ve Campylobacter tiirlerinin Kklasik ve molekiiler
yontemlerle belirlenmesi amaclanmistir. Akut gastroenterit yakinmasi ile
basvuran 0-14 yas grubunda 537 hastamin diski 6rnegi termofilik Campylobacter
tiirleri yoniinden konvansiyonel Kkiiltiir yontemleri ve PZR-RFLP yontemi ile
incelendi. Selektif besiyerleri kullanilarak yapilan kiiltiir yontemleri ile 24 (%4,46)
hastada Campylobacter izole edilirken, direk diskidan PZR-RFLP yontemi ile 22
(%4,09) hastada Campylobacter izole edildi. Klasik ve molekiiler yontemle 24
sustan 22’si C. jejuni 2’si C. coli olarak tiplendirildi. izolatlarimizin %50’si 0-2 yas
grubunda olup 0-2 yas grubunda Campylobacter izolasyonu acisindan istatistiksel
olarak anlamh fark (p<0,05) saptanmstir. Campylobacter tiirlerinin izolasyonunun
yaz aylarinda arttig1 en sik izolasyonun Temmuz ayinda oldugu belirlenmistir.
Bolgemizde cocukluk c¢agi gastroenteritlerinde Campylobacter tiirleri rutin diski
kiiltiirlerinde arastirdi@imiz diger enterik bakteriyel patojenlerden daha sik
goriilmektedir (%4,46). Bu nedenle de rutin diski kiiltiirlerine Campylobacter
tiirlerinin izolasyonuna yonelik secici besiyerlerinin eklenmesinin ve bunun yam
sira molekiiler laboratuvar imkanlarina sahip iinitelerde molekiiler yontemlerin
de tam1 amaci ile kullamlmasinin faydalh olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Campylobacter, izolasyon, identifikasyon, PZR-RFLP
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ABSTRACT

The Frequency of Campylobacter Species in Childhood Acute Gastroenteritis
in Mersin City

Acute gastroenteritis is most common cause of morbidity and mortality
worldwide. Campylobacter species are special causes of childhood gastroenteritis.
Campylobacter culture needs special conditions and cost of the culture is expensive
so Campylobacter culture does not apply routinely therefore its frequency is
unknown in our country. The aim of this study is to detect frequency of
Campylobacter species in 0-14 age childhood gastroenteritis and to identify
Campylobacter species by classical and molecular methods. In this study, a total of
537 faecal samples obtained from between 0-14 age groups which suffering acute
gastroenteritis over a thirteen-month period were investigated by culture and
PCR-RFLP for Campylobacter species. While Campylobacter was isolated 24
(4,46%) of patients by using selective culture methods, Campylobacter was isolated
22 (4,09%) of patients from direct stool samples by PCR-RFLP. The 22 of 24
strains were identified as C. jejuni and two of 24 strains were identified as C. coli
by classical and molecular methods. The 50% of isolates are in 0-2 age group and
there is significant difference in this age group (p<0,05). It was determined that
isolation of Campylobacter species are increasing in summer period especially in
July. Campylobacter species were more seen than other bacterial pathogens in
childhood gastroenteritis in our region (4-46%). Therefore it was supposed that
adding selective mediums for isolation of Campylobacter species to routin stool
cultures and using molecular techniques as a diagnostic tool would be useful in
unites having molecular laboratories.

Key words: Campylobacter spp., isolation, identification, PCR-RFLP
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1. GiRiS

Akut gastroenteritler biitiin diinyada saglik kurumlarina bagvurunun en sik
nedenlerindendir. Diinya genelinde yilda yaklasik 2-3 milyar olgunun gastroenterite
yakalandigi, bes yas altindaki cocuklarin yilda ortalama 3,2 kez gastroenterit olduklari
bildirilmistir. Avrupa’da ise ii¢ yas altindaki cocuklarda gastroenterit insidansi yilda
cocuk basma 0,5 ile 1,9 arasinda degismektedir. Gastorenteritler geligmekte olan
tilkelerde ¢ocukluk ¢agi 6liim nedenleri arasinda 6n sirada yer almakta, her yil bes yas
altindaki her 1000 ¢ocuktan 4,9°u gastroenterit nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir (1).

Ulkemizde son yillarda saglik alaninda iyilesmeler saglanmis olmakla birlikte
Saglik Bakanlig: istatistiklerine gore Tiirkiye genelinde 2005 yilmnin ilk alti ayinda
509297 ishal olgusuna karsilik ishale bagli yedi 6liim vakas1 bildirimi yapilmistir (2).

Ishal etkenlerinin tanisinda iilkemizdeki laboratuvarlarin yeterince ve dogru
kullanilmamas1 nedeniyle bu hastaliklarin ¢ogu bildirilemediginden ya da bildirimin
standart tanimlara gore yapilmamas: nedeni ile problemin gercek boyutlar
bilinmemektedir. Kisisel ¢abalarla yiiriitiilen ¢aligmalar bir fikir verse de iilke ¢capinda
ve oOzellikle salgmlara ait yeterli veriye ulasmak miimkiin olmamaktadir. Ishal
etkenlerine ait yeterli verinin olmamasi halk sagligi a¢isindan bu infeksiyonlarin
Oneminin ortaya konmasini ve etkin tedbirlerin alinmasin1 giiclestirmektedir (3).

Ulkemizde Oztiirk ve ark. (4) tarafindan 1994, Ozbal ve ark. (5) tarafindan 1990,
Tanyliksel ve ark. (6) tarafindan 1992 yilinda ishalli hastalarda yapilan gesitli
calismalarda %35,7-30,6 oraninda etken izole edilebilmistir. izole edilen etkenler
incelendiginde en sik saptanan bakteriyel etkenler sirasi ile Campylobacter spp.
Esherichiae coli (E. coli), Shigella spp, Salmonella spp., Aeromonas spp. ve Vibrio
cholerea olarak tespit edilmistir (2).

Gelismis ve gelismekte olan lilkelerde infeksiydz gastroenteritlerin basta gelen
nedenlerinden biri olan Campylobacter tiirleri zoonotik etken olarak evcil hayvanlar ile
kiimes hayvanlarinin bagirsak florasinda bulunmaktadir (7). Termofilik Campylobacter
tiirleri son yillarda, tiim diinyada insanlarda meydana gelen gida kaynakli
infeksiyonlarin en 6nemli etkenleri arasinda bulundugu bildirilmektedir. Bu nedenle

etkenler “Emerging Pathogen” olarak nitelendirilmektedirler (7).



Campylobacter’ler intestinal ve ekstraintestinal sistemde infeksiyonlar
olusturmakta gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ¢cocukluk ¢cagi gastroenteritlerinin en
onemli nedenleri arasinda yer almaktadir (7).

Campylobacter spp. ile olan infeksiyonlarda bes yasindan kiiclik olmak, erkek
cinsiyet, ¢ig ya da az pismis et, siit ve siit {iriinlerinin tliketimi, kontamine sularin
icilmesi, evcil hayvanlar ve kiimes hayvanlari ile temas risk faktorleri olarak sorumlu
tutulmaktadir (8, 9).

Campylobacter’lerin kapnofilik ozellikleri ve digki florasinda yer alan c¢ok
sayidaki bakteri ile birlikte oluslari, bu bakterilerin uzun yillar klasik kiiltiir yontemleri
ile diski Kkiiltiirlerinden izolasyonlarmmi engellemistir. Campylobacter tiirlerininin
gastroenterit etiyopatogenezinde onemli rol oynadigi ancak 1970’11 yillardan itibaren
gosterilebilmis ve selektif besiyerleri gelistirildikten sonra Campylobacter’lerle ilgili
caligmalar artmistir (10).

Giliniimiizde hemen hemen tiim bakteriyoloji laboratuvarlarinda digki
orneklerinde Salmonella ve Shigella bakterileri arastirilmaktadir. Secici kiiltiir
yontemlerinin gelistirilmesiyle pek c¢ok iilkede Campylobacter jejuni (C. jejuni)
cocukluk cagi gastroenteriterinin en onemli etkenlerinden biri olarak tanimlanmistir
(11).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’'nde ve diger gelismis {ilkelerde
gastroenteritli olgularda C. jejuni’nin Salmonella ve Shigella’dan daha sik saptandigi
bildirilmektedir (8).

Diinyada insidans1 %1-35 oraninda bildirilen Campylobacter infeksiyonlarinin
tilkemizde yapilan caligsmalarda goriilme sikligi %1,4-14,6 arasinda degismektedir.
Campylobacter tiirlerinin neden oldugu gastroenteritlerin %90’ mndan C. jejuni, %5-
10’undan da C. coli sorumlu bulunmustur (8).

Campylobacter’ler hastanin yasina ve susun virulansina gore degismek iizere
ozellikle bes yasin altindaki ¢ocuklarda periferal noéronlarda demiyelinizasyon ve gii¢
kaybi ile seyreden klinik tablolara yol agmaktadir (12).

Yiiksek mortalite ile seyreden cocukluk c¢agi gastroenteritlerinde; antibiyotik
kullanimt i¢in sinirh endikasyonlar arasinda yer alan Campylobacter infeksiyonlarinin
mikrobiyolojik tanisi, hasta kayiplarinin en aza indirilmesi ve etkili bir tedavi planinin

olusturulmasi agisindan onemlidir (13).



Klinik 6rneklerde bakteriyel gastroenterit etkenlerinin belirlenmesi geligmis
laboratuvar olanaklarma ihtiya¢ duydugundan ve pahali oldugundan rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda gastroenteritli olgulardan ancak belirli bakteriler izole
edilebilmekte buna karsin Campylobacter’ler rutin kiiltiirde arastirllmamaktadir (13).

Ulkemizde de fekal-oral yolla bulasan infeksiyon hastaliklar1 ve infeksiydz
gastroenteritler dnemini korumaktadir. Cocukluk c¢agi gastroenteritlerinin 6nemli bir
saglik sorunu oldugu iilkemizde bu konuyla ilgili epidemiyolojik ¢alismalara gereksinim
vardr.

Calismamizda 0-14 yas grubu ¢ocukluk cagi gastroenteritlerinde, Campylobacter
tirlerinin sikliginin tespit edilmesi ve Campylobacter tiirlerinin tiirlerinin klasik ve

molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Tanim ve Tarihce

Kampilobakteriyozis yaygin bir zoonoz olup vahsi ve evcil hayvanlarda intestinal
ve genital sistem infeksiyonlarina neden olmakla birlikte kommensal olarak da
bulunabilmektedir (11).

Campylobacter tiirleri tim diinyada insana ait en yaygin bakteriyel etkenler arasinda
yer almakta, intestinal ve ekstraintestinal infeksiyonlara yol agmaktadir (14).

Campylobacter’in tarihgesi 1886 yillarina dayanmaktadir. Escherich 1886
yilinda ishalli bir ¢ocugun diski1 6rneklerinden Campylobacter benzeri bakterileri spiral
bakteri olarak tanimlamis ve Cholerae infantum olarak adlandirmistir. 1909 yilinda
McFaydean ve Stockman koyun atik materyalindeki fetus dokularindan Vibrio benzeri
olarak adlandirdig1 Campylobacter etkenini izole etmistir (15, 16).

Smith ve Taylor 1919 yilinda sigir atik materyalinden izole ettikleri spiral
bakteri olarak tanimlanan etkene Vibrio fetus ismini vermislerdir (17).

Jones 1931 yilinda ineklerde, Doyle 1944 yilinda domuzlarda, Vibrio jejunum ™
izole etmistir. 1938 yilinda ABD’nde huzurevinde yasayanlarda C. jejuni ve C. coli’nin
neden oldugu salgin, insanlarda goriilen ilk Campylobacter infeksiyonu olmustur.
Biiyiiyen sehirlerdeki yiiksek popiilasyon yogunlugu ve olumsuz saglik kosullar1 hava
kaynakli bu patojenin yayilmasinda gerekli ortami saglamistir (18). 1947 yilinda
Vinzent ve arkadaslar1 nedeni bilinmeyen ates etyolojisi ile hastaneye yatirilan ve ikisi
Olen li¢ gebe kadinin kanindan V. fetus’ii izole etmislerdir (19).

King adl arastirict ise 1957 yilinda gastroenteritli bir cocugun kan 6rneklerinden
izole ettigi Vibrio’larin digerlerinden farkli olarak daha yiiksek sicakliklarda tiredigini
saptamis ve etkeni termofilik Vibrio olarak tanimlamistir (20, 21).

Termofilik tiirler icinde en sik goriilen tiir olan C. jejuni Dekeyser ve
arkadaslar tarafindan atesli ve gastroenteritli bir kadinin 6nce kaninda, sonra digkisinda
membran filtrasyon teknigi kullanilarak izole edilmistir (22).

1977 yilinda Skirrow adh arastirict Campylobacter’lerin diskidan membran

filtrasyon yontemi kullanmadan kolayca izolasyonunu saglayan selektif kiiltiir



yontemini gelistirmis ve bu gelisme ile birlikte klinik ve c¢evresel orneklerden ¢ok

sayida yeni Campylobacter tiirleri izole edilmistir (23).

2.2. Siniflandirma ve Taksonomi

Sebald ve Veron isimli arastirmacilar Campylobacter taksonomisi ile ilgili
olarak ilk caligmayr 1963 yilinda baslatmis, Vibrio tiirleri i¢inde degerlendirilen ve
bugiin Campylobacter sputorum olarak bilinen C. bubulus ve C. fetus’u Campylobacter
cinsi i¢ine dahil etmisglerdir. Arastiricilar bu adlandirmayi, Hugh ve Lefison’un
fermentatif metabolizma testleri ve DNA tabanh dizilimi dikkate alarak gercek Vibrio
tiirlerinden ayirt etmek icin kullanmiglardir (24).

Veron ve Chatelain adli arastiricilar 1973’te mikroaerofilik Vibrio benzeri
mikroorganizmalarin taksonomisi lizerine yaptiklar1 kapsamli bir ¢alismada C. jejuni ve
C. coli’ yi ayn1 grup igine dahil etmislerdir (25).

Pasteur ve Dewhirst adl1 arastiricilar 1988°de Campylobacter cinsi i¢inde 16S
rRNA sekansi, flajella yapisi, yag asiti ve menakinon yerlesimini kullanarak birkag
farkl yapisal grup tanimlamislardir. Bu grupta 1989 yilinda Goodwin C. pylori’yi insan
ve C. mustalea’nin de gelincik gastrik mukozasindan izole edilmesiyle yeniden
siniflandirilmasini ve Helicobacter cinsi i¢ine dahil edilmesini 6nermistir. Pasteur ve
Dewhirst daha sonralar1 Wolinella recta, W. curva, Bacteriodes gracilis olarak bilinen
bazi tiirleri Campylobacter igerisine ve W. succinogenes’i de Helicobacter tiirlerinin
icine dahil etmislerdir (26). Trust ve ark. (26) 1994 yilinda yapilan bu calismalar
1s18inda Arcobacter, Campylobacter, Helicobacter, Wolinella ve Bacteroides tirlerini,
DNA-rRNA hibridizasyon, 16S rRNA sekans analizi ve immiinotiplendirme sistemleri
kullanilarak, “rRNA superfamily IV” olarak adlandirilan benzer filogenetik grup
icerisine dahil edilmesini onermiglerdir (26). Bu grupta RNA homolojisi olarak {i¢
gruba ayirmistir: rRNA homoloji grup 1 (Campylobacter ve Bacteroides ureolyticus),
rRNA homoloji grup II (Arcobacter) ve rRNA homoloji grup III (Helicobacter,
Wolinella ve digerleri). Ribozomal RNA homolojilerine gore bu siniflandirma Cizelge
2.1.’de gosterilmistir. Bu mevcut siniflandirmada Vandamme ve ark. rRNA homoloji

grup I ve II’y1 arasindaki yakin benzerlik acisindan Campylobacteraceae ailesi igine



konulmasini 6nermistir. Vandamme 1991 yilinda saprofitik olan ve siilfiirii indirgeyen
Spirillum tirlerini TRNA superfamily VI‘e genetik olarak benzerlik gosterdiginden daha

sonralart Sulphurospirillum olarak adlandirarak yeni bir cins tanimlamiglardir (26).

Cizelge 2.1. rRNA superfamily I'V’e gore Campylobacteraceae simflandirmasi (26).

rRNA Homoloji Grup I | rRNA HomolojiGrup I | rRNA HomolojiGrup III
C. fetus A. butzleri Helicobacter tiirleri
C. jejuni A.cryaerophilus W. succinogenes

C. coli A. nitrofigilis

C. lari A. skirrowi

C. hominis Sulfospirillum tiirleri

C. gracilis

C. sputorum

C. concisus

C. showae

C. rectus

C. curvus

C. upsaliensis

Klinik ve ¢evre drneklerinden yeni tiirlerin izole edilmesi ile cins igerisine ¢ok
sayida yeni tiir ve alt tiir ilave edilmistir. H. pylori ilk tanimlandig1 1983 yilinda C.
pylori olarak adlandirilip Campylobacter cinsi igerisinde siniflandirilmis, ancak hiicre
duvan yag asitleri, DNA zincir yapis1 ve enzimatik aktivitelerindeki farkliliklar sebebi
ile diger helikobakter tiirleri ile birlikte 1989 yilinda “Helicobacter” cinsi igerisinde
yeniden siniflandirilmistir (27).

Bakterilerin son smiflandirmasinda fenotipik 6zelliklerden c¢ok, bakteri
genomundaki (DNA) yiiksek derecede korunmus dizilerin, baz olarak alindig1 genotipik
yontemler kullanilmaktadir. DNA-RNA hibridizasyon yontemi, 16S rRNA sekans
analizleri ve immiin tiplendirme teknikleri kullanilarak  Campylobacterler,
Campylobacter’lerle iliskili diger bakterileri ve isimlendirilemeyen Campylobacter
benzeri mikroorganizmalar, Proteobacteria takimi igerisinde "rDNA superfamily VI”

adli yeni bir filogenetik gruba dahil edilmis ve superfamily VI igerisindeki bakterileri,



gosterdikleri filogenetik heterojeniteye gore, kendi aralarinda iic RNA homoloji
gurubuna ayirmiglardir. RNA homoloji I’de ger¢cek Campylobacterler ve Bacteroides
ureolyticus, /DNA homoloji II’de Arcobacter cinsi, IDNA homoloji [II’de Helicobacter
cinsi ve Wollinella succinogenes yer almaktadir. tDNA homoloji gurup I ve II
icerisindeki  bakteriler  filogenetik  olarak  yakin  iliskili  olduklarindan
Campylobacteraceae familyasi igerisinde yer almaktadir (27).

Campylobacter concisus, C. showae, C. curvus, C. rectus, C. gracilis, C.
sputorum ve C. hominis gibi hidrojene gereksinim gosteren tiirler ayn1 zamanda
filogenetik olarak ta birbirlerine benzerdirler. Bunlar i¢inde C. concisus, C. showae, C.
curvus ve C. rectus periodontal patojen olarakta bilinmekle beraber bu dort tiiriin tek

rezervuari insandir (28).

2.3. Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.3.1. Morfolojik Ozellikleri

Campylobacter 0,2-0,9 pm genigliginde ve 0,5-5 pm uzunlugunda kivrik, sarmal
veya S seklinde basillerdir. Tek istisnast C. hominis diiz goriiniimlii basil seklindedir.
Campylobacter’in eski Kkiiltiirlerinde veya hava ile uzun siire temas halinde, Gram
negatif sporsuz basil veya kokobasil seklini de alabilmektedir (29).

Kat1 besiyerinde iiretilen yeni kolonilerden hazirlanan preparatlarda spiral veya
flemantdz sekilde gozlenirken, eskimis kiiltiirde veya yiiksek oksijenli ortamda kokoid
“Dormand” sekle doniisebilirler. Polar veya bazi tilirlerde bipolar olabilen kilifsiz
flajellalar ile olduk¢a hizli hareketlidirler. Taze preparatlarda faz-kontrast veya karanik
alan mikroskobunda tirbiison tarzinda hizli hareketleri tipiktir (11).

Kokoid form ayni zamanda 1s1, pH degisiklikleri vb. gibi olumsuz kosullarda
Campylobacter tirlerinin metabolik olarak aktif ancak kiiltiir ile iiretilemeyen bir sekle
doniistiigiinde de goriiliir (30).

Klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlarda “ugan bir mart” seklinde goriiliir.

Campylobacter tiirleri, bir ucunda veya her iki ucunda tek polar flajeli sayesinde



hareketli bir bakteridir. Ancak flajellasiz olabilecegi gibi birden fazla flajellasida
olabilir (30).

2.3.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Termofilik Campylobacter tiirleri selenit indirgeyen, indol negatif, katalaz ve
sitokrom oksidaz pozitif bakterilerdir. Jelatin ve iireyi hidrolize edemezler, metil red ve
Voges proskauer negatifdir. Lipaz aktiviteleri olmayip, nitrat1 indirgerler ve pigment
olusturmazlar. Yiiksek miktarda sitokrom b ve ¢’ye sahiptirler (31).

Campylobacter tirleri karbonhidratlar1 oksidatif ve fermentatif olarak
biyokimyasal reaksiyonlarda kullanamaz ve enerji gereksinimlerini glutamin, gulutamik
asit, asparajin ve aspartik asit gibi amino asitlerin yikimindan, trikarboksilik asit
siklusunun ara iiriinlerinden, hidrojenin oksidasyonundan ve formiattan saglarlar. C.
jejuni’nin H,S olusturmamasina karsin, C. jejuni biyotip 2’nin H,S olusturdugu ve
epidemiyolojik ¢alismalarda bu farkdan yararlanildig: bildirilmistir (32).

Hippurat ve nitrat rediiksiyon testi pozitiftir (Cizelge 2.2). C. jejuni ve C. coli
nalidiksik aside duyarli, sefolotine direnclidir. Fakat C. jejuni spp. doylei farkli olarak
sefolotine duyarlhidir. C. /ari nalidiksik aside direncli olusuyla, diger tiirlerden ayrilir
(32).



Cizelge 2.2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin 6nemli biyokimyasal 6zellikleri (26).

£ 2. Sle Ureme Duyarhiik
S| s|E ==
MR I IETEE 2
S|l 2212 El8=2 0| |0|E| =
Tiir veya Alt Tiir S % Z 2|2 s5 8RR B2 2| £
S| 225|552 EQ|I0IZ2|C|22| <
Fle|2EE25 &g 2|3 g
EE|IE] |2E [V TIE|E| =2 @
z |~ T s
C. jejuni subspjejuni + |+ |- -|-|+] + |-]+]-|+] S R
C. jejuni subsp doylei d| - N e e I I e e e A S S
C. coli + |+ | --1-|-]+|-]+|-]+| S R
C. fetus subsp fetus + |+ |- ---] - |+]|-]-]+] d S
C. fetus subsp verealis + |+ |- -] - |-1-1-]- R S
C. laridis + | + | - -1-|-1 - |-]1+|-]+| R R
C. upsaliensis z | + S I R A D I | S S
C. hyointestinalis + | + - ld |+ - o e S R S
C. sputorumbiovar i N T I ) el s S
sputorum
C. sputorum biovar i N T I ) laelals R S
bubulus
C. spytorum biovar R R T S
fecalis
C. helveticus -+ -]+ ]-|T]d]|d S S
C. mucosalis -+ |+ +F|F] -] - |-]+]-|+] R S
C. concisus -+ |+ F] -] - |-]+|-|+] R R
C. curvus - + |+ + |+ - + | -|+]-]+ S 9
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C. gracilis - A S R
C. hyoilei + |+ [+ |- |+]-] - |-]+]-+] S R
d: Degisken
z: Zayif
R: Direngli
S: Duyarli



2.3.3. Hiicre Duvan ve Antijenik Ozellikleri

Campylobacter hiicre duvar dista lipoprotein tabaka, ortada lipopolisakkarit
(LPS) tabaka ve icte mukopeptid tabakadan Campylobacter tiirlerinin, major yiizey
antijenlerini igermektedir. LPS tabakada yer alan ve tekrarlayan oligosakkarit
tinitlerinin lineer birlesmesinden olusan O-polisakkarit zinciri, O-antijenine 6zglnligi
kazandirir (31).

