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ONSOZ

Bu tez calismasi, Kafkas Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii

Mikrobiyoloji Anabilim Dali1 Doktora Programinda yapilmistir.

Termofilik Kampilobakter tiirleri, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli
ve Campylobacter lari tireme sicakliklar1 bakimindan 6zellikle kanatli hayvanlarda
diger tiirlerden farklilik gosterirler. Bu tiirler hem insanlarda hem de hayvanlarda en
onemli gastroenterit etkenidir. Ayrica C. jejuni basta olmak lizere termofilik tiirleri
hayvanlarda reprodiiktif sistem infeksiyonlarina da yol agabilmektedir. Gida kaynakl1
infeksiyonlarin basinda yer alan kampilobakteriyosizin insanlara bulasinin en 6nemli
yolu, enfekte veya rezervuar kanatlilara ait kontamine et ve et iirlinlerinin yeterince
1s1l islem gormeden tiiketimidir. Kampilobakter etkenlerinin bulasinda ¢apraz
kontaminasyon da Onemli yer tutar. Enfekte veya saglikli kanatlilarin digkisiyla
atilabilen termofilik tiirler hijyen ve sanitasyon kurallarina yeterince uyulmadigi
durumlarda kanath karkaslarini kolaylikla kontamine edebilmekte ve bu yoniiyle
kontamine kanatli karkaslari insanlar i¢in Onemli infeksiyon kaynaklari olarak

bilinmektedir.

Yiiksek besleyici degeri ve diisiik kolesterol igerigi ile alternatif protein
kaynag olarak kaz eti tiikketimi basta Cin, Macaristan ve Fransa gibi iilkeler olmak
lizere tiim diinyada yayginlasmaktadir. Ulkemizde ise kaz yetistiriciligi diger kanatl
tiirlerine gore yaygin olmamakla beraber 6zellikle Kars, Erzurum, Agr1 ve Van gibi
illerle smirli kalmistir. Kars ve ¢evresinde yaygin olan kaz yetistiriciligi halk elinde
kiicik isletmelerde geleneksel yontemlerle yapilmaktadir. Kazlar, sonbaharda
evlerde kesilip islendikten sonra kurutulup kis mevsimi boyunca protein kaynagi
olarak tiiketilmektedir. Kaz kesim ve isleme tekniklerinin de geleneksel tarzda
oldugu bu siliregte kaz karkaslar1 digki ile kolaylikla bulasabilmekte ve
tasiyabilecekleri patojen etkenler yoOniinden insan sagligi agisindan risk arz
etmektedir. Bu yonii ile termofilik Kampilobakterler kontamine kanatli karkasi
aracili bulagan ve insanlarda yaygin gastrointestinal rahatsizliklara yol agan etkenler
olarak bilinmektedir. Enfeksiyonun seyri etken ve konak belirleyicilerine gore

degismek iizere akut enterit tablosundan, siddetli bagirsak infeksiyonlarina,



bakteriyemi, menengitis, reaktif artrit gibi tablolara kadar degisebilmektedir.
Komplike veya antimikrobiyal diren¢ sekillenen olgularda prognoz daha da

kotiileserek oliimciil seyredebilmektedir.

Gida giivenliginin saglanmasi ve halk saghiginin korunmasi amaciyla,
Termofilik Kampilobakterler de dahil bu tir patojenlerin yaygimliklarinin
belirlenmesi ve kanath orijinli gidalarin iiretiminde uygun hijyenik ve teknolojik
kosullarin saglanmas1 ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢oziimiinde onemli katkilar
saglayacag diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada, Kars ve ¢evresinde yaygin olarak halk
elinde yetistiriciligi yapilan kiiciik aile tipi kaz isletmelerinden alinan kaz kloakal
svap Orneklerinden halk saglig1 agisindan 6nem arz eden termofilik Kampilobakter
tiirlerinin prevelanslarmin kiiltiirel yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica,
etken yayginligimin mevsimsel degisimi, elde edilen izolatlarin modern
mikrobiyolojik tekniklerle tanimlanmasi ve olasi diren¢ genlerinin analizi
aragtirtlmistir. Boylelikle 6zellikle gida kaynakli zoonozlar olarak bilinen termofilik
Kampilobakterlerin kaz bagirsak kolonizasyonunun boyutu, etken profili ve direng
ozellikleri ortaya cikarilmis olup kanathi kaynakli olasi insan enfeksiyonlarinin

yorumlanmasina 151k tutacak veriler elde edilmistir. .

Doktora egitimim boyunca bana her konuda yardimci olan, deneyim ve
bilgisini paylasmaktan kacinmayan, saygideger hocam, tez damismanim Prof. Dr.
Mitat SAHINe, ayrica éneri ve katkilarindan dolayr Anabilim Dali Bagkanimiz Prof.
Dr. Salih OTLU’ ya, aragtirmamin her asamasinda zaman ayirip ¢alismami takip
eden ve yardimlarin1 esirgemeyen Dog¢. Dr. Fatih BUYUK ve Dog. Dr. Ozgiir
CELEBI'ye; ayrica Dog. Dr. Aliye GULMEZ SAGLAM, Dr. Ogr. Uyesi Elif
CELIK’e ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gérev yapan tiim asistan
arkadaglarima;  Inénii  Universitesi Tip  Fakiiltesi Tibb1  Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda ¢aligsma imkani sunan Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani
Prof. Dr. Baris OTLU’ya, c¢alismanin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
yardimci olan Dog. Dr. Erol AYDIN’ a;

Bu zorlu siliregte her zaman yanimda olup maddi-manevi desteklerini
esirgemeyen esim Metin DEMIROGLU’na ve dzellikle gosterdikleri anlayistan otiirii

cocuklarim Demir, Derin ve Deniz’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Kars Yoresinde Yetistirilen Kazlardan Termofilik Campylobacter Tiirlerinin
Izolasyonu, Molekiiler ~Yontemlerle Identifikasyonu ve  Antibiyotik

Duyarhhklarimin Belirlenmesi

Termofilik Kampilobakter tiirleri yabani ve evcil kanathilarin sindirim sisteminde
bulunan ve zoonotik karakterleri ile insanlarda infeksiyon olusturan bakterilerdir.
Kanatlilarda yaygin asemptomatik kolonizasyonunun yani sira diyare, hepatit ve
yumurta veriminde azalma gibi nispeten 1limli infeksiyonlara yol agan
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli ve Campylobacter lari gibi termofilik
tiirler, insanlarda gozlenen en yaygin gastroenteritis etkenleri arasindadir. Enfekte
hayvanlarla direkt temas veya bu hayvanlarin diskilariyla bulasik su ve az pismis
gidalarin  (O6zellikle kanathi karkasi) tiiketilmesi sonucu bulasan termofilik
Kampilobakter infeksiyonlarmin epidemiyolojisinde kanatlilarin kloakal etken
tasiyiciligi 6nemli rol oynar. Bu ¢alismada, Kars ydresinde yaygin yetistiricilik alani
olan kazlarda termofilik Kampilobakter tiirlerinin kloakal varliginin ve yayginliginin
arastirllmast amagclandi. Bu kapsamda kolakal svap oOrneklerinden termofilik
Kampilobakter tiirlerin kiiltiirel yontemlerle izolasyonu, molekiiler ve kiitle
spektrofotometresi ile identifikasyonu ve izolatlarin antimikrobiyal madde

duyarhiliklarinin kiiltiirel ve molekiiler yontemlerle analizi hedeflendi.

Caligma materyalini, Kars il merkez ve ilgelere ait koylerde aile tipi kaz
yetistiriciliginin yapildigi farkl isletmeden alinan klinik olarak saglikli 400 kaza ait
kloakal sivap oOrnegi olusturdu. Kloakal sivap Orneklerinden termofilik
Kampilobakter tiirlerinin izolasyonu %7 defibrine at kani, Campylobacter Growth
Supplement ve Preston Campylobacter Selective Supplement igeren 10 ml Brucella
Brot besiyerinde 42°C’de mikroaerobik ortamda 48-72 saat 6n zenginlestirmeyi
takiben, Orneklerin selektif besiyerine (Modified Charcoal Cephoperozone
Deoxycholate Agar (mCCDA)) ekilmesi ve mikroaerobik sartlarda 42 C’de 48-72
saat inkiibasyonu sonrasi gergeklestirildi. Ureme karakteristikleri, makroskobik ve
mikroskobik morfolojilerine gore Campylobacter spp. 6n tanis1 konulan etkenlerin
identifikasyonu multipleks PZR (m-PZR) ve MALDI-TOF MS (VITEK-MS,
BioMerieux) ile yapildi. Termofilik Kampilobakter izolatlarinin antimikrobiyal
madde duyarliliklar1 disk difiizyon teknigi ile belirlendi. Bu kapsamda, Azitromisin
(15 pg), Tetrasiklin (30 pg), Siprofloksasin (5 png), Gentamisin (10 pg) ve Ampisilin
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(10 pg) antibiyotik duyarliliklar test edildi. Ilgili antibiyotiklere kars1 olas1 direngten
sorumlu olan yaygin diren¢ genlerinin analizi PZR ile gercgeklestirildi. Bu amagla,
Azitromisin direnci i¢in ermB, Gentamisin i¢in aphA-3, Tetrasiklin igin tetO,
Siprofloksasin i¢in gyrA ve Ampisilin igin blaoxae1 direng genleri arastirildi. Veriler,

SPSS Statistic 20.0 programa ile analiz edildi ve yorumlandi.

Calismada, Ocak-Ekim 2020 aylar1 arasinda Kars il merkez ve ilgelere baglh farkl
isletmeden aliman 400 kaz kloakal sivap Orneginin kiiltiirel analiz sonrasi 157
(%39,3)’sinden etken izolasyonu gerceklestirildi ve Campylobacter spp. 6n tanisi
konuldu. Campylobacter spp. olarak tanimlanan izolatlarin mPZR analizleri sonrasi
151 (%96,2)’1 C. jejuni ve 6 (%3,8)’st C. coli olarak tanimlandi. Tanimlanan
izolatlarin 125’inin MALDI-TOF MS ile analizleri gerceklestirildi. Boylelikle mPZR
ile %100 uyumlu sekilde izolatlarin 119 (%95,2)’u C. jejuni ve 6 (%4,8)’s1 C. coli
olarak dogrulandi. Antimikrobiyal madde duyarhlik testleri sonucu 157 izolatin 53
(%33,8)’1i Ampisiline, 65 (%41,4)’1 Tetrasikline, 118 (%75,2)’i Siprofloksasine, 19
(%12,1)’u Gentamisin ve 12 (%7,6)’si Azitromisine direncli saptandi. Direncli
izolatlar arasinda PZR ile saptanan ilgili direng¢ gen pozitifligi; blaoxas: igin 19
(%35,2), tetO icin 59 (%90,8), gyrA icin 60 (%50,8) ve aphA-3 i¢in 10 (%52,7)

belirlendi. Azitromisine direngli izolatlar arasinda ermB direng¢ genine rastlanilmadi.

Kaz yetistiriciliginde lokal ve geleneksel olarak onemli bir paya sahip olan Kars
yoresinde kazlarda termofilik Kampilobakterlerin kloakal kolonizasyonu yiiksek
saptanmistir. Temel bulasmanin digk: ile bulasik ve yeterince 1s1l islem gérmemis
kanatli karkaslarmnin tliketimi aracili oldugu Kampilobakter infeksiyonlarinda
kazlarin kloakal etken tasiyicilig1 ve diski ile nihai sagilimlar halk saglig1 acisindan
risk olusturabilmektedir. Isletme diizeyinde gergeklestirilecek biyogiivenlik
uygulamalari, gida iiretim zincirinde alinacak hijyenik Onlemler ve etkenlerin
periyodik izlenmesi, insanlarda enfeksiyonlarin insidansini azaltacak hamleler olarak
ongoriilmektedir. Ayrica izolatlar arasinda yaygin antibiyotik direncinin
belirlenmesi, tedavi i¢in dogru antibiyotik tercihini ve gelisigiizel antibiyotik

kullaniminin sinirlanmasini 6nemli kilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Campylobacter spp., kaz, mPZR, MALDI-TOF MS, antibiyotik
direnci



XVI

SUMMARY

Isolation, Identification by Molecular Methods and Determination of Antibiotic
Susceptibility of Thermophilic Campylobacter species from Geese Raised in
Kars Region, Turkey

Thermophilic Campylobacter species are bacteria that found in the digestive system
of wild and domestic poultry and cause infection in humans by their zoootic
characters. Thermophilic Campylobacter species such as Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli and Campylobacter lari, which cause widespread asymptomatic
colonization in poultry, besides of relatively mild infections such as diarrhea,
hepatitis and decreasing in egg production, are among the most common causes of
gastroenteritis observed in humans. Cloacal agent carrier features of poultry play an
important role in the epidemiology of thermophilic Campylobacter infections, which
are transmitted by direct contact with infected animals or by consuming water and
undercooked foods (especially poultry carcass) contaminated with the feces of these
animals. In this study, it was aimed to investigate the cloacal presence and
prevalence of thermophilic Campylobacter species in geese, which are widely raised
in Kars region of Turkey. In this context, isolation of thermophilic campylobacteria
from colacal swab samples by cultural methods, identification by molecular and
mass spectrophotometry, and analysis of antimicrobial agent sensitivity of isolates by
conventional and molecular methods were worked up.

The study material was composed of cloacal swab samples of 400 clinically healthy
geese taken from different farms where family-type goose breeding carried out in the
villages belong to Kars city center and districts. Isolation of thermophilic
Campylobacter species from cloacal swab samples was initiated with a pre-
enrichment step performed with the cultivation of the samples in 10 ml Brucella
Broth supplemented with 7% defibrinated horse blood, Campylobacter Growth
Supplement and Preston Campylobacter Selective Supplement at 42C for 48-72
hours incubation under microaerobic conditions. Subsequently, the samples were
cultivated on selective medium (Modified Charcoal Cephoperozone Deoxycholate
Agar (mCCDA)) and incubated for 48-72 hours at 42C under microaerobic
conditions. Identification of the agents, which were preliminarily diagnosed as
Campylobacter spp. according to their growth characteristics, macroscopic and
microscopic morphological findings, was performed by multiplex PCR (m-PCR) and
MALDI-TOF MS (VITEK-MS, BioMerieux). Antimicrobial susceptibilities of
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thermophilic Campylobacter isolates were determined by disk diffusion technique. In
this context, Azithromycin (15 pg), Gentamicin (10 pg), Tetracycline (30 ng),
Ciprofloxacin (5 pg) and Ampicillin (10 pg) antibiotic susceptibilities were tested.
Analysis of common resistance genes responsible for possible resistance to the
relevant antibiotics was performed by PCR. For this purpose, ermB for Azithromycin
resistance, aphA-3 for Gentamicin, tetO for Tetracycline, gyrA for Ciprofloxacin and
blaoxae1 for ampicillin were investigated. The data were analyzed and interpreted
with the SPSS Statistic 20.0 program.

In the study, agent isolation was achieved from 157 (39.3%) of 400 goose cloacal
swab samples taken from different farms in Kars center and districts between
January and October 2020 and a pre-diagnosis of Campylobacter spp. was made.
After mPCR analysis of the isolates, 151 (96.2%) were identified as C. jejuni and 6
(3.8%) as C. coli. 125 of the identified isolates were analyzed by MALDI-TOF MS.
Thus, 119 (95.2%) of the isolates were confirmed as C. jejuni and 6 (4,8%) as C.
coli, which was found 100% compatible with the mPCR. As a result of antimicrobial
substance susceptibility tests, 53 (33.8%) of 157 isolates were found to be resistant to
Ampicillin, 65 (41.4%) to Tetracycline, 118 (75.2%) to Ciprofloxacin, 19 (12.1%) to
Gentamicin and 12 (7.6%) to Azithromycin. Among the resistant isolates, the
relevant resistance gene positivity was detected by PCR; 19 (35.2%) for blaoxas1, 59
(90.8%) for tetO, 60 (50.8%) for gyrA and 10 (52.7%) for aphA. No ermB resistance
gene was found among the isolates resistant to Azithromycin.

Cloacal colonization of thermophilic Campylobacteria in geese has been found to be
high in Kars region, which has an important share in goose breeding locally and
traditionally. In Campylobacter infections, where the main contamination is
mediated by contamination with feces and consumption of poultry carcasses that are
not sufficiently heat-treated, the cloacal agent carriers of geese and their final
dispersal with faeces may pose a risk to public health. Biosecurity practices to be
carried out at the farm level, hygienic measures to be taken in the food production
chain and periodic monitoring of the agents are predicted as moves that will reduce
the incidence of human infections. In addition, determination of widespread
antibiotic resistance among the isolates makes it important to choose the correct
antibiotics for treatment and to limit the use of randomly antibiotic uses.

Keywords: Campylobacter spp., goose, mPCR, MALDI-TOF MS, Antibiotic
resistance



1. GIRIS VE AMAC

Kampilobakterler diinya genelinde hem insanlarda hem de hayvanlarda
gastroenteritlerin nedenidir. Ayrica hayvanlarda reprodiiktif sistem enfeksiyonlara
da yol agabilmektedirler. Zoonoz olan bu etkenler enfekte ve saglikli kanathilarin
gastrointestinal sisteminde bulunabilmektedirler. Bu yoniiyle kanatli hayvanlarin
termofilik Kampilobakterlerin rezervuari olarak bilinirler (Baston 2009). Termofilik
Kampilobakter infeksiyonlarin ¢oguna Campylobacter jejuni sebep olurken, bunu
Campylobacter coli takip etmektedir (Lawson 2011). Termofilik tiirlerden ileri gelen
infeksiyonlardan dolay1 gelisen hastalik tablolar1 ve klinik maliyet, saglik ve

sosyoekonomik manada sorun teskil etmektedir (Nachamkin 1997).

Termofilik Kampilobakter tiirleri ¢evresel kosullara dayaniksiz olmalarina
karsin, biyofilm olusturmalart ve canli ancak kiiltiire edilemeyen forma (VBNC)
dontismeleri  olumsuz kosullarda da varligimi = siirdiirmesini = saglamaktadir
(Nachamkin 1997). Ayrica kanath hayvanlarda etken kolonizasyonundamevsimsel
zirveler goriilmektedir (Leflon ve Munier 2016). Ozellikle 1liman ve nemli
bolgelerde, ilkbahar ve yaz aylarinda hava sicakliklarinin  artmasiyla
kampilobakterlerin cevrede daha fazla hayatta kalmasi ve kanatli hayvanlarda
yayilliminin artmasi igin elverisli oldugu belirtilmistir (Kalupahana ve ark. 2018).
Biitiin bu nedenler kanatli aracili bulasi ile termofilik Kampilobakter tiirlerinin insan
saglig agisindan yiiksek risk olusturabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir (Park

2002).

Kanatli hayvancilik sektoriinde {ilkemizde dahil bir¢ok iilkede tavuk
yetistiriciligi onde gelse de kaz ve ordek gibi tiirlere ait liriinler tiiketiciler tarafindan
sadece damak zevki i¢in degil ayn1 zamanda besin degeriyle de tercih edilmektedir
(Wysok ve ark. 2020). Kaz yetistiriciligi agisindan Tirkiye’de ilk sirada yer alan
Kars ilinde ozellikle kaz yetistiriciligi ve kaz eti iiretimi mevsimsel bir dongiiye
sahip olup, ilkbaharda baglar ve sonbaharda sona erer. Geleneksel
yeteistiriciliginyaygin oldugu ve hijyenik ve sanitasyondan uzak teknolojik olmayan
kesim ve isleme yontemlerinin uygulandigi bu yetistiricilik tarzinda bagirsak

yerleskesi miispet olan termofilik Kampilobakter tiirlerinin kaz karkaslarim



kontamine edebilmesi her zaman olasilik dahilindedir. Dolayisiyla zoonoz karakterli

bu etkenlerin insan saglig1 acisindan 6nem arz edecegi diisiiniilmektedir.

Kampilobakter infeksiyonlarinin kesin tanis1 laboratuvar yontemleri ile
yapilmaktadir. Bir¢cok enefeksiydz etkenin teshisinde altin standart olarak bilinen
etken izolasyonu termofilik Kampilobakterlerin i¢in de gegerli olup, bu yontemin
olumsuz tarafi digkidan izolasyonun zor ve zahmetli olmasidir (Jerris ve ark. 2010).
Izolasyonu takiben bakterinin fenotipik 6zelliklerini ortaya koyan konvansiyonel
yontemlerle identifikasyon gerceklestirilebilmekte fakat bazi durumlarda fenotipik
testler yeterli olmamaktadir (Nakari ve ark. 2008). Bu durumda standardize edilmis
PZR tabanli molekiiler yontemler daha giivenilir tan1 imkani vermektedir. Son
donemlerde kiitle spektrometrisi ve veri analizi yazilimlarinda 6énemli ilerlemeler
kaydedilmis. Bu alanda Matriks ile iliskili lazer desorpsiyon iyonizasyonu-ucus
zamanlt kiitle spektrometresi (Matriks assisted lazer desorption ionization time of
flight ~mass spectrometry (MALDI-TOF MS)), standart yontemlerle
karsilastirildiginda hiz ve maliyet agisindan mikrobiyal enfeksiyonlarin teshisinde

oldukga dikkat gekmektedir (Beesede ve ark. 2010).

Kampilobakter infeksiyonlarinin prognozu agisindan hizli teshisinin
gerceklestirilmesi kadar dogru tedavi segeneklerinin uygulanmasi da onemlidir.
Insanlarda Termofilik Kampilobakterlerin tedavisinde florokinolon, makrolid,
aminoglikozit, beta-laktamlar ve tetrasiklin antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir
(Allos 2001, Jonker ve Picard 2012). Antibiyotik tedavisinden 6nce etkenlerin
antibiyotik duyarlilik profillerinin belirlenmesi ve bu dogrultuda uygun tedavi
rejiminin uygulanmasi tedavi basar1 oramini artirmaktadir. Kampilobakter tiirleri
yillar i¢inde bir¢cok antimikrobiyal maddeye karsi cesitli diren¢ mekanizmalari
gelistirmistir (di Giannatale ve ark. 2014). Antimikrobiyal maddelere kars1 gelisen bu
direncin artmasinin nedenleri arasinda antibiyotiklerin kolay ulasilabilir olmalar1 ve
sinirsiz kullanimlariin yani sira kanath hayvanlarda da biiylimeyi hizlandiric1 olarak
yaygin kullanimlar1 sayilabilir (Ivone 2013). Saptanacak etken ve antibiyotik
duyarlilik profillerine gore diizenlenecek yeni terapétik yaklasimlarla Kampilobakter

enfeksiyonlarinda tedavide bagar1 orani artirilabilmektedir.

Bu ¢alismada;



Kars yoresinde aile tipi kaz yetistiriciliginin yapildig1 isletmelerden alinanan
kaz kloakal sivap orneklerinde termofilik Kampilobakterlerin kiiltiirel yontemlerle
arastirilmasi; izolatlarin konvansiyonel, molekiiler (PZR temelli) ve MALDI-TOF
kiitle spektrometrisi ile tanimlanmasi1 ve tanimlanan suglarin antimikrobiyal madde

duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda;

Hedef 1: Kars yoresinde lokal kaz isletmelerinden toplanan kaz kloakal sivap
orneklerinden termofilik Kampilobakter tiirlerinin kiiltiirel yontemlerle izolasyonu ve

konvansiyonel tekniklerle tanimlanmasi

Hedef 2: izolatlarm, tiir spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile

tanimlanmasi

Hedef 3: izolatlarm, Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon Ugus
Zamanl Kiitle Spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile tanimlanmasi

Hedef 4: izolatlarin antibimikrobiyal madde duyarliliklarinin disk difiizyon
teknigi ile belirlenemsi ve olasi direng genlerinin PZR ile analizlerinin yapilmasi

hedeflenmektedir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.Tarihce

Kampilobakter tiirleri, ilk olarak 1886 yilinda Theodor Escherich tarafindan
ishalli ¢ocuklarin digki drneklerinden tanimlanmistir (Shulman ve ark. 2007). Etken,
ilk basta insanlarda kolera hastaliginin etkeni ile ayn1 grupta yer alarak “Vibrio” cins
ismi ile adlandirilmistir (Skirrow 2006). Ingiliz Veteriner Hekimler McFaydean ve
Stockman etkeni ilk kez 1913 yilinda atik yapmis bir koyun fotal dokusundan spiral
ve hareketli ‘Vibrio benzeri’ bir bakteri olarak izole etmislerdir (Blaser 1997;
McFadyean ve Stockman 1913). Daha sonra Amerika Birlesik Devletleri’nde, 1919
yilinda Theobald Smith ve Marian Taylor, abort yapmis sigir fetlis dokularindan
benzer bir bakteri izole etmis ve bu bakteriyi ‘Vibrio fefus’ olarak adlandirmislardir
(Smith ve Taylor 1919). Jones ve ark. (1931)’lar1 tarafindan yapilan caligmada,
sigirlarin dizanterik jejunumdaki patolojik bulgularindan dolay1 o donem ki ismi ile
etken ‘Vibrio jejuni’ olarak adlandirmistir (John ve ark. 1931). Doyle ise 1944
yilinda domuz dizanterisinin etkeni olarak izole ettigi bakterileri ‘Vibrio coli’ olarak
isimlendirmistir (Doyle 1944). King, 1957 yilinda yapmis oldugu bir calismada
gastroenteritli bir ¢ocugun kan Orneginden biyokimyasal ve serolojik oOzellikleri
farkli iki grup Vibrio izole etmistir. Izole ettigi Vibrio’larin {iremek icin yiiksek
isilara ihtiyag duydugunu belirlemis ve etkene ‘Termofilik Vibrio’ adim1 vermistir
(Doyle 1981).

Fransiz arastirmacilar Sebald ve Veron, 1963 yilinda, Vibrio olarak
adlandirilan bu bakterinin DNA benzerlikleri bakimindan Vibrio’lardan farkli
oldugunu tespit etmislerdir. Ayni arastirmacilar bu bakterinin kiiltiirel 6zelliklerini
incelediklerinde aerobik ortamda {ireyememeleri ve karbonhidratlar1 fermente
edememelerinden dolayr Vibrio’lardan farkli bir cins oldugunu kanitlamigslardir.
Calismalarin sonucunda bu bakterilere ‘Kivrik Bakteri’ anlamina gelen yeni bir cins

ismi ‘Campylobacter’ verilmistir (Ketley 1997).

Daha sonraki yillarda mikroaerofilik 6zellikteki mikroorganizmalar {izerinde
birgok calisma yapilmig ve dnceden V. jejuni ve V. coli olarak isimlendirilen tiirler
Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli olarak degistirilerek Campylobacter

cinsi i¢erisinde yer almistir (Butzler 2004).



2.2. Taksonomi

Kampilobakterler ve kampilobakter benzeri diger bakteriler siniflandirilirken,
bakteri genomundaki DNA benzerlikleri hedef alinmustir. Yiiksek derecede korunakli
olan DNA vyapisina bagli olarak gergeklestirilen evrimsel analiz, DNA-RNA
hibridizasyon yontemleri, 16S ribozomal RNA sekans analizleri ve immiin
tiplendirme teknikleri ile gergeklestirilmistir (Van Damme ve ark. 1991). Yapilan
filogenetik ¢alismalar sonucunda Kampilobakter’ler, Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology’nin 2001 baskisinda Proteobacterialarin Epsilon alt smifina bagh
‘TRNA  siiperfamilya VI’ iginde siniflandirilmiglardir.  Bu  siiperfamilya
Campylobaceraceae  ve  Helicobacteraceae  ailelerini  igermekte  olup,
Campylobacteraceae ailesi igerisinde Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum

ve Thiovulum bakteri cinsleri yer almaktadir (Tablo 1) (Garrity 2001).

Tablo 1. Kampilobakterlerin taksonomisi (Hannsson 2007)

Domain Bacteria

Phylum Proteobacteria

Class Epsilonproteobacteria
Order Campylobacterales
Family Campylobacteraceae
Genus Campylobacter

Son olarak 2007 yilinda yapilan ¢alismalarda, Campylobacter, Arcobacter ve
Sulfurospirillum cinsleri Campylobacteraceae familyasinda, Proteobacteria grubuna
bagli Epsilon alt grubu olan Epsilonproteobacteria siifinda yer almistir (Nachamkin
2007).



Tablo 2. Kampilobakter cinsinde yer alan bakteri tiir ve alt tiirleri ile olusturduklari
hastaliklar (Nachamkin 2007).

Etken Ad1 Konak Hastalik tablolar:
. Insan Hayvan
Campylobacter jejuni  Insan, sigir, yabani Ishal, sistemik Ishal, abort, bagirsak

subsp. jejuni

ve evcil kanatlilar,
evcil hayvanlar

hastaliklar, GBS,
reaktif artritis

kommensali

Campylobacter jejuni Insan Ishal Hastalik olusturmaz
subsp. doylei
Campylobacter fetus Sigir, koyun Abort, sistemik  Abort

subsp. fetus

hastaliklar, ishal

Campylobacter fetus Sigir Hastalik olusturmaz ~ Abort, infertilite

subsp. venerealis

Campylobacter coli Domuz, kanath  Ishal Abort, ishal, bagirsak
hayvanlar, kedi kommensali

Campylobacter lari Kanatli  hayvanlar, Ishal Abort, ishal, bagirsak
kopek kommensali

Campylobacter Evcil hayvanlar, ishal Hastalik olusturmaz

upsaliensis

kanatli hayvanlar

Campylobacter Sig1r, domuz, Proktitis, ishal Proliferatif

hyointestinalis hamster, geyik enteritis

subsp. hyointestinalis

Campylobacter Domuz Hastalik olusturmaz ~ Hastalik olusturmaz

hyointestinalis

subsp. lawsonii

Campylobacter mucosalis Domuz Ishal Hastalik olusturmaz

Campylobacter sputorum  insan Agiz infeksiyonlari, Genital sistem

biovar sputorum apseler hastaliklari, koyunlarda
abort

Campylobacter sputorum  Sigir Ishal Hastalik olusturmaz

biovar paraureolyticus

Campylobacter sputorum  Sigir, koyun Hastalik olusturmaz  Enteritis

biovar faecalis

Campylobacter lanienae

Domuz, sigir

Hastalik olusturmaz

Hastalik olusturmaz

Campylobacter
insulaenigrae

Deniz memelileri

Hastalik olusturmaz

Hastalik olusturmaz

Campylobacter hominis  insan Hastalik olusturmaz ~ Hastalik olugturmaz

Campylobacter concisus  Insan Agiz ve dis Hastalik olusturmaz
infeksiyonlari

Campylobacter curvus Insan Agiz ve dis Hastalik olusturmaz
infeksiyonlari

Campylobacter rectus Insan Agiz ve dis Hastalik olusturmaz
infeksiyonlari,
pulmoner hastaliklar

Campylobacter showae Insan Agiz ve dis Hastalik olusturmaz
infeksiyonlari

Campylobacter helveticus Kopek, kedi Hastalik olusturmaz ~ Ishal

Campylobacter gracilis Insan Bas ve  boyun Hastalik olusturmaz
infeksiyonlari

*GBS: Guillain Barre Sendromu

Son yillarda Kampilobakter cinsine yonelik bir¢ok ¢aligma yapilmakta olup,

bu cinsin taksomisi, yeni tiirlerin bulunmasi ile genislemekte yeni taksonomik



gruplarin olusturulmasi 6nerilmektedir (Perez-Cataluna ve ark. 2018). Giiniimiizde
Campylobacter cinsi 32 tiir, 11 alt tiir ve 3 biovardan olusmaktadir (Miller ark.
2017).

2.3. Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin Morfolojik, Biyokimyasal, Fizyolojik
ve Genetik Ozellikleri

2.3.1. Mikroskobik Ozellikleri

Termofilik Kampilobakter tiirlerinin igerisinde yer alan C. jejuni, C. coli, C.
lari ve C. upsaliensis,0,5-5 um uzunlugunda ve 0,2-0,9 um genisliginde, Gram
negatif, hareketli, spor olugturmayan, spiral, S ve V harfleri bi¢ciminde ya da virgiil
ve martt kanadi seklinde mikroorganizmalardir (Nachamkin 2007, Simibert 1984).
Termofilik Kampilobakterlerin mikroskobik morfolojilerinde eski kiiltiirlerde ve
elverigsiz ortam kosullarinda spiralden kokoid forma gecis yaptigi gozlenmistir
(Cappelier ve Federighi 1998, Thomas 2002). Termofilik Kampilobakterler basilin
her iki ucuna yerlesmis kilifsiz mono ya da bipolar monotrik flagellalar1 sayesinde
aktif vidalama hareketi yapmakta ve flagella uzunluklar1 bazen bakterinin 2-3 katina
kadar ulasabilmektedir (Hazelegar ve ark. 1998). Ayrica flagella ile ilgili olarak FlaA
ve FlaB genlerine de sahiptir. Termofilik Kampilobakterler kapsiil ve fimbria
bulundurmazlar (Holt ve ark. 1994).

2.3.2. Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

Kampilobakterlerin biyokimyasal ve metabolik aktiviteleri tiirler arasinda
degiskenlik gosterir. Termofilik Kampilobakter tiirleri igerisinde yer alan C. jejuni,
C. coli ve C. lari oksidaz ve katalaz pozitif sonug verirken sadece C. upsaliensis’in
bu reaksiyonlar1 zayif pozitif ve negatiftir. Nitrati rediikte edebilirler fakat jelatini ve
tireyi hidroliz edemezler ve lipaz aktiviteleri bulunmamaktadir (Smibert 1984).
Ayrica karbonhidratlar1 oksidatif ve fermentatif olarak kullanamadiklar: i¢in Voges
Proskauer ve Metil kirmizisi testleri negatiftir.  Enerji ihtiyaglarimi glutamin,
glutamik asit, asparjin ve aspartik asit gibi aminoasitlerin yikimindan ve
trikarboksilik asit dongiisiiniin ara iirlinlerinden saglarlar. Yiiksek miktarda sitokrom

B ve C’ye sahiptirler (Nachamkin 1997, Smibert 1984). Tablo 3’ te goriildiigi gibi



termofilik Kampilobakter tiirlerin 6nemli biyokimyasal o6zelliklerinden hippurat
hidroliz testi sadece C. jejuni i¢in pozitiftir. Ayrica C. jejuni ve C. coli Nalidik aside
duyarli iken C. lari direnglidir (Silva ve ark. 2011).

Tablo 3. Termofilik Kampilobakter tiirlerinin genel biyokimyasal 6zellikleri (George
ve ark. 2005).

Tiir Biyokimyasal Testler
Katalaz Oksidaz ~ Hippurat H3S Indoksil  Nalidik Sefalotin
asetat asit
C.jejuni + + + - + R S
C. coli + + - - + R S
C. lari + + - - - d R
C.upsaliensis - + - - + S S

S: Duyarly, R: Direngli, d: Degisken
2.3.3. Kiiltiirel ve Fizyolojik Ozellikleri

Termofilik Kampilobakterler mikroaerobik ortamlarda iireyen bakterilerdir.
Optimum tireme 1s1lart normal fekal floranin geligimini baskilayan 42 °C’dir. Yiiksek
sicaklikta varliklarinin siirdiirebilmelerinin sebebi etkenin kolonizasyonda da etkili
oldugu diistiniilen 1s1 sok proteinlerini (HspR ve HrcA) sentezleyebilmeleridir. Bu
bakteriler, 30°C ’nin altinda ise 1s1 soku proteinlerini sentezleyemedikleri igin
canhiliklarmi stirdiiremezler (Levin ve ark. 2007). Bakteriler optimal tiremesi i¢in
gerekli olan uygun mikroaerobik ortam, desikatér veya jar igerisine anaerobik
havanin alinip yerine %5 Oz, %10 CO2 ve %85 N2 gazlarinin verilmesi ile
saglanabilir. Alternatif olarak mum ya da ticari mikroaerobik ortam kitlerinin
desikator veya jar igerisine yerlestirme ile de mikroaerobik ortam saglanabilmektedir

(Fitzgerald ve ark. 2009).

Termofilik Kampilobakterler aerobik ortamlara, asidik ve yiiksek osmotik
cevreye, kuruma ve agir1 sicakliga karsi kirtlgan bakterilerdir (Blaser 1997). Alkalen-
metilen mauvisi, kristal viyole ve karbol fuksinle iyi boyanirlar (Smibert 2005).
Kurumaya kars1 olduk¢a duyarli olduklar1 i¢in 0,97’nin altindaki su aktivit (aw)
degerlerinde canli kalamazlar. %1 glisin, %0,5 NaClI ve 6,5 -7,5 pH, tireyebildikleri
ortam Ozellikleridir (Tablo 4).



Tablo 4. Termofilik Kampilobakter tiirlerinin iireme 6zellikleri (Karakus 2011).

Ozellik Minumum Optimum Maksimum
Ph 4,9 6,5-7,5 ~9
NaCl (%) - 0,5 1,5
Su aktivitesi (aw) »0,987 0,997 -
Atmosfer - % 50; - %10 CO» -
Sicakhk 37 42 — 43 45

Kampilobakterler normal bagirsak florasinda bulunan fakat in vitro
ortamlarda ge¢ ve gii¢ iireyen Kkiiltiirii zahmetli bakterilerdir. Tablo 5’ te goriildigi
gibi mikroorganizma popiilasyonunun yogun oldugu bagirsak flora 6rneklerinden
Kampilobakterlerin  {iretilebilmesi  igin  ¢esitli antimikrobiyallerle segicilik
kazandirilmig selektif besiyerleri kullanilmaktadir. Kullanilan bu selektif besiyerleri
digk1 florasini olusturan diger bakteriyel etkenlerin {iremesini inhibe ederken
istenilen Kampilobakterlerin tiremesine olanak saglamaktadir (Koneman ve ark.

2006).

Tablo 5. Kampilobakterlerin kiiltiirel analizi i¢in kullanilan selektif besiyerleri ve
igerikleri (Winn ve ark. 2006).

Besiyerinin adi Temel besiyeri Katki Maddeleri Kaynak
Skirrow’un kanh Blood agar base At kam (%7), Bolton
agar besiyeri (Temel kanli Vankomisin(10 mg/It) 1983
Agar) No. 2 Polimiksin B (2,500 1U/It)

Trimetoprim (5 mg/It)
Karkoalbazh Columbia agar base Hematin (0,032 g/lt) Fitzgerald
selektif besiyeri Sodyum piruvat (0. 1 g/lt) ve ark.
(Kansiz- Vankomisin (20 mg/It) 2009
Karkoalli) Sefaperazon (32 mg/It)

Sikloheksimid (100 mg/It
Preston Nutrien buyyon No. 2 Sefoperazon (32 mg/It) Fitzgerald
(%7 defibrine at Amfoterisin (2 mg/It) ve ark.
kani) Campylobacter growth supplement 2009
Blaser’in besiyeri  Brucella agar base Vankomisin (10 mg/It) Fitzgerald
(Campy-BAP) Trimetoprim (5 mg/It) ve ark.

Polimiksin B (2,500 1U/1t) 2009

Sefalotin (15 mg/It)
Amfoterisin B ( 2 mg/It)

Preston (%5  Nutrien buyyon # 2 Trimetoprim (10 pg/ml) Bolton ve

defibrine at kam % 1,2 New Zealand Polimiksin B (5 1U/ml) Robertson

+ Saponinli) agar Rifampin (10 pg/ml) 1982
Sikloheksimid (100pg/ml)

Bolton Broth Et peptonu 10,0 g/L, Hemin 0,01 g/L  Anon 1995

Laktalbumin hidrolizat 5,0 g/L
Maya ekstrakt1 5,0 g/L,

NaCl 5,0 g/L, Na2C0O3 0,6 g/L
a-ketoglutarikasit 1,0 g/L,
Sodyum piruvat 0,5 g/L
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Kan, komiir, demir, siilfat, kazein (6zellikle C. lari igin), sodyum purivat,
sodyum metabisiilfit, hematin, hemin gibi maddeler oksijenin kampilobakter tiirleri
lizerine toksik etkilerini azaltmak ve metabolizmalarim1 desteklemek igin
besiyerlerine ilave edilebilmektedir (Koneman ve ark. 2006). Metabolik faaliyetlerini
hizlandiracak ve optimum iiremesini saglayacak protein, defibrine at, insan veya
koyun kani, B vitamini kompleksleri ve gesitli supplement ilaveli zenginlestirilmis
veya selektif besiyerleri kullanilmaktadir (Hutchinson ve Bolton 1984). Selektif
besiyerlerine bagirsak florasini baskilayan ve Kampilobakterlerin direngli olduklari
dolayisiyla tiremeleri tizerine olumsuz etkileri olmayan Basitrasin, Kolistin,
Novobiyosin, Sefalotin, Vankomisin, Trimetoprim, Polimiksin B, Amfoterisin B,
Rifampin, Siklohekzimid ve Sefoperazon gibi antibiyotikler ilave edilebilmektedir
(Koneman ve ark. 2006).

