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1. GiRiS
1.1. Genel Bilgi
1.1.1. Etiyoloji

Kampilobakteriyozis tim dinyada yaygin bir zoondapp Campylobactercinsi
icerisinde yer alan turler ilk kez 1880 yilinda ©dere Escherich tarafindan ishalli
cocuklarin dgkisinda tanimlanmive “Kolera infantum” olarak isimlendirilngi fakat
katl besiyerinde Uretilemestir (39, 85). Kampilobakterlerin hayvanlarda abardl ve
ishale yol acii 20. yuzyihn baindan beri bilinmekle birlikte ilk keingiliz veteriner
hekimler, McFadyearve Stockman epizotik gik yapan koyunlarin plasentasinda
vibrioya benzeyen bir bakteri bulduklarini bildiger ve bu mikroorganizmayi
morfolojik yapilarindan dolayiVibrio cinsi icerisinde dgerlendirerek Vibrio
fetus”olarak adlandirmglardir (161, 173). TermofilikCampylobacteter ise ilk kez
Jones ve arkadir tarafindan 1931 yilinda gr ve koyunlarin bgrsaklarinda
saptanarakVibrio jejuni adini almg ve sgirlarin kis dizanterisinin sebebi olarak
gosterilmitir (127). Daha sonra domuz dizanterisinden sorumiulan bir bgka etken
V. coli olarak adlandinimtir (66). Campylobacter cinsine ait turler spiral
goruntulerinden dolayr 1963 yilina kadéibrio cinsi icinde yer alngtir. King adli
aragtirmaci bu mikroorganizmalari, ishalli cocuklariarknda gdstermpi ancak klasik
vibriolardan biyokimyasal ve antijenik yonden far&ldugu icin, bu vibriolari “related
vibrio”olarak tanimlamgtir (135). Sebald ve Veron 1963 yilinda relatedrigiliarin
G+C oraninin klasik halofilik vibriolardan farkl ldugunu belirleyerek bu
mikroorganizmalarin Campylobacter: kivrik bakterddi altinda yeni bir cins olarak
adlandiriimasini onerslerdir (39) Bu tlrlerin oksijenli ortamda Ureyememeleri,
karbonhidratlari fermente edememeleri ve DNA bgasiadaki guanin + sitozin (G+C)
oranlarinin farkliliklari, bu yildan itibareBampylobactemlarak isimlendiriimelerine
yol agmstir (131, 235).

Kampilobakter turlerinin izolasyonu icin selektifed yerleri ve filtrasyon
tekniklerinin 1973 yilindan itibaren yaygin olarkillaniimaya bganmasi ile birlikte
bu turlerin insan ve bircok hayvan tirinde cok yayglarak bulunduklan ve
infeksiyonlara neden olduklar ortaya konukmlup, bu genusa ait ¢cok sayida ttrin
genomik haritasida cikarilgtir (39, 55, 240).



Kampilobakterler Gram negatif, 0,2-0,3 X 1,5-2,5 payutlarinda “S” harfi,
virgul veya marti kanadseklinde mikroorganizmalardir. Kivrimin acigiiortalama
1,1 pm’dir. Kampilobakterlerin Greme sicakliklar0-83 °C arasinda g@emekle
birlikte genellikle optimal Greme sicakliklari 3T %lup termofilik olanlar 42-43
°C’de Ureme Ozelline sahiptirler. Kampilobakterler mikroaerofilik ékte olup,
optimal Gremeleri igin % 5 £ % 10 CQ ve % 85 N iceren ortamlara ihtiyag
duymaktadir (170) (Tablo 2).

Kampilobakterler oksidatif stres gibi faktorlerinulonduygu ortamlarda

spesifik sekillerini kaybedip, kokoid forma doginektedirler. Kokoid formlar canli

olmalarina rgmen in vitro ve in vivo ortamlarda rememektedd)(&Bekil 1B).

B

Sekil 1: Secici besiyerinde Ureye@. jejuni kolonilerinden hazirlanan Gram boyall
preparatlarin, 100X buyutmedeki mikroskobik goriitiA-Karakteristik spiral
morfoloji B- C. jejuninin kokoid morfolojisi.

Termofilik Campylobactéler her iki uclarina yerlgmis birer adet flagella ile
aktif hareket etmektedir. Flagella ile ilghiaA ve FlaB genlerine sahiptirler. Kapsul
ve fimbria bulundurmazlar. Fimbrialara sahip olmajampilobaktettrleri plazmid
tagirlar ve bazi plazmidlerin antibiyotik direncfiinde rol oynadiklari bildirilmitir
(117, 218). Kampilobakterlerin izolasyonu icin zanegtiriimi s ortamlara ve selektif
besiyerlerine ihtiya¢ vardir. Besiyerlerinde karopakterlerin olgturdusu koloni
morfolojileri oldukca dgiskenlik gostermektedir. Koloniler genellikle pigment
meydana getirmezler ve kanli agarda hemoliztalmazlar. Kolonilerin olgmasi
icin ortalama 48-72 saat sireye gereksinim vardii2).



Sekil 2: C. coli’ nin Preston Campylobacter Selektif Agardaki kdkmi

Kampilobakterler karbonhidratlari fermente edemiedikicin gereksinimleri
olan enerjiyi trikarboksilik asit dongisunderglsgan bir respiratorik mekanizmaya
sahiptirler. Oksidaz pozitif, lipaz aktivitelerglptin, tre, Metil Red (MR) ve Voges-
Proskauer (VP) testleri negatiftir. Ureme sicakimkitleri, katalaz, nitrat, hippurat,
selenit rediksiyonu, 18, tuz ve glisin tolerans 6zellikleri turler araganfarklihklar

gosterir (4, 13, 117) (Tablo 1).

Tablo 1. Termofilik Campylobactetirlerinin treme 6zellikleri (117).

Ozellik Minimum Optimum Maksimum
pH 4,9 6,5-7,5 ~9
NaCl (%) - 0,5 15
Su aktivitesi (a) >0,987 0,997 -
Atmosfer - %5 Q%+ %10 CQ -
Sicakhk (°C) 32 42- 43 45




Uremenin optimizasyonu icin besiyerlerine proteyas ve eser element
kayna olarak %7-10 oraninda defibrine at, koyun veysam kani ve B vitamin
kompleksleri, kampilobakterler icin toksik olgw bilinen siper oksit anyonlari ve
hidrojen peroksit gibi oksijen radikallerini notizé etmek icindegarkoal, hemin,
hematin, ferréz sulfat, sodyum metabisulfit ve sodipirivat kombinasyonundan
olusan suplementler ilave edilmektedir. Besiyerine kaz#avesi C. lari ‘nin
Uremesini arttirmaktadir. Besiyerlerine ilave edilelefibrine kan metabolik
ihtiyaclarin yani sira besiyerinde biriken toksiksigen radikallerini yikan katalaz,
peroksidaz ve superoksit dismutaz enzimlerini denngktedir (101, 124).

Kampilobakterler besin yetersiglj yiksek ya da diilkk sicaklik ve aerop
ortam gibi olumsuzartlarda, mikroskopta kokoigekilde gorilen canl fakat kilttre
edilemeyen Viable but non-culturable (VBNC) formudanigmektedir.C. jejuni
cevreye adaptasyonunugkayan VBNC formuna,C. coliye gbre de daha hizli
donismekte ve bu formda, ylzey sularinda uzun sure igdsivni koruyabilmektedir.
Ancak, kultir plgndaki kampilobakterlerin timi kokoidal forma d@tiiglinde,
pasajlandiklarinda Uretilememektedir. VBNC formuatlaanC. jejuninin intestinal
fazdan sonra tekrar kultire edilebilir hale ggildiadezyon ve enteropatojenite
Ozelligini yeniden kazangi, hayvanlar Gizerinde deneysel olarak gostegtimi45).

Kampilobakterlerin DNA baz kompozisyonlart % 29 % 46 arasinda
farkhlik gostermekle birlikte, termofilik kampil@kter DNA’larinin G + C oranlari
diger kampilobaktertirlerinden ve birbirlerinden farkhdirC. jejuni swlarinin
ortalama G + C oranlari % 31C, colinin % 32,6-34 veC. lari 'nin % 32,1 'dir.C.
jejuni genomunun 1,6 milyon baz ciftinden gtugu ve bunlarin 1654 geni kodlaal
ve bu genlerin hi¢ birisinin faj ve plazmid DNAgermedgi bildirilmi stir (24, 170).
Bu mikroorganizmalar konakci gindaki cevresel ortamlarda gaamazlar ve kisa
surede olurler. Kampilobakterler pH'nin 4,9'un atta oldgu ortamlarda canli
kalamazlarC. jejunive C. colilerin optimal Gremeleri icin gerekli pH gerleri 6,5 -
7,5 arasinda gggsmektedir (Tablo 2).



Tablo 2. Campylobacteturlerinin dzellikleri (155, 264).
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1.1.2. Taksonomi

Kampilobakterlerle ilgili ilk siniflandirma, Sebaide Veron (235) tarafindan
yapilmstir. Sebald ve Veron, bu mikroorganizmalari fenitipzelliklerini dikkate
alarak Spirillaceae familyasi icerisindeC. fetusve C. bubulus(simdiki adi C.
sputorum) olarak isimlendiriimglerdir. (193). Bu siniflandirmadan on yil sonra
biyokimyasal ve antijenik ozellikleri ile G + C onarn da g6z 6nune alinarak
siniflandirma yeniden dizenlggnve daha ©nceV. jejuni ve V. coli olarak
siniflandinlan 2 tird€. jejunive C. coli adi ile Campylobactecinsi icerisine dahil
edilmistir (266). Klinik ve cevre Orneklerinden yeni kargtakter turlerinin izole
edilmesi ile cins igerisine ¢ok sayida yeni turaletir ilave edilmgtir. Bakterilerin
son siniflandirmasinda fenotipik 6zelliklerden cddgkteri genomundaki (DNA)
yuksek derecede korunmudlizilerin, 6zelliklede dgal evrimsel gekimi gdsteren
16S rRNA dizilerinin baz olarak alingli genotipik yontemler kullaniimaktadir.
Kampilobakterler, Vandamme ve Ley tarafindan, DNRNARNhibridizasyon yontemi,
16S ribozomal RNA sekans analizleri ve serolojitemndirme teknikleri kullanilarak
Proteobacteriatakimi icerisinde "rRNA superfamily VI" adli yeniirbfilogenetik
gruba dahil edilngtir. (4, 265). Son olarak 2007 vyilinda revize edlile
siniflandirmaya gore kampilobakterlegk bir genus icerisinde yest&ilmis olup
genus 17 tur ve 8 alt tir icermektedir (108) (Tallo

Tablo 3: Kampilobakterlerin siniflandiriimasi (108).

Domain ‘Bacteria

Phylum :Proteobacteria

Class Epsilonproteobacteria
Order :Campylobacterales
Family :Campylobacteraceae
Genus Campylobacter

C. jejuni subsp.jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, C. hyointestingli€.
sputorum biovar sputorum C. sputorumbiovar paraureolyticusve C. curvus
insanlardan ve hayvanlardan, gastroenterit etkésmiak izole edilen filogenetik
olarak yakin ilgkili tarlerdir. Kampilobaktercinsi icinde bulunarC. jejuni C. coli,

C. lari ve C. upsaliensigurleri 42 °C’de ureyebilme 6zellikleri g6z énunkenarak



“termofilik kampilobakterler” olarak tanimlanmaktadr (264). C. jejuni ve C.
coli’'nin insanlarda gorulen akut bakteriyel gastroahgderin en yaygin etkenleri
oldugu ve infeksiyonlarin % 90-95’inde@. jejuni % 5-10’undan iseC. colinin
sorumlu oldgu bildirilmistir (85). Kampilobakterler genusu icerisinde haywan
insanlarda ishalle seyreden hastaliklara sebep tiilder dsinda, C. concisus, C.
showae, C. curvus, C. rectus, C. sputorum ve Cciligagibi oral kaviteden izole
edilen, peridontal infeksiyonlara yol agtibildirilen ttrler de yer almaktadir. Yine
insanlardan ve hayvanlardan izole edi@nhelveticusC. hominis C. insulaenigrage
C. lanienae C. mucosalisve C. sputorumbiovar faecalisin patojen olup olmagi
belirlenememitir.

1.1.3. Epidemiyoloji
1.1.3.1. Bulama ve Tainma Yollari

Etken, oncelikle kanathlar, ruminantlar ve domuztamak Uzere ggtli
hayvanlarin gastrointestinal ve genital sistemikkdenmensal olarak bulunmakta,
diger hayvan ve insanlara hayvaskdliari ve bu dgkilar ile kontamine olmgiet, st
ve sularin tiketimi ile veya infekte hayvanlarlantes sonucunda bylaaktadir (52,
188, 241, 252, 268). Kampilobakttrrlerinin mikroaerofilik 6zellikleri, kuruma vb.
dis cevresel kgullara kagl oldukca duyarli olmalari ve 32-44 °C sicaklikthginda
ureyememeleri, bu etkenlerin ¢evrede canh kalnmalgtclatirmektedir (31).

Kampilobakterlerin insanlarda da hagtali yol actgl ilk kez, nedeni
bilinmeyen ate etyolojisi ile hastaneye yatirilan ve daha sotisai ilen t¢ gebe
kadinin kanindaW. fetudl tesbit eden Vinzent ve arkagiar tarfindan gosterilngtir
(39). insanlardaki kampilobakténfeksiyonlari dger infeksiyonlarin aksine sporadik
olarak meydana gelmekle beraber, nadir olarak koim& ¢g sut ve klorlanmangi
sularin igilmesi ile blaytk salginlar meydan gelneekt (175). Sporadik vakalarin
yaklasik % 70’inin kontamine kanatli eti ve bu etlerideelslenmesi ile meydana
geldigi ortaya konulmstur (7). Amerika’da 1978-1986 yillari arasin@a jejuninin
sebep oldgu gida kaynakli 57 salginin 26’sinig @it ve 11’inin kontamine sutlerin
tuketilmesi ile meydana gelgi bildirilmi stir (258). Yine Amerika’da 1978 yilinda
sularin yetersiz klorlanmasi veya klorlanmamasiliifgili olarak meydana gelen bir
kampilobaktersalginindan dolayr 3500 gknin etkilendgi rapor edilmgtir (267). Su

ve sitin kontaminasyonundgis) koyun, domuz ve kanatlh hayvanlarigkdiariyla



etkenleri etrafa sagmalarinin 6nemli rol oyrgadildirilmistir (158, 214, 241, 250-
252, 268).

Kampilobakterler ir ve koyun gibi ciftlik hayvanlarinin gkilarindan
kolaylikla izole edilmgtir (89, 251). Kampilobakterlerin epidemiyolojis@agir ve
koyunlarin 6nemi sadece mezbahada karkaslarinfti&tei siitlerin kontaminasyonu
icin bir kaynak olmalari ile sinirh @ddir. Bu hayvanlarin akintilarinin yuzey
sularini ve topr&a kontamine etmesi de etkenlerin cevreye yayilmag@sindan
onemlidir (249). Karkaslar (zerinde vyapilan premala ve vaka-kontrol
calismalarinda, kirmizi etlerin insan infeksiyonlarni¢ginemli bir risk olgturdusuna
dair ¢ok az kanit bildirilmtir (249). Bunda karkaslar utzerinde termofilik
kampilobakterlerlerin tGremesini ve canl kalmalar@nemli derecede olumsuz
etkileyen kurutma ve goitma glemlerinin uygulanmasinin rolt bildirilrgtir (99).
Bagirsak icergi ile karkaslarin kontaminasyonu bu organlarin glkeasi esnasinda
meydana gelmektedir. Kontaminasyonlarigwuukla mezbaha c¢ahnlarinin elleri
ve kullandiklari malzeme ile karkaslarin kros komi@asyonuseklinde meydana
geldigi bildirilmi stir (203, 249). Fitzgerald ve arkagd@r insan ve bazi hayvanlar
Uzerinde yaptiklarn bir tiplendirme cgiasinda elde ettikleri profillerin insan
izolatlar ile birlikte sgir, koyun ve kanatli dkisindan elde edilen izolatlarda da
bulundgu bildirmiglerdir (81). Bu veriler insanlarda infeksiyon kagneolarak
sadece kanatlilarin g ruminantlarin da o6nemli rol oynagni ve cevreyi
kontamine etfiini godstermektedir. Kampilobakterlerlerin gér rezervuarlari
insektler, rodentler, pet hayvanlari, domuzlar eaid Grtnleridir. Deniz Grlnlerinin
tuketilmesi ile ilgkili iki kampilobakter salgini bildirilms ve bunun sularin

kampilobakteile kontamine olmasi ile gkili oldugu ortaya konmgtur (203, 263).
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1.1.3.2. Prevalans

Sigirlarin - bairsak icergi ve dskilarinda kampilobakter prevalansinin
Amerika'da % 5-37 (115, 283)ngiltere’de % 11-40 (115251), Japonya'da % 47
(89), Portekiz’de % 20 (41), Danimarka’'da % 23 (18& Norvec'te % 1 (229) ise
civarinda oldgu rapor edilmitir. Kampilobakter prevalansinin tlkeden ulkeyetdat
cografik bolgeler arasinda 6nemli farkhliklar gostesmde; surinin buydlkdi,
tipi, mevsim, hayvanlarin yg Ornek turd, 6rnek miktarl, bakim ve beslenme
kosullari, izolasyon metotlari ve gaafik farkliliklar 6nemli rol oynamaktadir (4,
249). Ornek olarakC. jejuninin prevalansinin meralardaki gslarda, kapali
alanlarda barindirlanlara oranla daha yiksek gldbildiriimistir (88). izolasyon
oranlari siriiden suriiye de farklilik gostermektedigiltere’de kampilobakter
turlerinin tg farkh surude ishalli grlarin dgki 6rneklerinde sirasiyla % 79, % 40 ve
% 37 oranlarinda izole edilgi rapor edilmgtir (18). Stanley ve ark. (251), gt
bagirsak icergi ornekleri ile ilgili yaptiklari bir cahmada uygulanan izolasyon
metodundaki farkhliklarin prevalans tzerinde et&itlugunu bildirmglerdir. Atabay

ve Corry sgirlardan elde ettikleri rektal svap o6rneklerini ekt izolasyon ve
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zenginlgtirme yontemleriyle incelemgive direkt izolasyon ile % 2,5 zengiglieme
yontemi ile ise % 55 oraninda kampilobaktie etmglerdir (18).

Koyunlarda termofilik kampilobakterlerin prevalariskeden utlkeye farklilik
gostermekte olup karamr, dski ve rektal savap ornekleriyle yapilan galalarda
Ingiltere’de % 92 (250), Yeni Zellanda'da % 66 (5@3yicre’de % 18 (296)
Portekiz’de % 15 (41), Nijerya’da % 4 (5) iken KyZelanda'da tespit edilemestir
(156). Bu farklilikta yukarida siralanan faktériteébnemli rolt vardir. Kapali alanda
beslenen koyunlarda kampilobakterlerin prevalamsndi derecede dikken, bu
oran merada beslenen koyunlarda ¢ok daha yiksé&kanley ve ark. koyunlarda
kampilobakter prevalansindaki mevsimsel farklliklartaya koymak amaciyla
yaptiklari bir cagmada, aylar arasinda istatistiksel olarak farkldidugunu tespit
etmilerdir. Yine ayni cakimada kampilobakterlerin prevalansinin bahar aydarwve
kisin balangicinda pik yapgl, buna kagin subat ve ekim aylarinda ise ensdid
oldugu saptanngtir (250). Ayni argtirmacilarin giirlarda yaptiklari bir cagmada
mevsimsel farkliigin besi stirlarinda istatistiksel olarak dnemli olmgdifakat sut
ineklerinde kampilobakterlerin prevalansi Uzerirddsi oldugu bildirilmistir (251).
Kampilobakter turleri ayrica giir ve koyunlarin safra, karagr, rumen,
mezenteriyal lenf yumrusu vb. i¢ organlarindgigi& oranlarda izole edilnglerdir.
Stanley ve ark. §ir ve koyunlarda ince arsak (% 80-60) ve rumenden (% 30)
kampilobakteturleri izole ederken sekum ve kolonlardan etketeizdemensierdir
(250, 251). Koyunlarin karggerlerinde % 11 ile % 73 oraninda kampilobakteie
edilmis ve gida kokenli kampilobakter infeksiyonlarindad@serin de 6nemli bir
rol oynadgl bildirilmistir (50, 143). Kampilobaktetirleri buttiin dinyada olgu
gibi Ulkemizde de ciddi bir sorungldl eden infeksiyonlar ile karmiza ¢ikmaktadir.
Su ana kadar ulkenin biylk bir gmafik alanini icine alan gegicapl bir
epidemiyolojik calyma yapilmg olmadgindan ulkemizde kampilobakterlerin
prevalansi ve infeksiyonun yayllmasinda ruminantlesliiniin ne oldgu konusunda
yeterli veri bulunmamaktadir.

Arikoglu ve arkadglari sinirli sayida rektal svap Ogieile yaptiklari
calsmada, giirlarda % 62, koyunlarda da % 56. jejuni izole ettiklerini
bildirmislerdir (13). Aydin ve arkadéari Kayseri’de yaptiklari calmada sgirlardan

alinan safra kesesi drneklerinde %31,6, insanlaederan dgki svabi drneklerinde
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ise % 1,43C. jejuniizole etmgler (19). Muz ve arkadéar Elazg'da yaptiklar bir
calismada, inceledikleri 112 adetgs safrasinda % 31 oraninda jejuni % 14
oranindaC. coliizole etmglerdir (178). Erta ve arkadglari yine sinirli sayida safra
ornesi kullanarak yaptiklar bir calmada % 34 oraninda. jejunive % 32 oraninda
C. coliizole ettiklerini bildirmglerdir (74). Agik ve arkadgar sgirlarda % 79,3C.
jejuni, % 0,68C. coli, koyunlarda % 20,6&. jejunive %15,27C. coliizole ederken,
Diker ic Anadolu Bolgesinde yam bir calsmada incelegi sigir safra
orneklerinde % 35, koyun safra 6rneklerinde ise P@taninda kampilobaktezole
ve identifiye etmgtir (1, 59).

Tarkiye'nin farkli bolgelerinde safra, rektal svape dski 6rneklerinde
yapilan bu cadmalarda, sinirh sayida 6rnek kullanidmoldusundan elde edilen
veriler kampilobakterlerin Turkiye’'deki prevalansiam olarak yansitmamaktadir.
Kampilobakteriyozis, gecimini tarim ve hayvanciyibi toprgza dayali olarak temin
eden, icme ve kullanma sularinin sanitasyonundgida denetiminde yetersizlikler
gorulen az geyimis veya gekmekte olan toplumlarda hiperendemiktir. Dunyglga
Orgutti (DSO)’nuin, gefimekte olan ulkelerde ishal etkenleriningdamini tesbit
amaci ile, hastane labaratuvar kayitlarinteskendirdgi, retrospektif bir cahmada,
ishalli hastalarin gki kultirlerinde; Tanzanya’da % 18, Banglgde % 17,5,
Etiyopya'da % 13,8; Tayland’'da % 13, Brezilya'da;, 909, Misirda; % 9 ve
Urdun'de; % 5,5 olmak tizere ortalama olarak % 5e?@ninda kampilobakter
thrlerinin tesbit edildii bildirilmi stir. Ancak DSO, bu lkelerde enfeksiyon
hastaliklarinin  tanisi ve bildirimi ile ilgili halksaligi uygulamalarindaki
yetersizliklerden dolayi, kampilobakteriyozis'inrgek insidansinin bildirilenlerden
en az 10 kat daha fazla olabilgoe ifade etmektedir (217, 260). Suudi-Arabistan’da
yapilan bir cahmada 7.369 ishalli cogun dskisi kampilobakter ydninden
degerlendiriimis, 82 hastada kampilobakter turleri izole edgmi (48)
Kampilobakteriyozisin 6zellikle 1990 yilindan ititean tim didnyada giderek agiti
cok sayidaki argirmaci tarafindan bildirilngtir. Ancak, Amerika Birlgik Devletleri
(ABD) ve Ingiltere gibi gekmis tlkelerde bile ishalli hasta dlarinin rutin
mikrobiyolojik incelemesinde, kampilobakterterlere yer verilmemesi,
kampilobakteriyozisin gercek insidansi hakkindaglh&h bilgi edinilmesini

engellemektedir (192). Her yil yaki& olarak 76 milyon kiide gida yolu ile bukgan



12

hastalik gekien ve bu hastaliklar sebebi ile yaikaolarak 5.000 kinin kaybedildgi
ABD’de Hastalik Kontrol Merkezi'nin (CDC) 2001 yilerilerine gore, merkeze
yalnizca 4.740 Campylobacter olgusu bildirgtii (217). Her yil ortalama olarak
2.366.000 kiide gida kaynakli zoonotik hastah goruldigi Ingiltere-Galler'de,
yaklasik 500.000 olgu ile, en sik kalasilan ajanin kampilobakterler oldu
bildiriimektedir (163).

