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OZET

Sigir, tavuk, insan ve kopek orijinli Campylobacter jejuni izolatlarinin multi locus
sequence typing (MLST) ile genotiplendirilmesi ve kinolonlara direng profilleri

Bu projede sigir, tavuk, insan ve kopek orijinli Campylobacter jejuni izolatlarinin
genotiplendirilmesi, kinolon grubu (nalidiksik asit, enrofloksasin ve siprofloksasin)
antibiyotiklere kars1 direng profilleri ve direng genlerinin saptanmasi amaglanmustir.

Bu amagla 178 C. jejuni izolat1 (77 insan, 34 kopek, 35 sigir ve 32 tavuk izolat1) kullanildi.
Genotiplendirme i¢in multi locus sequence typing (MLST), antibakteriyel duyarlilik testi i¢in
E Test, kromozomal direng genlerinin saptanmasi amaciyla Mismatch Amplification Mutation
Assay, Polymerase Chain Reaction (MAMA-PCR)’dan yararlanildi. MLST analizinde insan
izolatlarinda 43, Kopek izolatlarinda 23, Sigir izolatlarinda 18, tavuk izolatlarinda da 21
sekans tipi tanimlandi. Ayrica baska tilkelerde rapor edilmeyen 3 yeni ST (ST 8082, ST 8083
ve ST 8084) ilk kez bu ¢alisma ile yurdumuzda tanimlanmistir. Kinolon direnci insan
izolatlarinda %42.85, kopek izolatlarinda %?20.58 sigir izolatlarinda 9%2,85 ve tavuk
izolatlarinda ise %43,75 olarak belirlendi. Genomik kinolon direncinde, gyrA geni tizerindeki
mutasyonlar sekans analizi ile tespit edildi. Kinolon direncli C.jejuni izolatlarinda Tre-86-ile
mutasyonuna rastlanirken duyarli izolatlarda bu mutasyona rastlanmadi. Kinolonlara direngli

C.jejuni izolatlar1 plazmid iliskili kinolon direng geni yoniinden negatif bulundu.

Anahtar kelimeler: Campylobacter jejuni, ERIC PCR, E test, multi locus sequence typing
(MLST), quinolone direnci



ABSTRACT

Genotyping of Campylobacter jejuni isolates originated from cattle, chicken,
human and canine by using Multi Mocus Sequence Typing (MLST) and
quinolone resistance profiles of the isolates

In this Project, genotyping, resistance profiles to quinolone groups of antibiotics (nalidixic
acid, enrofloxacin and ciprofloxacin) and determination of resistance genes of Campylobacter
jejuni isolates originated from cattle, chicken, human and canine were aimed. For this
purpose, 178 C.jejuni isolates (77 human, 34 dogs, 35 cows and 32 chicken isolates) were
used. Multi locus sequence typing (MLST) and E test were performed for genotyping and
antibacterial susceptibility respectively. In order to detect of chromosomal resistance genes,
Mismatch Amplification Mutation Assay, Polymerase Chain Reaction (MAMA-PCR) was
used. Forty-three ST's in human isolates, 23 ST's in dog isolates, 18 ST's in cattle isolates and
21 ST's in chicken isolates were identified in MLST analysis. Also, It was first described
three novel ST's (ST 8082, ST 8083 and ST 8084) in our country by this study that have never
been reported in other countries. Quinolone resistance was identified as 42.85%, 20.58%,
2.85% and 43.75% in human, dog, cattle and chicken isolates respectively. In chromosomal
quinolone resistance, the mutations in gyrA gene were detected by using sequencing analysis.
While, Tre-86-1le mutation was found in quinolone resistant C.jejuni isolates, but these
mutations were not detected in susceptible isolates. All quinolone resistant C.jejuni isolates

were found to be negative in terms of the plasmid-mediated quinolone resistance gene

Key words: Campylobacter jejuni, ERIC PCR, E test, multi locus sequence typing (MLST),
quinolone resistance



1-GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Yapilan ¢alismalar, Campylobacter tiirlerinin 6zellikle gelismis bat1 lilkelerinde, insanlardaki
bakteriyel gastroenteritler arasinda birinci sirada yer aldigini gostermektedir.  Mevcut
bilgilerimize gore yurdumuzda insanlarda gozlenen Campylobacter jejuni enteriti ile ilgili ilk
calisma 1984 yilinda Tezcan ve arkadaslar tarafindan yapilmistir. Bu tarihten sonra gerek
veteriner hekimlik alaninda ve gerekse beseri hekimlik alaninda bu mikroorganizmanin
bulundugu kaynaklar, fenotiplendirilmesi, genotiplendirilmesi, antibiyotik duyarlilig1 vb. ¢ok
sayida degerli arastirma yapilmistir.

Bu projede;

1-Sigir, tavuk, insan ve kdpek orijinli Campylobacter jejuni izolatlarinin multi locus sequence
typing (MLST) ile genetik homolojilerinin saptanmasi,

2-Izolatlar kinolon grubu (nalidiksik asit, enrofloksasin ve siprofloksasin) antibiyotiklere
kars1 direncinin E Test yontemi ile (MIC degerlerinin belirlenmesi) saptanmasi ve direngli
bulunan izolatlarda bu antibiyotiklere ait direng genlerinin varliginin molekiiler metodla
arastirilmasi ve sonuglarinin yorumlanmasi amaglanmistir.

Bu amagla ¢alismada toplam 178 C. jejuni izolati kullanildi. Bu izolatlar Tablo 1°de detayli
bilgisi verilen 1080 izolat icerisinden se¢ilmistir.

Degisik kaynaklardan elde edilen C.jejuni izolatlarimin molekiiler analizi ve
genotiplendirilmesi 6zellikle infeksiyonon kaynagini tanimlama agisindan oldukca dnemlidir.
Multi locus sequence typing (MLST) yakin zamanda gelistirilmis olan bir molekiiler
tiplendirme yontemidir. Hiicredeki housekeeping genlerin amplifikasyonu ve sekansini
takiben elde edilen allel sayilarinin bir veritabaninda degerlendirilerek bakterilerin
genotiplendirilmesi esasina dayanmaktadir. Campylobacter jejuni genomu iizerinde) yer alan,
aspA (aspartase A), gInA (glutamine synthetase), gItA (citrate synthase), glyA (serine
hydroxymethyltransferase), pgm (phosphoglucomutase), tkt (transketolase), ve uncA (ATP
synthase alpha subunit) adli 7 farkli gen lokusunun amplifikasyonu sekans analizi
yapilmaktadir.