Kampilobakter tiirleri, nem orami diisiik besiyerlerinde 1-2 mm ¢apinda,
konveks, parlak, diizgiin kenarl, gri merkezi koloniler olustururlar. Nem orani
yiiksek besiyerlerinde ise diizgiin kenarli olmayan, basik, yaygin, grimsi ve cap1
10’mm kadar ulasan koloniler olusturmaktadir (Resim 1) (Nachamkin ve ark. 1999).
Kampilobakterler kolonileri genellikle pigment igermezler ve kanli agarda hemoliz

ve koku olusturmazlar (Arimi ve ark. 1990).

Resim 1. Termofilik Kampilobakter tiirlerinin mCCDA besiyerindeki farkli koloni

morfolojisi.

) Diigmeli, m yuvarlak ve BEm) yaygin koloni morfolojileri gériillmektedir.
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Tablo 6 ‘da gosterildigi gibi CCDA besiyerlerinde Kampilobakter tiirleri

arasinda farkli koloni morfolojilerine rastlamak miimkiindiir (Izgiir 2006). C.

fetus’un kiiciik (I mm ¢apinda), yuvarlak, hafif timsek ve yar1 saydam ¢ig damlasi

goriiniimiinde kolonileri mevcut iken, C. mucosalis kirli sar1 renkte koloniler

olusturmaktadir. C. jejuni, diizgiin, gri renkte, biiyiik ve sulu goriiniimlii koloniler

olustururken, C. coli ise pembe-taba renkli kolonilere sahiptir (Quin ve ark. 2002).

Tablo 6. Baz1 kampilobakter tiirlerin koloni morfolojileri (Songer ve Post 2005).

Tiirler

Koloni Morfolojisi

C. coli

Yuvarlak, kabarik, konveks, S tipi, parlak,
beyaz-taba renkli 1-2 mm ¢apinda non-
hemolitik koloniler,

Nemli agarda ekim ¢izgisi yoniinde yayilan
basik, diizgiin, gri koloniler

C. fetus subsp. fetus

1 mm ¢apinda, renksiz-krem renkli S tipi
koloniler

C. fetus subsp. venerealis

1-2 mm ¢apinda, yuvarlak, graniiler, mat,
beyaz, krem ya da taba renkli, basik, diiz,
gri-bronz, yar1 seffaf, diizensiz kenarl,
ekim ¢izgisi hatti boyunca yayilan R tipi
koloniler

C. hyointestinalis

Inkiibasyonun 48. saatinde 2 mm capinda,
yuvarlak, konveks, hafif mukoid, sarimsi
koloniler

C. jejuni subsp. jejuni

Basik, diiz, grimsi, ince graniiler, yar1
seffaf, yuvarlak, kenarli diizensiz, kabarik,
konveks, S tipi, parlak, 1-2 mm ¢apinda,
mat merkezli, kenar1 pargalanmig

C. mucosalis

1.5 mm ¢apinda, yuvarlak, kabarik, diizgiin,
kirli sart renkli; nemli agar {izerinde
dairesel yayilabilir koloniler

C. spurotum subsp.

C. mucosalis’e benzer fakat sar1 pigment

bubulus olusturmayan koloniler

C. spurotum 3.5 mm ¢apinda, parlak, konveks, yuvarlak,
biovarfecalis kenarlar1 par¢alanmamus S tipi koloniler

C. upsaliensis 48 saat inkubasyon sonrast kii¢lik, non-

hemolitik ve nemli agarda dairesel yayilma
gosteren koloniler
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2.3.4. Genetik Ozellikleri

Kampilobakterler diger bakterilerle karsilastirildiginda daha kiigiikk bir
genoma sahip oldugu goriilmistir. C. jejuni’nin ortalama 1.709 mb’lik boyuta
sahipken, C. coli 1.703 Mb olarak belirlenmistir (Poly ve ark. 2005). Ayrica
termofilik Kampilobakterlerin DNA guanin ve sitozin (G+C) oranlar diger
kampilobakterlerden ve birbirlerinden farkli oldugu tespit edilmistir. C. jejuni’nin
G+C oram ortalama %31 mol, C. coli %32,6 - 34 mol ve C. lari i¢in %32,1 mol

oldugu belirtilmistir (Shane 1992).

Kampilobakter genomunda, lateral gen trasferinin meydana geldigi ve
homolog yeni genotipler olusturulmasi ile genomun dinamik bir yapya sahip oldugu
belirlenmistir (Ketley ve Konkel 2005). Kampilobakterler arasinda plazmid veya
bakteriyofajlar ile gen aktariminin gergeklestigi ve C.jejuni klinik izolatlarinin %19

ile 56's1 ¢esitli boyutlarda plazmidlerin varlig1 belirtilmistir (Schmidt ve ark. 2005).
2.4. Kampilobakter Tiirlerinin Olumsuz Kosullardaki Davramslar:

Kampilobakter tiirleri besin yetersizligi, yiiksek ya da diisiik 1s1, aerobik
ortam, kiiltlirlin eskimesi ve ortamda degisik antibiyotiklerin bulunmasi
durumlarinda canliliklarini olumsuz etkileyen baz1 davraniglar gosterirler. Bunlardan
bazilari, canli fakat kiiltiire edilemeyen (Viable But Non Culturable, VBNC) bakteri
formuna doniisme, biyofilm olusturma ve kokoid forma doniisme gibi davranislardir

(Cappelier ve Federighi 1998).
2.4.1.VBNC Forma Doniisme

Canli fakat kiiltiire edilemeyen bakteri formu (VBNC) olarak adlandirilan bu
form bakterinin tireme kosullarinin zayif oldugu ortamlarda hayatta kalmasini
arttiran bir 6zellik olarak diistiniilmektedir (Cappelier ve Federighi 1998, Thomas ve
ark. 2002). VBNC formuna doniisiim ile ilgili ilk tanimlama Rollins ve Colwell
(1986) tarafindan C. jejuni igin yapilmistir (Rollins ve Colwell 1986). Son yapilan
caligmalar, her zaman Kkiiltiirde tespit edilemese de VBNC formlarinin bakteri
virulens genlerini tasidigini ve bu yoOniiyle infeksiyon riskini gostermektedir

(Chaisowwong ve ark. 2012). Kiiltiir ortaminda Kampilobakterlerin tamami1 VBNC
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formuna donilismiigse sonraki pasajlarinda {retilmelerinin ¢ok zor oldugu
bilinmektedir. Cevreye adaptasyonu saglayan VBNC formuna doniisiim C. coli’ ye
oranla C. jejuni’de daha hizhidir. Ayrica C. jejuni’nin VBNC formundan tekrar
kiltlire edilebildigi, patojenitesini ve adezyon 6zelligini yeniden kazandigi deneysel
olarak gosterilmistir (Cappelier ve ark. 1999). Thomas ve ark. 2002 yilinda yapmis
olduklar1 bir galismada, su sicakliginin 20 °C ve tizeri oldugu ortamlarda bakteri
popiilasyonun hizli bir sekilde azaldigi, 10 °C oldugu ortamlarda ise canli kaldiklar1
fakat VBNC forma doniistiikleri bildirilmistir (Thomas ve ark. 2002).

2.4.2. Biofilm Olusturma

Biyofilmler, mikroorganizmalarin canli ya da cansiz yiizeylere tutunarak,
kendi tirettikleri polimerik madde igerisinde korunakli bir sekilde kalabilmesini
saglayan yapilardir. Buswell ve ark. (1998)’nin yapmis olduklar1 bir arastirmada,
Kampilobakter tiirlerinin sulu ortamlarda, paslanmaz celikte ve cam iizerinde
olusturduklart bu yapilar sayesinde canli kalabildiklerini bildirmislerdir (Buswell ve
ark. 1998). Ayrica bu tiirlerinin antibiyotik, dezenfektan, 1s1, normal atmosfer
kosullar1 ve oksijenin toksik etkisi gibi olumsuz etkilerine kars1 biofilm olusturarak
korunduklar1  bildirilmistir (Murphy ve ark. 2003, Sails ve ark. 2002).
Kesimhanelerdeki ¢apraz kontaminasyona neden olan C. jejuni’nin biofilm
olusturmasindan kaynaklanabilecek bir baska ¢alisma daha bildirilmistir (Cloak ve

ark. 2001).
2.4.3. Kokoid Forma Doniisme

Kampilobakterler kokoid forma gegerken protoplazma biiziiliir ve flagellalar
fragmentler igerisine girerek konkav bir yapi olustururlar Kampilobakter tiirlerinin
kokoid forma doniligmelerinde flagella bulundugu halde hareket edememelerinin
sebebi olarak yeterli enerji tiretemedikleri ve metabolik faaliyetlerin en az diizeyde
olmasi gosterilmektedir (Moore 2001). Bakterinin bu harektesiz uyku hali, ¢evre
sartlarina direncini artirmakta ve canliligini tamamen yitirmeden kokoid formda
dinlenme fazinda kaldig1 belirtilmistir. Ayrica kokoid formda selektif besiyerinde
tiremese dahi infeksiyon olusturabilme yetenekleri olduguda bildirilmistir ( Jones ve

ark. 1991).
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2.5. Kampilobakter Tiirlerinin Stres Tolerans Mekanizmalari
2.5.1. Yiiksek Sicakhk

Termofilik Kampilobakterler gelisimleri ic¢in yiiksek sicakliga gereksinim
duymalarma ragmen genelde 1s1iya duyarlidirlar (Waterman 1982). C. jejuni’de 24
farkli 1s1 soku proteini sentezlenmektedir (Konkel ve ark. 1998). Bu proteinler
bakterinin optimum sicakliginin iizerindeki sicakliklarda canli kalmalarinda yardimci
olurlar. C. jejuni 55° C ‘de 1 dakikalik 1s1l islem sonucunda 1 destinal azalma
goriiliirken (Waterman 1982); C. coli’de 48,8 — 55,1 °C araliginda azalma logaritmik
bir sekilde meydana gelirken daha yiiksek 1silarda azalma daha hizli bir sekilde
gerceklesir (Moore ve Madden 2000).

2.5.2. Diisiik Sicakhik

Kampilobakterlerin ortam sicaklaiklarinin optimum seviyenin birka¢ derece
altina diismesi veya Ustline ¢ikmasi durumunda gelisimlerinde hizli bir azalma
meyda gelmektedir. Kampilobakterler 30° C’nin altinda gelisemezler, ancak
canliliklarini uzun siire muhafaza edebilirler (Park 2002). +4° C’de ise metabolik
faaliyetlerini slirdiirebilirler (Hazeleger ve ark. 1998). Termofilik kampilobakterlerde
1s1 soku protinleri bulunmasina ragmen, soguk sok proteinlerini kodlayan gen
bulunmamaktadir (Parkhill ve ark. 2000).

2.5.3. Asit Stresi

Kampilobakterlerin optimum Ph araligi 5,5 — 8,0 olmakla birlikte termofilik
tirlerde 6,5 — 7,5 araligindadir (Dolye ve Roman, 1981). C. jejuni ve C. coli Ph 4’ te
sadece iki saat canliliklarini = siirdiirebilirler (Chaveerach ve ark. 2003).
Kampilobakterlerin asit stresi kosullarinda hiicrede protein sentezi artmaktadir.
Ayrica protein sentezi sirasinda farkli proteinler iiretilmekte ve bu proteinler tamir,

biyosentez ve modifikasyonda rol oynadig: diistiniilmektedir (Murph ve ark. 2006).
2.5.4. Aerobik Ortam

Kampilobakterler mikroaerofilik olup, oksidatif stresle miicadele etmek ve

oksijen metabolizmasinin toksik bilesiklerinden korunmalar1 gerekmektedir (Murphy
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ve ark. 2006). Aerobik sartlarda bakteri canliligini siirdiirebilnek i¢in O2, H202 ve
OH gibi reaktifleri uzaklastirmasi gerekmektedir. Cilinkii bu reaktif iirlinler DNA,
protein ve lipitlerde hasar olusturabilektedir (Park 2002). Ancak Kampilobakter
tiirlerinde bu reaktif bilesikleri uzaklastiracak mekanizma tam aciklanamamakla
birlikte bu bilesiklerin inaktivasyonundan sorumlu olduklart diistiniilen SodB, katalaz
ve akil hidroksiperoksit rediiktaz poteinleri bulunmaktadir (Park 2002, Murphy ve
ark. 2006).

2.5.5. Ultraviyole (UV) ve Osmatik Stres

Kampilobakterler siklikla karsilagtiklart streslerden biride giines 1sinda
bulunan UV radyasyonudur. Kampilobakter tiirlerin UV 1sinlaria olduk¢a duyarl
bir yap1 sergileyerek ve inaktive olabildigi belirtilmistir (Butler ve ark. 1987). Bu
olumsuz kosullardan korunmak i¢in ise genel stres cevap mekanizmasinda rol
oynayan DNA’nin zarar gérmesini engelleyen RecA proteini sorumlu olabilecegi
distintilmektedir (Murphy ve ark. 2006). Kampilobakterler ozmatik basinci
dengeleyecek ¢ozilinlir madde sentezleyemediklerinden osmatik strese oldukca

duyarhdirlar (Stirling ve ark.1989).
2.6. Kampilobakter Tiirlerinin Patogenez ve Viriilens Faktorleri

Kampilobakter infeksiyonlar1  fekal oral yolla bulasir.  Enterik
mikroorganizmalar olarak Campylobacter spp. ince bagirsakta oldugu gibi konak
midesinin (taslik) zorlu kosullarinda hayatta kalabilirler ve sonunda konagin fekal ve
kloakal bélgelerine kolonize olarak bagirsaklara ulasmis olurlar (Sahin ve ark.
2003a). Ayrica kampilobakterler kanatlilarda ince bagirsaklarda ve taslikta, nadiren
karaciger, dalak, kan ve safra kesesinde de bulunabilirler (Sanyal ve ark. 1984).

Kanatlilarda kolonizasyonu ile ilgili olarak kampilobakterlerin dogrudan
bagirsak epitel hiicrelerine yapismadigi, ancak esas olarak bagirsak mukozasinda
bulunduklar1 goriilmektedir (Meinersmann ve ark. 1991). Infeksiyonda genellikle
bliylik veya mikroskobik lezyonlar olugsmaz. Bagirsak epitelinde ve i¢ organlarda
kolonizasyon nadiren meydana gelse bile, klinik hastalik belirtileri goriilmez
(Knudsen ve ark. 2006). Enfekte bir kanatlida sekumda ¢ok sayida mikroorganizma
(10° cfu/g) saptanabilir ve bu etkenlerin diski ile atilim1 uzun siirebilir (Sahin ve ark.
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2003a). Kampilobakterlerin insanlarda infeksiyona neden olmalari igin en az 10*
yogunlukta olmalar1 gerekir. Bakteri gida ile alinmig fakat tam olarak
sindirilmemisse ya da bireye mide asidini azaltacak bir tedavi uygulanmissa
infeksiyon olusturacak bu bakteri sayis1 500 hatta daha az bile olabilir (Herman ve
ark. 2003).

Kampilobakterler tarafindan olusturulan enteritisin patogenezinde; motilite ve
kemotaksis, adezyon, invazyon, toksinler, demir kullanimi, lipoolisakkarit (LOS),
lipopolisakkarit (LPS) gibi viriilens faktorleri onemli rol oynar. Bu faktorlerin farkl
kombinasyonu ile farkli patojenite mekanizmalar1 gelismektedir. Kampilobakterler
bu patojenite mekanizmalari ile hayatta kalarak hastaliklara sebep olurlar (Mansfield
ve ark. 2000).

2.6.1. Motilite ve Kemotaksis

Kampilobakter tiirlerinin sindirim sistemindeki kolonizasyonunda kemotaksis
ve motilite baglica viriilens Ozelliklerdir. Kampilobakter tiirlerinde hareket, polar
flagellalarin tirbiison tarzi hareketi ile gergeklesmektedir. Mukus tabakasinin
yapigkan 6zelligi bu hareketi kolaylastirir (Szymanski ve ark. 1995). Kolonizasyonda
flagellanin yapisi ve hareketliligi Onemlidir. Flagellas1 olmayan kampilobakter
mutantlar1 kolonize olmalarina ragmen flagellal: tiirlere gére daha diisiik seviyededir
(Mansfield ve ark. 2000). Kolonizasyonda flagellin A proteini iireten tiirler, flagellin
B proteinini iireten tiirlere gére daha hareketli oldugu gozlenmistir (Wassenaar ve
ark. 1993). C. jejuni’nin virulensi ile iligkili FIaA ve rpoN biyosentez genleridir
(Fernando ve ark. 2007).

Kampilobakter tiirleri kemotaksis ile bagirsaklara tutunarak kolonize olurlar.
Bu tiirlerde kemotaksis Tlizerine yapilan ¢aligmalarda miisin tabakasinin
kompenentleri (miisin, L-serin, L-fukoz), aminoasitler ve CheY, CheV, CetA, CetB
gibi  kemotaktik maddelerin  oldugu gastrointestinal sistem  bolgelerinde
Kampilobakterlerin daha yogun kolonize olduklar1 gériilmiistiir (Hugdahl ve ark.
1998). C. jejuni i¢in musin-2 (MUC2) olduk¢a yogun bir kemotaktik madde olup
bakterilerin bu maddeye baglandig: bildirilmistir (Joens ve ark. 2010). Bu dogrultuda
yapilan baska bir ¢aligmada ise safra asidinin negatif kemotaktik 6zellik gosterdigi

bildirilmistir (Moore ve ark. 2005).
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2.6.2. Adezyon

Kampilobakterler kemotaksis ile mukusu gecip epitel yiizeye baglanarak
kolonize olmaktadirlar. En 6nemli adezyon yani baglanma molekiilii ise ‘Faringeal
giiclendirici baglanma -1’ (PEB1) proteinidir. Bu protein ayni zamanda bakterinin
yiizeysel antijenidir. Bu protein immun yanittan sorumlu oldugundan as1 gelistirme
caligmalarinda da kullanilmistir (Blaser ve ark. 2005). C. jejuni’ nin peblA
mutantlarinin varliginda bagirsak kolonizasyon siiresi azaldigr gorilmiistiir (Pei ve
ark. 1998). Ayrica adezyonda dis membran proteini (Outer Membran Protein, OMP),
lipopolisakkarit, kapsiiler oligosakkarit, porA, fibronektin baglanma proteini (CadF),
Jejuni yiizey lipoprotein A (JIpA) ve CapA- CapB gibi birgok protein rol almaktadir
(Astorga ve ark. 2010). CapA hiicre disina salinan proteinlerin ototransporter
ailesinin bir iiyesidir. porA geni dis membrana yapisal stabilite kazandirir ve porA
mutasyonu Oliimciil etki yaratabilir (Pei ve ark. 1998). C. jejuni’nin JIpA
mutantlarinda saha c¢alismalarinda adezyon yeteneginin %18 -19,4 oraninda azaldig1
goriilmiistir (Bacon ve ark. 2002). Kampilobakter enteritlerinin patogenezinde
flagella yapilar1 da 6nemli viriilens faktorlerindendir. Bu dogrultuda yapilan bir
calismada epitel hiicrelere ve mukus tabakasina baglanabilirligi 6nceden bilinen
Kampilobakter tiirlerinden flagellali olanlarin baglanma kabiliyetinin daha 1iyi
oldugu, flagellas1 kisaltilmis olanlarin baglanabilme yeteneginin daha az oldugu ve

flagellas1 hareketsiz olan suslarin ise baglanamadigi goriilmiistiir (Mcsweegan ve
ark. 1986).

2.6.3. Invazyon

Kampilobakter tiirlerin kolonizasyonu ve konak hiicreye invazyonu igin Cia
proteinleri (Campylobacter istila antijenleri) 6nemli bir faktordiir. Konakg1 hiicreye
flagella aricilig1 ile giren kampilobakter tiirlerinin invazyonu, Cia proteinlerinin Tip3
sekresyon sistemi (T3SS) ile salimmiyla gerceklestigi diisliniilmektedir (Konkel ve
ark. 2004). Konakg1 hiicreye alinan Kampilobakter tiirleri Cia proteinlerini sentezler.
Sentezlenen Cia proteinleri konakg¢i hiicre sitoplazmasmna salinir ve bakteri 72
saatten fazla kalarak cogalmaya devam eder. Hiicre i¢inde bulunan kampilobakter
sayisinin artmasi epitel hiicrenin lizisine ve daha alt dokulara gegmesine sebep olur.

Bakterinin derin dokularda ve diger organlara yayilmasinda yangi hiicreleri rol
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oynar. Kampilobakter tiirlerinin sahip olduklar1 6zellikleri ve antijene karsi direngi,
konakta canli kalmasinda ve yayiliminda 6nemlidir (Joens ve ark. 2010). pVir’in
plazmidi Kampilobakterlerin in vitro ortamda adezyon ve invazyon yeteneginden
sorumlu olup in vivo olarak da bakterinin viriilensini arttirdig1 bildirilmistir (Bacon
ve ark. 2002). RacR ve dnaJ genleri bakterinin kolonizasyonundan sorumludur.
Ayrica bu genler bagirsaktaki 1s1 farklari gibi zorlu sartlarla basa g¢ikmak igin
salgilanmaktadir (Ziprin ve ark. 2001). VirB11l ve PIdA genleri ise bakterinin dig
membran fosfolipazlarin sentezine katilan ve invazyondan sorumlu olan yapilardir
(Da ve ark. 2012). WlaN ve cgtB genleri Guillain —Barre Sendromunda rol oynarken
(Khoshbakht ve ark. 2013), iam geni de invazyondan sorumlu diger 6nemli bir

viriilens faktordiir (Carvolho ve ark. 2001).
2.6.4. Toksinler

Kampilobakterler dis membran {izerindeki vezikiillerden, iiremeleri esnasinda
lilpopolisakkarit yapisindan endotoksin iretirler. Kampilobakter tiirleri tarafindan
tiretilen ve en iyi bilinen toksin ‘Sitolethal siskin toksin’ (CDT) toksinidir. Bu
toksin diger bazi Gram negatif bakteriler arasinda da goriilmiistiir. CDT toksinin ii¢
aktif proteini vardir. CdtA ve CdtC proteinleri toksinin hedef hiicreye baglanmasini,
CdtB proteini ise toksinin hedef hiicreye enzimatik olarak verilmesini saglamaktadir
(Bolton 2015). CDT toksini konak hiicrenin yasam dongiisiinii durdurur, hiicreyi
yavasea sisirir ve hiicre 6liimiine yol acar (Bang ve ark. 2003). CDT toksisitesi dort
asamada gerceklesmektedir. Birinci asamada kampilobakter tiirleri, hareket
Ozellikleri sayesinde konagin epitel hiicrelerinin mukus tabasini gegerek CdtA ve
CdtC sayesinde hiicreye tutunurlar. ikinci asamada hiicre icine girerek cogalirlar.
Ucgiincii asamada bakteri tarafindan salgilanan DNaz 6zelligindeki CdtB konakgi
hiicrelerin gelisimini inhibe eder. Son olarak hiicreler arasi baglanti Ssaglayarak

invazyon saglarlar (Crushell ve ark. 2004).

Vero ve HeLa hiicrelerine etkili toksinler, Shiga-benzeri toksin, hemolitik
aktive gosteren toksin ve hepatotoksin kampilobakterlerin diger 6nemli toksinleridir
(Wasseneaar 1997). Bunlardan ayr1 olarak kampilobakterlerde, Sitolethal yuvarlanma
toksin (CLRT) tespit edildigi ve bu toksinin ishalin siddetinde rol oynadigi
belirlenmistir (Lee ve ark. 2000).
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2.6.5. Demir Kullanimi

Canli mikroorganizmalar ve infeksiyon esnasinda patojen bakteriler icin
demir esansiyel bir elementtir. Kampilobakter tiirleri kii¢iik molekiiler agirliklarindan
dolayr demir baglayic1 bilesikler olan sideforlar1 liretemezler. Ancak ekzojen
sideforlar1 kullanabilme yetenekleri vardir. Kampilobakter tiirleri invazyon sirasinda
bagirsaklardaki sideforlar1 yakalayan ceUE geni tarafindan kodlanan demir transport
sistemine sahiptir (Field ve ark. 1986). Ayrica cft geni tarafindan {iretilen ferritin,

demir depolama kaynagi olup C. jejuni tarafindan tiretilebilmektedir (Ketley 1997).
2.6.6. Lipoolisakkarit (LOS) ve Lipopolisakkarit (LPS)

Gram negatif bakterilerde oldugu gibi Kampilobakter tiirlerinin hiicre duvari
LOS ve LPS yapiya sahiptir. Bu iki yap1 bazilarinda ayr1 ayri bulunurken bazi
bakterilerde beraber de bulunabilirler (Aspinall ve ark. 1994).

Kampilobakter tiirlerindeki LPS tabakasindaki lipit A kompenetleri
endotoksik ozelliktedir (Wassenaar ve Blaser 1999). LPS ayni zamanda bakterinin
hayatta kalmasi ve kolonizasyonuyla ilgilidir (Roberts 1996). LPS bulunmayan
mutantlar, insan serumuna karsi daha az direng gosterir ve daha az kolonizasyon

yetenegi gostermislerdir (Bolton 2015).

LOS yapilari, Gram negatif hiicre duvarinda yer alan baslica glikolipitlerdir.
Bu yapilarin LPS’den farki O-polisakkarit zincirine sahip olamamalaridir. Bundan
dolayr da LOS yapilar1 hidrofobiktir ve safra ile ¢ozliinmeye oldukca duyarlidirlar
(Preston ve ark. 1996). Ayrica LOS yapilar1 genis bir cesitlilige sahip olup
kampilobakter {irlerinin LOS biyosentezinden genis bir gen varyasyonu sorumludur
(Nachamkin ve ark. 2008). Ayrica bu yapilar bakteriye konakg1 hiicreye tutunma ve
kolonize olma kabiliyeti kazandirirlar. Sialik asit sentezinin indiiklendigi LOS’lu
kampilobakter tiirleri daha yiiksek bir istila potansiyeline sahip oldugu ve Guillain
Barre Sendromu’nun patogenezinde Onemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir

(Louwen ve ark. 2008).

Kampilobakter tiirleri konak¢iya kontamine hayvanlarla temas, kontamine
yiyeceklerin tiiketimi, kontamine yiizey sular1 ve gidalarin hazirlanmasi esnasindaki

capraz kontaminasyonla bulasmaktadir (Altekruse ve ark. 1999, Skirrow 1991).
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Bulas sonras1 infeksiyona neden viriilens faktorleri ve bu faktorlerin gida, hayvan ve

cevredeki yagsam dongiisii Sekil 1 *de verilmistir (Altekruse ve Tollefson 2003).
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Sekil 1. Kampilobakterlerin gida, hayvan ve ¢evredeki yasam dongiisii (Altekruse ve
Tollefson 2003).

2.7. Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin Epidemiyolojisi
2.7.1 Salginlar ve Salgin Tiirleri

Insanlarda Kampilobakter vakalarmin %95 ten fazlas1 sporadik veya endemik
olarak meydana gelmektedir (Blaser 1997). Baz1 vaka kontrol ¢alismalari sonucu,
endemik veya sporadik vakalarin %50-70’inin kanatli hayvan etlerinin uygun
olmayan sekilde pisirilerek tiiketilmesi veya bu etlerle temas sonucu meydana geldigi
bildirilmistir (Blaser 1997, Friedman ve ark. 2004). Ayrica pastorize edilmemis siit
ve siit triinlerinin tiiketimi (Hopkins 1984), aritilmamis kontamine su tiikketimi
(Fullerton ve ark. 2004), enfekte ve evcil hayvanlarla dolayli veya direk temas
(Friedman ve ark. 2004), mezbahane is¢iligi (Cawthraw ve ark. 2000) ve enfekte
insanlarla seyahat etmek (Blaser 1997) infeksiyon riskinin artirmaktadir. Ayrica
Avrupa, Afrika, Asya, Giiney Amerika, Kanarya Adalari, Hawai gibi sicak bolgelere
seyahat eden insanlarda Kampilobakter gastroenterit vakalarinda artigla

sonuglanmaktadir (Communicable Disease Surveillance Centre 1978).
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Termofilik Kampilobakterlerin enterositlere affinitesi yiiksek fakat infektif
dozu distiktiir. Bu nedenle salgmlari nadir goriilmektedir. Bunun nedeni ise
Kampilobakterlerin ultraviyole radrasyona, kuruma, oksijen ve 1s1 gibi faktorlere
kars1 hassas bir yapilarinin olmasidir (Baylis ve ark. 2000). insanlarda salginlarin en
biiyilk nedeni olarak kontamine kiimes hayvani etlerinin tiiketimi olarak
gbziikmesine ragmen pastorize edilmemis siit ve kontamine su tiiketimine bagh

salginlar da bildirilmistir (Blaser 1997).

Son zamanlarda birka¢ Kampilobakter salgininin, yabani kuslarin bezelye
tarlalarin1 digkilar ile kontamine etmesiyle, vahsi yasam rehabilitasyon merkezinde
rakunla ve evcil hayvan satan bir diikkdnda kopeklerle ve bu hayvanlarin digkilari ile

temas1 sonucu meydana geldigi bildirilmistir (Saunders ve ark. 2017).

Kampilobakter salginlari, surveyans programlarinin ve metodolojisinin eksik
veya tutarsiz uygulanmalarina ek olarak salginlarin kiigiik yerlerde goz ardi edilisleri
ve yaygin oldugu yerlerde yetersiz tespit edilmelerinden kaynakli olarak onemli
Olciide eksik bildirilmistir. Ayrica, Kampilobakterlerin her yerde bulunan dogasi,
diisiik bulasicilik dozu, ¢apraz kontaminasyonun meydana getirme kolayligi, birden
fazla alt tiple kontaminasyon olasiligi ve nispeten uzun inkiibasyon siiresi farkli
kontaminasyon kaynaklarinin belirlemesini zorlastirdigi belirtilmektedir (Ethelberg
ve ark. 2004).

2.7.2. Mevsimsel Analizler

Termofilik Kampilobakter infeksiyonlari iliman iilkelerde ilkbahar ve yaz
aylarinda onemli bir artis gosterirken sonbahar ve kis aylarinda kademeli olarak
diisiise gegmektedir (Miller ve ark. 2004). Bazi iilkelerde ise infeksiyonun artigi yaz
aylarinda yapilan seyahatlere bagli olarak artis gostermistir (Ekdahl ve Andersson
2004). Yapilan bir ¢alismada C. jejuni’nin denizasir1 seyahatlerde meydana gelen
gastrointestinal infeksiyonlarin %70’inden sorumlu oldugu ileri siirtilmektedir
(Swaminathan ve ark. 2009). Kanada‘da 2005 -2009 yillar1 arasinda seyahatle iliskili
olarak 446 vakanin 123 (%26,7)’iiniin kampilobakteriyosiz kaynakli oldugu tespit
edilmistir (Ravel ve ark. 2011). Yine Amerika Birlesik Devletleri’nde Kampilobakter
infeksiyonlarinin %18’inin seyahatlerle iliskili oldugu tahmin edilmektedir (Ricotta

ve ark. 2014). Avrupa’da yurti¢i seyahatlerde Kampilobakter tiirlerinin neden oldugu
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ishal vakalarinin 2008’de %7 ve 2010’da %2 oraninda artig gosterdigi goriilmiistiir
(Gautret ve ark. 2012).

Kampilobakter infeksiyonlarinin sikligini birden fazla etkenin bulunmasi
oldukca karmasik hale getirmektedir ve neyin yoOnlendirdigi tam olarak
bilinmemektedir. Cevresel kosullar arasinda sayillan mevsimsel degisimler, vahsi
hayvanlarin davraniglari, gogmen kuslarin davraniglari, patojenin bilinen rezervuarin
ve insanlarin sosyallesme davranislari Kampilobakterlerin bulasma dinamiklerini
degistirebilir (Olson ve ark. 2008). Yaz aylarinda ¢iftliklerde, kesim esnasinda ve
perakende satig da dahil olmak iizere ¢esitli iiretim agamalarinda test edilen kiimes
hayvanlarinin infeksiyon riski tagima oranlarmin en yiiksek oldugu belirtilmistir.
Ayrica enfekte broiler siiriilerinde infeksiyonun yaz aylarinda zirve yaptigi
belirtilmistir (Meldrum ve ark. 2005). Kanatli hayvanlarin yani sira kuzu, sigir ve
kanalizasyon izolatlarinda mevsimsel zirvelerin, insan infeksiyonlarinin zirvesinden
bir ila iki ay 6dnce meydana geldigi ve bu durum insanlarda kampilobakteriyozun

mevsimsel dongiisiiyle iliskili olabilecegini gostermistir (Stanley ve ark. 1998).

Son yillarda yapilan bir ¢aligmada 140 kanatl disk1 6rnegi incelenmis ve %73
(102) oraninda Campylobacter spp. pozitifligi elde edilmistir. Ayrica bu ¢alismada
mevsimsel olarak kis mevsiminde %6, ilkbaharda %19, yaz mevsiminde %40 ve
sonbaharda %8 olmak ftizere Campylobacter spp. oranlarina ait farkli degerler
bildirilmistir (Es-soucratti ve ark. 2020). Fransa’da kampilobakteriosiz vakalari
haziran, temmuz ve agustos ayinda %47 ile en yiiksek seviyede tespit edilmistir
(Trompette ve ark. 2019). Yapilan baska bir ¢aligmada, sularda mevsimsel olarak
sonbaharda %55 (40/22), kisin %39 (23/9), ilkbaharda %25 (16/4) ve yazin%?30
(20/6) oraninda kampilobakter izole edilmistir (Carter ve ark. 1987). Kayman ve ark.
2013 yilinda 3287 insan digki 6rneginden 179 termofilik Kampilobakter tespit etmis
ve vakalarin en sik havalarin 1sinmasiyla ilkbaharda artmaya basladigi, yaz ve kis

aylarinda devam ettigini belirtmistir (Kayman ve ark. 2013).
2.7.3. Infeksiyon Kaynaklar1 ve Bulas Yollari

Kampilobakterler kanatli, domuz, sigir, kopek ve kedi gibi bir¢ok vahsi ve
evcil hayvanlarin  gastrointestinal sistemlerinde higbir infeksiyon belirtisi

gostermeden yasayabilmektedir (Park 2002). Insan ve hayvanlarda sporadik
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olgularda infeksiyon kaynagi olarak kanatlilar 6nemli bir yer tutmaktadir (Collins ve
ark. 2004). Kampilobakterlerin optimum tireme 1silart 42° C ‘dir. Bu 1sinin kanath
hayvanlarin viicut sicakliklarmma karsilik gelmesi etkenin bagirsak sistemlerine
adaptasyonu kolaylastirmaktadir (Park 2002). Termofilik Kampilobakter tiirlerinden
C. jejuni ve C. coli’ nin rezervuarlar1 arasinda kanatli hayvanlardan tavuk, hindi,
ordek ve kazlar ilk sirada yer alirken (Colles ve ark. 2011), bu hayvanlar C. lari ve
C. upsaliensis i¢in de 6nemli rezervuarlardir (Kaakoush ve ark. 2014). Kediler,
kopekler ve kuslar dahil olmak iizere evcil hayvanlarda hassas dogalarina ragmen
laboratuvar ortamlarinda izole edilebilirler. Ayrica ¢evresel sulardan ve topraktan da

kolayca izole edilebilirler (Blaser 1997).

Termofilik Kampilobakterlerin bulagsma yollariin acikliga
kavusturulmasinin, insan ve hayvan kampilobakteriyozunu hafifletme stratejileri i¢cin
kritik 6neme sahip oldugu belirtilmistir (Blaser 1997). Genel anlamda bulasma,
kontamine gida ve su tiikketimi, enfekte veya rezervuar konakgilar ve bu hayvanlarin
digkilartyla temas yoluyla gergeklesmektedir (Humprey ve ark. 2007). Kiimes
hayvanlari, Kampilobakterlerin insanlara gida ile bulasinda birincil sebep olarak
gosterilmektedir (Skirrow 1997). Bu nedenle Kampilobakter tiirleri kiimes hayvanlari
ciftliklerinde ve toprak, su kaynaklari, hava ve bina yiizeyleri dahil olmak iizere

cevrede bol miktarda bulunabilmektedir (Ellis ve ark. 2012).

Molekiiler  tiplendirme stratejilerindeki son  gelismelerle  beraber
Kampilobakter etkenlerinin kontaminasyonunun siirekliliginin ve patojenlerin
insanlara ve hayvanlara bulasmasinin bolgesel faktorlere bagli olarak degisebilecegi
bildirilmistir (Taboada ve ark. 2015). Ornegin; yaban hayat1, yabani kuslar ve evcil
hayvanlardan kaynaklanan Kampilobakterlerle iligkili yakin zamanda agiklanan
salginlar, potansiyel olarak yetersiz temsil edilen kampilobakteriosiz kaynaklarini
vurgulamaktadir. Ayrica insanlarda Kampilobakter tiirlerinin ve bunun meydana
geldigi yerlerde ¢evresel kaynaklarin daha fazla gozetim altinda tutulmasi

gerekmektedir (Kwan ve ark. 2014).

Gelecekteki Kampilobakter infeksiyonlarmin sikliginin azaltilmasi igin
uygulanan stratejilerin etkili olabilmesi i¢in, hayvanlar, insanlar ve ¢evre arasindaki

bulastirma dinamiklerinin iyi analiz edilmesi, Kampilobakter tiirlerinin ekolojisi
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tizerindeki bolgesel etkilerin dikkate alinmasi ve bu klinik olarak onemli karma
konak alt tiplerinin sadece ekolojisini arastirmakla kalmayan daha genis molekiiler
epidemiyolojik caligmalara ve gozetim programlarina yatirim yapilmasina devam

edilmesi 6nemlidir (Buchanan 2018).
2.7.4. Cevresel Sularda Yayginhg

Termofilik Kampilobakter tiirleri ylizey sulart (6rn: Goletler, goller ve
nehirler gibi), yer alt1 sulari, atik sular ve deniz sular1 dahil olmak iizere her tiirlii su
kaynaklarindan izole edilmis. Bulas kaynaklari ise ¢iftlik kanalizasyonu, mezbahane
atiklari, evcil hayvanlardan ve vahsi hayattan gelen diski kontaminasyonu ve insan
kanalizasyonundan olusmaktadir (Khan ve ark. 2014). Ozellikle biiyiik tarimsal
faaliyetlerin gergeklestigi bolgelerdeki kaynak sularda termofilik Kampilobakter
tirlerinden C. jejuni ve C. coli %0-100 arasinda izole edilmistir (Huang ve ark.
2015). Ayrica bu bolgelerde yasayan hayvanlardan izole edilen tiirlerle su
kaynaklarindan izole edilen tiirlerin genetik olarak benzer oldugu bildirilmistir
(Jokinen ve ark. 2011). Bu veriler 1s18inda ¢evresel sularin termofilik Kampilobakter
tirleri i¢in 6nemli bir kaynak oldugu, ayrica yaban hayati, evcil hayvanlar ve
insanlar arasinda bulasta biiylik bir role sahip oldugu goézlemlenmistir. Yapilan
caligmalarda, Hollanda Antillerinde yagishh mevsimlerde kuyu suyunun (Van Dyke
ve ark. 2010), Kanada’da igme suyu kaynagi olarak bir nehir suyunun (Khan 2009),
besi sigircilig, siit sigirciligl, kiimes hayvanlan yetistiriciligi dahil yogun tarim
alanlarindaki yiizey sularinin Kampilobakter tiirleri ile kirlendigi belirtilmistir.
Tirkiye’de Isparta ilinde sebeke suyu kaynakli 7.800 vaka bildirilmis 43 hasta
Kampilobakter slipheli goriilmiis ve bunlardan 8’i kampilobakteriosiz olarak
dogrulanmistir (Gallanis 2007).

2.7.5. Cevresel Sartlara Dayaniklihg:

Kampilobakter tiirleri konake¢1 disinda cansiz ortamlarda ¢ogalamazlar. Isi,
nem ve oksijen gibi fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi olduk¢a duyarli olup canhi
kalma siireleri degiskenlik gostermektedir (Tablo 8). C. jejuni ve C. coli, 55 °C ‘de 6
dk canli kalabildigi, ortam pH’sinin 4,5 altinda oldugu durumlarda ise canl
kalamadig: bildirilmistir (Murphy 2003). C. jejuni, dogal sularda birkag¢ hafta canli
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kalabilmektedir. Steril igme suyunda ise 4 °C’de 64 giin kadar yasabilmektedirler
(Cools 2003). Tablo 7’de belirtilen hipokloritler, fenoller ve iyodoforlar gibi bazi
dezenfektanlar igerisinde birka¢ dakika ic¢inde inaktif hale gelebilmektedirler (Ates
ve ark. 2005).

Tablo 7. Bazi antiseptik ve dezenfektanlarin Kampilobakterler tizerine etkinlikleri.