Ulkemizde, 1986-2002 yillari arasinda yapilan bgaglismalara gore, akut
bakteriyel gastroenteriti olan olgularinskii kilttrlerinden Campylobacter cinsi
bakterilerin izolasyon sikit % 1-13 arasinda g@smektedir (201). Yilmaz ve ark.
Edirne’de ishalli insanlarin gkilarinda Campylobacterspp. % 4 oraninda izole
etmis olup (294), Polat Adana ve yoresinde ygptcalsmada % 5,1 oraninda
Campylobacterspp. izole etffini bildirmistir (217). Ozkan ve arkizmir'de % 2.01
(205), Asct ve ark. Elazyda % 14.67 (17), Akgunve ark. Eskhirde % 1.4
oranindaC. jejuni saptadiklarini; Gultekin ve ark. Sivas yoresinde4% (103),
Aktas ve ark. Erzurum'da % 8.8 (6), Ozturk ve ailstanbul’da % 6.6 (206),
Yildirrm ve ark. Kayseri'de % 2.7 (293), Ozen vek.aDenizli'de % 1.5 (204)
oranindaCampylobactespp. belirlediklerini bildirmilerdir.

1.1.4. Patogenez ve Virulens

Kampilobakter tdrlerinin  genomik yapilarinin, yiksellzeyde tir ici
varyasyonlar gostermesi ve uygun hayvan modelleroimaysi virulansla ilgili
faktorlerin tespitini zorlgtirmaktadir (245). Bircok bakteri turintn oral yoll
infeksiyon olygturabilmesi icin yuzbinlercesayida bakterinin vicuda girmesi
gerekirken, termofilik kampilobakterlerin 500-8@@ledi bile bairsaklara kolonize
olmak ve infeksiyon olgturmak icin yeterlidir (27). Kontamine gida ve sularin
konakg¢! tarafindan alinmasi ile birlikte betkenler mide asit engelinisarak
bagirsaklara gecerler. Barsaklardaki etkenlepenetrasyon yolu ile distal ileum ve
kolon epitelini 6rten mukozaya kolonizelurlar. Bairsak yuzeyine tutunan bu
etkenler, epitel hiicrelere saldirarakte&sin Ureterek direkt yolla ya da konakcgida
yangisal bir reaksiyon meydangetirerek indirekt yolla barsaklarin emilim
kapasitesini bozarlar (288). Besinlerle birliktededlen duedonuma gecén jejuni

burada da oksijen yoinlugu disuk, yiksek osmolariteli, sinirli demir ve baktedai
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etkili safra tuzlari iceren olumsuartlara maruz kalmaktadir. Bu durum garda
C. jejunive C. coli’'nin bir cok sgyunda, ¢oklu ilag direncli bakterilerde gortlen,
multidrug ATP Binding Casset (ABC) transporter einsin homolgu olan, Cme
ABC multidrug efluks pumpa sisteminin olglu hiicre duvarini gecen toksik safra
tuzlari ve benzer kimyasal toksik maddeleri bu seskon sistemi sayesinde
periplazmik alandan hicrestha pompalayarak, bakterisidal etkilerden korundukl
ileri surdlmdtir (151). Bazibilimsel calgmalar, bu etkenlerin intestinal epitel
hiicrelerinde bozukluklar ofturup, buradan kan dalenina katilarak vicutta
yayildigini gostermitir (241). Kampilobakterler, bol miktarda gida vevisile
alindginda, duodenumu gecerek distal ileum ve kolona kteyeburada epitelin
yuzeyini Orten mukus tabakasini gecerek, enteresitkolonositlerin ylizeyine
kolonize olmaktadir. Mukozal bariyerinsiamasinda kampilobakterin tirkan
tarzinda hareket eden polar flagellasi etkiliditagéllasini kaybetngi izolatlarin
epitel hicreyle temasinda azalma @duin vitro deneylerle gosterilmtir.
Kampilobakter enfeksiyonlarinin ggiesinde, epitel yilzeyine adezyaarttir.
Intestinal epitelin ylizeyine kolonizasyonda mikr@migmaya ait adeziv fimbria ve
nonfibrial yizey yapi elemanlari etkilidi€C. jejuni swlarinda, CadF, PEB1, JIpA
olarak adlandirilan en az ¢ yuzey proteinin adedga sorumlu oldgu gosterilms,
ancak bu proteinlerin herbirinin tek doaa adezyona katkisi tam olarak
belirlenememgtir. Campylobacter adesion to fibronektin (CadFijnkdobakterlerin
fibronektin reseptorlerineabpl integrin) b&lanmasini sglayan, 37 kDa'luk di
membran proteinidir (169, 245RBu etkenler, konak¢i arsak epitelinde yangisal
reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal madddptama ve yangi bdlgesine
hareket etmelerini ggayan mekanizmalara sahiptirler (131). Kemotaksigiemi, in
vivo ortamlarda yapilan c¢camalarda kemotaktik olmayan mutantlarin hasta bir
fareye verildginde, kolonize olmaghinin ortaya konmasiyla kanitlangnr (131,
255, 292). Kampilobakterler, ya intestinal mukozabakas! icinde kalarak
canhliklarini devam ettirirler ya da pasak epitel hiicrelerinsgal ederlerinvazyon
esnasinda etkenler dncelikle epitel hiicrelerine akmektedirler. In vivo ortamlarda
yapilan cakmalarda, kampilobakterlerin epitel hicrelerine mw@u hicrede
hasara, htcrelerin fonksiyonlarinda kayiplara valis neden olmaktadir (230, 275).

Bu sebeple invazyor;. jejuninin patogenezinde énemli bir role sahiptir.
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Bakteriyel protein sentezinin invazyon icin geregldugu rapor edilmgtir.
Kampilobakterlerin hiicre kulttrlerinde Uretildiklezaman invazyon yetepme
sahip en az 14 protein sentezledikleri radyoimmssag (RIA) yontemi kullanilarak
tespit edilmgtir (140). In vivo ve in vitro ortamlarda yapilan c¢amalarda
kampilobakterlerin epitel hicrelere adhezyonundaogmayan en onemli faktorin
flagella old@gu tespit edilmjtir (43). Flagella, kampilobaktekolonilerinin nemli
olarak goérinmesini ve kampilobakterlerin mikroskophareketli gorinmesini
sglayan bir virulens faktordir. Rer bakterilerde oldgu gibi flagellar filamentler,
flagellin proteinlerini multimerlerini icerir ve Ii&erilerin hareket etmesinde bir
motor gorevi gorurler. Flagellalarin hareketi, kaloipakterleri konakginin peristaltik
hareketlerinden korur ve epiteli 6rten mukoza talsaka girmelerini ya da buradan
gecmelerini sglar. Flagellalar ayrica epitel hicrelere invazyondaemli rol
oynarlar. Bu yuzden flagellalarin @adigi motilite, kampilobakterlerin hticrelere
ulasmalari ve yakin temas kurmalari icin gereklidir §2291). In vitroortamlarda
yapilan cakmalarda, lipopolisakkaridlerin (LPS) insan embrijobagirsak (INT-
407) hicrelerine adhezyonunda énemli bir rol alhktapor edilmgtir (132, 162).

Diger Gram negatif bakterilerde olglu gibi kampilobakter LPS’lerinin lipid
A komponenti, endotoksin olarak gorev yapmaktaklampilobakterlerin sistemik
infeksiyonlarinda saliverilen LPS’den dolay sepsessoklar meydana gelmektedir
(132 211).C. jejunideki LPS, sakkarid yapisindaki ¢cok sayida O- amijenden
birine sahiptir. Bu O- antijenler hem polisakkahiem de oligosakkarid yan zincirleri
ile benzerlik goOsterebilirler. Bu yuzden kampilobek tarleri, LPS ya da
lipooligosakkarid (LOS) veya her ikisini birlikte reétebilirler (14).
Lipopolisakkaridlerin, infeksiyonun ilerlemesine dem olan serum direncidi,
fagositik yikima kan direnc olgumu ve hicre toksisitesine katki gkadig
bildirilmi stir (131).

Son zamanlarda kampilobakterlerin hicre duvarlaintulunan ve
kampilobakter adhezyon geni GadF) tarafindan kodlanan CadF proteininin
fibronektine bglandgi gosterilmg olup, In vivoortamlarda yapilan ¢amalardaC.
jejuninin kanatlilara kolonize olmasi igir€adF proteinin bulunmasi gerekti
bildirilmi stir (141, 275). CadFyi kodlayan genin, dier bakterilerin d¢ memran
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proteinlerinin homolgu oldusu tespit edilmgtir (141). Klinik 6érnekten izole edilen
¢cok sayidaC. jejuni ve C. coli sisunun genomund&adF bdlgesinin korunmg
oldugu ve bu bdlge mutasyonlarinda mikroorganizmanin rénlig/iizeyine
adezyonunda onemli Olcide azalma @ldugdsteriimgtir. C. jejuni swlarinda
cadFden baka hentz isimlendiriimengiiki tane daha fibronektin lggyan protein
belirlenmgtir. Bir diger adeziv protein olan periplasmic binding prot@fEB1);
Gram negatif bakterilerdeki aminoasit transportt@rderine benzeyen, 28 kDa’luk
bir dis membran proteinidirpebIgenindeki mutasyonlarirC. jejuni’nin epitel
hiicrelere adezyonunu 6nemli olgude azalttin vitro deneylerle godsterilmesine
ragmen PEB1 adezini i¢in konak hicre resptori hentainmtnamarnstir.
Immunojenik karakterdeki bu proteinlerden biri ol®EB1, epitel hicrelerinde
bulunan ve blyutk bir yagma proteini olan CEBL1 ile benzerdir (210). PEB1'in
yoklugu, farelere kolonize olmanin yani sira epitel hlgmre adhezyonu ve
invazyonu da olumsuz etkiler (209)jn ve arkadgdari tarafindan bulunan ve Jejuni
lipoprotein A (IpA) adezini olarak tanimlanan birgdr adezin ise 42,3 k-Da’luk
yuzey etkili bir lipoproteindir.jlpA genindeki mutasyonurC. jejuninin HEp-2
hiicrelerine adezyonunypA geni intakt olanC. jejuni susuna gore % 19 oraninda
azaldgl gosterilmgtir. Ayrica bakteri hicre membraninda yer aldtpAnin
intestinal epiteldeki Hsp90 ile kahkl etkilestigi ve bu etkilgimin NF- xB nin ve
p38MAP kinazin aktivasyonunu induklgdiesbit edilmgtir (125).

Fimbrialar pek ¢ok patojen bakterilerde bulunanmiéir virulens faktordur
ve bakterilerin hicrelere adhezyonunda gorevlidirleKlasik fimbrialar
kampilobakterlerde olmamasingnaen, kil benzeri fimbrial yapilar, bakterinin safra
tuzu ile muamele edilmesi neticesinde gozlesimi Putative peptidaz enzimini
kodlayan prepilin peptidaz genipgpA) bu fimbrial yapilarin biyosentezinde
gorevlidir ve bu genin inaktivasyonu afimbrial muotiarin olymasina neden
olmaktadir. Ancak bu fimbrial flamentlerin alt @elerini kodlayan genler identifiye
edilememgtir (65, 131).

Kampilobakter enterotoksinleri, hiicre icinde siklddenozin monofosfat
(cAMP) seviyesinin yukselmesine ve hedef hlcre pe&sterine bglanabilme
yetengine sahip proteinler olarak tanimlanmaktadirlar4)2¥ibrio chloreatoksini

(CT) ve yakin ilgkili Escherichia colnin isitya duyarli toksini (LT) kampilobakter
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enterotoksinlerinin prototipleridir (247Y.ibrio chloreatoksin ve LT iki alt Gniteden
olusurmaktadir. Buyuk olan A alt Unitesi enzimatik akgye sahiptir, daha kucik ve
pentamer bir yapiya sahip olan B alt Unitesi iserdlreseptérlerine iganma
yetengine katki sgmaktadir. B alt Unitesi ile hlcre reseptorlerineglaaan
enterotoksinler, A alt Unitesi ile hicre igerisitainir ve hicre adenilat siklaz
dizenleyici sistemi bozarlar. Sonug¢ olarak, higiecAMP seviyesi yukselir ve
hicreler arasinda ve icinde iyon dengesindgistddikler meydana gelir. Bu
degisiklikler sivinin ba&irsaklara sekresyonunu artirarak ishallerirsiwlasina neden
olur (274, 275). Sitotoksinler hem hucre icinde héenhlcreler arasinda etkili olan
ve hedef hicreyi oldiren proteinler olarak tanimiaktadirlar. Hicre ici aktivite
gosteren sitotoksinler hiicreye yapayi takiben glenerek hiicre sitoplazmasina
ulasirlar ve hucreyi oldurdrler.ikinci tir sitotoksinler hedef hiicre porlarinda
formasyonlara, hiicre icinde sitotoksin ve granétilderinin saliverilmelerine neden
olurlar. Bu reaksiyon konakg¢i dokularinda hafif abkbozukluklara neden olur.
Sitotoksinler ayrica l6kosit, granulosit ve makijzia da oldurdukleri icin
konakc¢inin immun cevabini baskilarlar (4, 131, 274)

Kampilobakterlerde en az alti farkh toksin ya d&sin sinifinin varfii tespit
edilmistir. Bunlar in vitrohtcre kalturlerindeki etkilerine gore:

1- HelLa hucrelerini aktive etmesine graen Vero hucrelerini aktive
edemeyen 70 kDa buyulgdandeki toksin (100).

2- HeLa ve Vero hicrelerini aktive eden sitotokginda toksinler (82).

3- Hemolitik etki gosteren sitotoksinler (137).

4- Shiga benzeri toksin (175).

5- Cytolethal distending toksin (CDT) (126).

6- Hepatotoksinler (13&eklinde siralanmaktadir.

Bunlardan CDT, genetik bdlgesi klonlarymue sekans analizi yapilgilk
toksindir. Benzer toksinleE. colide de tespit edilmi (132, 212) ve bu toksinin
G2/mitoz fazinda HelLa hicre boélinmesini engefledie hiicre 6limine neden
oldugu bildirilmistir (132, 286). Bakteriyemi siklikla C. fetus infeksiyonlari
sonrasinda gorular. C.fetus swlarinin  ylizeyinde yer alan S-protein,
mikroorganizmayi serumun bakterisidal etkisinesk&orumakta, bu nedenlede.
fetusinfeksiyonlarindan sonra bakteriyemi daha siksgedktedir (244).



17

1.1.5. Antimikrobiyal Direnglilik

Gunumize kadar insan ve hayvanlarda kampilobaktéksiyonlarinin
tedavisi amaciyla en sik kullanilgniolan antibiyotikler florokinolonlardir.
Florokinolonlar bakterilerdeki topoizomeraz IV veNB giraz (topoizomeraz |II)
enzimlerini inhibe ederek etkisini gdsteren antiraikyal ajanlar olup, bu ajanlar
geng spektrumlu ve antimikrobiyal aktiviteleri yukseldaklarindan dolayi insan ve
hayvanlardaki tim bakteriyel infeksiyonlarin tedande kullanildiklar gibi
kampilobakter ve diger gastrointestinal infeksiyonlarin tedavisinde delikla
kullaniimaktadirlar (4, 119, 120,). Florokinolordadireng ilk kez 1990'li yillarda
insan ve hayvanlarda bu ilaclarin ¢cok fazla kullaaya balandigi Asya kitasindaki
bazi tlkeler ildsvigre, Hollanda, Finlandiya vispanya gibi bazi Avrupa tilkelerinde
ortaya konmstur (73). Tayland’da 1994 yilinda insan izolatlaanyapilan bir
calismada,C. jejunilerin buyidk bir ¢cgunlugunun siprofloksasine direncli oldu
bildirilmistir (116). ingiltere’de ise tavuklara enrofloksasin ve sarafbshin
verilmeye balanmasi, florokinolonlara direncli kampilobaktenfeksiyonunda
artislara neden olmyiur (233).

Turkiye’'de florokinolonlar 1989 yilinda broylerlexdkoruyucu amagla yoin
olarak kullaniimaya bganmasina r@men, 1992 yilina kadar florokinolonlara
direncli kampilobakteizolatlari tespit edilemerpiolmakla birlikte Savgan ve ark.
kanatl hayvanlarda kinolonlara kaolusan direnc ile ilgili yaptiklar bir caymada,
1987 yilindaki kanath izolatlarinda enrofloksasuge siprofloksasine kar bir
direngliligin olmadgini, 2000 yilinda ise enrofloksasine % 76, sipikdisine ise %
73 oraninda bir direng old@unu tespit etnsierdir (61, 234). Bu sonuglar, Turkiye'de
kontrolstiz florokinolon kullaniminin kampilobakteswslarinda yiksek dizeyde
direnc olyumuna ve yayillimina yol agini, bunun da gida guvepiive hekimlik
yoninden ciddi sonuclar @dorabilecegini gostermektedir. Kampilobaktettrleri
ayrica tetrasiklin, ampisilin, klindamisin, nalidik asit, azitromisin, metronidazol
vankomisin, rifampin, trimethoprim ve sefalospogibi antibiyotiklere de direng
gostermektedirler (7). Larkin ve ark. besi gidarindan izole ettikleri
kampilobakterlerin ampisiline % 18, azitromisine &«, klindamisine % 47,
tetrasikline % 44 ve streptomisine % 57 oranindardili oldygunu bildirilmislerdir
(146).
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1.1.6. Bgisikhk

Genc¢ yalarda etkene maruz kalan insan ve hayvanlar, ilgafdarda etkenle
tekrar kasgilastiklarinda hastalanmadan gecici birsiyacihk gosterirler (4).
Kampilobakterler konakgi tarafindan alindiktan sohunlara kan spesifik immun
yanit meydana gelir. Mide asiditesi gibi spesifikimayan savunmalar,
kampilobakteriozisin patogenezinde 6nemli rol oyalmna rgmen, etkenlerin
bagirsak epiteline kolonize olmasi ve infeksiyonuneimhesinde yeterli gédir (4,
269). Konakgi tarafindan alinan bu etkenlersiki@gositik hiicrelerden interl6kin-8
(IL-8) adi verilen bir 6n yangi sitokini saliveril{114). Ekstraseltler patojen olarak
bilinen kampilobakterlerin meydana getigdinfeksiyonlara kagi humoral immun
yanit olyur. infeksiyonu takiben konakg paisak liimeninde salgisal IgA (SIgA) ve
IgG, serumda ise IgM ve IgG sinifi antikorlarin igesgi yikselir. IgM ve IgG sinifi
antikorlar 45 gun siresince serumda vgitsak limeninde yuksek seviyede kalirlar
ve yaklgik 90 gin sonra normal seviyelerine gelirler. SalfigA ise ¢ok daha kisa
bir sirede normal seviyesine gila(4, 128, 271). Erken yhkrda kampilobakter
etkenlerini alan hayvanlarda kademeli olarak sgelibu antikorlar, hayvanlari daha
sonraki infeksiyonlardan genellikle korur vegirgaktaki etkenlerin zamanla buradan
eliminasyonunu gdarlar. Meydana gelen bu sekunder immun yanit hgsta
yaylimasini sinirlariImmun sistemi baskilangihastalarda hastgln daha uzun,
siddetli seyretmesi ve nukslerin gortlmesi bu gardesteklemektedir (4, 246).

Humoral immun yanitin yaninda hicresel immun yada bakteriyel
infeksiyonu ortadan kaldirmada ya da sinirlamadariidir. Hiicresel immun yanit
genel olarak zorunlu ya da fakultatif hiicre iciqganlere kagi gelisen spesifik bir
immun yanittir. Kampilobakteetkenleri ekstraseliiler patojen olmalarinasH,
yapilan bazi cajmalar bu etkenlerin [garsak epitel hiicreleri ve makrofajlarin icinde
de canli kalabildiini gostermgtir (268). C. jejuninin en yuksek immunojenik
proteni iki gen flaA ve flaB) tarafindan kodlanan flagellindir. Bu genlerdeer h
birinin antijenitede dgsikliklere yol actgl deneysel olarak ortaya kongtur (275).
1.1.7. Klinik Belirtiler

C. jejuni ve C. coli gebe giirlarda sporadik abortlarla seyrederken, gebe
koyunlarda enzootik abortlara neden olmaktadir. eGleayvanlarda abortus oncesi

veya sonrasinda hafif bir ishal gorultr. Kampilotesler kuzularda besi ishali olarak
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adlandirilan enteritlere neden olmaktadnfeksiyon sulu bir ishalle karakterizedir.
Bu etkenler ayrica gen¢ kuzularda sporadik seglidanterik enterit ve kolitise de
neden olabilirler. Bu infeksiyon tipinde vicut sbg artar diski yumwar, mukoid
bir hal alir ve taze kan pihtilari goruli€. jejuni ve C. coliyeni dgan ve sutten
kesilen buzgilarda da enterik infeksiyonlar afwrurlar (20).infeksiyon koyunlarda
oldugu gibi genellikle dizanterik formda seyreder. Haylgada bakteriyemiye I3
olarak yiksek ate mukuslu veya kanli ski dikkati ceker (4, 12, 219). Termofilik

campylobacteter sgirlarin mastitis vakalarindan da izole edgtardir (225).

1.1.8.Insanlarda kampilobakter infeksiyonlari

Hem hayvanlarda hem de insanlarda hastalik yapakaenpilobakter cinsi
bakteriler, insanlarda ¢o kez kendikendini sinirlayan, basit sekretuvarisipalle
seyreden, enterit tablosuna yol agmaktadigeDtaraftan daha nadir olmakla beraber
dizanterik formdaki kampilobakter enteritlerindekiulgu ve belirtiler, invaziv
Ozellikteki ba&irsak patojenlerinin yagit hastaliklardaki belirtilerden énemli bir
ayricalik gostermez (268). Hasfah inkiibasyon doénemi, alinan mikroorganizmanin
miktari ve virulansina gore gamekle birlikte 18 saat-8 gun (ortalama 3,2 gun)
arasinda dasmektedir. Balangicta hastalarin ganda, 12-24 saat suren gtba
agrist, miyalji, kiriklik ve bazende taze kan icenmmmsak dskilamaninda oldgu,
prodrom doénemi gortlmektedir. Prodromal doneminthradan, 2-3 gin siren ishal,
ates, karin a&risinin bazende bulantt ve kusmanin gorgldiintestinal evre
baslamaktadir (7). Genellikle sekretuvar tipdeslagan ishal vakalarin yakde
olarak %30’'unda kanli ve mukuslu dizanterik formandebilmektedir. Bazi
hastalarda ginde 8 veye daha fazi&ithma gorulebilmektedir (29). Kampilobakter
ishallerine glik eden ate 39-40 dereceye kadar cikabilmekte, cocuklardailfebr
konvilziyonlara neden olabilmektedir. Kariprisi siddetli olup, krampseklinde ve
tum batinda yaygin olarak hissedilmekte, bazenadtakadrana lokalize olarak akut
apandisiti taklit edebilmektedir (28). Kampilobaktenteriti genellikle 5-7 ginde
kendiliginden dizelmekte nadiren uzamanfeksiyonlara neden olmaktadir. Ancak
olgularin yaklailk %5-10'unda relaps goril@iu, mikroorganizmanin nekahat
doneminde iki hafta ile bir ay sireyle skidan atildg bildiriimektedir.