2-GENEL BILGILER

Epsilonproteobacteria sinifinda bulunan Campylobacter Genusu 6 alt tiir ve 2 biovar olmak
tizere toplam 18 tiir igermektedir. Bunlar C. coli, C. concisus, C. curvus, C. fetus subsp. fetus,
C. fetus subsp. venerealis, C. gracilis, C. helveticus, C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis,
C. hyointestinalis subsp. lawsonii, C. hyoilei, C. jejuni subsp. doylei, C. jejuni subsp. jejuni,

C. lari, C. mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum bv. Sputorum, C. sputorum bv.



Faecalis, C. upsaliensis, C. insulaenigrae, C. lanienae ve C. hominis dir (On 2001; Foster ve
ark., 2004; Humphrey ve ark., 2007). Bu Genusda yer alan C. jejuni, C.coli, C.lari ve
C.upsaliensis 42°C’de de iiremelerinden dolay1, “termofilik kampilobakterler” olarak da
adlandirilirlar. Grupta yer alan ve dominant tiir olan C. jejuni’dir. Kampilobakterler, Gram
negatif, hareketli, mikroaerofilik, kapsiilsiiz, sporsuz, aside direngli olmayan, kivrimli
comakciklar seklinde mikroskobik goriiniime sahip mikroorganizmalardir. Sahip olduklari
kivrimlarin sayisina gére mikroskopta “S”, “virgiil” veya “mart1 kanadi1” seklinde goriiliirler.
Kat1 besiyerlerinde yaygin, basik, diizensiz kenarli, sulu goriiniimlii sekilsiz koloniler
olustururlar. Ancak koloni yapisi besiyerindeki nem ile yakindan iliskilidir. Kanli agardaki
kolonileri genellikle nonhemolitiktir. Oksidaz ve katalaz aktiviteleri pozitif, indol aktiviteleri
ise negatif olup, seleniti rediikkte etme yetenegine sahip degildirler. (Smibert 1984, Diker
1997; Quinn ve ark., 1998). Kapsiil ve fimbria niteliginde bir organele sahip degildirler. C.
jejuni ve C. coli suslarina spesifik litik fajlarin varligi saptanmistir. C. jejuni suslarinin
onemli bir boliimii kloramfenikol, kanamisin ve tetrasiklinlere direncliligi ile iligkili plazmid
tasimaktadirlar (Diker 1997). “Termofilik kampilobakterler’gesitli tiirden evcil ve yabani
hayvanlarin gastro-intestinal sistem floralarinda bulunmaktadirlar (Yogasundram ve ark.,
1989; Oyarzabal ve ark.,1995; Atabay ve Corry 1997; Hudson ve ark., 1999; Aydin ve
ark., 2001, Cokal ve ark. 2009). Termofilik kampilobakterler i¢inde yer alan C. jejuni’nin
dominant tiir oldugu kabul edilmekte ve ¢alismalarin genellikle bu tiir lizerinde yogunlastig1
goriilmektedir. Ancak diger 3 tiirlin de gerek hayvan infeksiyonlarinda ve gerekse insan
infeksiyonlarindaki rolleri tizerinde detayli ¢alismalar mevcuttur. C. jejuni evcil hayvanlar
i¢in sindirim sistemi infeksiyonlarina neden olan 6nemli bir enterik patojendir (Diker 1997;
Erganis ve Yanarates 1995). Bunun yaninda Campylobacter jejuni’nin evcil hayvan
tirlerinde mastitis ve abortuslara da neden oldugu ortaya konmustur (Diker ve
Istanbulluoglu 1986; Quinn ve ark.,1998). C. jejuni insanlarda, basta endiistrilesmis iilkeler
olmak iizere tiim diinyada gastroenteritlerin Oonemli bir etkeni olarak yer almaktadir.
Insanlardaki C jejuni infeksiyonlarinin akut semptomlari ishal, ates ve karin agrisidir.
Bununla beraber kolitis, reaktif artiritis ile Miller-Fisher ve Guilliane-Barre sendromlarini
iceren norolojik komplikasyonlara da neden olmaktadir (Yildirim ve ark., 1996; Alterkuse
ve ark., 1999; Friedman ve ark., 2000; Butzler 2004).

Insanlarda goriilen kampilobakteriyozis gida orijinli bir infeksiyondur. Kampilobakterler
gastroenteritlerden, llkelere ve bolgelere gore degismek tiizere % 4-35 arasinda izole

edilmektedirler. Insanlardaki bu infeksiyon igin en énemli kaynaklar kontamine et, siit ve



sudur. Ozellikle de kanatli etleri (Gormley ve ark., 2008) ¢ok &nemli bir kaynak olarak
gosterilmektedir. Bunun yaninda pet hayvanlari (kedi, kopek), ve uluslararasi seyahat de
infeksiyon kaynagi ve sebebidir. Bulasma, portdr hayvanlarla direkt temas ve kontamine
hayvansal triinlerin (et, siit) ellenmesi ve tiiketilmesi sonucu meydana gelmektedir (Giirgan
ve Diker 1994; Alterkuse ve ark., 1994; Ozer ve Ergiin 1999; Wolfs ve ark., 2001;
Broman ve ark., 2004; Peterson 2003; Butzler 2004; Gormley ve ark., 2008; Acke ve
ark., 2009). Cesitli kaynaklardan izole edilen C. jejuni‘nin diger kampilobakter tiirlerinden
ayirt edilmesinde degisik 1silarda (25, 37 ve 42°C) iireme, hippurat hidrolizi, nalidiksik asit ve
sefalotine duyarlilik gibi testlerden yararlanilmaktadir (Aydin ve ark., 2001; Quinn ve ark.,
1998). Ancak identifikasyonda kullanilan fenotipik testlerin, tiirlerin tanimlanmasinda her
zaman etkin olmadig1 da rapor edilmektedir (Rautelin ve ark., 1999; On 2001). Yine insan
infeksiyon olgularindan ayrilan izolatlar ¢ogunlukla Campylobacter spp. olarak Genus
diizeyinde isimlendirilmektedirler.

Diger gida orijinli infeksiyonlarda oldugu gibi insanlardaki Campylobacteriosis‘de de bulasma
yolu ve infeksiyon kaynaginin belirlenmesi olduk¢ca Snemlidir. Cesitli hayvan tiirlerinin
sindirim sisteminde yaygin olarak bulunan ve ayni zamanda insan ve hayvanlarda enteritis,
evcil tiirlerde mastitis ve abortusa neden olan C jejuni‘nin epidemiyolojisine iliskin detayli
aragtirmalar yapilmistir. Bu amagla C. jejuni suslari i¢indeki gesitlilik, fenotipik ve genotipik
Ozellikler esas alinarak saptanmaya calisilmistir (Wassenaar ve Newell 2000). Bunlardan
yaygin olarak kullanilan fenotipik prosediir serotiplendirmedir. Kabul gormiis iki 6nemli
serotiplendirme metodu vardir. Bunlar; Penner ve Lior tiplendirme metotlaridir (Lior 1984;
Wassenaar ve Newell 2000). Bu metotlar, ¢ok sayida susun tiplendirilememesi, ¢cok zaman
almalari, teknik donanima ihtiya¢ duymalari, her laboratuvarda uygulanamamasi, ulusal ve
uluslararas1 nitelikteki epidemiyolojik ¢aligmalar1 smirlandirmis olmasi, antiserum ve
reagent’lerin hazirlanmasinin pahali olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu ylizden alternatif
alt tiplendirme metotlarina ihtiya¢ duyulmus ve bakterilerin genetik 6zelliklerinin esas alindigi
molekiiler alt tiplendirme metotlar1 gelistirilmistir (Wassenaar ve Newell 2000). Molekiiler
tekniklerden bazilari, ribotyping, pulsed field gel electrophoresis (PFGE), flagellin typing (fla
typing), Random amplified polimorphic DNA (RAPD), Amplified fragment length
polimorphism (AFLP)’dir. Bu tekniklerin en 6nemli avantaji birgok laboratuvarda yaygin
olarak kullanilmas1 ve bu metotlarin kolaylikla elde edilebilmesidir (Kiuchi ve ark., 2000;
Nielsen ve ark., 2000; Smith ve ark., 2000; Ribot ve ark., 2001; Wassenaar ve Newell
2000; Ertas ve ark., 2004; Broman ve ark., 2004; Eyles ve ark., 2006). Kiuchi ve