Antiseptik/Dezenfektan Letal Konsantrasy ..
doz onu Siire
. . 1,25
Hipoklorid ppmit 104 kob/ml 1dk
. 1

Monokloramine ppmlt 107 kob/ml 15 dk
Etil alkol 70% 107 kob/ml 1dk
Formalin 2,50% 107 kob/ml 15 dk

2.8. Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin infeksiyonlar: ve Prevalanslari
2.8.1. Insanlarda Kampilobakteriyozis ve Prevalansi

Kampilobakteriyozis, hayvanlardan insanlara dogrudan veya dolayli olarak
bulagabilen zoonotik bir hastaliktir. Diinyada Kampilobakterler, insan
gastoenteritisinin en yaygin etkeni olarak kabul edilmektedir. Kampilobakteriyozis
basta olmak iizere gida kaynakli hastaliklar yiiziinden yillik 550 milyon insan
hastalanmakta ve bunun 220 milyonunu 2 yas alti cocuklar olusturmaktadir.
Kampilobakter infeksiyonlarmin klinik seyri genellikle hafiftir, ancak cok kiiciik
cocuklar, yaslilar ve bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler arasinda 6liimciil
seyredebilir (WHO 2020). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)’nin 2018
yilindaki raporunda kampilobakteriyozis en yaygin zoonoz hastalik olarak
belirtilmistir. Sekil 2’de belirtildigi gibi kampilobakteriyozisi takiben salmonellozis,
Shiga toksin iireten E. coli (STEC) infeksiyonlari ve yersiniozis gelmektedir (EFSA
2018).
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Campylobacteriosis Salmonellosis STEC Yersiniosis

Sekil 2. AB’de 2018 yilinda bildirilen zoonoz vaka sayis1 (EFSA 2018).

*STEC: Shiga toksin - E.coli
Termofilik Kampilobaklerin prevelansi, popiilasyon tipi ve biyikligii,
mevsim, yas, ornek tiirii, 6rnek miktari, beslenme kosullari, izolasyon yontemleri ve
cografik farkliliklara bagl olarak iilkeler arasinda hatta cografik bolgeler arasinda

onemli farklilar gostermektedir (Mills ve ark. 1985).

Kampilobakter cinsi igerisinde bircok patojen tiir olmasma ragmen,
Kampilobakter infeksiyonlarmin en yaygin etkeni C. jejuni oldugu rapor edilmistir
(Fitzgerald 2015). Insan Kampilobakter izolatlarinda %89 C. jejuni, %8 C. coli ve
%3 diger kampilobakter tiirleri yer almaktadir (Kendall ve ark. 2012). Tiirkiye’de
2007 yilinda Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvar Siirveyans Ag (UEPLA)
kurulmus ve 2008-2011 yillar1 arasinda ise buraya kayith bir liniversite hastanesinde
gida kaynakli 53 Campylobacter spp. infeksiyonu tanimlanmis ve %66’s1 C. jejuni,
%24,5 C. coli ve %5,7’si C. lari olarak identifiye edilmistir (Giilmez ve ark. 2012).

Insanlarda Kampilobakter tiirleri, akut enteritis dahil olmak {izere
bakteriyemi, apse, menenjit gibi ekstraintestinal infeksiyonlarin yani sira; siddetli
enfeksiyonlar sonrasi reaktif artrit, Guillain- Barre Sendromu (GBS), Miller Fisher
Sendromu (MFS) ve Irrtitabl Bagirsak Sendromu (IBS) gibi enfeksiyonlara neden
olabilir (Pope ve ark. 2007). Yapilan vaka ¢aligmalarinda, hastalarin %25-50‘sinde
C. jejuni bakterisi onciilii GBS’ye neden oldugunu gosterilmistir (Willison ve ark.
2016).
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Kampilobakteriyosiz, insanlarda siddetli karin agrist ve kanli ishal
semptomlar1 ile karakterize olmakla beraber bazen ates, bulanti ve kusma da
goriilebilir. Hastaligin semptomlar1 enfeksiyondan 12-24 saat sonra ortaya ¢ikar ve
cogunlukla 24-48 saat icerisinde siddetlenir ve bir hafta icinde kaybolur. Hastalik
tipik olarak kendi kendini sinirlayan ve 5-7 giin siirer. Hastalarin az bir kisminda ilk
hastaliklaridan sonra niiksler gériilebilir. Ilk infeksiyondan sonra diskida 2-3 hafta
kadar kayda deger sayida bakteri kalabilir (Blaser 1997).

Termofilik kampilobakter tiirlerinin insanlara direkt ya da indirekt yolla
bulastig1 bildirilmistir. Insandan insana direkt bulasma nadir goriilmektedir (Musher
ve Musher 2014). Indirekt bulasmada tiim diinyada oldugu gibi enfekte kanatli eti ve
kontamine iiriinleri baslica infeksiyon kaynaklaridir. Bir¢ok kampilobakteriosiz
salginlarinda insan infeksiyonlar1 kanath etleriyle ¢iplak elle temas, ¢ig veya az
pismis etlerin tiiketilmesi ya da pismis ve ¢ig etlerin ¢apraz kontaminasyonuyla
iligkili oldugu belirtilmistir (Whiley ve ark. 2013). Enfekte hayvanlardan sagim
esnasinda fekal kontaminasyon sonucu ¢ig siite Kampilobakter tiirlerinin gegtigi ve
bu siitlerin ¢ig ya da pismemis olarak tiiketilmesi sonucu kampilobakteriosize neden
oldugunu bildiren vakalar da mevcuttur (Xiong 2009). Cig veya pastorize siitlerde
Kampilobakter tiirlerin 4 °C’de 14 giin yasayabildigini gosteren ¢alismalar mevcuttur
(Oliver ve ark. 2009). Amerika’da ¢ig siit tiiketiminin insan sagligina daha faydali
oldugu diisiiniiliip ¢ig siit tiiketimi her gegen giin artmakla beraber, 1978-1986
yillarinda C. jejuni’nin etken olarak saptandigi 57 vakanin 26’°sinda ¢ig siit ve 11’inin
ise kontamine siitlerin tiiketilmesi ile meydana geldigi (Tauxe 1992); yine ayni
yillarda az klorlanmis veya klorlanmamis sularin tiiketimi ile Kampilobakter

infeksiyonlar1 sebebiyle bir¢ok insanin etkilendigi bildirilmistir (Vogt 1982).

Evde evcil hayvan beslemek kampilobakteriyosiz riskini artirmakla beraber
bu hayvanlarda en 6nemli etken C. jejuni ve C. coli tiirleridir. Hastalik evcil
hayvanlara temas sonucu bulastigi muhtemel olup, semptomatik ve asemptomatik
seyrederken her iki durumda da izolasyon oranlarinda farklililk goriilmedigi

bildirilmistir (Mughini ve ark. 2013).

Kampilobakteriosizin meydana gelisinde yas, cinsiyet ve konagm immun

sisteminin durumu O6nemlidir. Kampilobakteriosiz en ¢ok 5 yas alt1 ¢ocuklarda ve
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kadinlara gore erkeklerde daha sik goriilmektedir (Louis ve ark. 2005).
Kampilobakter tiirlerinin uzun siireli tasinmasi genellikle sadece AIDS ve
hipogammaglobulinemi (yetersiz antikor iiretilmesi) gibi bagisiklik yetersizligi olan
hastalarda gozlenmistir. Bagisiklik sistemi baskilanmis, yasli veya hamile olan ve
tipik olarak ishalli veya ishalli olmayan bakteriyemi olarak ortaya ¢ikan kisilerde
Kampilobakter kaynakli ekstraintestinal infeksiyonlar daha sik gorilir. Cogu
durumda, hastalik hasta tarafindan su ve elektrolitlerle takviyesi ile kendi kendine
tedavi edilebilir. Bununla birlikte, hastanin bagisikligi zayiflamis veya semptomlarin
ozellikle siddetli oldugu durumlarda, eritromisin, tetrasiklin veya florokinolonlar gibi
antibiyotikler uygulanabilir (Kirkpatrick ve Tribble 2011). Kampilobakter
infeksiyonu lizerine yapilan bir arastirmada goniillii insanlar kullanilmis ve bulasici
dozun minimum 500 hiicre kadar diisiik olabilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte,
bir infeksiyonun klinik sonuglari, kismen infeksiyona neden olan susun viriilansina,

bulasict doza ve hastanin duyarliligina bagh olarak degisebilmektedir (Blaser 1997).

Gelismekte olan iilkelerde, Kampilobakter infeksiyonlar1 endemiktir, ancak
hastalik genellikle 5 yas alt1 kii¢iik cocuklarla sinirhidir. Yasamin erken donemlerinde
cok cesitli suslara sik ve ¢oklu maruz kalmanin (kontamine igme suyu ve ¢iftlik
hayvanlartyla yakin temas yoluyla), sonraki infeksiyonlara ve hastaliklara karsi
koruyucu bagisikliga neden olabilecegi diistiniilmektedir (Rao ve ark. 2001). Ayrica
asemptomatik kampilobakter infeksiyonlarinin neden yaygm oldugunu hakkinda
bilgilere ulagilabilecegi de belirtilmistir ( Havelaar ve ark. 2009). Bununla birlikte,
cocuklarda hem semptomatik hem de asemptomatik Kampilobakter
infeksiyonlarinin, daha zayif biligsel gelisim, daha diisiik yetiskin calisma kapasitesi
ve daha zayif hamilelik dahil olmak {izere uzun vadeli olumsuz etkilere sebep olarak

biiyiime geriligine neden olabilecegini gosteren yeni kanitlarin oldugu bildirilmistir
(Lee ve ark. 2013).

Tirkiye’de  2000-2020  yillar1  arasinda insanlarda  Kampilobakter

infeksiyonlarinin yaygiligi lizerine yapilan bazi ¢aligmalar Tablo 8’de sunulmustur.
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Tablo 8. Tirkiye’de 2000 — 2020 yillar1 arasinda insanlarda Kampilobakter

infeksiyonlar1 iizerine yapilan bazi caligmalar, izolasyon oranlari ve ¢alismanin

yapildig iller.

Calismay yapan Calisma izolasyon Calismanin

arastirmacilar yil orani (%) yapildig il
Altindis ve Kenar 2000 7 Afyon
Kanan ve Aksit 2000-01 0,6 Eskisehir
Ongen ve ark. 2000-04 1,2 Istanbul
Ates ve Tugrul 2001-02 4 Edirne
Aydemir ve ark. 2002 0,8 [zmir
Yazic1 ve ark. 2008 4,5 Aydin
Yildiz ve ark. 2009 4,46 Mersin
Avcu ve ark. 2013-14 10,1 [zmir
Elmaci 2015 10,8 [zmir
Teksoy 2016-18 6,2 Istanbul
Borucu ve ark. 2019 2,2 S.Urfa

2.8.2 Hayvanlarda Kampilobakteriyosiz ve Prevalansi
2.8.2.1 Kanath Hayvanlarda Kampilobakteriyozis

Kiimes hayvanlarinda Kampilobakter infeksiyonlarinda genellikle dogal
kosullar altinda klinik hastalik belirtisi goslenmez. Ciinkii Kampilobakter tiirleri,
kanatli hayvanlarin bagirsak florasinda yerlesik bulunan mikroorganizmalardir
(Skirrow 1994). Alt gastrointestinal sistemde vyiiksek konsantrasyonlarda
kolonilesebilir ve lenfoid organlar, karaciger ve safra kesesinde dogal olarak

bulunabilirler (Skirrow ve Blaser 2000).

Kanatli hayvanlarda Kampilobakter infeksiyonu esas olarak gastrointestinal
sistem rahatsizliklari ile sinirhidir. Bagirsaklarda sivi, gaz ve fazla mukus birikimine
bagli olarak siskinlik (Welkos 1984) ve bagirsak limeninde kan ve mukus (Sanyal
1984) gortilebilmektedir. Kanatli hayvanlarda Kampilobakter infeksiyonlarinin sulu,
mukoid ve kanli ishal, kilo kaybi ve hatta Oliim gibi klinik hastaliklar
tetikleyebilecegi yapilan bazi calismalarda bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, 3
giinliik civcivlere yiiksek dozda C. jejuni verilenmesini takiben 72 saat sonra ishal,
ilerleyen 10 giin igerisinde kilokayb1 ve %32 ‘lik 6liim orani goriilmistiir (Ruiz ve

ark. 1981). Yeni yumurtadan ¢ikmis ve 4 giinlik hindi kullanilan bagka bir
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calismada, Kampilobakter ile enfekte edilmesini takiben kilo aliminda azalma ve
gecici sulu ishal gozlemlenmistir (Lam ve ark. 1992). Bu izole raporlara ragmen,
diger bir¢cok c¢alismada kiimes hayvanlarinda Kampilobakter infeksiyonlar ile iligkili
herhangi bir klinik hastalik gézlemlenmemistir (Berry ve ark. 1988).

Kanatli hayvanlarda kampilobakter infeksiyonunun, karaciger ve
bagirsaklarda patolojik lezyonlara neden olabilecegi de belirtilmistir (Stephens ve
ark. 1998). Benekli karaciger hastaligi olarak da bilinen vibriyonik hepatit, genellikle
1-2 mm biiyiikliigiinde, grimsi beyaz renkli fokal lezyonlarin varlig1 ile karakterize
bir kiimes hayvanlar1 hastaligidir (Crawshaw ve Young 2003). Daha agir vakalarda,
karacigerin 4 cm'ye kadar genis alanlari nekrotik hale gelebilmektedir (Moore 1958)
ve kanama odaklar1 goriilebilmektedir (Sevolan ve ark. 1958). Kampilobakterlerin bu
hastaligin etkeni olabileceginden siipheli olmasina ragmen vibrionik hepatit i¢in

resmi etiyolojik ajan olarak tanimlanmamistir (Shane ve Stern 2003).

Kampilobakter tiirleri bir siiriide tespit edildiginde kolaylikla yayilabildikleri
ve birkag giin igerisinde enfekte olmayan siiriilerde ve siiriilerin yasadiklar1 ¢evrede
cok yiiksek miktarlarda Kampilobakter izole edildigi bildirilmistir (Shreeve ve ark.
2000). Kolonize siiriiler tipik olarak kesime kadar pozitif kalabilmekte ve bagirsak
iceriginde yiiksek miktarda bulunan Kampilobakterler kesim ve isleme sirasinda
kanatli etlerini kontamine edebilmektedir (Oosterom ve ark. 1983). Yapilan bir
calismada, marketlerden alinan 55 pili¢ gogiis eti 6rneginin % 82’sinin ve paketleme
materyallerinin ise %44 tiniin Kampilobakter ile kontamine oldugunu saptanmistir
(Pamuk 2006).

Sanayilesmis tlilkelerde satisa sunulan perakende kiimes hayvani {irtinlerinde,
kampilobakter tiirlerinin bulunma orani %30 - % 93 arasinda degigsmektedir ve insan
kampilobakteriyosizine maruz kalmanin Onde gelen kaynagi olarak kabul
edilmektedir (Pointon ve ark. 2008). EFSA tarafindan yapilan bir arastirmada, bazi
kanatli hayvanlarin etinde termofilik Campylobacter tiirleri izole edilmis ve 13.445
tane tavuk etinde %37,4 oraninda, 1.028 tane hindi etinde %31,5 oraninda ve diger
1.425 kanatli hayvanin etinde %27,5 oraninda termofilik Kampilobakter tiirleri
bulundugu belirtilmistir (EFSA 2017).
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Son 20 yildir biitiin diinyada kanatl eti iiretimi ve tiiketimi siirekli bir artig
egilimi gostermekte ve basta kampilobakteriosiz olmak iizere bir¢ok gida kaynakli
hastaliklarin en biiylik nedeni olarak gosterilmektedir. Tablo 9’da; farkl iilkelerde
kanatl etlerindenden elde edilen termofilik Kampilobakter izolatlarinin tiir dagilimi

gosterilmistir (Suzuki ve Yamamoto 2009).

Tablo 9. Farkli iilkelerde kanatli etlerinden elde edilen termofilik Kampilobakter

izolatlarinin tiir dagilimi (Suzuki ve Yamamoto 2009).

Olceler Srnek = Oranlar (.%)
saysisi jejuni C. coli Diger
ABD 797 64,7 27,2 8
Almanya 1078 69,1 17,9 13,2
Avustralya 30 83,3 16,7 0
Belgika 612 87,1 11,4 15
Bulgaristan 140 73,6 26,4 0
Danimarka 220 98,2 1.8 0
Estonya 48 87,5 8,3 4,2
Ingiltere 800 82,4 16,8 0,9
Ispanya 51 72,5 27,5 0
Japonya 1055 89,3 10,4 0,3
Kanada 852 90,3 8,6 0,6
Pakistan 236 66,1 33,9 0
Tiirkiye 364 69,2 20,9 9,9
Yeni Zelanda 376 98,3 1,7 0

2.8.2.2. Diger Hayvan Tiirlerinde Kampilobakteriyozis

Kampilobakteriyozis, sigir yetistiriciliginde ekonomik kayiplara yol agan
abortus ve infertilite ile karakterize, bulasic1 ve zoonotik bir infeksiyondur.
Sigirlarin, baslica termofilik kampilobakter tiirleri C. jejuni ve C. coli olmak {izere C.
hyointestinalis, C. fetus ve C. lanienae tiirleri i¢in de rezervuar oldugu gosterilmistir
(Stanley ve Jones 2003). Sigir popiilasyonlarinda Kampilobakterlerin yayginligini
yas, sigir tiirli, slirii boyutu, mevsim gibi faktorlere ve yetistiricilik sekline gore
%0,8 -%100 arasinda oldugu bildirilmistir (Giacoboni ve ark. 2013). Yapilan
caligmalarda, besi sigirlarinin biiyilik bir bolimiint digkilariyla kronik olarak ytiksek
miktarda kampilobakter sactigin1 gostermektedir (Besser ve ark. 2005).
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Kampilobakter tiirlerin s1gir karkaslar1 {izerindeki prevalansi, kesim sirasinda
sakatat hari¢ %89’a kadar ulagabilirken, perakende {iriinlerde kampilobakter
tirlerinin prevalansi ihmal edilebilir diizeydedir (Stanley ve Jones 2003). Hastaligin
tastyicilign  besi  sigirciligindan  ziyade siit  sigirciliginda  daha  6nemlidir.
Kampilobakter tiirleri sigirlarda mastitise neden olabilir bunun sonucu olarak
kontamine siit aracili insan infeksiyonlar1 ve sigir yeni doganlarinda infeksiyon
gorilebilir. Ayrica sigirlarda enfeksiyoz etkenlerin mevsimsel olarak tasiyicilik
oranlar1 degisebilmekte, 06zellikle ilkbahar ve yaz aylarinda en yiiksek seviyesine
ulagmaktadir (Garenaux ve ark. 2001). Hansson ve ark. (2019) yapmis olduklari
caligmada 110 sigir fekal drnekten 71’inde C. jejuni, 11’inde C. hyointestinalis ve
1’inde C. lari olarak tanimlarken ayni ¢alismada 43 sigir siitii 6rneginden 3’tinde C.
jejuni, 2’sinde C. hyointestinalis ve 1’inde C.lari tanimlamistir (Hannson ve ark.
2019). Karakus (2011) yapmis oldugu ¢alismada ise sigirlardan toplanan 300 safra ve
bagirsak igerigi orneklerinden 66 (%22)’sinda Campylobacter spp. izole etmistir.
Izole edilen bu bakterilerin mPCR analizi sonucu %45,5’i (30\66) C. jejuni ve
%28,79’u (19\66) C. coli olarak tanimlanmigtir (Karakus 2011).

Kampilobakterler koyunlarin bagirsak ve safra keselerinde klinik bir
infeksiyona olusturmadan bulunabilir fakat bazi durumlarda kampilobakterler
sistemik infeksiyonlara sebep olmaktadirlar. Kampilobakter infeksiyonlar: abort,
prematiire ya da zayif dogum ve metritis nedeniyle koyunlarda 6liim ile karakterize
edilmis bir hastaliktir (Saglam ve ark. 2019). Diinyada en yaygin olan iireme
bozukluklarina neden olan tiirler C. jejuni, C. coli ve C. fetus subsp. fetus ‘dur. Bu
etkenler, diinya genelinde gebe koyunlarda abortif infeksiyonlara ve gastroenterite
neden olmaktadirlar (Garcia ve ark. 1985). Kampilobakter tiirleri, fekal oral yolla
koyunlarin bagirsaklarindan kan dolasimina gegerek burada 14 giin kadar
kalabilmektedir (Garenaux ve ark. 2001). Gebelik siirecinde etken, hayvanlarda
plasentaya ve uterusa yerleserek yangisal degisikliklere sebep olurlar. Fotal
dolasimina gecen etkenlerin olusturdugu fotal bakteriyemi abort ile sonuglanir
(Hedstrom ve ark. 1987). Kampilobakter abortlart koyunlarda genellikle gebeligin
son 6 haftasinda meydana gelir. Gebeligin son donemindeki infeksiyonlarda ise
prematiire ya da zayif kuzu dogumlari sekillenir (Diker ve Istanbulluoglu 1986).
Allsup (1985) yapmis oldugu calismada, Ingiltere’de kampilobakteriosiz odakl
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koyun abort vakalarinin 1982’de %6,8 ‘den 1984 yilinda %13,1’¢ yiikselmesinde C.
fetus subsp. fetus, C. jejuni ve C. coli tiirlerinin etken olarak belirtmistir ( Allsup
1985).

Kopeklerde agirlikli olarak C. upsaliensis bulunmakla birlikte bu hayvanlarin
C. jejuni, C. coli, C. helveticus, C. lari dahil olmak iizere bir¢ok farkli termofilik
Kampilobakter tiirinlin tasiyicilari oldugu bilinmektedir (Rossi ve ark. 2008).
Enfeksiyonlarin, 6zellikle geng ve bagisikligi zayiflamis kopeklerde C. jejuni ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Burnens ve ark. 1992).

Kedilerde C. helveticus basta olmak iizere C. jejuni, C. coli ve C. upsaliensis
dahil gesitli termofilik kampilobakter tiirlerini tasiyabilmekte ve ayni zamanda birden
fazla tiirle farkli sekillerde kolonize olmaktadirlar (Rossi ve ark. 2008). Sanayilesmis
bazi iilkelerde kedilerdeki kampilobakterler yayginlig1 %28-75 arasinda bildirilmistir
(Acke ve ark. 2009).

Kopeklerde ve kedilerde C. jejuni ve C.oli prevalansi diger hayvanlardaki
prevalanslara gore biraz daha diistiktiir. Fakat C. upsaliensis yaygin olarak bulunur
ve insan sagligi i¢in risk arz etmektedir (Logan ve ark. 2000). Evcil hayvan besleyen
ve evcil hayvanlarla yakin temas igerisinde bulunan insanlarda kampilobakteriyosiz
yakalanma orani daha fazladir (Horrocks ve ark. 2009). Abay ve ark. (2014b) yapmis
olduklar1 ¢calismada, 120 kdpek ve 15 kedi rektal sivap orneginden %38,5 oraninda
Campylobacter spp. izole etmistir. Tiir diizeyinde ise bu izolatlar %64,6 C. jejuni,

%20,8 C. upsaliensis, %10,4 C. coli ve %4,2 C. lari olarak tanimlamislardir.

Termofilik Kampilobakterlerden 6zellikle C. jejuni basta olmak iizere, C. coli
ve C. lari’nin yabani kus tiirleri arasinda yayginligi % 0-90 arasinda degismektedir
(Colles ve ark. 2008). Giiney Kore'de 2017 yilinda yapilan bir ¢aligma,
kampilobakterlerin 71 farkli kus tiiriinde yaygmnligini degerlendirmis % 15,3'lik bir
genel izolasyon orani elde etmistir (Kwon ve ark. 2017). Yabani kuslar yasadiklar
cevreyl, hayvan yemlerini ve tarimsal alanlardaki insan yiyeceklerinin kontamine
ederek kampilobakter tiirlerinin hem kendi aralarinda hem de insanlar arasinda
bulasmasinda rezervuar gorevi gordiikleri bildirilmistir (Weis ve ark. 2016). Ornegin
Amerika’da bezelye tiiketimi ile ger¢eklesen bir kampilobakter salginin sebebi olarak

yaban kuslarin digkilariyla kontaminasyonu diisiiniilmektedir (Kwan ve ark. 2014).
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Kampilobakter tiirleri, sincaplar, tavsanlar, porsuklar, kokarcalar, rakunlar,
tilkiler, yaban domuzlari, geyikler, atlar, bufalolar, foklar, kaplumbagalar ve
siiriingenler gibi karasal ve suda yasayan birgok memelide tiiriinde %0-69
oranlarinda izole edilmistir (Baily ve ark. 2015). Fakat yaban hayvanlarinin
Kampilobakter tiirlerinin olas1 rezervuar ve vektorleri olarak rolii tam olarak
anlagilmamistir. Son yillarda yapilan molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda yaban
hayatindan izole edilen Kampilobakter tiirlerinin yabani kuslardan, evcil
hayvanlardan, kiimes hayvanlarindan ve insanlardan farkli tiirler tasima egiliminde
oldugunu gostermistir. Yaban hayvanlarindan izole edilen Kampilobakter tiirleri
diger konak tiirlerindekilerle ortiigse dahi genetik olarak farkli oldugu gorilmistiir

(Viswanathan ve ark. 2013).
2.9. Termofilik Kampilobakter Enfeksiyonlarimin Teshisi
2.9.1. Termofilik Kampilobakter Enfeksiyonlarinin Klinik Teshisi

Kampilobakter tiirleri insanlarda siddetli karin agrisi, ates, bulant1 ve kusma
semptomlart ile kendini gosterir. Hastaligin semptomlart enfeksiyondan 12-24 saat
sonra ortaya ¢ikar ve 5 ila 7 giin siirmekle birlikte kendini sinirlayan bir hastaliktir
(Blaser 1997). Kampilobakterler, gastrointestinal infeksiyonlarin yanisira hepatit,
bakteriyemi, miyokardit ve nefrit gibi baz1 sistemik infeksiyonlarada neden
olmaktadir (Skirrow 2000). C. jejuni, sinir sistemi infeksiyonu olan Guillian — Barre

sendorumunun %25-40 bilinen en 6nemli 6liimciil etkenidir (Mishu ve Blaser 1993).

Kampilobakter infeksiyonlar1 zoonotiktir. Kanatli hayvanlarda Kampilobakter
infeksiyonlarinin sulu, mukoid ve kanli ishal, kilo kayb1 ve hatta 6liim gibi klinik
hastaliklar tetikleyebilmektedir (Welkos 1984). Kampilobakterler, gebe sigir ve
koyunlarda abortlara neden olmakla birlikte koyunlarda dizanterik enterit (Aydin ve

Paracikoglu) ve sigirlarda mastisit (Robinson 1981) etkenidir.

Gastrointestinal infeksiyonlara birden fazla etken sebep olabilmekte ve
hastalik birka¢ giin veya hafta ile kendini siirlamaktadir. Fakat ciddi vakalarda
antibiyotik kullanimi gerekmektedir. Hastaliga dogru bir teshis konulabilmesi ve
dogru tedavi uygulanalabilmes: i¢in vakalardan alinan Ornekler laboratuvarda

islenmeli ve tan1 prosediirleri uygulanmalidir.
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2.9.2. Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin Laboratuvar Teshisi
2.9.2.1 Klinik Orneklerin Ahnmasi ve Tasinmasi

Kampilobakter infeksiyonlarinin laboratuvar teshisinde diski, kan ve yerlesim
gosterdigi sistemlere ait 6rneklerden (BOS, balgam, idrar gibi) kiiltiir yontemleriyle
izolasyonuna dayanir. Diski 6rnegi yerine, rektal siiriintii de tercih edilebilir (Anonim
7). Klinik 6rnekler uygun tagima besiyerine alinip birkag saat igerisinde laboratuvara
nakli gerekmektedir. Digki Orneklerinin dondurulmasi izolasyon oranini olumsuz
etkilemektedir (Jerris ve ark. 2004). Tasima besiyeri olarak tiyoglikolath ve sistinli
alkali pepton, Stuart besiyeri, Campy-Thio, Cary-Blair ya da modifiye Cary—Blair
besiyerleri kullanilmaktadir (Aho ve ark. 1988). Yapilan ¢alismalar Modifiye Cary-
Blair besiyeri Campylobacter spp. ve diger enterik patojenlerin izolasyonu i¢in en
uygun tasima besiyeri oldugunu gostermistir (Fitzgerald ve ark. 2008). Alinan
ornekler modifiye Cary—Blair besiyerinde +4 °C’de saklanabilir. Kampilobakter
tiirleri bu besiyerinde 2 hafta kadar canli kalabilmektedir (Wang Ween 1983).

2.9.2.2 Klinik Orneklerden Termofilik Kampilobakterlerin izolasyonu

Termofilik Kampilobakter infeksiyonlarinin teshisinde ilk asama alinan klinik
materyallerden etken izolasyonudur (Gerlach 1994). Kampilobakter etkenleri diskida
yiiksek oranda bulundugu icin 6n zenginlestirme islemine tabi tutulmadan direk
yiiksek selektif o6zellikli besiyerlerine ekim yapilabilir. Cevresel ve gida ornekleri,
diskiya oranla daha az mikroorganizma igerdigi i¢in ve c¢esitli dig faktorlerin
etkisinden dolay1 hasar gérmiis olabilecegi i¢in uygun besiyerlerinde 1-2 giin siireyle
on zenginlestirme islemine tabi tutulmasi izolasyon sansimi artirmaktadir. On
zenginlestirme igin Preston Broth, Bolton Broth, Campylobacter Enrichment Broth,
Exeter Broth, Park ve Sanders Broth gibi besiyerleri kullanilmaktadir (Corry ve ark.
1995).

Termofilik Kampilobakter tiirleri ge¢ ve gii¢ iireyen nazli bakterilerdir. Digki
orneklerinden kampilobakter tiirlerini saptayabilmek i¢in kullanilan besiyeri hem
digk1 florasin1 baskilamali hem de istenen kampilobakter tiirlerinin iiremesini
saglamalidir. Besiyerlerine eklenen kan, demir siilfat, kazein, sodyum piruvat,

hematin ve komiir mikroorganizmanin metabolizmasini desteklemektedir. Bagirsak
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florasin1 baskilamak igin ise besiyerine Basitrasin, Kolistin, Novobiyosin, Sefalotin,
Vankomisin, Trimetoprim, Polimiksin B, Amfoterisin B, Rifampin, Siklohekzimid

ve Sefaperazon gibi antibiyotikler ilave edilmektedir (Konemann ve ark. 2006).

Kampilobakter tiirlerinin iiretilmesinde kan igcermeyen secici besiyerleri olan
komiirlii sefoperazon deoksikolat agar (CCDA), Columbia agar ve kdmiir bazli
selektif agar (CSM) besiyerleri ve % 5 koyun kani i¢eren Sefaperozon,Vankomisin
ve Amfoterisin (Campy Agar-CVA) agar besiyeri, Skirrow ve Butzler besiyerleri
kullanilmaktadir. Bazi arastirmalar Kampilobakter tiirlerinin izolasyonunda hem
komiirli hem de kanli besiyeri kullaniminin izolasyon oraninda %15 kadar

arttirabilecegini belirtmistir (Fitzgerald ve Nachamkin 2011).

Termofilik Kampilobakterlerin izolasyonunda kanli agarda 42 °C’de,
mikroaerobik sartlarda, 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda 0,3-0,5 mm c¢apinda su
damlas1 gibi nemli, gri/beyaz, hemoliz yapmayan koloniler goriillmektedir. Komiirlii
besiyerinde ise 42°C’de mikroaerobik sartlarda 48-72 saatlik inkiibasyon sonrasi 0,5
mm ¢apinda, grimsi renkte, diiz yiizeyli ancak yayilma egilimi gosteren koloniler
sekillenmektedir (Weber 2000). Yapilan bir calismada ishalli 700 insan digski 6rnegi
Skirrow ve CCDA segici besiyerlerine ayr1 ayri ekilmis, izolasyon orani her iki
besiyerinde ayni olmak {izere drneklerin 21 (%2,9)’i C. jejuni, 1 (%0,1)’i C. coli ve 1
(%0,1)’1 C. fetus olarak identifiye edilmistir. Kampilobakter izolasyonunda giigliik
yaratan fekal floraya ait tireme CCDA’da %15 ve Skirrow besiyerinde ise %73
oraninda tespit edilmistir. Bu verilere dayanarak CCDA besiyerinin kampilobakter

izolasyonunda daha iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir (Oztiirk ve ark. 1999).

Resim 2’de Skirrow (kanli) besiyerinde Kampilobakter kolonileri daha
yuvarlak ve beyaz sekilde goriiliir iken CCDA (komiirlii) besiyerinde koloniler daha

yaygin ve grimsi goriinmektedir.
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Resim 2. Kampilobakterlerin koloni morfolojisinin a) Skirow (kanli) ve b) CCDA

(komiirlii) besiyerlerindeki gériintimii.
2.9.2.3. Termofilik Kampilobakter Tiirlerin Mikroskobik Incelemesi

Termofilik Kampilobakter tiirlerinin 6n identifikasyonunda mikroskobik
morfolojileri dikkate alinir. Kampilobakter siipheli koloniler alinarak Gram boyama
yapildiktan sonra mikroskop sahasinda pembe, mart1 kanadi, S veya virgiil seklinde

Gram negatif etkenler Kampilobakter siipheli olarak degerlendirilir (York 2007).

Konvansiyonel yontemlerle identifikasyonda, segici besiyerlerinde iireyen ve
mikroskop goriintiisii termofilik Kampilobakter siipheli olan 6rneklere oksidaz ve
katalaz testi uygulanir. C. jejuni’nin tiir ayriminda hippurat hidroloaz enzimini iireten
tek tiir oldugu i¢in hippurat hidroliz testi 6nerilmektedir. Bu test bakterilerdeki
hippurat hidrolaz enzimi yardimiyla sodyum hippuratin par¢alanarak benzoik asit ve
glisine doniigiimiinii ve ninhidrin ayiraci yardimiyla benzoik asitin renk degisiminin
saglanmasi ile koyu mor renk olusmasi prensibine dayanmaktadir (York ve ark.
2004). Indoksil asetat disk testi C. jejuni, C. coli ve C. upsaliensis i¢in pozitif sonug
verirken, C. lari i¢in negatif sonu¢ vermektedir. Nitrat rediiksiyonu, TSI agarda H»S
tretimi, nalidik asit ve sefalotin duyarlilik testleri de identifikasyon amach
uygulanan diger biyokimyasal yontemlerdir. Fakat yapilan bazi arastirmalarda
biyokimyasal yontemlerin tiir tayininde yogun olmayan inokulumlar, eksik uygulama
veya eski kiiltiir kullanim1 gibi sebeplerden dolayi tiir tayininde yeterli olmadiklari

belirtilmistir.
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2.9.2.4 Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin identifikasyonu

Identifikasyonun temel amaci, fenotipik veya genotipik belirtecleri test ederek
bir bakterinin popiilasyon yapisim1 olusturan farkli soylar1 veya alt tiirlerini
belirlemektir. Giinlimiizde enfeksiyoz hastaliklarin epidemiyolojisinin vazgecilmez
bir bilesenidir. Siirveyans, salgin tespiti ve koruma-kontrol stratejilerinin gelistirmesi

icin kullanilabilmektedir (Taboada ve ark. 2013).
2.9.3. Termofilik Kampilobakterlerin identifikasyon Yontemleri
2.9.3.1 Fenotipik Yontemlerle identifikasyon

Kampilobakter tiirleri i¢in gelistirilen ilk identifikasyon yontemleri bakterileri
fenotipik, fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerine gore ayirt etmek igin tasarlanmistir
(Tabaoda ve ark. 2013). Fenotipik identifikasyon, biyotiplendirme (Bolton ve ark.
1984), serotiplendirme (Lior ve ark. 1982), faj ile tiplendirme (Grajewski ve ark.
1985), rezistotiplendirme (antibiyotik duyarliliga gore tiplendirme) (Ribeiro ve ark.
1996) ve Coklu-Lokus Enzim Elektroforezi (MEE) (Moore ve ark. 2002)‘den
olugmaktadir. Bununla birlikte, serotiplendirme semalar1 haricinde, bu yontemlerin
yaygin olarak benimsenmesi smirli olmustur. Cilinkii bagimsiz olarak gelistirilen
biyotiplendirme ve faj tiplendirme semalar1 arasindaki teknik farkliliklar sebebiyle,
identifikasyon verileri laboratuvarlar arasi karsilastirilmasi agisindan bilimsel olarak
tutarli degildir. Serotiplendirme ve faj tiplendirme, yogun emek isteyen, teknik
olarak zahmetli ve zaman alic1 iken, antiserum ve faj panellerinin bakimi ve kalite
kontrolii pahaliya mal olmaktadir (Wassenaar ve Newell 2000). Ek olarak,
serotiplendirme ve faj tiplendirme metotlari, tiplendirilemeyen suslara ve gapraz
reaksiyon ile ilgili sorunlara yol agmaktadir. Bu yontemlerden biyotiplendirmenin
rezistotiplendirmeden daha yiiksek ayirt etme giicii olmasina ragmen, higbirisi
epidemiyolojik analizlerle elde edilen verilerle tutarlilik gosteren giiclii kanitlari

sunmamaktadir (On ve ark. 2008).
2.9.3.2 Serolojik Yontemlerle identifikasyon

Kampilobakter tiirleri i¢cin  giivenilir  genotiplendirme  yontemleri

gelistirilmeden Once, serolojik yontemleri kullanilmistir. 1980 lerin baslarinda, 1s1ya
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dayanikli antijenlere dayanan Penner semasi (Penner ve Hennessy 1980) ve istya
duyarli antijenlere dayanan Lior semasi (Lior 1982) adli iki ana serotiplendirme
semas1 gelistirilmistir. Bununla birlikte yiiksek sayida tiplendirilemeyen izolat
olusumu ile maliyetli ve zaman alic1 olmasi nedenleriyle serotipik yontemlerin yerini

genotiplendirme yontemleri almistir.

Son yillarda gelistirilen ve C. jejuni’nin rekombinat P18 ve P39 antijenlerine
kars1 gelistirilen ve antikor yanitini tespit eden yliksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip
ELISA testi gelistirilmis olmasina ragmen C. jejuni’nin yiiksek heterojen antijenik

yapisindan dolay1 standardize edilememistir (Schmidt ve ark. 2005).
2.9.3.3 Genotipik yontemlerle Identifikasyon

Molekiiler biyolojik tekniklerdeki ilerlemeler, genotipik ydntemlerin es
zamanlt olarak gelismesine ve popiilerlesmesine yol a¢mistir. Genotipik alt
tiplendirme yontemleri; farkli kisitlama bolgeleri, genleri veya diger genetik
belirtecleri ile tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) gibi mikroorganizmanin
DNA'sinda belirli genomik bdlgeleri inceleyerek bakteri suslarini ayirt etmede
kullanilmaktadir (Tabaoda ve ark. 2013). Ayrica genotipik yontemler istiin ayirt
edici Ozellikleri, standardizasyonu, tekrarlanabilirli§i ve tiplendirilebilirligine ek
olarak, izolatlar arasinda genomik iligskiyi ortaya ¢ikarmak igin kullanilabilmektedir

(Eberle ve Kiess 2012).

Genotipik tiplendirmede Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), Matriks destekli
lazer desorpsiyon/iyonizasyon-ugus zamanl kiitle spektrometresi (MALDI-TOF
MS), Random Amplification of Polymorcphic DNA (RAPD), Darbeli alan jel
elektroforezi (PFGE) ve flaA kisa degisken bolge (flaA — SVR) kullanilan bazi

onemli molekiiler yontemlerdir (Eberle ve Kiess 2012).

PCR yontemi bir DNA zincirinin bilinen iki pargast arasinda uzanan 6zel bir
DNA parcasinin enzimatik olarak ¢ogaltilmasini saglayan in vitro bir tekniktir. Bu
teknikle ¢ok kisa siirede tek bir genin milyonlarca kopyasi olusturulmaktadir. Mullis
(1985) tarafindan kesfedilen PZR yonteminin (Lorenz 2012) en 6nemli avantajlari,
yiikksek 0Ozgiinlik ve duyarliliga sahip olmasi ve hizli sonu¢ elde edilmesidir.

Dezavantaj olarak ise primer baglanimini ve Taq aktivitesini engelleyen inhibitor
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maddelerin varligindan kaynaklanan yanlis negatiflik elde edilmesidir (Loeffelholz
ve Deng 2006). PZR’de hedef genler amplifiye edilirken bakteri cinsine 6zgiin
oldukca 1yi korunan gen bdlgeleri secilmelidir. 16S rRNA genleri bunlara en iyi
ornek olup termofilik kampilobakter tiirlerinin tespitinde siklikla kullanilmaktadir

(Astorga ve Alonso 2010).

RAPD-PCR yonteminde bilinen 6zgiil bir DNA bolgesini ¢cogaltmak yerine
rasgele secilmis primerlerle DNA’daki bir¢ok bolgenin ¢ogaltilmasi esasina dayanir.
Genetik polimorfizmi belirleyen PZR temelli bit tekniktir (Kirkpatrick ve Tribble
2011).