Kampilobakter enteritlerinin ardindan, 6zellikle nmiin yetmezgi olan hastalarda,
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bebekler ve ygilarda mikroorganizmanin intestinal kanaldan yakdigelere direkt
yayilimi ile kolesistid, pankreatit, peritonit veesenterik adenit gibi lokalize
enfeksiyonlar ve bakteriyemi ggdbilmektedir (32, 130).

Kampilobakter enfeksiyonlarindan sonra Guillain i@asendromu, hemolitik
uremik sendrom, interstisyel nefrit, IgA nefropatieaktif artrit, bursit ve eritema
nodozum gibi ge¢ B&angicli, non enfeksiyoz komplikasyonlar da gorillakktedir.
Periferal polindropatiler grubu icersinde yer al@aillain-Barre Sendromu (GBS),
periferik sinir sisteminin, otonom sinir sisteminine kranial sinirlerin, akut
baslangicli progresif seyirli, inflamatuvar hasgatir. Bu sendrom periferal sinirleri
etkileyerek felglere neden olan bir hastalktirigefarkll klinik formu vardir. Akut
demiyalize formu sekunder aksonal dejenarasyonat, miotor aksonal formu akut
motor-sensorlerde bozuklara neden olmaktadir. $om fise oftalmoplejilerin ve
ataksilerin meydana gefdiMiller-Fischer sendromudur (181, 217). Dinya cala
oldukca duzgun bir dalim gosterdgi ve genel insidansinin 1,0-2,7/100.000 @alu
bildirilen GBS’u dunyanin blyuk bir boluminde Polin eradike edilmesinden
sonra, akut flask paralizilerin en yaygin sebelairak gosterilmektedir. Toplumda
cok sik gorulmemesine gmen ortaya cikan kalici sakathk, GBS'unu 6nemiitalk
sagligt sorunu haline getirmektedir. GBS’nun periferik niderin - antijenik
proteinlerine kan antikor Uretimi sonucu ggkn otoimmun bir hastalik oldu,
basta C. jejuni olmak UzereMycoplasma pneumoniae, E. ¢olLytomegalovirus,
Epstein-Bar virus, Human immunodeficiency virus Ml Influenza virus,
Coxsackie virus, Herpes simplex virus, Hepatit A @evirus gibi enfeksiyon
ajanlarin, alama ve cerrahi gigimlerin bu antikorlarin yapimini tetiklegli
disinulmektedir. Nitekim, GBS’lu olgularin % 50-70'mchorolojik semptomlar,
gastroenterit, solunum yolu enfeksiyonu veyalamadan 2 ile 4 hafta sonra
gelismektedir. C. jejuni enfeksiyonu sonrasi genellikle kalici ndrolojik idgferin
goruldigt aksonal tutulumlu GBS gorilmekte, GBS'da gegciglrhkampilobakter
enfeksiyonu kot prognostik faktorler arasinda Isagktadir. Yapilan catli
calismalarda aksonal tip GBS’lu olgularin yagla % 30 ile % 40’inda, 2-3 hafta
once gecirilmg C. jejunienfeksiyonunun tesbit edilgibildiriimektedir (217).

C. fetus.subs fetusiin neden oldgu enteritlerC. jejuniye nazaran daha az

siklikla gorulmektedir. Fakat, bu hastalarda bakéeni, septik tromboflebit,
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meningoensefalit gibi sistemik enfeksiyonlar, deptitrit, salpinjit, ampiyem, sellilit,
uriner sistem enfeksiyonlari, osteomyelit ve kaesigibi lokalize enfeksiyonlar
daha sik gortulmektedir. Kampilobakter enfeksiyomlar HIV ile enfekte hastalarda,
genel populasyona gore daha sik gorgldive daha siddetli seyrettgi
bildiriimektedir. Bu hastalarda persistan ve duddamayan bol sulu ishaller
gorulmekte, enteriti takiben ya da enterit gorulsiek, bakteriyemi, menenijit,
endokardit ve perikardit gibi mortaliteyi artiranistemik kompikasyonlar
gelisebilmektedir (7, 284).

1.1.9. Tani

Gerek sekretuvar tip bakteriyel ve viral, gerekggudterik tipE. histolytica
gastrointestinal sistem infeksiyonlarindan Kliniklarak ayirt edilemeyen
kampilobakter enteritlerinin laboratuvar tanisigug tedavi ve kontrol tedbirlerinin
alinabilmesi icin son derece dnemlidflampilobakterinfeksiyonlarinin giir, koyun
ve insanlardaki tanisi, genellikleskl, kan, rektal svap ve gier érnekler yardimi ile
yapilimaktadir. Enteritli hayvan ve hastalarinskdarinin direkt incelemesinde;
|6kosit varlginin yani sira karanlik saha veya faz-kontrast asikopta hizli hareket
eden bakterilerin gortlmesi tanitya yardimci bulgiila Bazik fuksin ya da karbol
fuksin kullanilarak modifiye edilngi bir Gram boyama, gkidan direkt olarak
organizmanin tespiti icin kullanilir, fakat kesiant icin dgki kdltird yapilmasi
gerekmektedir (98, 179, 217). Kampilobakterler reaywgida ve cevresel érneklerde
disUk oranlarda bulunduklarindan dolayigeli mikroorganizmalar bu bakterilerin
izolasyonunu biuyluk oranda baskilamaktadir. Kampikedrler vankomisin,
polimiksin B, trimetoprim laktat ve sefalosporinbgibazi antibiyotiklere kar
direncli olduklarindan, bu antibiyotikler kampildtarlerin izolasyonu icin

kullanilan besi yerlerine siklikla ilave edilmekier (186).
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Kampilobakterlerin dikidan ilk izolasyonu vankomisin, polimiksin B,
trimetoprim ve defibrine at kani iceren selektit lmesiyerini gektiren Skirrow
tarafindan gercekgarilmistir. Skirrow besiyeri dikidan kampilobakterlerin
izolasyonu icin etkili olmasina ganen, kontamine gidalar ve cevresel érnekler icin
uygun deildir. Bu durum gida ve ¢evreden kampilobakterlerolasyonu icin daha
etkili ve uygun bir besiyeri olan Preston besiygrigelistiriimesine yol agcmytir (4,
34, 240). Blaser ve ark. Klinik laboratuvarlard& gaygin olarak kullanilan Campy-
BAP besiyerini, Bolton ve ark. ise sefazolin ve wou deoksikolat iceren CCD
besiyerini tanimlamlardir. Ayrica Karmali ve ark. kampilobakterlerirelsktif
izolasyonu amaci ile vankomisin, sikloheksimid, opefrazon iceren CSM ve
trimetoprim, polimiksin B, vankomisin iceren SKM digerlerini gelgtirerek
kullanmslardir (4, 30, 33, 129). Son yillarda ise bu setdbegsi yerlerinin dginda
kampilobakterlerin dkidan izolasyonu amaci ile daha etkili ve duyarlano
sefoperazon, amfoterin B, teikoplanin (CAT) ve niigdi edilmis CCDA
(sefoperazon, amfoterin B) gibi selektif besiyarkedlaniimaktadir (415, 51, 217).

Kampilobakter izolasyonunda yaygin olarak kullamilge bazilari ticari
olarak temin edilebilen besiyerlerinin etkighi karsilastiran ¢cok sayida agarma
yapilms ve aratirmalarin yapildii argtirma merkezlerine goére ggen farkh
duyarlihk oranlar bildirilmgtir. Bu ¢alsmalardan birisinde, 50 ishalli hastanigkali
ornesi  Skirrow, Butzler, Blaser, Campy-BAP ve Prestonsierine yapilan
ekimlerde sirasi ile 13 (% 26), 10 (% 20), 12 (%, Z4(% 10), 15 (% 30) oraninda
kampilobakter pozitifii bildirmislerdir (35).

Kampilobakterlerin izolasyonu igin genellikle 6n nzgnlestirme metodu
kullaniimaktadir. Zenginktirme gamasi, ishalli hayvandan toplanagkaiérnekleri
gibi klinik numuneler icin gerekli olmamakla birté, gida ve cevresel 6rneklerden

etken izolasyonu igin 6nem arz etmektedir.
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BESIYERININ ADI

TEMEL BESIYERI

KATKI MADDELER 1

Butzler'in sellektif besiyeri

Sivi thioglikollat besiyeri

(Difco)

Agar (%3)
Koyun kani (%10)
Basitrasin (25.00 1U/It)
Novobiosin (5 mg/lt)
Kolistin (10.000 1U/It)
Sefalotin (15 mg/It)
Aktidion (50 mg/It)

Blaser'in besiyeri
(Campy-BAP)

Brucella agar base

Koyun kani (%10)
Vankomisin (10 mg/It)
Trimethoprim (5 mg/lt)

Polimiksin B (2.500 1U/It)
Sefalotin (15 mg/It)
Amfoterisin B ( 2 mg/lt)

Skirrow’un kanl agar besiyeri

Blood agar base (temel kanlj

agar)
No. 2 (Oxoid)

At kani (%7)
Vankomisin (10 mg/It)
Polimiksin B (2.500 1U/It)
Trimethoprim (5 mg/lt)

Butzler virion besiyeri

Columbia agar base
(Oxoid CM331)

Koyunkani(%210)
Sefoperazon (15mg/It)
Rifampisin (10 mg/It)
Kolistin (10.000 1U/It)

Ampoterisin B (2 mg/lt)

*Preston (1)

Nutrien buyyon # 2
(Oxoid CM 67)

% 1.2 New Zealand agar

Trimethoprim(10ug/ml)
Polimiksin B (5 1U/ml)
Rifampin (10ug/ml)
Sikloheksimid (10Qug/ml)

**Preston(2)

Nutrien buyyon # 2
(Oxoid CM 67)

% 1.2 New Zealand agar

Sodyum deoksikolat
Demir silfat
Sodyum piruvat
Kazein hidrolisat
Sefoperazon (32 mg/lt)

***Praston (3)

Nutrien buyyon

Sefoperazon (32 mg/lt)

No. 2 Amfoterisin (2 mg/lt)
(Oxoid) Campylobacter rowht
suplement
(Oxoid)
**Karkoal (charcoal)-

Bazli selektif besiyeri

Columbia agar base
(GIBCO)

Hematin (0.032 g/lt)
Sodyum piruvat (0.1 g/lt)
Vankomisin (20 mg/It)
Sefaperazon (32 mg/lt)
Sikloheksimid (100 mg/It)

Tablo 4: C. jejuniizolasyonu icin secici besiyerlerinin formulle2g84).

*: %5 defibrine at kani + Saponinli, **:Kansiz, kaall, ***: %7 defibrine at kanli
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Kampilobakter tirleri barsak florasindaki gier bakterilerden daha gec¢ ve
gic uremektedir. Bu sebeple kolay ureyerek kultlagipa hakim olan flora
bakterilerinin kultir ortamindan elimine edilmesin, ornekler ya direkt selektif
besiyerine ekilmeli ya da gkinin % 10’luk stspansiyonu yapildiktan sonra Québ
por capl seliloz asetat filtrelerden suziltp, s@@bin 0.45-0.25um por c¢apli
membran filtreden tekrar stzuldikten sonra memhbranygun besiyerlerine
konulmasi sureti ile ekim yapilmalidir (253). Seiekbesiyerleri kullanilarak
kampilobakterlerin izolasyonu oldukca uzun surmekteéOzellikle bu etkenlerin ¢ok
disik oranlarda bulundiu gida ve c¢evresel Orneklerden izolasyonunda,
zenginlgtirme gamasi da gerelginden, izolasyon icgin yakfgk bes gunlik bir
sureye gereksinim duyulmaktadir. Kiltir metotlanimiu dezavantajindan dolayi
gida ve cevreden kampilobakterlerin saptanabilmiesi alternatif metotlarin
gelistiriimesine ihtiyac duyulmgtur.

Konakg¢ida kampilobakterlere spesifik poliklonal m@noklonal antikorlarin
olusmasi, bu antikorlar tespit edershies metotlarinin getirilerek kullaniimasina
yol acmstir (4). Kampilobakterlerin hizli tanisinda hastasibdestler olarakta
tanimlanan, gkida kampilobakter antijenlerini agtaran, ProSpecTampylobacter
enzim immunoassay ( CampylobacterEIA) Campyslidtes, Meritec-Campy ve
Microscreen gibi presipitasyon temelli cok sayidari test gektirilmistir. Direkt
diski  Orneklerinin yanisira zenginkirici besiyerindeki dyki Orneklerinin de
deserlendirilebildigsi Campylobacter EIA testinde, kampilobakterlerini izey
antijenine kagi gelistirilmis poliklonal antikorlar kullaniimaktadir. Campyslidiesti
ile diski orneklerinden antijen tespitinde, kampilobalgari hicre duvar
antijenlerine kan Uretilmis anti-kampilobakter antikorlari ile kapl lateksriielilleri
kullaniimaktadir. Meritec Campy testinde ise lapaxtikillerinin sensitizasyonunda
flagellar antijene kar gelistirilmis antikorlar kullaniimaktadir (4).

Bu testler,C. jejuni, C. colive C. lari gibi enteropatojen kampilobakterlerin
teshisi icin tasarlanngtir. Meritec-Campy yonteminin c¢ok basit bigekilde
uygulanabilmesi avantaji ikenC. lari gibi bazi tdrleri tespit edememesi
dezavantajidir. Microscreen, kampilobaktgirlerinin buyik bir ¢gunlugu ile
reaksiyona girerek bu turleri tespit etmektedir.ridy kampilobakterolmayan

turlerle kros reaksiyon ofturmamasi ve Campyslide’'ye gore kullaniminin daha
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kolay olmasi gibi avantajlari vardir. Lateks agl@syon metotlari standart kaltar
metotlart kadar duyarli olmamasina gmaen, dgki ve gida Orneklerinden
kampilobakterlerin direkt tespiti icin siklikla kahilmaktadir (111, 180). Yine gk
orneklerinden kampilobakterlerin direkt tespitincenzim linked immunosorbent
assay (ELISA) tek@ kullaniimaktadir. Bu tekg@in spesifitesinin % 99,
sensitivitesinin ise % 96 olgu, 50 adet kampilobaktetiltir pozitif ve 114 adet
kaltdr negatif dgki Ornesini inceleyen argtirmacilar tarafindan rapor edilgtir
(261).immunolojik metotlar rutin laboratuvarlarda kolayakiygulanabilir olup, gok
pahalida dgildir. Bu testler konvansiyonel kultir metotlariykasilastirildiginda,
sonugclarin daha cabuk elde edilmesi, kolay yoruatldmesi ve cevresel kollara
daha az duyarli olmasi gibi bircok avantaja satguti

Kampilobakterlerin insan ve hayvanlardaki prevalamsarts gostermesi, bu
turlerin daha cabuk ve givenilir bjekilde saptanmasina olanakglsegacak yeni
teshis  yontemlerinin  gedtirilmesi  ihtiyacini  dgurmuwtur.  Kampilobakter
enfeksiyonlarinin tanisinda kdiltirde izolasyon italtstandart” olarak kabul
edilmekle birlikte, 24 saatten daha kisa sire sgede kampilobakterleri tar
dizeyinde tanimlayan, uygulamasi kolay, tekrarldimakonuclarin elde edilg,
yuksek duyarliga sahip, cevresel faktorlerden daha az etkilenekleikl asit
cogaltma yontemini (NAA) baz alan, PCR/RFLP, mPCR, RFPCR-hibridizasyon
gibi molekuler yontemler daha gon olarak kullaniimaya Benmstir (272)
Etkenin flagellin gen bdlgelerini hedef alan spé&sifprimerler kullanilarak
gerceklatirilen zincirleme polimeraz reaksiyonu (PCR) kahopakterlerin tghisi
amaciyla uygulanngtir (4, 49, 200). Ayrica etkenin 16S ribozomal RN¥RNA),
demir bglayan proteircelk, aspartokinaz, oksidoreduki28SrRNA, hip O, mapA,
Cad F, glyAve groEL genlerinihedef alan PCR uygulamalarina giditi (44, 74,
76, 122, 144, 147, 166, 272). Bu yontemlerle cokdsa 6rngin etkene spesifik
primerler yardimiyla ¢ok kisa sure igerisindghte edilmesi mumkundur. PCR
metodunda, kultirsiemine gerek kalmadan numuneden direkt DNA eksiyaks
ile dogru bir sekilde etken tghisi yapmak muumkindidr. Bununla birlikte, son
zamanlarda mPCR gibi yontemler ile birden fazla eetk ayni anda
saptanabilmesine olanak taniyan metotlarsgelmistir (2, 3). Bu metotlarin dinda
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nested PCR ve PCR-ELISA gibi modifiye edimfarkli PCR teknikleri de
kampilobakterlerin saptanmasi i¢in kullanigtm (118, 287).

1.2.C. jguni ve C. coli’nin Molekuler Tiplendiriimesi
Epidemiyolojik aratirmalarin temel amaci mikroorganizmalarin kaynak,

rezervuar ve vyaylma yollarini belirleyerek bunlakarsi kontrol 6nlemleri
gelistirmektir. Bu nedenle infeksiyon olgularindan izeeilen ayni cins veya tirden
olan etkenlerin birbirinin  ayni olup olmadiklarinimbelirlenmesi yani alt
tiplendirmenin yapilmasi gereklidir. Genel anlamdde alinacak olursa alt
tiplendirme; infeksiyon epidemilerinin, capraz yayun bulunup bulunmagdinin,
infeksiyon kaynaklarinin, 6zellikle virulant garin tanimlanmasinda vesilma
programlarinin izlenmesinde bulyiik 6nemnsaktadir.infeksiyon olgularindan izole
edilen etkenlerin tiplendiriimesi, sadece etkingadama yonelik ve koruyucu
onlemlerin alinmasinda gé ayni zamanda bunlara yonelik eradikasyon plania
kisa siUrede hazirlanmasi bakimindan da oldukca l@hen(4, 191, 215).
Kampilobakterlerin dgru bir sekilde tiplendirilmesi, hem klinik ve epidemiyolkji
veriler acisindan hem de infeksiyon kagman dgru bir sekilde tespit edilmesi
acisindan oldukgca 6nemlidir. Kampilobaktérlerinin tiplendirilmesi i¢in fenotipik

ve genotipik yontemler kullaniimaktadir.

1.2.1. Fenotiplendirme
Kampilobakterlerin tiplendiriimesinde en yaygin ralla kullanilan fenotipik

yontemler, serotiplendirme ve biyotiplendirmedir.

1.2.1.1. Serotiplendirme

Kampilobakterlerin hastalik etkeni olarak izolelddii ilk ginden ginimuize
kadar gecen sure icerisinde yapilanspalilarda, uygulama gugiii, zamana dayali
sonug Uretme ve genetik yapidakiggenlere bl olarak izolatlarin biyokimyasal
Ozelliklerinden cok salgin slarinin antijenik 6zellikleri ve faj duyarhliklana gére
identifikasyonunu baz alan fenotipik yontemler kallmstir. Antijenik 6zelliklere
gore yapilan ¢cajmalarda Penner ve Lior'un antijenik siniflandirnmasesas alan

serolojik identifikasyon yontemleri baz olarak ahigtir. Orijinal Penner yonteminde



27

indirekt hemaglutinasyon (IHA) tekgi kullanilir ve kampilobakter izolatlari 1siya
direncli (TS/HS) antijenlerindeki homolojiye goréentifiye edilirler (211, 217)Bu
yontemin en 6nemli dezavantaji antijenik benzesidbebi ile dier Gram negatif
barsak bakterileri ile capraz reaksiyonlaraglbgalanci pozitiflik oraninin yiksek
olusudur. Bu sebepten dolayr yontem daha sonra modiéigiémistir. Bakteri
aglutinasyonuna dayali bir yontem olan, Modifiyenie yonteminde 06zgul
olmayan aglitinasyonlar ve capraz reaksiyonlarin aga indirilebilmesi icin,
kampilobakterlerin HS atijenine kar gelistiriimis adsorbe serumlar ve bakteri
stispansiyonlari kullaniimaktadir (86, 21¥)giltere bata olmak Uzere Avrupa’da
bulunan referans merkezlerinde kampilobakterlermotipik 0Ozelliklerine goére
tiplendiriimelerinde Modifiye Penner yontemi, faplendirme yontemi ile birlikte
kullaniimaktadir. Lior yonteminde ise iIsiya duyafTL/HL) antijenler lam
aglutinasyon testi ile agarilmaktadir (154) Ancak antiserum panellerinin fazial)
tiplendirilemeyen izolatlarin vagi, yontemlerin maliyetinin vesiyukunin fazla
olmasi gibi nedenlerden dolayl fenotipe dayall sgahlarda serotiplendirme

yontemlerinin uygulanabilir§ii, referans laboratuvarlari ile sinirh kalmaktadir

1.2.1.2. Biyotiplendirme

Rutin laboratuvarlarda kampilobaktgirlerini ayirmak icin genellikle oksidaz
ve katalaz aktiviteleri, hippurati hidrolize etmeetgnekleri, TSI agarda B
olusturma ozellikleri, sefalotin, nalidiksik asit ve ztutblerans yetenekleri test
edilmektedir. Gecgiimiz yillarda yapilan ¢agmalarda kampilobakterler; katalaz (+),
katalaz (-) ve termofilik kampilobakterler gibi grara ayrilmaktayken
kampilobakterlerin taksonomisinde meydana gelergisddikler, bu testlerin
dogrulugu ve gecerlilginin azalmasina sebep olgtur (217, 227, 228). GUnumuzde
C. jejuni ve C. coliyi ayirmak icin tek biyokimyasal test olarak hippt testi
kullaniimaktadir (Tablo 1)C. jejuni hippurat pozitif,C. coli ise negatif olmasina
ragmen, bazi durumlarda hippurat negdiif jejuni swlari da tespit edilngtir. Bu
nedenle sadece bu testi kullanar@k colileri hippurat negatif olarC. jejunilerden
ayirt etmek mumkidn olamamaktadir (242). Bazi kaofyaikterttirleri dgzal olarak
nalidiksik aside direngli oldtundan dolayr identifikasyonda bu test de

kullaniimaktadir. Ancak kinolonlara direncli kamgakter ttrlerinde, capraz
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direncle nalidiksik aside diren¢ de attticin bu testle kampilobakterleri ayirmak
zordur (4, 223). Kampilobakterturlerinin alt tiplendiriimesinde kullanilan ger
fenotipik yontemler arasinda; antimikrobiyal madtelduyarlilik (resistotyping), faj
tiplendirmesi, etkenlerin morfolojisine ve antijendzelliklerinin (toksin, flagella,
kapsul vs.) tespiti ve immunblotlama (immunoblaf)in gibi yontemler
uygulanmaktadir (133, 154, 172, 174, 273, 285).okpik testler kullanilarak
kampilobakterler ayirt edilirken iki temel sorure ikagilasiimaktadir. Bunlardan
birincisi; uygulanan testlerin, testi uygulayan saranacinin  kullandii
metodolojiden etkilenmesinden dolayr ayni testiulggan farkl argtiricilarin farkl
sanuclara ukmasina neden olan standardizasyon elksildlup, uygulanan bu
testlerin d@ruluguna ve gecerlifiine golge diirmektedir. ikincisi ise mevcut
fenotipik testlerin kampilobaktegibi taksonomisi kompleks mikroorganizmalari
identifiye etmedeki yetersigidir. Su ana kadar tanimlanan gotestler bilinen bir
sinifin  fenotipik profili ile bilinmeyenin sonuclemn kasgilastirilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu nedenden dolayl kampilobaktezldsd testlerin kullaniimasi
cesitli guclukler icermektedir (192, 216).