ark.,(2000) PCR-RFLP tekniginde restriksiyon enzimi olarak Mbo I kulllanmislar ve kanatl
orijinli C jejuni suslarimi 4 gruba ayirmislardir. Arastiricilar bu teknigin epidemiyolojik
tiplendirme i¢in degerli bir teknik oldugunu bildirmislerdir. Nielsen ve ark.(2000) insan, sigir
ve kanatli orijinli 90 C. jejuni susunun, PCR-RFLP metodunun da iginde bulundugu 6 metotla
alt tiplendirmesini yapmislardir. Arastiricilar PCR-RFLP ile tiim susglarin tiplendirilebildigini
ve ayrica 2 sigir ve insan izolatinin benzer oldugunu bildirmislerdir. Yine Aydin ve ark.,
(2007a) Tiurkiye’de, degisik kaynaklardan izole edilen C.jejuni izolatlarini bu yontemle
tiplendirme c¢aligmalarinda insan izolatlarina benzer bant veren izolata rastlanmadigini rapor
etmislerdir. Molekiiler tiplendirme i¢in kullanilan pulsed field gel electrophoresis (PFGE)’in
ise daha duyarli oldugu kabul edilmekte ve c¢esitli kaynaklardan izole edilen
kampilobakterlerin genetik yakinliklarinin belirlenmesi ve insan infeksiyonlarindan izole
edilen kampilobakterler ile ilgili olasi risk faktdrleri hakkinda yorum yapilabilecek bilgilere
ulasilmasinda oldukga faydali oldugu ve 6zellikle iki restriksiyon enzimi (Smal ve Sacll/Kpnl)
birlikte kullanildiginda izolatlar arasinda oldukca yiiksek ayirim giliciine sahip oldugu
bildirilmektedir (Cornelius ve ark., 2005; Eyles ve ark., 2006).

Son yillarda olduk¢a 6nem kazanan bir diger molekiiler tiplendirme metodu, Dingle ve
ark.(2001) tarafindan kampilobakterler igin gelistirilmis olan multi locus sequence typing
(MLST)’dir. Bu yontemde Campylobacter jejuni genomu iizerinde (1,641,481 bp) yer alan,
aspA (aspartase A), gInA (glutamine synthetase), gItA (citrate synthase), glyA (serine
hydroxymethyltransferase), pgm (phosphoglucomutase), tkt (transketolase), ve uncA (ATP
synthase alpha subunit) adli 7 farkli gen lokusunun dizi analizi yapilir. Bakterilerde meydana
gelen mutasyon ve rekombinasyon gibi degisiklikler kromozomlarda genetik farkliliklara
neden olmaktadir. Hiicredeki metabolik fonksiyonlarin devamini saglayan protein kodlayan
genler (housekeeping) meydana gelen bu genetik degisimlere karsi oldukca dayaniklidirlar. Bu

gen bolgeleri asagida sematize edilmistir.
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pgm
gitA

1,641,481 bp

C. jejuni’de MLST i¢in kullanilan 7 gen Lokusunun
kromozomal lokasyonu (Dingle ark. 2001).

Bu yiizden yukarida belirtilen 7 gen MLST’de hedef gen olarak kullanilmaktadir. MLST de 7
gen bolgesi amplifiye edilir ve sonra amplikonlarin purifikasyonunu takiben sekans analizleri
yapilir ve ve elde edilen allellik bulgularina gore izolata bir numara verilir. Bu yontemde elde
edilen alt tipe STs (Sequence types) ad1 verilmekte ve bu alt tipler bir program araciligiyla
(BURST) clonal complexes (CC) i¢inde gruplandirilirlar. Bu ydntemle ilgili olarak Ingiltere
orijinli PUBMLST (http://pubmist.org/campylobacter/) adli online bir veri tabani
kurulmus olup, arastiricilar tarafindan elde edilen sekans sonuglari ve allel sayilar1 bu sisteme
dahil edilerek, sistemde bulunan sekans tipleriyle (STs) karsilastirilabilmektedir ve izolatin
numarast sistemde mevcut degilse yeni bir STs veya CC verilmektedir. Bu sayede degisik
cografik lokalizasyonlardan farkli genotiplerin varligi veya izolatlarin klonlar1 hakkinda bilgi
edinilebilmektedir.

Gormley ark (2008) insan enterit olgularindan ve tavuk etlerinden 2001 ve 2006 yillarinda
ayirdiklart C.jejuni izolatlarini mlst ile analiz etmisler ve CC-21’in 2006 yilinda 2001 yilina
oranla prevalansinin daha diisiik oldugunu bildirmisler ve insan enfeksiyonlar1 i¢in kanath
etlerinin 6nemini vurgulamislardir. Nielsen ve ark. (2010) Danimarka’da 2002 ve 2003
yillarina ait klinik olgulardan ayrilan insan orijinli 122 C.jejuni izolatinin populasyon yapisini
ve farkliligini saptamak i¢in mlst kullanmislardir. Arastiricilar 18 klonal kompleks icinde 51
sekans tipi (STs) identifiye etmisler ve elde ettikleri ST-21, ST-45 ve ST-22 klonal
komplekslerinin tiim izolatlarin %64’ oldugunu bildirmislerdir. Calismada Danimarka

orijinli C.jejuni izolatlar1 arasinda klonal farkliligin oldugunu da rapor etmislerdir. Sproston
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ve ark.(2010) sinek ve stimiiklii boceklerden izole ettikleri Campylobacter izolatlarint MLST
ile tiplendirmisler ve en yaygin goriilen tipin (%40) C.coli ST-962 oldugunu, ayrica stimiiklii
bocek orijinli 2 izolatin da ilk kez izole edilen STs oldugunu bildirmislerdir. Yine yakin
zamanda Japonya’da tanimlanan yeni ST’lerin (ST4526) o cografyaya ozgli oldugu
bildirilmistir (Asakura ve ark., 2012). Cesitli kaynaklardan ayrilan kampilobakterlerin MLST
ile genotiplendirilmesine iligkin yurdumuzda yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Kampilobakterler ile ilgili olarak yiiriitiillen ve iistiinde 6nemli durulan bir diger konu da
antibiyotiklere olan diren¢ durumudur. Sdyle ki bu mikroorganizmalar zoonotik karakterde
etkenler oldugundan cesitli antibiyotiklere 6zellikle de florokinolonlara kars1 direngli suslar
ile olusan infeksiyonlar olduk¢a ©nem arzetmektedir. Cesitli kaynaklardan ve insan
infeksiyon olgularindan ayrilan kampilobakter izolatlarinin antibiyotiklere olan duyarliliklar
ile ilgili degisik lokalizasyonlarda ¢alismalar yapilmistir (Yildirim ve ark., 1996; Ishiara ve
ark., 2006; Joonbae ve ark., 2007; (")ngen ve ark., 2007; Bostan ve ark., 2009). Tim bu
caligmalarda insan infeksiyon olgularindan ayrilan izolatlardaki diren¢ durumunun, gevresel
ve gida orijinli direngli kampilobakterler ile iliskisi vurgulanmaktadir (Unicomb ve ark.,
2006; Nelson ve ark., 2007; Praakle-Amin ve ark., 2007, Wozniak ve ark.,2011).