Darbeli alan jel elektroforezi (PFGE),jel matrisine periyodik olarak yonii
degistiren bir elektrik alan1 uygulayarak biiyilk DNA molekiillerinin ayrilmasi i¢in
kullanilan bir tekniktir. DNA molekiilii nekadar biiyiikse tekrar yonlenme o kadar
uzun siirmekte ve 10-800 kp DNA segmentleri ayirt edilebilmektedir (Hanninen ve
ark. 1999).

flaA kisa degisken bolge (flaA — SVR)-PCR, yiiksek derece korunmus ve
degisken bolgede yer alan flaA genine 6zgii primerler ile PZR yapilir. Genom,
primerlerin baglanmasinin ardindan rekstriiksiyon enzimi ile kesilir ve olusan DNA

pargalari jelde yiiriitiilerek olusan bantlar yardmiyla tiplendirme yapilir (Nachamkin
ve ark. 2001).

2.9.3.4. Kiitle Spektrometrisi ile Identifikasyon

2.9.3.4.1. MALDI-TOF MS

Bu yontemde mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin (protein, peptid,
seker) ve biiyiik organik molekiillerin (polimer, dendrimer, makromolekiil) lazer ile
iyonize edildikten sonra manyetik alandan gegirilerek protein profilleri
cikarilmaktadir. Bu profil spektralarina ait grafiksel goriintiilerin sistemin veri
tabanindaki referans organizmaya uyumuna gore mikroorganizmalar cins ve tiir
bazinda tanimlanabilmektedir (Lawton ve ark. 2018). Bir¢ok laboratuvarda aerobik
ve anaerobik bakterilerin, mikobakterilerin ve mantarlarin tanimlanmasi, idrar
orneklerinde ve pozitif kan kiiltiirii siselerinden etken tanimlamasinda

kullanilmaktadir (Woz niak-Biel ve ark. 2018).
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MALDI-TOF, ucuz olmasi, hizli tanimlama yapabilmesi ile giiniimiiz
konvansiyonel ve molekiiler tanimlama yontemlerine bir alternatif olarak karsimiza

¢ikmaktadir (Bessede ve ark. 2010).

MALDI-TOF MS yonteminde, VITEK® MS (bioMe rieux Inc.) ve MALDI
Biotyper CA Sistemi (Bruker Daltonics Inc.) olarak 2 sistem kullanilmaktadir.
Bunlardan MALDI Biotyper CA Sistemi masa iistii bir cihaz iken, VITEK® MS
daha genis zeminli bir cihazdir (Woz niak-Biel ve ark. 2018).

MALDI-TOF MS ile tek bir koloniden bakteri analizi yapilabilmektedir.
MALDI-TOF-MS analizinde o6rnek hazirlamak i¢in plak kuyucuklarinda
mikroorganizma, matriks soliisyonu ile karistirilarak kristalize hale getirilmesi
gerekmektedir. Matriks ile karistirilarak kristalize hale gelen 6rnekler kuruduktan
sonra analiz i¢in hazir hale gelmektedir. Hazirlanan plaklar cihaza yiiklenmesinin
ardindan Ornekler lazer bombardimanina maruz kalir. Bu bombardimandan sonra
ornek karigimi lazerden enerji alir. Alinan bu enerji, karisimdan iyonlarin
buharlagsmasina ve gaz fazina gegmesini saglar. Serbestlesen iyonlar elektromanyetik
alanda hizlandirildiktan sonra ucus tiipiine gecerler ve ucus tiipiinde gecirdikleri
zamana gore kiitle agirliklar tespit edilir. MALDI ile yapilan desorbsiyon sonucunda
aciga cikan iyonlar tek yiikli iyonlar oldugundan elde edilen pikler ile kiitle
spektrum grafikleri olusur (Resim 3). Tamimlanan izolatin kiitle spektrumu, veri
tabanindaki kiitle spektrumu karsilastirilarak degerin ne kadar ytiksek olduguna baglh
olarak, organizma aile, cins veya tiir diizeyinde tanimlanir (Nowaczek ve ark. 2019).
VITEK MS V3.2 de IVD veri tabaninda onayli 1095 bakteri ve 221 mantar toplam
1316 mikroorganizma tiirii bulunmaktadir. Ayrica arastirma amagli RUO veribaninda

ise 1445 mikroorganizma yer almaktadir (Wieser ve ark. 2012).
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Resim 3. MALDI-TOF MS yonteminin asamalar1 (Santos ve ark. 2016).
2.10. Termofilik Kampilobakter Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Kampilobakter enteritleri genellikle kendini sinirlayan bir hastaliktir. Tedavi
olarak kaybedilen su yerine viicuda herhangi bir yolla su verilirerek kaybedilen
elektrolitler yerine koymaya calisilir. Her ne kadar ¢ogu vakada antimikrobiyal
tedavi gerekmese de yenidogan, immiin sistemi baskilanmis hastalarda, bakteriyemi
durumunda, siddetli ve uzun siireli kampilobakter infeksiyonlarinda antibiyotik
tedavisi gerekmektedir. Kampilobakter enteritlerinde ilk tercih edilen ilag
makrolidlerdir. Ikinci tercih olarak florokinolon ve tetrasiklinler kullanilan diger

antimikrobiyal ajanlardir (Murray ve ark. 2010).
2.11. Termofilik Kampilobakter Tiirlerinin Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

Antimikrobiyal direng, diinyada hizla yayilan klinik bir problemdir. Bu
nedenle toksisitesi az, etkinligi 1yi, fekal floray1 baskilamayan, diren¢ gelisimine yol
agmayan ve ayni zamanda da ucuz olan bir antibiyotik tercihi her zaman 6nemlidir
(Blaser ve Allos 2005). Kampilobakter infeksiyonlarinin tedavisinde yaygin tercih
edilen ilaglar arasinda florokinolonlar (6rn: Siprofloksasin) ve makrolidler (6rn:
Azitromisin) bulunur. Florokinolon direnci giiniimiizde Kampilobakterler arasinda
cok yaygindir ve bu nedenle makrolidler Kampilobakter infeksiyonlarinin tedavisi
i¢in daha sik kullanilmaktadir. Florokinolon ve makrolid direncinde CmeABC ¢oklu

ila¢ disa akis pompasindan kaynaklanabilir. Pompa, florokinolon ve makrolid direnci
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icin mutasyonlarla sinerji i¢inde calisarak yiiksek diizeyde direngle sonuglanir.
Efluks pompasinin inaktivasyonu, Kampilobakterlere karsi i¢sel dirence sahip olanlar
da dahil olmak tiizere, birka¢ antibiyotige duyarliligin artmasina neden olmaktadir
(Wieczorek ve Osek 2013). Kampilobakterler arasinda Tetrasiklin grubu
antibiyotiklere direng¢ %25 iken, aminoglikozidler icin direng %1 civarinda

goriilmektedir (Allos ve ark. 2004).

Termofilik kampilobakterler antimikrobiyal ajanlarin se¢im baskisina karsi
koymak ic¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalar sunlar1 igerir

(Tang ve ark. 2017):

e Antibiyotiklerin hedeflerine erisiminin simirlandirilmasidir. Membran
gecirgenliginin azaltilmasi1 ve efluks pompalar1 ile antibiyotiklerin itilip
cikarilmasinin artirilmasi

e Antibiyotik hedeflerin degistirilmesi veya maskelenmesi

e Antibiyotiklerin modifikasyonu veya inaktivasyonu
2.11.1. Florokinolonlara Diren¢ Mekanizmasi

Kinolonlar, hem Gram negatif hem Gram pozitif bakterilere kars: etkili olan
genis spektrumlu bir antibiyotik grubudur (Andersson ve MacGowan 2003). Bakteri
icine girdikten sonra florokinolonlar antibakteriyel etkilerini DNA giraz ve
topoizomeraz 1V ile etkilesime girerekve cift iplikli DNA’da kirilmalara ve takiben
hiicre Olimiine sebep olarak gosterirler. Gram negatif bakterilerde giraz enzimi,
Gram pozitiflerde ise topoizomeraz enzimi florokinolonlarin ana hedefleridir (Jacoby
2005). Kampilobakterlerde florokinolon direnci iki ana mekanizma ile ortaya cikar.
Birincisi bakterinin hiicre i¢i antibiyotik birikimini azaltan ve antibiyotik hedefini
degistiren mutasyonlardir. Ikincisi ise Gram negatif bakterilerde Qnr proteinin
aracilik ettigi hedef koruma mekanizmasidir (Martin-Gutierrez ve ark. 2017). Gram
negatif bakterilerde giraz enzimi gyrA ve gyrB olmak iizere iki alt birimden
olusmaktadir (Payot ve ark. 2006). Bu nedenle, C. jejuni ve C. coli’ deki
florokinolon direnciyle baglantili mutasyonlar esas olarak gyrA gen bdlgesinde
meydana gelmektedir. Bu bolgenin DNA giraz ylizeylerinde yer alan

kampilobakterler i¢in 86-90 aminoasit pozisyonunda DNA baglanma boélgeleri yer
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almaktadir (Friedman ve ak. 2001). Florokinolon direngli kampilobakter izolatlarinda
en sik goézlenen mutasyon Thr-86-Ile gen bdlgesindedir ve yiiksek diizeyde
(Siprofloksasin minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) > 16 pg ml) dirence yol
agmaktadir (Luo ve ark. 2003).

2.11.2. Makrolidlere Diren¢c Mekanizmasi

Makrolid antibiyotikler icerisinde eritromisin, azitromisin ve klaritromisinibi
antibiyotiklerin yer aldig1 ve genellikle 15 veya 16 iiyeli biiyiik bir makrosiklik

lakton halkasindan olusan bir dogal tiriinler sinifidir (Tenson ve ark. 2003).

Makrolidler, 23S rRNA ve proteinlerinden olusan ribozoma baglanarak
protein sentezini inhibe eder. Genellikle Gram pozitif koklarin (6rn: Stafilokoklar ve
Streptokoklar), Gram pozitif basillerin, Gram negatif koklarmm ve Campylobacter ve
Helicobacter gibi bazi Gram-negatif basillerin tedavisinde kullanilirlar (Leclercq
2002).

Kampilobakteriyozun klinik tedavisi igin eritromisin gibi makrolidler tercih
edilen ilaglar olarak kabul edilir. Azitromisin ve klaritromisinin de ayn1 etkiye sahip
oldugu belirtilmistir. Bakterilerde makrolitler i¢in ii¢ diren¢ mekanizmasi vardir.

Bunlar:

*  Mutasyon veya metilasyon yoluyla hedef bolgelerin modifikasyonu
«  Bakteriyel hiicrelerden antibiyotiklerin aktif olarak digartya atilmasi

*  Antibiyotiklerin inaktivasyonu olarak bildirilmistir.

Kampilobakterlerde ilk iki diren¢ mekanizmasi belgelenmistir (Tenson ve
ark. 2003). Kampilobakterler’de 23S rRNA’da yer alan A2074C, A2074G, A2074T
ve A2075G gen Dbolgelerindeki nokta mutasyonlar makrolid direngi ile
iliskilendirilmis ve en stk A2075G nokta mutasyonu goriilmiistiir (Vacher ve ark.
2005). Ayrica rplD ve rplV genleri tarafindan kodlanan ribozomal protein L4 ve
L22' nin modifikasyonununda, Kampilobakterlerin makrolid direnci olusturdugu
belirtilmistir (Corcoran ve ark. 2006). Son yapilan ¢alismalarda, Kampilobakterlerde
rRNA metiltransferazi kodlanmasinda erm(B) geninin aracilik ettigi bildirilmistir.
Avrupa ve Cin’de C. jejuni ve C. coli ‘de erm (B) geni rapor edilmistir (Quin ve ark.
2014).
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2.11.3. Beta Laktamlara Diren¢ Mekanizmasi

Beta-laktam antibakteriyeller, bakterilerin hiicre duvar1 sentezi sirasinda
peptidoglikanlarin ~ ¢apraz  baglanmasimmi  bozarak  bakterilerin  ¢ogalmasini
engellemektedir. Kampilobakter infeksiyonlarinin tedavisi i¢in sik tercih edilen beta
laktamlar hem florokinolon hem de makrolid grubu antibiyotiklere direngli

kampilobakterlerin tedavisinde bir alternatif olarak kullanilmaktadir.
Beta-laktam diren¢ mekanizmast;

+ Beta-laktamaz OXA-61 iiretimi
* Coklu ilag digsar1 atilim mekanizmasi seklinde meydana gelmektedir
(Komba ve ark. 2015).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda kampilobakter izolatlarinin biiyiik bir
kisminin ampisiline direngli oldugu goézlemlenmistir. Ayrica beta laktam direncinin
C. coli izolatlarinda C. jejuni’ ye gore daha yaygin meydana geldigi de belirtilmistir
(Komba ve ark. 2015).

2.11.4. Tetrasiklinlere Diren¢ Mekanizmasi

Tetrasiklinler, insan ve hayvanlarda kampilobakter infeksiyonlarinin
tedavisinde sik tercih edilen antibiyotik grubudur. Bu antibiyotikler ribozomal 30S
alt birimi ile etkilesime girerek bakterinin protein sentezini inhibe ederek bakterilerin
¢ogalmasmmi  engellemektedir  (Chopra ve Roberts 2001). Termofilik
Kampilobakterlerin tetrasiklinlere direng mekanizmalari su sekildedir (Connel ve
ark. 2003);

»  Tetrasiklinlerin ribozomlar tizerindeki hedeflerinin degismesi

*  Efluks pompasi

Ribozom iizerindeki hedef bolgeden salinan tet(O) geni tetrasiklin
molekiiliine baglanmaktadir. Efluks pompasi ise bakteri hiicresinden tetrasiklinleri
disar1 atan tet(O) membran proteini gorev yapmakta tetrasiklinlere hem dogal hem de

kazanilmis dirence katkida bulundugu belirtilmistir (Gibreel ve ark. 2007).
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2.11.5. Aminoglikozidlere Diren¢ Mekanizmasi

Genis spektrumlu antibiyotikler sinifinda yer alan aminoglikozidler, Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerin olusturdugu infeksiyonlarin tedavisinde yaygin
kullanilmaktadir. Antibakteriyel aktivitelerini 30S ribozomal alt birimini baglanarak
gosterirler. Boylece bakteri proteinlerinin biyosentezinin bozulmasina sebep olurlar

(Mingeot-Leclercq ve ark. 1999).

Gentamisin Onemli bir aminoglikozittir ve insanlarda kampilobakterlerin
neden oldugu sistemik infeksiyonlar dahil olmak iizere ciddi bir¢cok enfeksiyonun
tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica 1 ila 3 giinliik hindi ve civcivler dahil olmak
lizere genc hayvanlarda bakteriyel infeksiyonlarla iligkili 6liimlerin 6nlenmesi i¢in
kullanildig1 bildirilmistir (Falagas ve ark. 2008). Bu grup antibiyotiklerin direng

mekanizmasi;

e Efluks pompas: ile ilacin hiicre disina taginiminin saglanmasiyla hiicre
i¢cinde ila¢ birikiminin azaltilmasi

e 16S rRNA’da ilag¢ baglanan bolgelerde metilasyon

e Antibiyotigin seker kisimlarinin -OH veya -NH2 gruplarinda enzimatik
modifikasyonlar (en 6nemli mekanizma olarak kabul edilir) olarak

belirtilmistir (Ramirez ve Tolmasky 2010).

Kampilobakterler de dahil olmak {izere birkag¢ bakteri tliriinde aminoglikozid
yapmin aminoglikozit asetiltransferazlar, aminoglikozid fosfotransferazlar ve
aminoglikozid niikleotidiltransferazlar gibi enzimler tarafindan modifikasyonu
bilinen direng¢ mekanizmalaridir. Aym1 zamanda aph (3) -1 geni Gram-negatif
bakterilerde ribozom ve plazmidlerde yaygin olarak belirlenmistir (Lambert ve ark.
1985).

2.11.6. Coklu ila¢ Direnci

Klinik 6nemi olan bakterilerdeki ¢oklu ilag direnci (CID), bugiin tiim
diinyanin kars1 karsiya kaldig1 en dnemli sorunlardan biridir. CID gdsteren bakteriler
hastane, toplum ve hayvanlarda klasik antibiyotik tedavisine cevap vermeyen ve tiim
diinyada ytliksek morbidite ve mortalitenin sebebi haline gelmistir (Coleri ve Cokmiis
2008). Baz1 bakteriler, antibiyotiklere kars1 iki farkli tipde direng gelisimi gosteririr.
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Bunlardan birincisi dogal yapilarindan kaynakli olarak goriilen direnctir ve buna
‘dogal diren¢’ denilmektedir. Ikinci direng tipi ise ¢ok fazla ve gelisi giizel
kullanimdan kaynakli olarak antibiyotiklere duyarli bakterilerdeki direng¢ gelisimidir
ve bu tip gelisimede ‘Kazanilmig Direng’ denilmektedir (Cift¢ci ve Aksoy 2015).
Antimikrobiyal ilacin hedefinde ortaya cikan degisiklikler veya enzimatik yolla
antimikrobiyalin  inaktivasyonu, bakterilerde ila¢ direncine yol agan
mekanizmalardan bazilaridir. Ayrica, bakteriyel transport proteinlerinden bazilarinin
toksik antimikrobiyal bilesikleri aktif olarak hiicre disina pompaladigin1 ve bunun
coklu ilag direncinde oldukga etkin rol oynayan bir baska mekanizma oldugunu
belirlenmigtir.  Bu pompalama mekanizmasinin ekspresyonlarinin  mutasyona
ugramasi sonucu florokinolonlar, beta-laktamlar, tetrasiklinler, aminglizkozidler ve
kloramfenikol gibi farkli siniftan bircok antimikrobiyal ilaca kars1 yiiksek diizeyde
direng gostererek ¢oklu ilag direnci meydana gelebilmektedir (Hasdemir 2007).

Antibiyotiklere kars1 direng gelisiminin kontrol altina alinabilmesi igin
antibiyotikler kisith ve déniisiimlii olarak kullanilmali, antibiyotik kullanimi egitimi
verilmeli, ila¢ firmalar1 denetlenmeli, antibiyogram yaparak dogru antibiyotik

secilmeli, antibiyotiklere kars1 direng durumu belirlenmelidir (Ciftci ve Aksoy 2015).
2.12. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, hastalarin tedavisine yol gostermek
amactyla uygun antibiyotiklerin se¢imi igin yapilmaktadir. In vitro sartlarda etken
bakteri {izerinde yapilan antimikrobiyal ilaglarin sonucuna gore Onbilgi elde edilip
ilag tercihi yapilabilmektedir. Fakat bazen antibakteriyel ilaglarin in vitro ortamda
verdigi sonug hasta tizerindeki sonuclarla ayn1 olmayabilir. Bunun sebepleri arasinda
inokulum hazirlama, uygun ortam, steril sartlar ve bakteri yapisinin bozulmasi gibi

etkenler sayilabilir (Bilgehan 2005).

In vitro antimikrobiyal etkinligin belirlenmesinde disk difiizyon, E-test, agar
dilisyon, broth makro ve mikrodilisyon ve bazi otomatize sistemler
kullanilmaktadir. Kullanilan testin Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI 2008a ve 2008b). Ingiliz Antimikrobiyal Kemoterapi Dernegi (BSAC)
(Andrews, 2009) ve Fransiz Mikrobiyoloji Dernegi Antibiyogram Komitesi CA-SFM
(294)’da belirtilen gibi uluslararas1 kabul goérmiis bir prosediire uygun olarak
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yapilmasi gerekmektedir. CLSI, insan ve hayvanlar i¢in ayr1 ve tutarli bilgiler
verdiginden daha sik tercih edilmektedir (Schwarz ve ark. 2010). Termofilik
Kampilobakter tiirlerinin antimikrobiyal madde duyarlilik analizleri ic¢in disk
difiizyon, E-test ve agar diliisyon yontemleri tercih edilmektedir (Moore ve ark.
2006).

2.12.1. Disk Difiizyon Testi

Antimikrobiyal maddelerinkesfedilmesinin ardindan bunlarin  duyarlilik
analizleri yapilmadan gelisigiizel kullanimi sonucu klinik patojenler arasinda ilag
direnci sorunu ortaya ¢ikmustir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu
sorunun¢dziilmesi, antimikrabiyal madde duyarliliklarinin belirlenmesi, i¢in ¢esitli

yontemler gelistirilmistir (Bondi ve ark. 1954).

Disk difiizyon yontemi, kagit disklere antimikrobiyallerin radyal difiizyonuna
dayanan bir yontemdir. Klinik 6rneklerden izole edilen patojenlerin antimikrobiyal
madde duyarliliklariin test edilmesinde uygun oldugu kanitlanmig bir yontemdir

(Kahlmeter ve ark. 2004).

Disk diflizyon amagli ilk olarak ICS yontemi (International Collaborative
Study) (Ericsson ve ark. 1971) ve Kirby - Bauer disk difiizyon yontemi (Bauer ve
ark. 1976) kullanilmis sonraki yillarda birkag tamamlayici yenilik ile disk difiizyon
yonteminin dogrulugu kanitlanmistir. Disk diflizyon yontemi i¢in genelde %7 koyun
kanli veya kan ilavesiz Mueller Hinton Agar (MHA) kat1 besiyerleri kullanilir.
Patojen bakterinin taze kiiltiirline ait kolonilerinden McFarland 0,5 standardina gore
steril buffer ile bulanikligi ayarlanir. MHA besiyerlerine hazirlanan bakteri
kiiltiirtinden 100 ul aktarilarak baget ile yayma ekim yapilir. Antibiyotiklerin belli
konsantrasyonlarint igere kagit diskler belli araliklarla bakteri ekilen petri kabina
yerlestirilir ve uygun sicaklikta, uygun atmosferik sartlarda ve uygun siirede inkiibe
edilir (Matuschek ve ark. 2013). Patojen {izerinde etkili oldugu seviyelerde
antibiyotik diski etrafinda patojenin iireyemedigi bir alan olusur ve bu alan dairesel
bir inhibisyon zon olarak adlandirilir. Olusan zonun cap1 Ol¢iiliir ve bu deger
dogrudan patojenin duyarlilig: ile iliskilendirilir. Kagit disk etrafinda inhibisyon
zonun olusmamasi, bakterinin antibiyotik ajana karsit direncli oldugunu gosterir

(Jorgensen ve Turnidge 2007).
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2.12.2. E (Epsilometer)-Test

E test, bir yiizline artan gradyan konsantrasyonunda antimikrobiyal madde
emdirilmis ince plastik seritlerden olusmaktadir. Seridin diger yiizii, iki kat seyreltme
arasindaki artiglar esas alinarak artan antibiyotik konsantrasyonlarina sahip bir MIK
Olcegi ile isaretlenmistir. E-test i¢in, kan ilaveli veya ilavesiz MHA kat1 besiyerlerine
bakteri kiiltlirii disk difiizyondaki gibi hazirlanarak yayma ekim yapilir. E-test
stripleri antibiyotik emdirilmis kisim alta kalacak sekilde bakteri ekilmis MHA
besiyerlerine yerlestirilir ve uygun sartlarda inkiibe edilir. MIK, elipsin alt kisminin
test seridi lizerindeki karsilik gelen numara (antibiyotik konsantrasyonu) ile kesistigi

noktada okunur (Schuetz 2014).
2.12.3. Diliisyon Testleri

Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal maddenin bir mikroorganizmanin
tiremesini inhibe etmek veya dldiirmek i¢in gerekli olan minimum konsantrasyonunu
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Diliisyon testleri, "tlip diliisyon" ve "agar diliisyon"
olmak iizere iki sekilde yapilmaktadir. Tiip diliisyon testinde antibiyotigin sirali
diliisyonlarinin yapildigi deney tiipleri kullanilmakta ve “makrodiliisyon” olarak
adlandirilmaktadir. Mikrodiliisyonda ise antibiyotiklerin sulandirilmasi deney tiipleri
yerine ELISA pleytlerinde yapilmaktadir. Antimikrobiyal maddenin tiip igerisinde
genelde iki kath alt diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra esit miktara bakteri
stispansiyonu (McFarland 0,5’e gore ayarlanmig) eklenerek uygun sartlarda
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi bulaniklik konsantrasyonlarma bakilir.
Bakterinin iiremedigi yani goriilebilir bir bulanikligin olmadig antimikrobiyal
madde konsantrasyonu minimal inhibitor konsantrasyon (MIK)) olarak degerlendirilir

(Qi ve ark. 2006)
2.13. Termofilik Kampilobakter infeksiyonlarinda Korunma ve Kontrol

Termofilik Kampilobakter infeksiyonlarinin bulagmasi, rezervuar veya
enfekte hayvanlarla ve bu hayvanlarin diskilariyla temas, kontamine gida ve su
tiiketimi ile olmaktadir (Colles ve ark. 2011). Fakat gida kaynakli infeksiyonlarin en

onemli kaynagi kanatli hayvanlardir. Termofilik Kampilobakterlerin iireme 1silar
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kanatli hayvanlarin iireme 1silarina esdeger ve normal bagirsak flora tiyeleri olduklar
icin infeksiyonlardan korunmada kanatli hayvanlarin kesiminden islenmesine kadar

iretimin her asamasinda ¢esitli tedbirlerin alinma gerekir (Borucu 2017).

Kanatli ¢iftliklerinde alinacak ilk oOnlemer; hayvan sagliginin veteriner
hekimlerin kontroliinde olmasi, hayvanlarin barindirildiklar1 yerlerin temiz olmasi ve
havalandirilmasi, kullanilan alet ve ekipmanlarin temiz ve diger hayvanlarla uzak
temasinin olmasidir (Galanis 2007). Alinacak diger onlemler ise kesim ve isleme
sirasindaki uygulamalardir. Hayvanlar kesilmeden 8-12 saat kadar a¢ birakilarak
bagirsak icerigi bosaltilmalidir. Kesim sirasinda fekal igerik ile karkas bulasmasi
engellenmelidir. Parcalama esnasinda ellerin ve kullanilacak aletlerin temizligine
dikkat edilmelidir (Koca 2015). Et, mutfaga girdigi andan kullanilincaya ulasana
kadar buzlukta tutulmali ve pisirirken etin i¢ sicakliginin 74° C’den yiiksek olmasina
ozen gosterilmelidir (Galanis 2007). insandan insana bulas nadir olmakla beraber
tedavi i¢in uygun antimikrobiyal ila¢ kullanimi 6nerilmektedir (Allos 2001). Su ve
siit kaynakli kaynakli enfeksiyonlarindan korunmada ise pastorize edilmemis siit
tilketilmemeli ve su kaynaklariin klorlanmasina ve dezenfekte edilmesine dikkat
edilmelidir (Koca 2015). Ayrica termofilik kampilobakter kolonizasyonunun
onlenmesinde karkas dekontaminasyonu amacli bakteriyofajlarin da kullaniminin

faydali oldugu bildirilmistir (Connerton ve ark. 2008).
2.14. Kaz Yetistiriciligi ve Ekonomik Onemi

Kaz yetistiriciligi son yillarda diinya ¢apinda hizli bir sekilde gelismektedir.
Diinyada yaklagik olarak 380 milyon adet kaz bulunmaktadir (FAO 2016). Ingiltere,
Kanada, ABD, Cin, Polonya, Fransa, Bulgaristan ve Rusya kaz yetistiriciligi yapilan
baslica iilkelerdir (Anonim 4). Tiirkiye’de ise 1.080 adet kaz bulunmakta ve bu kaz
varlig1 ile diinyada on besinci sirada yer almaktadir. Bu verilerle genel bir
degerlendirilme yapildiginda Tiirkiye, diinyada kaz yetistiriciliginde onemli bir iilke

konumundadir (Cilavdaroglu ve ark. 2020).

Diinyanin bir¢ok bolgesinde oldugu gibi Tiirkiye’de de kaz varligi; bolgesel
olarak farkliliklar gostermektedir. Kaz yetistiriciligi her tiir iklime sahip bolgelerde
yapilmakta fakat ozellikle soguk iklime sahip bolgelerde, yetistirilme yogunlugu
daha yiiksek olmaktadir (Huang ve ark. 2008). Kars ili, Kars Tarim ve Hayvancilik
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Sektorii’niin 2018 verileri dogrultusunda 274.157 kaz varligina sahiptir (Anonim 2).
Ayrica ikliminin soguk olmasi, genis mera alanlarina sahip olmasi, geleneksel halk

aliskanlar1 bakimindan kaz yetistiriciliginde 6nemli bir konumdadir.

Kaz etinin iyi bir protein kaynagi olmasi ve 6zellikle arginin gibi elzem
aminoasitleri igermesi, yiiksek oranda doymamis yag asitlerine sahip olmasindan
dolay1 insan beslenmesinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir (Liu ve ark. 2011). Kaz
etinin yiiksek besleyici degerinin yanisira kaz c¢igeri diinyada sevilerek tiiketilen
kiymetli bir yemektir. Ornegin; Fransa’da kaz cigerinin 6nemli bir yeri vardir (Sarica
2018). Kazlardan elde edilen en énemli iiriinlerden birisi tiydiir. Kaz tiiyii bir dolgu
maddesi olarak giyim sanayinde, yastik, yorgan ve birgok {irlinde
kullanilabilmektedir. Kazlar tiretim yoniinden de diger kanatli hayvanlara gore daha
ekonomiktir. Hastaliklara dayanikli olmalar1 6liim oranini azaltmakta ve ila¢ masrafi
tasaruffu saglamaktadir. Ozel barinak gereksinimleri yoktur. Diger hayvanlarin
yasadig1 barmaklarin bir kosesinde barinabilirler. Kazlar iyi otlanabilen hayvanlardir.
Bu sayede yem giderlerinde masraflar1 azalmaktadir. Ayrica yabanci otlar1 en iyi
ayirt eden hayvanlardir ve tarimda yabanci ot miicadelesinde kullanilabilmektedirler
(Anomim 4).

Kazlar kampilobakter infeksiyonun potansiyel bir kaynagi olup, hem insanlar
hemde ¢iftlik hayvanlari i¢in risk olusturabilecegi ayrica gé¢gmen kuslar vasitasiyla
uzak mesafelere tasinabilecegi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Miller ve ark.
2005). Kazlar tarafindan tasinan Kampilobakter tiirlerinin ayrintili popiilasyon
analizlerinin belirlenmesi, insanlardaki hastaligina neden olma potansiyellerini ve su
kaynaklarmi ne oOlgiide kirletebileceklerini belirlemek igin Onemlidir. ABD,
Iskandinavya ve Kanada’da yapilan ¢aligmalarda, kampilobakter daha tasima oranlari
% 0 ila 24 aras1 degismekte ancak Tiirkiye'deki yapilan caligmalarda yerli kazlarda
kampilobakter tagima oran1 % 1 ile 100 arasinda degismektedir (Waldenstrom ve ark.
2007). Farkliliklarin nedeni olarak c¢aligmalarda kullanilan farkli Ornekleme
metodlar, Ornegin zenginlestirme yontemleri ve dogrudan kiiltir ve diski
orneklerinden daha yiiksek izolasyon orani veren bagirsak drnekleri ve ayrica farkli

kaz tiirlerinden 6rnek alinmasiyla kismen agiklanabilir (Stanley ve ark. 1998).
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3. MATERYALVE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Materyali
3.1.1.1. Calisma Yasal izni

Calismanin etik kurul izni, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulunun 2019 tarihli ve 2019-124 numarali karar ile onaylanmustir.
3.1.1.2. Cahisma Alani

Bu calisma Dogu Anadolu Bélgesi’nin kuzeydogusunda yer alan Kars ili
siirlart igerisinde yapilmigtir. Rakimi ortalama 2000 metreyi bulan Kars arazisinin
biiyiik bolimii yaylalardan olusur. Akarsu vadileriyle yer yer parcalanan yorede
yaylalar dalgali diizliiklerden olusur. Kars ilinin yiizol¢iimii 10.139 km? olan 8 ilgesi,

10 belediyesi ve 381 koyli bulunmaktadir (Anoniml).

Tiirkiye’de kaz yetistiriciligi iklimin daha soguk, temiz akarsu kaynaklarinin
var oldugu ve ¢ayir alanlariin genis oldugu yorelerde aile tipi isletmeciligi seklinde
yapilmaktadir (Boz ve Sarica 2018). Tiirkiye kaz varligi i¢inde Kars ili, 274.157 kaz
say1s1 ve %27 popiilasyon orani ile en biiyiik paya sahiptir (Anonim 2).

3.1.1.3. Hayvan Kaynagi ve Calisma Plam

Kars ili merkez ve ilgelere bagl aile tipi isletmelerden Ocak-Ekim 2020
tarihleri arasinda saglikli goriintislii 400 kaza ait kloakal sivap 6rnegi ¢alismaya dahil
edildi.

3.1.1.4. Ornekleme

Bu c¢alismada Kars merkez ve merkeze bagli kdylerde bulunan kazlardan
hedeflenen 6rnek sayisina ulagmak i¢in kiime ornekleme yontemi ile 6rnekleme
yapildi. Termofilik Kampilobakterlerin kazlardaki prevelans oranlari sirastyla %50,4
ve %61,9 alind1 (Colles 2008, Elmali1 2004) . Calismada 6rnek miktari, Kars ilinde
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var olan 274.157 kaz popiilasyonundan, %95 giiven araligi ve %S5 kesinlik derecesi

ile 384 olarak hesaplandi (Anonim 3).

Termofilik Kampilobakter tiir izolasyonunun mevsimsel dagiliminm
degerlendirmek amaciyla 2020 Ocak ayindan baslamak iizere 2020 Ekim ayina kadar
her ay 40 ornek olmak {iizere toplamda 400 kaz kloakal sivap 6rnegi alindi. Ayrica
kazlardaki termofilik Kampilobakter tiirlerin kolonizasyon zamanini belirlemek igin
Mayis ayinda yapilan 6rnekleme 7, 15, 21 ve 30 giinliik kaz palazlarindan ve devam
eden donemde 45, 60, 90 ve istii kazlardan 6rnekleme yapildi. Alinan biitiin sivap
ornekleri icerisinde 7 ml Modifiye Carry-Blair besiyeri bulunan vida kapakli tiiplere
aktarildi ve etiketlenerek +4°C’de saklandi. Orneklerin etiketlenmesi ve &rneklenen
hayvana ait epidemiyolojik bilgilerin kaydini takiben soguk zincir altinda (2-8 °C)

Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarlarina ulastirilds.
3.1.2. Orneklerden Etken izolasyonu i¢in Gerekli Materyaller
3.1.2.1. Tasinma Besiyeri

Kloakal sivap oOrneklerinin toplanmasinda ve laboratuvara taginmasinda
incelenecek bakterinin canliligint muhafaza etmek i¢in Modifiye Cary-Blair Besiyeri

kullanildi. Besiyeri igerigi Tablo 10’de gosterilmistir.

Tablo 10. Modifiye Carry- Blair Besiyeri igerigi.

Bilesimi Miktar (g/l)
Sodyum tiyoglukolat 1549
Disodyum fosfat 1149
Sodyum klorid 509
Fenol red 0.003
Agar 16¢g
distile su 991 mL

Hazirlamisi: Balon igerisinde maddeler sicak su banyosunda 56 °C’de
isitilarak eritildi, pH 8,4‘e ayarlanip icerisinde tahta ¢ubuklu 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 sakland.
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3.1.2.2. Uretme Besiyerleri

Kaz kloakal sivap oOrneklerinden termofilik kampilobakter tiirlerinin
izolasyonu amaciyla Preston Broth 6n zenginlestirme besiyeri ve Modified Charcoal

Cephoperazone Desoxycholate Agar (mCCDA) selektif besiyeri kullanildi.
3.1.2.2.1. Preston Broth On Zenginlestirme Besiyerinin Icerigi

Termofilik kampilobakter izolasyonunu arttirmak ic¢in aliman kaz kloakal
stvap Ornekleri; Brucella Broth (SIGMA-ALDRICH-B3051) ve Campylobacter
Selective Supplement (Oxoid, SR204E) - Campylobacter Growth Supplement
(OXOID, SRO0232E) antibiyotik kombinasyonlarindan olusan Preston Broth
onzenginlestirme besiyeri kullanildi. Brucella Broth, standart mikrobiyolojik analiz
icin igerisinde inhibitér madde bulunmayan ve amaca gore ilave maddelerle
selektiflik kazanan bir besiyeridir. Preston Campylobacter Selective Supplement;
diski florasinda aranan etken disindaki mikroorganizmalar1 baskilamak igerisinde
antibiyotikler bulunmaktadir. Campylobacter Growth Supplement ise alinan
ornekteki kampilobakterlerin = gelismesi ve {iremesi ic¢in gerekli besinleri
icermektedir. Tablo 11, 12 ve 13 ‘te 6n zenginlestirmede kullanilan materyallerin

icerikleri verilmistir.

Tablo 11. Brucella Broth igerigi.

Bilesimi Miktar g/l

Enzimatik kazein hidrolizati 10
Peptik hayvan dokusu o6ziitii 10
Maya ekstrati 2
Dekstroz 1
Sodyum bi klorid 5
Sodyum bisiilfid 0,1

Ph 7.0 4/- 0.2 25°C

Hazirlamisi: Brucella Broth hazir besiyerinden 14,05 g tartilarak 500 ml
distile suda ¢ozdiiriildii ve sicak su banyosunda 56 °C’de tamamen eritildi. Otoklavda
121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri otoklav ¢ikisinda 45-50 °C’ye
sogutuldu, %7’lik defibrine at kan1 Preston Campylobacter Selective Supplement ve
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Campylobacter Growth Supplement ilave edilerek karistirildi. Steril cam tiiplere 5-7

ml dagitilarak +4 °C’de 6n zenginlestirme besiyeri amaciyla kullanildi.

Tablo 12. Preston Campylobacter Selective Supplement igerigi.

Bilesimi Miktar
Polimiksin B 25001U
Rifampisin 5,0 mg
Trimetoprim 5,0 mg
Amfotericin B 5,0 mg

Hazirlamisi: 1 vial Preston Campylobacter Selective Supplement 2 ml distile
su icerisinde  ¢Ozdiiriildi. On  zenginlestirme besiyerinde istenmeyen

mikroorganizmalarin engellenmesi amaciyla kullanildi.

Tablo 13. Campylobacter Growth Supplement igerigi.

Bilesimi Miktar
Sodyum piruvat 0,125¢g
Ferroz siilfat 0,125¢g
Sodyum metabisiilfit 0,125¢g

Hazirlamisi: Campylobacter Growth Supplement igeren 1 vial, 2 ml distile su
icerisinde ¢ozdiiriildii. On zenginlestirme besiyerinde Kampilobakterlerin gelismesi

ve daha yogun iiremeleri amaciyla kullanildi.

3.1.2.2.2. Modified Charcoal Cephoperazone Desoxycholate Agar (mCCDA)
Selektif Besiyeri

Termofilik Kampilobakter tiirlerinin izolasyonu amaciyla ticari olarak temin
edilen mCCDA (Campylobacter Blood Free Selective Agar- Oxoid CM739,
Ingiltere) agar kullanildi. Agar icerisine, etken disindaki Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerle, mikolitik etkenlerin iiremesini engelleyen antibiyotik ve
antifungal icerikli CCDA Selective Supplement (Oxoid SR155E) ilave edildi. Agar

ve antibiyotik soliisyon icerikleri Tablo 14 ve 15’ da verilmistir.
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Tablo 14. m CCDA besiyeri igerigi.

Bilesimi Miktar (g/l)
Nutrient Broth No.2 25,09
Bakteriyolojik charcoal 4049
Kazein 3049
hidrolizat

Sodyum deoksikolat 109
Ferroz siilfat 0,25¢
Sodyum piriivat 0,25¢
Agar 12,09

Distile su 1000 ml

Hazirlanisi: Modified CCDA hazir besiyerinden 22,75 g tartildi ve 500 ml
distile su igerinde 56 °C’de sicak su banyosunda eritildi. 121 °C’de 15 dk otoklavda
sterilizasyonu saglandiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu. Igerisine antibiyotik
soliisyon ilave edilerek plastik petri kaplarina 12-15 ml dokiildi. Hazirlanmis

besiyeri +4 T’de saklanarak kiiltiirel islemler igin kullanildu.

Tablo 15. Antibiyotik Solusyon (CCDA Selective Supplement) igerigi.

Bilesim Miktar
Sefaperazon 16,mg
Amfoterisin B 5,0 mg

Hazirlanisi: 1 vial CCDA Selective Supplement, 2 ml steril distile su i¢inde
cozdiiriilerek etken dist mikroorganizmalarin baskilanmasi igin selektif besiyerine

eklendi.
3.1.2.2.3. %7 Koyun Kanh Agar I¢erigi ve Hazirlams

Mikroorganizmalarin ~ gelistirilmesi  ve  hemoliz ~ reaksiyonlarinin
belirlenmesinde genellikle taze koyun kani ilave edilerek hazirlanan dehidre besiyeri
(Oxoid, CM271, Ingiltere) kullanilmaktadir. Calismada, mCCDA selektif
besiyerinde izole edilen siipheli Kampilobakterlerin saflastirilmasi amaci ile

kullanildi. Besiyeri igerigi Tablo 16’ de verilmistir.
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Tablo 16. Blood Agar Base no:2 besiyeri igerigi.