Klinik ve c¢evresel orneklerden elde edilen C. jejuni suslarinin iigte ikisinde,
hiicre duvarinda LPS yerine O-polisakkarit zinciri icermeyen, kor-oligosakkarit ve lipid
A’dan olusan ve bu nedenle daha diisiik molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilen
lipooligosakkarid (LOS) yap1 bulunur. C . jejuni’nin bazi suslarinda kor-oligosakkariti,
diger prokaryotlarda bulunmayan, insanda Ozellikle periferik sinir sisteminde GMI,
GM1b, GDla, GalNAc-GDla ve GQIlb gibi gangliositlerin yiizeyinde bulunan D-
galaktoza bagli N-asetil noraminik asit (sialik asit) rezidiileri icermektedir (33).
Campylobacter infeksiyonu sirasinda bakteriye ait bu antijenik determinantlara karsi
gelisen immiin cevap, sinir hiicresi myelin tabakasindaki gangliozid reseptdrlerinin
tahribine sebep olur. Bu sekilde, Guillain-Barre sendromu (GBS) ve Miller-Fisher
sendromu olarak tanimlanan periferik sinir hiicrelerinde myelin kaybina bagl olarak
gelisen norolojik komplikasyonlar ortaya ¢ikar (33).

Campylobacter’lerin  Onemli ylizey antijenlerinden biride Campylobacter
flagellasini olusturan ve flagelin ad1 verilen proteindir. Infeksiyonlar sirasinda, flageline
karsi intestinal (IgA) ve serum (IgM, IgG) antikorlarinin olustugu bildirilmektedir (34).

C. fetus suslarinda diger Campylobacter tiirlerinden farkli olarak, hiicre ylizeyini
kafes seklinde Orten, S-tabaka veya mikrokapsiil olarak tanimlanan protein kapsiil
bulunur. Bu protein kapsiil, kompleman C3b’ye baglanmay1 zayiflatarak, defektif
fagositoza ve serum direncine yol agmaktadir. Genellikle kiiciik ve hafif olan mantar

sporlari, havada uzun siire asili kalabilmektedirler (35).

10



2.3.4. Genomik Ozellikler

C. jejuni NCTC 11168 susu analizi yapilan ilk tiir olmus ve Parkhil ve ark. (36)
bu susun 1700 kb’lik kiiciik bir genoma sahip oldugu gosterilmis ve bu tarihten sonrada
RM 12-21 ve C. jejuni 81-176 suslarininda genom analizlerini yapmistir (36).

Yapilan ¢aligmalarda C. jejuni nin NCTC 11168 susunun genomunun 1,641,481
bp uzunlugunda, 1654 acik okuma bolgesi (ORF) icerdigi, genomun G+C ortalamasinin
%29+47’0ldugu tespit edilmistir (37).

Yapilan bir calismada ¢evresel 6rneklerde elde edilen C. jejuni susunun genomu
ile C. jejuni NCTC 11168 susunun genomu incelenmis, 1654 gen bolgesinden 1300 niin
tiim serotiplerde ortak olan tiir spesifik genler oldugunu, 354 gen bolgesinin ise sus
spesifik olup bir veya birden fazla serotipte bulunmadigini belirlemislerdir. Bu
aragtirmada tiir spesifik genlerin biyosentetik ve metabolik islemleri diizenleyen
proteinleri ayrica; flagellanin yapisal proteini, fosfolipaz A, PEB antijenik ylizey
proteini, CiaB, CadF ve CheY proteinlerinin de aralarinda bulundugu 6nemli virulans
faktorlerini kodladigi, sus spesifik genlerin ise flagella, LOS ve kapsiil gibi yiizey
lokalize yapilarin modifikasyon sistemlerini kodladig: belirlenmistir (38).

Campylobacter’lerde plazmidlerin yani sira mobil genomik yapilar arasinda
bakteriyofajlarda yer almaktadir. Yapilan bir baska calismada C. jejuni suslarinin
%89’u ile C. coli suslarinin %14’linlin bir bakteriyofajla enfekte oldugu bildirilmistir.
Bakteriyofajla infekte olan sus sekans degisikligine yol a¢mis bu durumdan

tiplendirmede yararlanilmistir (39).

2.3.5. Kiiltiir Ozellikleri

Campylobacter tiirleri yiiksek diizeyde duyarliliga sahip bakteriler olduklart i¢in,
izolasyonda besiyerlerinde 0zel suplementlere ve uygun inkiibasyon kosullarina
gereksinim duyarlar (40). Skirrow ve ark. Campylobacter’lerin digkidan izolasyonuna
saglayacak ilk besiyerini, kanli agara selektif suplementler katarak saglamis bunu daha
sonraki yillarda Campylobacter izolasyonunu artirilmasi amaciyla zenginlestirme

buyyonlar1 ve besiyerleri gelistirilmesi izlemistir (40).
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Tiim Campylobacter tiirleri mikroaerofiliktirler. En iyi 37°C’de % 5-10 CO,, %5
H, ve %85 N, igeren atmosferde, 48-72 saate lirerler (40). Atmosferdeki CO, miktari
tiirler arasinda iliremenin optimizasyonu i¢in énemlidir. Bu ortami saglamak i¢in gesitli
firmalar, rutin kulanim i¢in mikroaerofilik gaz ortamini saglayan paketler tiretmislerdir.
Ug gazli inkiibatdr veya igeriginin bosaltilip uygun gaz karisimi konulan anaerobik
jar/kavanozlar da rutin uygulamalarda kullanilabilir. C. sputorum, C. concisus, C.
mucosalis, C. curvus, C. rectus ve C. hyointestinalis gibi Campylobacter tiirleri ilk
izolasyon ve iireme i¢in artmis hidrojene gereksinim duyarlar (28).

Campylobacter tirlerininin timii 37°C’de irer bunun yaninda termofilik
Campylobacter tiirleri olan C. jejuni, C. coli, C. lari ve C. upsaliensis 42°C’de de
iireyebilmekte bu oOzeliklerinden dolayr diger tiirlerden ayirt edilebilmektedirler.
Termofilik tirlerin 35°C altinda {iremeleri olduk¢a yavaslamaktadir (30).
Campylobacter’lerin neden oldugu enteritlerinin neredeyse tamamindan termofilik
tirler sorumludur. Kiiltiir plaklarinin 42°C’de inkiibasyonu ile diskida bulunan diger
Campylobacter’ler ve flora bakterilerinin {iremesi baskilanirken termofilik tiirlerin
izolasyonu kolaylagmaktadir (30).

Campylobacter’leri digkidan izole ederken, istenmeyen flora bakterileri icin
ornegin ya 0,45 ve 0,25 um capli membran filtrelerden siiziilmesi ile veya iiretme
besiyerlerinin igerisine Basitrasin, Sefalothin, Sefazolin, Kolistin, Novobiosin,
Polymiksin, Rifampisin, Trimethoprim ve Vankomisin gibi antibiyotiklerin ilavesi
gereklidir (26). Besiyerinde Campylobacter kolonilerinin goriilmesi i¢in en az 2 giinliik
inkiibasyon siiresinin geg¢mesi gerekmektedir. Campylobacter’ler besiyerinin nem
oranina gore ¢esitli koloni formlarina sahip olabilir. Kuru besiyerinde diizgiin kenarl 1-
2 mm capinda parlak pembemsi gri konveks koloniler olustururken, nemli ve taze
besiyerinde yaygin, basik ve diizensiz birbirine kaynasmaya meyilli su damlasina
benzeyen koloniler meydana getirir, C. lari, C. jejuni ve C. coli’ye gore daha yaygin

koloni formuna sahiptir (28).
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2.3.6. Campylobacter’lerin Gelisimini Etkileyen Faktorler

Campylobacter’lerin gelisimi iizerine basta sicaklik, pH, nem, tuz, dezenfektan
ve iyonize 1sinlar olmak tizere bir ¢ok faktor etkili olmaktadir. Campylobacter tiirleri
steril igme suyunda 4°C’de 64 giine kadar yasayabilmektedir (41).

Kuruluga 2-10 saat kadar dayaniklidir. Cansiz ortamda 1s1, nem ve oksijen gibi
kosullardan ¢abuk etkilendiginden 10 ila 20 giin kadar canli kalabilirler. C. jejuni ve C.
coli 55°C’de alt1 dakika canli kalabilir. Ortam pH’sinin 4.5’in altinda oldugu ortamlarda
canlt kalamazlar (42). Bu nedenle mide asiti infeksiyonun gelismesinde onemli bir
engeldir. Ancak Ozellikle yagl gidalar, su ve siit gibi asiti ndtralize edici maddeler ile
alindiginda pH yiikselecegiden infeksiyon riski artmaktadir. Campylobacter tiirleri
pastorizasyona duyarhidir. Dogal sularda 2-3 hafta canliligmmi koruyabilirken
dezenfektan olarak kullanilan hipokloritler, fenoller, iyodoforlar ve dort degerli antimon
bilesikleri C. jejuni’yi bir dakika i¢inde 6ldiirmektedir (42).

Cevresel streslerin varliginda Campylobacter tirlerinin canli fakat bilinen
yontemlerle kiiltiirde iiretilemeyen bir forma doniistiigiinti bildirilmis, bu sekle canli,
fakat kiiltiirde tretilemeyen (Viable But Nonculturable-VBNC) form adi verilmistir
(43).

2.4. Patogenez ve Virulans

Insan ve hayvanlarda gastrointestinal infeksiyonlara sebep olan C. jejuni ve C.
coli tiirlerinin patogenezi bugiine kadar tam olarak anlasilamamistir. Campylobacter
tiirlerinin genomik yapilarinin, yiiksek diizeyde tiir i¢i varyasyonlar gostermesi ve
uygun hayvan modellerinin olmayist virulansla ilgili faktorlerin  tespitini
zorlastirmaktadir (44).

Bir¢ok bakteri tiiriiniin oral yolla infeksiyon olusturabilmesi i¢in yiizbinlerce
sayida bakterinin viicuda girmesi gerekirken, termofilik Campylobacter’lerin 500 adedi
bile bagirsaklara kolonize olmak ve infeksiyon olusturmak icin yeterlidir (45).

Fekal oral yolla bulasan Campylobacter’ler duyarh kisilerde oncelikli olarak

ileum ve jejunum epiteli olmak {izere bagirsak epiteline kolonize olarak, akut lokalize
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inflamatuvar cevaba yol agar. Sekretuvar tip gastroenterit tablosuna yol agan
inflamatuvar cevap, kronik infeksiyonlarda, epitel hasarmin da tabloya eklenmesi ile
hastanin klinigini dizanterik forma doniistiirebilmektedir. Campylobacter susunun
virlilans1 ve konagin duyarliligi hastaligin prognozunu etkilemektedir (45, 46).
Campylobacter’ler kontamine gida ve sularin konake1 tarafindan alinmasi ile mide asit
bariyerini asarak bagirsaklara gecerler. Bagirsaklardaki etkenler penetrasyon yolu ile
distal ileum ve kolon epitelini 6rten mukozaya kolonize olurlar. Bagirsak yiizeyine
tutunan bu etkenler, epitel hiicrelere saldirarak ve toksin iireterek direkt yolla ya da
konakc¢ida inflamatuvar bir reaksiyon meydana getirerek indirekt yolla bagirsaklarin
emilim kapasitesini bozarlar (47). Campylobacter’lerin bagirsaklara yerlesebilmesi i¢in
kemotaksis ve motiliteye ihtiyaclar1 vardir. Bu etkenler, konak¢1 bagirsak epitelinde
inflamatuar reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal maddeleri algilama ve
inflamasyon bolgesine hareket etmelerini saglayan mekanizmalara sahiptirler. C.
Jjejuni’nin patogenezinde invazyon, Onemli bir role sahiptir. Bakteriyel protein
sentezinin invazyon i¢in gerekli oldugu ve Campylobacter’lerin hiicre kiiltiirlerinde
tiretildiklerinde invazyon yetenegine sahip 14 protein sentezledikleri tespit edilmistir
(47). Campylobacter’lerin infeksiyon olusturmalari igin epitel hiicrelerine yerlesmeleri
ve bunun i¢inde Oncelikle hiicrelere yapismalar1 gerekmektedir. In vivo ve in vitro
ortamlarda yapilan ¢alismalarda Campylobacter’lerin epitel hiicrelere adhezyonunda rol
oynayan en Onemli faktoriin flagella oldugu tespit edilmistir (48). Flagella,
Campylobacter kolonilerinin nemli ve mikroskopta hareketli gériinmesini saglayan bir
virulans faktordiir. Diger bakterilerde oldugu gibi flagellar filamentler, flagellin
proteinlerinin multimerlerini igerir ve bakterilerin hareket etmesinde bir motor gorevi
gortrler. Flagellalar konak¢i epitel hiicrelerine yapismayr saglayan kanca
proteinlerinden olusurlar (48). Flagellalarin hareketi, Campylobacter’leri konak¢inin
peristaltik hareketlerinden korur ve epiteli 6rten mukoza tabakasina girmelerini ya da
buradan ge¢melerini saglar. Flagellalar ayrica epitel hiicrelere invazyonda énemli rol
oynarlar. Bu ylizden flagellalarin sagladigi motilite, Campylobacter’lerin hiicrelere
ulagmalar1 ve yakin temas kurmalari i¢in gereklidir (49). Campylobacter’lerin intestinal
epitele adezyonunda hiicre duvarinda yer alan lipopolisakkari (LPS) tabakada 6nemli

rol almaktadir. Campylobacter LPS’lerinin lipid A komponenti endotoksik aktiviteye
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sahiptir.  Campylobacter’lerin  sistemik infeksiyonlarinda LPS tabakalarinin
parcalanmasindan dolay1 sepsis ve soklar meydana gelmektedir (50).

C. jejuni’deki LPS, ¢ok sayida O-antijenlerinden birine sahiptir. Bu O-antijenler
hem polisakkarid hem de oligosakkarid yan zincirleri ile benzerlik gostermektedirler bu
nedenle Campylobacter tiirleri, LPS ya da lipooligosakkarid (LOS) veya her ikisini
birlikte iiretebilirler (51). LPS’ler fagositik yikima karsi diren¢ olusumu ve hiicre
toksisitesine neden olarak infeksiyonun ilerlemesine katki saglamaktadir (47). C.
Jjejuni’nin dig membranindan elde edilen dort protein (PEB1, PEB2, PEB3, PEB4) Hep-
2 hiicrelerine yapisabilmektedir. PEB1 proteini, epitel hiicrelerinde bulunan ve biiyiik
bir yapisma proteini olan CEBI ile benzerdir (52). Fibronektin glikoprotein yapisinda
gastrointestinal epitel hiicrelerindeki ekstraseliiler matriksin bir proteni olup ve
gastrointesinal patojenlerin biiyiik bir cogunlugu bu proteine baglanma 6zelligindedir.
Campylobacter’lerin fibronektine baglanmasi kolonizasyonun erken donemlerinde
meydana gelir ve bunu invazyon i¢in gerekli olan novo protein sentezi takip eder. Son
yillarda Campylobacter’lerin hiicre duvarlarinda bulunan ve Campylobacter adhezyon
geni (CadF) tarafindan kodlanan CadF proteininin fibronektine baglandig1 gosterilmistir
(53). In vivo sartlarda yapilan calismalarda C. jejuni’nin kolonize olmasi i¢in CadF
proteinin bulunmasi gerektigi, CadF’yi kodlayan genin, diger bakterilerin dis memran
proteinlerinin homologu oldugu tespit edilmistir (53, 54).

Fimbrialar pek ¢ok patojen bakterilerde bulunan énemli bir virulans faktordiir ve
bakterilerin  hiicrelere = adhezyonunda gorevlidirler (47). Klasik fimbrialar
Campylobacter’lerde olmamasina ragmen, kil benzeri fimbrial yapilar, bakterinin safra
tuzu ile muamele edilmesi neticesinde gozlenmistir. Putative peptidaz enzimini
kodlayan prepilin peptidaz geni (pspA) bu fimbrial yapilarin biyosentezinde goérevlidir
ve bu genin inaktivasyonu afimbrial mutantlarin olugsmasina neden olmaktadir. Ancak
bu fimbrial filamentlerin alt {initelerini kodlayan genler identifiye edilememistir (55).
Campylobacter’lerle ilgili yapilan aragtirmalarda, virulans yoOniinden incelenen
mekanizmalardan birisi, gastroenteritlere neden olan V. cholerae ve Clostridium difficile
gibi bakterilerin de salgiladiklar1 toksin iiretimidir (55). Enterotoksinler, hiicre iginde
siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyesinin yiikselmesine ve hedef hiicre
reseptoOrlerine baglanabilme yetenegine sahip proteinlerdir. V. chlorea toksin (CT) ve

yakin iliskili Escherichia coli’nin 1siya duyarli toksini (LT) Campylobacter
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enterotoksinlerinin prototipleridir (54). V. chlorea toksin ve LT iki alt iiniteden
olusurlar. Biliylik olan A alt {initesi enzimatik aktiviteye sahiptir, daha kiicik ve
pentamer bir yapiya sahip olan B alt iinitesi ise hiicre reseptorlerine baglanma
yetenegine katki saglar (54, 55). B alt {linitesi ile hiicre reseptorlerine baglanan
enterotoksinler, A alt {initesi ile hiicre igerisine tasinir ve hiicre adenilat siklaz
diizenleyici sistemi bozarlar. Sonug olarak hiicre i¢i cAMP seviyesi yiikselir ve hiicreler
arasinda ve i¢inde iyon dengesinde degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler sivinin
bagirsaklara sekresyonunu artirarak gastroenteritlerin olusmasina neden olur (54, 55).
Son yillarda en az alt1 farkli toksin yada toksin siifinin varlig1 tespit edilmistir.

Bunlar in vitro hiicre kiiltiirlerindeki etkilerine gore:

1- HeLa hiicrelerini aktive etmesine ragmen Vero hiicrelerini aktive
edemeyen 70 kDa biiyiikligiindeki toksin

2- HeLa ve Vero hiicrelerini aktive eden sitotoksin ya da toksinler

3- Cytolethal distendingtoksin (CDT)

4- Shiga benzeri toksin

5- Hemolitik etki gosteren sitotoksinler

6- Hepatotoksinler seklinde siralanir (56, 57).

Campylobacter virilansindan sorumlu faktorlerden biri olan CDT, CdtA ve
CdtC baglayic1 bilesenler ile CdtB aktif par¢asindan olusmaktadir. Bu toksin hiicreye
alindiginda niikleusa giderek DNA sarmalinda kiriklara neden olarak hiicre siklusunun
G2 fazinda durmasina neden olmaktadir. Ancak bu mekanizmanin gastroenterit
patogenezindeki rolii pek agik degildir. CDT’nin, IL-8 salimimindan, makrofajlarin
apopitozisinden ve inflamatuvar bagirsak hastalifinda malign transformasyondan
sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (58, 59).

C. jejuni suslarinin intestinal hiicreye invazyon yetenegi plazmidlerle kodlanan
ve tam olarak tanimlanamamis bir dizi genetik faktdr tarafindan da etkilenmektedir. Ilk
defa ¢ig siit kaynakli salgin sirasinda bir gurup ¢ocuktan izole edilen C. jejuni 81-176
susunun intestinal epitele invazyon yetenegi diger tiirlerden daha fazla bulunmustur. Bu
susun, avirulan C. jejuni NCTC 11168 susunda olmayan pTed ve pVir adli iki biiylik

plazmid tasidigi gosterilmistir. Bu plazmidlerden pVir’in epitel hiicreye invazyonda
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etkili oldugu in-vitro olarak ispatlanmigtir. Yapilan klinik c¢aligmalarda, gaita
orneklerinden izole edilen C. jejuni suslarinin %19-53 oraninda bu plazmiti tasidigi ve
pVir tasiyan suslarla goriilen intestinal kolonizasyonun daha yiiksek oranda dizanteriye
yol agtig1 gosterilmistir (31).

C. fetus infeksiyonlar1 sonrasinda bakteriyemi siklikla goriilir. C. fetus
suslariin yiizeyinde yer alan S-protein, mikroorganizmay1 serumun bakterisidal
etkisine kars1 korumakta, bu nedenle C. fetus infeksiyonlarindan sonra bakteriyemi daha
sik gelismektedir (31).

Campylobacter infeksiyonlarimin hepsi hastalik ile sonuglanmamaktadir.
Hastaligin olusumunda, ince bagirsaga ulasan mikroorganizma sayisi, infeksiyona
neden olan susun viriilans1 ve mikroorganizmaya kars1 konagin bagisiklilik sistemi rol
almaktadir (60). Campylobacter infeksiyonunun inkiibasyon periyodu 1 ile 7 giin
kadardir. Bu fark gastrointestinal sisteme almman mikroorganizma sayisi ile ters
orantilidir. Infeksiyonlarin ¢ogu ortalama olarak 2-4 giin iginde ortaya ¢ikmaktadur.
Yapilan bir ¢calismada 500 kadar mikroorganizma alinmasinin hastalia neden oldugu
bildirilmekle beraber 10**{in altinda alman mikroorganizmanin nadiren hastaliga neden
oldugu diisiiniilmektedir (60). C. jejuni ve C. coli igerdigi elongasyon faktorleri,
ferritin, ATP sentaz gibi bazi proteinler sayesinde safrada kolonize olabilmekte ve
cogalabilmektedir. Bu 0zelik infeksiyonun erken donemlerinde ince bagirsagin
safradan zengin st kisimlarinda, Campylobacter’in kolonizasyonuna yardim eder (61).
Campylobacter’lerin dokularda olusturdugu lezyonlar agisindan bakildiginda jejunum,
ileum ve kolonun tamaminda benzer hasara yol agar. Etkilenen yapilarin incelemesinde
bagirsak duvari diffiiz kanli, 6demli ve eksiidatif enterit ile karakterizedir. Fakat
patolojik inceleme genellikle ¢ok siddetli bulgularla seyreden hastalarda yapilmaktadir
(60). Rektal biyopsi oOrneklerinin mikroskopik incelemesinde mukozal epitelde
tilserasyonlar, epitelyal glandlarda kript abseleri, dejenerasyon, atrofi ve mukus kaybu,
lamina propriyada notrofil, ve mononiikleer hiicreler ile eozinofillerin iltihabi
infiltrasyonuyla karakterli nonspesifik kolit bulgularini géstermektedir (11).

Gelismis tlkelerde Campylobacter infeksiyonunu takiben ortalama 2-3 hafta
bakteri diski yoluyla atilmaya devam eder. Konvalesan donemindeki bu atilim nadiren 3
aya kadar uzayabilir. Gelismekte olan iilkelerde ise bu atilim ¢ok kisa siirmektedir. Bu

muhtemelen toplumun immdiinitesinin yiliksekliginden kaynaklanmaktadir (11).
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Campylobacter gastroenteritlerinin patogenezinde demir iyonlarida 6énemli rol
almaktadir. Bakterilerin ¢ogu demir kullanimi ile taginmasinda sideroforu iiretmesine
karsin C. jejuni ve C. coli’de siderofor iiretildigi bir biyokimyasal yol gdsterilememistir
(62). C. jejuni ve C. coli bagirsakta diger bakterilerin lirettigi sideroforlar1 kullanarak C.
jejuni’nin dis membranindaki CfrA reseptoriine baglanir ve FeoB proteini ile hiicre
icine alinir. feoB genindeki mutasyon sonucu insan ve yaban domuzlarindaki intestinal
hiicrelerine zarar verir (62).