Ancak hayvansal {lretimde kullanilan 0Ozellikle de florokinolonlar, makrolidler ve
tetrasiklinlere kars1 Kampilobakterler arasinda antimikrobiyal direng gelisimi ortaya ¢ikmustir.
Bu yiizden 6zellikle Avrupa Birligi iilkelerinde bu diren¢ durumu goézlem altina alinmis halk
saghiginmi tehdit eden zoonotik hastalik etkenlerinin antimikrobiyal direncliliginin takibi
zorunlu kilimmugtir (EFSA 2008).

Yurdumuzda, antibiyotiklere direnclilik ile ilgili olarak Savasan ve ark. (2004), kanatli
orijinli kampilobakter izolatlarinda kinolon direncinin yillar igerisinde seyrine iliskin
yirtttiikleri calismada, Fluoroquinolone direngli suglarin 1992 yilinda 28 broiler isletmesinin
% 7,1’inde, 2000 yilinda ise 14 isletmenin % 92,9’unda belirlendigini vurgulamislardir.
Bostan ve ark.,(2009) 1 yillik periyot boyunca tavuk sigir ve koyun etlerinden Termofilik
kampilobakter tiirlerinin izolasyonu ve antibiyotiklere duyarliliklart ile yiiriittiikleri caligmada
anilan kaynaklarda termofilik kampilobakterlerin prevalansinda bu periyot i¢inde énemli bir
degisiklik olmadigin1  ve izolatlarin ¢ogunlukla tetrasiklinlere direncli oldugunu
bildirmislerdir. ~ Yurdumuzda hayvan kokenli kampilobakter izolatlarinin antibiyotik
direncinin genetik analizi ile ilgili yiritiilen bir ¢alismada (Diker 2008) siprofloksasin
direncli 138 kampilobakter susunun %19.6’sinda gyrA geninde Thr-86-ile mutasyon

saptanmigtir.  Thr-86-ile mutasyonu gériilen siprofloksasin direngli suslarm tiimiinde MIC

12



degerinin 32 mcg/ml iizerinde yer aldigi da belirlenmistir. Calismada kampilobakter
suslarinda plazmid kokenli kinolon direncliligi de arastirilmis ancak qnr geni test edilen
izolatlarin hicbirisinde bulunamamistir. Yine bu calismada izolatlarin tetrasiklin direncine
iliskin olarak tetO geni de arastirilmistir. tetO geni kampilobakter suslarinin 77’sinde (%31),
tetrasiklin direngli 79 susun %97.5’inde bulunmustur. Calismada tetO geni, plazmid tasiyan
tetrasiklin diren¢li suslarin 65’inde (%84.4) bulunurken, plazmid tasimayan 12 (%15.6)
tetrasiklin direncli susta da belirlenmis ayrica plazmid tasiyan ve tetO geni bulunan suslarin
MIC degerlerinin 16-512 mcg/ml arasinda, plazmid tasimayan tetO pozitif suslarin MIC
degerlerinin de 16-32 mcg/ml arasinda yer aldig1 rapor edilmistir.

Yurdumuzda yapilan calismalarda, insan gastroenteritlerinden ayrilan Campylobacter jejuni
izolatlarinin fenotipik yontemler ile yapilan duyarlilik testlerinde 6zellikle kinolonlara ve
tetrasiklinlere kars1 yillar i¢inde gelisen bir dirence vurgu yapilmaktadir. Giir ve ark.(1989)
yaptiklar1 ¢alismada kampilobakter izolatlariin tiimiinii kinolonlara duyarli bulurken, Akan
ve ark.(1994) 119 kampilobakter izolatinin sadece 1’inde kinolon direnci saptamislardir.
Kinolon direncini Yildirim ve ark.(1996) %26, Onciil ve ark (2003) 1998 yilinda izole
ettikleri kampilobakter izolatlart igin %14, Ongen ve ark. (2007) %59, Giiney ve
Basustaoglu (2010) %64.3, Kayman ve ark.(2010) %89 olarak bildirmislerdir. Kinolon
tirevi olan enrofloksasin ve sarafloksasinin veteriner alanda enfeksiyondan korunma, hizl
biiylime ve et verimini artirma amaciyla kullaniliyor olmasinin bu direng gelisimine katki
sagladig ileri siirtilmektedir (Yildirim ve ark.1996).

Bilgilerimize gore yurdumuzda insan orijinli kampilobakterlerde gdzlenen antibakteriyel
direncin genetik analizine iligkin olarak yiiriitillen detayli bir ¢alisma da bulunmamaktadir.
Ancak Nazik ve Ongen (2006) MiK degerleri esas aliarak yapilan degerlendirmede direngli
olan 35 kampilobakter izolatinin hi¢ birinde kinolon direng¢ geni belirleyemediklerini ve bu
direncin plazmid kaynakli olmadigin bildirmislerdir.

Antibiyotiklere direncin genetik analizi ile ilgili diger iilkelerde ¢alismalar yapilmis (Avrain
ve ark., 2004, Pratt ve Korolik 2005) olmakla birlikte, lilkemizde kampilobakterlerin
tetrasiklin ve kinolonlara karsi diren¢ durumlart hakkinda yorum yapilabilecek diizeyde
aragtirma bulunmamaktadir. Bu antibiyotiklere direngle ilgili olarak, gerek kromozomal ve
gerekse plazmit aracili direng genlerinin prevalansinin takibinin, gelecekte bu antibiyotiklerin

tedavi protokollerindeki yerine 151k tutmasi agisindan 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullamilan Campylobacter jejuni izolatlarinin kaynag

Calismada toplam 178 C. jejuni izolat1 kullanildi. Bu izolatlar asagida detayl bilgisi verilen
1080 izolat igerisinden se¢ilmistir (Tablo.1).

Tablo1. Calismada kullanilan C. jejuni izolatlarinin kaynagi ve sayilari

Kaynak Toplam MLST igin
izolat sayis1 | kullanilan izolat sayis1
Insan 77 77
Kopek 360 34
Sigir 243 35
Tavuk 400 32
Toplam 1080 178

Insan orijinli C.jeuni izolatlar

Calismada, VHAG-1834 No’lu projede elde edilen 77 adet insan orijinli C.jejuni izolati
kullanildi. Bu izolatlar anilan proje kapsaminda Kayseri Devlet Hastanesi ve ERU Tip
Fakiiltesi’nde akut gastroenterit olgularindan izole edilmislerdir.

Tavuk orijinli C. jejuni izolatlar:

Arastirmada tavuk orijinli toplam 400 izolattan yararlamldi. izolatlarm 300’{i Kayseri sehir
merkezinde satilan ve farkli firmalara ait olan tavuk etlerinden, 100’ de 42 giinliik
broilerlerin barsak igeriginden izole edilmislerdir.

Kopek orijinli C. jejuni izolatlar:

Calismada toplam 360 C.jejuni izolat: kullanildi. Izolatlarin 11°i gastroenteritli, 349°da
saglikli kopeklerin rektal swaplarindan izole edilmislerdir.

Sigir orijinli C. jejuni izolatlar

Arastirmada 223’1 saglikli sigirlarin safrasindan 20°si de gastroenteritli buzagilardan izole
edilen toplam 243 adet C. jejuni izolat1 kullanildi.