Bilesimi Miktar (g/l)
Proteaz pepton 15
Karaciger oziitii 2,5
Maya ekstrakt 5
Sodyum kloriir 5
Agar 12
Distile su 1000 ml

Hazirlamisi: Besiyerinden 40 gr tartilarak tizerine 1000 ml distile su eklendi
ve sicak su banyosunda 56° C’de ¢oziinmesi saglandi. Otoklavda 121 °C ‘de 15 dk
steril edildi. Daha sonra 50° C’ye kadar sogutuldu ve %7 koyun kani katilarak petri
kutularina 12-15 ml dagitildiktan sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4° C ‘de

muhafaza edildi.

3.1.3. Termofilik Kampilobakter Etkenlerinin Kiiltiirel identifikasyonu Icin
Gerekli Materyaller

Termofilik Kampilobakterlerin selektif besiyerine ekimi ve {iremesinin
ardindan mikroskopta morfolojilerini incelemek icin Gram boyama yapildi.
Mikroskopta siipheli goriilen izolatlara fenotipik testler uygulanarak tiir bazinda
tanimlama yapildi. Termofilik Kampilobakter siipheli izolatlar %20’lik Gliserinli
Brucella Broth (Sigma, B3051) igerisine aktarilarak molekiiler analizler i¢in -20 °C

ve -80 °C’de sakland.
3.1.3.1 Gram Boyama

Bakterilerin  hiicre duvarlarinin  kimyasal ve fiziksel 0zelliklerine
siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda yaygin kullanilan, Gram negatif ve Gram
pozitif ayiriminmi yapan bilesik boyama yontemidir. Bu calismada ticari Gram
boyama seti (Merck, 111885) kullanildi. Set igerisinde; Kristal viyole (tiim
bakterilerin hiicre duvar1 boyanmasin da kullanilir), Liigol soliisyonu (boya-iyot
kompleksi olusmasimi saglar), %96’lik etil alkol (Gram negatif bakterilerin hiicre

duvarindaki boyay1 giderirken, Gram pozitif bakteriler rengi sabit kalir) ve sulu
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fuksin (Gram negatif bakterileri pempe renk goriiniimiinii saglamak i¢in kullanilir)

yer almaktadir (Anonim 6).
3.1.3.2 Biyokimyasal Testler ve Ayiraglari

Rutin laboratuvarlarda ¢ogunlukla termofiilik Kampilobakterlerin ayrimi i¢in
bazi biyokimyasal testler kullanilmaktadir. C. jejuni ve C. coli’ nin rutin
identifikasyonu; nonhemolitik koloniler ve karakteristik morfolojileri, tirbison veya
burgu hareketi, Gram negatif egik ve spiral formlar (bazen kokoid formda olabilir),
43 °C’de treme, 25 °C’de iirememe, katalaz ve oksidaz pozitivitesi, Nalidik asit’e

duyarlilik Sefalotin’e direnglilik kriterleri ile yapilmaktadir (Anonim 6).
3.1.3.2.1. Hareket Muayanesi

Stipheli izolatlarin hareketlerini gozlemlemek amaciyla 24-48 saatlik taze
kiiltiir ornekleri lam-lamel aras1 hareket muayanesi yontemi ile incelendi (Anonim

6).
3.1.3.2.2. Oksidaz test Kiti

Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enziminin gdsterilmesi amaciyla kullanilir.
Oksidaz pozitif ve negatif organizmalarin ayrimi ilk tanimlamada o6nemli bir
basamak oldugu icin oksidaz testinin dogru bir sekilde yapilmasi da kritik
onemdedir. Oze ile siipheli koloniden bir miktar alinarak oksidaz kit iizerine siiriiliir
ve mor renk olusumu pozitif degerlendirilir (Anonim 6). Bu amacla Ticari Oksidaz

test kitleri (MERCK, 30 ml) kullanild:.
3.1.3.2.3. Katalaz Test Ayiraci

3 ml %30’luk hidrojen peroksit (H202) (MERCK, 30 ml), 27 ml distile su ile
karistirilarak %3’liik H2O> soliisyonu hazirlandi. Sivi veya kati bakteri kiiltlirlerine
H20: ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklari halinde gozlenir hale
gelmesi, hidrojen peroksitin ayrismasini, dolayisiyla da katalazin varligini gosterir
(Anonim 6).
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3.1.3.2.4. Hippurat Hidroliz Testi

1,0 g Hippuric asit ve 100 g distile su filtrasyon yontemi ile sterilize edilerek
%1°lik sodyum hippurat soliisyonu hazirlanarak steril tiiplere paylastirilarak —
20°C’de muhafaza edildi. Daha sonra 3,5 g ninhidrin, 50 ml aseton ve 50 ml biitanol
kullanilarak % 3,5 ninhidrin soliisyonu hazirlandi (Harvey 1980). Bu ¢alismada,

Campylobacter jejuni tanimlanmasinda kullanildi.
3.1.3.2.5. indoksil Asetat Testi

Termofilik Kampilobakter tiirlerden C. jejuni ve C. coli’yi (pozitif), C. lari
(negatif)’den ayirt etmek amaciyla gelistirilmistir. Indoksil, barsaklarinda bakteriyel
esterazlarla bir triptofan iriiniiniin putrefaktif dekompozisyonudur. Bu enzimin
varligl in vitro olarak indoksil asetatin bakteriyel hidrolizi ve indoksilin agiga
cikmasi ile gosterilmektedir. Indoksil, daha sonra oksijenle birlesir ve kendiliginden
indigoya doniisiir (York 2007). C. lari (negatif)’yi, C. coli (pozitif)’ den ayirt etmek
icin ticari Indoksil asetat test stribi (Fluka) kullanilds.

3.1.3.2.6. Nalidik Asit ve Sefalotin Antibiyotik Duyarhlik Testi

Nalidik asit (OXOID, 30 pg) ve Sefalotin (OXOID,30 pg) antibiyotik diskler
duyarlilik ve direnglilik kriterlerine bakilarak termofilik kampilobakterlerin tiir

ayiriminda kullanildi (Anonim 6).
3.1.4. Etkenin Molekiiler Identifikasyonu i¢cin Gerekli Materyaller

Bu caligmada, etken izolasyonunu takiben konvansiyonel teknikler ve es

zamanli identifikasyonu amaciyla mulltipleks PZR (m-PZR) yontemi kullanildi.
3.1.4.1. Molekiiler identifikasyon i¢cin Kullamlan Arac, Gereg ve Cihazlar

e Otomatik Pipet Seti (Gilson) (10, 20, 100, 200, 1000 ul’ lik)

e Termal cycler (Bio- Rad, MJ Mini Gradient Thermal Cycler, PTC- 1148)
e UV transilluminatér (UVP, 3UVT- Benchtop, LMS- 20E)

e Elektroforezis iinitesi (Bio- Rad, Mini- sub cell gt)

e Vortex (Heidolph Reax top, 01799- 513320)
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e Laminar flow kabin (Niive, LN120)

e Derin dondurucu (Ugur)

e DNA ekstraksiyon reaktifi: Tek koloni lizis buffer (SCLB) (Tris- EDTA
buffer, pH 7.4, 5 mg/ml Proteinaz K)

e Bakteri standart suglari: PCR analizlerinde pozitif kontrol olarak Anabilim
Dalimiz kiiltiir koleksiyonuna ait ve tanimlanmis termofilik kampilobakter

suslar1 ve bunlara ait DNA ekstraktlarindan faydalanildi.
3.1.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Reaktifleri

e Taq DNA Polymeraz Seti (Thermo-Scientific)

e 10xPCR Buffer: 100 mM Tris- HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM
e MgCI2 ve %0.01 Jelatin (Thermo-Scientific)

e dNTP Miks (10 mM) (Thermo-Scientific)

e RNase/RNase ari su (Sigma, W1754)

e Mineral yag (Sigma, M8662)

e  Primerler (Kampilobakter tiir spesifik PCR primerleri ) (Oligomer)

3.1.4.3. Elektroforez Asamasinda Kullanilan Kimyasallar

e Tris- Borik Asit- EDTA (Sigma, 1061772500)

e Agaroz (Sigma, A9539)

e DNA Ladder (Bioline, Hyperladder, 100 bp, 1 kb)
e Etidyum bromid (Sigma, E1510- 10 ml)

3.1.5. MALDI-TOF MS (Matriks aracih lazer dezorpsiyon iyonizasyon-ucus

zamanh-kiitle spektrometrisi)

Etkenin kiitle spektrometrisi ile tamimlanmasi Malatya Inonii Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dalinda MALDI-TOF MS (VITEK MS,
BIOMERIUX) mikroorganizma tanimlama cihazi kullamlarak gergeklestirildi.

MALDI-TOF MS cihazit mikroorganizmalarin protein profillerini ¢ikarmakta
ve veri tabanindaki referans organizmaya uyumuna gore c¢ok kisa bir siirede

mikroorganizma cins ve tiir bazinda tanimlanmaktadir (Seng ve ark. 2009). Bu cihaz
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ile tiplendirmede bakteri proteinin biiylikliigline bagl olarak bir seri biyokimyasal
madde kullanir. Cihazda yer alan 4 palette 48 kuyu ve 3 kontrol kuyusu vardir. Bu
palet kuyucuklarina hazirlanan kurutulmus kimyasal substratli saf kiiltiirler iiretici
firmanin kullanim talimatlarini uygun olarak cihaza yerlestirilir ve degerlendirme
yapilir. Calismamizda MALDI-TOF MS ile etken analizinde, saglam proteinler ve
capraz baglanmis protein komplekslerinin incelemesinde a-CHCA (o-Siyano-4-

hidroksisinamik asit, Biomeriux) matriks soliisyonu kullanildi.
3.1.6. Antimikrobiyal Duyarlihk Testleri icin Gerekli Materyaller

Bu caligmada, antimiktobiyal madde olarak Azitromisin (15pg), Tetrasiklin
(30ug), Siprofloksasin (15ug), Gentamisin (10ug) ve Ampisilin (10ug) antibiyotik
diskleri (OXOID) kullanildi. Etkenin antibiyotik duyarliliklarin belirlenmesi igin
hazirlanan bakteri kiiltiiri Mc Farland 0,5 (10® mikroorganizma / ml)' e gore
ayarlandi. %7 koyun kanli Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerine ekim yapilarak,
inkiibasyon sonrasi olusan zon caplart CLSI-2017 kriterlerine gore degerlendirildi.

Mueller- Hinton Besiyerinin igerigi Tablo 17°de verilmistir.

Hazirlamisi: Hazir besiyeri, 38,0 g/L konsantrasyonda 1000 ml distile su
icinde 56° C’ ye 1sitilarak eritildi. Otoklavda 121° C' de 15 dakika sterilize edilip,
steril petri kutularina 12,5'er mL dokiildii. Zor gelisen mikroorganizmalarin
gelisimini arttirmak i¢in %7 koyun kani, besiyerin otoklav ¢ikisini takiben 45-50° C'

ye sogutuldu ve kan ilave edildi.

Tablo 17. Mueller- Hinton besiyeri igerigi.

Bilesimi Miktar1 (g/1)
Sigir eti ekstrati 300
Kazein hidrolizat 17,5

Nisasta 15

Agar 17
Su 1000

3.1.7. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Molekiiler Analizi icin Gerekli Materyaller

Bu c¢alismada, kaz kloakal sivap oOrneklerinden izole edilen termofilik

Kampilobakter tiirlerinden Tetrasiklin direngliligi i¢in tetO, Gentamisin direngliligi
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icin aphA-3, Ampisilin direngliligi i¢in blaoxa-s1, Azitromisin direngliligi i¢in ermB
ve Siprofloksasin direngliligi i¢in ise gyrA genlerinin spesifik primerleri kullanilarak
analizleri PZR temelli molekiiler tekniklerle gerceklestirildi. Bu amagla, kati
besiyerlerinde {iretilen ve saflastirilan kolonilerden tanimlanan bakterilerden elde

edilen DNA ‘lar kullanildu.
3.1.8. Istatiksel Veri Analizi I¢in Gerekli Materyaller

Istatiksel analiz icin SPSS 20.0 paket programi kullamldi. Iki veri degeri
arasindaki oransal dagilimin istatistiksel karsilastirilmasinda Mann-Whitney Test; ti¢
ve lizeri veri degerleri arasindaki oransal dagilimin istatistiksel karsilagtirilmalarinda

ise Kruskal-Wallis Test yonteminden faydalanildi.
3.2. Metot
3.2.1. Orneklerin Ahnmasi ve Tasinmasi

Kars il merkez ve ilgelere ait kdylerde aile tipi kaz yetistiriciliginin yapildigt
isletmelerden, klinik olarak saglikli goriiniislii 400 kaza ait diski bulasik kloakal
stvap ornegi alindi. Ornekler, icerisinde 7 ml Modifiye Cary-Blair besiyeri igeren
vida kapakli tiipler konularak soguk zincir altinda 3-4 saat igerisinde Kafkas
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarina

getirildi. Orneklerin kiiltiirel analizi giinliik gerceklestirildi.
3.2.2. Etken On Zenginlestirme Yéntemi

Cary-Blair tasima besiyerine alinan kloakal sivap 6rnekleri, Campylobacter
Growth Supplement ve Preston Campylobacter Selective Supplement ilaveli 5 ml
Brucella Broth igeren cam tiiplere transfer edildi. Tiipler, % 10 C02, % 5 Hz ve % 85
N2’ den olusan mikroaerofilik atmosfer olusturan anaerobik jar icerisine yerlestirildi.
Tiipler 42 °C’de, mikroaerobik sartlarda ve 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Alinan
tim orneklerde, termofilik Kampilobakter tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonda
zenginlestirme islemine dayali ISO (The International Organization for

Standardization, 10272) yontemi kullanilmistir (Anonim 5).
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3.2.3. Etken izolasyon Yontemi

On zenginlestirme besiyerinden 20 ul alinarak, Campylobacter Selektif
Supplement ilave edilmis mCCDA agar besiyerine tek kullanimlik plastik 6ze
kullanilarak tek koloni diisecek sekilde ekildi. Besiyeri plaklar1 anaerobik jar
icerisine, % 10 CO02, % 5 H2 ve % 85 N2’ den olusan mikroaerofilik atmosfer de 42
°C’de inkiibe edildi. Ekim yapilan plaklarinin tamami, 48-72 saat siire inkiibasyonun
ardindan kampilobakter iiremesi yoniinden degerlendirildi. Uremenin olmadig
plateler tekrar kapatildi ve her giin {ireme yo6niinden kontrol edilerek 5 giin siire ile

inkiibasyona devam edildi. Bu siirenin sonunda tireme goriilmeyen plaklar atild1.
3.2.4. Kiiltiirel Yontemlerle Etken identifikasyonu

Inkiibasyon sonrast mCCDA besiyerinde, 0.5 mm ¢apinda, grimsi renkte,
bazen metalik refle veren, diiz yiizeyli ancak yayilma egilimi gosteren koloniler
Kampilobakter yonilinden siipheli olarak degerlendirildi. Siipheli izolatlarin
kolonilerden hazirlanan yayma preparasyonlar, Gram boyama ile boyandi ve 1sik
mikroskopunda X100 biiyiitmede incelendi. Mikroskopta Gram negatif, kivriml
veya virgill seklinde goriilen koloniler Kampilobakter 6n tanis1i ile ileri
identifikasyon c¢aligmalar1 icin saf olarak elde edilmek tizere %7 ‘lik koyun kanli
agar besiyerine pasajlandi. Pasajda saf olarak iireyen siipheli termofilik
Kampilobakter kolonileri fenotipik identifikasyon amaci ile oksidaz ve katalaz
aktivitelerine ek olarak, hippurik asidi hidrolize edebilme yeteneginin tespiti igin,
hippurat hidrolizi, indoksil asetat testi ve secici antibiyotiklere toleranslarinin tespiti
icinde disk difflizyon yontemi ile Nalidik asit ve Sefalotin direngliligi yoniinden
degerlendirildi (Anonim 6).

3.2.4.1. Hareket Testi

Hareket muayanesi testi i¢in lam-lamel arasi hareket muayanesi yontemi
secildi. Bunun icin fizyolojik tuzlu su ile silispansiyon haline getirilen etken
mikroorganizma mikroskopta incelendi. Tipik morfolojiyle beraber hareketliligin

tespiti, pozitiflik olarak degerlendirildi (Anonim 6).
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3.2.4.2. Oksidaz Testi

Kampilobakter stipheli kolonilerin oksidaz aktivitesi ticari oksidaz test
seritleri ile gergeklestirildi. Kanli agarda iireyen koloniler steril bir 6ze ile alinip
ticari oksidaz test striplerine siiriildii. 1-2 dakika icerisinde koyu menekse moru renk

oksidaz pozitif olarak degerlendirildi (Anonim 6).
3.2.4.3. Katalaz Testi

Kampilobakter siipheli kolonilerin katalaz aktivitesi %3’liikk hidrojen peroksit
(H202) ¢ozeltisi ile degerlendirildi. Kanli agarda iireyen koloniler steril bir dze ile
aliip temiz bir lam {izerindeki %3’1iik hidrojen peroksit (H20-) ¢ozeltisine slispanse
edildi. 30 saniye igerisinde hava kabarciklarinin goriilmesi katalaz reaksiyonu pozitif

olarak degerlendirildi (Anonim 6).
3.2.4.4. Hippurat Hidroliz Testi

C. jejuni’de bulunan hippurat hidrolaz (hippurilase) enzimi Sodyum hippurati
parcalayarak benzoik asit ve glisin’e yikmasini takiben oksitleyici bir ajan olan
ninhidrinin ilavesi ile glisin indirgenir. Ortamin koyu mavi veya mor renge
dontisiimii pozitif olarak degerlendirilir (Pratt ve ark., 1992). Hippurat testi i¢in kanl
agarda tlireyen siipheli kampilobakter kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak 0,4 ml
sodyum hippurat igeren tiip igerisine inokiile edildi ve 37° C’de 2 saat inkiibe edildi.
Etiivden ¢ikarilan bakteri-hippurat karigimi olan tiiplerin i¢ine 4 damla ninhidrin
ayiract damlatild1 ve tekrar 37° C’de 30 dakika inkiibasyona alindi. Inkiibasyon
sonrasi tiiplerin iist kisimlarinda koyu mor renk olusmasi pozitif reaksiyon olarak
degerlendirildi. Acik menekse rengi ya da renk goriilmemesi ise negatif olarak

degerlendirildi (Anonim 6).
3.2.4.5. indoksil Asetat Hidroliz Testi

Kanli agarda tireyen siipheli Kampilobakter kolonilerinden bir 6ze ile alinip
ticari indoksil asetat stribi iizerine siiriilerek lizerine 1 damla distile su damlatildi. 5-
10 dakika sonra koyu mavi renk degisimi goriilmesi pozitif, renk degisimi

goriilmemesi negatif olarak degerlendirildi (Norris ve Robbins 1971).
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3.2.4.6. Nalidik Asit ve Sefalotin Duyarhhik Testi

Kanli agar besiyerinde iireyen, termofilik Kampilobakter tanili kolonilerden
bir 6ze dolusu alinarak serum fizyolojik igerisinde Mc Farland 0,5 (108
mikroorganizma / ml) bulaniklik standardina esdeger yogunlukta bakteri
siispansiyonu elde edilene kadar homojenize edildi. Bakteri siispansiyonu igerisine
daldirtlip 1-2 dakika bekletilen pamuklu 6ze, fazla sivinin birakilmas: igin tiip
kenarina bastirilarak ¢ikartildi ve antibiyotik ilave edilmemis % 7 koyun kani igeren
Mueller-Hinton Agar besiyerinin yiizeyine siiriildii. Besiyerlerinin yiizeyinde artik
stv1 besiyerinin kalmamasina dikkat edildikten sonra besiyeri yiizeyine en az 4 cm
araliklarla, 30 pg Nalidik asit ve 30 pug Sefalotin igeren diskler steril bir pens yardimi
ile yerlestirildi. Besiyerleri mikroaerofilik atmosferde, 42°C’de 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda disk etrafinda inhibisyon zon caplar1 cetvelle dlgiildii.
Nalidik asit i¢in 10 mm ve {izeri, Sefalotin i¢in 14 mm ve iizeri ¢apa sahip koloniler

o antibiyotik i¢in duyarli olarak degerlendirildi.
3.2.5. Molekiiler Yontemlerle Etken Analizi

Kaz kloakal sivap Orneklerinden termofilik Kampilobakterlerin mutlak
molekiiler analizi PZR ile gerceklestirildi. Bu amagla, etkenlere ait niikleik asit eldesi
kat1 besiyerinde iireyen ve saflastirilan termofilik Kampilobakter siipheli koloniler

kullanilda.
3.2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

Kampilobakter siipheli kolonilerinden DNA ekstraksiyonu icin tek koloni
lizis buffer soliisyonu (SCLB) kullanilarak 1s1l islem yontemi ile gerceklestirildi
(Mamur 1961). Yontem, hiicrelerin lizis soliisyonu yardimiyla lize edilmesi, DNA,
RNA ve proteinlerin agiga ¢ikmasi, proteinlerin ¢oktiiriilmesi sonrasinda DNA’nin

izolasyonu prensibine dayanmaktadir.

Kanli agarda iireyen kolonilerden steril bir 6ze ile tek bir koloni alinarak
igerisinde 40 pl SCLB soliisyonu igeren 0.2 ml’lik PZR tiiplerine siispanse edildi.
Bakteri — SCLB igeren tiipler gradient 1s1 makinasina yerlestirildi. Tek siklus halinde;
80 °C’de 10 dk, 55 °C’de 10 dk ve +4 °C ‘de 10 dk seklinde 1s1l isleme tabi tutuldu.
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Siire sonunda tiiplere 80 pl niikleaz ari su katild1 ve tiipler 7000 devirde (rpm) 2,5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi supernant kistmdan 80 pl toplanarak kalip DNA
olarak kullanildi.

3.2.5.2. mPZR Analizi

Termofilik Kampilobakter tiirlerinin molekiiler tanimlamasi amaciyla Wang
ve ark. (2002) tarafindan bildirilen multipleks polimeraz zincir reaksiyon (mPZR)
yontemi uygulandi. Bu amagla, her bir 6rnek i¢in toplam PZR hacmi 25 pl olacak
sekilde; 2.5 ul kalip DNA 6rnegi, 2,5 ul 10x PCR buffer, 20 mM MgCl2, 0,2 mM
dNTP miks, 0,5 uM C. jejuni ve C. lari; 1 uM C. coli, 2 uM C. upsaliensis primer
¢ifti ve 1.25 U Taq polimeraz bilesenlerinden olusturuldu. PZR’nin termal dongiisti,
95 °C’de 6 dk ilk denatiirasyon, takiben 30 dongii olmak iizere, 95 °C’de 30 sn
denatiirasyon, 59 °C’de 30 sn primer baglanmasi ve 72 °C’de 30 sn uzama ve en son
72 °C’de 7 dk son uzama olarak gerceklestirildi. Tablo 18’de goriildiigl iizere
termofilik Kampilobakter tiirlerin primer dizini ve amplifiye iiriinlerin beklenen bant

biiyiikliikleri gosterilmistir.

Tablo 18. mPZR’de kullanilan primer ¢iftleri ve beklenen bant biiytikliikleri.

Hedef . s ez o Bant
gen Primer dizini (5°-3°) biiyiikligii Kaynak
C. jejuni ACTTCTTTATTGCTTGCTGC Wang ve
(hipO) 323 bp ark 2002
P GCCACAACAAGTAAAGAAGC :
C(J' ICX;' GTAAAACCAAAGCTTATCGTG 126 bp Z\rllfg%(‘)’g
gl TCCAGCAATGTGTGCAATG '
C. lari TAGAGAGATAGCAAAAGAGA Wang ve
(glyA) 251 bp ark.2002
gly. TACACATAATAATCCCACCC :
C. AATTGAAACTCTTGCTATCC Wang ve
upsaliensis 204 bp K 2002
(glyA) TCATACATTTTACCCGAGCT ark.

3.2.5.3. Elektroforez Yontemi

Termofilik kampilobakter tiirlerine ait amplifiye iiriinlerin goriintiilenmesi ve
analizi amaciyla yatay jel elektroforez teknigi uygulandi. PZR iiriinleri, etidyum
bromiir ile boyanan %1,5 agaroz jel kuyucuklarina konularak IXxTBE buffer

soliisyonu iceren elektroforez tanki igerisinde 100 volt ve 400 miliamperde 35 dakika
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yiriitiildi. Olusan bantlar 100 bp plus DNA standart1 ile kiyaslandi ve DNA
fragmentleri UV transilluminatorde (UVP/LMS- 20E) goriintiilenerek fotograflandi.
Kampilobakter tiir spesifik primer ¢iftleri ile yapilan PZR’de C. jejuni igin 323 bp, C.
coli i¢in 126 bp, C. lari i¢in 251 bp ve C. upsaliensis i¢in 204 bp boyutundaki

amplifiye iiriinlerin varligi termofilik Kampilobakter tiirleri olarak degerlendirildi.
3.2.6. MALDI-TOF MS Analizi

Termofilik Kampilobakter olarak tanimlanan ve %20’lik Gliserinli Broth
icinde -80’de saklanan izolatlar, kanli agar besiyerine tekrar ekim yapilarak
canlandirildi. 42 °C’de mikroaerofilik sartlarda inkiibasyonu yapilarak 24 saatlik taze
bakteri kiiltiirleri hazirlandi. MALDI-TOF MS identifikasyonunda 6nemli
basamaklardan biri taze kiiltiir kullanilmasidir. Kanli agarda iireyen taze kiiltiirlere
ait kolonilerden steril bir 6ze ile alinarak palet kuyucuklarinin igini tamamen
dolduracak sekilde yayildi. Daha sonra kuyucuk iizerine 1 pl a-CHCA (o-Siyano-4-
hidroksisinamik asit) matrix soliisyonu ilave edildi ve kurutuldu. Hazirlanan palet,
tanimlama islemi icin MALDI-TOF MS cihazina yerlestirildi. Kisa bir tanimlama
stiresi sonunda %99,9 oraninda termofilik Kampilobakter tiirii olarak tanimlanan

bakteriler pozitif degerlendirildi (Bessede 2010).

3.2.7. Termofilik Kampilobakter izolatlarimin Antibiyotik Duyarhliklarinin

Disk Difiizyon Yontemi ile Belirlenmesi

Termofilik Kampilobakter suslarinin antibiyotik duyarliliklart Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemi ile belirlendi (Taremi ve ark. 2006). Bu amacla, %7 koyun
kani ilaveli Muller-Hinton Agar (MHA) besiyeri kullanildi. Kampilobakter tiirlerinin
42° C’de mikroaerofilik ortamda 48-72 saatlik taze kiltiirleri hazirlandi. Bakteri
inokulumunun yogunluklari, steril fizyolojik su ile McFarland 0,5 (108
mikroorganizma / ml) standartina gore ayarlandi. Hazirlanan bakteri inokulumundan
100 pl alinarak MHA besiyerine aktarildi ve steril plastik baget ile yayilarak ekim
yapildi. Bakteri ekilen besiyerleri oda 1sisinda 10 dk bekletildikten sonra besiyerine
1,5-2 cm uzaklikta olacak sekilde Azitromisin (15 pg), Tetrasiklin (30 pg),
Siprofloksasin (5 pg), Gentamisin (10 pg) ve Ampisilin (10 pg) antibiyotik diskleri

steril pens yardimiyla yerlestirildi. Disk yerlestirilen besiyerleri mikroaerofilik
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sartlarda 42 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Tablo 19°de belirtildigi gibi
Inkiibasyon sonunda antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zonlarmin
caplar oOlgiilerek duyarlilik, direnglilik degerlendirmesi CLSI 2017 kriterlerine gore
yapildi. Kontrol susu olarak E.coli ATCC®* 25922, P. aeruginosa ATCC® 27853
ve E. coli ATCC® 35218 kullanildi (CLSI,2017).

Tablo 19. Kampilobakterler i¢in disk difiizyon test sinir deger tablosu.

Zon c¢ap1simr degeri

Antibiyoitk Diskler Disk
icerigi (ug) S | R
Azitromisin 15 >15 13-14 <12
Siprofloksasin 5 >21 16-20 <15
Gentamisin 10 >15 13-14 <12
Tetrasiklin 30 >15 Ara.14 <11
Ampisilin 10 >17 14-16 <13

S: Duyarli I: Orta derecede duyarli R: Direngli

3.2.8. Termofilik Kampilobakter izolatlarmin Diren¢ Genlerinin Molekiiler

Analizi

Termofilik kampilobakter suslar1 arasinda Ampisilin, Tetrasiklin, Gentamisin,
Siprofloksasin ve Azitromisin antibiyotiklerinde dirence yol agan yaygin direng
genlerinin  (blaoxa6l, tet(O), aph3-1, gyrA ve ermB) analizleri PZR ile
gergeklestirildi. PZR i¢in ihtiyag duyulan total DNA ekstraksiyonu SCLB aracili 1s1l
islem metodu kullanilarak gergeklestirildi (Mamur 1961). Tablo 20’de tiim direng

genleri i¢in liniform olan PZR reaksiyon bilesenleri verilmistir.

Tablo 20. Termofilik Kampilobakter analizi igin reaksiyon bilegenleri.

Bilesen Miktar (25 pl toplam hacim icin)
10xPCR buffer 2,5ul

dNTP miks (10 mm) 0,5 ul

Primer F (10 pmol) 1 ul

Primer R (10 pmol) 1 ul

Taq polimeraz 0,5 ul

H20 16,5 pl

DNA 3ul
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Bu kapsamda Tetrasiklin direngliligi i¢in tetO, Gentamisin direngliligi i¢in
aphA-3, Ampisilin direnglilig icin blaoxae1, Azitromisin direngliligi icin ermB ve
Siprofloksasin direngliligi igin gyrA genlerinin analizleri yapildi. PCR islemi, 94°
C'de 10 dakika siireyle ilk denatiirasyondan sonra 30 dongii olacak sekilde; 94° C'de
45 saniye, baglanma sicakliginda 30 saniye ve 72 °C'de 45 saniye ve ardindan son
uzatma 72 °C' de 10 dakika kullamlarak gerceklestirildi. ilgili diren¢ genlerinin

amplifikasyonunu saglayan primerlerin dizilimleri Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21. Antimikrobiyal diren¢ genlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan primerler

ve PZR reaksiyonlari.

Kullanilan Primerler PZR reaksiyonu
Hedef gen | Primer dizini (5°-3°) Baglanma | Bant Kaynak
15181 biiyiikliigii
tet(0) F-GGCGTTTTGTTTATGTGCG 51 559 bp Pratt ve
R-ATGGACAACCCGACAGAAGC Korolik
(2005)
aphA-3 F-TGCGTAAAAGATACGGAAG 52 701 bp Obeng
R-CAATCAGGCTTGATCCCC 2012
blaoxa-61 F-AGAGTATAATACAAGCG 46 372 bp Obeng
R-TAGTGAGTTGTCAAGCC 2012
ermB F-CAGGTAAAGGGCATTAACGACG | 60 738 bp Zhou ve
R-CATCTGTGGTATGGCGGGTAAG gg(ie
gyrA F-GCTCTTGTTTTAGCTTGATGC 56 620 bp Wang
R-TTGTCGCCATCCTACAGCTA \1/3 ggk

3.2.9. Termofilik Kampilobakterlerin Coklu fla¢ Direnci (CiD)

Calismada  termofilik ~ Kampilobakterlerin ~ Ampisilin,  Tetrasiklin,
Siprofloksasin, Gentamisin ve Azitromisin antimikrobiyal ilaglardan 2 veya daha

fazlasinda gériilen direng ‘Coklu Ilag Direnci ‘olarak degerlendirildi.
3.2.10. Elektroforez Y ontemi

PZR amplifiye iriinleri, 100 bp plus DNA standarti ile birlikte etidyum
bromiir igeren% 1,5 jel kullanilarak agaroz jelde 100 volt ve 400 miliamperde 40
dakika yiritiilerek analiz edildi. Jeller bir UV transilliiminatorde goriintiilendi.

Direng genine spesifik beklenen bant boyutlar1 tet(O) geni i¢in 559bp, aphA-3 geni
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icin 701 bp, blaoxa-s1 geni igin 372 bp, ermB geni igin 738 bp ve gyrA 620 bp bant

biiyiikliigiiniin varlig1 direng geninine yorumlandi.
3.2.11. istatiksel Analiz

Calismada, istatistiksel analiz i¢in SPSS 20.0 paket programi kullanildi. Bu
kapsamda, termofilik Kampilobakter tiirlerin oransal dagilimin karsilastirilmasinda
Mann-Whitney Test yonteminden faydalanildi. Mevsimsel izolasyon orani, yasa
bagl kolonizasyon orani, antibiyotiklere kars1 direnglilik/duyarlilik tespiti ve direng
gen bolgelerinin molekiiler analizlerinin istatistiksel karsilastirilmasi i¢in Kruskal-

Wallis Test yontemi kullanildi.
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4.BULGULAR
4.1. Ornek Orjinleri ve Dagilim

Bu c¢alismada, Kars il merkez ve ilgelere ait koylerde aile tipi kaz
yetistiriciliginin yapildig1 farkli isletmelerden herbirinden 40 6rnek olmak iizere
Ocak 2020 — Ekim 2020 tarihleri arasinda toplam 400 kaz kloakal sivap Ornegi
degerlendirildi.

4.2. izolasyon Bulgular

Termofilik Kampilobakter izolasyonu i¢in aliman kaz kloakal svap
orneklerinden izolasyon oranini arttirmak i¢in Preston Broth 6n zenginlestirme
besiyerinde 42°C’ de, mikroaerofilik sartlarda ve 48-72 saat siire inkiibasyona alind1.
Daha sonra kampilobakter tiirlerinin izolasyonu ig¢in selektif bir besiyeri olan
MCCDA besiyeri bulunan petri kutularmna ekimler yapilarak 42° C’ de,
mikroaerofilik sartlarda ve 48-72 saat siire inkiibasyona alindi. Inkiibasyon sonrasi
selektif besiyerindeki gri renkli, su damlasi seklinde, diiz kenarli, yuvarlak/ diigmeli/
yaygin koloniler siipheli Termofilik Kampilobakter tiirii olarak degerlendirildi
(Resim 4).

Resim 4. mCCDA selektif besiyerinde iireyen kolonilerin gortiiniimii.

Stipheli kolonilerin makroskobik morfolojisi ve bu kolonilerden hazirlanan

preparatlarin Gram yontemi ile boyanmasi sonucu mikroskop sahasinda kivrik, S
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veya mart1 kanadi benzeri Gram negatif etkenlerin goriildiigii 6rnekler termofilik

Kampilobakter tiirleri yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Resim 5).

Resim 5. Termofilik Kampilobakter siipheli mikroorganizmalarin gram boyama

sonrast X 100’lik 151k mikroskobundaki goriiniimii.

Sonug olarak, kiiltiirel yontemlerle incelenen saglikli goriiniisli 400 kaz
kloakal svap 6rneginden 157 (%39,3)’sinde Campyobacter spp. kiiltiir pozitifligi elde
edildi.

4.2.1. Tzole Edilen Termofilik Kampilobakter Etkenlerinin Aylara Gore

Dagilhim

Calismada, Ocak- Ekim 2020 tarihleri arasinda 10 aylik zaman diliminde
alinan kloakal svap 6rneklerinden elde edilen 157 (%39,3) termofilik Kampilobakter
izolatinin izolasyon oranlarmmin aylara gore dagilimi Sekil 3’te gosterilmistir.
[zolasyon oranlar1 incelendiginde, termofilik Kampilobakter izolasyonunun ilkbahar
aylarinda artmaya basladig1 ve yaz aylarinda yliksek seviyelere ulastigi goriildii.
Sonbahar ve kis aylarinda ise izolasyon oranlarinin azalmaya basladigi goriildii.
Termofilik Kampilobakter tiirlerin mevsimsel izolasyon oranlar1 arasindaki
istatistiksel analiz Kruskal-Wallis Test’i ile yapildi ve tim mevsimlerde izolasyon

oranlar1 anlamli bulundu (p<0,05).
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Sekil 3. izole edilen termofilik Kampilobakter tiirlerin aylara gére dagilim oranlari
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4.2.2. Tzole Edilen Termofilik Kampilobakter Etkenlerinin Yasa Bagh

Kolonizasyonu

Termofilik Kampilobakterlerin kaz kloakalarinda yasa baglh olarak
kolonizasyonunu analiz etmek amaciyla, ayn1 barinaktan ayni beslenme ve bakim
kosullarina tabi tutulan 10 kaz civcivi segildi. Mayis ayinin ilk haftasindan baslamak
tizere belirlenen 10 kaz civcivinden belirli araliklarla kloakal sivap 6rnegi alindi.
Orneklemede ilk yas sinir1 7 giinliik civciv ve sonraki yas dénemleri ise 15, 21, 30,
45, 60, 90 ve 90 istii giinlik kazlardan ornekler alindi. Alinan kloakal sivap
orneklerinden ilk 7 giinlik kaz civcivlerinde termofilik Kampilobakter izolasyonu
gerceklestirilemez iken, civcivler 15 giinliik iken %20’sinde, 21 giinliik iken
%80°ninde izolasyon yapilirken 30 giinliik kazlardan etken izolasyonu %100
oraninda etken izolasyonu yapildi. Devam eden yas araliklarinda ise sirasiyla %80,

70, 70 ve 60 oraninda etken izolasyonu gergeklestirildi (Sekil 4).
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Sekil 4. Termofilik Kampilobakterlerin giinliik yasa bagl kloakal kolonizasyonu.

Termofilik Kampilobakter tiirlerinin farkli yas gruplar1 arasinda kolonizasyon
oranlarmin karsilastirilmasinin istatistiksel analizi Kruskal-Wallis Test yontemi ile

kullanildi ve artan yas gruplari arasindaki kolonizasyon orani anlamli bulundu
(p<0,05).

4.3. Termofilik Kampilobakter Tiirlerin Kiiltiirel Yontemlerle Identifikasyon

Sonuglar

Calismada incelenen 400 kloakal sivap 6rneginden izole edilen 157 (%39,3)
termofilik Kampilobakter izolatlarin tiir identifikasyonu igin taze kiiltiirlerden
Gram boyamada Gram negatif, virgiil, marti1 kanad: formu tespit edilen kolonilerden
Oze ile alimarak hareket muayanesinin ardindan oksidaz, katalaz, hippurat hidroliz,
indoksil asetat testleri Nalidik asite duyarlilik ve Sefalotine direnglilik fenotipik

testleri uygulanda.

Fenotipik testlerden ilk olarak hareket muayane testi i¢in siipheli izolatlarin
kolonilerinden steril bir 6ze alinarak lam-lamel arasinda fizyolojik tuzlu su ile
slispansiyon haline getirildi ve mikroskopta incelendi. Tipik morfolojiyle beraber

hareketliligin tespiti, pozitiflik olarak degerlendirildi. Hareketsiz goriilen izolatlarda
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bakterinin uyku formunda oldugu olasilig1 diistintilerek canliligini tamamen

kaybetmeden diger fenotipik testlere gegildi.

Bir diger biyokimyasal test olan oksidaz testi, Ticari Oksidaz test stripleri
aracilif ile gergeklestirildi. Oksidaz strip kagidinin iizerine besiyerinden plastik 6ze
yardimi ile alinan siipheli koloni siiriildii. Oksidaz strip siirlintii bdlgesinde 5-15
saniye i¢inde mor renk olusumunun goézlenmesi oksidaz pozitif, renk doniisiimii
goriilmeyen izolatlar negatif kabul edildi. Termofilik Kampilobakter siipheli 157
(%39,3) izolatin hepsinde pozitif sonug elde edildi (Resim 6a) .

Katalaz testinde ise lam tizerinde 1-2 damla % 3 liikk H.O> konulduktan sonra
kanli agarda tireyen siipheli kolonilerden biri 6ze yardimi ile alinarak lam tizerindeki
soliisyon ile karistirildi. Gozle goriilen gaz kabarcigi olusumu pozitif reaksiyon
olarak degerlendirildi. 157(%39,3) siipheli izolatta da pozitif sonug¢ bulundu (Resim
6b).

Resim 6. Termofilik Kampilobakter izolatlarinin pozitif oksidaz (a) ve katalaz (b)

reaksiyonlarina ait goriiniimii.

Termofilik Kampilobakterlerden hippurat hidoliz testine sadece C. jejuni
pozitif sonug vermektedir. C. jejuni’de bulunan hippurat hidrolaz (hippurilase)
enzimi Sodyum hippurati pargalayarak Benzoik asit ve Glisin’e yikmasini takiben
oksitleyici bir ajan olan ninhidrinin ilavesi ile glisin indirgenir. Ortamin koyu mavi
veya mor renge doniisiimii pozitif olarak degerlendirilir. Bunun test i¢in ilk Once
Kampilobakter stlipheli taze kolonilerden birka¢ tane alinarak Sodyum hippurat
soliisyonunda yogun bulaniklik olusturuldu ve 42°C’ de 2 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda soliisyona 0,2 ml Ninhidrin ayiract damlatildi ve 42°C” de 10
dakika daha inkiibe edildi. 157 (%39,3) siipheli termofilik Kampilobakter siipheli
izolatin test sonucu, 151 (%96,2) izolatta soliisyonun renginin koyu mor renge
dontismesi pozitif degerlendirilirken, 6 (% 3.8) izolatta acik mor veya renksiz

kalmasi negatif olarak degerlendirildi ( Resim 7).