Sonu¢ olarak, faj duyarlgina gore, antijenik 0Ozelliklere gore ve
antimikrobiyal duyarliliklarina goére identifikasyoresas alan fenotipik tiplendirme
yontemleri, gerek taksonomik gerekse epidemiyologklsmalar icin yeterli
duyarlihk ve 0zgullge sahip olmagandan dolayl 6zellikle epidemiyolojik
calsmalarda, salginlardan izole edilen slsmn  tiplendiriimesi  ve

ili skilendirilmesinde genotipik yontemlerin kullaniimastenmektedir (278)

1.2.2. Genotiplendirme

Fenotipik  metodlarin ~ sahip  olduklari  dezavantagard dolayi
kampilobakterlerin tiplendiriimesinde de kullanilknaizere tekrarlanabilirlifi,
ayinm gucu ve tiplendirilebilirii daha yuksek olan genotipik yontemler siklikla
kullaniimaya bglaniimistir. Genotipik metotlar ile, tir icinde @geken ancak
suslarda stabil olan belirli genetik gdstergeler kollarak, epidemiyolojik olarak
iliskili ayni tdr icindeki izolatlarin genetik olarakadiliskili olup olmadiklari
arggtinimaktadir. Molekdler tiplendirme yodntemleri; feksiyonlarin kayng ve

yayllma yollari hakkinda hipotezlerin test edilmesinfekte hayvanlarin
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epidemiyolojik olarak birbiri ile olan i#kilerinin belirlenmesi, antibiyotik
tedavisinin etkinkinin belirlenmesi, antibiyotik direncinden sorum@)enler hedef
alinarak yapilan tiplendirme ile direncli sarin tanimi ve yayginhklarinin
belirlenmesi, populasyondaki epidemik slsmin zaman icindeki prevalansini
izleyerek epidemiyolojik olarak koruma ve kontrd@ngemlerinin dgerlendirilmesi,
virulensten sorumlu genlerin belirlenmesi ve bunkasiyan sglarin populasyon
icindeki yayginhklarinin ortaya konulmasi gibi agteera ulamada yardimci olur (4,
10, 69, 278).

Son yillarda kampilobakterlerin epidemiyolojisinitaya koymak amaciyla
cesitli tiplendirme metotlar gegtirilerek kullaniimstir. Bu molekdiler tiplendirme
metotlarinin bglicalari gagidaki gibidir (16, 36, 46, 56, 68, 72, 87, 95, 264-107,
121, 134, 139, 142, 147, 152, 160, 165, 168, 208, 231, 232,237, 254, 270, 280,
281).

* Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

* Macrorestriction profile- pulsed-field gel electrapesis (mrp-PFGE)

* Restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)

* Polymerase chain reaction-restriction fragment henmplymorphism (PCR-

RFLP)

* Repetitive extragenic palindromic element-PCR (REFR)

* Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

* Amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA

e Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE)

* Multilocus sequence typing (MLST)

« Amplified fragment lenght polymorphism (AFLP)

* Fluorescent amplified fragment lenght polymorphi{$AFLP)

* Single-enzyme-amplified fragment lenght polymorph(SAFLP)

» Single strand confomationgblymorphizm (SSCP)

« flaA typing,

* hipO typing,

» Clustered regularly interspaced short palindrorepeats (CRISPRS)

* Ribotyping (47, 67, 75, 79, 81, 83, 93, 94, 97,,1B84, 182, 184, 195, 214,
217, 220, 238, 239, 243, 278,)
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1.2.2.1. PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis)

PFGE, buyik DNA molekullerinin agaroz jelde elekbretik olarak
ayristirilmasi icin gelstirilmi stir. Bu yontemde, sivi veya kati besi yerinde leati
bakteriler, dgik erime 1sil agaroza katrilip kictk kaliplara dokulmektedir.
Agaroz icine kastirilan bakteri hiicreleri, deterjan ve enzim yaryim parcalanarak
(in situ-lysis) DNA izolasyonu yapilmaktadir (792.FGE’de bozulmami DNA
gerekli oldgundan, DNA’da kirilmalara yol acabilen rutin DNAolasyon metotlari
bu yontem icin uygun gddir (11). Lizis islemini takiben agaroz kaliplari iyice
yikanarak veya diyalize edilerek protein ve karhdrdt gibi kontaminantlarin
uzaklgtirimasi sglanir. Buyik olan kromozomal DNA agaroz jel kalipl&inde
kalir. Agaroz icindeki bakteriyel DNA, nispeten &ayida ve buylk parcalar
olusturan bir restriksiyon enzimi (RE)-(infrequent @rt) ile kesime gratiimaktadir
(in situ-digestion). Daha sonra icinde kesimgratilmis DNA bulunan kaliplar,
elektroforez uygulanacak jel icindeki uygun cuktalayerlatiriimekte ve belirli
araliklarla yonu dgistirilen elektrik akimina tabi tutulmaktadir. DNA he&Uli ne
kadar blyukse tekrar yonlenmesi o kadar uzun zaahanDNA molekillerinden
tekrar yonlenme zamani elektrik vgamun siresinden az olanlar, buyukluklerine
gore ayrilirlar. Bu tip bir elektrik akimi, 10-80@obazlik DNA s&mentlerinin net
olarak ayirt edilmesine imkan gamaktadir. PFGE, 20 kb ile 10 Mb arasi
uzunluktaki DNA parcalarini ayirir (72, 79, 81, 984, 105, 199, 270%u ana kadar
PFGE ile aymtinlan en buyidk kromozom bir mantara aittir ve L.2Znilyon baz
ciftinden olymaktadir. Elektroforez son olarak etidyum bromiel doyanarak, her
bir izolata ait bant profili gorinur hale getiriliktedir (36, 107, 213, 232, 281).

Bu bant profilleri ya ciplak gozle ya da bilgisayayardimi ile
deserlendirilerek sglarin birbirleri ile olan ilgkileri ortaya konulmaktadir.
Bilgisayara dayali analizlerde, incelenen mikrooigmalara ait PFGE profillerinin
saklanmasi ile “veri bankasi” alwrulabilir. Boylece cakilan sylarin profillerinin,
daha 6nce var olan verilerle kdastirilma olasilgl olusmaktadi(191).

PFGE’'de yuksek kalitede DNA'nin elde edilmesi dda onemlidir. Bu
nedenle sguk tampondaki hucrelerin hizlicglenmesi, erimi agaroza eklemede
once bakterilerin buzda tutulmasi ve agaroz kalpla sg@ukta tutulmasi
gerekmektedir (159).
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RE secerken goz 6niinde tutulmasi gereken bircdkifatardir(70);

1. Bakteriyel DNA'nin G+C icegidir. Dusuk G+C icerikli DNA'lar
(Staphylococcus aurets oldugu gibi), tanima bdlgesi G+C bakimindan
zengin olan RE §ma gibi) ile muamele edildgiinde vyeteri kadar
kesilememektedir.

2. Tanima bolgesi uzun olan enzimler, kisa olanlargadta daha az sayida
kesim parcalari okiururlar.

Blyuk DNA parcalarinin agarozda aymimasina etki eden gdli faktorler

vardir. Bunlardan acalari (159);

* Agaroz konsantrasyonu

e Tampon konsantrasyonu

» Sicaklik

* Pulse siresi

* Voltg

e Toplam elektroforez siresidir.

Yontemin ayirim guci oldukca yuksektir. Ancak zanaci ve kompleks bir
sistemdir (256). Yontem uygulanirken, bakterileringslenmesi g@amasinda
kontaminasyonu O6nlemek icin azami dikkat gosteriidne Jeli boyamada kullanilan
etidyum bromidin gugcli bir mutajen olgu gbz 6nune alinarak, maske ve eldiven
giyilerek cevreyi kirletmeden callmaya 6zen gosterilmelidir. Kampilobakterlerin
PFGE ile kesin olarak tiplendirilemeyedee dair cekkili raporlar vardir. Bu
problem DNase urinlerine gla olabilir ve formaldehit ile muamele edilince
ustesinden gelinebilir (91, 232). gar taraftan PFGE yonteminin yiuksek ayirim
gucd, C. jejuni genomunun stabil olmamasi ve genomik yapinin straklrak
mutasyona gramasi sebebi ile uzun siren global epidemilerdadart indeks su
tayini ve indeks sapmalarinin yorumlanmasini gifichaektedir. Bu sebeple PFGE
yontemi ancak kisa sireli epidemilerdeslauarasi genetik gki ve indeks sgiile
kaynak tespitine yardimci olabilmektedir. Yine PF@&temi ile total genom analizi
yapildgi icin iyi korunmy yapisal genler (housekeeping) ile ilgili spesibkgi
edinilememektedir. Béylece bu yontemlesddendirilen sglarin farkliliklari ortaya

konmakta ancak filogenetik skilendirme yapilamamaktadir (194).
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1.2.2.2. Macrorestriction Profile- Pulsed-Field GeElectrophoresis (mrp-PFGE)
Tum bakteri genomunun restriksiyon enzimi ile kask, ortaya c¢ikan bant
profillerindeki polimorfizmin dgerlendirildigi macrorestriction profile- pulsed-field
jel elektroforezi (mrp-PFGE) kampilobakter izolattan genotiplendiriimesinde
altin standart olarak gosteriimektedir. Bu yontem#8ampilobakter DNA'sI
parcalanmadan bir butin olarak izole edildiktenragBmal veyaKpn | restriksiyon
enzimi ile kesilerek elde edilen DNA parcalar kteforezle yuritilmekte ve ortaya
ctkan paternler kadastirilarak ¢cok sayida suayni anda deerlendirilebilmektedir.
DNA'nin Smal restriksiyon enzimi ile kesilmesi ile buyuklukie40 ila 400 bp
arasinda desen 4 ile 20 bant ortaya ¢cikmaktadir. Ancak DNA’#pn | enzim ile
kesilmesi sonucunda daha cok pant profili eldedggjl bu nedenle bu enzimin
kullanildigi PFGE’in ayirnm gicunin daha yuksek didubildiriimektedir. Bazi
arggtirmacilar kampilobakter izolatlarinin genotiplenirbelirlenmesinde gzamanli
olarak her iki enzimin kullanilgi mrp-PFGE yontemlerinin kullaniimasini ve

sonugclarin korele edilmesini dnermektedir (194).

1.2.2.3. Restriction Fragment Length PolymorphismRFLP)

DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesimeguatildiktan sonra, agaroz jel
elektroforezine tabi tutulup, etidyum bromid ile yaman jelde olgan DNA
bantlarinin yeri ve sayisi kiyaslanarak elde edgeitlili ge “restriction fragment
length polymorphism, RFLP” adi verilir (75, 79, 8115, 239, 243). RFLP metodu
siklikla molektler biyologlar tarafindan DNA pargdarini incelemek icin, genetik
materyalin  6lgilmesinde ve haritalanmasinda kdilani DNA, enzimlerle
kesildiginde farkli uzunlukta parcalar alur ve analizlerde dgsik pozisyonlarda
gorulurler. Restriksiyon enzimleri (RE), cok ozglarak DNA'y! belirli yerlerinden
keserek genellikle 1.000-20.000 baz ciftlik parcadéusturan enzimlerdir. 1970’li
yillardan sonra R.E. kullanimina @daolarak rekombinant DNA teknolojisi hizla
gelismis ve bu geme secilen bir genin @altilmasini, genin kodlagh proteinin
dretilmesini, genin diziliminin belirlenmesini veubgende dgsimler yapiimasini
mumkun hale getirngtir. Bu gin 230'un Uzerinde farklh DNA diziliminiahiyan
yaklasik 3000’den fazla RE vardir. Siklikla kullanilanBR.arasindé&carl, Clal,
Hindlll ve Hindfl sayilabilir (11, 63, 70, 213). Kampilobakterle®®CR-RFLP ile
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tiplendirilmesi i¢in simdiye kadarAlul, Ddd, Hinfl, Ecorl ve Pst gibi enzimler
yalniz ya da ¢gtli kombinasyonlarda kullanilngtir (8, 38). Sadecklinfl ile yapilan
kesme gleminin yeterli olmadii goralmitar (197). Buna karlik Dde, hayvan
orjinli izolatlar icin en iyi ayirim guct ggayan enzim olarak bildirilngtir (22).

RFLP analizinde cok farkl teknikler kullaniimakltzeraber bgica iki temel
teknik uygulanmaktadir. Bunlardan birisi Southeroténg tekngi; digeri ise PCR
teknigidir (11, 70). RFLP analizi bakteriyel kromozomuestriksiyon profillerini
belirlemekte kullaniimaktadir (70, 72, 75, 87, @82, 214, 239). Yontem dort temel
asamada gercekjenektedir;

1. DNA'nin izolasyonu,

2. DNA'nin RE ile kesimi,

3. Kesilen DNA'nin elektroforezi,

4. Jeldeki DNA’larin goruntulenmesidir.

Bu yontemde en Onemli basamak, DNA'nin hicreind c¢ikariimasi ve
saflgtirilmasidir. Aksi halde enzimler DNA'y1 kesemezyaekismen keser. DNA
izolasyonuna Gram negatif bakterilerde 6nce lizomgonra Triton-X100 gibi iyonik
olmayan, ya da sodyum dodesil silfat (SDS) gibi niko bir deterjanla
baslanabilirken, Gram pozitiflerde lizodtafin ya da ngé amach litik enzimler
(mutanolysin, achoromopeptidase) tercih edilir.dgtddoroform ekstraksiyonuyla bu
cOzeltiden protein ve lipitte ¢6zinlr materyallerakigstirihir. Sivi fazdaki DNA
etanol ya da izopropanol ile ¢cokertilir, takiben @4k alkolle yikanir ve ¢gunlukla
Tris-EDTA (10 mM Tris — 1 mM EDTA) ¢ozeltisi ile pelen stspanse edilir (11,
70, 213).

RFLP yontemi kolaylikla uygulanabilen, yiksek séwge ve spesifiteye
sahip duyarh bir yontemdir. Ancak enzim secimi ididir. Cok sayida ya da ¢ok
yakin bantlari dgerlendirmek mimkiin olamayabilir. Az sayida mikraomgma ile
calsildiginda dgerlendirme nispeten kolay iken, sayl arttikca HKp@ms
glclesmektedir.

Iyi ayirt ediciligi agisindan avantajli gibi gorinmekle birlikte; yémde
bulunan DNA izolasyonu, enzimlerle kesme, elektrefo blotlama, hibridizasyon

basamaklari zaman alici ve oyalayicidir. Ayrica k@r icin uygun enzimler
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secilmelidir ve iki ya da ¢ enzimin kullanilmasayhyirt edicilik artirilmahdir (11,
70).

1.2.2.4.Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragemt Lenght Polymorphism
(PCR-RFLP)

Kromozomal DNA'nin RE ile kesilmesi saf ve fazlaiktardaki DNA
varhginda iyi sonu¢ vermektedir. Ancak, bu yontemlerdegidligt artirmak
amaclyla eklenen hibridizasyon basg@maamani uzatmaktadir. Bu nedenle
ornekteki nukleik asidin amflifikasyonu yapilaralk-tiplendirme daha kisa zamanda
ve yuksek guvenilirlikte gercelderilebilmektedir. PCR ile 6zel bir genomik bdlge
amplifiye edilerek sglar arasindaki ¢gtlili gi ya da antibiyotik direncini gostermek
mumkun olabilmektedir. Lokus spesifik PCR sonrasphlfikasyon drinin RE ile

kesilmesiyle yontemin ayirt edicii artirlimaktadir (4, 11, 70).

1.2.2.5. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Bu yontemde bilinen 6zgul bir DNA bdélgesini g@dtmak yerine, rasgele
secilen bir veya daha fazla primerle DNA’'daki bk¢dolgenin c¢@altiimasi
gerceklgamektedir. Primerlerin anma yerleri arasindaki uzaklik farkliliklari
agaroz jelde saptanabilen farkh sayl ve uzunlukfiaéz cifti) bantlarin olgmasina
neden olur. Kullanilan primerler genellikle 9-10zbk primerler olup G-C'ce
zengindir (en az %40 mol G+C icermelidiBampilobakter tdrlerinin RAPD ile
tiplendiriimesinde en sik kullanilan primerin OPA-bldusu rapor edilmgtir (112,
113). Balanma (annealing) isisi 45%Dye disirulmistir. Disiik sicaklik
derecesinde gercekt&ilen baglanma aamasinda, secilen primerler kromozom
Uzerinde hem kendilerine 6zgu bolgelere, hem dedilesme 6zgl olmayan
bdlgelere bglanmaktadir. Ayni tur icerisindeki farkh garda primerlerin bglanma
yerlerinin sayisi ve birbirlerine olan uzaklkladegisik olacgindan, agaroz
elektroforezinde amplifiye edilen parcalarin saye buyukligu de farkhlik
gosterecektir (46, 70, 72, 93, 208).

Amplifikasyon sonucunda jel elektroforezinde gée her bir izolata ait
bant profilleri birbirleriyle kagilastirilir. Ayni bant profilleri gosteren izolatlar

epidemiyolojik olarak ikkili olarak yorumlanabilir.
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Uygulama kolayk ve kisa surede sonug verebilme agisindans getianim
alani  bulunan bu yontemin ©Onemli dezavantajlarindaoiri, heniz
standardizasyonunun @anamanmy olmasi, dolayisiyla laboratuar ici ve
laboratuarlar arasi tekrarlanabilgihin disik olmasidir (25, 221, 278). gar bir
dezavantaji ise bant paternlerinin DNA konsantragypoan etkilenmesi ve
yorumlanamayan minér bantlarin ortaya ¢ikabilmesid.

1.2.2.6. Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AREP)

Bu yontem, “selective restricrion fragment amphtion (SRFA)” olarak da
bilinir. Genomik DNA’nin restriksiyon enzimi ile lsgmi sonucu olgan DNA
parcaciklarinin  bir grubunun selektif amplifikasyonesasina dayanan bir
genotiplendirme metoduduiki varyasyonu bulunmaktadir. Birinci varyasyonda ik
farkl restriksiyon enzimi (RE) ve amplifikasyoningki farkl primer kullaniimakta,
ikincisinde ise tek primer ve tek RE kullaniimakta@d67, 68, 70, 72, 93, 139, 237,
278).

En vyaygin kullanim sekli; bakteriyel DNA ekstrake edilmekte,
saflgtirlmakta ve iki adet RE ile HcaRl ve Msd, Hindlll ve Tad gibi)
kesilmektedir. Restriksiyon drtini olan DNA segmemntlher bir RE icin hazirlanmi
olan adaptorler (restriction-half-site-spesific pidais: Bu adaptérlerde her enzimin
kesimi icin gerekli olan baz dizilimi hem de PCR m@ifikasyon primeri icin
baglanma bélgesi bulunmaktadir) ile ligasyona sokulradk. RE-ligasyon ile
olusan DNA, amonyum asetat ve saf alkol ile ¢okertlis70’'lik alkol ile yikanir,
distile suda suspanse edilerek PCR’da kullanil&, @78, 280). Amplifikasyonda
kullanilan primerler adaptére uygun baz diziliminyada 3’ uclarinda 1-2 selektif
baz da icermektedir. Orpim; EcoRl enziminin kesim noktasina gére hazirlanan bir
primer 5-GAATTCAA-3’ baz dizilimini icermelidir. Bu bazlardan ilk tai EcoRI
kesim bolgesinin komplementeri, 3" ucundaki sonAli ise selektif amplifikasyonu
sgilamaktadir. Bu iki_AAsayesinde, genomik DNA'ni&caRl ile kesimi sonucu
olusan parcalarda yalnizca 3-CTTAATT-5 olanlarin deie amplifikasyonu
olusmaktadir (kesim yerinde baz dizilimi 3'-CTTAATC-Slan parcalar amplifiye
edilememektedir). Amplifikasyon Grind, poliakrilagriire sequencing jelde

elektroforeze tabi tutulabilir (AFLP). Kullanilanrimerlerin **P ile karetlenmesi
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durumunda, poliakrilamid jelde ydrutilen bantlarntgen filmine aktarilarak
degerlendirilebilir ya da primerler floresan madde ilgaretlenir ve sonuclar
bilgisayar prgrami ile analiz edilebilen dalgalara d@titrlip, otomatize floresansi
okuyan sekans analiz cihazlarinda goéruntilenmek{EAFLP). Ayrica jel etidyum
bromid ile boyanarak bantlar UMigI altinda da godzlenebilir (47, 70, 92, 96, 106,
185, 248).

Bu tekngin en blyuk avantaji ayrim gucindn yutksek ve tsahug veriyor
olmasi, dezavantaji ise kompleks olmasidir. Ayriceliyeti diger testlerle

karsilastirildiginda oldukga yuksektir (278).

1.2.2.7. Multilocus sequence typing (MLST)

Global molekuler epidemiyolojik camalarda filogenetik ikkiyide ortaya
koyan en uygun yontemler arasinda yer alan multdasequence typing (MLST) ve
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) yontemlarbirinin anal@u olan iki
yontemdir. Subtiplemede indeks giururken, MLST ile kampilobakterlerdeki ¢ok
sayidaki “housekeeping” gene aitsitke lokuslarin dizi analizi yapilirken MLEE bu
genlerinin kodladii enzimlerdeki polimorfizmin tespitini baz alir. Gdsekeeping”
genlerdeki mutasyonlar cok yavaelisir ve siklikla sessiz mutasyonlardir. Yani
meydana gelen mutasyonlar enzimin tabiatingigienez. Bu sebeple MLEE ve
Ozellikle MLST bazli metodlar, tiplendirilen gar arasindaki filogenetik ikiyi de
ortaya koymalari sebebi ile global epidemilerdesaba ile kullaniimaktadir.
Multilocus sequence typing (MLST) ile dizi analiapilan lokuslardan elde edilen
her allele bir kod verilerek, her sigin bir dizi tipi (ST) belirlenmekte ve elde eeii
veri tabanlari dijital ortamda saklanmaktadir. Betoa, otomatize sistemlerde dizi
analizinin kolaylikla yapilabilmesi, daha yiksekray gicine sahip olmasi, hedef
lokuslarda yav@ gelisen mutasyonlar sebebi ile daha stabil ve tekrabliéina
sonugclarin uretilebilmesi ve elektronik ortamainabilen sonuclarla daha stabil

indeks olgturulabilmesi sebebi ile yaygin kullanim alani bugtar (64).

1.2.2.8. Flagellinfla A) Typing

C. jejuninin flagella gen lokusu iki flagella geniFl@A ve FlaB) icerir ve

170 nukleotit ile aynlir. Hem yiksek derecede konus hem de dgisken bolgelerin
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mevcut oldgu bu lokus, PCR drlUnlerinin RFLP analizi icin elgbdir (96).
Yontemde, argirilacak izolatin DNA's1 saf olarak elde edildiktesonra, FlaA
genine 6zgu dizayn edilsiprimerlerle PCR uygulanir. Primerlerin gianmasini
takiben genom RE ile kesilerek e&in DNA parcalari agaroz jelde yurutuldikten
sonra olgan bantlar yardimiyla tiplendirme yapilir (79, 1384).