Campylobacter dis membrani tipik endotoksik 06zelligi olan lipopolisakkarit
icermekte olup O antijeninin yapisi ¢ok degiskendir. Insanlarda bulunan GM;, GM,,
GD1a, GD3, GQyp ve GTy, gibi gangliozidlere benzerlik , Guillain-Barre sendromunun
patogenezinde Onemli rol oynamaktadir (63). Campylobacter’in dig membranda
bulunan lipooligosakkaritlerin genomik analizi ve monosakkaritlerin dizilimi agisindan
oldukca farkhiliklar gostermektedir. Lipooligosakkaritlerin bir bagka Onemi insan
gangliozidlerine benzeyen siyalik asit rezidili formlarinin Guillain-Barre
Sendromunun patogenezinde rol oynamalaridir (63). Plazmidler Campylobacter’lerin
intestinal epitele invazyonda yer alan bir baska faktordiir. Bacon ve ark. C. jejuni pVir
plazmidinin intestinal epitelinin invazyon ve adhezyonunda onemli rol oynadigini
bildirmislerdir Bu ¢alismada C. jejuni 81-176 susunda pVir plazmidini tanimlanmistir.
pVir plazmidi bakterilerin major patojenitesinden sorumlu yaklasik 37.5 kb’lik bir
plazmiddir (64).

Tracz ve arkadaslarinin ¢alismasinda pVir plazmidi varhigi ile yiiksek diizey
tetrasiklin direnci arasindaki iliski aragtirllmig, pVir pozitif 18 C. jejuni susunun
17’sinde tetrasiklin diren¢ plazmidinin de pozitif oldugu bulunmustur. Ayn1 ¢aligmada
semptomlarla pVir plazmidi arasinda bir baglanti kurulamazken kanli diyaresi olan
hastalarda bu plazmid daha yiiksek oranda saptanmaistir (65).

Campylobacter enteritli hastalarin patogenezinde rol alan etkenlerden biride
konagin immiinitesidir. Hastaligin akut donemlerinde serum IgG, IgM ve IgA antikor
yanit1 gelisirken barsak liimenine de salgisal IgA sekresyonu aniden yiikselir.
Gelismekte olan iilkelerde serum IgA diizeyi yas ile dogru orantili olarak artmaktadir
(66). Kazanilmig veya konjenital hipogammaglobinemili hastalarda C. jejuni enteritinin
tekrarlayan ve siddetli bir seyir izledigi tespit edilmistir. Yeni doganlarda ise anneden

gecen antikorlar sayesinde ilk alt1 ay hastalik son derece nadir goriilmektedir (66).
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2.5. Antibiyotik Duyarhhg:

Campylobacter’lerin bir ¢ok antibiyotige karsi direng gelistirdigi bilinmektedir.
Ancak antibiyotiklere karsi olusturduklar1 diren¢ mekanizmalari bir ¢ok c¢alisma
yapilmasima karsin tam olarak aciklik kazanamamistir. Campylobacter tiirlerinde
antibiyotik direncinin olusumu kromozomlarda meydana gelen mutasyonlar ve bazi
bakterilerde bulunan antibiyotik diren¢ genini tasiyan plazmid veya transpozonlarin
transferi  yoluyla sekillenmektedir (67). Gliniimiizde insan ve hayvanlarda
Campylobacter infeksiyonlarmin tedavisi amaciyla en sik kullanilmis olan
antibiyotikler florokinolonlardir. Florokinolonlar bakterilerdeki topoizomeraz IV ve
DNA giraz (topoizomeraz II) enzimlerini inhibe ederek etkisini gdsteren antimikrobiyal
ajanlardir (67). Florokinolonlara direng ilk kez 1990’11 yillarda insan ve hayvanlarda bu
ilaglarin ¢ok fazla kullamlmaya baslandigi Asya ile Isvigre, Hollanda, Finlandiya ve
Ispanya gibi Avrupa iilkelerinde ortaya cikmustir (68). Gelismis iilkelerde
florokinolonlara direngli C. jejuni izolatlarinin ortaya ¢ikmasi, hayvan-gida liretiminde
dikkatli antimikrobiyal ila¢ kullaniminin gerekliligini ortaya koymustur (67).
Campylobacter’lerde antimikrobiyal direnglilige neden olan birgok faktor vardir. DNA
giraz subunit A (gyrA) genindeki nokta mutasyonlarn1 Campylobacter’lerde
florokinolonlara karsi direncin olugmasina neden olmaktadir. Bundan bagka bakteriyel
hiicre duvarindaki gecirgenligin azalmasi ve efliks pompasinin aktivitesindeki
yiikselme florokinolonlarla birlikte tetrasiklin gibi diger antibiyotiklere karsi

direncliligin artmasina neden olmaktadir (68).

2.6. Campylobacter infeksiyonlari

Campylobacteriosis, insanlarda termofilik Campylobacter tiirlerinin siklikla
fekal oral yolla bulas1 sonucu ortaya c¢ikan ve basit sekretuvar tip bir gastroenteritden
kanli, mukuslu gaita ¢ikarimi ile karakterize bazen fatal seyreden dizanterik formda
gastroenteritlere kadar degisen klinik formlarda seyreden bir infeksiyon hastaligidir
(60). C. jejuni ve C. coli biitiin diinyada insanlardaki akut bakteriyel gastroenteritlerin

en onemli etkenleridir. Amerika’da her yil 2,5 milyon, Ingiltere’de ise sadece 2001
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yilinda 54 binin lzerinde Campylobacter vakast rapor edilmistir  (69).
Campylobacter’lerin insanlarda meydana getirdigi enterit vakalarinin Salmonella,
Shigella ve E. coli gibi diger bakterilerle kiyaslandiginda oldukca yliksek oldugu
bildirilmistir (69). Campylobacter infeksiyonlar1 gelismis iilkelerde oldugu kadar
gelismekte olan {ilkelerde ozellikle de cocuklar arasinda biiylik bir problem olarak
ortaya ¢ikmaktadir (54). C. jejuni’nin yaptig1 en tipik infeksiyon Salmonella, Shigella
veya diger enterik patojenlerin neden oldugu gastroenteritlerden ayirt edilemeyen akut
gastroenterit tablosudur (60). Campylobacter enteritlerinde klinik tablo cogu kez
kendini sirlamakta ve semptomlar birka¢ giin i¢cinde yok olmaktadir. Hastalik %10-20
olguda bir haftadan uzun siirmekte ve tedavi almayan hastalarinda %35-10’unda relaps
goriilmektedir (26). Infeksiyon biitiin yas gruplarinda goriiliirken klinik gériiniim yasa
gore degiskenlik gosterebilmektedir. Infantlarda dehidratasyon ve konviilziyon
goriilebilirken siit cocuklugu doneminde anne siitii koruyucu olmakta anne siitlinii
almayan cocuklarda semptomlar ortaya ¢ikmaktadir (26). Hastalik gastroenterit ve
abdominal kramp ile baslamaktadir. Baz1 hastalarda infeksiyon bas agrisi, ates, myalji
ve kiriklik gibi grip benzeri prodromal semptomlarla baglayabilir. Genellikle 12-24 saat
stiren bu prodromal dénemden sonra baglayan gastroenteritin ilk giiniinde giinde 10,
%20 olguda ise 15’ten fazla diskilama ile karakterizedir (11, 60). Temel semptom olan
gastroenterit, yumugak kivamdan asir1 sulu ve kanli gastroenterite kadar degismektedir.
Abdominal agr1 kramp tarzinda ve defekasyonla azalir. Ancak bazen agri esas veya tek
semptomdur. BOyle durumlarda hasta sikayeti sag alt kadranda hissettigi takdirde
yanlislikla apandisit tanis1 konarak apendektomi uygulanabilir. Cikarilan apandisit
dokusunda inflamasyon yok veya ¢ok azdir. Ates vakalarin yaklasik ticte ikisinde 37,5

°C tizerinde goriiliir. Nadiren 40 °C {izerine ¢ikar (60).
2.6.1. Campylobacter infeksiyonlarinin Lokal ve Sistemik Komplikasyonlari
Campylobacter gastroenteriti sonrasi lokal invazyon ile masif hemoraji,
kolesistit, pankreatit ve obstriiktif hepatit yaninda fokal segmental, diffiiz proliferatif ve

kresentrik immiin kompleks glomerulonefrit gelisebilmektedir (70). Campylobacter’ler

kronik bobrek yetmezligi olan ve peritoneal diyaliz uygulanan hastalarda, sirozlularda
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spontan peritonit tablosu meydana getirebilmektedir. Gebelerde 3. trimester disinda
infeksiyon orta siddette kendini sinirlarken, son trimesterde annenin infekte olmasi
durumunda bebekte neonatal sepsis ve Oliim goriilebilir (60). Campylobacter’lerin
sistemik yayilimi1 sonucu bakteriyemi, menenjit, perikardit, miyokardit, endokardit ve
artrit gibi barsak disi komplikasyonlar, gelisebilmektedir (72). Campylobacter
infeksiyonlarindan sonra Guillain-Barre sendromu (GBS), hemolitik tiremik sendrom,
interstisyel nefrit, IgA nefropatisi, reaktif artrit, bursit, eritema nodozum gibi gec
baslangicli, non infeksiyoz komplikasyonlar da goriilebilmektedir (73). GBS ABD’de
en ¢ok Penner serotiplendirme sistemine gore serotip O:19 ile birlikte goriiliirken Giiney
Afrika ve diinyanin diger bolgelerinde ise en ¢ok serotip O:41 ile iliskili goriilmektedir.
Tablo enteritten 1-3 hafta sonra norolojik semptomlarin baslamasiyla ortaya ¢ikar (74,
75). GBS’ nun periferik sinirlerin antijenik proteinlerine karsi antikor iiretimi sonucu
gelisen otoimmun bir hastalik oldugu, basta C. jejuni olmak lizere Mycoplasma
pneumoniae, E. coli, Cytomegalovirus, Epstein-Bar virus, Human immunodeficiency
virus (HIV), Influenza virus, Coxsackie virus, Herpes simplex virus, Hepatit A ve C
virus gibi infeksiyon ajanlarin, agilama ve cerrahi girisimlerin bu antikorlarin yapimini
tetikledigi diigiiniilmektedir. GBS’lu olgularin %50-70’inde ndérolojik semptomlar,
gastroenterit, solunum yolu enfeksiyonu veya asilamadan 2-4 hafta sonra gelismektedir
(74). C. jejuni infeksiyonu sonrasi genellikle kalici norolojik bozukluklarin gorildiigii
aksonal tutulumlu GBS goriilmekte, GBS’da geg¢irilmis Campylobacter infeksiyonu
kotli prognostik faktorler arasinda sayilmaktadir (75). Yapilan ¢esitli calismalarda
aksonal tip GBS’lu olgularin yaklasik %30 ile %40’inda 2-3 hafta 6nce gecirilmis C.
jejuni  infeksiyonunun tesbit edildigi  bildirilmektedir (76). Campylobacter
gastroenteritleri, ataksiya, arefleksi ve oftalmopleji triadina sahip Fischer sendromu ile
iliskili ~ bulunmustur (77). Campylobacter infeksiyonunun diger postenfektif
komplikasyonu, 6zellikle HLA-B27 tasiyicisi olan bireylerde gelisen reaktif artrittir. Bu
komplikasyonda GBS gibi C. jejuni enteritini takiben geligir. Reaktif artrit ayni
zamanda Salmonella, Shigella ve Y. enterocolitica infeksiyonlar1 sonrasinda da ortaya
cikar. Iskandinav iilkelerinde C. jejuni enteritli hastalarin %1-2’sinde gastroenteritten
dort giin ile dort hafta sonra artrit gelistigi bildirilmistir (60). Ayrica yapilan ¢aligmalar
ve vaka raporlarina gore iki olguda iiveit, bes olguda da eritema nodozum goriilmiistiir.

Enterit sirasinda hemolitik tiremik sendrom gelistigi bildirilen dokuz vaka mevcuttur.

21



Cok nadir olmakla beraber kardit, hemolitik anemi ve ensefalopati de bildirilmistir (60).
Immiin sistemi baskilanmus hastalarda C. jejuni gastroenteriti normal saglikl1 bireylerde
olusan enteritlere gore kirk kat daha fazla tespit edilmektedir. HIV’li hastalarda
infeksiyon bir Ozellik gostermezken hipogammaglobulinemili hastalarda infeksiyon
siddetli ve relapslarla seyretmektedir. Splenektomili bireylerde opsonizasyon bozuk
olacagindan ekstraintestinal yayilim daha kolay gergeklesecektir (60).

C. fetus.subs.fetus’iin neden oldugu gastroenteritler C. jejuni’ ye goére daha az
siklikla goriilmektedir. Fakat, bu hastalarda bakteriyemi, septik tromboflebit,
meningoensefalit gibi sistemik enfeksiyonlar, septik artrit, salpenjit, ampiyem, seliilit,
tiriner sistem infeksiyonlari, osteomyelit ve kolesistit gibi lokalize infeksiyonlar daha

sik goriilmektedir (Cizelge 2.3) (78).

Cizelge 2.3. Campylobacter tiirlerinin meydana getirdikleri infeksiyonlarin &zellikleri (78).

Ozellikler Barsak infeksiyonlari Barsak dis1 infeksiyonlar:
Asil etken C.jejuni C.fetus
C.coli CJjej wnt
C lari C.coli
Diger etkenler : C.lari
C.fetus . -
L C.hyointestinalis
C.upsaliensis .
C.mucosalis
Virulans Enterotoksin Hiicre ylizeyini kaplayan, fagositozdan
faktorleri Sitotoksin koruyan antijenik bir protein tabaka
Inkiibasyon siiresi 17 giin (Alnan doza, viriilansa, ?
konagin durumuna gore degisir)
Bakteriyemi
Enterit Derin odak infeksiyonlar1 (Endokardit,
Infeksiyon tipi . perikardit, SSS infeksiyonlari, artrit,
Kolit . R . .
peritonit, osteomiyelit, artrit, ampiyem,
idrar yolu infeksiyonlari, kolesistit)
. Reaktif artrit (HLA-B27 antijeni Hamlk?lerde. ol dogum, . .
Komplikasyon . Bakteriyemi, endokarditte ve perikarditte
olanlarda) Guillan-Barre sendromu . . .
tromboflebit gelismesi
Prognoz Ortalama 1-7 giinde iyilesme Infeksiyon tipi, konagin bagisiklik sistemi

ve susun viriilansina bagl olarak degisir

Diski 6rneklerinin direkt mikroskopisi
Laboratuvar tam | ve mikroaerofil ortamda, 42 °C'de diski

kiiltiirti
Tedavi Stvi-elektrolit agig1 diizeltilmeli, Uygun antibiyotik tedavisi ve
gerektiginde antibiyotik tedavisi semptomatik tedavi
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2.7. Bulasma ve Tasinma Yollar

Campylobacter tiirlerinin mikroaerofilik 6zellikleri, kuruma vb. dis cevresel
kosullara kars1 oldukca duyarl olmalar1 ve 32-44°C sicakliklar disinda tirememeleri, bu
etkenlerin ¢evrede canli kalmalarini sinirlamaktadir (29, 80).

Campylobacter’lerin kontaminasyon siklusunun o6nemli bir asamasi olan
cogalmanin meydana geldigi yer sicak kanli hayvanlarin ve kuslarin bagirsaklaridir. Bu
sebepten dolayr Campylobacter’lerin en biliylik cevresel rezervuarlart sicak kanl
hayvanlar ve kuslardir. Campylobacter’ler bu hayvanlarin bagirsaklarinda kommensal
olarak bulunmakta ve diski ile etrafa yayilmaktadirlar (29, 80). Campylobacter’lerin
kontaminasyonda az pigsmis kanatli hayvanlarin eti, yetersiz 1s1 islemi gormiis siit, ¢ig
siit su ve deniz lriinleride yer almaktadir. Deneyimli olmayan kesimhane personelinin
calistirtlmasinin, ev kadinlarinin indirekt bulagmada etkili oldugu bildirilmistir (81). Su
ve siitlin kontaminasyonunda sigir, koyun, domuz ve kanatli hayvanlarin digkilartyla
etkenleri etrafa sagmalarinin 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (82). Pek ¢ok hayvan, C.
jejuni i¢in rezervuar olarak bulunurken C. coli ve C. hyointestinalis genellikle
domuzlarda, C. lari martilarda, C. upsaliensis kopeklerde ve periodontal patojen olarak
bilinen C. rectus, C. curvus, C. concisus ve C. showae ise tek rezervuari olan insanlarda
bulunmaktadir (83). Hayvanlarin Campylobacter tiirleri ile ilk karsilagsmalar1 hayatin
erken evrelerinde olup morbidite ve mortaliteyle sonucglanmaktadir. Hastalik
gecirildikten sonra hayvanlar émiir boyu tasiyic1 olmaktadir. insanlara bulasma en ¢ok
Campylobacter tiirleri ile kontamine etlerin tiiketimi yoluyla olmaktadir. Bu da infekte
hayvanlarin kesim islemleri sirasinda hayvan etlerinin, Campylobacter tiirleri ile
kolonize olan bagirsak igerigi ile temasi sonucu olmaktadir. Dolayisiyla ticari olarak
yetistirilen kullanima hazir kiimes hayvani etlerinin ¢cogu Campylobacter tiirleri ile
kontaminedir (11). Cig midye, ¢ig veya az pismis kirmizi et, pastorize edilmemis
peynirler, kegi siitii ve evde yiyeceklerin hazirlanmasi sirasinda ¢apraz kontaminasyon
nedeniyle ¢ig tiiketildiginden sebze ve salatanin da en az tavuk eti kadar Campylobacter
kaynag1 olarak gosterilmistir (84). Gelismis iilkelerde sporadik Campylobacter
infeksiyonlarinin yaklagik %50 ile %70’inden iyi pismemis kiimes hayvan etinin
tilkketilmesinin sorumlu oldugu diisliniilmekte, infekte hayvanlar ile direk temas,

bulasma ile sonuglanabilmektedir. Ozellikle gastroenteritli gen¢ kedi ve kdpekler gibi
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evcil hayvanlar, Campylobacter tiirleri i¢in vektor olabilecegi gosterilmistir. Ayrica
inek, koyun gibi ¢iftlik hayvanlar1 ile yakin temasta bulunanlar infeksiyon acisindan
yiiksek risk altindadir. Laboratuvar iliskili infeksiyon da bildirilmistir. Diger enterik
patojenlerde oldugu gibi fekal-oral veya insandan insana bulagsma vakalarida
bildirilmistir. Cok nadir olmakla beraber gida hazirlayan asemptomatik Campylobacter
tasiyicist  olan  personelin  hazirladigi  yiyecekler  yoluyla da  bulasma
gergeklesebilmektedir. Semptomatik olmayan annelerden perinatal bulasma hayatin ilk
giinlinde veya dogum kanalindan gegis sirasinda temas sonucu olabilmektedir (11).
Kontamine i¢me sularida Campylobacter tiirleri icin kaynak olmaktadir. I¢me
sularindan kaynaklanan Campylobacter’lere bagl gastroenterit salginlari bildirilmistir.
Bu salginlara atik su borularinin igme suyu borularina yakin olmasi, igme sularmin
klorlama isleminin hatali yapilmasi veya klorlama isleminin yapilmamasi sebep
olmaktadir. Yeralt1 sularmin islenmeden tiiketiminin ¢ok oldugu Isveg, Norvec ve
Finlandiya gibi kuzey Avrupa iilkelerinde, su kaynakli C. jejuni infeksiyonlarinin daha
sik goriildiigi bildirilmektedir (85).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Campylobacter salgmlar ile ilgili yaptig1 bir
aragtirmada; 1978 ile 2003 yillar1 arasinda ortaya c¢ikan Campylobacter’lere bagl
salginlart degerlendirmistir. Campylobacter’lere bagli 907 salginin belirlenmis ve bu
salginlarin %60’1nda salginin kaynagi belirlenememis, kaynagi belirlenen salginlar
igerisinde ise en sik olarak siit ve su kaynakli salginlar saptanmistir (86). Ev i¢i yakin
temas ile hayvandan insana direkt ya da 6zelliklede asemptomatik tasyiciligin yiiksek
oldugu tropikal bolgelerde insandan insana fekal-oral yoldan bulag da bildirilmistir.
Campylobacter infeksiyonlarinda bulasmada tiim yiyecekler icinde 6zellikle tavuk eti
sorumlu tutulmaktadir. Infeksiyon Campylobacter’le kontamine az pismis etin yenmesi

ve ¢ig ete temas eden ellerin agiza gotiiriilmesi ile bulasabilmektedir (87).

2.8. Bagisikhik
Campylobacter’ler konakg1 tarafindan alindiktan sonra bunlara karsi1 dogal ve

spesifik immiin yanit meydana gelir. Mide asiditesi gibi spesifik olmayan savunmalar,

Campylobacter’lerin patogenezinde Onemli rol oynamalarina ragmen etkenlerin
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bagirsak epiteline kolonize olmasi ve infeksiyonun dnlenmesinde yeterli degildir (88).
Konake: tarafindan alinan Campylobacter’lere kars1 fagositik hiicrelerden interlokin-8
(IL-8) salimmaktadir. Bu gibi dogal konak¢i cevabi, infeksiyonun yayilmasini
sinirlayabilmekle birlikte kismen de olsa semptomlar meydana gelebilmektedir.
Ekstraseliiler patojen olarak bilinen Campylobacter’lerin meydana getirdigi
infeksiyonlara karst humoral immun yanit olusmaktadir (89). Infeksiyonu takiben
konakg1 bagirsak liimeninde salgisal IgA (SIgA) ve IgG, serumda ise IgM ve IgG sinifi
antikorlarin seviyesi yiikselir. [gM ve IgG sinifi antikorlar 45 giin siiresince serumda ve
bagirsak liimeninde yiiksek seviyede kalirlar ve yaklasitk 90 giin sonra normal
seviyelerine gelirler. Salgisal IgA ise ¢ok daha kisa bir slirede normal seviyesine ulagir
(89).