Resim 7. Termofilik Kampilobakter izolatlarinin hippurat hidroliz testi sonucu

olusan koyu mor renk goriiniimii.

Izole edilen ve hippurat hidroliz test ile C. jejuni olarak tanimlanan izolatlarm
haricinde kalan 6 (%3,8) izolatin tiir tayini amactyla indoksil asetat testi uygulandi.
In vitro olarak indoksil asetatin bakteriyel hidrolizi ile indoksilin agi1ga ¢ikar ve daha
sonra indoksil oksijenle birleserek kendiliginden indigo mavisine doniisiir. Bu test
icin kullanilan ticari indoksil asetat test stripler ftizerine siiriilen silipheli
Kampilobakter kolonileri neticesinde indigo mavisinin goriilmesi C. lari i¢in negatif
degerlendirildi (Resim 8).
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Resim 8. Termofilik Kampilobakter indoksil asetat test sonucu striplerdeki renk
degisimi.

C. coli veya C. upsaliensis termofilik Kampilobakter tiirlerin ayirimi igin
Nalidik asit ve Sefalotin antimikrobiyal ajanlar1 ile disk difiizyon antimikrobiyal
duyarhilik testi uygulandi. Test sonucunda 6 (%3,8) termofilik Kampilobakter izolati
Sefalotine direng gosterirken, Nalidik asit antibiyotik diskler etrafinda 10 mm iizeri
zon ¢apinin goriilmesi duyarli olarak degerlendirildi. Sonug olarak, 6 (%3,8) izolat C.

coli olarak tanimlandi (Resim 9).

Resim 9. C. coli olarak tanimlanan izolatlarin Nalidik asit etrafinda zon olusturmasi
ve Sefalotin antibiyotigine diren¢ olusumu. (NA: Nalidik asit ve KF: Sefalotin
antibiyotik diskleri)
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Sonug olarak, 400 kaz kloakal sivap orneklerinden elde edilen 157 (%39,3)
termofilik Kampilobakter izolatinin fenotipik testler sonucu 151 (%96,2)’1 C. jejuni
ve 6 (%3,8)’s1 C. coli olarak identifiye edildi (Tablo 22). C. lari ve C. upsaliensis
termofilik Kampilobakter tiirlerinin tespiti yapilmadi. Kaz kloakal sivap
orneklerinden elde edilen termofilik Kampilobakter tiirlerinin oransal dagilimi
Manny-Whitney Test ile yapilan istatistiksel analiz sonucu anlamli bulundu (p<
0,05). Buna gore, C. jejuni’ nin goriilme oran1 C. coli’ ye gore daha yiiksek oldugu
tespit edildi.

Tablo 22. Kiiltirel Yontemler ile belirlenen termofilik Kampilobakterlerin tiir

dagilima.
Ornek alinan ay Ornelg Lz yon Tiir dagithnm  istatiksel analiZ
sayisi sayisi(%)
10 C. jejuni
Ocak 40 11 (27,5) & ) p<0,05
1 C.coli
13 C. jejuni
Subat 40 13 (32,5) 0= ) p<0,05
1 C.coli
12 C. jejuni
Mart 40 12 (30) el p<0,05
14 C. jejuni
Nisan 40 15 (37,5) o ) p<0,05
1 C.coli
19 C. jejuni
Mayis 40 20 (50) 1 ) p<0,05
1 C.coli
20 C. jejuni
Haziran 40 21 (52,5) ¥ ) p<0,05
1 C.coli
25 C. jejuni
Temmuz 40 26 (65) ¥ _ p<0,05
1 C.coli
23 C. jejuni
Agustos 40 23 (57,5) ¥ p<0,05
10 C. jejuni
Eyliil 40 10 (25) el p<0,05
6 C. jejuni

Ekim 40 6 (15) p<0,05
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4.4, Termofilik Kampilobakter izolatlarmin mPZR ile identifikasyon Bulgular:

Kiiltiirel analiz sonras1 C. jejuni i¢in hipO, C. coli, C. lari ve C. upsaliensis
icin glyA gen Dbolgelerinin enzimatik olarak in vitro amplifikasyonunu
gerceklestirerek tiir tayini saglayan multipleks PZR (mPZR) yontemi kullanildi.
Sekil 5° te gosterildigi gibi tiir spesifik primerlerle gerceklestirilen mPCR analizi
sonucu; 151 (%96,2) izolatta 323 bp uzunlugunda amplifiye iiriin varlig1 tespit
edilerek C. jejuni olarak tiplendirilirken 6 (%3,8) izolatin 126 bp uzunlugunda
amplifiye triin varhi@ C. coli olarak tiplendirildi. C. lari i¢in 251 bp ve C.
upsaliensis i¢in 204 bp bant boyutlarinda amplifikasyon gdzlenmedi. Identifiye
edilen tilirlerin oransal dagilimi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P< 0,05). Tiir spesifik mPZR ile tanimlanan termofilik Kampilobakter
tiir analiz sonucu ile kiiltiirel yontemlerle tanimlanan tiirler %100 orarninda uyumlu

olarak belirlendi.

323 bp

126 bp

Sekil 5. Termofilik Kampilobakter tiirlere ait elektroforetik goriinti. M: DNA
Ladder (Hyperladder 100 bp plus/Bioline) ve N: Negatif kontrol. 1-15: C. jejuni ve
C. coli izolatlart. 5. 6rnek 126 bp uzunlugunda C.coli izolatin1 gosterirken; diger

ornekler 323 bp uzunlugunda C. jejuni izolatlarin1 gostermektedir.



80

45. Termofilik Kampilobakter izolatlarmn MALDI-TOF MS ile
Identifikasyon Bulgular1

Kaz kloakal sivap orneklerinden elde ettigimiz termofilik Kampilobakter
izolatlarinin bir diger identifikasyonu MALDI-TOF Kkiitle spektrometri metodu ile
yapildi. Bu kapsamda bakteri suglarina ait 24 saatlik taze kati kiiltiirler kullanildi. -
80° C’de saklanan 157 (%39,3) termofilik Kampilobakter izolatinin tekrar
canlandirma islemi sonucunda 125 izolatta t(reme gorildi. Termofilik
Kampilobakterler hassas, kirilgan ve zor tireyen bakteriler oldugu i¢in 32 C. jejuni
susunda iireme goriilmedi ve MALDI-TOF MS analizi yapilamadi. Ureme gériilen
125 izolatin MALDI-TOF MS analizi sonucu % 99,9 giiven araliginda, 119
(%95,2)’u C. jejuni ve 6 (%4,8)’s1 C. coli olarak tanimland:. Identifiye edilen tiirlerin
oransal dagilimi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P< 0,05).
MALDI-TOF MS ile tanimlanan 125 termofilik Kampilobakter izolati, mPZR ve

kiiltiirel yontem bulgulari ile %100 oraninda uyumlu olarak belirlendi (Tablo 23).

Tablo 23. Kiiltirel yontemler, mPZR ve MALDI-TOF MS’e ait termofilik
Kampilobakter identifikasyon bulgulari.

Tiir Kiiltiirel MALDI-TOF Istatistiksel
m PZR ]
dagilim yontemler MS analiz
C. jejuni 151(%96,2) 151(%96,2) 119 (%95,2) p<0,05
C. coli 6(%3,8) 6 (%3,8) 6 (%4,8) p<0,05

4.6. Termofilik Kampilobakter Tiirlerin Antibiyogram Test Bulgulari

Calismada tanimlanan termofilik Kampilobakterlerin antibiyotik madde
duyarlilik testleri, CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) 2017' nin
talimatlar1 dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile gergeklestirildi
(Resim 10). Antimikrobiyal test i¢in Azitromisin (15 pg), Tetrasiklin (30 ug),
Siprofloksasin (5 pg), Gentamisin (10 pg) ve Ampisilin (10 pg) antibiyotik diskleri
kullanildi.



81

Resim 10. Mueller-Hinton agarda yapilan antimikrobiyal duyarlilik disk difiizyon
testi sonucu olusan inhibisyon zon goriiniimii.CN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin,
AZM: Azitromisin, AMP: Ampisilin ve TE: Tetrasiklin

Antimikrobiyal madde duyarlilik testleri sonucu 157 izolatta Ampisiline
%33,8, Tetrasikline %41,4, Siprofloksasine %75,2, Gentamisine %12,1 ve
Azitromisine %7,6 oraninda direng tespit edildi. Bakteri 6zelinde Tablo 24’de
goriilldiigii gibi C. jejuni suslarmin  Ampisiline %33,1, Tetrasikline %41,7,
Siprofloksasine %75,8, Gentamisine %12,6 ve Azitromisine %7,6 direng belirlendi.
C. coli suslarinda ise Ampisiline %50, Tetrasikline %33,3, Siprofloksasine %33,3

direng goriiliirken Gentamisine ve Azitromisine karsi direng gozlenmedi.

C. jejuni suslar1 arasinda fenotipik olarak taranan Ampisilin, Tetrasiklin,
Siprofloksasin, Gentamisin ve Azitromisin antibiyotiklerinin direnclilik/duyarlilik
bulgular1 Kruskal-Wallis Test’i ile yapildi ve biitiin antibiyotikler igin bulgular
anlamli bulundu (p<0,05).
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Tablo 24. Termofilik Kampilobakter suslarinin antimikrobiyal direng aktiviteleri.

o C. jejuni C. coli Toplam
Antibiyotik
n:151 % n:6 % n:157 %

Ampisilin 50 33,1 3 50 53 33,8
Tetrasiklin 63 41,7 2 33,3 65 41,4
Siprofloksasin 116 76,8 2 33,3 118 75,2
Gentamisin 19 12,6 - - 19 12,1
Azitromisin 12 79 - - 12 7,6

4.7. Termofilik Kampilobakterlerin Diren¢ Genlerinin PZR Bulgulari

Calismada tanimlanan 151 (%96,2) C. jejuni ve 6 (%3,8) C. coli olmak tizere
toplam 157 (%39,3) izolatin direng¢ genleri pozitifligi single-step PZR yontemi ile
yapildi. Bu amagla, direng gen pozitifliginden sorumlu en yaygin gen bolgeleri olan
Ampisilin i¢in blaoxae1, Tetrasiklin i¢in tet(O), Siprofloksasin i¢in gyrA, Gentamisin
icin aphA-3 ve Azitromisin i¢in ermB gen bdlgelerinin in vitro amplifikasyonu

gerceklestirildi.
4.7.1. blaoxas1 Diren¢ Geninin Incelenmesi

Antimikrobiyal test sonuglarina gére 50 (%33,1) C. jejuni ve 3 (%50) C. coli
olmak tizere toplam 53 (%33,8) termofilik Kampilobakter izolatinda Ampisiline
kars1 direng tespit edildi. Direng goriilen izolatlardan, blaoxas1 gen boélgesinin PZR
analizi sonucu elektroforetik goriintiide 372 bp bant boyutlu 17 (% 34) C. jejuni ve 2
(%66,6) C. coli olmak iizere toplam 19 (%35,2) izolatta blaoxas1 direng geni tespit
edildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Ampisiline direngli izolatlardan, 1-10 arasi blaoxa-s1 gen bolgesinin 372 bp
uzunlugunda elektroforetik goriintiisi. M: DNA Ladder (Hyperladder 100 bp
plus/Bioline) ve N: Negatif kontrol.

4.7.2. tet(O) Diren¢ Geninin Incelenmesi

Antimikrobiyal test sonuglarina gore 63 (%41,7) C. jejuni ve 2 (%33,3) C.
coli olmak tizere toplam 65 (%41,4) termofilik Kampilobakter izolatinda Tetrasikline
direng tespit edildi. Diren¢ tespit edilen izolatlardan tet(O) gen bdlgesine Ozgii
primerler kullanilarak gergeklestirilen PZR analizinde 559 bp’lik gen bolgesi
cogaltildi ve 58 (%98,3) C. jejuni ve 1 (% 1,7) C. coli olmak iizere toplam 59
(%90,8) izolatta tet(O) direng geni belirlendi (Sekil 7).
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559 bp

Sekil 7. Tetrasikline direngli izolatlardan 1-14 arasi Tet(O) gen bélgesinin 559 bp
uzunlugunda elektroforetik goriintiisi. M: DNA Ladder (Hyperladder 100 bp
plus/Bioline) ve N: Negatif kontrol.

4.7.3. gyrA Diren¢ Geninin Incelenmesi

Antimikrobiyal test sonuglarina gore 116 (%76,8) C. jejuni ve 2 (% 33,3) C.
coli olmak iizere toplam 118 (% 75,2) termofilik Kampilobakter izolatinda
Siprofloksasine direng tespit edildi. Direng tespit edilen izolatlardan gyrA gen
bolgesine 6zgii primerler kullanilarak gerceklestirilen PZR analizinde 620 bp’lik gen
bolgesi cogaltildr ve 60 (%50,8) (59 C. jejuni ve 1 C. coli) izolatta gyrA direng geni
tespit edildi (Sekil 8).
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620 bp

Sekil 8. Siprofloksasine direngli izolatlardan 1-13 arasi1 gyrA gen bolgesinin 620 bp
uzunlugunda elektroforetik goriintiisi. M: DNA Ladder (Hyperladder 100 bp
plus/Bioline) ve N: Negatif kontrol.

4.7.4. aphA-3 Diren¢ Geninin Incelenmesi

Antimikrobiyal test sonuglarina gore 19 (%12,1) C. jejuni susunda
Gentamisine direnc tespit edildi. Direng tespit edilen termofilik Kampilobakter
izolatlarindan, aphA-3 gen bolgesine spesifik primerlerle ile gergeklestirilen PZR
analizinde 701 bp’lik gen bolgesi cogaltildi. PZR analizi sonrasi yiiriitiilen
elektroforetik goriintiide 10 (%52,7) C. jejuni susunda 701 bp uzunlugunda aphA-3
direng geni tespit edildi (Sekil 9).
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701 bp

Sekil 9. Gentamisine direngli izolatlardan 1-4 arasi aphA-3 gen bolgesinin 701 bp
uzunlugunda elektroforetik goriintiisi. M: DNA Ladder (Hyperladder 100 bp
plus/Bioline) ve N: Negatif kontrol.

4.7.5. ermB Diren¢ Geninin Incelenmesi

Azitromisine direngli 12 (%7,6) C. jejuni susunda, ermB gen boélgesine
spesifik primerlerle ile yapilan PZR analizinde ilgili gen bdlgesinin
amplifikasyonuna rastlanilmadi. Ayrica tiim direng gen bolgelerinin PZR molekiiler

analiz sonuglar1 Tablo 25°te gosterildi.

Tablo 25. Direng goriilen izolatlardan PZR ile saptanan direng gen profilleri.

Gen PZR pozitif diren¢ gen PZR negatif diren¢ gen

bolgesi == Siini (%) | C.coli (%) | Toplam (%) | C.jejuni (%) | C.coli (%) | Toplam (%)
blaoxa-st 17 34 2 66 | 19 352 | 33 66 | 1 333 | 34 641
tet(0) 58 983 | 1 50 | 59 908 | 5 73 |1 50 6 92
QyrA 50 508 | 1 50 | 60 517 | 57 491 |1 50 58 49,1
aphA-3 10 527 - - 10 527 | 9 473 - - 9 473
ermB - - - - 12 100 - - 12 100

Fenotipik olarak ilgili antibiyotiklere kars1 direngli izolatlardan taranan direng
genlerinin oransal dagiliminin istatistiksel analizi Kruskal-Wallis Test’i ile yapildi.
Analiz sonucu tetO, gyrA, blaoxas1 ve aphA-3 direng genlerinin oransal dagilimi
anlaml1 bulundu (p<0,05). ermB direng gen bulgularinin ise istatistiksel analiz i¢in

yeterli sayida olmamasindan kaynakli analizi yapilamadi.
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4.8.Coklu ila¢ Dire¢ Bulgulan

Calismada, iki ve daha fazla antibiyotige diren¢ gériilen suslar ‘Coklu Ilag

Direnci’ olarak degerlendirildi. CID profilleri ve saptanan direng gen profillerinin

termofilik Kampilobakter tiir bazinda karsilastirilmasi1 Tablo 25°da gosterildi.

Tablo 26. Coklu ilag Direng profilleri ve saptanan direng genlerinin oranlari.

Suslarin Dagilim

CiD Profili Diren¢ Gen Profili C.jejuni | C.coli | Toplam

TET, AMP TetO+/blaoyas:- 3 1 5
TetO'/bIaoxaﬁl' 1 -

CIP, AZM GyrA-/ermB- 2 - 3
GyrA+/ermB- 1 -

GEN, AMP AphA+/blagkasi+ 1 - 1

CIP, AMP GyI’A-/ blaoxa61+ - 1 18
GyI’A-/ blaoxael‘ 10 -
GyrA+/blae+ 3 -
GyrA+/b|aoxa61' 4 -

CIP, GEN GyrA-/aphA- 1 - 2
GyrA+/aphA+ 1 -

TET, CIP TetO-/gyrA- 2 - 27
TetO+/gyrA+ 22 -
TetO+/gyrA- 3 -

CIP, AMP, AZM GyrA+/blagxas1+/ermB- 1 - 1

CIP,GEN,AMP GyrA+/aphA+/blagxasi+ 1 - 2
GyrA-/aphA-/blaoyasi- 1 -

TET, CIP, AMP TetO +/gyrA-/blaxasi- 4 - 10
TetO+/gyrA+/blagxasi+ 4 -
TetO+/gyrA+/blagxasi- 1 -
TetO-/gyrA+/blagasi+ 1 -

TET, GEN, AMP TetO+/aphA-/blaoyasi- 1 - 1

TET, CIP, GEN TetO+/gyrA+/aphA+ 5 - 5

TET, CIP, GEN, AZM TetO+/gyrA+/aphA-/ermB- 1 - 1

TET, CIP, GEN, AMP TetO+/gyrA+/ aphA-/blagsi+ | 3 - 4
TetO+/gyrA+/aphA+/blagesi+ | 1 -

TET, CIP, AMP, AZM TetO+/gyrA-/blagxasi-/ermB- 1 - 2
TetO+/gyrA+/blacxas1+/ermB- 1 -

TET, CIP, AZM, AMP, TetO+/gyrA+/blagxasi+/aphA- 1 - 1

GEN /ermB-

Coklu Ilag Direnci gériilen izolatlardan, TET-AMP, CIP-AZM, GEN-AMP,
CIP-AMP ve CIP-GEN antibiyotik profillerinin yer aldigi 56 izolat belirlendi.
Bunlardan TET-AMP profiline 1 C. coli susunda ve CIP-AMP profiline ise 2 C. coli
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susunda rastlanildi. Kalan 53 susun tamamu C. jejuni olarak belirlendi. iki
antibiyotige direngli izolatlardan aphA/blacxas: 1, gyrA/blaoxa6 3, gyrA/aphA 1 ve
tetO/gyrA 22 izolatta direng gen profilleri belirlendi. CIP-AMP-AZM, CIP-GEN-
AMP, TET-CIP-AMP, TET-GEN-AMP ve TET-CIP-GEN antibiyotiklerinden
olusan CID profili ise 19 C. jejuni susunda belirlendi. Bu suslardan
gyrA/aphA/blaoas: direng gen profili 1, tetO/gyrA/blacxassi 4 ve tetO/gyrA/aphA
profili 5 susta saptandi. Ayrica TET-CIP-GEN-AZM, TET-CIP-GEN-AMP ve TET-
CIP-AMP-AZM direng profili 7 C. jejuni susunda belirlenirken; sadece bir susta
tetO/gyrA/aphA/blacxas1 direng profili belirlendi. TET-CIP-AZM-AMP-GEN direng
profilinde ise bir C. jejuni susunda saptandi ve bu susta sadece tetO/gyrA/blaoxas:

diren¢ genleri saptandi.
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5. TARTISMA

Termofilik Kampilobakterler, tiim diinyada insanlarda yaygin gastrointestinal
infeksiyonlara sebep olan zoonotik bir patojenlerdir. Insanlarda infeksiyonlarin
coguna (olgularin yaklasik %90°1) C. jejuni sebep olurken bunu C. coli (olgularin
yaklasik %10°u) takip eder. C. lari ve C. upsaliensis'e bagli insan infeksiyonlari ise

sporadik olarak meydana gelmektedir (Lawson 2011).

Kampilobakter tiirleri hayvanlarda reprodiiktif sistem enfeksiyonlarina neden
olan ve genellikle herhangi bir semptoma neden olmaksizin bagirsak kanalinda
siklikla kolonize olurlar (Humphrey ve ark. 2007). Kolonizasyon, jejunum ve {ist
ileumdan baslar ve daha sonra ileum ve kolonun geri kalanina yayilr.
Kampilobakterler, bagirsak mukozasini asarak epitel hiicrelerine yapisir ve burada
kolonizasyonunun artmasiyla ishale neden olurlar (Lawson 2011). Termofilik
Kampilobakterlerin optimum iireme 1silarinin 42 °C’de olmasi, tirbuson tarzi
hareketleriyle bagirsak mukozasinda rahat hareket edebilmeleri ve mikroaerofilik
Ozellikleri nedeniyle kanatli hayvanlarin  bagirsaklarinda adaptasyonunu

kolaylagtirmaktadir (Park 2002).

Termofilik Kampilobakterler genellikle kanatlilarin gastrointestinal ve genital
sistemlerinde yer aldiklarindan dolay1 personel, alet ve ekipman hijyeninin yeterli
olmadigi, sanitasyon ve dezenfeksiyon kurallarinin yeterince uygulanmadigi
isletmelerde kanatli karkaslarimin  kontaminasyon riskinin yiikksek oldugu
bildirilmistir (Alfredson ve Korolik 2007). Termofilik Kampilobakterler, ig
organlarin ¢ikarilmasi esnasinda bagirsak icerigi ile kanath karkasina kolaylikla
bulasabilmektedir. Bu etkenlerle kontamine ve az pismis etlerin tiiketilmesiyle ya da
enfekte hayvanlarin diskilariyla direkt temas sonucu insanlara infeksiyon

bulagsmaktadir (Whiley ve ark. 2013).

Kampilobakter infeksiyonlarinda, kanatli hayvanlarin kloakal etken
tastyiciligl ve diski ile nihai sagilimlari hem insan enfeksiyonlari hem de kanatlilar
arasinda bulas acisindan dnemli bir epidemiyolojik &zelliktir. izolasyon oranlari
farklilik gostermekle beraber termofilik Kampilobakterlerin kanatli hayvanlarda ve
bu kapsamda kazlarda bagirsak kolonizasyonu ve diskilariyla etken atilimina yonelik

hem uluslararas1 hem de ulusal birgok calisma bildirilmistir. Wieczorek ve Osek
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(2015), Temmuz 2009' dan Aralik 2013' e kadar, kanatli hayvanlardan toplam 2114
stiriintli 6rneginden kampilobakter varligi agisindan incelemis ve 1154 (%54,4)
Kampilobakter izole etmistir. Bu izolatlarin %50’ sini C. jejuni ve C. coli olarak
tanimlamistir. Silva ve ark. (2016) 40 kanatli hayvan ¢iftliginden 200 kanath diski
ornegi toplamis ve 116' sindan (% 58) termofilik Kampilobakter tiirii izole etmistir.
Orneklenen 40 kanatli hayvani ciftliginin 33'iinde degisik oranlarda kampilobakter
izole edilmis ve 9 kiimeste ise tim numunelerden kampilobakter izolasyonu
saglanmistir. Vogt ve ark. (2018) yapmis oldugu ¢alismada Ekim 2013 ile Mayis
2015 arasinda yil boyunca ve Gliney Ontario'daki en az 10 farkli kentsel ve kirsal
bolgeden 430 kaz diski siiriintii 6rnegi toplamistir. Toplanan ornekler arasinda
Kampilobakter genel prevalansi % 11,2 bulunurken, bunlarin ¢ogu C. jejuni olarak
tanimlamig, ardindan C. coli ve kiigiik bir tiplenemeyen Kampilobakter yiizdesi
izlemigtir. Zhang ve ark. (2018) 23 kaz fekal Orneginin 16 (% 69,5)’sinda
Kampilobakter tiirleri izole etmistir. Ulkemizde ise Koluman 2010 yilinda, 160 pilig
bagirsak igerigi 6rneginden 106 (% 66,25)” sinda termofilik Kampilobakter tiirleri ile
kontamine oldugu ortaya konulmus. Bunlardan 82 (% 51,25)” sinin C. jejuni oldugu
klasik kiiltlir yontemiyle tanimlamis ve C. jejuni olarak belirlenen izolatlarin PZR
teknigi ile dogrulamasint yapmistir. Kars yoresinde Aydin ve Arikoglu (1997)’nun
yapmis oldugu calismada 32 tavuk kloakal sivap 6rneginden % 87,5 (28/32) oraninda
C. jejuni izolasyonu elde etmislerdir. Elmali ve ark. (2004) yilinda yine Kars ilinden

topladig 25 kaz karkas 6rneginden % 60 C. jejuni izole etmistir.

Bu calismada, Ocak- Ekim 2020 tarihleri arasinda Kars ili merkez ve ilgelere
bagli bakim ve beslenme kosullarinda farklilik goriilmeyen farkli aile tipi
isletmelerden alinan 400 kaz kloakal sivap orneginden termofilik Kampilobakter
tirlerin yaygmlhigi arastirilmistir. Bu kapsamda, alinan kloakal svap orneklerinin
Preston Broth Onzenginlestirme besiyerinde 42°C‘de 48-72 saat mikroaerofilik
sartlarda inkiibasyonunu takiben mCCDA selektif besiyerinde gerceklestirilen
kiiltiirel islemler sonrast 157 (%39,3)’sinden termofilik Kampilobakter tiir
izolasyonu gerceklestirilmistir. Tiim isletmelerden pozitif etken 6rnegi bulunmus
fakat sicak aylarda 6rnek alinan lokasyonlardaki izolasyon orani soguk aylarda 6rnek
aliman lokasyonlardaki izolasyon oranindan daha yiiksek bulunmustur. Yukardaki

calismalarda ise kanatli hayvanlardan ve kazlardan elde edilen termofilik
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Kampilobakter izolasyon oranlart kendi ¢alismamizdaki oranlarla uyumlu
bulunmustur. Ancak Aydin ve Arikoglu (1997), Elmali ve ark. (2004) ve Zhang ve
ark. (2018) yapmis olduklar1 arastirmalardaki 6rnek sayilarindan, Wieczorek ve Osek
(2015) ve Koluman (2010) arastirmasindaki kullandiklar1 6rnek tiirtinden ve Vogt ve
ark. (2018) yapmis olduklari aragtirmanin farkli mevsimlerde yapilmasindan
kaynakli izolasyon oranlarinda farkliliklar meydana gelmektedir. Broman ve ark.
(2002) farkli izolasyon oranlarin1 mevsimsel degisiklikler, kus gocleri, 6rnek tiirli ve

sayisindan kaynaklandigini belirmistir.

Kampilobakterlerin 2-3 haftaliktan kii¢iik kanatli hayvanlarda kolonizasyonu
nadiren tespit edilmistir. Bunun sebebi olarak anneden gelen maternal antikorlarin
varhig1 ve gevresel faktorler olarak diisiiniilmektedir (Sahin ve ark. 2003b). Broman
ve ark. (2002) kaz diski ornekleri ile yapmis oldugu bir ¢alismada, Mayis ayinda
etken izolasyon oranini Nisan ayindan daha yiiksek tespit etmis ve bunu Mayis
ayinda kaz yavrularindan aldig1 orneklerle iligskilendirmistir. Kaz yavrulariin
kulugkadan ¢iktiktan sonra zamana bagli olarak Kampilobakter kolonizasyonun
arttigina igaret etmistir. KolonizaSyonda siirenin de cevre kadar dnemli oldugu
anlasilmaktadir. Kazwala ve Collins (1989), tavuk civcivlerinden aldigi 6rneklerden
termofilik Kampilobakter tiirlerin bagirsaklarda kolonizasyon zamanlarini belirlemek
amaciyla yaptiklari calismada, ilk Kampilobakter izolasyonunun 8-14. giinler
arasinda farkli oranlarda bulurken; 28. giinden sonra oranin %96 diizeyine ulastigini
belirtmislerdir. Deneysel ¢alismalar, kolonizasyonun asilamadan bir giin sonra bile
gerceklesebilecegini gostermistir (Holt ve ark. 1998 ve Shanker ve ark. 1988). Yeni
dogan civcivlerde kolonizasyon olusturmak i¢in minimum infektif dozun 2 cfu kadar
diisiik oldugu belirtilmistir (Delicato ve ark. 2002). Ancak yapilan bagka caligsmalar
da daha yiiksek bulasic1 dozlarda belirtilmistir (Young ve ark. 1999 ve Stern ve ark.
1988). Yardimci ve ark. (2002) tarafindan, yeni dogan civcivlere C. jejuni ve C.
coli’nin infektif dozu verilmis ve 4 hafta siire ile bagirsaklarda etken kolonizasyon
oranlar1 incelenmistir. Bagirsaklardan alinan 6rneklerden 7. ve 14. glinde herhangi
bir etkene rastlamazken, 21. giinde %20,8-25 ve 28. giinde %100 oraninda etken
izole edilmistir. 90 giinliik ve {istii olan kazlarda yapilan bir ¢alismada ise alinan 80
diski 6rneginden %40 oraninda termofilik Kampilobakter tirii izole edilmistir

(Moriarty ve ark. 2011).
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Bu calismada, kazlarda termofilik Kampilobakterlerin bagirsak kolonizasyon
zamanini belirlemek icin ayni beslenme ve bakim kosullarinda yetistirilen 10 kaz
yavrusundan sirasiyla 7., 15., 21. ve 30. giinlerde periyodik kloakal sivap ornekleri
alindi. Kaz civcivlerinden 7. giinde alinan orneklerde termofilik kampilobakter
izolasyonu gerceklestirilemezken diger giinliik kaz yavrularindan sirasiyla % 20, 80
ve 100 oraninda izolasyon yapildi. Devam eden 45, 60, 90 ve isti giinlik kaz
palazlarindan degisik oranlarda sirasiyla %80, 70, 70 ve 60 oraninda termofilik
Kampilobakter varligi tespit edildi. Ayrica artan yas araliklarinda pozitiflik
oranlarinin istatistiksel karsilastirilmasi anlamli bulundu (p<0,05). Calismada elde
edilen ilk 30 giinliikk bulgularla, Kazwala ve Collins (1989) ve Yardimci ve ark.
(2001)’nin yaptiklar1 ¢caligmalardaki bulgulara benzer bulunarak kolonizasyonun 30.
ginde %100’e yakin tespit edildigi goriildi. Yine elde etigimiz bulgular
dogrultusunda Moriarty ve ark. (2011) 90 giinliik ve {istli kazlarda yapmis oldugu
calismayla paralel olarak ergin kazlarda termofilik Kampilobakter izolayonu yapildi

ve tiirlerinin varlig1 devam ettigi belirlendi.

Kanatli hayvanlar, insanlarda Kampilobakter infeksiyonlarinin rezervuari
olarak bilindikleri i¢in etken kolonizasyonuna paralel olarak insan infeksiyonlarinda
da mevsimsel zirveler goriilmektedir. Kampilobakter mevsimselliginin nedenlerinin
arastirilmasi, insanlarda infeksiyon kaynaklarinin aydinlatilmasina 6nemli katkilar
saglamaktadir. Cesitli calismalar, insanlarda kampilobakteriyozisin insidansinin
kanath siiriilerindeki kolonizasyona benzer sekilde mevsimsel bir seyir izledigi ve
her ikisinin de g¢evresel sicaklikla iliskili oldugu gosterilmistir (Baumgartner ve
Felleisen 2011, Leflon ve Munier 2016). Mevsimsel degisimi agiklamaya yonelik
potansiyel hipotezler {ic kategoride ele alinmistir. Bunlar; insanlarin
davraniglarindaki mevsimsel degisimler ve insanlar1 Kampilobakterlere maruz
birakan yasam tarzi; rezervuarlarda ve kaynaklarda kampilobakter prevalansindaki
mevsimsel degisimler veya bu ikisinin bir kombinasyonu olarak 6ngdoriilmiistiir.
Iliman bolgelerde yaz aylarinda daha sik goriilmesi muhtemel olan Kampilobakter
enfeksiyonlar1 igin bilinen risk faktorleri arasinda hayvan temasi, mangalda
hazirlanan yemek yeme aliskanliklar1 ve akarsulardan ve diger dogal kaynaklardan
gelen aritilmamis sularin tiiketimi yer almaktadir (Eberhart-Philips ve ark. 1997).

Kampilobakterlerde goriilen bu zirvelerin mevsimlerle baglantili oldugu, 6zellikle
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iliman ve nemli bolgelerde, ilkbahar ve yaz aylarinda hava sicakliklarinin artmastyla
Kampilobakterler ¢cevrede daha fazla hayatta kalmasi ve 6zellikle kanatli hayvanlarda

yayilimin artmasi i¢in elverisli oldugu belirtilmistir (Kalupahana ve ark. 2018).

Termofilik Kampilobakter tiirlerin bagirsak kolonizasyonunun mevsimle
iliskisine yonelik bircok calisma bildirilmistir. Isvigre'de yapilan bir arastirmada, yaz
sezonunda %59,2 ve kis sezonunda %46,8 oraninda etken kolonizasyonu
saptanmistir (Nylen ve ark. 2002). Morocco’da yapilan baska bir calismada, kanath
hayvanlarda Kampilobakter tiirlerinin mevsimsel dagilimina bakildiginda, en yiiksek
(%40) pozitiflik yazin drneklenen kanatli hayvanlarda saptanirken; ilkbaharda %19
ve sonbaharda %8 oraninda tespit etmislerdir ( Es-soucratti ve ark. 2020). Colles ve
ark. (2008), kazlardan diski 6rnegi almis ve mevsimsel olarak incelemistir. Agustos
ayinda aldigi kaz digki 6rneginde %47,5 (19/40) oraninda termofilik Kampilobakter
tiirleri agisindan pozitiflik bulurken, Eylil’de %43,4 (37/84) ve Subat ise %32,9
oraninda (27/82) etken izolasyonu gergeklestirmistir. Willis ve Murray (1997),
Kampilobakter’lere ait kig aylarinda %7-33 ve yaz aylarinda %87-97 oraninda
izolasyon yapmustir. Nitekim, Kuzey ve Giliney Fransa'da Kampilobakter vakalarinin
%47'si Haziran ve Eyliil aylar1 arasinda bildirilmis (Trompette ve ark. 2019). Nichols
ve ark. (2012), 1989-2011 yillar1 arasinda bildirilen bir milyon Kampilobakter
olgusunu incelemis ve her yil ilkbahar sonlarinda vakalarda artis gdzlendigini
belirtmislerdir. Yukardaki literatiir bulgulariyla mevsimsel olarak farkli izolasyon
oranlari ile ilgili Kuzey Tunus’ta yapilan bir ¢aligmada, Kampilobakter infeksiyon
oranlar1 ilkbaharda %52,2 ve kisin %3,5 iken, yaz ve sonbahar aylarinda %11
oraninda saptanmigtir (Manel ve ark 2018). Yine Giiney Amerika’da mevsimsel
egilimlerle ilgili olarak Kampilobakter prevelansinda Eyliil ayinda itibaren bir artis

gozlenmistir (Hofshagen ve Kruse 2005).

Kampilobakter tiirlerin mevsimsel prevelanslar ile ilgili tilkemizde yapilan
caligmalar da mevcuttur. Koluman (2010), pili¢ kiimesi ve kesimhanelerden aldig:
orneklerden yaz aylarinda (Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos) %60,42 ve kis
aylarinda (Kasim, Aralik, Ocak, Subat) %47,40 oraninda C. jejuni izolasyonu
gerceklestirmistir. Erbay (2006), yaz ve kis aylarinda hindi 6rneklerinden termofilik

Kampilobakter izolasyonu gergeklestirmis ve yaz aylarinda etken izolasyonunu daha
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yiiksek saptamistir. Kayman ve ark. (2013) ve Tezcan ve ark. (1984) Kampilobakter

infeksiyonlarinin yaz aylarinda prevelanslarinin pik yaptigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada termofilik Kampilobakter’lerin kolonizasyonunda mevsimlerin
etkisini degerlendirmek amaciyla, 2020 Ocak aymdan baslamak iizere 2020 Ekim
ayma kadar birbirine yakin lokasyonlardaki kaz isletmelerinden toplamda 400 kaz
kloakal sivap ornegi alindi. Almman Orneklerdeki termofilik Kampilobakter tiir
izolasyon oranlar1 mevsimsel hareketler dogrultusunda degiskenlik gosterdi. Ocak ve
Subat aylarin1 kapsayan kis aylarinda izolasyon orani %27,5 ve %32,5 olarak
belirlendi. Takip eden ilkbahar aylarinda (Mart, Nisan ve Mayis) izolasyon
oranlarinda artis goriilerek sirasiyla % 30, 37,5 ve 50 olarak saptandi. Haziran,
Temmuz ve Agustos aylarinda ise termofilik Kampilobakter tiir izolasyonu % 52,5,
65 ve 57,5 oranlar1 ile pik yaptig1 goriildi. Eyliil ayinda %25 ve Ekim ayinda %15
oranlart ile en diisiik izolasyon oranlart elde edildi ve yapilan istatistiksel analiz
sonucunda mevsimsel izolasyon oranlart anlamli bulundu (p<0,05). Kars ve
cevresinde kazlar Ozellikle havalarin 1sinmasiyla dogal ortamlarda acik hava
sartlarinda, meralarda ve dogal su kaynaklarindan faydalinilarak yetistirilmektedir.
Bu durumda kazlar siirekli dis ¢evre ile temas halindedirler. Geleneksel yetistirme
bicimleri kazlar1 hem yabani kanatlilarla hem de su kaynaklariyla sikg¢a temasta
olmasma yol a¢maktadir. Bu baglamada calismadaki sicak aylardaki yiiksek
izolasyon ve soguk aylardaki diisiik izolasyon oranlart Es-soucratti ve ark. (2020),
Colles ve ark. (2008) ve Willis ve Murray (1997) yaptig1 ¢alismalardaki bulgularla
benzer bulundu. Sicak aylarda goriilen yiiksek prevelans olgularinin nedenleri
arasinda havalarin 1sinmasini takiben ilkbahar ve yaz aylarinda hayvanlarin ¢evreyle
temasinin artmasi ve su kaynaklaria erisimlerinin saglanmasi ongiiriilebilir. Ayrica
Nisan ve Mayis aylarinda kazlarin yumurtadan ¢ikmasi ve mevsimsel degisimden
kaynakli kus hareketleri rol oynayabilir (Broman ve ark. 2002). Manel ve ark.
(2018), Hofshagen ve Kruse (2005), Hansson ve ark. (2007) yapmis olduklari
caligmalarda mevsimsel yayginlik arasindaki farkin nedeni olarak bulunduklar
bolgelerdeki kis aylarinin 1lik ve yagisli, yazin ise kurak olmasindan kaynaklandig:

distiniilmektedir.

Kampilobakter infeksiyonlarimin kesin tanisi mikrobiyolojik incelemeye

dayanir ve kiiltiirel yontemler “altin standart” tani1 yontemidir. Kampilobakter
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infeksiyonun arastirilmasinda temel sorunlardan biri diskidan izolasyonunun gii¢ ve
biraz da zaman alic1 olmasidir (Jerris ve ark. 2010). Fekal orneklerden yapilan
izolasyonlarda ozellikle C. jejuni ve C. coli’ nin izolasyonunda selektif besiyerlerinin
kullanilmas:t ~ Onerilmektedir (Fitzgerald ve Nachamkin 2011). Termofilik
Kampilobakter tiirlerin inkiibasyonlar mikroaerofilik kosullar altinda (% 5 O2, % 10
CO2 ve % 85 Hy) 42 °C' de gergeklestirilmektedir. Konvansiyonel tanimlama,
izolatlarin koloni morfolojisi, mikroskobik goriiniim (tipik hareketlilige sahip kavisli
gram-negatif basil) ve oksidaz - katalaz pozitivitesi Oncelikli fenotipik
ozelliklerindendir (Lior 1984).