En az yedfla tiplendirme prosedurt gstirilmistir (8, 22, 26, 38, 136, 183,
189) PCR-RFLP prosedirleri icinde, DNA ayirma tekniklegrimer dizayni,
annealing sicakliklari, kullanilan restriksiyon enteri ve tdrlerin genotipik
adlandiriimalari gibi 6nemli kisimlar vardir (8,,238, 183, 189, 198).

FlaA lokusunun korunmg bolgeleri, C. jejuniden baka diger turlerde de
kismen korunmgtur. Bu nedenle, C. jejuni soylarinin tiplendirilmesi icin
gelistirilmis primerler, bu patojen ile benzerstar icin de kullanilabilir. Flagella
tiplendirmesi fla) C. jejuni subspdoylei C. coli, C. larive C. helveticugirlerinin
cogu icin gegerlilgi kanitlanmg kiymetli bir tiplendirme yontemidir (198).

Primer setleri 6zellikleflaA gen sirasinin ga@ltiimasina yonelik dizayn
edilmistir. Cogu vakalarda restriksiyon fragmentlerinin toplam nizgu icinden
sadece bifla geninin ¢c@altilmasi 6nerilir. C8u metotta U¢ primer kombine olarak
flaA ve flaB nin ayirim ve ¢galtiimasinda kullanilir ( 22, 167).

FlaA cogaltma seti, mevcutiaA dizilisindeki polimorfizmi en Ust dizeyde
belirledigi gibi dnceden tanimlanmiprimer ile glesen bolgeleri bir cok stia
belirlemistir (183).

Restriksiyon enzimleri birbirlerine anlaml ekilde benzemeyen PCR Urilin
fragmentleri olgturmak icin kullaniimaktadirAlul, Dde, Hinfl, EcoRIl ve Pst
enzimleri ve bunlarin kombinasyonlari gincel olakaklaniimaktadir.Hindfl ile
yapilan kesimde bantlar yeterince ayirici olmazjk&ul Grinlerinin bantlari cok
kiguk olup pratik olmayabilirDde ise iyi ayirim sglar. Ayirim seviyesiDdd ve
Hindfl enzimlerinin birlikte kullaniimasi ile artirilalm ( 8, 22, 26, 38, 183, 197,
198).

FlaA tiplendirme metodu kullagli, glvenilir, kisa sirede sonu¢ veren ve
nispeten yalin bir alt tiplendirme telniolmasina kann, prosedurdeki varyasyonlar
sonugclarin farkl laboratuarlar arasindgzdman kagilastiriimasina olanak vermez.
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Bunun icin de kullanilan primerlerin ve restriksiyoenzimlerinin uluslararasi

standardizasyonu gerekmektedir.

1.2.2.9. Hip O Typing

C. jejuninin alt tiplendiriimesinde kullanilan bir metotdu€. jejuni sodyum
hippurati hidrolize etmesi ile gier termofilik kampilobakter turlerinden ayrilir. Bu
alt tiplendirme metodunun amadg; jejuni’nin sodyum hippurati hidrolize etmesini
sgilayanHipO [benzoylglycine amidohydrolase (hippuricase)]igem C. jejuni alt
turlerindeki farkliliklarini ortaya koyarak alt t§eviyesinde tir ghisini s&lamaktir
(109).

C. jejuni oldugu disunidlen sglar sodyum hippurat iceren besi yerlerinde
37°C’de 24 saat inkiibe edilir. Hippurat pozitif olamldnilerde koyu mor renk
gorultr. Amplifikasyonda kullanilacak primerler din edilir. Bunun igin ticari
olarak 5-GTACTGCAAAATTAGTGGCG-3'(Hipl) ve 5'-
GAGCTTTTAGCAAACCTTCC-3' (Hip 2) olmak Uzere iki atle0 bazlik setler
bulunmaktadirHipO geni primerler ve PCR yardimiyla amplifiye ediigin sonra
RFLP analizi uygulanarak aolan bantlar kaulastirlir. Farklh alt tarlerde, farkh
sayida ve buyuklikte bantlar ghcaindan alt tir ayirimina gidilmiolur (109, 207,
243).

1.2.2.10. Ribotyping

Ribozomal RNA (rRNA) genlerinin restriksiyon (RFLBhalizine dayali bir
yontem olan ribotiplendirme yontemi de taksonomike vepidemiyolojik
argtirmalarda ygun olarak kullaniimgtir. Bir c¢cok aratirmaci, ribotiplendirme
yonteminin baarisinin secilen prob ve enzimeghaldugunu, sadece 23S rRNA'yI
hedef alan prob kullaniiginda yontemin ayirim gucinun dik olac&ini belirterek,
16S rRNA'y1 yada hem 23S rRNA hemde 16S rRNA gehgulef alan prob ve iki
farkli enzim kullanilmasi halinde yontemin shaisinin daha yuksek olagal
bildirmistir (54, 57).Ribozomal RNA genindeki bdlgelerin korunmasi vglaama
bdlgelerinin yiksek oranda gigkenlik gotstermesinden dolayr bu genler, alt
tiplendirme amaglari icin uygun hedeflerdir (57)b&omal genler esas alinarak

yapilan genotiplendirme icin ikinci bir teknik is&NA genleri icin spesifik bir prob
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ile Northern blot hibridizasyonunu takip eden kes§l genomik DNA’nin agaroz jel
elektroforezidir. Daha 6nceden kullanilan ribotiléme yontemlerC. jejunive C.
coli swlarinin tam olarak ayriminda gaisiz kalmg olup, son yillarda hem 23S
hem de 16S rRNA genine spesifik problar ile ikitri&siyon enzimi kullanilarak
kampilobakterler tiplendirilngtir (54, 77, 80). Ribotiplendirmede kromozomlari
kesmek amaciyla kullanilan restriksiyon enzimlenkfiliklar gostermektedirPst,
Hadll, Hindlll ve Pvul tek balarina, cift ya da bazen U¢ enzimi iceren
kombinasyonlar halinde kullanilabilmektedir (80,).9Bu metot, dgik ayirim gici
ve uygulama zorlgu nedeni ile rutin genotiplendirme icin uygungdeir. Ayrica
ribotiplendirmenin yiksek maliyeti, kompleks gl uygulamada ygun emek gucu
gerektirmesi ve sonuclarin uzun surede alinmasotiplendirme yodntemlerinin

dezavantaji olarak gosterilgtir (54, 278).

1.2.3. Tedavi ve Koruma

Kampilobakter infeksiyonlari sgir, koyun ve insanlarda genellikle
kendiliginden gectiinden dolayi tedaviye gerek yoktur. Fakat genc¢ halarda
meydana gelen kampilobaktefeksiyonlarinin tedavisi gerekmektedir. Bu amacla
hayvanlara oral ya da parenteral yolla enrofloksakioramfenikol, eritromisin,
gentamisin ve tetrasiklin gibi antibiyotik tedawisi yani sira sivi tedavisi
uygulanmaktadir. Gebe hayvanlardgere erken dénemde hastalikshies edilip
antibiyotik tedavisi uygulanirsa abort olaylari Biyoranda 6nlenebilir (4, 9, 78).
Kampilobakterlerin neden olgu abortlardan korunmanin en etkin yokilamadir.
Bu amaclaC. jejuni C. coli ve C. fetussubsp.fetusu iceren bivalan glar
kullaniimaktadir. Hastah atlatan hayvanlar Bsiklik kazandiklari icin boyle
hayvanlara @ yapilmasina gerek yoktur. shama sadece slrlye yeni giren
hayvanlar ile ilk kez gebe kalan hayvanlara uygulainterik kampilobakter
infeksiyonlarina kan ise bir g1 gelistiriimemistir. Boyle infeksiyon durumlarinda
hasta hayvanlarin suriden ayrilmasi, farkli hayvareri arasindaki temasin
azaltiimasi, yem ve sularinséi ile bulamasinin engellenmesi geca koruyucu
onlemlerdir (4, 12, 78).

Insanlarda sivi-elektrolit replasmanigeli enteritli olgularda oldtu gibi

tedavinin temelini olgturmaktadir. Ancak yuksek atere kanli ishali olan, dki
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saylsi gunde 8'den fazla veya ishali bir haftadatad uzun sitren hastalarda,
gebelerde, HIV enfeksiyonlu veyagdr immunsistemi baskilangmhastalarda ve
ekstra-intestinal tutulumu olan hastalarda antiolikc tedavi Onerilmektedir.
Kampilobakterler genel olarak makrolid, kinolon, iaogikozit, tetrasiklin gurubu
antibiyotiklere ve kloramfenikole duyarhdir (217).

Yuksek doku dizeyi ggamasi ve ciddi toksisitesinin olmamasi nedeniyle
eritromisin, kampilobakter infeksiyonlarinin tedsimde en fazla tercih edilen
antibiyotiktir. Endikasyonu olan hastalarda, emtisinin yetigkinlerde 6 saat ara ile
250 mg; cocuklarda ise dogiedozda 30-50 mg/kg/guin olaca&kilde bir hafta sire
ile kullanilmasi dnerilmektedir. Eritromisin tedawnin kampilobakterlerin gdkidan
atilimini hizlandirdil, relapslari azalg, ancak hastalin siresini etkilemedgi
bildiriimektedir (125).
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1.3. Amag

Bu calsmada,;

a) Kars ilindeki kombina ve mezbahanede kesimlegpiban sgirlarin bairsak
icerigi ve safra 6rneklerinden, merkez koylerdeki koyuden toplanan rektal svap
orneklerinden, Kars merkezindeki kasaplarda keskegunlardan toplanan safra
orneklerinden ve kombina ile kasaplarda gl insanlarin ve Kars Devlet
Hastanesinden alinan skl 6rneklerinden termofilik Campylobacter tirlerinin
izolasyonu veC. jejunive C. colinin spesifik mPCR ile identifikasyonu,

b) C. jejuniveC. coliolarak identifiye edilen izolatlarifiaA gen bolgesinin spesifik
olarak PCR ile ¢galtilmasi,

c) Bu etkenler arasindaki genetik farkliliklafinA tiplendirme ydntemi ile ortaya
konmasi,

d) Yorede termofilik Campylobactélerden olan C. jejuni ve C. colinin
epidemiyolojisi hakkinda bilgi sahibi olunmasi,

e) Bolgede hayvan yatiricili ginin temelini takil eden sgir ve koyunlardan izole
edilen turlerle, insanlarden izole edilenler ardaingenetik benzegin ya da

farkliligin belirlenmesi amaclandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmasi
2.1.1. Sgirlardan Ornek Toplanmasi

Calsmada materyal olarak Temmuz-Eylul 2009 tarihlerasamda Kars
ilindeki bir mezbahada ve kombinada kesilen klimkarak sglikli gortnisteki
sigirlardan, 150 safra sivisi ile 150gm&ak icergi olmak Uzere toplam 300 farkli
sigirdan 300 drnek toplandi (Tablo 3).

2.1.2. Koyunlardan Ornek Toplanmasi
Temmuz 2009 da Kars ilinin batisindaki merkez kidgebulunan surilerdeki
koyunlardan; 200 rektal svap égéoplandi (Tablo 3).

2.1.3.insanlardan Ornek Toplanmasi

Temmuz-Asustos 2009 tarihleri arasinda Kars ilindeki mezbah&ombina
ve kasap cajanlarindan 34, Kars Devlet Hastanesinden tamaralligtastalara ait
86 dgki drnezi toplandi (Tablo 3).

Bu calsma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyler Yerel Etikirflundan
03.07.2009 tarih ve 26 sayl ile alinan etik kuruhporu cercevesinde
gerceklgtirilmi stir.

Calsmada 6rnek toplanan hayvanlarin ve insanlarin highe klinik olarak
belirgin bir semptom ya da mezbahada karkas inaedemde makroskobik olarak
herhangi bir lezyon gézlenmedi.

Safra ornekleri steril enjektorler vasitasi ilendlt insanlardan gki 6rnekleri
Modifiye Carry-Blair besiyeri icerisine eklviyon nghmi ile alindi. Bgirsak
icerikleri kesimden hemen sonrgal ¢ikarilan ince Qarsaklardan svap yardimi ile
alinarak % 0,9 NaCl iceren tuplere transfer ediRiktal svaplar da Modifiye Carry-
Blair besiyeri icerisine pamuklu ekiivyon yardima élindi. Ornekler alinirken tim
hijyen kurallarina uyuldu ve rutin bakteriyolojikndelemeler icin uygursartlar
altinda (+4 °C’de) ve kisa surede laboratuvargtwuibl.

Bu calsmada Kars merkez ve merkezegbh&dylerden getirilen hayvanlardan
hedeflenen saylya wmak icin kiime 6rnekleme yontemi ile drnekleme yép(C.

jejuni ‘nin sigir, koyun ve insan izolatlari igin prevalans orantarasiyla % 62, % 56
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ve % 13 alindi (13, 202). Bu oran (prevalansgrdtusunda cajmadaki 6rnek
miktart % 95 guven ardg ve % 5 kesinlik derecesi ilegsilarda 337, koyunlarda
354, insanlarda da 143 olarak hesaplandi (62, 259).

N (o)’ (p.q)

§N-1)+S'(p.q)
(t1-a): belirli gliven diizeyinde t tablosundan sonsubesttik derecesinde bulunacak
deger.
p: dnceki argtirmalardan elde edilen oran.
g: incelenen olayin meydan gelmeme olgs(L-p).

S* aragtirmada belirlenecek oranin standart hatasi.

Tablo 5. Calismada incelenen 6rnekler ve turlere gorgilani.

Kaynak Sgir Koyun insan Toplam
Safra 150 150 300
Diski - 120 120

Bagirsak icergi 150 150
Rektal svap 200 200
Toplam 300 350 120 770

2.2.Campylobacter izolasyonu veldentifikasyonu
2.2.1.Campylobacter Izolasyonu

Safra ornekleri, %7 defibrine at kani ve Pres@ampylobacterSelective
Supplement (SR117, Oxoid) iceren PresBampylobacteSelective Agar'a bir 6ze
yardimi ile ekimleri yapilarak mikroaerobik «dlarda (candle jar), 42 °C’de 48-72
saat sure ile inkubasyona tabi tutuldugBsak icergi ve rektal svap ornekleri ise
aseptik sartlar altinda %7 defibrine at kanGampylobacterGrowth Supplement
(SR0048, Oxoid) ve Presto@ampylobacterSelective Supplement iceren 10 ml
Brucella Broth’a (Difco, Detroit, MI) transfer edildi ve 42C’de mikroaerobik

ortamda 48-72 saat inkubasyona tabi tutularak ©Omginéstirme yapildi.
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Inkubasyonu takiben sivi besi yerinden bir 6ze doluslinarak Preston
CampylobacteSelective Agar'a ekildi ve ayni kuollar altinda inkube edildi. Ureme
gorulen vasatlar, koloni morfolojisi ve mikroskobigorinim (Gram boyama)
yoninden incelendiCampylobacterspp. yoniunderstpheli goérinen 4-5 koloni,
Blood Agar Base No: 2 (CM271, Oxoid) besi yerinecitpgek saflatirildi ve
molekiler gamalarda kullanilmak Uzere %215 glycerol iceren MNuatr Broth
(CMO0001, Oxoid) besi yerine aktarilarak -20 °C’dehafaza edildi(4).

2.2.2. Multipleks Zincirleme Polimeraz ReaksiyonmPCR) ile C. jguni ve C.
coli’ nin Tdentifikasyonu
2.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Campylobacterspp izolatlarinin tir bazinda mPCR ile identifikasyonu
amaciyla onceliklgtpheli izolatlardan DNA ekstraksiyonglemi gerceklegtirildi.
Bu amagcla;supheli izolatlarin bulundgu petri kutularindan 8-10 koloni alinarak
icerisinde 100ul steril fizyolojik tuzlu su (FTS, pH:7.2) bulunai&ppendorf
tuplerinde suspanse edildi. Her bir g¢ael ml FTS eklenip vortekslendikten sonra
soggutmall santrifijde +4°C’de 13000 devirde 10 dakikantrifijlendi. Peletin
Uzerindeki sivi pipetle alindiktan sonra 20GFTS ile bakteri stispansiyonu yapildi.
Her bir sispansiyona @ Proteinase K (20 mg/ml) ve 400 TNES buffer ilave
edilip hafif vortekslendikten sonra blok i1siticiéa’°C’de 15-20 dakika inktbe edildi.
Inkiibasyondan sonra stispansiyon hafif vortekslemipjdan da pikofiijde hafif (5-
10 tur) santrifijlendi. Toplam miktar (6Qd) kadar kloroform/izoamil alkol (24/1)
katildi. Her bir gode 15 saniye kuvvetlice vortekeli. S@utmali santrifujde
+4°C’de 13000 devirde 10 dakika santrifijlendi. @©tfiaza dokunmaksizin st
fazdan, dikkatli bigekilde 200-40Qul alinarak dger bir Eppendorf tipine aktarildi.
DNA suspansiyonuna 3 M sodyum asetat'tan 1/10 vorémnabsolut alkolden ise 2,5
volum katildiktan sonra 10-15 sn vortekslendi v@ “Z’de bir gece bekletildi.
Sasutmali santrifijde +4°C’de 13000 devirde 10 dalgkatrifijlendi ve pelete zarar
vermeden alkol baltildi. Elde edilen pelet 1ml % 70’lik etanol ijekandi. Hafif
vortekslendikten sonra gotmali santrifijde +4°C’de 13000 devirde 10 dakika

santrifijlendi. Pelete zarar vermeden alkokddbldi. Godeler kait haviu Uzerine
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ters konularak 10-15 dakika kurutuldu. DNA pelédD1il DNAz free suda suispanse
edilerek template olarak kullanildi(4).

2.2.2.2. Multipleks Zincirleme Polimeraz Reaksiyon{mPCR)
izole edilen termofilik kampilobakterlerin tiir dizege identifikasyonu

amaclyla mPCR kullanildi. Bu amacgla PCR gam asagidaki gibi hazirlandi;

Igerik _Miktar
10X PCR Buffer ol
25mM MgClh 5ul
10mM dNTP i
C1 primeri 100pmolll Misawa ve ark. (166) il
C4 primeri 100pmolil Misawa ve ark. (166) il
CC18 primeri 100pmaold  Misawa ve ark. (166) il
CC519 primeri 200pmall Misawa ve ark. (166) il
Template DNA o
TagDNA Polymerase (MBI, Fermentas) 025
ddH,O 28,751
Toplam 50l

Toplam 5@l'lik volimde hazirlanan PCR karmi thermalcycler (MJ Mini
Personal Thermal Cycler, Bio Rad) cihazinda gessgkldi. PCR
amplifikasyonunda 94 °C’de 1 dakika 6n denaturasgamasini takiben, toplam 35
PCR siklusu 94 °C’de 30 saniye denaturasyon, 58¢°G0 saniye hibridizasyon ve
72 °C’de 1 dk sentez olarak gercakiiddi. Son siklist miteakip 72 °C’de 5 dakika
son zincir uzatmasamasi gercekigirildi. Amplifiye edilen PCR drtnleri ethidium
bromide (10 mg/ml) eklenmi% 1,5'luk agaroz jelde elektroforezlemine tabi
tutulduktan sonra Ultra Violet (UV) transilluminatie (Vilber Lourmat) incelenerek
sonugclar dgerlendirildi. Olwan bantlarin molekulergaligini saptamak amaciyla 1
Kb ’lik DNA ladder plus (MBI, Fermentas SM 1331) lkanildi. PCR urUnlerinin
agaroz jel elektroforezi neticesinde @n 159 bp molekuler uzurgdundaki bantlar

C. jejunive 502 bp molekuler uzunfundaki bantlaiC. coli gostergesi olarak kabul
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edildi. PCR’de pozitif kontrol olarak Refik Saydamifszissihha Merkezinden
saglananC. jejuni[RSKK ( Refik Saydam Kultir Kodu ) 11322] ¥@. coli [RSKK
11366] referans stari ve negatif kontrol olarak distile su kullanild

mPCR’da 159 bp ve 502 bp molekiler uzgoinda bantlar okiurmayan
izolatlar; selektif besiyerinde ve 42 °C’de mikroalgik ortamda Ureyebilmeleri,
koloni morfolojileri ve mikroskobik goérinim (Gramoyama)’lerinde spiral veya

“S” sekilli olmalarindan dolayCampylobactespp olarak dgerlendirildi.

2.3.C. jguni ve C. coli'nin Molekdler Tiplendirilmesi
2.3.1. Flagellin A FlaA) Geninin PCR Amplifikasyonu
FlaA geninin amplifikasyonu amaciyla PCR Ilami aagidaki gibi

hazirlandi;

Igerik _Miktar
10X PCR Buffer ml
25 mM MgChb 5ul
10 mM dNTP 1l
Flal primeri (f) 200pmoj/l Nachamkin ve ark. (182) Ui |
Fla2 primeri (r) 100pmold Nachamkin ve ark. (182) Ui |
Template DNA o
TagDNA Polymerase (MBI, Fermentas) 025
ddH,O 31,754
Toplam 50l

Tar spesifik PCR ileC. jejuniya daC. coliye ait olduygu belirlenen DNA
orneklerinde flaA geninin amplifikasyonu amaciyla Nachamkin ve aikéar
tarafindan bildirilen velaA geninin 1700 bp’lik bir kismini amplifiye edenrlift
spesifik primer (Tablo 4) kullanilarak PCRIlemi gerceklstirildi (182). PCR
karisimi hazirlandiktan sonra amplifikasyorslemi; 94 °C'de 1 dakika o©n
denaturasyonu takiben, 94 °C'de 1 dakika denatargsyi5 °C'de 2 dakika
hibridizasyon ve 72 °C’'de 1 dakika sentez olmakreéizeoplam 35 siklusta
gerceklatirildi. Son siklustan sonra 72 °C’de 5 dakika soncir uzatma gamasi

gerceklatirildi.
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2.3.2.FlaA Typing
Elektroforez glemini muteakipflaA geni yonunden pozitif oldiu belirlenen
PCR urunleri gagidaki gibi restriksiyonglemine tabi tutuldu.

Restriksiyon kagimi asagidaki gibi hazirlandi;

Igerik _Miktar
10X Restriksiyon Buffer 1.6l
Restriksiyon enzimi Ddel (Promega, Madison) 01
PCR Urdnu 1246
ddH,O 5,8ul
Toplam 20

Hazirlanan kagim 37°C’'de 2 saat inkube edildi. Restriksiyona maru
birakilan Grinler ethidium bromide eklenndo 2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutuldu. Olgan profiller UV transilluminatérde analiz edildi vetograflandi (Vilber

lourmat).

2.4 Istatistiksel Analiz

Salikli gorunisteki sgir ve koyunlar ile gerek klinik olarak glakli gerekse
ishalli insanlardan izole edilen kampilobaktérlerinin izolasyon oranlari arasindaki
farkhliklarin istatistiksel olarakonemliligini ortaya koymak amaci ile2 testi
kullanildi. P< 0,05 bulunan olasildegerleri istatistiksel olarak dnemli kabul edildi

(4).
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Tablo 6. C. jejunive C. coliizolatlarinin PCR analizinde ve tiplendiriimesiriddlanilan primerler (166, 182)

Primer Spesifik Gen Bolgesi Sekans (5'-3’)

C1 C. jejuni(f) Oksidoredtktaz CAA ATA AAG TTAGAG GTAGAATG
C4 C. jejuni(r) Oksidorediiktaz GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT
CC18 C. coli(f) Aspartokinaz GGT ATG ATT TCT ACA AAG CGA G
CC519 C. coli(r) Aspartokinaz ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTG
FLA1 Flagellin A (f) flaA ATG GGATTT CGT ATT AAC AC

FLA2 Flagellin A(r) flaA CTG TAG TAATCT TAAAACATT TTG

f: Forwad primer; r: Reverse primer
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2.5. Kultir ve PCR Asamalarinda Kullanilan Ayiraglar
2.5.1.1zolasyonda Kullanilan Besiyerleri ve Ayiraclar

Campylobacter Agar Base (Oxoid, CM0689, Basingstoke, Hampshire,.K))

"Lab-Lemco' powder 10g
Peptone 109
Sodium chloride 59
Agar 12 g

CampylobacteAgar besi yerinden 18,5 gr tartilarak 475 ml dessl icerisinde
eritilip, 121 °C’de 15-20 dk otoklavlandi. Besiyet-50 °C’ye kadar gmtulduktan
sonra icerisine 25 ml defibrine at kani ve 1 viak$ton CampylobacterSelective

Supplement ilave edilip katirildiktan sonra steril petri kutularina 15-20 taksim
edildi.

Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid, SR0117, Basingstoke,
Hampshire, U.K)

Polymyxin B 2,500 U
Rifampicin 5 mg
Trimethoprin 5 mg
Cycloheximide 50 mg

Aseptik sartlarda 1:1 oraninda aseton/distile su starindan 2 ml alinarak
PrestonCampylobactefSelective Supplement iceren viale ilave edildi yiea ¢ozulda.
Daha 6nce hazirlanghb00 mlCampylobacteAgar veya Nutrient Broth’a bir vial ilave
edildi.

Campylobacter Growth Supplement (Oxoid, SR0084, Basingstoke,
Hampshire, U.K)
Sodium pyruvate 0,125¢g
Ferrous sulphate 0,125 ¢
Sodium metabisulphite 0,125¢g
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CampylobacterGrowth Supplement iceren viale asepiértlarda 2 ml steril
distile su ilave edilip ¢ozduruldi ve 500 ml NubidBroth’a ilave edilerek kagtirildi.

Lize Edilmis At Kani
HazirlananCampylobacteiAgar Base ya da Nutrient Broth’a % 7 oraninda lize

edilmis at kani ilave edildi. Calmalar boyunca Racayiri mahallesindeki gkl
gorunigteki atlardan alinan kanlar defibrine edilip besigene ekilmek suretiyle,

bakteriyolojik kontrolleri yapildiktan sonra besiybazirlamada kullanildi.

Nutrient Broth (Oxoid, CM0001, Basingstoke, Hampsthie, U.K)

"Lab-Lemco’ powder 19
Yeast extract 29
Peptone 59
Sodium chloride 59

Nutrient Broth besiyerinden 13 g tartilarak 1 Ltidissu icerisine ilave edildi ve

iyice karstirildi. 121 °C’de 15-20 dk otoklavlanarak steriipter icerisine &ar ml
dagitildi.

Blood Agar Base No. 2 (Oxoid, CM0271, Basingstokdampshire, U.K)

Proteose pepton 15 g/L
Liver digest 2,5g/L
Yeast extract 5g/L
Sodium chloride 50/L
Agar 12 g/L

Blood Agar Base No: 2 besi yerinden 40 g tartilatak distile su icerisinde
eritildi ve 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Besiyetb-50 °C’ye kadar gmtulduktan
sonra icerisine % 7 steril defibrine koyun kanvdaedilip kargtirildiktan sonra steril

petri kutularina 15-20 ml taksim edildi.
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Brucella Broth (Difco, Detroit, Michigan, U.S.A)

Bacto-Tryptone 10g
Bacto- Peptamin 10g
Bacto- Dextrose 1lg
Bacto- Yeast extract 29
Sodium chloride 50
Sodium bisulfite 0,19

BrucellaBroth besiyerinden 28 g tartilarak 1 L distile sinde ¢6zdurtldikten
sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Besiyeri 45°&0ye kadar sgutulduktan sonra
icerisine % 7 defibrine at kani ilave edildi. Dikkdir sekilde karstirilip steril tiplere
8-10 ml taksim edildi.

2.5.2. Zincirleme Polimeraz ReaksiyonPCR) isleminde Kullanilan Ayiraglar
2.5.2.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ayiraglar

Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, P2308, Souis, MO, U.S.A)
Soliisyon 10Qug/ml olacaksekilde hazirlandi.

TNES buffer tampon solisyonu
20 mM Tris, pH 8,0
150 mM NacCl
10 mM EDTA
% 0,2 SDS

Yukaridaki maddeler tartihp gerekli miktarda h&mdi ve her 6rnek igin 30
kullanildr.

Chloroform: Isoamyl alcohol 24:1
Chloroform 960 ml/L
Isoamyl alcohol 40 ml/L
pH (20 °C) 7,6-8,0

Bu karsimdan her bir 6rnek igcin 60@ miktarinda kullanildi.
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Natriumacetat krist. (Merck, Darmstadt, Germany)

DNA’nin presipitasyonu igin sispansiyona 1/10 vol{@M) miktarinda ilave
edildi.

Absolute ethanol (Merck, Darmstadt, Germany)

DNA’nin belirli ekstraksiyon gamalarinda kullaniimak tzere %95, %90 ve %70

oranlarinda hazirlandi.

2.5.2.2. Zincirleme Polimeraz Reaksiyon(PCR) Analizinde Kullanilan Ayiraclar

10x PCR Buffer (MBI Fermentas, Germany)
750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C)
200 mM (NH,).SO,
% 0,1 Tween 20

Her PCR numunesi igin @ kullanildi.

MgCl, (MBI Fermentas, Germany)
MgCl, (25 mM), her PCR numunesi i¢ingb miktarinda kullanildi.

dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI Fermenas,
Germany)
Her deoksinikleotittensé oranda alindi ve steril distile su ile 1/2.5mrada (10

mM)sulandirildi. Her PCR numunesi igirulitkullanildi.

Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, Germay)
Her PCR numunesi icin 1,25 U (0,28 kullanildi.

Primerler (MIAG, Martinsried, Germany)
Calsmada kullanilan tim primerler Metabion InternationdG (MIAG)
firmasindan temin edildi. Primerler her PCR numurgs ortalama 100 pmall olacak

sekilde sulandirildi ve aynen kullanildi.
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2.5.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriction Fagment Length Polymorphism
(PCR-RFLP) Analizinde Kullanilan Ayiraclar

Ddel Restriksiyon Enzimi (10U/ul; Promega, Madison, WI, U.S.A)
Her PCR urdnd igin 0,8l enzim kullanildi.

10x Restriksiyon Buffer (Ddel; Promega, Madison,WI, U.S.A)
60 mM Tris-HCI (pH 7,9)
1,5 M NacCl
60 mM MgCb
10 mM DTT
0,1 mg/ml Acetylated Bovine Serum Albumin (BSA)
Her PCR 0rdnu icin 1,pl 10x restriksiyon buffer’t kullanildi.

2.5.2.4. Elektroforezisleminde Kullanilan Ayiraclar

5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon S oltisyonu

Tris 54,49
Borik Asit 27,29
EDTA 464

Yukaridaki maddeler tartihp distile su ile 1 L'yamamlandi ve pH 8,3e
ayarlandi. Elektroforez soltisyonu olarak 1/5 ordaisulandirilarak kullanildi.

Agarose LE, (Prona, Spain)
PCR Urdnlerinin g6zlenmesi icin hazirlanan agarelt 1x TBE ile % 1,5

oraninda hazirlandi.

1 kb DNA Ladder Plus ( SM 1331 5fg/10ul; MBI Fermentas, Germany)
DNA Ladder agaroz jel kuyuguna 2ul yiklendi.

6x Loading Dye Soltusyonu (1 ml; MBI Fermentas, Germ@mny)
Yukleme boyasi @l PCR drunt icin dul kullanildr.
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Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany)
Ethidium bromide solisyonundan 0,5 ml alinarak ildissu ile 15 ml'ye

tamamlandi. 50 ml agaroza#tethidium bromide ilave edildi.
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3. BULGULAR

3.1.Campylobacter izolasyon veldentifikasyon Bulgulari
3.1.1. Sgirlarda Campylobacter izolasyon veldentifikasyon Bulgulari

Salikli gorunisteki sgirlardan toplanan 300 org@ % 22'si (66/300)
uygulanan konvansiyonel kultir metotlari neticesit@ampylobacterspp. yoninden
pozitif olarak saptandCampylobactespp.’nin safra érneklerinde izolasyon orani % 26
(39/150) iken, bairsak icergi 6rneklerinde izolasyon orani ise % 18 (27/15Qrak
tespit edildi. Siir orneklerinden elde edile@ampylobacterspp. izolasyon oranlari

arasindaki farklliklar istatistiksel olarak 6nembulundu (P>0,05) (Tablo 7).

Tablo 7. Konvansiyonel kiltir yontemi ile gakli gorinislt sigirlardan izole edilen

Campylobacteizolatlarinin érnek tiriine gore glami ve izolasyon oranlari (%).

Ornek Tarii Ornek Sayisi izolasyon Sayisi %
Safra 150 39 26
Bagirsak icergi 150 27 18
Toplam 300 66 22

3.1.2. Koyunlarda Campylobacter izolasyon veldentifikasyon Bulgulari
Konvansiyonel kultir metotlari kullanilarak incetantoplam 350 adet gakli
gorunigteki koyun érnginin % 34’GUnden (119/350Fampylobactespp. izolasyonu ve
identifikasyonu yapildiCampylobacterspp.’nin rektal svap orneklerinden izolasyon
orani % 46,5 (93/200) iken safra dorneklerinde iggdem orani % 17,33 (26/150)
saptandi. Koyun o6rneklerinden elde edil@ampylobacterspp. izolasyon oranlari
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6énerntilundu (P< 0,001) (Tablo 8).



Tablo 8. Konvansiyonel kultir yontemi ile gakli gorinisli koyunlardan izole edilen
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Campylobacteizolatlarinin 6rnek tiriine gore glami ve izolasyon oranlari (%).

Ornek Tur Ornek Sayisi izolasyon Sayisi %
Safra 150 26 17.33
Rektal svap 200 93 46.5
Toplam 350 119 34

3.1.3.insanlarda Campylobacter izolasyon veldentifikasyon Bulgulari
Konvansiyonel kultir metotlari kullanilarak incedégntoplam 120 adet ghi
ornesinin, Kars Devlet Hastanesindeki tamami ishalli thlesdan alinan 86 ghi
ornegzsindenCampylobactespp. izole edilemezken, Kars yodresindeki kasap,tkoanve
mezbahanedeki ishal olgusu olmayan insanlardanarali®4 dgki 6rnezsinden 3
tanesinde (% 8,82yampylobactespp. izole edilmy olup, insanlardan alinan ttmsk
ornekleri dikkate alinggnda, alinan gki Orneklerinin % 2,5’inden (3/120)

Campylobactespp. izolasyonu ve identifikasyonu yapildi. (Ta8@)o

Tablo 9. Konvansiyonel kultir yontemi ile ishalli ve @&kl gorinislt insanlardan
izole edilenCampylobacteizolatlarinin 6rnek tirtine gore glami ve izolasyon orani
(%0).

Ornek Kaynagi Ornek Sayisi Izolasyon Sayisi %
Kars Devlet Hastanesi
. . 86 0 0

(Tamami ishalli hasta)
Kasap-Kombina-Mezbahane

34 3 8,82
calisanlari {shal olgusu yok)
Toplam 120 3 2,5
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3.2. Multipleks Zincirleme Polimeraz Reaksiyonu(mPCR) ile C. jguni ve C. coli
Identifikasyon Bulgulari

3.2.1. Sgirlarda mPCR ile C. jgjuni ve C. coli'nin Identifikasyon Bulgular

Sigirlarda Campylobacterspp. olarak identifiye edilen izolatlardan eldeledli
DNA’larin C. jejuni ve C. coli tarlerinin mPCR amplifikasyonuna tabi tutulmalari
neticesinde % 45,45’'inde (30/66). jejuniye spesifik 159 bp uzunfiunda bantlar ve
%28,79'unda (19/66. coliye spesifik 502 bp uzunfiunda bantlar elde edildi (Tablo
8) (Sekil 4). Orneklerin tamami dikkate aligghda C. jejunive C. coliizolasyon ve
identifikasyon oranlari sirasiyla % 10 (30/300) %e6,3 (19/300) olarak hesaplandi
(P>0,05).C. jejuninin en yuksek identifikasyon orani % 48,15 (13/2l6) bazirsak
icerigi drneklerinden elde edildi ve bunu % 43,58 (17/B8)safra drnekleri takip etti.
C. coliise % 37,04 (10/27) ile en yuksek orand&itsak icergi drneklerinden elde
edildi ve bunu %23,08 (9/39) ile safra iggrornekleri takip etti. Syrlarin bairsak
icerigi ve safra Orneklerinden elde edilg. jejuni ve C. coli izolasyon oranlari
arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsiz bulugiei>0,05), (Tablo 10).

Tablo 10. Sglikli goruntslu sigirlardan elde edilen kampilobakteolatlarinin mPCR

bulgulari.
Kultir MPCR pozitif 6rnek sayisi (%)
y Pozitif
Ornek y
Ornek S )
C.jguni C. coli Campylobacter spp.
Sayisl
Safra 39 17 (43,58) 9 (23,08) 13 (33,33)
Bagirsak icergi 27 13 (48,15) 10 (37,04 4 (14,81)
Toplam 66 30 (45,45) 19 (28,79) 17 (25,75)
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Sekil 4. SigirlardaCampylobactespp olarak identifiye edilen kiltirlerden elde
edilen DNA'larinC. jejunive C. colitur spesifik primerler kullanilarak yapilan mPCR
analizi sonucu okan Urdnlerin ethidium bromide ile boyanimagaroz jeldeki
gorundma.

M: DNA Ladder Plus (1 Kb), N: Negatif kontrol, PC. coli pozitif kontrol, 1-5,7:C.
coli pozitif 6rnekler, P2C. jejunipozitif kontrol, 6,8,9C. jejunipozitif ornekler.
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3.2.2. Koyunlarda mPCR ileC. jejuni ve C. coli’nin Identifikasyon Bulgulari

KoyunlardaCampylobactespp. olarak identifiye edilen izolatlardan eldeleli
DNA’larin C. jejuni ve C. coli tirlerinin mPCR amplifikasyonuna tabi tutulmalari
neticesinde % 31,93’Unde (38/110) jejuniye spesifik 159 bp uzunfiunda bantlar ve
% 42,86'sinda (51/119F. coliye spesifik 502 bp uzunfiunda bantlar elde edildi
(Tablo 11) @ekil 5). Orneklerin tamami dikkate aliggghda C. jejuni ve C. coli
izolasyon ve identifikasyon oranlari sirasiyla %880(38/350) ve % 14,57 (51/350)
olarak hesaplandC. jejuninin en ytksek identifikasyon orani % 61,54 (16/#é)safra
sivisindan elde edilirken ve bunu % 23,66 (22/88)aktal svap ornekleri takip ettt.
coli ise % 52,69 (49/93) ile en yuksek oranda rektalpsweeklerinden identifiye
edilirken bunu % 7,69 (2/26) oranla safra sivisiediteri takip etti.C. jejuni safra
orneklerinde 6nemli oranda yuksek bulunurk€n coli rektal svap 6rneklerinde daha
yuksek oranda izole edildi (P<0,001). Safra sigrseklerinden elde edile@. jejunive
C. colilerin izolasyon oranlarn arasindaki farkhlik ig&iksel olarak dnemli bulundu
(P<0,001) (Tablo 11).

Tablo 11. Sglikh gorinisli koyunlardan elde edile®ampylobacterizolatlarinin
mPCR bulgulari.

Kaltar "
. N MPCR pozitif 6rnek sayisi (%)
Ornek Pozitif
Ornek Sayisi C. jguni C. coli Campylobacter spp.
Safra 26 16 (61,54) 2 (7,69) 8 (30,77)
Rektal svap 93 22 (23,66) 49 (52,69) 22 (23,66)
Toplam 119 38 (31,93) 51 (42,86 30 (25,21)
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Sekil 5. Koyunlarda Campylobacterspp olarak identifiye edilen kilttrlerden elde
edilen DNA’larinC. jejunive C. colitur spesifik primerler kullanilarak yapilan mPCR
analizi sonucu okan Urdnlerin ethidium bromide ile boyanimagaroz jeldeki
goranima.

M: DNA Ladder Plus (1 Kb), N: negatif kontrol, PQ: coli pozitif kontrol, 1-3:C. coli

pozitif érnekler, P2C. jejunipozitif kontrol, 4,5:C. jejunipozitif drnekler.

3.2.3.Insanlarda mPCR ileC. jguni ve C. coli’'nin identifikasyon Bulgulari

InsanlardaCampylobacteispp. olarak identifiye edilen izolatlardan eldeleli
DNA’larin C. jejuni ve C. coli tarlerinin mPCR amplifikasyonuna tabi tutulmalari
sonucunda % 1,67’sinde (2/120) jejuniye spesifik 159 bp uzunfiunda bantlar ve %
0,83'tinde (1/120%. coliye spesifik 502 bp uzunfiunda bantlar elde edildi (Tablo 12)
(Sekil 6).
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Tablo 12. Sgslikh gorinislt insanlardan elde edilen kampilobakiaslatlarinin mPCR

bulgulari.
Kaltar
S 0
Pozitif mMPCR pozitif 6rnek sayisi (%)
Ornek Ornek
C.jguni C. coli C |obact :
Saysi jegiuni coli ampylobacter spp
Digki 3 2 (66,66) 1 (33,33) 0

Sekil 6. insanlardaCampylobactespp olarak identifiye edilen kiilturlerden elde edilen
DNA'larin C. jejunive C. colitir spesifik primerler kullanilarak yapilan mPCRabzi
sonucu olgan Urdinlerin ethidium bromide ile boyarsnagaroz jeldeki goranamda.

M: DNA Ladder Plus (1 Kb), N: negatif kontrol, PC: coli pozitif kontrol, 3:C. coli

pozitif 6rnek, P2C. jejunipozitif kontrol, 1, 2.C. jejunipozitif 6rnekler.
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3.3. Flagellin A FlaA) Tiplendirme Bulgulari
3.3.1. Sgirlarda FlaA Tiplendirme Bulgulari
3.3.1.1. Stirlardan izole EdilenC. jguni izolatlarinin FlaA Tiplendirme Bulgulari
Tar spesifik PCR ileC. jejuni olarak identifiye edilen 17 safra sivisi ve 13
bagirsak icerginden elde edilen toplam 30 izolatilaA genine spesifik primerler ile
PCR amplifikasyonuna tabi tutulmasi neticesinde taatatlar 1700 bp uzunfiunda
bantlar olgturdu @ekil 7). FlaA geni yoninden pozitif PCR drlnleriniDde
restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP analizi nesoele toplam 13 farkh profil elde
edildi. Safra sivisi Orneklerinden elde edil€n jejuni izolatlarindan 9 farkl profil
belirlendi. Barsak icegi 6rneklerinden elde edile@. jejuniizolatlarindan ise dort farkh
profil saptandi §ekil 8) (Tablo 13). Bairsak icergi orneklerinden izole edile€. jejuni
izolatlarindan elde edilen bir profil (IV) safrassi 6rneklerinden izole edile@. jejuni
izolatlarindan elde edilen bir profil (V) ile benlik gosterdi. B&irsak iceri
orneklerinden izole ediler€. jejuni izolatlarindan elde edilen bir profil (VII) ayni

zamanda koyun safra sivisi orneklerinden izoleead®. jejuni izolatlarindan elde

edilen bir profil (V) ile benzerlik gosterdi.

Sekil 7. Campylobacter jejunive C. coli tirlerinin flaA genine spesifik primerler
kullanilarak yapilan PCR analizi sonucu o drunlerin ethidium bromide ile
boyanmg agaroz jeldeki goranimuai.

M: DNA Ladder Plus (1 Kb) N: Negatif Kontrol, P: Btf Kontrol, 1-5: FlaA geni

pozitif 6rnekler.



Sekil 8. Sigirlarin safra (1-4) ve barsak icgir(5-14) 6rneklerinden elde ediléh jejuni
izolatlarindaki flaA geninin Ddd ile muamele edilnsi PCR UrlUnlerinin ethidium
bromide ile boyanmgiagaroz jeldeki gorinima.

M: DNA Ladder Plus (1 Kb), 1-1&laA geninin farkl restriksiyon profilleri. Kuyucuk
no (Profil no); 1 (1), 2 (I1), 3 (lll), 4 (IV), 51¥), 6 (V), 7 (VI), 8 (VII), 9 (VIII), 10 (IX),
11 (X), 12 (XI), 13 (X11), 14 (XIII).
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Tablo 13.Sigirlardan elde edile®. jejuniizolatlarininflaA tiplendirme bulgulari
(n: 30)

Profil No izolat sayisi (%) Kaynak

I 7(41,2) Safra

Il 5(29,4) Safra

I 2 (11,8) Safra

3(17,6) Safra

v

1(7,7) Bagirsak icergi
Vv 1(7,7) Bairsak icergi
Vi 3(23,1) Bairsak icergi
VII-VIII 2 (15,5) Bagirsak icergi
IX 3(23,1) Bairsak icergi
X-XII* 3(7,7) Bagirsak icergi

* Profillerin her biri sadece bir izolatta gozlendi

3.3.1.2. Stirlardan izole EdilenC. coli izolatlarinin FlaA Tiplendirme Bulgulari

Tur spesifik PCR ileC. coliolarak identifiye edilen 10 arsak icergi ve 9 safra
sivisindan elde edilen toplam T2 coli izolatinin flaA genine spesifik primerler ile
PCR amplifikasyonuna tabi tutulmasi neticesinde taatatlar 1700 bp uzunfiunda
bantlar olgturdu @ekil 7). FlaA geni yonuinden pozitif PCR drunlerinibde

restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP analizi nettele toplam 6 farkl restriksiyon



65

profili gozlendi. Bu profillerin dérdu barsak icgmden, ikisi safradan elde edildi€kil
9). Safrada gozlenen profil (1);

* bagirsak icerginde gozlenen profillerden birisi ile,

» koyun rektal svap drneklerinde gozlenen profillerdéi ile (111),

» koyun safra érneklerinde g6zlenen bir profil ileM)X benzerlik gosterdiSekil 9).

Sekil 9. Sigirlarin safra (1,2) ve lgarsak icergi (3-9) 6rneklerinden elde edilgd. coli
izolatlarindaki flaA geninin Ddd ile muamele edilnsi PCR UrlUnlerinin ethidium
bromide ile boyanmngiagaroz jeldeki gérinima.

M: DNA Ladder Plus (1 Kb). Kuyucuk no (Profil na;(l), 2 (1), 3 (I), 4 (1l1), 5 (IV),
6-7 (1), 8 (V), 9 (VI).
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Tablo 14.Sigirlardan elde edile®. coliizolatlarininflaA tiplendirme bulgulari
(n:19)

Profil No izolat sayisi (%) Kaynak
1(11,1) Safra

| 3 (30) Bairsak icergi
Il 8 (88,8) Safra

1] 1(10) Bagirsak icergi

vV 3 (30) Basirsak icergi

Vv 1 (10) Bairsak icergi

Vi 2 (20) Bazirsak icergi

3.3.2. KoyunlardaFlaA Tiplendirme Bulgulari
3.3.2.1. Koyunlardan izole Edilen C. jeuni Izolatlarinin FlaA Tiplendirme
Bulgulari

Tur spesifik PCR ileC. jejuniolarak identifiye edilen 16 safra sivisi ve 22 atkt
svap oOrnginden elde edilen toplam 3&. jejuni izolatinin flaA genine spesifik
primerler ile PCR amplifikasyonu tabi tutulmasi inesinde tim izolatlar 1700 bp
uzunlysunda bantlar okturdu §ekil 7). FlaA geni yontinden pozitif PCR drunlerinin
Ddd restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP analizi reesinde toplam 24 farkli
restriksiyon profili elde edildi. Safra sivisi Okberinden elde edilenC. jejuni
izolatlarindan 11 farkh profil belirlendiSekil 10). Rektal svap o6rneklerinden elde
edilenC. jejuniizolatlarindan 13 farkh profil belirlendiSgkil 11) (Tablo 15). Rektal
svap izolatlarindan elde edilen bir profil (XXIlI3afra sivisinda gozlenen bir profil ile
(X) benzerlik gosterdi. Ayrica koyunlardan alinaafralardan elde edilen profillerden
biri (VI1), insan dskilarindan elde edilen izolatlardan birine (II)gei biri (V1) ise
yine insan dikisindan elde edilen gir bir izolata (III) benzerlik gosterdi.