Campylobacter infeksiyonlarinda humoral immun yanita ilave olarak hiicresel
immun yanit infeksiyonu ortadan kaldirmada 6nemlidir (99). Hiicresel immun yanit
genel olarak zorunlu ya da fakiiltatif hiicre ici patojenlere karsi gelisen spesifik bir
immun yanittir. Campylobacter etkenleri ekstraseliiler patojen olmalarina ragmen,
yapilan calismalar bu etkenlerin bagirsak epitel hiicreleri ve makrofajlarin i¢inde de
canli kalabildigini gostermistir. Ozellikle infeksiyonun siddetli seyrettigi hipo ve
agammaglobulinemili hastalarda hiicresel immun yanitin infeksiyondan korunmada
onemli bir role sahip oldugu rapor edilmistir (88). Vuckovic ve ark. (88). C57BL/6
farelerinde yaptiklar1 bir arastirmada CD8* ve CD4* T lenfositlerinin fareleri
Campylobacter infeksiyonlarina karsi korumada 6nemli rol aldiklarini bildirmislerdir.
C. jejuni’nin en yiliksek immunojenik proteni iki gen (flaA ve flaB) tarafindan kodlanan
flagellindir. Bu genlerden her birinin antijenitede degisikliklere yol actigi deneysel
olarak ortaya konmustur. Ancak dogal infeksiyon esnasinda bu degisikliklerin meydana
geldigine dair bir kanit yoktur. Infeksiyon 6zellikle immun sistem baskilayan HIV ve

benzeri hastalik durumlarinda oldukga siddetli bir sekilde seyreder (90).
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2.9. Laboratuvar Tam

2.9.1 Orneklerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Saklanmasi

Campylobacter gastroenteriti olan hastalardan izolasyon icin digski Ornekleri
tercih edilmekle beraber kiiltiir i¢in rektal siiriintii 6rnekleri de uygundur. Alinan 6rnek
bir iki saat i¢inde isleme alinmalidir. Hastalardan alinan digki 6rnegi, temiz, deterjan ve
dezenfektanla kontamine olmayan, genis agizli, kapakli ve sizdirmaz bir kap igerisine
alinarak oda 1sisinda taginmalidir. Eger rektal siiriintii 6rneklekleri kullanilacaksa, rektal
sfinkterden 2-3 cm igeri sokulan ekiiviyon rotasyonel hareketler yaptirilarak kriptlerle
temas ettirilmelidir. Daha sonra yine rotasyonel hareketlerle rektumdan ¢ikartilan
ekiivyon tasima kabi icerisinde laboratuvara ulastirilmalidir (78). Ornekler iki saat
icinde isleme alinamayacaksa alinan ornekler modifiye Cary Blair tasima besiyerine
alinmal1 ve laboratuvara ulastirilincaya kadar +4°C’de korunmalidir. Digk1 6rneklerinin
dondurulmast uygun degildir (91). Tasima besiyeri olarak Ornekler modifiye Carry-
Blair diginda, alkali peptonlu su, tiyoglikolatli sivi besiyeri, Campy-Thio, Caryy-Blair
ile taginabilmektedir (92). Yapilan g¢aligmalar diger formiilasyonu ayni ancak litre
basina agar miktar1 azaltilmis (1.6 g/It) modifiye Caryy-Blair besiyerinin
Campylobacter’ler i¢in en uygun tasima besiyeri oldugunu gostermistir (28, 93).
Campylobacter gastroenteritlerinde klinik materyal digki veya rektal stiriintiidiir. Ancak
bakteriyemi halinde mikroorganizmanin kan kiiltiiriinde izolasyonu taniya yardim eder.
Yapilan ¢alismalarda C. fetus, C. upsaliensis ve C. jejuni tiirlerinin kandan izolasyou
icin BACTEC ve Septi-Chek gibi otomatize sistemlerin uygun oldugunu anaerobik
buyyon ve lizis santrifiigasyon gibi manuel sistemlerin ise uygun olmadigi bildirilmistir
(28). Izole edilen Campylobacter izolatlarini saklamak icin en uygun ve en ¢ok tercih
edilen yontem %15 gliserol igeren besiyerleridir (84). Bu besiyerleri i¢inde saklanan C.
Jjejuni izolatlar1 -20°C’de 12 ayda %80’1 canli kalabilirken -85°C’de ise %100’iiniin
canli kalabildigini Cody ve ark. (84). yaptiklar1 ¢alismada benzer sonuglarin skim milk

saklama besiyeri ile de aldiklarini bildirmislerdir.
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2.9.2. Direkt inceleme

Bakteriyel gastroenteritlerde diski 6rneklerinin Gram boyama ile incelenmesi
Onerilmemekte ancak diski Ornekleri ilk iki saat igerisinde incelenirse anlamli
bulunmaktadir. Direkt mikroskobide bol eritosit ve notrofillerin goriilmeside dizanterik
form i¢in yardimci bulgu olarak degerlendirilebilir. Campylobacter tiirleri Gram
boyamada oldukc¢a ince olduklarindan dolay1 iyi goriinmemektedir. Ancak zit boya
olarak sulu fuksin veya safranin yerine karbol fuksin veya %]1’lik bazik fuksin
kullanilirsa daha net goriilmektedir (26,95). Diskinin kanli mukuslu bélgelerinden
alinan materyalden hazirlanan ve alkolle tespit edilen preparatlar, Gram’in boyasi veya
sadece %1 ’lik bazik fuksin ile boyanarak; soluk pembe renkte, mart1 kanadi, S veya
virgiil seklindeki tipik morfolojik 6zelliklere sahip Campylobacter yoniinden incelenir.
Campylobacter infeksiyonlarinda, direkt mikroskobiye ait ydntemlerin duyarlilig
calismalarda %76-94 olarak bulunmustur (95). Mshana ve ark. (95) 226, Wang ve ark.
(96) ise 842 gastroenteritli hastaya ait diski 6rnegini Campylobacter yoniinden Gram
boyama ile incelemis ve Gram boyama yonteminin duyarliligin sirast ile %76 ve %89

olarak bulmuslardir.

2.9.3. izolasyon

Campylobacter tiirleri iiremek i¢in mikroaerofilik atmosfer kosullarina ihtiyag
duyar. Bu ortam anaerobik kavonazlar i¢inde havanin bosaltilip yerine %5 O, %10 CO,
ve %85 Ny’lik uygun gaz karistminin verilmesi yada ii¢ gazli inkiibatorlerle saglanir.
Ticari firmalar anaerobik jarlarin igine yerlestirilerek uygun gaz ortamini saglayan hazir
gaz paketleri iiretmislerdir. C. sputorum, C. concisus, C. curvus, C. rectus ve C.
hyointestinalis gibi baz1 Campylobacter tiirleri iiremeleri i¢in hidrojene gereksinim
duyarlar. Anaerobik jarlar %2’lik H, saglayabildiklerinden bu ortam yetersiz kalir ve
hidrojene ihtiya¢ duyan bir tiiriin {retilmesi i¢in %6’lik H, veren anaerobik gaz
kavanozlar1 kullanilmahdir. C. jejuni igin 42°C’lik etliivde 48 saat tutulmasi
gerekmekteancak bazi arastirmacilar bu silirenin 24 saat daha arttirilmasinin izolasyon
oraninda artis sagladigini bildirmislerdir (28). Campylobacter tiirleri bagirsak flora

elemanlarindan daha geg¢ ve gii¢ lirer. Bu sebeple kolay tireyerek kiiltiir plagina hakim
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olan flora bakterilerinin kiiltiir ortamindan elimine edilmesi i¢in 6rnekler ya direkt
selektif besiyerine ekilmeli ya da membran filtrasyon 0,65 pum ¢apl seliiloz asetat
filtrelerden siiziildiikten sonra siiziinti 0,45-0,25 pm membran filtreden tekrar
stizildiikten sonra ekim yapilmalidir. Ancak diski florasinda bulunan Proteus gibi
hareketli bakterilerde filtreden kolayca gectiginden membran filtrasyon yontemi ile
izolasyon sans1 secici kiiltiir yontemine gore daha diisiiktiir. Ancak bu ydntemde
filtreden siizlilen diski kanli agar yerine secici besiyerlerine ekildiginde yontemin

basaris1 artmaktadir (97).

2.9.3.1. izolasyonda Kullamilan Besiyerleri

Campylobacter’ler iiremeleri icin 6zel besiyeri, uygun 1s1, mikroaerofilik sartlar
gerektirdiginden rutin laboratuvarlarda izolasyonu zordur. Kiiltiir igin selektif
besiyerlerinden biri kullanilir ve mikroaerofil sartlarda inkiibe edilir. Digki 6rneklerinden
Campylobacter tiirlerinin izolasyonunu saglayan cesitli selektif besiyerleri gelistirilmis
ve bu besiyerleri igerisine flora bakterilerini inhibe etmek amaciyla antibiyotikli katki
maddesi eklenmektedir (97, 98).

Campylobacter’lerin diski ve rektal siirlintii gibi karisik florali 6rneklerden
izolasyonunda, Brucella Agar, Blood Agar Base No:2, Columbia Agar, Thiogycollate
besiyeri, Campylobacter Agar Base gibi temel besiyerlerine antimikrobik
kombinasyonlar1 ve iiremeyi arttiririci ¢esitli katki maddeleri eklenerek hazirlanan
secici besiyerleri kullanilmaktadir (Cizelge 2.4.). Besiyerlerinin segiciligini; temel
besiyerinin igerigi, ilave edilen {iremeyi artirici maddeler ve antimikrobik
kombinasyonlar1 belirlemektedir. Ik izolasyonlarda besiyerlerine %5-10 oraninda

defibrine koyun ya da at kani ilavesi iiremeyi arttirmaktadir (97,98).
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Cizelge 2.4. Campylobacter’lerin izolasyonunda kullanilan besiyerleri ( 99).

Besiyeri Baz Eklenenler
Agar (%3), koyun kani (%10),
Butzler segici besiyeri S1vi1 tiyoglikolat besiyeri novobiosin, kolistin, sefalotin,
aktidiyon
Skirrow besiyeri Blood agar base No:2 At kary (.% s Vz.mkomls.m,
polimiksin B, trimetoprim
. Blood agar base No:2 veya Koyun kani (%10), vankomisin,
Blaser besiyeri . . N
(Campy-BAP) Brucella. agar base veya trimetoprim, p011m1k5}n B,
Columbia agar base amfoterisin B, sefalotin,
Bakteriyolojik komiir, sodyum
Preston Campylobacter segici | Besleyici broth 2 deoksikolat, ferroz siilfat, sodyum
besiyeri %1-2 Yeni Zelanda agar piirivat, kazein hidrolizat,
sefaperozon

Koyun kani, sefaperozon,,

Butzler besiyeri Columbia agar base rifampin, amfoterisin B, kolistin

%7 defibrine at kani, sefaperozon,
Modifiye Preston besiyeri Besleyici broth 2 amfoterisin B, Campylobacter
growth supplement

Aktif komiir, hematin,
Columbia agar base vankomisin, sefaperozon
siklohekzimid

Charcoal based kansiz segici
besiyeri

Disk1 orneklerinden Campylobacter tiirlerinin izolasyonunu saglayan cesitli
selektif besiyerleri gelistirilmis ve bu besiyerleri icerisine flora bakterilerini inhibe

etmek amaciyla antibiyotikli katk1 maddesi eklenmektedir (Cizelge 2.4).

a)Skirrow supplement: Vankomisin, polimiksin B, trimetoprim igerir.
b)Butzler suplement: Basitrasin, siklohekzimid, kolistin, sefazolin,
novobiosin igerir.

c)Blaser suplement: Vankomisin, polimiksin B, amfoterisin B, sefalotin
igerir.

d)CAT suplement: Sefaperozon, amfoterisin B, teikoplain igerir

Katki maddeleri icerisinde yer alan antibiyotiklerden sefalosporinler (sefalotin,
sefaperazon) genis spekturumludur. Enterobactericeae ailesine ait bakterilerin ve
enterokok hari¢ gram pozitif bakterilerin ¢oguna etkilidirler. Trimethoprim ise 6zellikle
Proteus ve Gram pozitif bakterilere karsi inhibitor aktivite gosterir. Ancak bakterilerde

timin sentezini inhibe ederek etkisini gosteren trimethoprimin, timidin iceren
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besiyerlerine etkinligi beklenenden daha diisikk olmaktadir. Bu tiir besiyerleri
kullanildiginda, besiyerine trimethoprime sinerjik etkisi nedeni ile polimiksin B ilave
edilmektedir. Besiyerlerine ilave edilen vankomisin Gram pozitiflere, rifampisin hem
Gram pozitif hem Gram negatif bakterilere teicoplanin ise enterokoklara kars1 etkilidir.
Orneklerdeki muhtemel maya ve kiif kontaminasyonuna karsi da besiyerine
siklohekzimit, amfoterisin B ve nistatin, gibi antimikotiklerden birisi ilave edilmelidir
(97, 98). Campylobacter tiirlerinin ¢ogu, besiyerine ilave edilen antibiyotiklere
direnglidir. Ancak, sefalotin, kolistin ve polimiksin B’nin C. jejuni, C. coli, C. fetus
subsp. fetus, C. jejuni subsp. doylei ve C. upsaliensis’in bazi suslarinin tiremesini
baskiladig1 bildirilmektedir. Bu nedenle, son yillarda secici besiyerlerinde sefalotin
yerine, digki florasim1 baskilama gilicii daha iyi olan Sefaperazonun kullanilmasi
onerilmektedir. Sefaperazonun digskinin normal florasinda yer alan bakterilerin ¢cogu
icin belirlenen MIC degeri < 8 mg/l iken klinik 6rnekten izole edilen ¢ok sayida C.
jejuni ve C. coli susu i¢in MIC degeri >128 mg/I’dir. Ancak, C.upsaliensis’in bazi
suglarinin, sefaperazon i¢in MIC degerinin >16 mg/l oldugu, bu nedenle 32 mg/l
Sefaperazon igeren mCCDA gibi segici besiyerlerinde bu Campylobacter tiiriiniin
tireyemeyecegi bildirilmektedir. Diger termofilik tiirlerin yanisira C. upsaliensisin’de
izolasyonu i¢in kullanilan, CAT (Sefaperazon, Amfoterisin B, Teicoplanin) gibi segici
besiyerine 8 mg/ml sefaperazon ilavesi Onerilmektedir (100, 101). Kan iceren
besiyerlerinde kontaminasyon oraninin daha yiiksek olmasi sebebi ile secici
besiyerlerine, iiretme faktorii olarak miimkiin ise kan yerine hematin, demir tuzu,
sarkoal, sodyum metabisiilfit ve sodyum priivat, antimikrobik olarakta, pseudomonas
tirlerine ve enterik bakterilerin ¢oguna etkili olan Sefaperazon’un ilavesi
onerilmektedir. Preston yada CCDA besiyerinde kan igcermeyen besiyerlerine gore C.
Jjejuni izolasyonunun daha yiiksek oranda gerceklestigi gosterilmistir (102, 103).
Campylobacter tiirleri olduk¢a narin mikroorganizmalar oldugundan bunlarin
izolasyon oranini arttirmak i¢in Preston, Campy-thio ve Campylobacter buyyon gibi
zenginlestirici besiyerleri gelistirilmistir. Fakat bu besiyerlerinin rutinde kullanilmasi
tavsiye edilmemektedir. Bununla beraber 6rnegin laboratuvara ulastirilmasinda gecikme
yasanacaksa veya oda 1sisinda uzun siire kalacaksa ve son olarak ta Guillain-Barre
Sendromu diislinlilen hastalarda hastaligin akut evresinden sonra organizma sayisi az

olabileceginden zenginlestirici kiiltlir yararl olabilir (26, 104).
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2.9.3.2. Besiyerlerine Ekim ve Inkiibasyon

Toplanan digki ornekleri ekiiviyon ile selektif besiyerlerinin {ist kismina
stiriildiikten sonra tek kullanimlik plastik 6ze kullanilarak seyreltme yontemi ile yayilir.
Kiiltiir i¢in her 6rnekten birisi kanli digeri kan icermeyen en az iki ayr1 segici besiyerine
ekim yapilmasi bagar1 sansini artirir (78). Ekim sonrasi besiyerleri % 50;, %10 CO,; ve
%85 N, iceren mikroaerofil atmosferde 37°C’de inkiibe edilir (78). Insanlarda
gastroenterite  yol agan Campylobacter’lerin biiyilk kismimi termofilik tiirler
olusturmaktadir. Bu nedenle termofilik Campylobacter’lerin daha kolay {iiretilebilmeleri
ve daha basit identifiye edilebilmeleri i¢in her 6rnek i¢in en az iki besiyerine ekim
yapilmali ve ikinci besiyerleri yine mikroaerofilik sartlarda 42°C’de inkiibe edilmelidir
(78). Campylobacter’lerin iiremesi i¢in gerekli mikroaerofilik atmosfer, mikroaerofilik
gaz karigimi saglayan ve ticari olarak temin edilebilen gaz jeneratorleri ile veya
anaerobik kavanozlarin havasi bosaltildiktan sonra ilave edilecek uygun gaz karisimi ile
saglanir (78). Campylobacter’ler besiyerinde 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda, 0.3-0.5
mm c¢apinda, su damlasi gibi nemli, gri/beyaz renkte {ireme gdosteren, hemoliz
yapmayan tipik kolonileri olustururken, komiir tozu igeren besiyerinde 72-96 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 0.5 mm capinda, grimsi renkte, bazen metalik refle veren

diiz yilizeyli ancak yayilma egilimi gosteren gozle goriilebilir koloniler olusturur (78).

2.9.3.3. Campylobacter’lerin Identifikasyonu

Besiyerlerinde fiiretilen siipheli koloniler koloni morfolojileri, mikroskobik
morfolojik 6zellikleri, oksidaz ve katalaz aktiviteleri, 1s1, tuz ve glisin tolerans testleri,
antimikrobik duyarlilik paternleri ile hippurati hidrolize edebilme o6zelliklerini gore
identifiye edilirler (78). Uygun inkiibasyon siiresinde 42°C’de secici besiyerinde
mikroaerofilik kosullarda {ireyen oksidaz pozitif Gram negatif, kivrik veya “S” seklinde
basiller Campylobacter spp. olarak tanimlanabilir. Bundan sonra sadece hippurat
hidroliz testi uygulanir (28). Hippurat hidroliz testi (N.benzoyl glycine amido hydrolase
testi) bakterilerdeki hippurikaz enzimi yardimiyla sodyum hippuratin parcalanarak
(hidrolizi ile) benzoik asit ve glisine doniisiimiinii ve ninhidrin ayiract yardimiyla

benzoik asitin renk degisiminin saglanmasi prensibine dayanmaktadir (105). Disiik
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hippiirikaz aktivitesinin bu testte belirlenememesi ve ekilen bakteri yogunlugunun
yontemin duyarliligini etkilemesi bu testin dezavantaji olarak gosterilmektedir. PZR
yontemi ile hippurikaz enzimini kodlayan geni (4ipO) saptanabilmektedir (105). C.
jejuni ve C. coli’nin fenotipik o6zellikleri birbirine benzemekte hippuraz aktiviteleri
bulunmamakta ve bu iki tiirii kesin olarak ayirtedebilmek i¢in molekiiler testler yapmak

gerekmektedir (28).

2.9.3.4. Diskida Antijen Arayan Testler

Diskida Campylobacter antijenlerini arastiran presipitasyon temelli ticari testler
gelistirilmistir. Campylobacter EIA testinde direkt digki Orneklerinin yanisira
zenginlestirici besiyerindeki diski Orneklerinin de degerlendirilebilmekte, bu testte
Campylobacter’lerin iki yiizey antijenine kars1t gelistirilmis poliklonal antikorlar
kullanilmaktadir  (106). Meritec Campy testinde ise latex partikiillerinin
sensitizasyonunda flagellar antijene karsi gelistirilmis antikorlar kullanilmaktadir.
Campyslide testi ile digki orneklerinden antijen tespitinde, Campylobacter’lerin hiicre
duvar antijenlerine kars1 iiretilmis antikorlar ile kapli lateks partikiilleri kullanilmaktadir

(106, 107).

2.9.3.5. Molekiiler Yontemler

Diski 6rneklerinden kiiltiir metodu ile Campylobacter’lerin tanimlanmasi ve tiir
diizeyinde identifikasyon icin yapilacak fenotipik testler zaman alic1 olmasi yaninda
tiremeleri i¢in 6zel kosul gerektirmeleri ve fenotipik degisime agik olmalarindan dolay1
bir takim dezavantajlara sahiptir (108). Bu olumsuzluklar agisindan tanida alternatif
yontem olarak molekiiler teknikler kullanilmistir (108). Molekiiler teknikler ic¢inde
Niikleik Asit Cogaltma yontemini (NAA) baz alan, PZR/Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), multipleks-PZR, AFLP, PZR-hibridizasyon yontemleri ile
DNA dizi analizi ve mikroarray gibi modifiye molekiiler yontemler kullanilmaktadir

(109). RFLP, farkli suslarin DNA’larinin PZR ile amplifikasyonunu sonrasi restriksiyon

32



enzimleriyle muamele edilmesi ve agaroz jelde elektroforez uygulanarak bant
goriintimlerindeki farkliliklarin ortaya konulmasini amaglayan bir yontemdir. RFLP
metodu, uygulanmasi ve yorumlanmasi kolay olan, yaklasik bir giin gibi bir siirede
sonug¢ veren bir metot olarak bir¢ok mikroorganizmanin ayrimina olanak tanimistir .
Campylobacter tirlerinin PZR-RFLP analizi i¢in hedef olarak en sik tercih edilen gen
bolgesi flagelladir. Campylobacter’lerin flagellas1 yiiksek homolojiye sahip flaA ve
flaB ad1 verilen iki gen bolgesi icerir. Her iki bélgenin de korunan ve degisken bolgeleri
mevcut oldugu i¢in, bu bolgeler PZR iirtinlerinin RFLP analizi i¢in uygundur (31, 97).
Campylobacter’deki flaA geni, onemli bir sekans heterojenitesi gosterir ve dolayisiyla
molekiiler analizler i¢in iyi bir epidemiyolojik marker olarak kullanilir. C. jejuni ve C.
coli flaA genlerindeki korunma boélgeleri diger Campylobacter tiirlerinde de kismen
bulundugundan dolay1 C. jejuni ve C. coli’nin tiplendirilmesi i¢in gelistirilen primerler
diger Campylobacter tiirlerinin tiplendirilmesinde de kullanilmaktadir (31, 97).
Campylobacter tiirlerinin molekiiler epidemiyolojisinde kullanilan bir baska yontemde,
Random amplified polymorphic DNA typing (RAPD-DNA) yontemidir. RAPD
yonteminde bilinen 6zgiil bir DNA bolgesini ¢ogaltmak yerine randomize edilen bir
veya daha fazla primerle DNA’daki birgok bolgenin ¢ogaltilmasi gergeklestirilmektedir.
Izolatlarin biiyiik bir ¢ogunlugunu arastirmak ve tiplendirmek amaci ile kullanilan en
etkili, basit ve ucuz tekniklerden biri olan RAPD yontemi, bakteriyel genomun
tamamindaki polimorfizmi arastirmaya uygun oldugundan, Campylobacter ve diger ¢cok
sayidaki bakterinin molekiiler tiplendirilmesi icin siklikla kullanilmis ve ayrim giiciiniin
olduk¢a yiiksek oldugu bildirilmistir (97). Campylobacter tiirlerinin RAPD ile
tiplendirilmesinde en sik kullanilan primerin OPA-11 oldugu rapor edilmistir.
Uygulama kolaylig1 ve kisa siirede sonu¢ verebilme acisindan genis kullanim alani
bulan bu ydntemin en 6nemli dezavantaji heniliz standardizasyonun saglanamamis
olmasidir. Laboratuvar igi ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik orani diisiiktiir (31,
97). Epidemiyolojik arastirmalarda kullanilan bir baska yontemde ribotiplendirmedir.
rRNA genlerinin restriksiyon (RFLP) analizine dayal1 bir yontem olan ribotiplendirme
yontemi taksonomik ve yogun olarak kullanilmistir. Campylobacter kromozomlari
tizerinde rRNA gen bolgesinin gesitli kopyalar1 (16S ve 23S rRNA) farkli pozisyonlarda
bulunmaktadir. rRNA genindeki bdlgelerin korunmasi ve baglanma bolgelerinin yiiksek

oranda degiskenlik gostermesinden dolay1 bu genler alt tiplendirme amaglari i¢in uygun
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hedeflerdir (31, 97). Ribozomal genler esas alinarak yapilan genotiplendirme igin en
uygun teknik, rRNA genleri icin spesifik bir prob ile Northern blot hibridizasyonunu
takip eden kesilmis genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezidir. Genel olarak
ribotiplendirmenin fenotipik olarak analizi zor olan Campylobacter tiirlerini
tiplendirmede c¢ok faydali oldugu bildirilmistir (31, 97). Ribotiplendirmede
kromozomlar1 kesmek amaciyla kullanilan restriksiyon enzimleri farkliliklar
gostermektedir. Pstl, Haelll, Hindlll ve Pvull tek baslarina, ¢ift ya da bazen ii¢ enzimi
iceren kombinasyonlar halinde kullanilabilmektedir (31). Bu metod, nispeten diisiik
ayrim giicli ve uygulama zorlugu nedeni ile rutin genotiplendirme i¢in uygun degildir.
Ayrica ribotiplendirmenin yliksek maliyeti ve kompleks yapisi bu metodun
kullanilmasini azaltan diger sebeplerdir (31). Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda
filogenetik iligkiyide ortaya koyan en uygun yontemler arasinda yer alan Multilocus
sequence typing (MLST) diger yontemlere gore biraz pahali olsa da son yillarda giderek
ragbet gormektedir. Bu yontemde, biitiin Campylobacter’lerde bulunan ve protein
kodlayan genlerin birkag tanesinin belli bolgelerinin dizi analizi yapilmakta ve internet
tizerinde karsilagtirmalarin yapilabilece§i kismen standardize edilmis bir veri tabani
bulunmaktadir (31). Campylobacterler’de MLST igin hedef olarak kullanilan protein
kodlayan genler; sitrat sentaz (glt A), ATP sentaz (unc A) aspartaz (asp A), serin
hidroksimetil transferaz (gly A), glutamin sentetaz (g/ln A), fosfoglutamaz (pgm) ve
transketolaz (zkf) olarak siralanmaktadir. MLST, Campylobacter tiirlerini de igceren
bir¢cok bakterinin tiplendirilmesi i¢in siklikla kullanilmistir (31). Molekiiler tiplendirme
metotlar1 birbirleri ile kiyaslandiklarinda bir¢ok avantajlar1 ve dezavantajlar1 mevcuttur.
Iyi bir tiplendirme metodunun kompleks olmamasi, tekrarlanabilirliliginin yiiksek
olmasi, kisa siirede sonu¢ alinmasi, ucuz olmasi ve uygulanmasmin kolay olmasi
gerekir (31). MLST ve PFGE gibi yontemlerin ayrim giicleri oldukc¢a yiliksek olmasina
ragmen, kompleks olduklarindan bu teknikler rutin kullanim i¢in pratik degildir. Bu
amacla diger metotlarla karsilastirildiginda ucuz ve uygulanabilirligi kolay olan RFLP
ve RAPD teknikleri arastiricilar tarafindan Campylobacter lerin tiplendirilmesinde ¢ok

daha siklikla kullanilmaktadir (31, 97).
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2.9.3.6. Serolojik Yontemler

Campylobacter enteritine yanit olarak akut infeksiyonu takiben hastalarin
immiinglobulin diizeyleri ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ile
arastirildiginda biitlin antikor siniflarinda (IgG, IgA, IgM) artis gozlendigi bildirilmistir.
Ayrica hastalarda akut infeksiyon gegtikten sonra antikor seviyesinin eski seviyesine
donmedigi ve hastalarin %9’unda 20 ay gectigi halde antikor titre yiiksekligin devam
ettigi gozlenmistir (110, 111).