Kanatlilarda tespit edilen temel Kampilobakter tiirii C. jejuni olup bunu C.
coli takip etmektedir (Hald ve ark. 2000, Heuer ve ark. 2001, Powell ve ark. 2012).
Kambogya’da 2011 ve 2013 yillar arasinda 853 hayvan (tavuk, 6rdek, kaz, bildircin,
penguen, sigir, bufalo ve sigir) fekal 6rnegi kiiltiirel yontemlerle incelenmis, bu
orneklerden 106 (%12,4) termofilik Kampilobakter izole edilmistir. Fenotipik testler
sonucunda 72 (%68) C. jejuni ve 31 (%29) C. coli olarak belirlerken 3
Kampilobakter izolatinida tanimlayamamistir (Osbjer ve ark. 2016). Williams ve
Oyarzabal (2012), 2005 ve 2011 yillar1 arasinda topladigi 755 broiler et
orneklerinden %41 oraninda Kampilobakter tiirii tespit etmistir. Ulkemizde ise
Koluman 2010 yilinda 160 pili¢ bagirsak igerigi 6rneginin 106 (% 66,25)’ sinin
termofilik Kampilobakter tiirleri ile kontamine oldugu ortaya koymus, bunlardan 82
(% 51,25)” sinin C. jejuni oldugunu klasik kiiltiir yontemiyle tanimlamistir. Yine
Koksoy (2011) pilig parga etlerinde (but, gogiis ve kanat) termofilik Kampilobakter
tir varh@in kiiltiir teknigiyle gergeklestirmis ve fenotipik testler sonucu C. jejuni

prevalansinin %46,6 olarak bildirmistir.

Bu calismada, kaz kloakal sivap Orneklerinden izole edilen 157 (%39,3)
termofilik Kampilobakter izolatt On ve ark. (1996) tarafindan 6nerilen biyokimyasal
ve tolerans aktivite prosediirleri kullanilarak karakterize edildi. Bu kapsamda kiiltiirel
identifikasyon sonucu 151(%96,2)’i C. jejuni ve 6 (%3,8)’st C. coli olarak
tanimlandi. Termofilik Kampilobakterlerin tiir dagilim oranlar istatistiksel olarak C.
jejuni i¢in anlamli bulundu (p<0,05). C. coli izolasyon sayisinin yetrsiz sayida
olmasindan kaynakli analizi yapilamadi. Tanimlama oranlar, literatiir calismalardan

Williams ve Oyarzabal (2012) ve Kdksoy (2011) yapmis oldugu ¢alismayla benzer
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bulundu. Diger c¢alismalarla Osbjer ve ark. (2016) ve Koluman (2010)
kiyaslandiginda ise izolasyon oranlarinin farkli oldugu anlasilmaktadir. Bu farkliligin
nedenleri 6rnek sayisi, orneklerin mevsimsel dagilimi ve hayvanlarin yetistirilme

bi¢cimlerinden kaynaklanabilir.

Termofilik Kampilobakterlerin karbonhidratlar1 kullanmamalart ve metabolik
aktivitelerinin diisiik olmas1 bu bakteri tiirlerinin ve ilgili organizmalarin fenotipik
Ozelliklere gore yapilan tanimlanmalarda her zaman zorluk yaganmaktadir. Ayrica bu
fenotipik ozellikler gevresel baskiya tabidir. Ornegin kinolon direncinin ortaya
cikmasi, nalidik asit duyarlilik testinin degerini diisiirmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 tiir diizeyinde dogru tanimlama icin fenotipik testler her zaman yeterli

olmamakta ve molekiiler analize ihtiya¢ duyulmaktadir (Nakari ve ark. 2008).

Kanatli hayvanlardan en ¢ok tespit edilen C. jejuni, ardindan C. coli
gelmektedir (Hald ve ark. 2000, Powell ve ark. 2012). Termofilik
Kampilobakterlerde tiir ayirimi i¢in yapilan molekiiler yontemlerden biri olan PZR
denemelerinde C. coli ve C. jejuni tiiriinii ayiriminda farkli bantlar meydana getirdigi
tespit edilmistir (Gonzales ve ark. 1997) Termofilik Kampilobakterlerin kanatli
hayvanlarda digki ve karkas orneklerindeki prevelanslarina yonelik yurt diginda ve
tilkemizde yapilmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Silva ve ark. (2016) Giiney
Brezilya’da yapmis oldugu ¢alismada, 200 kanatli diski 6rneginin 80 (% 40)’ ninde
termofilik Kampilobakter tiirii izole ederken; bunlarin 63(%78,8) ‘i C. jejuni ve
17(%21,2) “si C. coli olarak tanimlamistir. Yine Faltyn ve ark. (2018) Polonya’da; 70
tavuk, 47 hindi, 54 6rdek ve 10 kaz eti olmak iizere toplam 181 6rnekten sirasiyla, 49
(%70), 18 (%38), 43 (%80) ve 6(%60) termofilik Kampilobakter izole etmistir. Tiir
ayriminda kullandigt PZR yonteminde ise 79 (%68) C. jejuni ve 37(%32) C. coli
olarak tanimlamistir. Wysok ve ark. (2020), 80 kiimes karkas orneginden elde etiigi
50 (%62,5) termofilik Kampilobakter tiir izolatinin PZR analizi sonucunda 47 (% 94)
izolat C. jejuni ve 3 (% 6) C. coli olarak tanimlamistir. Ulkemizde de kanath
hayvanlardan ¢esitli 6rnek tiirleri alinmis ve termofilik Kampilobakter prevelansina
yonelik ¢aligmalar yapilmigtir. Yildirim ve ark. (2005), broyler kiimeslerinde alinan
rektal svap Ornekleri ve kesimhanelerden alinan karkas svap, barsak ve karkas
yikama tankindan olmak iizere 428 ornek almis ve 393(%91,3)’linde termofilik

Kampilobakter izole etmistir. izolatlarin 362 (%92,2) C. jejuni ve 31 (%7,8) C. coli
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olarak tanimlamstir. Ozkan (2012) tarafindan yapilan ¢alismada broilere ait barsak
orneginden % 94 oraninda izole edilen termofilik Kampilobakterlerin %98,4’i C.
jejuni, %1,6’s1 C. coli, olarak bulunurken, 100 adet yumurtaci tavuk diski 6rneginden
%84 oraninda izole edilen termofilik Kampilobakter izolatlarinin %91,9’u C. jejuni,
%8,1 ‘i C.coli olarak bulmus ve tir diizeyinde tanimlamay1 PZR ile

gerceklestirmistir.

Kanatli hayvanlarda C. jejuni' nin daha yaygin oldugu teyit edilsede yapilan
bazi ¢alismalarda bildircin ve hindilerde C. coli tiiri daha yaygin olarak bulunmustur
(Kashoma ve ark. 2014, Fraqueza ve ark. 2016). Yukaridaki ¢aligmalarda anlasildigi
gibi kanath karkas ve diski 6rneklerinde en yaygin C. jejuni tespit edilirken ikinci
sirada C. coli yer almaktadir. Bunun nedeni olarak kanatli hayvanlar C. jejuni’nin
baslica kaynag1 olup, bagirsak sistemlerinde kommensal olarak yasamalaridir. Bu
calismada, 157 (%39,3) termofilik Kampilobakter izolatinin tiir prevelansin
tanimlamak i¢in mPZR yontemi kullanildi. Kiiltiirel yontemlerle uyumlu olarak tiir
spesifik primerlerle gerceklestrilen mPZR tanimlama sonucunda 151 (%96,2) C.
jejuni ve 6 (%3,8) C.coli olarak tanimlandi. Elde edilen bulgularda ve literatiir
caligmalarda goriilmektedir ki kanatli hayvanlarda termofilik Kampilobakter
prevelans oranlar1 yiiksek ve biitiin ¢alismalarda baskin tiir C. jejuni ve ikinci tiir ise
C. coli’ dir. Bu galismada ki bulgularla Silva ve ark. (2016) termofilik kampilobakter
tiir prevelensina benzer olmakla birlikte Faltyn ve ark. (2018) farkli hayvan orjinli

etken izolasyonu yaptig1 i¢in farkli oranlarda izolasyon sonucu bulmustur.

Kanatli eti tiiketimi yoresel olarak farklilik gosterebilir. Kars yoresinde
ozellikle kis aylarinda protein kaynagi olarak kaz eti tiiketilmektedir. Geleneksel kaz
yetistiriciliginin yapildig1 ve geleneksel kesim tekniginin uygulandigi bu bolgelerde
hijyen kurallarina yeterince uyulmamakta ve kaz karkaslar1 bagirsak igerigi ile
kolayca kontamine olabilmektedir. Diinya’da bir¢ok bolgede yapilan caligmalarda,
Kampilobakter tiirlerinin prevalans1 kazlarda % 100 oranina kadar degigmektedir
(Aydin ve ark. 2001, Waldenstrom ve ark. 2007, Colles ve ark. 2008, Griekspoor ve
ark. 2013, Rutledge ve 2013). Moriarty ve ark. (2011), 80 kaz fekal drnekten %40,
Fallacara ve ark. (2001), 357 kaz fekal ornekten %52 ve Colles ve ark. (2008) 331
fekal ornekten %50,4 temofilik Kampilobakter izole etmislerdir. Wysok ve ark.
(2020) 240 kaz karkas orneginden 163 (%67,9) oraninda termofilik Kampilobakter
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izole etmis, PZR identifikasyonun 142 (%87,7) C. jejuni ve 21 (%13,3) C. coli olarak
tanimlamigtir. Jamali ve ark. (2015) 180 kaz bagirsak iceriginden 47(%26,1)’inde
Kampilobakter tespit edmis ve bunun 36 (%76,6)’si C. jejuni ve 11(%23,4)’i C. coli
‘dir. Termofilik Kampilobakter patojenlerinin yayginligr literatiirde oldukga
degiskendir ve kismen oOrneklemenin cografi bdolgesi ile ilgili olabilicegi
diistiniilmektedir (Bonnedahl ve Jarhult 2014). Bununla birlikte bu varyasyon,
bunlarla smirli olmamak {izere, 6rnekleme teknikleri: orneklerin kaynagi (6rn.
Saglikli veya hasta ), 6rnekleme zamani (6rn. Mevsimsel degisim), 6rnek tiirii (6rn.
Tam diski, kloakal svaplar, digki svaplari, karkas ), diski ya da numunenin tazeligi,
numune toplamadan numune islemeye kadar gecen siire ve kiiltiir tekniklerinin

hassasiyeti gibi nedenlerden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kampilobakterlerin kazlardaki prevelansina yonelik {ilkemizde yapilan
caligmalar simirlidir. Kars yoresinde yapilan arastirmalardan Aydin ve Arikoglu
(1997), 58 kaz kloakal sivap oOrneginden 52 (% 89,6)’sinde C. jejuni izole
etmislerdir. Yine Aydin ve ark. (2001) ise 40 kaz kloakal sivap 6rneginin 12 (%30)’
sinde C. jejuni ve 2 (%5) C.coli izolasyonu elde etmislerdir. Elmali ve ark. (1997),
42 kaz kloakal sivap 6rneginden C. jejuni izolasyonunda sirasiyla %61,9 olarak tespit

etmistir.

Bu c¢alismada, kazlarda temofilik Kampilobakter prevelansini tespit etmek
icin kaz yetistiriciliginin yogun yapildig1 Kars iline baglh ilge ve kdylerden alinan
orneklerden 157 (%39,3) ‘linde termofilik Kampilobakter tiirli izole edilip, bunun
151 (%96,2)’i C. jejuni ve 6 (%3,8)’s1 C. coli olarak identifiye edildi. Kaz
orneklerinden elde edilen izolasyon oran bulgulari, Tirkiye’de yapilan
arastirmalardan Aydin ve Arikoglu (1997)’nun izolasyon oranindan diisiik, Elmali
ve ark. (1997)’ nin izolasyon oraniyla benzer ve Aydin ve ark. (2001)’ nin izolasyon
oranindan yiiksek bulunmustur. Izolasyon oranlarindaki farklilik 6rneklemenin
yapildigi mevsim ve alinan numune sayisindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica yapilan ¢aligma sonuglarindaki izolasyon oranlarmin yiiksek olmasinin bir
nedeni de kazlarin tamamen dogal su kaynaklarinda ve yabani kanatlilarla temasa

acik olmasi seklinde yorumlanabilir.
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Kanatli hayvanlarda kampilobakterler yiliksek bir prevalansa
sahiptirler. Kampilobakterlerin tespiti ve tayini i¢in hizli tan1 énemli oldugu gibi
kampilobakter infeksiyonlarmin dnlenmesi i¢in elzemdir. Klasik tani yontemleri,
bakterilerin kiiltiirliniin yapilmasina ve 6zelliklerinin belirlenmesine dayanan, zaman
alici ve yogun emek gerektiren islemleri icerir. Bazi molekiiler yontemler daha
giivenilirdir ancak bazen denemelerin standardize edilmesi 6nemli zaman kayiplarina
neden olabilmektedir. Klasik PZR, ekstraksiyondan amplifikasyona birkag¢ saatlik
manipiilasyon gerektirir. Matriks ile iliskili lazer desorpsiyon iyonizasyonu-ugus
zamani (Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF) kiitle spektrometrisi, standart yontemlerle karsilastirildiginda hiz ve
maliyet agisindan oldukca dikkat ¢cekmektedir (Beesede ve ark. 2010, Seng ve ark.
2009, Bizzini ve ark. 2010). MALDI-TOF kiitle spektrometrisinin Kampilobakter
tirlerini ve ilgili organizmalart %98,3 hassasiyetle tanimlayabildigini, geleneksel
yontemlerin ise %88,9 dogrulukta tanimlama sagladigini belirtmistir (Martiny ve ark.

2010).

Diinya’da kampilobakterlerin MALDI-TOF MS ile tamimlanmas: ile ilgili
bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Scerbova ve Laukova (2016), aldiklar1 237 kanatli hayvan
digk1 6rneklerinden 23 tane termofilik Kampilobakter izole etmis ve MALDI-TOF
MS tanimlamasi sonucu 19 (%82,6)’ unu C. jejuni ve 4(%17,4) ‘tni C. coli olarak
tanimlamis ve PZR ile bu tanimlamay1 %100 olarak dogrulamistir. Yine Woz niak-
Biel ve ark. (2018), toplamda 45 Kampilobakter izolatin1 hindi (31; %68,9) ve
tavuklardan (14;% 31,1) elde etmislerdir. MALDI-TOF MS ve PZR yontemleri ile
incelenen tiim suslardan 41 (% 91,1)’i C. jejuni, 4 (% 8,9)” i C. coli olarak
tanimlamiglardir. Hindilerden izole edilen C. jejuni ve C. coli sayilari sirasiyla; 30
(% 96,8) ve 1 (% 3,2); piliglerden elde edilen C. jejuni ve C. coli sayisi ise sirasiyla
11 (% 78,6 ) ve 3 (% 21,4)’tiir. iki yéntemde de tanimlamalar birbirleriyle tamamen
uyumlu bulunmustur. Baska bir ¢caligmada, 140 kanatli karkas 6rneginden termofilik
Kampilobakter cinse ait 48 bakteri izolati elde etmislerdir. MALDI - TOF kiitle
spektrometresi tiir tanimlamasi ile 31(%64,6) C. jejuni ve 17 (%35,4) C. coli susu
olarak smiflandirilmistir. Aynm1 ¢alismada PZR iiriinlerinin elektroforez profillerinin
analizi sonucu, 48 izolatin tiimiinde Kampilobakter cinsine 6zgii 16S rRNA geninin

varhigimi dogrulanmis ve tiir farklilasmasinda 31(%64,6) izolat1 C. jejuni ve 17
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(%35,4) izolati C. coli olarak tanimlayarak iki yonteminde dogrulugunu
kanitlamiglardir (Nowaczek ve ark. 2019). Ahmed ve ark. (2019) 617 (tavuk, 6rdek,
hindi ve altlik) kanatli hayvan orneginden fenotipik yontemlerle elde ettigi 102
(%16,3) izolatt MALDI-TOF MS ve PZR tanimlayarak 40 (%39,2) C. jejuni ve 62
(%60,8) C. coli olarak tiir identifikasyonu yapmistir. Besse de ve ark. (2011), bin
insan susu tizerinde Kampilobakter tanimlamasimi MALDI-TOF MS ve PZR
analizleri ile gerceklestirmistir. PZR ile tanimladigi %78 C. jejuni, %14 C. coli ve
%38 diger Kampilobakter tiirlerinin MALDI-TOF MS analizi sonucunda giivenirlilik
degeri C. jejuni icin % 99,4, C. coli ve diger tiim Kampilobakter tiirleri i¢in % 100
oraninda bulmustur. Dogrulama ve karsilastirma sonucunda MALDI-TOF MS nin
kullanimini tavsiye etmislerdir. Kolinska ve ark. (2008) yine 42 insan klinik 6rnekten
26 (%61,9) C. jejuni ve 16 (%38,1) C. coli MALDI-TOF MS ile tiir ayrimi yapmis

ve bu ayrimi PZR ile birebir tanimlama yaparak dogrulamistir.

Bu calismada, termofilik Kampilobakter tiirleri kiiltirel yontemler, PZR
molekiiler yontemi ve MALDI-TOF kiitle spektrometrisi yontemi ile karsilastirildi.
Bunun i¢in ilk olarak MALDI-TOF MS’de tanimlama yapilabilmesi i¢in 24 saatlik
taze kiiltiirler hazirlandi. Termofilik Kampilobakterler kirilgan ve giic iireyen
bakteriler olduklart i¢in 157(%39,3) izolatin 125 (%79,6)’inde ireme goriildi.
Ureme goriilen kiiltiirler, MALDI-TOF MS mikroorganizma tanimlama cihazi ile
tanimlama yapildi. Tanimlama yapilan 125 (%79,6) izolatin 119 (%95,2)’u C. jejuni
ve 6 (%4,8)’s1 C. coli olarak kisa bir siire igerisinde tiir bazinda tanimlama yapildi.
Tanimlama yapilan 125 (%79,6) Kampilobakter susu mPZR ve kiiltiirel yontemlerle
karsilastinlldiginda %100 uyumlu bulundu. Boylelikle MALDI-TOF kiitle
spektrometresi ve PZR ile yapilan izolasyon sonuglarinin birbirleriyle uyumlu olmasi
ve bagka aragtirmacilarin (Scerbova ve Laukova (2016), Woz niak-Biel ve ark.
(2018), Nowaczek ve ark. (2018), Ahmed ve ark. (2019), Bessede ve ark. (2011) ve
Kolinska ve ark. (2008)) sonugclariyla benzer olmasi, bu teshis tekniginin termofilik
Kampilobakter patojeni tanimlamak i¢in kullanilabilecegini dogrulamaktadir. Ayrica
tilkemizde kazlarda termofilik Kampilobakter tiirlerin MALDI-TOF MS ile

tanimlanmasi ilk kez bu ¢alismada yer almaktadir.

Kampilobakter infeksiyonlarinin prognozu agisindan hizli teshisi kadar dogru

tedavi seceneklerinin uygulanmasida oOnemlidir. Termofilik Kampilobakterlerin



101

tedavisinde florokinolon, makrolid ve aminoglikozit grubu antibiyotikler gibi farkl
antibiyotik preparatlar1 kullanilmaktadir (Allos 2001). Fakat antibiyotik tedavisinden
once etkenlerin antibiyotik duyarlilik profillerinin belirlenmesi ve bu dogrultuda
uygun tedavi rejiminin uygulanmasi tedavi basari oranini artirmaktadir. Fakat
kampilobakter tiirleri yillar i¢inde birgok antimikrobiyal etkene karsi cesitli direng
mekanizmalart gelistirmistir (di Giannatale ve ark. 2014). Son yillarda hayvansal
tiretimde ve beseri hekimlikte antimikrobiyal direng gosteren C. jejuni suslarinin
bildirimi artmuistir (Tang ve ark. 2017, Szczepanska ve ark. 2017, Pollett ve ark.
2012). Ayrica, antibiyotik direnci gelistiren C. jejuni ve C. coli izolatlarinin
kontamine kanatl karkaslari, ekipmanlar1 ve 6zellikle de mezbahane 6rneklerinden
bildirimi de yapilmistir (Torralbo ve ark. 2015). Antimikrobiyal maddelere karsi
olusan direncin bir nedeni de bu maddelerin tedavi amacindan ziyade kanath
hayvanlarda biiylimeyi hizlandirict olarak yaygin kullanimlaridir. Gelismekte olan
tilkelerin ¢ogunda oldugu gibi insanlarda ve hayvanlarda antibiyotik kullanimi
stmirsizdir ve gelisigiizel kullanimi antibiyotik direncini giin gegtik¢e artirmaktadir
(Luangtongtum ve ark. 2009, lovine 2013). Bununla birlikte, artan antibiyotik direnci
raporlariyla iligkili olarak tedavi basarisizliklarinin = bildirimi  de artmigtir
(Rahmatallah ve ark. 2018). Sonug olarak antibiyotige direngli kampilobakterler
giderek yayginlasarak antibiyotik tedavilerinin etkinligini olumsuz etkilemekte ve
halk saglig1 igin ciddi bir endiseye yol agmaktadir (Tacconelli ve ark. 2018, CDC
2019).

Genel olarak kendi kendini sinirlayan bir hastalik olan Kampilobakter
infeksiyonlarinda terapdtik miidahaleye ihtiya¢c duyulmaz. Ancak ates, kanli ishal, 1
haftadan uzun siiren semptomlar ve immiinolojik acidan riskli olanlarda
antimikrobiyal tedavi disiiniilmelidir. Kampilobakteriyozisin Klinik tedavisinde
giivenli terapotik ajanlar olarak kullanilan ve bu kapsamda tercih edilen
antibiyotikler azitromisin ve eritromisin gibi makrolidlerdir (Chu 1999). Bu grup
antibiyotikler hayvanlarda biiyiimeyi hizlandirmak amacli da kullanilmaktadir
(McEwen 2002).

Makrolid grubunda yer alan Azitromisin, Kampilobakter infeksiyonlarini
tedavi etmek icin altin standart kemoterapdtik madde olarak bilinir ve bakteriyel

yayilmay1 ve hastaligin seyrini etkili bir sekilde azalttig1 diistinilmektedir (Kuschner
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ve ark. 1995). Diinya’da termofilik Kampilobakterlerin makrolid direngleriyle ilgili
bir¢ok arastirma yapilmistir. Szczepanska ve ark. (2017), kanatlilardan izole ettigi 40
C. coli ve 90 C. jejuni susunun higbirinde Azitromisin direnci saptamamuistir.
Thibodeau ve ark. (2011), kanatli hayvanlardan izole ettigi C. jejuni izolatlarinin %6
‘sinda Azitromisine direng saptamistir. Bailey (2019), broiler tavuklardan aldigi 312
fekal ornekten izole ettigi 40 (%12,8) termofilik Kampilobakter izolatinda
Azitromisin direncini % 2,6 olarak bildirmistir. Zhao ve ark. (2015) Amerika’da
insan ve tavuk etlerinden elde ettigi 151 termofilik Kampilobakter izolatlarindan
Azitromisin direncini %46,5 oraninda bulmustur. Ulkemizde ise Biiyiikiinal (2017),
Istanbul’da pilic etlerinde termofilik Kampilobakter prevelansini belirlemek icin 176
ornek almis ve %36,36 oraninda termofilik Kampilobakter izole etmistir. 28 C. coli,
33 C. jejuni ve 3 C. lari olarak tanimlamistir. izolatlarin tamaminin Azitromisine
duyarli oldugunu belirtmistir. Aydin ve ark. (2001) 40 kaz kloakal sivap 6rneginden
%30 oraninda C. jejuni izole etmis ve %100’ {inii makrolidlere duyarli bulmustur.
Hizlisoy (2014) 200 broiler tavuk etlerinden izole ettigi 158 C. jejuni susundan
Azitromisin direncini %4,4 olarak belirlemistir. Cakmak (2009) hindi etlerinden
izole ettigi 109 izolatinda Azitromisin direncini Tiirkiye’ de yapilan diger

calismalardan yiiksek olarak % 95,4 oraninda direng saptamistir.

Bu ¢alismada, 151 (%39,3) C. jejuni susunun 12 (%7,9)’sinde Azitromisin
direnci belirlenirken, 6 C. coli susunda Azitromisin direnci tespit edilemedi. C.
jejuni suslarinda goriilen Azitromisin direng orani istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Elde edilen bulgular literatiir ¢aligmalarla (Szczepanska ve ark. (2017),
Thibodeau ve ark. (2011), Bailey (2019), Biiyiikiinal (2017), Aydin ve ark. (2001) ve
Hizlisoy (2014)) uyumlu bulundu. Azitromisin’e goriilen disiik direng orani
antibiyotik tedavisinde tercih edilen ilk ilaglardan olmasina yol ac¢tigini belirtilmistir
(DuPont 2007, Tribble 2017). Farkl: oranlarda direng belirlenen Zhao ve ark. (2016)
yapmis oldugu c¢alismada ise bolgesel farkliliklardan ve yaygin kullanimindan
kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Cakmak (2009)’1n yapmis oldugu calismada ise s6z
konusu farkliligin son yillarda Tiirkiye’de kanatli yetistiriciligindeki profilaktik ve
bliylitme faktorii olarak makrolit grubu antibiyotik kullaniminin, bilingsiz olarak
artmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektir. Bu kapsamda yapilan bir ¢calismada

ABD ve Kanada’da ayni gruptan bir ilag olan Tilosin, bilyiitme faktorii olarak
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subterapdtik dozlarda kanatli yemlerine siklikla katildigi ve ilgili atibiyotige direng
oraninda da artis belirtilmistir. Ancak Tilosine direng olugsmasi, ayni kimyasal sinifa
ait olan eritromisin ve azitromisin de ¢apraz direncin olusmasina neden olmustur.
(Ladely 2007). Sonug olarak, kanatli C. jejuni ve C. coli izolatlarinda gézlemlenen
makrolit direngliligi kampilobakteriyozisin tedavisinde kullanilan 6nemli bir ilag

secenegi oldugundan endise yaratmaktadir.

Termofilik ~ Kampilobakterlerden  kaynaklanan akut ve  sistemik
enfeksiyonlarin tedavisinde genis spektrumlu bakteriyosidal aktiviteye sahip olan
aminoglikozidler kullanim alani bulmustur (Lawrence ve ark. 2010; Aarestrup ve
Engberg 2001). Ancak bir¢ok ¢alismada Kampilobakter tiirlerin aminoglikozidlere in
vitro duyarliliklarinin oldukga diisiik oldugu saptanmistir (Tenover ve Elvrum 1988,
Gibreel ve ark. 2004). Yine son zamanlarda ortaya ¢ikan yeni aminoglikozid direng
genleri, bu antibiyotiklerin klinik kullanimi i¢in bir tehdit olusturmaktadir (Zhao ve
ark. 2015, Qin ve ark. 2012).

Aminoglikozid gurubu igerisinde bulunan Gentamisin direncine yonelik
birgok ¢alisma bildirilmistir. Bailey ve ark. (2019), kanathi fekal svap ve karkas
orneklerinden elde ettigi 312 termofilik Kampilobakter izolatinin Gentamisin
direncini %0,6 olarak saptamistir. Melo ve ark. (2019), kanatli karkaslarindan elde
ettigi 99 C. jejuni susunda gentamisin direncini %9,1 oraninda tespit ederken,
Bardon ve ark. (2017) insanlardan 59(%25,1) ve kanatli hayvanlardan 48 (%23) C.
jejuni izolasyonu yapmis ve tiim suslari Gentamisine duyarli bulmustur. Zbrun ve
ark. (2015), 75 tavuk kloakal sivap 6rneginden 17 C. jejuni ve 17 C. coli olmak iizere
toplamda % 45,3 (34/75) termofilik Kampilobakter izolasyonu saglamistir. Tim
izolatlarda Gentamisin direnci %14,5 olmak tizere, C. jejuni’ de %23,5 C. coli’ de
%5,9 oraninda direng belirlemistir. Alaboudia ve ark. (2020), tavuk karkaslarindna
izole ettigi 13 C. jejuni ve 19 C. coli tiirlerinden Gentamisin direncini C. jejuni igin
%15,4 ve C. coli i¢in %36,8 olarak beirleyerek C. coli tiirlerinin Gentamisin’e daha
cok direng gosterdigini belirtmistir. Wysok ve ark. (2020)’nin Polonya’da kaz
karkaslarindan izole ettigi 143 C. jejuni ve 23 C. coli suslarinin tamamini
Gentamisine duyarli bulmustur. Ulkemizden Diker (2008), 115 tavuk diski
orneginden 83 C. jejuni ve 33 C. coli izole etmis ve Gentamisin direncini iki bakteri

tiriinde de ayni olmak lizere %?2 oraninda saptamistir. Biiytikiinal (2017), pili¢
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etlerinden izole ettigi 33 C. jejuni, 28 C. coli ve 3 C. lari suslarmin tamamini
Gentamisine duyarli olarak saptamistir. Aydin ve ark. (2001) yilinda Kars ilinde
topladig1 40 kaz kloakal sivap orneklerinden 12(%30) C. jejuni izolasyonu saglamis

tiim izolatlar1 Gentamisin’e duyarli bulmustur.

Bu caligmada, kaz kloakal sivap orneklerinden elde edilen 151 C. jejuni
susundan %12 (19)’ sinde Gentamisine direng saptanirken, 6 C. coli suslarinin
tamami1 duyarli bulundu. Direngli C. jejuni suslarinin orani istatistiksel oran1 anlaml
bulundu (p<0,05). C. coli suslarina direng goriilmedigi igin istatistiksel analiz
yapilamadi. Yukaridaki ¢alismalarda belirtilen Gentamisin direng oranlarina
benzerlik gostermektedir. Saptanan diisiik Gentamisine direngli izolat seviyeleri,
potansiyel olarak bu antimikrobiyal ajanin kanatli ve dolayisyla kaz yetistiriciliginde
daha az kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica son zamanlarda gentamisine
direngli Kampilobakterlerin ortaya ¢ikmasinda yeni amingligozid diren¢ genlerinin

varligiin sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Tetrasiklinler, 1940 larda kesfedilmesinden sonra hem insan hem de veteriner
hekimlikte yaygin olarak kullanilan 6nemli bir antibiyotik sinifidir. Tetrasiklinler,
Kampilobakterler de dahil Gram pozitif ve Gram negatif birgok bakteriye karsi genis
spektrumlu aktiviteye sahip antimikrobiyallerdir (Chopra ve Roberts 2001).
Tetrasiklinler, aminoasil-tRNA'nin ribozomal alici1 (A) bolgesine baglanmasini
onleyerek bakteriyel protein sentezini engellemektedir (Epe ve ark. 1987, Li ve ark.
2013). Tetrasiklinlerin uzun stireli kullanim ge¢misi ve yaygin kullanim alanlar
nedeniyle, Kampilobakterler bu gruptaki ilaglara kars1 bir dizi direng gelistirmistir
(Connell ve ark. 2003, Roberts 2005).

Termofilik Kampilobakter tiirlerin Tetrasiklin direncine karsi yurt i¢i ve yurt
dist gesitli caligsmalar bildirilmistir. Szczepanska ve ark. (2017), kanath etinden izole
ettigi 144 (C. jejuni 90 ve C. coli 54) Kampilobakter izolatinin Tetrasiklin direncini
sirasiyla C. jejuni i¢in %51,1 ve C. coli i¢in %31,5 olarak saptamistir. Bardon ve ark.
(2017), 59 insan ve 48 kanathi hayvanlardan elde ettigi C. jejuni izolatlarinin
Tetrasiklin direncini sirasiyla %52,5 ve %27,1 bulurken; Melo ve ark. (2019), tavuk
karkaslarindan tanimladigi 99 C. jejuni susunun Tetrasiklin direncini %77,8 ve

Bailey ve ark. (2019) broyler karkas ve fekal orneklerinden elde ettigi termofilik
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Kampilobakter tiirlerinin Tetrasiklin direncini  %72,8 olarak bildirmislerdir.
Frazqueza ve ark. (2013), kanatli karkaslarindan identifiye ettigi 82 C. jejuni ve 85
C. coli tiirlerinin Tetrasiklin direncini C. jejuni igin %58 ve C. coli igin %76 olarak
yiiksek oranda bir diren¢ bildirmistir. Wysok ve ark. (2020), kaz karkas ve bagirsak
orneklerinden izole ettigi 143 C. jejuni izolatinin Tetrasiklin direncini %79,7

bulurken, 20 C. coli izolatinda %80 oraninda bulmustur.

Ulkemizde termofilik Kampilobakter tiirlerinin Tetrasiklin direnci ile ilgili
yapilan bir ¢alismada, Cokal ve ark. (2009), 240 tavuk fekal 6rneklerinden elde ettigi
97 C. jejuni izolatlarinda %76,3 ve 29 C. coli izolatlarinda %55,2 Tetrasiklin direnci
tespit etmistir. Yildirim ve ark. (2005), broiler kiimeslerinden alinan rektal swab
ornekleri ve kesimhanelerden alinan karkas swab, barsak (sekum) ve yikama
tankindan alinan 6rneklerden 362 C. jejuni ve 31 C. coli izole etmis ve Tetrasiklin
direncini sirasiyla %42 ve %58 oraninda bildirmistir. Abay ve ark. (2014a) kanath
orjinli Kampilobakter izolatlarinda Tetrasiklin direncini %56 olarak bildirmisdir.
Aydin ve ark. (2001) kaz kloakal sivap orneklerinden izole ettigi C. jejuni suslarinda

Tetrasiklin direncini %25 olarak bildirmistir.

Bu c¢alismada, 157 (151 C. jejuni ve 6 C. coli) termofilik Kampilobakter
izolatlarmin 65’inde Tetrasiklin direnci %41,4 oraninda saptandi. 63 C. jejuni
suslarinda %41,7 oran istatistiksel analiz sonucu anlamli bulunur iken (p<0,05); 2 C.
coli susunda %33,3 Tetrasiklin direnci sayr azhigindan dolay: istatistiksel analizi
gerceklestirilemedi. Yukaridaki belirtilen ¢alismalardaki Tetrasiklin direng oranlari
(Szczepanska ve ark. (2017), Bardon ve ark. (2017), Frazqueza ve ark. (2013),
Yildirnm ve ark. (2005), Abay ve ark. (2014a) ve Aydin ve ark. (2001)), Bu
calismadaki her iki tlirde belirtilen diren¢ oranlariyla uyumlu bulundu. Farkli
oranlarda direng tespit edilen ¢alismalar (Melo ve ark. (2019), Bailey ve ark. (2019),
Wysok ve ark. (2020), Cokal ve ark. (2009)) gerek {ilkesel gerekse bolgesel
farkliliklarin ~ yanisira hayvanlarda kullanis bi¢imlerinden kaynakli oldugu
belirtilmistir (Andersen ve ark. 2006). Baz1 iilkelerde (ingiltere ve Amerika) kanatl
enfeksiyonlarmin tedavisinde yogun bir sekilde kullanimdan kaynakli olarak
tetrasiklin direnci yiiksek oranlarda tespit edilmektedir (Piddock ve ark. 2008).
Antibiyotik i¢eren ajanlarin kullanim siireleri, ciftlikteki diger hayvanlarinin varligi

ve enfeksiyonlar gibi i¢ faktorlerin yanisira antibiyotiklere kolay erisim gibi dis
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faktorler de ciftcilerin antibiyotik kullanimini etkilemektedir ( Marroki ve Marroki

2019).

Florokinolonlar, Kampilobakter infeksiyonlarini tedavisinde tercih edilebilen
antibiyotiklerdir (Nord ve Edlund 1991). Makrolid direncinde oldugu gibi
florokinolon direnci de dogal olarak bir nokta mutasyonu sonucu ortaya ¢ikar ve
sonucta tedavi basarisizligina ve semptomatik niiksetmelere yol acar (Segreti ve ark.
1992, Sanders ve ark. 2007). Yaygin kullanilan bir florokinolon olan Siprofloksasin
direnci baz1 ¢alismalarda %30 ile %84 arasinda rapor edilmistir (Hoge ve ark. 1998,
Pandey ve ark. 2010 ve Meng ve ark. 2011). insan kaynakli Kampilobakter suslarmin
Siprofloksasine direncinin 2001 ve 2010 yillar1 arasinda %73,1' den %89,9"' a
yiikseldigi bildirilmistir (Pollett ve ark. 2012). Yine, gelismis {ilkelerde gida
tiretiminden sorumlu olan hayvanlarindan elde edilen Kampilobakter tiirlerin

florokinolonlara direnglerinde artis bildirilmistir (Taylor ve ark. 2008).

Termofilik Kampilobakter tiirlerin florokinolon direncine yonelik bir
arastirmada, Bardon ve ark. (2017), 82 insan izolat1 (59 C. jejuni ve 23 C. coli) ve 91
kanatli karkas izolatinin (48 C. jejuni ve 43 C. coli) Siprofloksasin direncini sirasiyla
%72,9 ve %68,8 olarak belirlemistir. EI-Adawy ve ark. (2015), hindi etinden elde
ettigi izolatlarin (41 C. jejuni ve 55 C. coli) Siprofloksasin direncini C. jejuni ve C.
coli igin sirastyla %50 ve %44 olarak belirlemistir. Zbrun ve ark. (2015), kanath
etinde identifiye ettigi 105 C. jejuni ve 43 C. coli suslarinin Siprofloksasin direncini
strastyla %86,7 (91) ve %93 (40) olarak belirlemistir. Szczepanska ve ark. (2017)
kanatli etlerinden elde ettigi 144 Kampilobakter izolatinin Siprofloksasin direncini C.
jejuni i¢in %74,7 ve C. coli i¢in %59,2 olarak bildirmistir. Tang ve ark. (2020), tavuk
ve domuz diski 6rneklerinden elde ettigi 93 Kampilobakter tiiriiniin Siprofloksasin
direncini %64,5 olarak belirlemistir. Wysok ve ark. (2020) kaz karkas ve bagirsak
orneklerinden elde ettikleri 163 termofilik Kampilobakter izolatinda Siprofloksasin
direncini C. jejuni (143) igin %92,3 ve C. coli (20) igin %95 oraninda saptamistir.
Jamali ve ark. (2015) 47 kaz bagirsak orneklerinden izole ettigi 36 C. jejuni’ de
Siprofloksasin direncini %75 ve 11 C. coli’ de %63,6 olarak bildirmistir.

Ulkemizde termofilik Kampilobakterlerin Siprofloksasin direnci ile ilgili

yapilan bir arastirmada rutin insan digskir kiltiirlerinden bes yilda izole edilen
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kampilobakter tiirlerinin  identifikasyonlar1 ve antibiyotik duyarliliklarinin
arastirlldigr bir calismada, calisilan suslarin siprofloksasin direncinin %59 gibi
yiiksek bir diizeye ulastig1 goriilmiistiir (Ongen ve ark. 2007). Abay ve ark. (20144a),
tarafindan yapilan bir diger ¢alismada insan C. jejuni izolatlarinda %81; tavuk C.
jejuni izolatlarinda ise %93’liik siprofloksasin direnci rapor edilmistir. Cokal ve ark.
(2009), kanatl1 kloakal 6rneklerden izole ettigi 97 C. jejuni izolatlarinda %74,2 ve 29
C. coli %65,5 oraninda Siprofloksasin direnci saptamiglardir. Yildirim ve ark. (2005)
tarafindan kanatli karkas ve sivap orneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarinda

%31,3 ve C. coli izolatlarinda %3 1,2 oraninda kinolon direnci bildirmistir.

Bu calismada, 157 termofilik Kampilobakter izolatinda Siprofloksasine
%75,2 (118) oraninda bir direng tespit edildi. Tiir bazinda ise 116 C. jejuni susu
%76,8 ve 2 C. coli susu %33,3 oraninda direng tespit edildi. C. jejuni’de goriilen
direng orani istatistiksel olarak anlamli bulundu. C. coli say1 yetersizliginden analize
dahil edilemedi. Siprofloksasin antibiyotik ajana karsi tespit edilen her iki tiirdeki
diren¢ olusumlari ile ilgili incelenen diger arastirmalarin (Bardon ve ark. (2017), El-
Adawy ve ark. (2015), Zbrun ve ark. (2015), Szczepanska ve ark. (2017), Tang ve
ark. (2020) Wysok ve ark. (2020) Jamali ve ark. (2015) (Ongen ve ark. 2007). Abay
ve ark. (2014a), Cokal ve ark. (2009) ve Yildirim ve ark. (2005)) sonuglar ile bir
paralellik gdstermektedir. Ozellikle florokinolon olmak iizere antibiyotiklere karsi
Kampilobakterlerde gelisen direng, hayvanlarda biiylimenin hizlandirilmasi ve tedavi
amaciyla bilingsiz antibiyotik uygulamalarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Kurinci¢ ve ark. 2007). Genis antibakteriyel etki alanina Siprofloksasine karsi orta
seviyeden yliksek seviyeye kadar degisen oranlarda diren¢ durumu tespiti oldukca
onemli bir halk sagligi problemi olarak degerlendirilmistir (Engberg ve ark. 2004,
Hakanen ve ark. 2003, Moore ve ark. 2001). Genellikle kinolon direncini belirleyen
bolgedeki gyrA’nin Thr-86, Asp-90 ve Ala-70 pozisyonundaki 6zel mutasyonlarin
direncin yayilmasinda etkili oldugu ve gyrA’da tek bir mutasyon olmasiyla
florokinolonlara direncin yliksek diizeyde olmasi ger¢egi, bunlara direncin ¢ok kolay

olusabilecegini gostermistir (Moore ve ark. 2006).
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Imipenem haricinde, C. jejuni ve C. coli suslarinin ¢ogu, baslica penisilinler
ve sefalosporinler olmak {izere beta-laktam ajanlarina direnglidir. C. jejuni ve C. coli’
nin kromozomal molekiiler sinif D-laktamazinin yalnizca Amoksisilin, Ampisilin ve
Tikarsilin’e direngte rol oynadigi goriilmektedir (Alfredson ve Korolik 2007).
Kampilobakter tiirleri, b-laktamazlarin (kromozomal OXA tipi) ekspresyonu yoluyla
beta-laktam antimikrobiyallerine direng gelistirir (Avrain ve ark. 2004). Bununla
birlikte, bu bireysel direng mekanizmalarindan ayr1 olarak, enerjiye bagimli ¢oklu
ilag disa akis sistemi (CmeABC) Kampilobakter tiirleri arasinda yaygin oldugu
bilinmektedir (Olah ve ark. 2006). Ek olarak, kampilobakter infeksiyonlarinda beta-
laktam kullanilarak uygulanan tedavilerde, C. jejuni duvarmin bu antibiyotikler i¢in

gecilmez oldugu diistiniildigiinden onerilmemektedir (Jonker ve Picard 2012).