Sekil 10. Koyunlarin safra Orneklerinden elde edilé€n jejuni izolatlarindakiflaA

geninin Ddd ile muamele edilmgi PCR Urlnlerinin ethidium bromide ile boyarmi
agaroz jeldeki gériunuma.

M: DNA Ladder Plus (1 Kp), 1-1ZFlaA geninin farkli restriksiyon profilleri. Kuyucuk
no (Profil no); 1 (1), 2 (1), 3 (1ll), 4 (IV), 5Y), 6 (1), 7 (VII), 8, (VII), 9 (1X), 10 (X),
11 (X1), 12 (X).
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Sekil 11. Koyunlarin rektal svap drneklerinden elde ediferjejuniizolatlarindakiflaA

geninin Ddd ile muamele edilmi PCR Urlnlerinin ethidiunbromide ile boyanngi
agaroz jeldeki gérinuma.

M: DNA Ladder Plus (1 Kp), 1-13FlaA geninin farkli restriksiyon profilleri. Kuyucuk
no (Profil no); 1 (XI1), 2(X111), 3 (XII1), 4 (XIV), 5 (XV), 6 (XVI), 7 (XVII ), 8 (XVIII),

9 (XIX), 10 (XX), 11 (XXI), 12 (XXII), 13 (XXIII).



Tablo 15. Koyunlardan elde edile&. jejuniizolatlarininflaA tiplendirme bulgulari
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(n:38)
Profil No izolat sayisi (%) Kaynak
[ -1l 2 (12,5) Safra
1] ** 2 (12,5) Safra
v 1(6,3) Safra
\ Fx 3(18,8) Safra
VI 1(6,3) Safra
VII-VII** 4 (25,0) Safra
IX-XI 3(18,8) Safra
Xl 1(4,5) Rektal svap
XI-X[\V*** 6 (27,3) Rektal svap
XV-XVII 3 (13,6) Rektal svap
XV 2 (9,1) Rektal svap
XIX 1(4,5) Rektal svap
XX-XXI** 6 (27,3) Rektal svap
XXl 1 (4,5) Rektal svap
XXIV* 2(9,1) Rektal svap

* Profillerin her biri sadece bir izolatta gozlendi
** Profillerin her biri ikiser izolatta gozlendi.

*** Profillerin her biri Gger izolatta gozlendi.

3.3.2.2. Koyunlardanizole EdilenC. coli izolatlarinin FlaA Tiplendirme Bulgulari

Tur spesifik PCR ileC. coliolarak identifiye edilen 49 rektal svap ve 2 safrad
elde edilen toplam 51 izolatftaA genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyomaun
tabi tutulmasi neticesinde tim izolatlar 1700 bpniagunda bantlar okiurdu §ekil
7).
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FlaA geni yonunden pozitif PCR drunlerinibdd restriksiyon enzimi ile
yapilan RFLP analizi neticesinde toplam 16 far&striksiyon profili elde edildi. Rektal
svap orneklerinden elde edil€h coliizolatlarindan 14 farkh profil§ekil 12). Safra

sivisi 6rneklerinden elde ediléh coliizolatlarindan da 2 profil saptandi (Tablo 16).

PRIl 11 12 13 14

Sekil 12. Koyunlarin rektal svap orneklerinden elde edi@ncoli izolatlarindakiflaA

geninin Ddd ile muamele edilmi PCR Grlnlerinin ethidiunbromide ile boyanngi
agaroz jeldeki gorunima.

M: DNA Ladder Plus (1 Kp), 1-14C. coli flaA geninin farkli restriksiyon profilleri.
Kuyucuk no (Profil no); 1 (1), 2 (Il), 3 (lll), 4XV), 5 (IV), 6 (V), 7 (VI), 8 (VII), 9

(VII), 10 (IX), 11 (X), 12 (XI), 13 (XI1), 14 (XII).
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Tablo 16.Koyunlardan elde edile@. coliizolatlarininflaA tiplendirme bulgulari

(n: 51)
Profil No Izolat sayisi (%) Kaynak
2(4,1) Rektal svap
I 5(10,2) Rektal svap
3(6,1) Rektal svap
1l
1 (50) Safra
\Y} 7 (14,3) Rektal svap
V-VII** 6 (12,3) Rektal svap
VIli 5(10,2) Rektal svap
[X*** 3(6,1) Rektal svap
X 8 (16,3) Rektal svap
XI- XII* 3(6,1) Rektal svap
XV 7 (14,3) Rektal svap
XVI 1 (50) Safra

* Profillerin her biri sadece bir izolatta g6zlendi

** Profillerin her biri ikiser izolatta gozlendi.

*** Profillerin her biri Gger izolatta gozlendi.
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3.3.2.3.Insanlardan izole EdilenC. jejuni ve C. coli izolatlarinin FlaA Tiplendirme
Bulgulari

Tur spesifik PCR ile gkidanC. jejuni(2) veC. coli (1) olarak identifiye edilen
toplam 3 izolatinflaA genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyomaunabi
tutulmasi neticesinde tim izolatlar 1700 bp uzpahda bantlar okturdu. FlaA geni
yoninden pozitif PCR UrlnleriniBde restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP analizi
neticesinde toplam 3 farkli restriksiyon profilidel edildi. Dski drneklerinden elde
edilenC. jejuni izolatlarindan 2 farkli profilC. coliizolatlarindan da bir profil saptandi
(Sekil 13) (Tablo 17)insan dgkisi drneklerinden elde ediléd jejuni izolatlarina ait 2
profil ( II. ve lll.), koyun safra drneklerindends edilen 2 profile benzerlik gosterdi
(VII. ve VIIL.).

Tablo 17. insanlardan elde edile@. jejuni ve C. coli izolatlarininflaA tiplendirme
bulgulari (n:19)

Profil No izolat sayisi (%) Kaynak
| 1(33,3) Dski
I 1(33,3) Diki
1l 1(33,3) Dski
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Sekil 13. insanlarin diki érneklerinden elde edile@. jejunive C. coliizolatlarindaki
flaA genininDdd ile muamele edilngi PCR Urinlerinin ethidiurbromide ile boyanngi
agaroz jeldeki gérunima.

M: DNA Ladder Plus (1 Kp), 1-3C. jejuni (2,3) veC. coli (1) flaA geninin farkli
restriksiyon profilleri. Kuyucuk no (Profil no); @), 2 (), 3 (IlI)
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4. TARTISMA ve SONUC

Kampilobakterturleri tim dinyada oldiu gibi tlkemizde de hayvan ve insan
saligl icin ciddi bir sorun olgturmakla birlikte § glicii ve ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir. Kampilobakter infeksiyonlari, kagha duyarlilgl, infeksiyona sebep olan
mikroorganizmanin turt, sayisi ile virulans fakédime bgl olarak kendi kendini
sonlandiran, diilk mortalite oranina sahip, sekretuvar tip ishald@mli mukuslu dki
ctkarimi ile karakterize dizanterik formda ishaluspimuna kadar dgsen klinik
spektruma sahip tarzda seyretmekte, 6zellkldetussubsp.fetussigirlarda sporadik
abortuslara neden olurken, koyunlarda epizootikrtatara neden olabilmektedir.
Insanlarda ise Guillain-Barre sendromu, hemolitiéniik sendrom ve reaktif artrit gibi
ciddi komplikasyonlara yol acabilmektedir (7, 62)Bu infeksiyonlarin
epidemiyolojisinin kapsamli bir bicimde ortaya kémasi ve yaygin siarin ivedilikle
tespit edilerek bunlara kar eradikasyon planlarinin kisa sitrede hazirlanin et
koruyucu 6nlemler alinmasi, geghis ve gelsmekte olan ulkelerdeki bu nedenle o
is glcu ve ekonomik kayiplarin azaltilmasina yardiotacaktir.

Bu calsmada, insanlarda akut bakteriyel gastroenteritesinyaygin etkenleri
olarak bilinenC. jejunive C. colinin, klinik olarak s&likh sigir ve koyunlarin rektal
svap, bgirsak icergi ve safra ornekleri ile, gerek klinik olarakgs&li gerekse ishalli
insanlarin dyki 6rneklerinden izolasyonu, mPCR ile identifikasyove molekuler
tiplendiriimesi amaclandi. Bunun icin ©ncelikle kamsiyonel kiltir metotlari
kullanilarak alinan érneklerdébampylobactespp.’lerin izolasyonu ve identifikasyonu
gerceklatirildi. Calismada materyal olarak Temmuz-Eylil 2009 tarihleasanda Kars
ilindeki bir mezbahada ve kombinada kesilen klioi&arak sglikli gérinen toplam 300
sigirdan 150 safra sivisi ve 150guaak icergi 6rnesi toplandi ve sirasiyla % 26 ve %
18’ inde Campylobacterspp. izole edildi. Dinyada ve Ulkemizdesidarda yapilan
calismalar sonundeCampylobacterspp. izolasyon oraninin % 1 ile % 90 arasinda
degisiklik gosterdii gorulmektedir (4, 60, 178, 229, 251). Bu farkydi neden olan
faktorlerin bainda numunelerin laboratuarasitama kagullari, ya, mevsim, incelenen
hayvan sayisl, izolasyon metodu, kullanilan sdidktisiyerlerinin nitelgi, hijyen ve
cografi yapinin 6nemli rol oynayabilegmi ileri striimektedir (196). Argiricilar dgki,
bagirsak icergi ve cevresel 6rneklerdddampylobactespp. izolasyon oranini artirmak

ve kontaminasyon olastini minimuma indirmek amaci ile selektif ilavelerle
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zenginlgtirme metoduna siklikla kaurmulardir (18, 37, 177). Garcia ve ark.
sigirlarin bairsak igergi érneklerini materyal olarak kullandiklar bir gahada, direkt
ekim yontemi ilecCampylobactespp. izole edemezlerken, zengitiene metodu ile %
52 oraninda izolasyon yaptiklarini rapor aterdir (88). Aynisekilde Atabay ve ark.
degisik besiyerlerine direkt yaptiklari ekimlerde % BHB2oranlarinda izolasyon
yaparken, zengingirme metodu ile yaptiklari ekimlerde % 51-55 oeamida izolasyon
yaptiklarini rapor etrgierdir (18). Sgir safra drneklerinden direkt ekim ile Elgzia
Muz ve ark. % 47 (178), Acik % 35 oraninda (4)dAyve ark. Kayseri'de % 31,16
(19), bu cakmada ise % 26 oranindaampylobacterspp. izole edilmy olup safra
orneklerinden elde edilen izolasyon oraniedi calsmalarla paralellik gosterstir (4,
19, 178). Mevcut calmada safra icegi 6rneklerindenCampylobactespp. izolasyonu
amaclyla direkt inokulasyon telgnikullaniimis olup, ba&irsak icergi 6rneklerine ise
zenginlgtirme metodu uygulanmgtir. Bagirsak icerginden Campylobacter spp.
izolasyonu amaciyla zengigteme metodu uygulanarak % 18 oraninda izolasyon
yapilms olup bu oran; Acik ve Cetinkaya (3) Elgdia dski orneklerinden elde
ettikleri % 44’luk Campylobactespp. izolasyon oranindan, yine Acik ve Cetinka3)a (
Elazg'da sgir basirsak icergi ve dgki 6rneklerinden elde ettikleri % 34,1'l&. jejuni
izolasyon oranindan ve Arigtu ve Aydin (13) Kars yoresinden elde ettikleri @l
C. jejuniizolasyon oranindan dahastilt olarak belirlennsi olup, s6z konusu farklgin
numunelerin laboratuarastama kaullari, ya, mevsim, incelenen hayvan sayisi, hijyen
ve cgrafi yapidan kaynaklanabilegiedistinulmektedir.

Dunyada ve ulkemizde koyunlarda yapilan gaalar sonund&ampylobacter
spp. izolasyon oraninin % 1,2 ile % 92 arasindasddik gosterdii gorulmektedir (4,
40, 71, 74, 149, 250). Stanley ve airgiltere’de kuzularda % 92 (250), Lazou ve ark.
Yunanistan’da koyun karkaslarinda vyaptiklari gahda % 72,7 oraninda
Campylobacterspp. (149), EImal Bitlis'te koyun kiyma ve karkasnda sirasiyla % 4
ve % 6 oranlarind&. jejuni (71), Bluylk ve ark. yoremizde koyunlardan aldiklar
vajinal svap 6rneklerinde 11,42 oranindanipylobacterspp.(40) izole ederken, yine
yoremizde Arikglu ve Aydin koyunlardan aldiklari rektal svap oriegikde % 56
oranindaC. jejuni varligi saptamglardir (13). Yapilan agiirmalarda kesim amaci ile
mezbahaya nakledilen hayvanlard@&ampylobactespp. izolasyon oraninin, stres gibi

faktorlerden dolayi nakilden dncekine gore dahasgitloldgu gozlenmgtir. Wesley ve
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ark. hindilerde yaptiklar bir agarmada, kesimhaneye nakilden 6ri€ampylobacter
spp. prevalansinin % 65, nakilden sonra % 90 @idu bildirmglerdir (282).
Campylobacterspp. izolasyon oraninin, sahada toplanan ¢érneklabaratuara tanip
islenmesi esnasinda gecen sireden de etk#enaldirilmistir. Ayrica cevrenin
Campylobacterspp. ile kontamine olmasindaskin ile birlikte mezbahada kesilen
hayvan akintilarinin ylizey sularina bufasinin da 0Onemli rol oynayabilgte
disinulmektedir. Bolgede Yaman ve ark. (289) gol (Qilgbll), akarsu (Kars cayi),
islem gérmemi icme sulari ve anilan g6l ve akarsulardan avlabahklarin ic
organlarinda yaptiklar agarmada, g6l suyundan alinan érneklerde % 4.76rsakkan
alinan orneklerde % 14.28, icme sularindan alimaekderde % O , incelenen baliklarin
ic organlarinda ise % 2.66 oranin€@a jejuni izole etm§ olmalari bu dilinceyi
desteklemektedir. Bu camada klinik olarak s#ikli gériinen koyunlardan toplanan
350 ornekten ise % 34 oranind@gampylobacterspp. izole ve identifiye edildi.
Koyunlarda en yiksek izolasyon % 46,5 orani ildak&vap 6rneklerinden elde edildi.
Calismada safra drneklerinden elde edileampylobactespp. izolasyon orani % 17,3
ile rektal svap Oorneklerine kiyasla dahasitki oranda bulundu. Bu camada
koyunlardan alinan 6rneklerden elde edilen izolasganlar Turkiye ve boélgemizde
yapilan dger calsmalardan elde edilen izolasyon oranlari ile bemzegbsterirken,
koyun rektal svap Orneklerinden, safra 6rnekleriggre daha ylksek oranda
Campylobactespp. izolasyonu, bu etkenlerin hayvanlara gaksinda gki ile bulgin
rolindn oldgunu digtndirmektedir. Bu calmada, koyunlardan alinan orneklerden
elde edilen % 34’lukCampylobacterspp. izolasyon orani, bolgedeki Arfto ve
Aydin'in (13) koyunlardan elde egtiizolasyon orani (% 56)'ndan giik, Buylk ve
ark.(40) elde etgi izolasyon oranin (% 11,42)'dan yuksek olarak buohustur. Bu
farkhiliga neden olan faktorlerin bada numunelerin laboratuargitana kaullari, yss,
mevsim, incelenen hayvan sayisi, izolasyon met&dUanilan selektif besiyerlerinin
turd, hijyen ve cgrafi yapinin 6nemli rol oynayabilegiedistintlmektedir.

Calsmada koyunlardakiCampylobacterizolasyon oraninin girlardakinden
daha ylUksek oldiu tespit edildi. Bu sonug, ulkemizde onceki yilargapilan
calismalarda da gozlenstir. Diker, inceledgi 150 adet 9iir ve koyun safra orrggnde
sirasiyla % 35 ve % 57 oranin@ampylobactespp. izole etmiir (59). Bu calgmada,

sigir ve koyun orneklerinde izolasyon amaci ile ayetadoloji uygulanmasina gmen
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meydana gelen bu farklilikta mevsimin de 6nemlilroldusu distinilmektedir. Ayrica
hayvanlarin yegtirme sekli ve kaullarinin etkisi s6z konusu olabilirSéyle ki;
mezbahada kesilen hayvanlarin orijinleri hakkindlgi bmevcut olmamakla birlikte
ulkemizde o6zellikle de Dgu Anadolu’da koyunlarin sdriler halinde ve bir arad
ekstansif bir yetitiricili gin yapilmasi, girlarin ise genellikle birka¢ hayvandan ibaret
kicuk ahirlarda, bir anlamda daha izole gtetimesi bu oranlarin elde edilmesinde
etkili olabilir.

Insanlarda ishalle seyreden hastaliklarin genelbl& 5-14’Unden sorumlu
olan kampilobakter enfeksiyonlarinin insidensi,agne kii hijyeninin daha yiksek
oldugu Avrupa Uulkelerinde % 1-5 oraninda seyrederkeniiklinijyen sartlarina sahip,
malndtrisyonun goruldii az gelgmis Afrika Ulkelerinde % 20’lerin Uzerine
cikmaktadir. Ulkelerin gedimislik duzeyleri, infeksiyonlarin insidensi kadar, i
hastaliklardan izole edilen kampilobakterlerin tldlzeyinde dalimini da
etkilemektedir. Genel olarak insanlarda kampilobdktin sebep oldiu
gastroenteritlerin yakiak olarak % 95’indenC. jejuni ve C. coli sorumlu olmakla
birlikte, gelismis Ulkelerde ishalli olgulardan izole edilen kampidder sglarinin %
95’ini tek baina C. jejuni olustururken gekmekte olan Ulkelerde olgularin yakik
olarak % 50 sinderC. coli izole edilmektedir (192)ishalli insanlardan alinan st
ornekleriyle yapilan ¢caimalara ilskin olarak, Fred ve ark. Kolombiya'da yaptiklarr bi
calismada, kampilobakterlerin prevalansinin % 2,3 (&8gsen ve ark. Danimarka’'da
prospektif vaka kontrol cagimasinda kampilobakter prevalansinin % 3,3 @lahw
belirtmislerdir (190). Yine ishalli hastalarda Klein ve arlkBD’ de yaptiklari
calsmada, % 1,5 orani bildirirken (138lalya’da Scarlata ve ark. yaptibir bagka
calismada kampilobakter tirlerinin (% 6,5) en sik izeltilen infeksiy6z ajan oldiu
bildirilmi stir (236). Turkiye’'de farkl boélgelerde ve farkhay gruplarindaki ishalli
hastalardan elde edilenskll 6rnesi ile yapilms degisik calismalarda, kampilobakter
cinsi bakterilerin diki 6rneklerinden izolasyon siginin % 1-14,87 arasinda olglu
bildiriimi stir (201). ishalli hastalardan kampilobakter tirlerinin izokasyoranlarinin
belirlenmesine yonelik olarak yapilangdi bazi cakmalarda; Ozkan ve arkzmirde
% 2 (205), Aci ve Yilmaz Elazi'da % 14,87 (17), Gultekin ve ark. Sivas yoresifete
(103), Yildinm ve ark. Kayseri'de % 3 (293), Zao#k ve ark. Ankara’'da % @295),
Ongen ve arkistanbul’da % 1.2 (202), Fave Ardic Ankara’da % 4 (257), Yiimaz ve
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Tugrul Edirne ve yoresinde % 4 olarak ortaya kogtau (294). Bu calmada ishalli
hastalardan alinan gfu 6rneklerindeCampylobacterspp. izole edilememiolmasi bu
turlerin boélgedeki ishal etiyolojisinde 6neminin aabilecei, infeksiyonun seyir
seklinin, etkenin sacilim 6zelliklerinin, 6rneklertoplanmasi, saklanmasi wdenmesi
sirasinda olgabilecek farkliliklarin dnemli faktor olabilegedUstntlmektedir. Sghkli
gorunigteki insanlardan alinangh 6rneklerinden ise kampilobakter izolasyon o ni
2,5 olarak tespit edilngi olup bu oranizmir ve istanbul'da elde edilen izolasyon
oranlarindan yuksek olup; El&ziSivas, Kayseri, Ankara ve Edirne’den elde edilen
izolasyon oranlarindan dahasdlé bulunmgtur. Ladron de Guevara ve ark., insagkdi
orneklerinde yaptiklari bir agarmada, 4 °C’lik bir ortamda 24 saat slreyle safta
orneklerde Campylobacterspp. izolasyon oraninin % 16 oraninda agatali rapor
etmilerdir (145). Bu ¢cabmada, insan ki drneklerinden elde edilekampilobakter
izolasyon orani (% 2,5)'nin Turkiye'nin ggik bdlgelerine (Elaz, Sivas, Kayseri,
Ankara ve Edirne) kiyasla dahasdit olmasinin érneklerin toplanmasi, saklanmasi ve
islenmesi sirasinda afabilecek farkliliklarin yani sira yairk, genetik ve sosyal yapi
gibi bireysel varyasyonlardan da kaynaklanmasi emletdir (17, 103, 257, 293, 294).

Konvansiyonel kultir metotlari il&Campylobacterspp. olarak tespit edilen
izolatlarin tlr spesifik primerlerle yapilan mPCRaézi neticesinde, §ir orijinli
izolatlarin % 45,45’'inde (30/66L. jejuni ve %28,79'unda (19/66%. coli olarak
identifiye edildi. C. jejuninin C. coliden daha yaygin olarak saptanmasi bir¢ok
calismada rapor edilngtir (4, 23, 37, 110). Bae ve ark., incelediklerié68gir rektal
svap ornginden % 34 oranind@. jejuniizole ederken, % 8 oraninda coliizolasyonu
bildirmislerdir (23). Calmada mPCR ileC. jejuni ve C. coli olarak identifiye
edilemeyen izolatlar selektif besiyerinde ve 42 d&’ mikroaerobik ortamda
ureyebilmeleri, koloni morfolojileri ve mikroskobilgdriinimlerine bakilarak ger
termofilik Campylobacterspp. olarak kabul edildiCampylobacterspp. olarak kabul
edilen bu izolatlarin ileriki cagmalarda tur diizeyinde karakterizasyonuG:gejuni ve
C. coli disindaki termofilik kampilobakterlerin yaygigin belirlenmesi insan ve
hayvan sgligi acisindan kampilobakterlerin bdlgedeki epidenujsini daha iyi
anlamaya yardimci olacaktir.