Serolojik yontemlerin kullanilan antijen veya seropozitiflik kriterlerinin, tam
anlamiyla standardize edilememesi nedeniyle rutin tanidan ¢ok epidemiyolojik

caligmalarda kullanilmas1 onerilmektedir (28).

2.10. Epidemiyoloji

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yapilan calismalarda Campylobacter
enteritinin gercek insidanst hakkinda farkli sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Genel olarak
gelismekte olan iilkelerde ulusal Campylobacter siirveyans programi yoktur. Bu da
insidans oranit agisindan saglikli verilere ulagsmayr imkansiz hale getirmektedir.
Gelismekte olan iilkelerde insidans verileri, laboratuvar tabanli siirveyans
caligmalarindan elde edilmektedir (112). Gelismis Tllkelerde veriler gelismemis
tilkelerdekilere gore daha giivenilir bulunmaktadir. Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)’nin 2010 Mart ayinda yayinladigi raporda ABD’de 2007 yilinda gida
kaynaklt 1907 salgin meydana gelmis ve bu salginlara baglh 18 o6liim vakasi
bildirilmistir. CDC verilerine gére Campylobacter’ler bu salgilarin %4’tinden sorumlu
ajan olmustur (113).

CDC laboratuvar onayli 18.499 gida kaynakli infeksiyonda izole edilen
etkenlerin siras1 ile Salmonella spp 7,444 (%16.20), Campylobacter spp. 5,825
(%12.68) ve Shigella spp. i¢in 3,029 (%6.59) olarak bildirmistir. Campylobacter’lere
bagli infeksiyonlarin Salmonella infeksiyonlarindan daha diisiik oldugu gozlenmistir
(114). ABD’de her yil 76 milyon kisi gida kaynakli infeksiyon gegirmekte bunlarin
325.000’1 yatarak tedavi gormekte ve 5000 oOlim vakasi gozlenmektedir. Bu
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infeksiyonlar ABD’ne yillik maliyeti 10-83 milyon dolardir. FoodNet rarorlarina gore
gida kaynakli bu infeksiyonlarda izole edilen baslica patojenler Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Shigella spp., ve Cryptosporidium spp.’dir (115).

Ispanya’da yapilan bir calismada bes yas alt1 ¢ocuklarda goriilen enteritlerde
etken olarak Campylobacter’lerin Rotaviriis ve Salmonella spp.’den sonra tiglincii
siklikla goriildiigii belirlenmistir. Bu calismada Salmonella spp.’ye bagli enteritlerin
Ozellikle bes yastan itibaren tiim yaslarda gozlenirken Campylobacter’lere baglh
enteritlerin ise bir yas ve iizerinde oldugu tespit edilmistir (116).

Sadkowsa ve ark. (117). Polonya’da yaptiklar1 ¢aligmada 2008 yilinda toplam
270 Campylobacter vakasi tespit edilmis ve bunlarin %57’sinin hospitalize edildigi
bildirilmistir.

Avusturalya’da 2007 yilinda gida kaynakli 27,232 infeksiyon vakas1 gozlenmis
ve bu vakalarin 16,984’tinde Campylobacter spp., 9,484’linde Salmonella spp. tespit
edilmistir (118).

Ingiltere’de yapilan bir arastirmada 1990-2007 yillar1 arasinda 838,436
Campylobacter vakasi rapor edilmistir (119).

Ulkemizde Campylobacter infeksiyonlarinm goriilme sikligi ile ilgili 1986-2005
yillart arasinda yapilan ¢aligmalara goére Campylobacter tiirlerinin izolasyon oraninin
%0.61 ile %14.6 arasinda bildirilmektedir (120). Campylobacter nedenli infeksiyonlar
genelde sporadik olarak goriilmekle birlikte zaman zaman 6nemli salginlar da meydana
getirebilmektedir (120).

Campylobacter’lerle olusan infeksiyonun epidemiyolojik 6zellikleri gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde farliliklar gdstermektedir. Infeksiyon insidansi gelismis
iilkelerde ii¢ ayr1 yas gurubunda artis gdsterir. ilk artis bir yas alt1 bebeklik déneminde,
ikinci artis 15-29 yas arasi genclik doneminde son artisgda 60 yas ve iizerindekilerde
goriilmektedir (120). Erken ¢ocukluk déneminde gastroenterit ve GBS’na, 60 yas ve
tizerinde de ciddi dehidratasyona bagli olarak klinik daha agir seyretmektedir.
Gelismekte olan iilkelerin aksine gelismis llkelerde asemptomatik tasiyicilik orani
oldukca diisiiktiir (121).

Gelismekte olan iilkelerde Campylobacter’lerle iliskili infeksiyonlar hayatin ilk
bes yilinda gozlenmektedir. Gelismekte olan iilkelerde, ¢ocuklarin toprakla erken yasta

temasi, ¢ocukluk caginda hastalia kars1 6zgiil bagisikligin gelismesine bdylece
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toplumdaki asemptomatik tastyicilarin sayisinin fazlaligina yol agmakta, ileri yaslardaki
infeksiyonlar da daha selim seyretmektedir. Bu iilkelerde hayatin ilk yillarinda
asemptomatik tasiyicilik goriilen ¢ocuklar, diskilar1 ile bol miktarda Campylobacter
cikarmaktadir (122, 123).

Gelismekte olan iilkelerde Campylobacter enteritli hastalarda diger enterik
patojenlerde birliktelik tespit edilmistir. Hastalarin bir kisminda E. coli, Salmonella,
Shigella, G. lambia ve rotavirisler ile birliktelik goriilmiistiir. Bu sekilde polimikrobiyal
infeksiyonlar gelismis tlilkelerde olduk¢a nadirdir (124).

Jensen ve ark. (125) yaptiklart bir calismada cocuk hastalara ait 289 diski
orneginde Ascaris lumbricoides, Campylobacter spp., Giardia duodenalis, Entamoeba
histolytica/E. dispar ve Trichuris trichiura sirasi ile %55,1, %30,8, %21.5, %19,8 ve
%19.4 oraninda saptanmis ve bu hastalarin %43 ’iinde multi infeksiyon gbzlenmistir.

Campylobacter infeksiyonlarinin goriilme sikligt mevsimsel olarak da gelismis
ve gelismekte olan iilkelerde farklilik gostermektedir. Campylobacter gastroenteritleri
gelismekte olan iilkelerde yil boyu goriilebilmekte, gelismis iilkelerde ise yaz aylar1 ve
sonbahar baslarinda daha sik gozlenmektedir (126).

Campyobacter infeksiyonlar1 yaz aylarinda daha sik goriilmekte ve bu artigin
nedeni olarak Campylobacter’lerin iklim sartlarina uyumu, bu aylardaki beslenme
aliskanliklari, gdgmen kuslarin su ve yiyecek kaynaklarini kontamine etmesi ve yapilan
turistik seyahatler gosterilmistir (127).

Kanada’da 2007 yilinda Campylobacterler’le ilgili en biiyiik salgin bildirilmistir.
Bisiklet yariscilarinda goriilen bu salginda 225 vakada goriilen enterit vakalarindan C.

Jjejuni sorumlu tutulmus ve bulas kaynagi olarak kontamine sular gosterilmistir (128).

2.11. Korunma

Campylobacter gastroenteritinden korunma tedbirleri temel olarak ciftlikte,

hayvanin kesimi ve islenmesi sirasinda, mutfakta hazirlanmasi asamasinda ve kisisel

olarak alman tedbirler seklindedir. Ciftlikteki tedbirler hayvan sagliginin veteriner

hekim kontroliinde yiiriitiilmesi ve bulunduklar1 yerin temizligi, havalandirmast gibi
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tedbileri igermektedir. Bundan sonraki ve Campylobacter enteritini dnlemede en 6nemli
basamak hayvanin kesimi ve islenmesi sirasinda yapilmalidir (60).

Geligmis iilkelerde tavuk iirlinlerinin ¢ogu kontamine oldugu icin hayvan
kaynakli besinler (6zellikle kiimes hayvanlari) cok iyi yikanmali ve iyice pisirildikten
sonra tiketilmelidir. Kesimlik tavuklara probiyotik verilerek patojenlerin
kontaminasyonu engellenmektedir. Lactobacillus acidophilus ve Streptococcus faecium
gibi probiyotikler kullanilarak kontaminasyonun %70 azaldigi bildirilmektedir. Vahsi
ve evcil pek ¢ok hayvanin barsak florasinda bulundugu i¢in bakterinin tamamen
eliminasyonu imkansizdir. Meydana gelecek infeksiyon sayisini azaltmak igin siit ve siit
tirtinlerinin  pastorizasyonuna dikkat edilmeli, sular klorlanmali, kisisel hijyen
kurallarina dikkat edilmeli, hayvan ve hayvan {iriinleriyle temastan sonra eller
yikanmalidir (129). Etin islenmesi sirasinda tiim basamaklarda genel hijyen kurallarina
uyulmali ve iyi bir sanitasyon uygulanmalidir. Et kullanilincaya kadar mutlaka
buzdolabinda tutulmali ve pisirirken tavuk etinin i¢ sicakliginin 74°C’ye diger etlerin
ise 71°C’ye cikarilmasina 6zen gosterilmelidir (9). Insandan insana bulasma ¢ok nadir
oldugundan gida isi ile ugrasanlarda Campylobacter enteriti tespit edilirse hastaliginin
tam iyilesene kadar gida isi ile ilgilenmesine izin verilmez (129). Bireysel olarak
yapilabilecek en 6nemli korunma tedbiri el yikamadir. Infeksiyonun gelismesini
onlemek i¢in rutin antimikrobiyal kullanimi1 6nerilmemektedir (129).

Anne siitii ile beslenme bebekleri Ozellikle hayatin ilk yilinda C. jejuni
gastroenteritlerinden korumaktadir. Campylobacter yiizey antijenlerine karsi sekretuar
IgA antikor titresi kolostrumda en yliksek orandadir ve tiim laktasyon boyunca devam
eder. C. jejun’ye bagl gastroenterit oran1 anne siitii ile beslenmeyen bebeklerde

beslenenlere gore daha fazla oranda goriilmektedir (130).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez galismasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda bulunan arag¢ ve geregler kullanilarak yapilmistir. Diger kimyasal maddeler ve
sarf malzemeleri, BAP-SBE TM (CY) 2008-9 DR nolu projeden saglanan maddi

imkanlarla saglanmistir.

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

e Etiiv (Niive EN 500, Tiirkiye )

e Biyogiivenlik kabini (Nuaire NU 425-300E Class 11, ABD)

e Hassas terazi (Sartorius BL310, Almanya)

e Distile su cihaz1 (Millipore, Fransa)

e Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich- Micro 200R, Avusturalya)
e Midi santrifiij (Avusturalya)

e Vortex (Niive NM- 110, Tiirkiye)

e Sicak su banyosu (Niive BM 402, Tiirkiye)

e -80°C’lik Derin dondurucu (Heto, Cin)

e +4°C’lik sogutucu (Ariston, Tiirkiye)

e Otoklav (Hirayama- HA-300 M4, Japonya)

e Pasteur firmi1 (Memmert UE 500, ingiltere)

e Elektrik ocagi (Beko, 0.710, Tiirkiye)

e Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)

e pH metre (Hanna, italya)

e Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500, Tiirkiye)

e Mikropipet Seti (Biohit, Proline 0,5 pL.-1000 uL, Finlandiya))
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e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler, Almanya)
e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra, Almanya)
e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30, Almanya)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

e Tris-hidroklorid (Sigma, T-5941, Lot 31 K5466)

e Etilen diamin tetra asetik asit disodyum salt dihydrate (EDTA) (Sigma,
E5134)

e Sodyum dodezil siilfat (SDS) (Merck, L51736210)

e Magnezyum klorid (MgCl,) (Promega, A351H)

e Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

e Borik asit (Merck K29935665 204)

e Brom fenol mavisi (SCP Science B7722)

e Etanol absolut (Riedel de Haén/ Lot 32221)

e Siikroz (Merck 1.07651)

e Fenol kristalleri (Sigma P-1039, USA)

e Kloroform (Merck)

e Agaroz (Sigma, A-5093)

e Taq DNA Polimeraz (Promega M1665)

e 10X PCR Buffer (Mg Free) (Promega M190G)

e 5 mM MgCl2 (Promega A351H)

e 10 mM dNTP Mix (Sigma Deoxynucleotide set DNTP-100)

e Proteinaz K (Sigma P 2308 lot 065 K8603) 100 baz ciftlik (b¢) Marker
(100 bp DNA Step Ladder) (Promega G6951)

e (Carry-Blair besiyeri

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

o  %95’lik etil alkol (Sigma E-285 USA)
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e H,0,(Sigma H6520 USA)
e Gliserol (Sigma G516 USA)
e Aseton (Merck 1.00014.2500)
e Sodyum hippurat (CoHsNNaOs)
e Butanol (Merck 1.01990.2500)
e Ninhidrin (Merck 1.06762)
e DNase, RNase Free Su
e Restriksiyon enzimleri
o Alu I Restriction enzimi (Promega R6281)
o Tsp 5091 restriksiyon enzimi (Bio Labs, No:R5076L)
e Primerler
o THERM: TAT TCC AAT ACC AAC ATT AGT
o THERM4: CTT CGC TAA TGC TAA CCC

3.1.3. Kullamilan Standart Sus

Refik Saydam Hifzissthha baskanligindan temin edilmis olan C. jejuni 06044
RSKK kullanilmistir.

3.2. Besiyerleri, Ayiraclar ve Katki Maddelerinin Hazirlanmasi

3.2.1. Mikroaerofilik ortam

Mikroaerofilik ortam icin 2,5 litrelik anaerob jarlarinin igine Campy-Gen (Oxoid

Hamphshire, Ingiltere) gaz paketleri (%5 O, %10 CO, ve %85 N;) kullamilarak
saglandi (131).
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3.2.2. Besiyerleri

Calismada Campylobacter tiirlerinin izolasyonu igin tasima ve iiretme amagh

olmak tizere iki farkli grup besiyeri kullanildi.

3.2.2.1. Tasima Besiyerleri

Orneklerin tasinmasinda Modifiye Carry-Blair besiyeri kullanildi.

3.2.2.1.1. Modifiye Carry-Blair Besiyeri

Sodyum tioglikolat 1,5 gr

Na2HPO4 1,1 gr
NacCl 5gr
Agar 1,6 gr
Distile su 991 ml
pH 7,4

Balon igerisinde maddeler sicak su banyosunda isitilarak eritildi, pH 7,4‘¢
ayarlanip igerisinde tahta cubuklu pamuklu ekiivyon bulunan steril cam tiiplere,
herbirinde 7 ml besiyeri olacak sekilde paylastirildi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika
steril edildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de sakland1 (131).
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3.2.2.2. Uretme Besiyerleri

3.2.2.2.1. Modifiye Campylobacter Blood-Free Selective Agar = Modified
Charcoal Cefoperazon Deoxycholate Agar (mCCDA)

Besiyeri Modifiye Campylobacter Blood-Free Selective Agar (mCCDA)
icerisine antibiyotik kombinasyonlarindan olusan selektif suplementin ilavesi
hazirlandi. Ticari olarak temin edilen mCCDA besiyerinden 22,75 gr. tartilarak 500 ml
distile su igerisinde, benmaride homojen hale gelinceye kadar eritildi ve otoklavda
120°C’de 15 dakika bekletilerek steril edildi. Oda 1sisinda sogumaya birakilan besiyeri
1s1s1 40-42°C’ye gelince 16 mg sefaperazon, 5 mg amfoterisin B igeren ve 2 ml steril
distile su igerisinde ¢oziilerek kullanima hazir hale getirilen 1 sise CCDA selektif
suplementi (Merck 1.00071.0001) besiyerine eklendi. Steril petri kutularina 20 ml
miktarinda dokiilen besiyerleri, kullanilincaya kadar +4°C ‘de saklandi. Besiyerleri
dokiildiikten sonra birkag tanesi etiivde 37°C’de 24 saat bekletilerek kontaminasyon

kontrolii yapild1 ve +4°C’de sakland1 (131).

3.2.2.2.2. Sefaperazon, Amfoterisin B, Teikoplanin (CAT) Suplementli
mCCDA Besiyeri

Besiyeri Modifiye Campylobacter Blood-Free Selective Agar (mCCDA)
icerisine antibiyotik kombinasyonlarindan olusan selektif suplementin ilavesi
hazirlandi. Ticari olarak temin edilen mCCDA besiyerinden 22,75 gr. tartilarak 500 ml
distile su igerisinde, benmaride homojen hale gelinceye kadar eritildi ve otoklavda
120°C’de 15 dakika bekletilerek steril edildi. Oda 1sisinda sogumaya birakilan besiyeri
1s1s1 40-42°C’ye gelince igerisine her biri ayr1 ayri olarak tartilip 2 ml steril distile su
icerisinde eritilmis olan 4 mg Sefaperazon, Smg Amfoterisin ve 2 mg Teikoplanin

otoklavdan ¢ikmis olan ve oda 1sisinda sogumus olan besiyerine eklendi.
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Hazirlanan besiyeri 6nceden sterilize edilmis olan petri kaplarina 20 ml olacak
sekilde dokiildii. Besiyeri dokiilen petri kaplart oda 1si1sinda katilagmaya birakildi daha

sonra kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmistir (131).

3.3. Ayrraclarin Hazirlanmasi

3.3.1. Sodyum Hippurat Soliisyonu

Toz halindeki 1 gr sodyum hippuratin 100 ml distile suda eritilmesi ile
hazirlanan soliisyon, 0,4 ml lik tiiplere dagitildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi (131).

3.3.2. Ninhidrin Ayiracinin Hazirlanisi

50 ml aseton ve 50 ml butanol iceren karisima 3,5 gr ninhidrin ayiraci eklendi ve
kullanilincaya kadar karanlikta, oda 1sisinda saklandi (131). Test, bakterilerdeki
hippurikaz enziminin sodyum hippurati parcalayarak (hidrolizi ile) benzoik asit ve
glisine doniistiirmesi ve ninhidrin ayiract yardimiyla agiga c¢ikan benzoik asitin renk

degisiminin gosterilmesi prensibine dayanmaktadir.

3.3.3. Oksidaz Ayiraci

50 gr tetramethyl-p-phenylenediamine 10 ml distile suya ilavesi ile hazirlanan
ayirag, 151tk gecirmeyen kapakli cam siselere koyuldu ve kullanilincaya kadar +4°C’de
sakland1 (131).
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3.3.4. Katalaz Ayiraci

% 3’liik hidrojen peroksit kullanilmadan 6nce taze olarak hazirland1 (131).

3.3.5. Triple Sugar Iron Agar (TSI)

Kuru toz halinde ticari olarak temin edilen TSI agar (Merck 1.03915)’dan 32,5
gr almarak 500 ml distile su igerisine konuldu ve agar tamamen eriyinceye kadar
benmaride kaynatildi. Daha sonra 40-45°C’ye kadar sogutularak pH’s1 ayarlanan
besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavdan
cikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutulan besiyeri 8 ml hacimlerde steril cam tiiplere
paylastirildi. Tiipler dipte 3 cm’lik bir dik kisim ve {istte bir yatik kisim kalacak sekilde
yatik tutularak katilasmaya birakildi. Daha sonra kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi
(131).

3.4. Yontem

3.4.1. Cahisma Grubunu Olusturan Ornekler

Yaglar1 0-14 arasinda olan ve giinde {li¢ yada daha fazla sayida sekilsiz digkilama
sikayeti ile bagvuran hastalar ¢alismaya alindi. Ishal sikayeti 14 giinden uzun siiren ve
son bir hafta i¢inde antibiyotik kullanma Oykiisii olan hastalar ¢alisma dis1 birakild.
Calismada hasta ve/veya hasta yakinlari ile goriisiilerek hastalarin bagvuru sikayetleri,
gastroenteritin siiresi, glinliik diskilama sayisi, ates, kusma, karn agris1 yakinmalari,
yasadiklar1 yer, sosyo ekonomik diizeyleri, tavuk eti yeme Oykiisii sorgulanip dnceden
hazirlanmis forma kaydedildi (Ek 1). Calismaya ii¢ kat1 diski 6rnegi klinisyenlerin
Campylobacter infeksiyonu siiphesi nedeni ile dahil edildi.
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3.4.2. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler 01 Ekim 2008-30 Eyliil 2009 tarihleri arasinda (bir yillik periyotta)
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji
Laboratuari’ndan (163) ve Saglik Bakanligi Mersin Kadin Dogum ve Cocuk Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan (374) diskr kiiltiirii istenmis hastalardan alinmigtir
(toplam 537 digk1 6rnegi). Her hastadan, birisi steril ekiivyon yardima ile steril ependorf
tiiplerine yaklasik 1 gr, digeride Modifiye Carry-Blair besiyeri igerisine ekiivyon
yardimi ile toplam iki digki 6rnegi alindi. Transport kaplarina alinan ornekler buz
kaliplar1 arasinda en geg iki saat icerisinde Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’na tasindi.