Standart Sus

Calismada, gerek Kkiiltiirel yoklamalarda ve gerekse molekiiler analizlerin yiiriitiilmesinde

kontrol amaciyla Campylobacter jejuni NCTC 11168 susu kullanildi.
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C. jejuni Multiplex PCR primerleri

Amplikon
Gen Primer Sekans 5°-3’ biiyiikliigii

(bp)
SN CIF_|ACTTCTTTATTGCTTGCTGC s
- JEJunihip CJR |GCCACAACAAGTAAAGAAGC

C ool aa CCF |GTAAAACCAAAGCTTATCGTG 0
- colt gy CCR [TCCAGCAATGTGTGCAATG

C tt aloA CLF [TAGAGAGATAGCAAAAGAGA 2ol
-argly CLR [TACACATAATAATCCCACCC

c unsafiensis alva |_CUF_IAATTGAAACTCTTGCTATCC o
P gy CUR [TCATACATTTTACCCGAGCT

C. fetus sapB? CFF |GCAAATATAAATGTAAGCGGAGAG 435
' P CFR [TGCAGCGGCCCCACCTAT

. 23SF [TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG
C.JeJuNI 23S IRNA 1= ATCAATTAACCTTCGAGCACCG 650

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus- Polymerase Chain

Reaction) primerleri

Primer Sekans 5°-3°
1R | ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
2 | AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

ERIC motif
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MLST Amplifikasyon primerleri
C.jejuni izolatlarinin aspA, glnA, gltA, glyA, pgm, tkt ve uncA gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi

i¢in kullanilan primer dizileri ve meydana getirdigi bant biiyiikliigii asagida verilmistir.

Lokus Sekans 5°-3’ Amplikon biyiikligi (bp)
aspA | A9, AGT ACT AAT GAT GCT TAT CC 899
Al10, ATTTCATCAATTTGTTCTTTGC
glnA Al, TAGGAACTT GGC ATCATATTACC 1,262
A2, TTG GAC GAG CTT CTACTG GC
gltA Al, GGGCTTGACTTCTACAGCTACTTG 1,012
A2, CCA AAT AAAGTT GTC TTG GAC GG
glyA | Al, GAG TTA GAG CGT CAATGT GAA GG 816
A2, AAA CCT CTG GCA GTA AGG GC
pgm A7, TACTAATAATAT CTT AGT AGG 1,150

A8, CACAACATTTTTCATTTCTTITTTC
Al, TTGGAACTGATGGAGTTCG
A2, AAG AGC TTAATATCT CTG GCT TCT AG

tkt A3, GCA AAC TCA GGA CAC CCA GG 1,102
A6, AAAGCATTGTTAATG GCT GC
uncA | A2, GCT AAG CGG AGA ATA AGG TGG 1,120

A7, ATGGACTTAAGAATATTATGGC
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MLST Sekans primerleri
C.jejuni izolatlarina ait amplifiye edilmis olan aspA, gInA, gltA, glyA, pgm, tkt ve uncA gen

bolgelerinin sekanslanmasi i¢in kullanilan primer dizileri ve fragman biytlkligli asagida

verilmigtir.
Lokus | Sekans 5°- 3’ Fragman
biytikligi (bp)

aspA | asp-S3, CCA ACT GCA AGATGC TGT ACC 477
asp-S6, TTA ATT TGC GGT AAT ACC ATC

glnA gIn-S3, CAT GCA ATC AAT GAA GAA AC 477
gIn-S6, TTC CAT AAG CTC ATATGA AC

gltA glt-S1, GTG GCT ATC CTA TAG AGT GGC 402
glt-S6, CCA AAG CGC ACC AAT ACC TG

glyA gly-S3, AGC TAATCA AGG TGT TTATGC GG 507
gly-S4, AGG TGATTATCCGTT CCATCGC

pgm pgm-S5, GGT TTT AGATGT GGC TCA TG 498
pgm-S2, TCC AGA ATA GCG AAATAA GG

tkt tkt-S5, GCT TAG CAG ATATTT TAAGTG 459
tkt-S4, ACT TCT TCA CCC AAA GGT GCG

uncA | unc-S5, TGT TGC AAT TGG TCA AAA GC 489
unc-S4, TGC CTC ATC TAA ATC ACT AGC

Antibiyotik diren¢ genlerinin saptanmasinda kullanilan primerler

Primer Sekans 5°- 3’

CampyMAMAGgyrAl | Forward TTTTTA GCA AAG ATT CTG AT

CampyMAMAgyrA5 | Reverse CAAAGATCATAAACTGCAA

GZgyrA4 Reverse CAG TAT AAC GCATCG CAG CG

GZgyrA5 Forward ATT TTT AGC AAA GAT TCT GAT

GZgyrA6 Reverse CCATAAATT ATT CCACCT GT

GZgyrA7 Nested Forward | TTATTATAG GTCGTG CTT TG

GZgyrA8 Nested Reverse | TAG AAG GTA AAA CAT CAG GTT

QP1 Forward GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG

QP2 Reverse ATCCAGATCGGCAAAGGTTA
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Molekiiler analiz sarf malzemeleri
10xPCR buffer (Sigma, P2317)
e dNTP (Vivantis, NP2410)
e MgCl, (Thermo, R0971)
e Taq DNA polymerase (Thermo, EP0402)
e 10xTBE buffer (Thermo B52)
e DNA ladder
100 bp plus, vivantis NL0403;
1KB, Thermo SM0311.
e Gel Loading Dye 6X (Thermo R0611)

e Agarose (Biomax)

e Ethidium bromide, 20 ml (Gerbu), 50 ml agaroz i¢in 3 pl kullanildr)
Thermal cycler
Touchgene Gradient, Techne, Ingiltere
Jel Elektoforez tanki ve gii¢ kaynagi
Thermo EC 330, ABD
Jel dokiimentasyon sistemi
Vilber Lourmat, Fransa
Genomik DNA izolasyonu
Calismada mMPCR, ERIC-PCR, MLST ve Antibiyotik diren¢ genlerinin genetik analizlerinin
yapilmasit amaciyla, proje Onerisinde belirtildigi gibi 1080 C.jejuni izolatinin DNA
ekstraksiyonu yapildi. DNA ekstraksiyonu ticari kit aracilifiyla gerceklestirildi. Bu amacla
her bir C.jejuni izolat1 %7 koyun kani ilave edilmis Blood agar base No.2’ye ekildi ve ekim
yapilan petriler mikroaerobik (2.5 L jar, Anaerocult C, Merck) ortamda 24-48 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda saf kiiltiirden, ticari kit araciligryla DNA ekstraksiyonu
yapildi. Ekstraksiyonda firetici firmanin direktifleri uygulandi ve elde edilen DNA miktari
spektrofotometrik olarak ve elektroforezde 6l¢iildii. Her bir 6rnekde 20 ng olarak Hazirlanan
DNA kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.
Plazmid DNA izolasyonu
Calismada, test edilen antibiyotiklere fenotipik yontem sonucunda direngli olduklar1 saptanan
izolatlardan ayrica plazmid DNA ekstraksiyonu iglemi gergeklestirildi. Ekstraksiyon islemi,
ekstraksiyon kiti kullanilarak iiretici firmanin (Genedirex MiniPrep Plazmid Ekstraksiyon
kiti,100 test Nevada, ABD) direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi.
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Multiplex PCR ile C. jejuni izolatlarimin molekiiler analizi

Fenotipik testlerle Campylobacter jejuni olarak tanimlanan 1080 izolatin molekiiler olarak
dogrulanmasi i¢in PCR tabanli genetik analizden yararlanildi. mPCR, Wang ve ark.
(2002)’nin bildirdikleri yonteme gore yapildi. Reaksiyon karigimi her bir ornek i¢in; 2.5 pl
DNA o6rnegi, 2.5 pl 10x PCR buffer, 20 mM MgCly, 0.2 mM dNTP karisimi, 0.5 pM C.jejuni
ve C.lari; 1 uM C.coli, 2 uM C.upsaliensis, 0.2 uM C. fetus ve 0.2 uM Campylobacter 23S
rRNA primerleri ve 1.25 U Taq polimeraz igerecek sekilde final konsantrasyonu steril distile

su ile 25 pl’ye ayarlanarak hazirlandi.