Koyunlarda, konvansiyonel kaltir metotlar @ampylobactespp. olarak tespit

edilen izolatlarin tir spesifik primerlerle yapilanlPCR analizi neticesinde % 31,93’
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(38/119)C. jejunive % 42,86’s1 (51/119F. coli olarak identifiye edildi. Bu oranlar,
ayni bolgede Arikglu ve Aydin'in 50 adet koyun rektal svap Ognde C. jejuniicin
elde ettikleri oran (% 56)'dan dahasdilt olarak bulunmgtur (13). Bu farkin érnek
alinan hayvan sayilarinin, hayvanlarin geildigi lokasyonun ve izolasyonda
kullanilan teknik ve besiyeri farkliliklarindan kaaklandgl distnilmektedir. Bununla
birlikte, Ulkemizin farkh bolgelerinde koyunlardapilan cakmalardaC. jejuni% 15-
% 41,C. coliise % 7- % 9 arasinda glgen oranlarda izole edilstir (59, 60, 178).
Yapilan bir argtirma, izolasyon amaci ile kullanilan Prest@ampylobacterSelektif
AgarinC. coliturini,C. jejuniye kiyasla daha yiuksek oranda tespitsegosterilmitir
(171). Bu ¢cakmada,C. colinin tlkemizdeki dger calsmalardan daha yuksek oranda
saptanmasinda, bircok faktoriin yani sira izolasgoraciyla PrestoiCampylobacter
Selektif Agarin kullaniimasinin da roli olmasi marheldir. Robinson, st amaciyla
yetistirilen hayvanlardaC. jejuninin digki ile sirekli olarak cevreye atiimagni
bildirmisdir (226). Buna kaulik C. colinin diski ile sac¢ildgl yapilan caymada ortaya
konulmutur (58). Ayrica yapilan der bir calgmada cevresel su kaynaklarin@a
colinin C. jejuniye gore daha yiksek oranda tespit edilmesi de, (87)colinin
cevresel kontaminasyon potansiyelinin faglah disiindtirmekte ve bu ¢ama da bu
hipotezi desteklemektedir.

Bu calsmada insanlarda konvansiyonel kultir metotlardeEmpylobactespp.
olarak tespit edilen izolatlarin tir spesifik pririeele yapilan mPCR analizi neticesinde
% 1,67’si (2/120)C. jejunive % 0,830 (1/120)C. coli olarak identifiye edildi. Bu
veriler Dunya genelinde ishalli hastaliklarda kaloipakterlerin gorilme sildinin
tespitini amacglayan ¢camalardan elde dilen sonuclar ile fastirildiginda, tlkelerin
ve Ulkemizin gekmislik durumu da dikkate alinginda, cakma sonuclarinin
beklendgi sekilde cok yiksek olmayip, geis Ulkelerin sonuclari ile benzerlik
gosterdgi gorulmektedir. Nitekim gida ve el hijyenin uzun siredir siki denetlegidi
A.B.D de Klein ve ark. % 1,5 gibi mevcut gahadaki orandan daha gdik bir
izolasyon orani bildirnglerdir (138). Buna karlik italya’dan Scarlata ve ark.’nin
bildirdikleri % 6,5’lik (236), Portekiz’den Carbitae ark.(42) bildirdikleri % 5,3’lUk ve
Danimarka’dan Olesen ve ark.(190) bildirdikleri %8'8ik izolasyon oranlari mevcut
calismadaki izolasyon oranlariyla benzerdir. Bu gal verileri, insanlarda akut

bakteriyel gastroenteritisin en yaygin sebeplemnte&i olan kampilobakter tirlerinin
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tum dinyada oldgu gibi tlkemizde de §ir ve koyunlarda yuksek seviyede sey i
gostermektedirC. jejuninin gevreyi, karkaslari ve ger gidalari kontaminasyonunda
hem sgir hem de koyunlar 6nemli rol oynarke®, coli’'nin ¢evreyi kontaminasyonunda
koyunlarin rolinin grlara gore daha yiksek potansiyelde @lduwistinilmektedir.
Kisaca sglikli sigir ve koyunlarin termofilik kampilobakterlerin cegel sacilim
kayna olabilecekleri ve gida zincirini ve ¢evreyi kontene etmede 6nemli role sahip
olabilecekleri kanaatine varildi.

Calismada tur spesifik PCR sonucun@a jejuni ve C. coli olarak identifiye
edilen izolatlar arasindaki genetik polimorfizfia tiplendirme metodu kullanilarak
arggtinldi. Kampilobakterturlerinin PCR-RFLP analizi icin en sik tercih exhil gen
hedeflerinden biri flagella genleridir (4, 8, 28,3183, 198) Campylobactespp.’deki
flaA geni 6nemli bir sekans heterojenitesi gosterirdedayisiyla molekuler analizler
icin 1yi bir epidemiyolojik marker olarak kullanrliAncak son yillardélaA tiplendirme
ve diger molekiler yontemlerin, genetik instabilitenin riv@indan dolayi
kampilobakterlerin tiplendiriimesinde yetersiz dlabegi ortaya konmstur (279). Son
yillardaki calsmalarda, kampilobakterlerin flagella gen bélgesineleombinasyonlarin
varhgl kanitlanmgtir (217, 277). Bununla berab#a tiplendirme, dger metotlara gore
hizh, pratik, daha az maliyetli olmasi ve terma@hdurtct dynda spesifik bir ekipmana
ihtiyagc duymamasi nedeni ile bu gatada tercih edilngtir ve baari ile kullaniimstir.
Bu yonteminin ileriki caymalarda bgka genotiplendirme yontemleri ile desteklenmesi
ve kasilastirilmasi daha givenli sonuclara ve ¢ikarimlardatutacaktir.

Calismada giirlarin safra ve harsak icergi 6rneklerinden elde edile@. jejuni
ve C. coli izolatlar flaA tiplendirmesi sonucunda toplam IRA profili elde edildi.
Sigir orijinli kampilobakterttrlerinin flaA tiplendirilmesi amaci ile farkli restriksiyon
enzimleri kullanilarak yapilan 6nceki gahalarda dokuz ile 35 arasindlaA profili
tespit edildgi bildirilmi stir (81, 156). Kampilobaktettirlerinden elde edileflaA profil
sayisindaki farklihkta; kullanilan primerler, laladuar kgullari ve izolatlarin cgrafik
dagihminin etkisinin oldgu rapor edilmjtir (22, 182). Bu cadmada, bairsak icergi
izolatlarindan elde edilen bir profil, safra smda go6zlenen profillerle benzerlik
gosterdi. Safrada gozlenen profil (1);dsak icerginde gézlenen profillerden birisi ile,
koyun rektal svap Orneklerinde goOzlenen profillerdeirisi ile (lll), koyun safra

orneklerinde gozlenen profillerden birisi ile (XVbenzerlik gdsterdi. Barsak icergi
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izolatlarindan elde edilen bir profil (VII) ayni manda koyun safra sivisinda gozlenen
profillerle (V) benzerlik gosterdi. Profiller araslaki bu konservasyon orneklerin
benzer 6zelliklerdeki ggafi bolgelerden toplanmasi ile skili olabilir. Bazi flaA
profilleri yiiksek oranda tespit edilirken, bazilala sadece birer izolatta gozlemlendi.
Ornesin; sirlarin safra orneklerinden elde ediléh jejuni izolatlarinda en yaygin
olarak bulunan profil % 41,2'lik bir oranla temsidilirken ba&irsak icergi
orneklerinden elde edile. jejuniizolatlarinda en yaygin olarak bulunan profil %
23,1'lik bir oranla temsil edildi. Girlarin safra orneklerinden elde edil€h coli
izolatlarinda en yaygin olarak bulunan profil % 8l bir oranla temsil edilirken,
bagirsak icergi orneklerinden elde edile@. coliizolatlarinda en yaygin olarak bulunan
profil % 30’luk bir oranla temsil edildi. Bu veritasiginda sgirlarda bazi sgiarin diger
sulara oranla daha yaygin olarak bulugduyaygin sgiarin tespit edilmesi, koruyucu
onlemler alinmasi, kampilobakterlerin ekoloji vadgmiyolojilerini daha iyi anlamaya
yardimci olacg distnulmektedir. Ayrica, calmada birgcok farkh profilin belirlenmesi
kampilobakterlerin genetik olarak heterojen @dnu bir kez daha gostermektedir.
Kars ve yoresinde yapilan gahalarda Arik@lu ve Aydin (13), incelemi
oldugu 270 orngin 186'sinda (% 68,8)C. jejuni izole etmg olup bu oranlar,
koyunlarda % 56 (28/50), kbpeklerde % 37,5 (3/8rkwrda % 62 (31/50), kazlarda %
89,6 (52/58), martilarda % 100 (10/10), kargala#ad.00 (10/10), drdeklerde % 86,6
(13/15), tavuklarda % 87,5 (28/32), atlarda % 05)Obuzgilarda % 25 (3/12),
glvercinlerde % 10 (1/10) ve kuzularda % 70 (7&HKJindedir. Aydin ve ark., 40 evcil
kazin klaokasindan aldiklari svap orneklerinin tammadaC. jejuni 2 drnekte de (% 5)
C. coli izole etmglerdir (21). Buyuk ve ark., koyunlardan aldiklarajmal svap
orneklerinde % 11,42 (4/35y. coli izole etmglerdir (40). Yaman ve ark.(290) gol,
akarsu, slem gérmemy icme sulari ve anilan goél ve akarsulardan avldverklarin i¢
organlarinda yaptiklar agarmada, g6l suyundan alinan érneklerde % 4.76rsakian
alinan orneklerde % 14.28, icme sularindan aliraekderde % O, incelenen baliklarin
ic organlarinda ise % 2.66 oranin@ajejuniizole etmglerdir (289). Gulmez ve Given
arggtirdiklari 80 adet peynir orgende % 5 (2/80) oranind@. jejuniizole etmglerdir
(102). Yaman ve ark., Kars ve Ardahan’dan toplakil20 adetslenmemsg st
ornesinde % 5 (6/120) oranind@. jejuniizole etmglerdir (290). Kars ve yoéresinde

yapilan tim bu caimalar, kampilobakterlerin hayvan atiklari ilgldlari ve bunlarla
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kontamine sular ile gidalarda gigen oranlarda bulunabilegai, dolayisiyla insan ve
hayvan sgligini dasrudan tehdit etme potansiyelinde aldau géstermektedir. Yorede
bircok farkl kaynaktan ve mevcut gahada siir ve koyunlarin gaita érneklerinden
kampilobakterlerin izole edilmesi, bu etkenin sagikaynai olarak sgir ve koyunlarin
onemli bir potansiyele sahip olabileceklerini gdstektedir. Ancak, detayl
epidemiyolojik c¢ikarimlar icin bdlgedeki gidalardagevresel orneklerden ve farkli
hayvan tirlerinden elde edilecek izolatlarla gdmr tiplendirme ¢cakmasi gereklidir.
Koyun orijinli kampilobakter izolatlari arasindaki genetik heterojenitenin
arggtirlimasina yonelik ¢cagmalar oldukc¢a sinirlidir. Fitzgerald ve arkglda tarafindan
gerceklgtirilen bir calsmada,flaA tiplendirme yontemi ile 71 koyun izolatindan 14
farkl profil elde edilmgtir (81). Koyun abortlarindan elde edilen €5jejuniizolatinin
PFGE analizinde, 10 farkli profil elde ediidve predominant profillerin izolatlarin %
66'sinda gozlemlengdi bildirilmistir (157). Bu ¢cagmada koyun 6rneklerinden izole
edilenC. jejunive C. colilerin flaA tiplendirilmesi neticesinde toplam 40 farkli pitof
elde edildi. BazflaA profilleri yiksek oranda tespit edilirken, bazilda sadece birer
izolatta go6zlemlendi. Ormgn; koyun safra Orneklerinden elde edilé®. jejuni
izolatlarinda en yaygin olarak bulunan profil %IR5bir oranla temsil edilirken, rektal
svap orneklerinden elde edilén jejuniizolatlarinda en yaygin olarak bulunan profil %
27,3'luk bir oranla temsil edildi. Koyunlarin safi@neklerinden elde edile@. coli
izolatlarinda en yaygin olarak bulunan profil %I1B0Obir oranla temsil edilirken, rektal
svap Orneklerinden elde edil€h coliizolatlarinda en yaygin olarak bulunan profil %
14,3’luk bir oranla temsil edildi. Rektal svap iatarindan elde edilen bir profil
(XX11), farkli bir hayvandan alinan safra sivism@o6zlenen profillerle (X) benzerlik
gosterdi. Ayrica koyunlardan alinan safralardam edilen profillerden biri (VII), insan
diskilarindan elde edilen izolatlardan birine (Il),ykmlardan alinan safralardan elde
edilen profillerden dier biri (VIII) ise yine insan gkisindan elde edilen ger bir
izolata (lll) benzerlik gosterdi. &rlarda oldgu gibi, koyunlarda da bazi garin
diger sylara oranla daha yaygin olarak bulugdu yaygin sglarin tespit edilerek
koruyucu oOnlemler alinmasina yardimci okacabu etkenlerin epidemiyolojilerini
belirlemede faydali olaga disunilmektedir. Siir izolatlarinda oldgu gibi koyun
swlar arasinda da birgcok farkli profilin mevcut olsnakampilobakterlerin genetik

olarak heterojen oldiu bilgisini desteklemektedirinsan dgkisi 6rneklerinden elde
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edilenC. jejuni profilleri ile koyun safra 6rneklerinden elde edilgrofillerin benzerlik
gostermesi, skl sigir ve koyunlarin termofilik kampilobakterleri sagksiretiyle
gida zincirini ve ¢evreyi kontamine ederek ve dkllhayvanlarla direk temasi olanlar
olmak Uzere insanlara bgta 6nemli bir rol oynayabileceklerini ortaya koystwr.

Bu calsmada elde edilerflaA profillerinin bir kisminin dger profillerle
kiyaslandginda daha dominant olgu gozlendi. Orngin; sigirlarin safra drneklerinden
elde edilerC. jejuniizolatlarinda en yaygin olarak bulunan profillerd%2’lik bir oran
ile, koyun safra 6rneklerinden elde edilén coli izolatlarinda ise en yaygin olarak
bulunan profiller % 27,3'lik bir oranla temsil ediil Calsmada, siirlardaki ba&irsak
icerigi izolatlarindan elde edilen bir profil, safra simda gozlenen profillerle benzerlik
gosterdi. Siir bagirsak icergi izolatlarindan elde edilen bir profil (VII), aymamanda
koyun safra sivisinda gozlenen profillerle (V) benik gosterdi. Sgir safrasinda
gozlenen profil (1); bairsak icerginde gozlenen profillerden birisi ile, koyun rektal
svap oOrneklerinde gozlenen profillerden birisi #l), koyun safra oOrneklerinde
gozlenen profillerden birisi ile (XV) benzerlik gésdi. Koyun rektal svap
izolatlarindan elde edilen bir profil (XXIII), koyusafra sivisinda goézlenen profillerle
(X) benzerlik gosterdi. Ayrica koyunlardan alinaafralardan elde edilen profillerden
biri (VI1), insan dgkilarindan elde edilen izolatlardan birine (II)ger biri (V1) ise
yine insan dikisindan elde edilen gier bir izolata (lll) benzerlik gosterdi. AyridaA
tiplendirme neticesinde koyun orijinli termofiliCampylobacterizolatlari arasindaki
genetik heterojenitenin @r izolatlar ile kiyaslanginda daha yiksek olgu tespit
edildi. Ornein; siir orijinli C. coliizolatlarininflaA tiplendirmesi neticesinde 6 farkli
restriksiyon profili elde edilirken, koyun orijinlizolatlarda 16 farkl profil saptandi.
FlaA tiplendirme neticesinde hem gsm hem de koyun izolatlarindan elde edilen
profillerden bazilarinin der profillere kiyasla daha yiuksek oranda bul@usaptandi.
Bu bulgularin giginda kampilobakterlere kar koruma cakmalarinda, saha gari
arasindaki genetik heterojenitenin sinalmasi ve dominant izolatlarin mutlaka g6z
onunde bulundurulmasinin gerek uzun vadedaridasonuc elde etmek icin gerekse de
insan sal g icin blyuk 6nem tadigl disintlmektedir.

Sonug olarak; gir, koyun ve insan orijinlC. jejunive C. colisuslari arasindaki
genetik heterojeniteyi tespit etmeye yoOnelik olar&A tiplendirme ydnteminin

gavenilir bir sekilde kullanilabilecgi gortldl. Bununla birlikte ukalan verilerin farkl



84

molekdler tiplendirme metotlar ile (MLST, AFLP, BE) desteklenmesi geregii
distinuldd. Ayrica, saf izolasyonun zor olabilgcesktal svap ve barsak icergi gibi
orneklerden elde edilen izolatlarin tiplendirilmed®, spesifik gen boélgesi
amplifikasyonuna dayangl icin flaA tiplendirmenin kullargh olabilecei kanisina
varildi. Bu calgma sonucunda elde edilen verilgrginda, C. jejuni ve C. colinin
cevreyi ve gida zincirini kontamine etmesindgirsve koyunlarin dnemli role sahip
olduklarini, insanlara bua sagladiklarini ve bu hayvanlarinCampylobacter
epidemiyolojisinin incelenmesinde mutlaka g6z 6rgindulundurulmasi gerekii
distnuldd. C. jejuninin kayngsl olarak sgir ve koyunlarin her ikisi de 6nemli role
sahip iken,C. colinin cevreye yayillmasinda oOzellikle koyunlarin dabaemli rol
oynadgl saptandi. Ayrica yapilan tiplendirme neticesinleyun ve giir orijinli
izolatlar arasinda yuksek bir genetik heterojemitemevcut oldgu ve bazi bant
profillerinin diger profillere gore daha dominant ofdlugdzlendi. Siir ve koyunlarin,
insanlarda gortlen kampilobakter infeksiyonlarindaiini ortaya koymak ve bu
infeksiyonun epidemiyolojisini daha iyi anlayabilkégin, bu hayvanlarin yani sira
basta kanatlilar olmak Uzere, farkli hayvan tirleriyderaber 6zellikle mezbahane atik
suyu gibi cevresel kaynaklardan alinacak érneklagimim gticl ve standardizasyonu
daha yuksek olan molekiler tiplendirme yontemlieriincelenmesini hedefleyen ggni
Olcekli argtirmalara gereksinim olgw distnuldd.
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5.0ZET

Bu calsmada, insanlarda akut bakteriyel gastroenteritesinyaygin etkenleri
olarak bilinenC. jejunive C. colinin, klinik olarak sglikh sigir ve koyunlar ile sglikh
ve ishalli insanlarin gkilarindan multipleks zincirleme polimeraz reaksiyo(mPCR)
ile argtirilmasi ve izolatlar arasindaki genetik heteragedtzeyinin Flagellin Af(aA)
tiplendirme metodu ile belirlenmesi amaclandi.

Toplam 300 sgikli sigirdan elde edilen [garsak icergi ve safra sivisi érnekleri
Preston Zenginktirme Buyyonu ve Preston Selektif Agara ekildhcelenen ir
orneklerinin 66 (%22) adedi konvansiyonel kdlttrtatkarn ile Campylobacterspp.
pozitif olarak saptandi. mPCR ile incelenen izalatl % 45,45 (30/66)C. jejunive %
28,79 (19/66)’uC. coli olarak identifiye edildi.C. jejunive C. coli olarak identifiye
edilen izolatlarflaA geninin 1,7 kb amplikon bdlgesinin Restrictiora§ment Length
Polymorphism (RFLP) analiziflaA tiplendirme) ile tiplendirildi. Siirlarda, flaA
tiplendirme metodu ile 19 adet DNA profili taniméan

Bu calsmada 350 g#ikli koyundan toplanan rektal svap érnekleri @gjejuni
ve C. coli yonunden incelendi. Konvansiyonel kiltir metotlaeticesinde incelenen
koyun oOrneklerinin 119 (%34)'und&ampylobacterspp. izolasyonu gercekkrildi.
mPCR analizi neticesinde izolatlarin % 31,93 (38)il C. jejuni ve % 42,86
(51/119)'s1C. coli olarak identifiye edildi.C. jejunive C. coli olarak identifiye edilen
izolatlar, flaA tiplendirme yontemi ile bgarili bir sekilde tiplendirildi ve 25 adet DNA
profili elde edildi.

Kasap, mezbahane cgalnlari ve ishalli hastalardan alinan toplam 12Qarns
diski ornezi C. jejuni ve C. coli ydoninden incelendi. Konvansiyonel kiltir metotlar
neticesinde incelenen orneklerin 3 (%2,5)' Un@ampylobacter spp. izolasyonu
gerceklatirildi. mMPCR analizi neticesinde izolatlarin % 7,62/120)'siC. jejunive %
0,83 (1/120)’'UC. coli olarak identifiye edildi.C. jejuni ve C. coli olarak identifiye
edilen izolatlarflaA tiplendirme yontemi ile bgarili bir sekilde tiplendirildi ve 3 farkl
DNA profili elde edildi.

Sonug olarak, gir ve koyunlardan elde edile@. jejuni ve C. coli izolatlar
arasinda yuksek bir genetik heterojenitenin mewtdtigu ve bazi DNA profillerinin
diger profillere gére daha dominant ofdlug6zlendi. Ayrica bu ¢aimadan elde edilen

veriler, C. jejuni ve C. colinin gevreyi ve gida zincirini kontamine etmesinsigir,
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koyun ve insanlarin 6énemli role sahip olduklarire su durumunCampylobacter
infeksiyonlarinin epidemiyolojinde g6z o6nunde buurulmasi gerekgini ortaya

cltkarmgtir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, koyun, insanC. jejuni, C. colf mPCR, PCR-RFLP flaA

tiplendirme.
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6. SUMMARY

The objectives of this study were to isolae jejuni and C. coli, which are
recognized as the major agents of bacterial gagtags in humans, from faecal
samples of clinically healthy cattle and sheep alwically healthy and diarrhoeic
humans and to identify the isolates by multiplexyRerase Chain Reaction (mPCR).
In addition, the degree of genetic heterogeneitgragthese isolates was determined by
using Flagellin AflaA) typing assay.

Intestinal content, gall bladder and rectal swalm@as collected from a total
number of 300 clinically healthy cattle were incateld onto Preston Enrichment broth
and PrestorCampylobacterSelective agar. Of the cattle samples, 66 (22 %)ewe
determined to be positive f@ampylobactespp. by conventional culture methods. In
the analysis of the isolates by mPCR as§ayjejuniandC. coli were identified from
45,45 % (30/66) and 28,79 % (19/66), respectivEhe isolates identified &S. jejuni
or C. coli were genotyped by Restriction Fragment Length Pohpmism (RFLP)
analysis flaA typing) of 1.7 kb amplicon portion of tH&A gene. The total number of
DNA patterns defined bffaA typing were 19 in the isolates from cattle.

The rectal swab samples collected from a total rarmeb 350 clinically healthy
sheep were examined for the presenc& ofejuni and C. coli strains. Of the sheep
samples, 119 (34 %) were determined to be positoreCampylobacterspp. by
conventional culture methods. In the analysis efifolates by mPCR assd&y, jejuni
andC. coliwere identified from 31,93 % (38/119) and 42,8634/119), respectively.
All the isolates identified a€. jejunior C. coli were successfully genotyped BgA
typing assay. The total number of DNA patternsrasdi byflaA typing were 25 in the
isolates from sheep.

The fecal samples collected from a total numberl®® clinically healthy
butcher, slaughterhouse worker and diarrhoeic hgsmaare examined for the presence
of C. jejuniandC. coli strains. Of the these samples, 3 (2,5 %) were méated to be
positive forCampylobactespp. by conventional culture methods. In the amalgkthe
isolates by mPCR assay, jejuniandC. coli were identified from 1,67 % (2/120) and
0,83 % (1/120), respectively. All the isolates itiiged as C. jejuni or C. coli were
successfully subtyped BlaA typing assay. The total number different of DNatterns

defined byflaA typing were 3 in the isolates from human.



88

In conclusion, a high degree of genetic diversigswbserved amor@. jejuni
and C. coli isolates of clinically healthy cattle and sheep afidically healthy and
diarrhoeic humans. Some of tfi@A profiles were represented by remarkably high
percentages of the isolates. The results of theeptestudy also suggest that healthy
cattle, sheep and human can play significant nolthé contamination of environment
and human food chain b§ampylobacteispp. and these animals with humans should
therefore be considered seriously in order to havéetter understanding of the

epidemiology oflCampylobactemfections.

Key Words: Cattle, sheep, huma@, jejuni, C. colj multiplex PCR, PCR-RFLRlaA
typing.
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