3.4.3. Diskinin Makroskopik Incelemesi

Diski 6rneklerinin sulu, kanli, mukuslu olup olmadiklarina bakildi.

3.4.4. Diskinin Direkt Mikroskopisi

Disk1 mukuslu ise mukuslu kismndan, mukussuz ise sivi kismindan bir-iki 6ze
miktar1 kadar alinarak temiz bir lam tizerine damlatilan bir damla serum fizyolojik ile
stispane edilip iizerine lamel kapatilarak Isik mikroskobunda X 40’lik biiylitmede

incelendi.
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3.5. Kiiltiir

3.5.1. Diski Orneklerinin Secici Besiyerlerine Ekimi ve Inkiibasyonu

Cary-Blair tasima besiyerine alinan digk1 6rnekleri, her bir besiyerinden iki petri
kutusuna olmak tizere, mCCDA ve CAT suplementli CCDA besiyerlerine tek
kullanimlik plastik 6ze kullanilarak tek koloni diisecek sekilde ekildi. Digk1 6rneklerinin
klasik kiiltiir yontemi ile incelenmesinde Campylobacter’ler disinda Salmonella ve
Shigella tiirleride bakildi.Besiyeri plaklar1 Campylobacter’ler igin anaerobik jar
igerisine, %10 CO,, %5 H; ve %85 Nj’den olusan mikroaerofilik atmosfer olusturan,
kullanima hazir, gaz iireten iyon zarfi (Camylobacter System) ile birlikte yerlestirildi.
Ekim yapilan besiyerlerinden birisi 42°C digeride 37°C de inkiibe edildi. Ekim yapilan
plaklarinin tamami, 48-72 saat siiren inkiibasyonun ardindan Campylobacter iiremesi
yoniinden degerlendirildi. Uremenin olmadig plaklar tekrar kapatildi ve her giin {ireme
yoniinden kontrol edilerek bes giin siire ile inkiibasyona devam edildi. Bu siirenin
sonunda lireme goriilmeyen plaklar atild1 (28).

Calismada kalite kontrol susu olarak Refik Saydam Hifzissihha baskanligindan
temin edilen C. jejuni 066044 RSKK susu kullanildi.

3.5.2. Ekimlerin Degerlendirilmesi

3.5.2.1. Campylobacter Suslarinn Identifikasyonu

mCCDA ve CAT besiyerinde, 0.5 mm ¢apinda, grimsi renkte, diiz yiizeyli ancak
yayllma egilimi gosteren koloniler Campylobacter yoniinden siipheli kabul edilerek
oksidaz ve katalaz testi uygulandi. Her iki test reaksiyonu pozitif bulunan kolonilerden
hazirlanan yayma preparasyonlar, Gram boyama ile boyandi ve 151k mikroskopunda X
100 biiyiitmede incelendi. Gram boyamada sulu fuksin basamagi olan zit boyamada
bakterinin daha iyl goriilebilmesi i¢in bu boya yerine karbol fuksin kullanildi.

Mikroskopta Gram negatif, kivrimli veya virglil seklinde goriilen koloniler
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Campylobacter 6n tanisi ile ileri identifikasyon caligmalari icin saf olarak elde edilmek
lizere secici besiyerine pasajlandi. Besiyeri ylizeyinde pasajda saf olarak {ireyen
koloniler 6ze ile toplananarak, 23Sr RNA PZR-RFLP yontemi genotipik tanimlama ve
antimikrobiyal duyarlilik testlerinin yapilmasi i¢in %15’lik gliserollii besiyerine 3-4
McFarland bulaniklilik derecesi olacak sekilde ekilerek -80°C’de sakland1 (131).
Besiyeri tizerinde geri kalan Campylobacter kolonileri fenotipik identifikasyon
amaci ile oksidaz ve katalaz aktivitelerine ek olarak, siilfiirli bilesikleri kullanabilme
yeteneginin tespiti i¢in, TSI Agar’ da H,S olusumu, hippurik asidi hidrolize edebilme
yeteneginin tespiti i¢in, hippurat hidrolizi, segici antibiyotiklere duyarliliklarinin tespiti
icinde disk difflizyon yontemi ile nalidiksik asit ve sefalotin direncliligi yoniinden

degerlendirildi (131).

3.5.2.2. Oksidaz Testi

Tetramethyl-p-phenylenediamine distile suya ilavesi ile hazirlanan ayrag, 151k
gecirmeyen kapakli cam siselere koyuldu ve kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.
Onceden bantlar halinde kesilip, steril edilmis filtre kagitlar1 temiz lamn {izerine
konuldu. Filtre kagidinin iizerine 2-3 damla oksidaz ayiraci damlatildi. Besiyerinden
plastik 6ze yardimi ile alinan siipheli koloni, filtre kagidi iizerindeki ayiracin
damlatildig1 bolgeye siiriildii. Filtre kagidindaki siiriintii bolgesinde 5-15 saniye i¢inde
mor renk olusumunun gozlenmesi halinde oksidaz testi pozitif olarak kabul edildi. Filtre
kagidi kullanilirken besiyerinde glukoz veya boya bulunabileceginden bu 6zenin

besiyerine degdirilmemesine 6zen gosterildi (131).

3.5.2.3. Katalaz Testi

Kullanimdan once taze olarak hazirlanan %3’liik hidrojen peroksitten bir lam
tizerine 1-2 damla konuldu. Siipheli koloni 6ze yardimi ile alinarak hidrojen peroksite
karistirildi. Gaz kabarciklarinin olusumunun gézlenmesi halinde test pozitif kabul edildi

(131).
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3.5.2.4. Hippurat Hidroliz Testi

Test, bakterilerdeki hippurikaz enziminin sodyum hippurati pargalayarak
(hidrolizi ile) benzoik asit ve glisine doniistiirmesi ve ninhidrin ayiraci yardimiyla aciga
cikan benzoik asitin renk degisiminin gosterilmesi prensibine dayanmaktadir. Test i¢in
gerekli olan sodyum Hippiirat soliisyonu ve Ninhidrin ayiract 6nceden hazirlandi ve
Onerilen 1s1da saklandi. Test yapilmadan Once tiiplere konulmus 400 pl’lik sodyum
hippurat soliisyonlar1 oda 1sisinda ¢ozlinmesi i¢in beklendi. C. jejuni oldugu diisiiniilen
mikroorganizmanin saf kolonilerinden 3 McFarland standardinda bu tiiplere ekim
yapild1 ve 37°C’de iki saat inkiibe edildi. Iki saatlik inkiibasyondan sonra 0,2 ml damla
ninhidrin ayiraci eklendi. Daha sonra 30 dakika tekrar inkiibe edildi. Ornekler 10
dakikada bir kontrol edildiginde yiizeyde mor bir halka olusumu gézlendiginde, tepkime
olumlu kabul edildi. Otuz dakikalik inkiibasyona ragmen renk degisiminin ¢ok az veya
olmadig1 6rnekler olumsuz olarak degerlendirildi. Ninhidrin, proteini tespit etti§inden
sodyum hippurat test tlipiine bakteri slispansiyonundan bagka hi¢cbir madde ilave

edilmedi (101).

3.5.2.5. Sefalotin Duyarhhlik Testi

C. jejuni ve C. coli suslar rutin tanida direngli olarak kabul edilirler. Selektif
besiyerinde lireyen, Campylobacter tanili kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak serum
fizyolojik icerisinde 0,5 Mc Farland bulaniklik standardina esdeger yogunlukta bakteri
siispansiyonu elde edilene kadar homojenize edildi. Bakteri siispansiyonu igerisine
daldirilip 1-2 dakika bekletilen pamuklu 6ze, fazla sivivin birakilmasi i¢in tiip kenarina
bastirilarak ¢ikartildi ve antibiyotik ilave edilmemis %35 koyun kani iceren kanli agar
besiyerinin yilizeyine siiriildii. Besiyerlerinin yiizeyinde artitk sivi besiyerinin
kalmamasina dikkat edildikten sonra besiyeri yiizeyine 30 pg sefalotin iceren diskler
steril bir pens yardimi ile yerlestirildi. Besiyerleri mikroaerofilik atmosferde, 37°C’de
48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda disk etrafinda inhibisyon zon caplar
cetvelle Olgiildii. Sefalotin i¢in 14 mm ve lizeri ¢apa sahip koloniler duyarli olarak

degerlendirildi (132).
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3.5.2.6. Nalidiksik Asit Duyarhhk Testi

Selektif besiyerinde iireyen, Campylobacter 6n tanili kolonilerden bir 6ze dolusu
almarak serum fizyolojik icerisinde 0,5 Mc Farland bulaniklik standardina esdeger
yogunlukta bakteri siispansiyonu elde edilene kadar homojenize edildi. Bakteri
stispansiyonu igerisine daldirilip 1-2 dakika bekletilen pamuklu 6ze, fazla sivivin
birakilmasi i¢in tiip kenarina bastirilarak ¢ikartildi ve antibiyotik ilave edilmemis %5
koyun kani igeren kanli agar besiyerinin yiizeyine siiriildii. Besiyerlerinin ylizeyinde
artik sivi besiyerinin kalmamasima dikkat edildikten sonra besiyeri yiizeyine 30 pg
nalidiksik asit iceren diskler steril bir pens yardimi ile yerlestirildi. Besiyerleri
mikroaerofilik atmosferde, 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
disk etrafinda inhibisyon zon c¢aplar1 cetvelle 6l¢iildii. Nalidiksik asit i¢in 10 mm ve

tizeri ¢apa sahip koloniler duyarli olarak degerlendirildi (132).

3.5.2.7. Triple Sugar iron Agar (TSI)’ da H,S Olusumunun

Degerlendirilmesi

Stipheli Campylobacter kolonilerinden 2-3 tanesi igne 0ze ile alinarak TSI agara
ekildi ve mikroaerofilik ortamda 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

besiyerleri tireme ve H,S olusumu yoniinden degerlendirildi (101).

3.5.2.8. Campylobacter Tiir Ayirim

Oksidaz ve katalaz testleri, hippurat hidrolizi, nalidiksik asit duyarliligi,
sefolatin direngliligi, TSI agarda H,S olusumu, 37°C’de lireme ve 42°C’de iireme
Ozelliklerine bakilarak yapildi. Tiim incelemeler sonunda Campylobacter’ler igin segici
besiyerinde mikroaerofil atmosferde hem 37°C hem de 42°C’de, iireyen termofilik
ozellikteki, oksidaz ve katalaz aktivitesine sahip, TSI Agar’da H,S olusturmayan,

kolonilerden
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1. Nalidiksik asite duyarli, sefalotine direngli olup hippiirat hidroliz testi
pozitif olanlar C. jejuni

2. Nalidiksik asite ve sefalotine direncli olup, hippiirat hidroliz testi negatif
olanlar C. lari

3. Nalidiksik asite duyarli, sefalotine direngli olup hippiirat hidroliz testi
negatif olanlar C. coli olarak identifiye edildi (131).

3.5.2.9. Salmonella ve Shigella Tiirlerinin Identifikasyonu

Disk1 kabui icerisindeki 6rneklerden birer 6ze dolusu ornek alinarak; Salmonella
ve Shigella izolasyonu icin zenginlestirici besiyeri olan Selenit-F buyyona, Eosin
Metilen Blue (EMB) ve Salmonella Shigella agara (SS) ve Hekton Enteric agara (HE)
ekildi. Selenit-F besiyerinde 37°C’de 6-8 saat bekletilip siire sonunda besiyerlerinden
bir 6ze dolusu alinarak SS ve HE agara pasajlar yapildi. 37°C’de 16-18 saat aerob
sartlarda inkiibe edildi. Bakteriler, EMB agarda laktozu fermente etme Ozelliklerine
gore degerlendirildi. Salmonella ve Shigella bakterileri laktoz negatif olmalar
nedeniyle besiyerinin rengini degistirmemekte ve renksiz-saydam goriinmektedirler. SS
agarda ise, kiikiirt kaynagi olan sodyum tiyosiilfat bulunmakta, sodyum tiyostilfattan
hidrojen siilfiir olusturabilen bakterilerin kolonileri, bu 6zellikleri nedeniyle SS agarda
siyah renkte goriilmektedir. Sa/monella kolonileri bu 06zelliklerinden dolayi, renksiz
ancak ortalar1 siyah benekli koloniler olusturmaktadir. Her iki besiyerinde de laktoz
negatif olan koloniler Salmonella ve Shigella stiphesiyle biyokimyasal tanimlama i¢in
degerlendirmeye alindi. Ayrica SS agarda hidrojen siilfiir olusturmus siyah renkli
koloniler goriildiigiinde Salmonella’dan siiphelenildi. HE agarda: Salmonella igin
genellikle siyah merkezi olan veya olmayan mavi-yesil renkli koloniler, ve Shigella igin
yesil, nemli diiz ve saydam koloniler degerlendirildi. ilk 24 saat icinde EMB agar ve SS
agarda Salmonella ve Shigella kolonilerine benzer koloniler goriilmediyse, plaklar
atilmayarak bir giin daha etiivde inkiibe edilecek ve yeniden degerlendirildi. Ureyen
suslar, biyokimyasal tanimlama ic¢in degerlendirmeye alindi. Burada bakterilerin
sekerler, aminoasitler, sitrat, lire izerindeki etkileri ve hareket yeteneklerine gore farkli

besiyerlerinde verdikleri reaksiyonlara bakildi.
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Cizelge 3.1. TSI ve LIA besiyerlerinde Salmonella tiirii bakterilerin iireme 6zellikleri

Besiyeri Reaksiyon Sonu¢

Laktoz, siikroz, glukoz fermentasyonu Yiizey - alkali (kirmizi) Dip - asit (sar1)
TSI - - ——

Ferrik amonyum siilfat Besiyeri (siyah)

Lizin dekarboksilasyonu, deaminasyonu | Yiizey - alkali (mor) Dip - alkali (mor)
LIA - - ——

Ferrik amonyum siilfat Besiyeri (siyah)

Cizelge 3.2. TSI ve LIA besiyerlerinde Shigella tiirii bakterilerin iireme 6zellikleri

Besiyeri Reaksiyon Sonu¢

Laktoz, siikroz, glukoz fermentasyonu Yiizey - alkali (kirmizi) Dip - asit (sar1)
TSI . - .

Ferrik amonyum siilfat Besiyeri (siyahlagmaz)

Lizin dekarboksilasyonu deaminasyonu | Yiizey - alkali (mor) Dip — asit (sar1)
LIA Ferrik amonyum siilfat Besiyeri (siyahlagmaz)

Simon’s sitrat agardaki degerlendirme: Bakterilerin sitratlar1 tek karbon kaynagi
olarak kullanmas1 esasina dayanir. Salmonella spp, sitrat pozitif olup orijinal rengi yesil

olan besiyerini mavi renge doniistiirmektedir. Shigella spp, sitrat negatiftir ve

besiyerinin rengi yesil olarak kalmaktadir.

Indol olusumu: Salmonella ve Shigella bakterileri genellikle indol negatif olan koloniler

yapmaktadir.

Hareket besiyeri degerlendirmede: Shigella bakterileri hareketsiz, Salmonella’lar ise

hareketlidir.

Salmonella ve Shigella tiirlerinin serotiplendirmesi: Biyokimyasal degerlendirme

sonucunda Salmonella ve Shigella spp. oldugu diisiiniilen koloniler anti-serumlarla

aglutinasyon islemine alindu.
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3.6. Molekiiler Uygulamalar

Ishalli hastalardan toplanan 537 diski 6rnegi, kiiltiir izolasyonu ile es zamanli
olarak, termofilik Campylobacter tiirlerine ait 23S rRNA geni ilizerindeki spesifik
dizilerin varligini tespit amaci ile molekiiler bazli bir yontem olan, PZR-RFLP yontemi
ile de degerlendirildi (133). PZR-RFLP ile tip tayini siras1 ile DNA ekstraksiyonu,
Termofilik Campylobacter tiirlerinin 23S rDNA genine ait 491 bp lik fragmentin PZR
ile amplifikasyonu ve agaroz gel elektroforezi ile tespiti, amplikonlarin restriksiyon
enzimleri ile kesimi ve kesim sonucu olusan fragmentlerin agaroz gelde goriintiilenerek

tanimlanmasi seklinde gerceklestirildi.

3.6.1. DNA Ekstraksiyonu

3.6.1.1. Diski Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Calismaya alinan digki 6rneklerinden Campylobacter DNA’sinin ekstraksiyonu
icin Magna Pure Compact Nucleic Asid Isolation kit I (Kat No:03 730 964 001 Roche)
ekstraksiyon kiti kullanildi. Kit igeriginde bulunanlar: Koleksiyon tiipleri (2 ml),
Proteinaz K, Removal buffer, Wash Buffer, Elution Buffer, Lysis Buffer.

Digkr 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu {iretici firmanin onerileri dogrultusunda

asagidaki sekilde yapildi.

1. Yaklasik 180-220 mg disk1 6rnegi 2 ml’lik ependorf tiiplerine alind1 ve 5-6 kati
kadar fosfat tamponu ile silispanse edildi. (6rnek sivi kivamda ise 200 pl
koyuldu).

2. Elde edilen siispansiyondan 200 ml alinip yeni bir ependorfa aktarildi iizerine
180 ml lysis buffer ve 20 uL proteinaz K eklendi.

3. Ornekler kuru 1s1 bloguna almip dnce 65°C’de daha sonra 95°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.
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10.

Inkiibasyon siiresi sonunda, karisim &nce homojenizasyon icin 15 saniye
vortekslendi, daha sonra kaba partikiillerin uzaklastirilmas: amaci ile 500
rpm’de iki dakika santriflij edildi. Santrifiij sonunda olusan siipernatant 2 ml’lik
yeni bir tiipe aktarildi ve iizerine 100 ul isoproponol ilave edildi, 6rnekler
vortekslenip High pure filtre iceren kolonlarin i¢ine eklendi.

Kolonlar bir dakika 1000 x g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolonun
altindaki kolleksiyon tiipii atild1 ve yeni kolleksiyon tiipii takildi.

Tiiplerin kapaklar1 tek tek agilarak 500 pl removal buffer eklendi ve bir dakika
1000 x g’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 kolonun altindaki kolleksiyon tiipii atild1 ve yeni kolleksiyon

tiipti takildi.

. Tiiplerin kapaklar1 tek tek acilarak 500 pl wash buffer eklendi ve bir dakika

1000 x g’de santrifiij edildi bu islem bir kez daha tekrar edildi.

Kolonlar bir dakika 1000 x g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolonun
altindaki kolleksiyon tiipii atild1 ve kolon 2 mI’lik steril ependorf i¢ine konuldu.
Tiiplerin kapaklar tek tek agilarak 200 pl elution buffer eklendi ve bir dakika
1000 x g’de santriflij edildi. Santriflij sonrasi1 ependorf icideki kolon atild1 ve
ependorf i¢inde elde edilen DNA ektrakti kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

3.6.1.2. Kiiltiirde izole edilen suslardan DNA Ekstraksiyonu

Hizli DNA ekstraksiyon protokolii besiyerinde iireyen Campylobacter

kolonilerine uygulandi. Daha 6nce segici besiyerinde tireyen Campylobacter 6n tanili
kolonilerden epandorf tiiplerinde saklanan Ornekler canlandirilip DNA eldesi i¢in
ekstraksiyon iglemine tabi tutuldu. Bu yontemde, 1,5 ml’lik steril ependorf tiipiine 1 ml
steril distile su konuldu. Bir 6ze dolusu koloni su igerisinde siispanse edildi ve 80°C’de
20 dakika tutularak bakterilerin par¢alanmasi saglandi. Daha sonra ependorf tiipii 12x
g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pellet iizerine 200 ul kloroform ve
200 pl steril distile su ilave edildi. Karisim 12.000 x g’de 10 dakika tekrar santrifiij
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edildi ve siipernatant PZR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak {izere yeni bir steril

ependorfa aktarilarak PZR’de kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.6.2. Termofilik Bolgenin Amplifikasyonu

Termofilik Campylobacter’lerin 23S rDNA geninde 43 ile 69. heliksler arasinda
yer alan ve dort farkli termofilik Campylobacter tiirii igin spesifik olan 491 bp
uzunlugundaki bdlgenin amplifikasyonu i¢cin THERM (F-5’-TAT TCC AAT ACCAAC
ATT AGT-3’)ve THERM-4 (R-5’-CTT CGC TAA TGC TAA CCC -3’) primerleri
kullanildi (133). Amplifikasyon; 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCl,, herbir ANTP’den 200 puM, herbir primerden 25 pmol, 2,5 U Tag polymerase ve
50ng/5ul kalip DNA igeren, toplam 50 mikrolitre PZR karigiminda gergeklestirildi.
Amplifikasyon asamalar1 termal dongii cihazinda asagidaki dongii sirasina gore

tamamlandi (Cizelge 3.3., 3.4.) (133).

Cizelge 3.3. Campylobacter gen bolgesinin PZR reaksiyon karisimi

Campylobacter spesifik

PZR malzemeleri oen bolgesi (491 bp)

Distile su 36,75 ul
MgCl, (25 mM) 3ul

10X PZR tamponu 5ul

dNTP mix (10 mM) 1 ul
Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul (THERM)
Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul (THERM-4)
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0,25 ul
Toplam PZR karisimi1 hacmi 47 ul
Campylobacter DNA’s1 3ul
Toplam hacim 50 pl
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Cizelge 3.4. Campylobacter tiirlerinin gen bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 62 30 saniye 42
Zincir Uzamasi (Extension) 72 45 saniye
Bekleme 4 00 )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, drneklere elektroforez

uygulanmak {izere +4°C’ye kaldirilmistir.

3.6.3. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulamasi

PZR ile Campylobacter spesifik gen bolgeleri amplifikasyonla ¢ogaltildiktan
sonra %1,5’luk agaroz jele yiiklenerek iirtinlerin elektroforezi yapildi. Bant olugumu
gozlenen Orneklerin bir sefer daha amplifikasyonu yapildi. Hazirlanan jelde yiiriitiilen
DNA’larin uzunluklar, biiytikliikleri belli DNA fragmentlerini igeren molekiiler agirlik
standard1 ile kiyaslanarak saptandi. Elektroforez tamponu olarak Tris-Borik Asit-Etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10X konsantre stok olarak hazirlanan
bu tampon kullanilmadan 6nce 1X olacak sekilde distile su ile sulandirild1 (133). Bir
balon jojede 0,45 gr agaroz 30 ml 1X TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga firinda
homojen seffaf hale gelinceye kadar isitildi. Biraz soguduktan sonra Et-Br’den 3 pl
eklendi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavagga dokiildii.
Katilagana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez
tankina yerlestirilerek PZR 6rneklerinin yiiklenmesine hazir hale getirildi (133). Daha
onceden PZR islemi yapilmis olan buzdolabindaki 6rneklerden 5’er pl alinarak parafilm
tizerinde 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis ylikleme tamponu (%20 siikroz veya gliserol,
%0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karigtirildi. Daha sonra da elektroforez tankina
yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi kapatildiktan sonra

giic kaynag caligtirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30 mA akim verilerek elektrik akimi
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gecmesi saglanarak ornekler 30-40 dakika boyunca yiiriitiildi. Yiikleme tamponunda
bulunan brom fenol mavisinin gogii takip ederek jelin 2/3’lik kismina ulastifinda
elektroforez durduruldu. Jel tanktan ¢ikarilarak 312 nm dalga boyunda 151k veren UV-

transliiminatoriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde kayitlar1 yapildi.

3.6.4. RFLP Uygulamalar

PZR ile ¢ogaltilan ve Campylobacter 23S rDNA geni iizerindeki hedef dizilerle
uyumlu olan amplikonlar, tiir diizeyinde identifikasyon i¢in Alul ve Tsp 5091 RE ile
kesildi. Kesim sonucu ortaya ¢ikan DNA fragmentlerindeki polimorfizm termofilik
Campylobacter’lerin tip diizeyinde tanimlanmasini sagladi. Bu c¢alismada iki farklh
restriksiyon enzimi kullanildig1 i¢in her enzim kendi 6zel tamponu ve substrati ile iki

farkl tlipte calisildi (133).