PCR Buffer (10x) 2.5 ul 95°C 6 dakika

MgCl2 (25mM) 20 mM 95°C 30 saniye

dNTP (10mM) 0.2mM 59°C 30 saniye 30 siklus
Primer F(C.jejuni) 0.5 uM 72°C 30 saniye

Primer R (C.jejuni) 0.5 uM 72°C 7 dakika

Primer F(C.lari) 0.5 uM 4°C 0

Primer R (C.lari) 0.5 uM

Primer F(C.coli) 1uM

Primer R (C.coli) 1uM

Primer F(C.upsaliensis) 2 uM
Primer R (C.upsaliensis) 2 uM
Primer F(C.fetus) 0.2 uM
Primer R (C.fetus) 0.2 uM
Primer F(23S rRNA) 0.2 uM
Primer R (23S rRNA) 0.2 uM

DNA 25u
Taq polimeraz 1.25U
Deiyonize distile su 14.65 pl
Toplam 25 ul
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Elektorforez ve amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR iiriinleri etidium bromide ilave edilmis (3 pl/50
ml) %1.5’lik agaroz jelde 90 V gerilimde 500 amperde 70 dakika elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra, jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak goriintiilendi. Bu test sonunda elde

edilen bant biiyiikliiklerine gore tiir tanimi1 yapildi.

MLST’de kullanilacak C. jejuni izolatlarinin segilmesi

Her kaynaktan farkli ozellikteki C. jejuni suslarinin segilmesi amaciyla ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus- Polymerase Chain Reaction)’den
yararlanildi ve 1080 izolatin tiimii ERIC-PCR ile genotiplendirildi. Bu amagla Aydin ve ark.
(2007b)’n1in bildirdikleri yontem kullanildi. Toplam 50 pl hacimde hazirlanan PCR karigima,
5 ul 10xPCR buffer (Fermentas, Litvanya), SU Taq polymerase (Fermentas, Litvanya), 0.2
mM dNTP (Fermentas, Litvanya), 4mM MgCl. (Fermentas, Litvanya), 25 pmol 1R ve 2
primerleri 1 pl hedef DNA’y1 igermektedir. DNA amplifikasyonu, 94°C’de 5 dk on
denatiirasyon, 94°C’de 1 dakika, 25°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika olmak iizere 40 siklusta
gerceklestirildi.

PCR Buffer (10x) 5 ul 94°C 5 dakika

MgCl2 (25mM) 4 mM 94°C 1 dakika

dNTP (10mM) 0.2 mM 25°C 1 dakika 40 siklus
Primer 1R 25 pmol 72°C 2 dakika

Primer 2 25 pmol 4°C 0

DNA 1 ul

Taqg polimeraz 5U

Deiyonize distile su  32.5 pl

Toplam 50 ul

Elektorforez ve amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Amplifiye PCR iiriinleri etidium bromide ilave edilmis (3ul/50ml) %2 agaroz jelde 100 volt,
500 amperde 1 saat elektroforez islemine tabi tutuldu. Testin gergeklestirilmesinde 100 bp’lik
molekiiler agirlik (Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Plus) kullanildu.
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Multi Locus Sequence Typing (MLST)
MLST nin birinci asamasi olan aspA, gInA, gltA, glyA, pgm, tkt ve uncA gen lokuslarinin
amplifikasyonu, daha oOnce Dbildirilen yontemlerin (Dingle ve ark. (2001),

http://pubmist.org/campylobacter/info/primers.shtml) her bir gen lokusu igin ayr1 ayri

modifiye edilmesiyle gerceklestirildi

GLN LOKUSU

PCR kokteyli 50 pl hacimde hazirlandi ve 5 pl template DNA kullanildi. PCR miks igerigi ve
PCR sartlar1 asagidaki tabloda verilmistir.

PCR Buffer 5ul 94°C 3 dakika
MgCl. 3ul 94°C 1 dakika
dNTP 1 ul 52°C 30 saniye 30 siklus
Primer F 2 ul 72°C 30 saniye
Primer R 2l 72°C 7 dakika
DNA 5ul 4°C 0
Taq polimeraz 0.5 ul
Deiyonize distile su 315wl
Toplam 50 pl
TKT LOKUSU

PCR kokteyli 50 pl hacimde hazirlandi ve 5 pl template DNA kullanildi. PCR miks igerigi ve
PCR sartlar1 asagidaki tabloda verilmistir.

PCR Buffer Sul 95°C 3 dakika

MgCl; 3ul 94°C 30 saniye

dNTP 1l 52°C 30 saniye 30 siklus
Primer F 2 ul 72°C 30 saniye

Primer R 2 ul 72°C 10 dakika

DNA 5ul 4°C 0

Taqg polimeraz 0.5 ul

Deiyonize distile su 315l

Toplam 50 ul
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UNC LOKUSU
PCR kokteyli 50 pl hacimde hazirlandi ve 5 pl template DNA kullanildi. PCR miks igerigi ve
PCR sartlar1 asagidaki tabloda verilmistir.

PCR Buffer 5ul 95°C 3 dakika
MgCl; 3ul 94°C 30 saniye
dNTP 1 ul 52°C 30 saniye 30 siklus
Primer F 2 ul 72°C 30 saniye
Primer R 2l 72°C 10 dakika
DNA 5ul 4°C 0
Taq polimeraz 0.5 ul
Deiyonize distile su 315w
Toplam 50 pl
ASP LOKUSU

PCR kokteyli 50 pl hacimde hazirlandi ve 5 pl template DNA kullanildi. PCR miks igerigi ve
PCR sartlar1 agagidaki tabloda verilmistir.

PCR Buffer 5ul 95°C 3 dakika

MgCl; 3ul 94°C 30 saniye

dNTP 1 ul 50°C 30 saniye 30 siklus
Primer F 2 ul 72°C 30 saniye

Primer R 2 ul 72°C 10 dakika

DNA 5ul 4°C 0

Taqg polimeraz 0.5 ul

Deiyonize distile su 315wl

Toplam 50 ul
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PGM LOKUSU
PCR kokteyli 50 pl hacimde hazirlandi ve 5 pl template DNA kullanildi. PCR miks igerigi ve
PCR sartlar1 asagidaki tabloda verilmistir.

PCR Buffer 5ul 95°C 3 dakika
MgCl; 3ud 94°C 30 saniye
dNTP 1 ul 50°C 30 saniye 30 siklus
Primer F 2l 72°C 30 saniye
Primer R 2l 72°C 10 dakika
DNA 5ul 4°C %
Taq polimeraz 0.5 ul
Deiyonize distile su 31.5ul
Toplam 50 ul
GLT LOKUSU

PCR kokteyli 50 pl hacimde hazirlandi ve 5 pl template DNA kullanildi. PCR miks igerigi ve
PCR sartlar1 agagidaki tabloda verilmistir.