Yurt disinda yapilan bir arastirmada, Bardon ve ark. (2017) insan orjinli 59 C.
Jjejuni ‘de %67,8 ve 23 C. coli‘de %47,8 oraninda Ampisilin direnci saptamigtir. Ayni
calismada kanatli etinden elde edilen 48 C. jejuni izolatinda %54,2 ve 30 C. coli
izolatinda %56,7 oraninda Ampisilin direnci saptanmistir. Es-soucratti ve ark.
(2020), Fas’da kanatli disk1 6rneklerinden elde edilen 102 Kampilobakter izolatinda
%81,9 oraninda Ampisilin direnci belirlerken ve 41 C. jejuni susunda ise Ampisilin
direncini %85 olarak bildirmistir. Avustralya’da yapilan arastirmada kanatli ve insan
orjinli Kampilobakter tiirlerin Ampisilin direnci %15,4 oraninda tespit edilmistir
(Mattheus ve ark. 2012). Polonya’da ise Wysok ve ark. (2020) tarafindan kaz karkas
ve sekum izolasyonlarindan C. jejuni (143)’ de %33,6 ve C. coli (20)’ de %35
oraninda direng bildirmistir. Iran’da kaz kloakal 6rneklerden yapilan arastirmada 36
C. jejuni ve 11 C. coli izole etmistir. C. jejuni i¢in Ampisilin direncini sirasiyla %5,6
olarak belirlerken C. coli’nin tamamin1 duyarl olarak olarak bildirmistir (Jamali ve
ark. 2015).

Ulkemizde yapilan bir c¢alismada, Biiyiikiinal ve ark. (2017), kanatl
etlerinden izolasyon sagladigi 28 C. coli tiirlinde ampisilin direncini %10,71
bulurken, 33 C. jejuni ve 3 C. lari tiiriinde ise ampisiline diren¢ bildirmemistir. Diker
(2008), farkli hayvan tiirlerinden (tavuk, sigir, koyun ve kopek) aldigr 6rneklerden
izole ettigi 190 C. jejuni’de Ampisilin direncini %27,4 oraninda belirlerken, 58 C.
coli tiiriinde ise direng oranini %32,7 olarak bildirmistir. Aydin ve ark. (2001) Kars
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ilinden aldig1 40 kaz kloakal sivap orneklerinden 12 C. jejuni izole ermis ve bu

izolatlarin Ampisiline %33 oraninda direng bildirmistir.

Bu ¢alismada, Kars ilinden alinan kaz kloakal sivap orneklerinden izole
edilen 50 C. jejuni ve ve 3 C. coli suslarinda sirasiyla %33,1 ve %50 oraninda
Ampisilin’e direng¢ goriildii. C. jejuni icin direng orani istatistiksel olarak anlamli
bulurken (p<0,05), C. coli suslarinin say1 yetersizliginden dolay1 analizi yapilamadi.
Elde edilen Ampisilin direng oranlar1 gerek yurt dis1 gerekse yurt i¢i ¢alismalarda
belirlenen direng olusumlariyla paralellik gostermektedir (Bardon ve ark. (2017),
Wysok ve ark. (2020), Diker (2008), Aydin ve ark. (2001)). Es-soucratti ve ark.
(2020)’ nin Fas’ ta yapmis oldugu ¢alismada yiliksek Ampisilin direncini bu bolgede
yasayan insan ve hayvanlarda antibiyotik kullaniminin sinirsiz olmasindan ve Fas’l
broiler iireticilerin ekonomik kaygilardan dolayr diizenli olarak kullanimdan
kaynaklandigini belirtmistir. Jamali ve ark. (2015) calismasinda saptanan diisiik
diren¢ izolasyon seviyesini bu antimikrobiyal ajanin potansiyonel olarak daha az

kullanimindan kaynaklandigini diisiinmektedir.

Klinik Onemi olan bakterilerin olusturduklar1 hastaliklarin tedavisinde
antibiyotiklerin gelisi giizel ve ¢ok sik kullanimi antibiyotiklere karsi direng
olusurturarak coklu ilag direncine sebep olmakta ve bu durum bugiin tibbin karsi
karsiya oldugu en Onemli sorunlardan biri haline gelmektedir. Antibiyotik
kullaniminin infeksiyonun tedavisinde etkin olmasinda ve enfeksiyonun kontrol
altina alinmasinda bakterilerin diren¢ mekanizmalarinin iyi bilinmesine baglidir.
Bunlardan antimikrobiyal ilacin hedefinde ortaya cikan degisiklikler veya enzimatik
yolla antimikrobiyalin inaktivasyonu diren¢ mekanizmalarindan bazilaridir. Ayrica,
bakteriyel transport proteinlerinden bazilarinin toksik antimikrobiyal bilesikleri aktif
olarak hiicre digina pompaladigin1 ve bunun ¢oklu ila¢ direncinde oldukg¢a etkin rol
oynayan bir baska mekanizma oldugunu belirlenmistir. Bu pompalama
mekanizmasinin ekspresyonlarinin mutasyona ugramasi sonucu florokinolonlar,
beta-laktamlar, tetrasiklinler, aminglizkozidler ve kloramfenikol gibi farkli siniftan
birgok antimikrobiyal ilaca kars1 yiiksek diizeyde direng gostererek ¢oklu ilag direnci
meydana gelebilmektedir (Hasdemir 2007).
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Termofilik Kampilobakter’lerin Coklu ilag Diren¢ (CID) durumuna iliskin
Tang ve ark., (2020) yapmis oldugu ¢alismada, tavuk ve domuzlardan izole ettikleri
toplam 45 C. jejuni ve 48 C. coli susunda, aralarinda Azitromisin, Gentamisin,
Tetrasiklin ve Siprofloksasinin de bulundugu dokuz antibiyotige karsi C. jejuni
%64,4 ve C. coli %64,5 oraninda CID orani1 belirlemistir. Bardon ve ark. (2017),
kanatli karkaslarindan izole ettigi 50 C. jejuni ve 43 C. coli tiirlerini MALDI-TOF
MS ile tanimlamis ve bu suslarin Eritromisin, Gentamisin, Tetrasiklin, Siprofloksasin
ve Ampisiline kars1 ¢oklu ilag direnci C. jejuni i¢in %64 ve C. coli i¢in %90,7 olarak
belirlemistir. Wysok ve ark. (2020), kaz ¢cekum ve karkas 6rneklerinden elde ettikleri
143 C. jejuni ve 23 C. coli tiirlerinin Ampisilin, Siprofloksasin, Eritromisin,
Gentamisin, Nalidik asit, Tetrasiklin ve Kloramfenicol antibiyotiklerine kars1 CiD
oranmi ¢ekum igin %28 ve karkas icin %30,2 belirlemistir. Ulkemizde ise Abay ve
ark. (2014a), tavuk karkas orneklerinden izole ettigi 100 C. jejuni susunun
Amoksisilin—Klavulanik asit, Eritromisin, Gentamisin, Ampisilin, Streptomisin,
Tetrasiklin, Enrofloksasin ve Siprofloksasin antibiyotiklerinde CID oranini %94
olarak bildirmistir. Hizlisoy (2014), broiler karkaslardan izole ettigi 156 C. jejuni
izolatinin aralarinda Azitromisin, Siprofloksasin, Eritromisin ve Tetrasiklin’inde

bulundugu dokuz farkli antibiyotikte CID oranini1 %81,4 oraninda bildirmistir.

Bu caligmada, kaz kloakal 6rnekleden aliman 151 C. jejuni ve 6 C. coli
tiirlerinin Azitromisin, Gentamisin, Tetrasiklin, Siprofloksasin ve Ampisiline karsi
coklu ilag direng fenotipleri belirlenmistir. 157 izolatin 144’ en az bir
antimikrobiyal ajana direngli bulundu. 1 C. jejuni susunda ise 5 antimikrobiyal ajana
direng goriildii. Iki ve daha fazla antimikrobiyal ajana diren¢ gdsteren suslar CID
olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonunda C. jejuni i¢in %57,6 ve C. coli igin
%50 oraninda CID profillleri belirlendi. Literatiir arastirmalardan Wysok ve ark.
(2020) yapmis oldugu arastirmayla benzer olarak iki ¢alismada Ornek materyalin
kazlardan saglanmasi ve antibiyotik cesitlilifin benzer olmasindan kaynakli CID
oranlar1 uyumlu bulundu. Diger literatiir arastirmalarinda (Tang ve ark. (2020)
Bardon ve ark. (2017), Abay ve ark. (2014a) ve Hizlisoy (2014)) antibiyotik g¢esitlilik
fazla olmasi ve drnek materyalin tavuklardan elde edilmesi CID oranlarinda farkli
sonuglara sebep oldugu disiiniilmektedir. Cilinkii giinlimiizde O6zellikle tavuklarda

antibiyotik kullaniminin terapétik ve subterapdtik olarak bilingsizce kullanilmast bu
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hayvanlarda hem antibiyotik dire¢te hem de c¢oklu ila¢ direncinde artigla

sonuglanabilmektedir.

Kampilobakter  enfeksiyonlarinin  tedavisinde  ilk  tercih  edilen
antibiyotiklerden olan  makrolidlere karsi  bakteriyel diren¢  genellikle
kampilobakterlerin ya kromozomal DNA’ da bulunan ya da bir plazmid tarafindan
taginan ermB geni ile iligkilidir. Bu gen tek basina makrolidlere yiiksek diizeyde
diren¢ saglayabilmektedir (Qin ve ark. 2014). ermB geni aacA-aphD, sat4, aphA-3,
fosXCC, aad9 ve tet (O) direng genleri dahil ¢ok sayida antibiyotik sinifina karsi
dirence aracilik etmektedir. Domuz, tavuk, ordek ve insanlar olmak flizere ¢esitli
kaynaklardan izole edilen C. jejuni ve C. coli tiirlerinde ermB direng geni

tamimlanmistir (Wang ve ark. 2014).

ermB' nin aracilik ettigi diren¢ mekanizmasi 6nemlidir ¢iinkii bu gen,
Kampilobakter suslar1 arasinda makrolit direncini yatay olarak aktarabilir ve yiiksek
oranda direng saglayabilir (Qin ve ark. 2014). Tang ve ark. (2020) yapmis oldugu
calismada, tavuk disk1 6rneklerinden 45 C. jejuni ve 25 C. coli izole etmis ve %82,6
oraninda fenotipik Azitromisin direnci belirlemistir. Direng¢ goriilen izolatlardan
gerceklestirdigi PCR sonucu 30 C. jejuni ve 19 C. coli olmak {izere toplamda %70
(49) ermB geni bulmustur. Marotta ve ark. (2020), italya’da 15 farkli tiirde vahsi
kuslardan izole ettigi 135 C. jejuni’ den fenotipik olarak makrolid direngini 3 (%4,2)
oraninda tespit etmis fakat direngli izolatlarda diregte sorumlu tutulan ermB geninin

tespiti ile ilgili veri sunulmamagtir.

Bu calismada, 151 (%39,3) C. jejuni izolatinin fenotipik olarak yapilan
duyarlilik testi sonucunda Azitromisine direngli %7,8 (12) C. jejuni susu belirlendi.
Azitromisin direnci goriilen suglardan spesifik pirmerlerle gergeklestirlen PZR
sonucu ermB gen amplifikasyonu goézlenmedi. ermB gen tespit bulgular1 Marotta ve
ark.(2020) yapmis oldugu arastirmanin sonucuyla benzer bulundu. Tang ve ark.
(2020) yapmis olduklar1 caligmadaki yiiksek orani ise, hayvansal iiretimde yaygin
makrolid kullanimindan kaynaklandigini belirtmislerdir.

Termofilik Kampilobakterlerde dahil olmak iizere birka¢ bakteri tiiriinde
aminoglikozid direnci, bakterilerin sentezledigi aminoglikozit asetiltransferazlar,

aminoglikozid fosfotransferazlar ve aminoglikozid niikleotidiltransferazlar gibi
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enzimlerden kaynaklanmaktadir. Kampilobakterdeki Gentamisin direnci, genellikle
plazmid aracilt olan ve tipik olarak bir kiime halinde organize edilen aminoglikozid
fosfotransferazlar yoluyla meydana gelmektedir (Ilvone 2013). Aminoglikozid
direncine yol agan bu enzimlerin ekspresyonu aphA-1, aphA-3, aacA, aphD ve aac
gibi bir¢ok gen tarafindan gergeklestirilmektedir. Bunlar arasinda aph3 geni,
plazmitler veya kromozomlar {izerinden klinik kampilobakterlerde tanimlanmistir

(Lambert ve ark. 1985).

Termofilik Kampilobakter tiirlerde yaygmn olarak amingligozid grubu
antibiyotiklere dirence yol agan aphA-3 direng geniyle ilgili yapilan bir arastirmada
Silva ve ark. (2019), tavuk Kkarkaslarindan izole ettikleri Kampilobakter
izolatlarindan fenotipik olarak tanimlanan direngli suslardan aphA-3 direng¢ geninin
varhigmi PZR ile analiz sonucu C. jejuni‘de %57,14 ve C. coli’de %25 oraninda
tespit etmistir. Duarte ve ark. (2014), insan ve hayvan orjinli 6 C. coli susunun
3’tinde aphA-3 genini saptamislardir. Bardon ve ark. (2017), bir insan C. jejuni
izolatinda ve domuz karacigerinden elde edilen bir C. coli izolatinda aphA-3

Gentamisin diren¢ genini tespit etmislerdir.

Bu calismada, kaz kloakal o6rneklerden izole edilen ve fenotipik olarak
Gentamisin direnci belirlenen 19 (%12,6) C. jejuni izolatinin PZR analizi sonucu 10
(%52,7)’unda aphA-3 direng geni varlig tespit edildi ve istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,05) . aphA-3 direng gen bulgular Silva ve ark. (2019) yapmis oldugu
arastirma ile uyumlu bulundu. Fakat diger arastirmalarda (Duarte ve ark. (2014),
Bardon ve ark. (2017)) veri degerlerinin az olmasindan dolayr degerlendirme

yapilamadi.

Kampiobakter tiirlerindeki Tetrasiklin direncine Oncelikle bir ribozomal
koruma proteini tetO aracilik eder (Gibreel ve ark. 2004). tetO geni plazmidlerden
kodlanmis bir gen olarak transfer edilebilir veya kromozomda bulunabilir. Bagka bir
ribozomal koruma proteini olan tetS de ayni1 yapiya sahiptir. TetA ve tetB genleri disa
akis pompasindan sorumlu genlerdir ve Tetrasiklin ilacini hiicreden disar1 atan

proteinleri kodlamaktadirlar (Chopra ve Roberts 2001).

Tetrasiklin direncinde rol oynayan tetO geni ile ilgili Obeng ve ark. (2012)

yapmis oldugu arastirmada, kanath digki orneklerinden izole ettigi 62 termofilik
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Kampilobakter izolatinda %40,7 oraninda tetO geni tespit etmistir. Bardon ve ark.
(2017), kiimes hayvanlarindan 78 termofilik Kampilobakter izole etmis ve 30’unu
fenotipik olarak Tetrasiklin’e direncli bulmustur. Direng goriilen izolatlarin 18
(%50,4)’inde ise tetO direng geni tespit etmistir. Abdi-Hachesoo ve ark. (2014),
tavuk karkaslarindan elde ettigi 83 termofilik Kampilobakter izolatinda %383,1
oraninda tetO direng geni tespit etmistir. Ulkemiz ise Hizlisoy (2014), fenotipik
olarak Tetrasiklin direnci belirledigi 99 C. jejuni susunda %86,8 oraninda tetO direng

geni tespit etmistir.

Bu c¢alismada, kaz kloakal sivap orneklerinden izole edilen 157 termofilik
Kampilobakter izolatinin antibiyogram duyarlilik testi sonucunda 63 (%41,7) C.
jejuni ve 2 (%33,3) C. coli olmak iizere toplam 65 (%41,4) izolatta Tetrasiklin
direnci goriildii. Direng goriilen izolatlarda tetO gen boélgesine 6zgli primerler
kullanilarak yiiriitilen PZR sonucunda, 58 (%98,3) C. jejuni ve 1 (% 1,7) C. coli
olmak tizere toplam 59 (%90,8) tetO direng geni tespit edildi. Direng gen orani C.
jejuni 6zelinde istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Tespit edilen tetO gen
orani literatiir ¢alismalardaki oranlarla benzer bulundu. Bu kapsamda Tetrasiklin
direnci goriilen izolatlarin biiyiikk bir kisminda tetO direng geninin tespit edilmesi
direncin 6nemli bir kisminda bu genin sorumlu oldugu ve tetO geni bulunamayan
izolatlarda ise dirence sebep olan diger direng genlerin (tetA, tetS ve tetB) varligindan

kaynakli olabilecegi diisiiniildii.

Termofilik Kampilobakter’lerde florokinolonlara karsi ana  direng
mekanizmasina, @gyrA' nin kinolon direnci belirleyen bodlgesindeki nokta
mutasyonlar1 aracilik eder. Ozellikle, gyrA' nmn kinolon direncini belirleyen
bolgesindeki tek nokta mutasyonu, Kampilobakter’lerin florokinolonlara olan
antimikrobiyal direncin artmasi i¢in yeterlidir. Kampilobakterlerde T861, T86K,
A70T ve D90ON dahil birgok direngle iliskili mutasyonlar bildirilmistir.
Kampilobakterlerde florokinolon direncine yol agan en yaygin mutasyon girazda
T861 ikamesine yol agan gyrA genindeki C257T degisikligidir ( Luangtongkum ve
ark. 2009).

Termofilik Kampilobakter’lerin sebep oldugu infeksiyonlarda kullanilan
florokinolon direnci ile ilgili Bakeli ve ark. (2008), kanatli 6rneklerinden izole edilen
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Siprofloksasine direngli 55 C. jejuni susunun 37 (%67,3)’sinde gyrA direng geni
belirlemigtir. Duarte ve ark. (2014) insan, hayvan ve karkaslardan elde edilen
izolatlardan kinolonlara kars1 89 C. jejuni ve 107 C. coli suslarinda direng belirlemis
ve direng goriilen suslardan C. jejuni’ de %92,1 ve C. coli’ de %90,7 oraninda gyrA
gen bolgesinde nokta mutasyonlar belirlemistir. Hizlisoy (2014), broyler karkas
orneklerinden 139 kinolon direngli C. jejuni belirlemis ve direngli suslardan %82,7

oraninda direngten sorumlu gyrA gen mutasyonu belirlemistir.

Bu ¢alismada, fenotipik olarak belirlenen duyarlilik test sonuglarina gére 116
(%76,8) C. jejuni ve 2 (% 33,3) C. coli olmak iizere toplam 118 (% 75,2)
Kampilobakter izolatinda Siprofloksasin direnci goriildii. Direng gériilen izolatlardan
gyrA gen bolgesinin PZR analizi sonucu %50,8 (59 C. jejuni ve 1 C. coli) oraninda
direng geni tespit edildi. C. jejuni suslarinda tespit edilen dire¢ gen orani istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). C. coli i¢in say1 yetersizliginden dolayr analiz
yapilamadi. Bu kapsamda, gyrA direng¢ gen oran1 Bakeli ve ark. (2008), Duarte ve
ark. (2014) ve Hizlisoy (2014)’ un yapmis olduklar1 ¢alismalar ile benzer bulundu.
Farkli diren¢ gen oranlarinda ise gyrA gen bolgesinde dirence sebep olan farkli

mutasyonlardan kaynakli olusabilecegi diistiniildii.

Ampisilin ve baz1 genisletilmis spektrumlu antibiyotiklerin B-laktamlara olan
diren¢ mekanizmalar1 degiskendir (Tajada ve ark. 1996). Kampilobakterlerin 8-
laktam antibiyotik diren¢ mekanizmalari, enzimatik inaktivasyon, azaltilmis i¢e alim
ve efluks pompasi seklindedir (Griggs ve ark. 2009). C. jejuni ve C. coli suslarinin
cogu, cok sayida B -laktam antimikrobiyal maddeye direnglidir (Aarestrup ve
Engberg 2001). Diren¢ olusumu B- laktamaz iiretimi ile olusmakta ve bu tip direng
kazanilmig direng tipinine 6rnek olarakta gosterilmektedir. (Lachance ve ark. 1991).
[k olarak yapilan bir rastirmada Avustralya’da yapilan bir ¢aligmada blaoxa-e1
tespitine yonelik yapilan bir arastirmada, C. jejuni izolatindan tanimlanmis ve bu
diren¢ geninin Ampisilin, Pipet-Rasilin ve Karbesiline karsi direng gelistirdigi
belirtilmistir (Alfredson ve Korolik 2007).

B-laktam antibiyotiklere karsi Kampilobakter’lerin olusturduklari blaoxa-s:
direng geniyle ilgili diregle Proiettia ve ark. (2020) yapmis oldugu bir ¢alismada,
broiler tavuklardan Ampisilin direngli 60 C. coli ve 18 C. jejuni elde etmistir. Diregli
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izolatlardan C. coli’de %13,2 ve C. jejuni’ de ise %26 blaoxas1 direng tespit
etmiglerdir. Bardon ve ark. (2017), kanatl karkaslarinda elde ettigi izolatlardan 48 C.
jejuni ve 30 C. coli izalasyonunda Ampisilin direncini sirasiyla %58,3 ve %56,7
oraninda belirlemistir. Direngli suslardan C. jejuni’de %84.,6 ve C. coli’ de %94,1
oraninda blaoxa-s1 geni tespit etmislerdir. Griggs ve ark. (2009), hem insan hem de
kanatl etlerinden izole ettikleri kampilobakterlerden C. jejuni’de %67 ve C. coli’ de

%78 oraninda blaoxa-s1 direng genini saptamiglardir.

Bu calismada, fenotipik olarak belirlenen test songlarina gore izolatlardan 50
(%33,1) C. jejuni ve 3 (%50) C. coli olmak {iizere toplam 53 (%33,8) termofilik
Kampilobakter izolatinda Ampisilin direnci goriildii. Direng goriilen izolatlardan
blaoxa-s1 gen bolgesinin PZR analizi sonucu 17 (% 34) C. jejuni ve 2 (% 66,6) C. coli
olmak {izere toplam %35,2 blaoxas1 direng geni belirlendi. C. jejuni suslar
arasindaki diren¢ gen orami istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). C. coli
suslarinda tespit edilen diren¢ gen orani az sayida oldugu icin analizi yapilamadi. Bu
kapsamda, belirlenen diren¢ gen bulgulari literatiir ¢aligmalarla (Proiettia ve ark.
(2020) ve Griggs ve ark. (2009)) benzer bulundu. Bardon ve ark. (2017)
sonuclarindan ise daha diisiik oranda direng tespit edildi. Bu durum c¢evresel
faktorler, kanathilarin yetistirilme bigimleri ve uzun siire antibiyotik kullanimina

bagli nedenlerden kaynaklanabilir.



116

6. SONUC

Termofilik Kampilobakterler tavuk, kaz, ordek, hindi gibi birgok kanath
tiirlinde bagirsak yerleskesi olan ve bu tlir hayvanlarda genelde asemptomatik olarak
gelisen etkenlerdir. Bunlar arasinda C. jejuni, C. coli ve C. lari fekal-oral yolla
bircok hayvan tiiriine ve insanlara bulasarak basta abort ve gastroenteritis olmak
tizere bakteriyemi, sistemik infeksiyonlar ve reaktif artrit gibi hastaliklara yol
acmaktadir. Gida kaynakli infeksiyonlar arasinda ilk siralarda yer alan
kampilobakteriyozisin insanlara bulasinin en 6nemli yolu enfekte veya rezervuar
kanathlara ait kontamine et ve et iirlinlerinin yeterince 1s1l islem gérmeden tiikketimi

olup, bu kapsamda kontamine kanatli karkaslar1 da 6nemli infeksiyon kaynaklaridir.

Yiiksek besleyici degeri ve diisiik kolesterol icerigi ile alternatif protein
kaynag1 olarak kaz eti ve diger yan iriinlerinin tiiketimi giderek yayginlagmakta,
hatta aroma ve tekstiir konusunda geleneksellige dnem verilmektedir. Bu kapsamda
Kars, geleneksel kaz yetistiriciliginin merkezi konumunda olup sadece yetistiricilik
sekli degil ayn1 zamanda kesim ve isleme teknikleri de geleneksel tarzda olup bu
yoniiyle kaz karkaslar1 diski ile kolaylikla kontamine olabilmekte ve insan sagligi

acisindan risk olusturabilmektedir.

Bu ¢alismada, yapilan kiiltlirel analizler sonrasi kaz bagirsaklarinda termofilik
Kampilobakter tiirleri 6nemli (%39,3) oranlarda tespit edildi. Zoonoz potansiyeli ve
diskiyla yaygin kontaminasyon olasiligt g6z Oniine alindiginda termofilik
Kampilobakterlerin kazlarda kloakal kolonizasyonunun halk saglhigi agisindan risk
olusturabilecek potansiyelde oldugu disiiniilmektedir. Bu baglamda, termofilik
kampilobakter infeksiyonlarinin kontrolii i¢in kanath ciftliklerinde kullanilan alet ve
malzemenin, ayrica galisan personelin kisisel temizligine dikkat edilmeli ve bu
konuda bilinglendirilmelidir. Kesim esnasinda gerekli olan hijyen kurallarina
uyulmal ve cevre ile kontaminasyonu miimkiin oldugunca onlenmelidir. Ayrica
etken, pisirme esnasinda kolayca inaktive oldugundn pisirme sicakliklarina dikkat

edilmesi gerekmektedir.

Termofilik Kampilobakterler kanatli hayvanlarda diger hayvan tiirlerine
oranla daha iyi kolonize olmaktadirlar. Bu ¢alismada, termofilik Kampilobakerlerin

bagirsaklarda kolonizasyon zamanina bakildiginda kulucka sonrasi ilk haftadan
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itibaren olusmaya basladigi, 3. ve 4. haftalarda % 100 ‘e kadar ulastig1 belirlendi.
Ayrica yeni dogan kazlarda belirlenen yiiksek kolonizasyon oranlari, mayis ve
haziran gibi sicak aylara denk geldiginden izolasyon oranim1 etkiledigi
diistiniilmektedir. Mevcut ¢alismada, alinan 6rneklerden en yliksek izolasyon orani
%50, 52.5, 65 ve 57.5 ile sirasiyla Mayis, Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda
goriildli. Yiksek izolasyon oranlarinin goriilmesinde, etkenin mevsim sartlarina

uyumu ve degisen beslenme aligkanliklarinin rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Kaz kloakal sivaplardan izole edilen termofilik Kampilobakter tiirlerinin
tanimlanmasinda fenotipik yoOntemler, molekiiler yontemler (PZR) ve Kkiitle
spektrometrisi (MALDI-TOF MS) yontemleri bir arada kullanildi. Kullanilan bu
yontemlerin tani degerleri birbirleriyle uyumlu bulundu. Ancak, fenotipik testlerin
zahmetli olmasi, zaman almasi ve izolatlarin tiir ve varyantlarinin ortaya
¢ikarilmasinda kismen yetersiz olmasi nedeniyle termofilik kampilobakterlerin gerek
diskida gerekse karkaslarda spesifik olarak tanimlanmasina imkan tanityan daha
giivenilir ve daha hizli test yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alismada, hem
PZR hem de MALDI TOF MS ile yapilan tanimlamalar uyumlu bulundu. Fakat
tanimlanma siireleri acisindan, 100°den fazla 6rnek MALDI-TOF MS ile %99,9
giiven araliginda birkag saate tamamlanabilmistir. Birgok bilim alaninda kullanim
ornekleri olan ve mikrobiyolojide yenilik¢i bir yaklasim sunan MALDI-TOF MS
yonteminin, yiiksek hassasiyeti, hizli olusu ve pratik kullanim 6zelligi sayesinde
Veteriner Mikrobiyoloji alaninda spesifik etkenlerin kisa siireli ve dogru teshisinde
basvurulabilir bir teknik olma potansiyelinin de arastirildig1 bu ¢alismada, bu alanda
planlanacak yeni caligmalara onciiliik edebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica MALDI-
TOF MS’in Veteriner Mikrobiyoloji alaninda ve termofilik Kampilobakter konulu

calismalarda kullanilabilirligi konusunda literatiirel katk1 da saglanmis oldu.

Patojen mikroorganizmalarin dogru identifikasyonu kadar antimikrobiyal
maddelere olan duyarliliklarinin saptanmasi da onemlidir. Insanlarda, termofilik
Kampilobakter infeksiyonlart  makrolidler, florokinolonlar, aminglikozitler,
tetrasiklinler gibi antimikrobiyallerle biiyiik Ol¢lide tedavi edilebilmektedir. Bu
dogrultuda insanlar i¢in 6nemli infeksiyon kaynagi olan kanath etleri basta olmak
izere, kloakal igerik ve taze diski gibi 6rneklerden etken izolasyonunun yani sira bu

izolatlarin antimikrobiyal madde duyarlilik profillerinin belirlenmesi olasi1 insan
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infeksiyonlarinda kullanilmak iizere yararlanilabilecek ve spesifik etken hatta ilgili
gen diizeyinde tedavi rejiminin planlanmasinda yarar saglayacaktir. Bu ¢alismada,
kazlardan elde edilen termofilik Kampilobakterlerin, makrolid ve aminogligozid
grubu antimikrobiyallere direnci olduk¢a diisiik saptanmis ve bu grup ilaglar
Kampilobakter infeksiyonlarinin tedavisinde ilk tercih edilebilir antibimikrobiyaller
olarak belirlenmistir. Izolatlar arasinda florokinolon, tetrasiklin ve beta-laktam
antimikrobiyallere diren¢ daha yiiksek saptanmistir. Bu direncin olusmasinda diinya
genelinde antimikrobiyal ilaglara erisimin siirsiz ve kolay olmasina ilaveten kanath
hayvan yetistiriciliginde, Ozellikle profilaktik ve gelismeyi hizlandirici olarak
antibiyotiklerin uzun siire diisiik konsantrasyonlarda yemlerde ve igme sularinda

ilavelerinden kaynakli olabilecegine yorumlanmaistir.

Antibiyotik direngliligi infeksiyonlarin sagaltiminda oldukca Onemli bir
Klinik  problemdir. Direngten  sorumlu  genlerin  tanimlanmast  direng
epidemiyolojisinin ortaya konulmasi, uygun tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve
Onleyici tedbirlerin dogru planlanmasi agisindan Onemlidir. Bu calismada, ilgili
antibiyotiklerde yaygin olarak bulunan tetO, aphA-3, gyrA, blaoxas1 ve ermB direng
genleri PZR yontemi ile analiz edilmistir. Analiz sonucu %90,8 tetO, % 52,7 aphA-3,
%50 gyrA ve %35,2 blaoxas1 direng geni tespit edilirken ermB direng gen

amplifikasyonu gozlenmedi.
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EK-1: Orneklerden izole edilen termofilik Campylobacter spp. izolasyon- identifikasyon sonuglari ve direnglilik aktivitelerinin fenotipik/molekiiler analizi.
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Sira | Ornek Aylar Yas Tiir Kiiltiirel PZR MALDI-TOF | AMP/blaoxa- | TET/tetO | SiP/gyrA | GEN/aphA3 | AZM/ermB
no kodu (glinliik) | dagilim MS 61
1 1 Ocak 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/- S/- R/- S/- S/-
2 4 Ocak 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
3 10 Ocak 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ R/- S/- S/-
4 15 Ocak 90+ C.coli + + + R/+ S/- S/- S/- S/-
5 18 Ocak 90+ C.jejuni + + + S/- R/- R/- S/- S/-
6 21 Ocak 90+ C.jejuni + + + R/+ S/- R/+ R/+ S/-
7 26 Ocak 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- R/-
8 27 Ocak 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ R/+ S/- S/-
9 31 Ocak 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
10 35 Ocak 90+ C.jejuni + + + R/+ R/+ R/+ R/- S/-
11 38 Ocak 90+ C.jejuni + + + R/+ R/- R/+ S/- S/-
12 42 Subat 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- S/- S/-
13 45 Subat 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/+ R/+ R/+ S/- S/-
14 49 Subat 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
15 52 Subat 90+ C.coli + + + S/- S/- R/- S/- S/-
16 54 Subat 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/- R/- S/- S/- S/-
17 55 Subat 90+ C.jejuni + + + S/- R/- S/- S/- S/-
18 59 Subat 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
19 63 Subat 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ S/- Sl/- S/-
20 65 Subat 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- R/-
21 69 Subat 90+ C.jeuni + + + S/- R/+ R/- S/- Sl/-
22 72 Subat 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ R/- S/- S/-
23 74 Subat 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- Sl/-
24 79 Subat 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/+ R/+ R/+ S/- S/-
25 83 Mart 90+ C.jejuni + + + S/- R/- S/- S/- S/-
26 86 Mart 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ R/- S/- S/-
27 87 Mart 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
28 92 Mart 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ S/- S/- S/-
29 93 Mart 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/- R/+ R/- S/- R/-
30 99 Mart 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-

d3a 3 ‘.
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31 103 Mart 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ S/- S/- S/-
32 107 Mart 90+ Cjejuni + + Analizyapilamadi R/+ S/- R/+ S/- S/-
33 108 Mart 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- S/- S/-
34 112 Mart 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/- S/- S/- S/- S/-
35 113 Mart 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/+ S/- S/-
36 121 Nisan 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
37 122 Nisan 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
38 125 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- R/- S/- S/- S/-
39 128 Nisan 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
40 132 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ S/- R/- S/-
41 135 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- S/- S/-
42 136 Nisan 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- R/- S/-
43 139 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- R/- S/-
44 141 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ S/- R/- S/-
45 146 Nisan 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
46 147 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- S/- S/-
47 152 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- S/- S/-
48 153 Nisan 90+ C.coli + + + S/- S/- S/- S/- S/-
49 154 Nisan 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/- S/- S/- S/- S/-
50 159 Nisan 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- S/- S/-
51 172 Mayis 15 C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
52 178 Mayis 15 C.jejuni + + + R/- R/+ R/- S/- Sl/-
53 181 Mayis 21 C.jejuni + + + S/- R/+ S/- Sl/- S/-
54 183 Mayis 21 C.jejuni + + + S/- S/- R/- Sl/- Sl/-
55 184 Mayis 21 C.jejuni + + + R/- S/- R/+ Sl/- Sl/-
56 185 Mayis 21 C.jejuni + + + S/- R/+ S/- Sl/- S/-
57 186 Mayis 21 C.jejuni + + + R/- S/- R/- Sl/- Sl/-
58 188 Mayis 21 C.jejuni + + + S/- S/- R/- Sl/- Sl/-
59 189 Mayis 21 C.jejuni + + + S/- S/- S/- R/- Sl/-
60 190 Mayis 21 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
61 191 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
62 192 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- Sl/-
63 193 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
64 194 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- R/-
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65 195 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ R/+ S/-
66 196 Mayis 30 C.coli + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
67 197 Mayis 30 C.jejuni + + + R/+ R/+ R/+ R/+ S/-
68 198 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
69 199 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
70 200 Mayis 30 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ R/+ S/-
71 202 Haziran 45 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
72 203 Haziran 45 C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- R/+ R/+ S/- S/-
73 204 Haziran 45 C.jejuni + + & S/- S/- S/- S/- S/-
74 206 Haziran 45 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
75 207 Haziran 45 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ R/+ S/-
76 208 Haziran 45 C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
77 209 Haziran 45 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ R/+ S/-
78 210 Haziran 45 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
79 212 Haziran 60 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
80 213 Haziran 60 C.coli + + + R/- R/+ S/- S/- S/-
81 215 Haziran 60 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ R/+ S/-
82 216 Haziran 60 C.jejuni + + Analizyapilamadi R/+ S/- S/- R/+ S/-
83 218 Haziran 60 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
84 219 Haziran 60 C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
85 220 Haziran 60 C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
86 225 Haziran 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ R/+ S/-
87 226 Haziran 90+ C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
88 230 Haziran 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- Sl/- Sl/-
89 235 Haziran 90+ C.jejuni + + Analizyapilamad: S/- R/+ R/+ S/- S/-
90 238 Haziran 90+ C.jejuni + + + S/- S/- S/- Sl/- Sl/-
91 240 Haziran 90+ C.jejuni + + + S/- S/- S/- Sl/- R/-
92 242 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
93 243 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- Sl/-
94 245 Temmuz 90+ C.coli + + + R/+ S/- R/- Sl/- S/-
95 247 Temmuz 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/+ S/- S/-
96 248 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- Sl/- Sl/-
97 249 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- Sl/-
98 251 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- Sl/- Sl/-
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99 252 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
100 254 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
101 255 Temmuz 90+ C.jejuni + + + R/+ R/+ R/+ S/- S/-
102 257 Temmuz 90+ C.jejuni 1 + + R/+ R/+ R/+ R/- S/-
103 258 Temmuz 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/+ R/+ R/+ S/- R/-
104 | 260 Temmuz 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/+ R/+ R/+ R/- S/-
105 261 Temmuz 90+ C.jejuni + + + R/+ S/- R/+ S/- S/-
106 263 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
107 264 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
108 265 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
109 266 Temmuz 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- R/+ R/+ S/- S/-
110 268 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ R/- R/-
111 269 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
112 271 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- S/- S/- R/-
114 272 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
115 275 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
116 276 Temmuz 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
117 277 Temmuz 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- R/+ R/+ S/- S/-
118 279 Temmuz 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
119 | 283 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
120 | 284 Agustos 90+ C.jejuni + + + R/+ R/+ R/+ S/- S/-
121 286 Agustos 90+ C.jejuni + + + R/+ S/- R/+ S/- S/-
122 | 287 Agustos 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/+ Sl- SI- S/- S/-
123 | 288 Agustos 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/- R/+ R/+ R/+ R/-
124 | 291 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- SI- S/- S/-
125 292 Agustos 90+ C.jejuni + + + R/+ S/- R/+ Sl/- R/-
126 294 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ Sl/- S/-
127 | 295 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- SI- S/- R/-
128 297 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/- Sl/- S/-
129 | 298 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
130 | 299 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
131 | 302 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
132 | 303 Agustos 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- Sl- R/- S/- S/-
133 | 305 Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
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134 306 Agustos 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/+ S/- S/-
135 308 Agustos 90+ C.jeuni + + + S/- S/- S/- S/- S/-
136 310 | Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
137 312 | Agustos 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi R/- R/+ R/+ S/- S/-
138 313 | Agustos 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
139 317 | Agustos 90+ C.jejuni + + + R/- R/+ S/- S/- S/-
140 318 | Agustos 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
141 319 | Agustos 90+ C.jejuni + + i S/- R/+ R/- S/- S/-
142 | 323 | Eylil 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi RI- S/- R/+ S/- S/-
143 325 Eyliil 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/- S/- S/-
144 330 Eyliil 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ R/+ S/- S/-
145 331 Eyliil 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
146 338 Eyliil 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
147 343 Eyliil 90+ C.jejuni + + + R/- S/- S/- S/- S/-
148 344 Eyliil 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
149 355 Eyliil 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
150 359 Eyliil 90+ C.jejuni + + + S/- R/+ S/- S/- S/-
151 360 Eyliil 90+ C.jejuni + + Analizyapilamadi S/- S/- R/- S/- S/-
152 366 Ekim 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/- S/- S/-
153 371 Ekim 90+ C.jejuni + + + S/- R/- S/- S/- S/-
154 379 Ekim 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- S/-
155 395 Ekim 90+ C.jejuni + + + R/- S/- R/- Sl/- Sl/-
156 396 Ekim 90+ C.jejuni + + + R/- S/- S/- Sl/- Sl/-
157 400 Ekim 90+ C.jejuni + + + S/- S/- R/+ S/- R/-