3.6.4.1. Alul Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile Amplikonlarin Kesimi

Termofilik Campylobacter’lere ait oldugu tespit edilen amplikonlar ticari olarak
saglanan, genomda 5’AGCT 3’ baz dizisini taniyan ve hedef diziyi G ile C arasindan
keserek kor uclu fragmanlar olusturan A/ul restriksiyon enzimi (Promega R6281) ile
muamele ettirildi. Aul enzimi 10.000 U/ml aktif enzim i¢eren 0.1 ml’lik siselerde,
kullanima hazir olarak saglandi. Enzimin ¢alisma tamponu olan asetillenmis BSA ve

10X RE Buffer da enzimle birlikte kullanima hazir olarak alind1 (133).

Enzimatik kesim i¢in reaksiyon karigimi agsagidaki sekilde hazirlandi
Alul (10U/pl) 0,1 ul
RE Buffer (10x) 2,0 ul
Asetilated BSA 0,2 ul

Amplikon 10 pl
Distile su 7,7 Wl
Toplam hacim 20 ul
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Reaksiyon karisimi, enzimin optimum diizeyde aktivasyonu i¢in iiretici firma
Onerileri dogrultusunda Termal Cycler’da 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda reaksiyon karigimi 65°C’de 5 dk inkiibe edilerek enzimin inaktivasyonu

gergeklestirildi.

3.6.4.2. Tsp 5091 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile Amplikonlarin

Kesimi

Termofilik Campylobacter’lere ait olan amplikonlar, yine ticari olarak saglanan,
genomda 5’AATT 3’baz dizisini taniyan ve hedef diziyi ilk adenin rezidiisiinden 6nce
palindromik olarak kesen Tsp 5091 restriksiyon enzimi (Bio Labs, Kat No:R5076L) ile
muamele ettirildi. Tsp 5091 enzimi, 10,000 unit/ml aktif enzim igeren 100 ml viallerle
kullanima hazir olarak saglandi. Enzimin ¢alisma soliisyonu olan 1XNE Buffer enzimle

birlikte alindi. Enzimatik kesim i¢in reaksiyon karigimi asagidaki sekilde hazirlandi:

Tsp 5091 (10U/ul ) 0,1 ul
Kalip DNA 10 pl

I XNEBuffer Buffer (10x) 5 ul
DS 34,9 ul

Reaksiyon karigimi enzimin optimum diizeyde aktivasyonu i¢in 65°C’de 16 saat
inkiibe edildi. Her iki enzimle optimal sartlarda hazmettirilen amplikonlarin, kesim
yerlerine gore olusturduklar1 fragmentlerin biiyiikliikleri, elde edilen iirlinlerin elektirikli
ortamda, %3’likk agaroz jelde yiiriitiilmeleri sonucu ortaya ¢ikan fragment sayr ve
biiyiikliikleri dikkate alinarak belirlendi. Orneklerin elektroforez i¢in hazirlanmasi,
agaroz jelin dokiilmesi, Orneklerin yliklenmesi, elektroforez esnasinda uygulanan
akimin siiresi ve siddeti ile fragmentlerin goriintiilenmesinde, PZR ile amplifiye edilen

irlinlerin elektroforezi ve goriintiilenmesinde kullanilan protokol kullanildi.
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3.6.5. RFLP Sonug¢larinin Yorumlanmasi

Termofilik Campylobacter tiir tayini i¢in amplifiye edilen 23S rDNA iizerindeki
491 bp’lik amplikonlar, Alul ve Tsp 5091 restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra, jel
elektroforezinde gosterdikleri fragment profil polimorfizmine gore tip diizeyinde
tanimlandilar. Tiplendirmede Engwal EO ve arkadaslarinin kriterleri baz olarak alindi

(133) (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. Engwall ve Fermer tarafindan belirlenen, PZR-RFLP fragment polimorfizmine gore
Campylobacter tiplendirilme kriterleri (133).

Tip Alu 1 Tsp 5091

C. jejuni 202bp /166 bp/ 124 bp | 491 bp

C. coli 290bp/ 202bp 491 bp

C. upseliensis 290 bp/ 202bp 339 bp/126 bp

C. upseliensis var.I | 290 bp/115 bp/87 bp 339 bp/126 bp

C. lari 290 bp/115 bp/ 51 bp 177 bp/162 bp/126 bp

3.7. istatistiksel Yontem

Termofilik Campylobacter tiirlerinin ¢ocuklarda goriilme sikligini arastirmak
amaci ile yapilan bu ¢alismada elde edilen bulgular arasindaki iligkiler Ki-kare analizi
ile SPSS (Statistical Package for Social Scienses, Version 10.0) paket programi
kullanilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Bolgemizde goriilen c¢ocukluk c¢ag1 akut gastroenteritlerin etiyolojisinde
termofilik Campylobacter tiirlerinin goriilme sikligini belirlemek i¢in bu ¢alisma 1Ekim
2008-30 Eyliil 2009 tarihleri arasinda yapildi. Calismaya 163’14 (%30,36) Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi, 374’ii (%69,64)
Saglik Bakanligt Mersin Kadin Dogum ve Cocuk Hastanesi polikliniklerine
gastroenterit yakinmasi ile basvuran yaslar1 0-14 arasinda olan 309 erkek, 228 kiz dahil
edildi. Calismaya dahil edilen toplam 537 hastanin diski 6rnegi Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’nda termofilik
Campylobacter tiirleri yOniinden konvansiyonel Kkiiltiir yontemleri ve PZR-RFLP
yontemi ile incelendi.

Calismaya gastroenterit sikayeti olan 309 (%57,54) erkek, 228 (%42,46) kiz
toplam 537 hasta dahil edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Diski 6rneklerinin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Say1 %
Kiz 228 42,46
Erkek 309 57,54

Calismaya dahil ettigimiz hastalarin yas araligi 0-14 arasinda olmakla birlikte,
yas gruplarina gore dagilim incelendiginde bebeklik doneminde (0-2 yas) 165 hasta
(%30,726 ), okul 6ncesi donemde (3-5 yas) 225 hasta (%41,899 ), 147 hasta (%27,374)
okul ¢aginda (6-14 yas) bulunmaktadir (Cizelge 4.2).

60



Cizelge 4.2. Diski 6rneklerinin yas gruplaria gore dagilimu

Yas Grubu Say1 %

0-2 165 30,72
3-5 225 41,89
6-14 147 27,37

4.2. Diski Orneklerinin Makroskopik ve Mikroskopik Bulgulari

Calismamizda 537 diski O6rnegi  makroskopik ve mikroskopik olarak
incelenmistir. Orneklerimizin 12 (%4,36)’sinde makroskopik olarak kan tespit edilmis,
54 (%19,36)’linde her sahada bol 16kosit, sekizinde (%2,9) her sahada bol eritrosit
gozlenirken, 262 (%48,78) Ornekte mikroskopik olarak eritrosit ve 18kosit
gorilmemistir.

Calismamizda diski orneklerinden izole edilen toplam 24 Campylobacter
susunun makroskopik olarak degerlendirilmesinde ise sekizi (%33.3) mukuslu, ikisi
(%38,3) kanli ve mukuslu, dordii (%16,6) sulu, yedisi (%29.1) yar1 kati, ii¢li (%12,5) kati
olarak tespit edilmistir. Campylobacter gastroenteriti goriilmesi yoniinden diski
incelenmesinde, makroskopik olarak digkinin sulu yada dizanterik formda olmasi
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Izole edilen Campylobacter suslarma ait toplam 24 diskinin mikroskopik
inceleme sonuclarina baktigimizda 11 (%45,8)’inde eritrosit ve 16kosit goriilmezken,
sekizinde (%33,3) her sahada 3-6 16kosit, dordiinde (%16,6) bol eritrosit, bol lokosit,
birinde (%4,1) ise nadir 16kosit tespit edilmistir.

4.3. Kiiltiir Sonuclar

Calismaya alinan 537 digki 6rneginin mCCDA ve CAT suplementli CCDA
secici besiyerlerine ekimi yapildi, 42°C ve 37°C’de 48-72 saat mikroaerofilik kosullarda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi yapilan degerlendirmede iireme olan kolonilerin
oksidaz, katalaz, Gram boyama ozelliklerine bakildi ve pozitif olan 24 (%4,46) diski

ornegi Campylobacter spp. olarak tanimlandi.
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Calismamizda izole edilen Campylobacter’lerin goriilme yas aralifi 0-12 yas,
ve ortalama yas 7,28 olarak tespit edilmistir. izole edilen 24 izolatin onu (%41,6) kiz
cocuklarinda, 14’1 (%58,4) erkek cocuklarin saptandi. Yas gruplarina gore izolatlarin
dagilim1 incelendiginde 12’si (%50) 0-2 yas grubunda, altis1 (%25) 3-5 yas grubunda,
geri kalan alt1 (%50) izolatta 6-14 yas grubu ¢ocuklarda izole edildi. izole edilen 24

izolatin yas gruplarina gore dagilimi Cizelge 4.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Campylobacter izole edilen olgularin yas gruplarina gére dagilimi

Yas Grubu Say1 %
0-2 12 50
3-5 6 25
6-12 6 25

En sik izolasyon 0-2 yas grubunda oldu. 0-2 yas grubunda Campylobacter
izolasyonu ac¢isindan istatiksel olarak bir fark saptanmistir (p < 0,05).

Calismada izole edilen Campylobacter’lerin ikisi (%8,3) mayis ayinda, dordii
(%16,6) haziran ayinda, 11 (%45,8)’1 temmuz ayinda, besi agustos ayinda (%20,8), ikisi
(%8,3) eylil ayinda izole edildi (Cizelge 4.4.) Aylara gore izolasyon oranlari
incelendiginde en sik izolasyonun temmuz ayinda goriildiigli ve bununda istatiksel

olarak anlamli oldugu (p <0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.4. Campylobacter izole edilen olgularin aylara gore dagilimi

Aylar Say1 %
Mayis 2 8,3
Haziran 4 16,6
Temmuz 11 45,8
Agustos 5 20,8
Eyliil 2 8,3

Calismaya alinan biitiin digk1 6rneklerinden termofilik Campylobacter tiirlerinin

izolasyonu i¢in sarkoal igeren mCCDA ve CAT suplementli CCDA besiyeri kullanildi.
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Uygun inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde 0.5 mm capinda, grimsi renkte,
bazen metalik refle veren, oksidaz ve katalaz enzim aktiviteleri yoniinden pozitif
bulunan, Gram boyama ile mikroskopta Gram negatif, kivrimli veya virgiil seklinde
goriilen ve diger fenotipik yontemlerlede Campylobacter 6n tanisi alan 24 izolata

hippurat hidroliz testi yapildi (Sekil 4.1., 4.2.)

Sekil 4.1. Modifiye Campylobacter Blood-Free Selective Agar besiyerinde {iretilen
Campylobacter kolonilerinin goriinimi.
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Sekil 4.2. Hippurat Hidroliz Testinin degerlendirilmesi: Sagdaki tiip negatif, soldaki tiip pozitif
hippurat hidroliz testini gdstermektedir.

Kiiltiirde iireyen bu 24 Campylobacter izolatlarinin klasik identifikasyonunda;
nalidiksik asite duyarli, sefalotine direngli oldugu belirlenmis, 22 izolatin hippurat
hidroliz testi pozitif sonu¢ verdigi, iki izolatin hippurat hidroliz testi negatif sonug
verdigi belirlenmistir. Hippurat hidroliz testi negatif iki izolat C. coli digerleri C. jejuni

olarak tiplendirilmistir. (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Segici besiyerlerinden izole edilen Campylobacter izolatlarinin fenotipik 6zellikleri.

Sus No
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TSI’de
H,S olusumu

Sefalotine
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Calismada izole ettigimiz 24 izolatin 22 (%91.66)’si C. jejuni, ikisi (%8.34) C.
coli olarak tespit edildi (Cizelge 4.6.).

Tiir Say1 %
C. jejuni 22 91,66
C. coli 2 8,34
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Calismaya dahil edilen ¢ocuklarda yas gruplarina gore C. jejuni izolasyonu
incelendiginde 0-2 yas grubunda 11 (%6.6) izolat, 3-5 yas grubunda alt1 (%2.6) izolat,
6-12 yas grubunda 5 (%3.4) izolat saptanmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. C. jejuni izole edilen 22 olgunun yas gruplarina gore dagilimi

Yas Grubu Say1 %
0-2 11 6,6
3-5 6 2,6
6-12 5 3.4

Calismada izole edilen iki C. coli izolatindan biri (%0.60) 0-2 yas grubunda
bulunurken digeri (%0.68) 6-14 yas grubunda goriilmiistiir.

Calismada disk: kiiltiiriinde C. jejuni iireyen toplam 22 hastanin 13(%59)’l
erkek, dokuzu (%41) kiz ve Erkek/Kiz orani 1.4 olarak tespit edildi. C. jejuni
izolasyonu yoniinden cinsler arasinda anlamli bir fark saptanmamstir (p>0,05).

Calismamizin yiiriitiildiigi periyotta C. jejuni izolasyonu en sik Temmuz ayinda
11 (%50) izolat ile saptanmistir. Bunu Agustos ay1 bes (% 22,7), Haziran ay1 ii¢
(%13.6), Eyliil ay1 iki (%9,1) ve Mayis ay1 bir (%4,54) izolat ile izlemistir. Calismada
izolasyon oranlarimizin yaz aylarinda arttig1 tespit edilmis olup en sik Temmuz ayinda
olmustur. Temmuz ayindaki bu farklilik istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,05).

Hastalarin gastroenterit sikayetlerinin siiresi incelendiginde ortalama 2.4 giin
olarak saptanmistir.

Semptomlar yoniinden incelendiginde C. jejuni saptanan toplam 22 hastanin
dordiinde (%18,18) sadece gastroenterit yakinmasi varken, ticiinde (%13,6) gastroenterit
ve karin agrisi, dordiinde (%]18,18) gastroenterit, karin agrisi ve ates oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. C. jejuni izole edilen hastalarda bagvuru semptomlari

Semptom Olgu Sayisi %
Sadece gastroenterit 4 18,1
Ishal, karin agrist 2 9
Ishal, karin agris1, kusma 2 9
Ishal, karin agris1, ates,kusma 3 13,6
Tek basina yada diger semptomlarla birlikte gastroenterit | 22 100
Tek basina yada diger semptomlarla birlikte kusma 13 59
Tek basina yada diger semptomlarla birlikte karin agrist 12 54,5
Tek basina yada diger semptomlarla birlikte ates 4 18,1

C. jejuni izole edilen gastroenteritli hastalarin diski 6rneklerinin makroskopik
incelemesinde hastalarin altisinda (%27,27) sulu digski gozlenirken, yedisinde (%31,8)
mukuslu, ikisinde (%9) kanli-mukuslu, iiciinde (%13,6) yar1 kati 6zellikte diski
gbzlenmistir. Izolasyon yoniinden sulu formdaki diski ile dizanterik form arasinda
istatiksel olarak bir fark saptanmamistir (p >0,05).

Digkr 6rneklerinin mikroskopik incelemesinde ise dordiinde (%18,18) eritrosit
ve 16kosit gozlenmezken, 13 (%59)’linde her alanda 3- 6 16kosit, besinde (% 22,7) nadir
eritrosit saptandi.

Calismada diski kiiltiirlerinde C. coli iireyen iki hastanin biri iki yasinda kiz,
digeri 12 yasinda erkek hasta oldu. Hastalarda C. coli suslarindan biri Mayis digeride
Haziran ayinda izole edildi. Semptomlar yoniinden incelendiginde bir hastada sadece
gastroenterit, digerinde ise karin agrisi, bulant1 ve kusma oldugu belirlenmistir.

C. coli izole edilen hastalarin diskilarinin makroskopik incelemesinde birinin
mukuslu digerininde yar1 kat1 6zellikte oldugu saptanirken, mikroskopik incelemede ise
eritrosit ve 10kosit saptanmamugtir.

Calismamizda 537 hastanin incelenen digki 6rneginde klasik yontemlerle 3-5 yas

grubunda iki (%0,37) hastada Salmonella spp. 1zole edildi.

4.4. PZR Sonuc¢lan

Calismada termofilik Campylobacter genomundaki hedef dizilerin PZR ile

amplifikasyonu sonucu direkt diskidan ektrakte edilmis DNA kaliplari, termofilik
Campylobacter’lerin genomunun 23S rDNA geninin 43 ile 69. heliksler arasinda yer
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alan ve termofilik tiirler i¢in spesifik ve iyi korunmus olan 491 b¢ uzunlugundaki
fragmentini hedefleyen bdlge ¢cogaltidi.

Calismaya alinan 537 hastanin digk1 6rneginden direkt DNA izolasyon yapilarak
22 (% 4,09) ornekte PZR ile 491 bp uzunlugundaki hedef DNA dizilerinin varlig: tespit
edildi (Sekil 4.3 ).

Sekil 4.3. PZR amplifikasyon iiriinlerinin %3’liik agaroz jeldeki goriintiisii: 5 numarali 6rnek

pozitif kontrol; C. jejuni 06044 RSKK susu, 1, 2, 3, 4, numarali 6rnekler PZR pozitif, 6 numarali 6rnek
PCR negatif hasta drnekleridir.

Kiiltiirde iiretilen 24 izolattan ekstrakte edilen DNA’larin  PZR’larinin
tamaminda (%100) 491 bp uzunlugundaki hedef DNA dizileri saptandi.

Calismada diski 6rneginden direkt izolasyon yapilan orneklerin tamaminda
kiiltiirde tireme tesbit edilmis ancak kiiltiir de iireme tesbit edilen iki izolatin, direkt

disk1 6rneginden izolasyon sonrasi PZR’nu negatif olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.9. PZR ile 491 bp. uzunlugunda bant tespit edilen 6rneklerin ekstraktin 6zelligine gore
dagilimi

Eksrakt PCB' % nega i %
pozitif negatif

Diski ektrakti

n: 537 > : P 2t

1zole edilen sus eksrakti 24 100 0 0.0

n: 24
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Kiiltlir yontemi ile pozitif ancak diskidan direk izolasyon sonrast PZR yontemi
ile negatif bulunan iki digski 6rneginin ekstraksiyon ve PZR islemleri iki kez tekrar

edilmis ancak sonug yine negatif olarak degerlendirilmistir.

4.4.1. RFLP Sonuglan

PZR ile ¢ogaltilarak, 491 bp uzunlugundaki hedef bolge ile uyumlu fragment
biiyiikliigiine sahip olan amplikonlar, tip tayini amac1 ile Alu I ve Tsp 5091 restriksiyon
enzimi ile kesim reaksiyonuna alindi. Kesim sonucu olugan fragmentlerin polimorfizmi

agaroz jel elektroforez islemi ile goriintiilenerek degerlendirildi (Sekil 4.4.)

Marker 1 ) 3 4 5

W TpS091 Al TpS091 Al TspS091 Al TpS091 Aul  TepS091 Al

= —  — e —

Sekil 4.4. PZR-RFLP yontemi ile elde edilen kesim {iriinlerinin agaroz jeldeki goriiniimii: 1 ve 3

numarali 6rnekler C. coli, 2, 4, 5 numarali 6rnekler C. jejuni ile uyumlu bant paterni géstermektedir.

Diski izolatlariin fenotipik yontemlerle tiplendirilmesinde hippurat hidroliz
testi pozitif olarak belirlenip, C. jejuni tanis1 alan 22 izolat PZR/RFLP testi ile C.
Jjejuni ile uyumlu bant paterni gosterdi. Calismada hippurat hidroliz testi negatif olarak
belirlenen ve fenotipik olarak C. jejuni diisiiniilmeyen iki izolat PZR-RFLP analizinde
C. coli ile uyumlu bant paterni gosterdi.

Calismada kullandigimiz PZR-RFLP yonteminin duyarliligi %91,67, 6zgiilliigii
%100, pozitif prediktif degeri %100 ve negatif prediktif degeri %95 bulundu.

Kullanilan metodlar arasinda duyarlilik yoniinden anlamli bir farkliligin
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bulunmadigii ve PZR yonteminin kiiltiir yontemine alternatif olarak kullanilabilecegi

tespit edildi.
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5. TARTISMA

Infeksiydz gastroenteritler, tiim diinyada sik goriilen, bakteri, viriis ve
parazitlerin neden oldugu gelismekte olan iilkelerde bebek ve cocuklarda Onemli
morbidite ve mortaliteye neden olan hastaliklardir (134).

ABD’de bes yas alt1 ortalama 16,5 milyon ¢ocugun 1,3 ile 2,3 milyonunun her
yil bir kez enterit atagi gegirdigi ve bunun da 1 milyar dolarlik bir maliyete neden
oldugu bildirilmistir (135).

Fekal-oral yolla bulasan bu infeksiyonlar, niifusun kalabalik, yetersiz ve
dengesiz beslenmenin oldugu, hijyenik kosullarin bozuk oldugu iilkelerde, pek cok
insanin 6liimiine sebep olmaktadir (136).

1980°’li yillarin  baglarindan itibaren giderek artan Onemi nedeniyle
Campylobacter tiirlerinin de pek ¢ok laboratuvar tarafindan izolasyonuna baglanmistir.
Ancak bu yerlerin biiyiik bir ¢ogunlugunda diizgiin bir takip yapilmadigindan ve saglikli
kayitlar tutulamadigindan Campylobacter tiirlerine bagli gastroenteritlerin gergek
insidans1 hakkinda tam bir bilgi yoktur (13).

ABD’de FoodNet raporlarina gore Campylobacter gastroenteritleri Salmonella
ve Shigella gastroenteritlerinden daha yliksek seyretmis, FoodNet raporlarina gore
2002 yilinda 13.3/100.000’lik bir oranda saptanmistir (138).

Campylobacter  tirleri  i¢inde C. jejuni tiim diinyada akut bakteriyel
gastroenteritlerin en sik nedenidir (139). Dayan ve ark. (140) calismasinda Israil’de
2007-2009 yillar1 arasinda goriilen ¢ocukluk ¢ag1 gastroentlerinde Campylobacter lerin
en sik etken oldugunu C. jejuni’nin diger tlirlerden daha sik goriildiigii bildirilmistir. C.
jejuni gastroenteritleri diinyada yaygin olarak goriilmekle birlikte degiskenlik
gostermektedir. Yapilan calismalarda Hindistan’da %18, Bulgaristan’da %3,58,
Romanya’da %10,5 oraninda C. jejuni etken olarak saptanmistir (141, 142, 143).

Gazze’de ishal etkenlerinin dagilimini tespit etmek ic¢in yapilan bir calismada
gastroenterit sikayeti olan bes yas altindaki 150 c¢ocugun digski 6rnegi incelenmistir.
Calisma sonucunda orneklerin  %6’sinda Shigella spp., %5’ inde Campylobacter spp.
izole edilmistir (144).
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Ulkemizde Campylobacter’lerin goriilme sikligi ile ilgili farkli merkezlerde
1986 ile 2005 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda Campylobacter izolasyon orani %0-
13 olarak bildirilmistir (Cizelge 5.1.) (120, 145).

Cizelge 5.1: Ulkemizde 1986-2005 yillar1 arasinda cesitli yas gruplarinda Campylobacter
izolasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarinin sonuglari (145).