PCR Buffer 5ul 95°C 3 dakika

MgCl; 3ul 94°C 1 dakika

dNTP 1yl 50°C 1 dakika 35 siklus
Primer F 2 ul 72°C 1 dakika

Primer R 2 ul 72°C 10 dakika

DNA 5ul 4°C 0

Taq polimeraz 0.5 ul

Deiyonize distile su 315wl

Toplam 50 ul

23



GLY LOKUSU
PCR kokteyli 50 pl hacimde hazirland1 ve 5 pl template DNA kullanildi. PCR miks igerigi ve
PCR sartlar1 asagidaki tabloda verilmistir.

PCR Buffer 5ul 95°C 3 dakika

MgCl, 3ul 94°C 30 saniye

dNTP 1 ul 55°C 30 saniye 30 siklus
Primer F 2 ul 72°C 30 saniye

Primer R 2l 72°C 10 dakika

DNA Sul 4°C 00

Taqg polimeraz 0.5 ul

Deiyonize distile su 315w

Toplam 50 ul

Elektorforez ve Amplifikasyon Uriinlerinin Géoriintiilenmesi

Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR firiinleri etidium bromide ilave edilmis (3ul/50ml)
%]1’lik agaroz jelde 90 volt gerilimde 375 amperde 35 dakika elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra, jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak goriintiilendi. Bu test sonunda elde
edilen bant biiytikliikleri, beklenen bant biiyiikliikleri ile karsilastirilarak tanimlanmislardir.
Sekans Analizi

Her bir izolat i¢in 7 adet gen bolgesi (aspA, gInA, gltA, glyA, pgm, tkt ve uncA ) olmak iizere
toplam toplam 1246 adet amplikonun sekans analizi yapildi. Sekans i¢in kullanilan
primerlerin listesi Tablo.3’de verilmistir. Sekans analizi REFGEN (Gen Arastirmalart ve
Biyoteknoloji Ltd. Sti., Ankara Universitesi Teknoloji Gelistirme Bélgesi Bahcelievler Mah.
319. Sok. E Blok Zemin Kat No: Z14. Golbas/ANKARA) firmasinda hizmet alim1 seklinde
yaptirildi.  Bu amagla, amplikonlar ilgili firmaya, transport paketlerinde soguk zincirde
gonderildi ve dizi analiz sonuglar1 online olarak elde edildi. Sekans analizi proje Onerisinde
belirtildigi lizere tek yon yaptirildi. Ancak sonucu siipheli (kalitesi iyi olmayan) olan
analizlerde, ilgili amplikon hem forward ve hem de revers primerler kullanilarak tekrar

skanslanmiglardir.
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Allel Sayillarinin Belirlenmesi

Refgen (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan internet ortaminda elde edilen sekans analiz sonuglar
kampilobakterlerin MLST ile ilgili asagida belirtilen veri tabanina girilerek sekansi yapilan
her gen icin allel sayis1 saptandi.

http://pubmlst.orag/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst campylobacter segdef&page=seq
uenceQuery

C.jejuni izolatlarmin ST (sequence type) ve CC (clonal complex)’lerinin Saptanmasi

Her gen bolgesinin allel sayisi belirlendikten sonra, her izolata ait 7 gen bolgesinin allel
sayilari, C.jejuni MLST ile ilgili asagida belirtilen veri tabanina girilerek C.jejuni izolatlarinin
ST (sequence type) ve CC (clonal complex)’leri Saptandi.
http://pubmlst.ora/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst campylobacter seqdef&page=pr

ofiles&scheme id=1

Antibiyotik duyarhlik testi

Bu amagla E test yontemi kullanildi. Insan izolatlar1 icin nalidiksik asit ve siprofloksasin
tavuk, sigir ve kopek izolatlari i¢in de nalidiksik asit ve enrofloksasin antibiyotiklerine ait
striplerden yararlanildi. Her bir C.jejuni izolati, %7 koyun kani ilave edilmis Blood agar base
No.2’ye ekildi ve ekim yapilan petriler mikroaerobik (Anaerocult C, 2.5 It jar) ortamda 24-48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen koloniler besiyeri iizerinden toplanarak
steril fizyolojik tuzlu su iginde siispanse edildi ve bakteri yogunlugu McFarland No.0.5
turbidite standardina ayarlandiktan sonra 1/10 oraninda sulandirildi. Bu sulandirmadan 100 pl
%7 koyun kani ilave edilmis Blood agar base No.2’ye aktarildi ve kuruduktan sonra test
edilecek antibiyotige ait strip agar {izerine yerlestirildi ve petriler mikroaerobik (Anaerocult C,
2.5 It jar) ortamda 24-48 saat inkiibe edildi. Sonuglar CLSI (CLSI 2008, CLSI 2010b)
direktifleri dogrultusunda degerlendirildi.

Florokinolon direncinin genetik analizi

Kromozomal orijinli florokinolon direncinin analizi

Bu amagla MAMA-PCR (Mismatch Amplification Mutation Assay, Polymerase Chain
Reaction)’dan yararlanildi. E test ile direngli olduklar1 saptanan C. jejuni izolatlarinda
florokinolon direngliligi ile iliskili gyrA geni (QRDR, quinolone resistance determining
region) mutasyonlarinin tesbiti icin MAMA-PCR (Mismatch Amplification Mutation Assay,
Polymerase Chain Reaction) kullanild: (Zirnstein ve ark. 1999, Diker 2008 ). Reaksiyon 100
ul volumde 1x PCR master miksi i¢ginde, 2 ul DNA 6rnegi ve 1’er pl (20 pmol’liik) Forward
(CampyMAMAgyrAl) ve Reverse (CampyMAMAQgyrA5) primerlerin ilavesi ile
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gerceklestirildi. Yine ¢alismanin bu boliimiinde Tablo ?’de belirtilen primerler kullanilarak
QRDR gen bolgesinin varligt (GZgyrAS, GZgyrA6, 673 bp buyikliginde bantlar
beklenmektedir) ve mutasyonun gosterilmesi amaciyla bu gen boélgesinin sekansi (GZgyrA7,
GZgyrAS) yapildi.

PCR ig¢in reaksiyon kosullari; 94°C’de 3 dakika denatiirasyonu takiben 94°C’de, 30 saniye,
50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 20 saniyelik 30 siklustan olustu.

PCR master mix 1x 30 ul 94°C 3 dakika

Primer F 1 ul 94°C 30 saniye

Primer R 1 ul 50°C 30 saniye 30 siklus
DNA 2l 72°C 20 saniye

Taq polimeraz 1 ul 4°C 0

Deiyonize distile su 65 ul

Toplam 100 pl

Elektorforez ve amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR firtinleri etidium bromide ilave edilmis (3ul/50ml)
%1.5’lik agaroz jelde 120 volt gerilimde 500 amperde 60 dakika elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra, jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak goriintillendi. Bu test sonunda elde
edilen bant biiyiikliikleri, beklenen bant biiyiikliikleri ile karsilastirilarak tanimlanmigslardir.
C.jejuni gyrA geni 368 bp ve C.jejuni gyrA mutasyonu 265 bp biiyiikliigliinde bantlar ile
tamimlanmaktadir.  QRDR (quinolone resistance determining region) bolgesi 673 bp

biiyiikliiglindeki bantlar ile degerlendirilmistir.
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Plazmid iliskili florokinolon direncinin analizi

C. jejuni suslarinda plazmid ile tasinan kinolon direng geni qnr PCR ile arastirildi (Jacoby ve
ark. 2003, Diker 2008). Reaksiyon i¢in PCR kosullar1, 94°C 1 dak, 57°C 30 saniye ve 72°C 1
dakikalik 30 siklusla saglandi.