Arastiricl Yil Izolasyon oranlar1 | Calismanin yapildig yer
Giiltekin ve ark. 1986 5 Sivas
Mutlu ve Pamuk¢u | 1986-87 0 Antalya
Ase1 ve ark. 1988 13 Elaz1g
Akgiin ve ark. 1985-87 1 Eskisehir
Mete ve Suay 1989 11 Diyarbakir
Hasgelik ve ark. 1990 9 Ankara
Ozkan ve Giinhan 1994 2 [zmir
Oztiirk ve ark. 1992-94 7 Istanbul
Isik ve ark. 1994-95 7,5 [zmir
Yildirim ve Fazli 1995 3 Kayseri
Zarakolu ve ark. 1995-97 6 Ankara
Yagci ve Erdem 1998 6 Ankara
Ongen ve ark. 1997-99 0,9 Istanbul
Tas ve Ardig 1999 3.5 Ankara
Altindig ve Kenar 2000 7 Afyon
Kanan ve Aksit 2000-01 0,6 Eskischir
Ozkan 2005 12,9 Adana

Yapilan bu ¢alismalarda elde edilen bu oranlarin farklihigindan o6rneklerin
transport sartlari, ¢alisilan zaman, izolasyonda kullanilan besiyerleri, laboratuvarlar
arasindaki standardizasyon farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (66).
Ayrica c¢alisilan yas gruplari, cinsiyet, ekonomik durum, beslenme sartlar1 ve ¢alisilan
zaman dilimi gibi faktorler izolasyon oranlarin1 degistirmektedir (66).

Campylobacter infeksiyonlarinin tanmisinda kiiltiirde izolasyon ‘“altin standart”
olarak kabul edilmekle birlikte klasik kiiltiir yonteminin 4-6 giinliik bir siire gerekirmesi
tanida alternatif yoOntemlere ihtiyag dogurmustur. Diski Orneklerinde direkt
Campylobacter DNA’sin1 saptayan molekiiler yontemlerin ayni gilin iginde sonug
verebilmeleri bu yontemleri hizli tamida kiiltiire gore daha avantajli hale getirmistir
(146).

Calismamizda segici kiiltiir besiyerleri mCCDA ve CAT suplementli CCDA ile
PZR-RFLP yontemlerini birlikte kullanarak gastroenteritli hastalara ait diski
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orneklerinde %4,46 oraninda Campylobacter izolasyonu saptadik. Fenotipik ve
molekiiler tiplendirme yontemlerine gore izolatlarimizin = %91,66’simin C. jejuni,
%8,34’1iniin de C. coli oldugunu tespit ettik.

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalinda
Polat ve arkadaglar1 tarafindan 2006-2007 doneminde degisik yas grubundan 431
gastroenteritli hastanin digki 6rneginde klasik yontemle %5,1 ve molekiiler yontemle
%4,5 oraninda Campylobacter tespit edilmistir (97)

Yaptigimiz bu c¢alisma Mersin  bolgesindeki  c¢ocukluk cagi  akut
gastroenteritlerinde Campylobacter’ler ile ilgili yapilan ilk kapsamli c¢alisma olup
oranlarimiz Adana’da Polat ve arkadaslarinin ¢alismalarinda bulduklar1 %5,1°lik orana
yakin bulunmustur (97). Bizim ¢alismamizda ise drneklerimizin %4,46’da klasik kiiltiir
yontemi ile %4,09°da diskidan direkt molekiiler yontemle pozitiflik bulunmustur.

Istanbul’da Ongen ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir ¢alismada, bes yil boyunca
cesitli yas grubundan 6835 ishalli hastaya ait diski 6rnegi, Campylobacter tiirlerinin
varlig1 yoniinden arastirilmis, 6rneklerin %1,2’sinde Campylobacter pozitifligi tespit
etmiglerdir (121). Bu ¢alismada fenotipik 6zelliklerine gore tiplendirdikleri izolatlarin
%84’ linilin C. jejuni oldugunu bildirmislerdir (121).

Yilmaz ve arkadaglar1 Edirne ve yoresinde caligmada, gastroenteriti olan 82
hastaya ait diski Ornegini, Campylobacter izolasyonu amact ile mCCDA besiyeri
kullanip digki 6rneklerinde %4 oraninda Campylobacter izole etmislerdir. Bu ¢aligmada
izole edilen Campylobacter tiirleri fenotipik olarak tiplendirilmis, %81 oraninda C.
Jjejuni ve %19 oraninda C. coli identifiye edildigi bildirilmistir (8).

Campylobacter’lerin digki Orneklerinde tiir ve tip diizeyinde saptanmasinda
kiiltiir bazli konvasiyonel yontemler kullanilmasi diginda molekiiler yontemler de
yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (147). Digki orneklerinden bakterinin
izolasyonuna gerek duymaksizin tiir ve tip diizeyinde taniyr miimkiin kilan molekiiler
yontemlerle, bakteri sayisinin kiiltiirde izolasyon i¢in gerekli olan sinirin altinda olmasi
halinde bile yiiksek duyarlilikta pozitif sonuclar elde edilebilmektedir (148).

Houng ve arkadaglar1 358 gastroenteritli ¢ocuktan aldiklar1 diski 6rneklerinin
kiiltiir yontemi ve ceuE bazli multipleks PZR ile termofilik Campylobacter tiirleri
yoniinden arastirilmiglardir. Aragtirmada PZR ile diski 6rneklerinin %77 sinin, kiiltiir

yontemi ilede %356’sinin Campylobacter yoniinden pozitif bulundugu bildirilmistir.
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Calismada orneklerin %24,86’sinin kiiltlir yontemi ile negatifken PZR yontemi ile
pozitif olarak tesbit edildigi, buna karsilik %4,47’sinin kiiltiir yontemi ile pozititken
PZR yontemi ile negatif olarak tesbit edildigi bildirilmistir (149).

Bizim yaptigimiz calismada ise bu durumun aksine selektif besiyerleri
kullanilarak yapilan kiiltiir yontemleri ile %4,46 oraninda Campylobacter izole
edilirken, PZR-RFLP yontemi ile %4,09 oraninda pozitiflik elde edildi. Caligmada
kiiltiir yontemi ile pozitif bulunan iki 6rnek molekiiler yontemlerle negatif olarak
bulundu. Calismamizda tam1 amaciyla kullandigimiz yontemler arasinda duyarlilik
yoniinden anlamli bir fark olmadig1 saptanmig olup, molekiiler yontemlerin de sartlar
uygun olan laboratuvarlarda kiiltiir yontemine alternatif olarak kullanilabilecegi
diistinildii.

Kulkarni ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada 343 gastroenteritli
hastanin digski1 O0rnegi incelenmis, kiiltiir i¢in digki 6rnekleri; mCCDA besiyeri ve
membran filtrasyon yontemi kullanilmigtir. Kiiltlir yontemi ve digki 6rneklerinden elde
edilen DNA ekstraktlar1 termofilik Campylobacter tiirleri igin spesifik olan 16S rDNA
geni lizerindeki hedef bdlgenin tespiti igin PZR ile amplifiye edilmistir. Kullanilan
yontemlerden en az birisi ile 6rneklerin 23 (%6,7)’ti Campylobacter yoniinden pozitif
bulunmustur. Digki DNA ekstraktlarinin 20 (%5,8)’sinde 16S rDNA geni iizerinde
hedeflenen dizilerin varlig1 belirlenirken, mCCDA besiyeri ve membran filtrasyon
sonrast kanli besiyerine yapilan ekimlerde ise sirasi ile 17 (%4,9) ve 12 (%3,5)’sinde
termofilik Campylobacter’lerin iiredigi bildirilmistir. Aragtirmacilar; bu ¢alismada tani
amaci ile kullandiklar1 metodlar arasinda duyarlilik yoniinden anlamli bir farkliligin
bulunmadigini ve PZR y6nteminin kiiltiir yontemine alternatif olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir (150).

Bizim calismamizda da 537 diski 6rnegi klasik kiiltiir ve PZR-RFLP ile
degerlendirildi. 537 hastanin diski 6rneginden direkt DNA izolasyon yapilarak 22
(%4,09) ornekte, secici besiyerler kullanilarak yapilan kiiltiir ile 24 ornekte (%4,46)
pozitiflik saptandi.

Steinhauserova  ve  arkadaslarmin  yaptiklari  calismada  termofilik
Campylobacter’lerin identifikasyonunda klasik kiiltir ve molekiiler yontemler
karsilastirilmis, insanlardan elde edilen ve klasik kiiltiir yontemi ile 62°si C. jejuni, 28’1

C. coli olarak ident edilen 90 termofilik Campylobacter susu 23S rDNA-RFLP yontemi
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ile tiplendirilmistir. Klasik yontemle C. jejuni olarak identifiye edilen Campylobacter
izolatlarinin 58’1 PZR-RFLP’de C. jejuni olarak saptanirken dordi ise C. coli ile
uyumlu bulunmamistir. Calismada C. coli olarak identifiye edilen izolatlarin tamaminin
PZR-RFLP’de C. coli ile uyumlu oldugu tespit edilmistir (151).

Polat ve arkadaglarinin Adana ve bolgesinde yaptiklar1 ¢aligmasinda ise erigkin
ve ¢ocuk hastalara ait 434 digki Orneginde klasik ve PZR-RFLP yontemi ile
Campylobacter tiirleri arastirilmis ve bu calismada klasik yontemle 6rneklerin %35,1de
PZR-RFLP ile de %4,5’de Campylobacter pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada hippurat
hidroliz testi baz alinarak kiiltiirde izole edilen 17 izolatin 13’1 (%76,5) C. jejuni olarak
tiplendirilirken ayni izolatlar PZR-RFLP yontemi tiplendirildiginde ise 14 (%84,2)
izolat C. jejuni olarak tiplendirimistir. Calismada arastiricilar diskida Campylobacter
tanisinda ve tiir diizeyinde identifikasyonunda molekiiler yontemlerin daha duyarh
oldugu belirtmistir (97).

Bizim ¢aligmamizda ise hippurat hidroliz testi baz olarak alinarak, kiiltiirde izole
edilen 24 izolatin 22 (%82,4 )’si C. jejuni, 2 (%17,6)’si de C. coli olarak tanimlandi.
Ayni izolatlar PZR-RFLP ile tiplendirildiginde ; benzer sekilde 22 (%82,4) izolatin C.
Jjejuni, 2 izolatin (%17,6) C. coli ile uyumlu fragment profili sergiledigi tesbit edildi.
Klasik kiiltiir yontemi ile identifiye edilen izolatlarin PZR-RFLP sonuglarinda
uyumsuzluk goriinmedi.

Diskidan direkt DNA ekstraksiyonu yapilarak uygulanan PZR-RFLP
yonteminde ise 22 izolat (%4,09) C. jejuni olarak ident edildi, klasik ve molekiiler
yontemle Campylobacter pozitifligi bulunan iki izolat diskidan direkt yapilan PZR
yontemi ile pozitif bulunmadi. Bizim ¢alismamizda Polat ve arkadaslarinin ¢aligmasinin
aksine tam1 ve identifikasyonda klasik ve molekiiler yontem arasinda duyarlilik
acgisindan bir fark belirlenmedi.

Campylobacter’lerin insanlara gegisi indirekt yolla kontamine gesitli besin ve
sularla yada direk yolla infekte insan veya hayvanlardan fekal materyalle
olabilmektedir. Yaz aktiviteleri, mangal ve 1zgarada yapilan yiyeceklerin tiiketilmesi, kirli
sularm icilmesi, evde kedi kopek ve benzeri hayvan beslemek, bunlarla temasta bulunmak

Campylobacter infeksiyonlart i¢in riski arttirmaktadir (152).
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Calismamizda Campylobacter izole ettigimiz 24 olgu incelendiginde
olgularimizin sporadik oldugu belirlenmis ve o6zel bir infeksiyon kaynagi
saptanmamigtir.

Campylobacter infeksiyonlarinda evde beslenen hayvanlarla temasin 6nemli bir
risk faktorii oldugu bildirilmistir. Ingiltere’de 2005-2006 yillarinda risk faktorleri ile
ilgili yapilan bir ¢caligmada bulasta en yliksek risk faktoriiniin hazir tavuk eti tiiketimi
oldugu, evde beslenen hayvanlarinda bulastirmada etken olabilecegi bildirilmistir (153).

Bizim calismamizda Campylobacter izole edilen hastalarin 6nceden doldurulan
formlar1 incelendiginde bu hastalarin hi¢ birinin evde hayvan beslemedigi ve tavuk eti
tiiketiminin olmadig1 goriilmiistiir.

Campylobacter’ler ile olusan gastroenteritler sicak ve nemli aylarda daha yaygin
olarak gozlenmekte Ozellikle Mayis ayinda baslayan, Temmuzda zirveye ulasan ve
stirekli azalarak Aralik’ta en alt diizeye inen tutarl1 bir grafik gostermektedir.

Campylobacter infeksiyonu genel olarak yaz mevsiminde belirgin bir artig
gostermektedir (145).

Oztiirk ve arkadaslar1 tarafindan Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji laboratuarinda yapilan ve iki yillik bir siireyi kapsayan calismada
Campylobacter’lerin goriilme sikligimin Mayis-Kasim aylar1 arasinda artip, Agustos
ayinda en yiiksek orana ulastigi, Aralik-Nisan aylar1 arasinda ise belirgin bir azalma
oldugu bildirilmistir. Yaptiklar1 bu ¢calismada 0-2 yas grubundaki 261 olgunun 15’inde
(%5,74), 3-6 yas grubundaki 101 olgunun 6'sinda (%5,94), 7-14 yas grubundaki 38
olgunun 2'sinde (%5,26) Campylobacter izole edilmistir (4).

Yildinm ve arkadaslari ise bir yillik siire boyunca Kayseri ve yoresinde
yaptiklar1 c¢alismada Haziran ve Ekim aylar1 arasindaki donemde Campylobacter
tiretebildiklerini bildirmislerdir (154).

Bizim c¢alismamizda ise izolatlarimizin ikisi (%8,3) Mayis ayinda, dordi
(%16,6) Haziran ayinda, 11 (%45,8)’t Temmuz ayinda, besi Agustos ayinda (%2,8),
ikisi ise (%8,3) Eyliil ayinda izole edildi. izolatlarimizin %45.8’i Temmuz ayinda izole
edildi, diger aylara gore daha sik goriilmesi istatiksel olarak anlamli bulundu (p <0.05).
Yaptigimiz calismada en yiiksek izolasyon orant Temmuz ayinda olmus ve iilkemizde

yapilan diger ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur.
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Campylobacter gastroenteritlerinin goriilme yas1 iilkelerin gelisme derecesi ile
ilgili olmaktadir. Gelismis lilkelerde tiim yas gruplarindaki kisilerde Campylobacter
enteriti meydana gelebilmektedir. Cocukluk caginda gorilen Campylobacter
infeksiyonlar1 gelismis iilkelerde %1-13 goriilme siklig1 arasinda iken gelismekte olan
iilkelerde ise %5-35 oraninda goriilmektedir (155). Gelismekte olan iilkelerde
sosyoekonomik ve hijyenik nedenlerle infeksiyonla erken yasta karsilasma riski daha
yiiksek olmakta bu nedenle Campylobacter infeksiyonlar1 Ozellikle bes yas alt1
cocuklarda sik izlenmektedir. Yapilan ¢alismalarda gelismekte olan {ilkelerde insidansin
bes yas altindaki cocuklarda 40.000-60.000/100.000 olarak bildirilmistir (155).

Uganda’da 0-5 yas ¢ocukluk ¢agi ishallerinde goriilme siklig ile ilgili yapilan
calismada %9,3 Campylobacter spp. izole edilirken izolasyon orani Tanzanya’da %18
ve Kenya’da %11 olarak tespit edilmistir (156, 157).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda da Campylobacter’lerin izolasyon oraninin 0-5
yas grubundaki ¢ocuklarda fazla oldugu ve ozellikle de 2 yasin altindaki ¢ocuklarda
daha sik izole edildigi gozlenmistir (154).

Bizim calismamizda izole edilen C. jejuni izolatlar1 incelendiginde 11
(%50)’inin 0-2 yas grubunda, alt1 (%27,3)’sinin 3-5 yas grubunda, bes (%22,7)’inin ise
6-14 yas grubunda oldugu saptanmistir. Calismamizda en sik izolasyon 0-2 yas
grubunda olmustur. 0-2 yas grubunda Campylobacter izolasyonu acisindan istatistiksel
olarak anlaml fark (p <0,05) saptanmaistir.

Campylobacter infeksiyonlar1 sosyoekonomik diizeyi diisiik olan yerlerde
gozlenen gastroenteritlerin onde gelen nedenleri arasinda yer almaktadir (158).

Calismamizda Campylobacter izole edilen ¢ocuklarin aileler tarafindan verilen
bilgilerle doldurulan formlar1 incelendiginde sosyoekonomik diizeylerinin diisiik oldugu
belirlenmistir.

Campylobacter viriilans1 multifaktoriyel olmakta bazi suslar invaziv bazi suslari
sulu  gastroenterit  olusturmaktadir.  Sitotoksinin  inflamatuar  gastroenterite,
enterotoksinin ise sulu gastroenterite yol actigi diisiiniilmektedir. Gelismis {ilkelerde
Campylobacter enteritleri daha ¢ok dizanterik formda kanli-mukuslu, gelismekte olan
tilkelerde ise sulu gastroenterite neden oldugu bildirilmektedir (112).

Calismamizda 24 Campylobacter susu izole edilen digkilar incelendiginde

sekizi (%33,3) mukuslu, ikisi (%8,3) kanli ve mukuslu, doérdi (%16,6) sulu, yedisi
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(%29,1) yar1 katy, ti¢ii (%12,5) kat1 olarak tespit edilmistir. Sulu yada dizanterik formda
gastroenterit gozlenmesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir
(p >0.05).

Diskida 16kosit varligr ile Campylobacter enteritleri arasinda yakin bir iliski
saptanamadig1 bildirilmistir. Kiiltlir pozitifligi olan olgularin %25 ile %80’inde diskida
16kosit bulunmustur (28).

Uysal ve arkadaslarinin Ankara’da yaptiklal ¢alismada 1 ay- 14 yas grubu ¢ocuk
larda digk1 6rneklerinde % 8,25 oraninda C. jejuni iiremesi saptanmis, bu hastalarin
disk1 orneklerinin %57,57’sinde eritrosit ve l0kosit saptanmamistir. Calismada sulu
yada dizanterik formda gastroenterit gozlenmesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmemistir (158).

Bizim c¢alismamizda da izole edilen 24 Campylobacter izolatinin 13
(%54,1)’iinde diskinin mikroskopik incelemesinde 16kosit vardi. Makroskopik kan veya
mikroskopik eritrosit sadece dordiinde (%16,6) bulundu. Dolayisiyla mikroskopik
incelemede 16kosit varlig1 taniy1 giiclendirse de digki incelemesinde 16kosit bulunmayan
11 ornekte Campylobacter tiirliniin izole edilmesi, diskida 16kosit varliginin anlamli

olmadigini diisiindlirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bolgemizde goriilen ¢ocukluk ¢agi akut gastroenteritlerin etiyolojisinde
termofilik Campylobacter tiirlerinin goriilme sikligin1 belirlemek i¢in bu ¢alisma 1
Ekim 2008-30 Eyliil 2009 tarihleri arasinda yapildi. Calismaya gastroenterit yakinmasi
ile bagvuran yaglar1 0-14 arasinda olan 309 erkek, 228 kiz toplam 537 hasta dahil edildi.
537 hastanin diski &rnegi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’nda termofilik Campylobacter tiirleri

yoniinden konvansiyonel kiiltiir yontemleri ve PZR-RFLP yontemi ile incelendi.

» Calismaya aldigimiz gastroenteritli olgularin digki  6rneklerinde selektif
besiyerleri kullanilarak yapilan kiiltlir yontemleri ile 24 (%4,46) Campylobacter
izole edilirken, PZR-RFLP yontemi ile 22 (%4,09) hastada termofilik
Campylobacter’lere ait hedef diziler tespit edildi.

> lzolatlarrmiz 22’si C. jejuni ikisi C. coli olarak tiplendirildi.

> lzole edilen 24 izolatin onu (%41.6) kiz cocuklarinda, 14’ii (%58.4) erkek
cocuklarinda saptandi.

» Yas gruplarina gore izolatlarin 12’si (%50) 0-2 yas grubunda, altis1 (%25) 3-5
yas grubunda, alt1 (%50) izolatta 6-14 yas grubu ¢ocuklarda izole edildi.

» En sik izolasyon 0-2 yas grubunda goriildii bu fark istatiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05).

» Diski izolatlariin fenotipik yontemlerle tiplendirilmesinde hippurat hidroliz
testi pozitif olarak belirlenip, C. jejuni tanisi alan 22 izolat PZR/RFLP testi ile
C. jejuni ile uyumlu fragment profili gosterdi. Calismada hippurat hidroliz testi
negatif olarak belirlenen ve fenotipik olarak C. jejuni diisiiniilmeyen iki izolat
PZR yontemi ile C. coli ile uyumlu bant paterni gosterdi. Segici kiiltiir teknikleri
ile termofilik Campylobacter tespit edilen digk1 6rneklerinden 2 (% 8,33)’si PZR
ile negatif bulunmus olup buna neden olarak digki 6rneginde bakteri sayisinin az
olmasi, inhibitér maddelerin varlig1 yada uygulanan ekstraksiyon sartlarindan

kaynaklanabilecegi diistiniildii.
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> lzole edilen 24 Campylobacter tiiriiniin 13 (%54,1)’iinde diskinin mikroskopik
incelemesinde l6kosit gozlenirken, 11 (% 45,8)’inde 16kosit gozlenmedi.

> lIzolasyon yoniinden sulu formdaki diski ile dizanterik form arasinda bir fark
saptanmadi (p>0,05).

» Calismada diski  Orneklerinde  Campylobacter  saptanan  gocuklarin
sosyoekonomik diizeyleri diisiik olarak tespit edildi.

» Calismada Campylobacter tiirleri disinda iki (%0,37) digk1 6rneginde Salmonella
spp. izole edildi

Sonugta; bolgemizde ¢ocukluguk cagi gastroenteritlerinde Campylobacter tiirleri
rutin digki kiiltiirlerinde arastirdigimiz diger enterik bakteriyel patojenlerden daha sik
goriilmektedir (%4.46). Bu nedenle de rutin disk: kiiltiirlerine Campylobacter tiirlerinin
izolasyonuna yonelik segici besiyerlerinin eklenmesinin ve bunun yani sira molekiiler
laboratuvar imkanlarina sahip {initelerde molekiiler yontemlerin de tan1 amaci ile

kullanilmasinin faydali olacag: diistiniilmektedir.
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Ek 1:

Calisma Sorgulama Formu

Adi-Soyadi : Dosya no:
Cinsiyet : Bagvuru tarihi
Dogum tarihi

Adresi

Evde yasayan kisi sayist :

Ailenin ekonomik diizeyi :

o 0-500 YTL
I 500-1000 YTL
1 1000-2000 YTL
Tavuk ve tavuk tirlinleri (sakatat) yeme dykiisii :

Evde hayvan besleme:

O Tavuk
T Kedi
Kopek
O Inek
Disarda yemek yeme Oykiisii (son bir hafta i¢inde) :

Evde kullanilan ve i¢ilen su :

I Sebeke

I Damacana

[ Tasima
Icilen siit:

[ Pastorize,
[ Kapr siiti,
' Kendi hayvanlarinin siitii

Evde mutfak:

Hazir,
Evin bir kosesi,
Evin disinda

Sikayetlerin baslama siiresi :

Ishalin siiresi

Giinliik digkilama sayist

Antibiyotik kullanma 6ykiisii :

Diskinin makroskopik goriiniimii (Kati, yar1 kati, sulu, kanli, mukuslu) :

Klinik bulgu ve semptomlar (Tenesmus, abdominal agri, ates,bulanti, kusma) :
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