PCR Buffer S5ul

MgCl, 4 ul 94°C 1 dakika

dNTP 1 ul 57°C 30 saniye 30 siklus
Primer F 2l 72°C 1 dakika

Primer R 2l 4°C o0

DNA 2 ul

Taqg polimeraz 0.5 ul

Distile su 33.5u

Toplam 50 ul

Elektorforez ve amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR firtinleri etidium bromide ilave edilmis (3ul/50ml)
%1.5’lik agaroz jelde 120 volt gerilimde 500 amperde 60 dakika elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra, jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak goriintiilendi. Bu test sonunda elde
edilen bant biiyiikliikleri, beklenen bant biiyiikliikleri ile karsilastirilarak tanimlanmigslardir.
Elektroforez sonrasinda gozlenen 543 bp biiyiikliigiindeki bant bu genle iligkili olarak pozitif
sonu¢ kabul edilmektedir.

Dendrogram

MLST sonucunda elde edilen sigir, tavuk, kopek ve insan orijinli C.jejuni izolatlarinin
ST’lerinin arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla dendrogram yapildi. Dendrogram
amacityla MLST Analysis Software’de yer alan START2 (Sequence Type Analysis and

Recombinational Tests) programindan yararlanildi (http://pubmist.org/software/analysis/).
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4. BULGULAR

Multiplex PCR ile C. jejuni izolatlarimin molekiiler analizi

Multiplex PCR molekiiler analize tabi tutulan 1080 C.jejuni izolatinin timi C.jejuni igin
spesifik olan 650bp (genus spesifik) ve 323bp (tiir sepesifik) biiyiikliigiinde bantlar meydana
getirdi (Resim 1).

1000bp

| e e B W Y R L S e e

W 500bp

Resim 1. mPCR sonuglarinin agaroz jel goriintiisii. 1 2 3:
insan orijinli C.jejuni izolatlari, 4 5 6: tavuk orijinli
C.jejuni izolatlari, 7 8 9: sig1r orijinli C.jejuni izolatlari, 10
11 12: kopek orijinli C.jejuni izolatlar1 (323 bp), M: marker
(Gene Ruler TM 100 bp DNA Ladder plus)

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus- Polymerase Chain
Reaction) sonuc¢lari
Insan orijinli 77, kopek orijinli 360, sig1r orijinli 243 ve tavuk orijinli 400 olmak iizere toplam

1080 C.jejuni izolatinin ERIC-PCR sonuglart gozle degerlendirilmistir. Bunun sonucunda
farkli bant paternlerine sahip 34 kopek, 35 sigir ve 32 tavuk izolati segilmistir. Yetmis yedi
Insan izolatinin tamami ¢alismaya dahil edilmistir. Béylece insan izolatlar1 da dahil olmak
tizere tizere toplam 178 C.jejuni izolatt MLST ve antibiyotik duyarlilik testi igin
kullanilmigtir.  Farkli bant paternlerine gore secilmis olan kopek, sigir ve tavuk orijinli
izolatlar ile insan izolatlarinin tamamia ait ERIC-PCR agaroz jel goriintiileri asagida

verilmistir.
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Insan orijinli C.jejuni izolatlarinin ERIC-PCR sonuclar1
Insan orijinli 77 C.jejuni izolatimin ERIC-PCR ile genotiplendirilmesi sonucunda elde edilen
jel elektroforez goriintiisii asagida verilmistir. Buna gore 77 izolatin her birinin farkli bant

profiline sahip olduklari saptanmis olup 77 farkli genotipe ayrilmislardir.

—
— |
—

- —
¢ - o — * ® b - -
. — ey S— v [y e -
. . e s e G . -
- e ¢

Resim 2. insan orijinli C.jejuni izolatlariin (77 adet) ERIC-PCR profilleri. Marker (100 bp
plus ladder, Bioscience USA)

29



Kopek orijinli C.jejuni izolatlarinin ERIC-PCR sonuglari
Kopek orijinli 360 C.jejuni izolatinin ERIC-PCR ile genotiplendirilmesi sonucunda elde

edilen farkli bant profiline sahip 34 adet izolatin jel elektroforez goriintiisii asagida verilmistir.

Resim 3. Kopek orijinli C.jejuni izolatlarmin (36 adet; 2 izolat ¢alisma dis1 birakilmistir)
ERIC-PCR profilleri. Marker (100 bp plus DNA ladder, Vivantis, Malaysia)

Sigir orijinli C.jejuni izolatlarimin ERIC-PCR sonuglar
Sigir orijinli 243 C.jejuni izolatinin ERIC-PCR ile genotiplendirilmesi sonucunda elde edilen

farkli bant profiline sahip 35 adet izolatin jel elektroforez goriintiisii asagida verilmistir.

Resim 4. Sigir orijinli C.jejuni izolatlariin (37 adet, 2 izolat ¢alisma dis1 birakilmistir) ERIC-
PCR profilleri. Marker (100 bp plus DNA ladder, Vivantis, Malaysia)
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Tavuk orijinli C.jejuni izolatlarimin ERIC-PCR sonuclar:
Tavuk orijinli 400 C.jejuni izolatinin ERIC-PCR ile genotiplendirilmesi sonucunda elde

edilen farkli bant profiline sahip 32 adet izolatin jel elektroforez goriintiisii asagida verilmistir.

Resim 5. Tavuk orijinli C.jejuni izolatlarinin (1-32) ERIC-PCR profilleri. Marker (100 bp
plus DNA ladder, Vivantis, Malaysia)

Multi Locus Sequence Typing (MLST)

aspA gen lokusu

Test edilen 178 izolatin tiimiinde bu gen amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonucunda
beklendigi gibi elde edilen 899 bp biiyiikliigiindeki bantlar pozitif olarak kabul edilmistir
(Resim 6).

1000 bp

Resim 6. aspA genine ait amplifiye {iriinlerin agaroz jel
gorlintiisii. 1 3: insan orijinli C.jejuni izolati, 2 8: Negatif
kontrol, 4: tavuk orijinli C.jejuni izolati, 5: sigir orijinli
C.jejuni izolati, 6: kopek orijinli C.jejuni izolati, 7: standart
sus, M: marker (1KB, Thermo SM0311)
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glnA gen lokusu

Test edilen 178 izolatin timiinde bu gen amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonucunda
beklendigi gibi elde edilen 1262 bp biyiikligiindeki bantlar pozitif olarak kabul edilmistir
(Resim 7).

1000 bp

Resim 7. gInA genine ait amplifiye driinlerin agaroz jel
gorlintiisii. 1 2 3 7: insan orijinli C.jejuni izolati, 4 5 6:
negatif kontrol, 8: tavuk orijinli C.jejuni izolati, 9: sigir
orijinli C.jejuni izolati, 10: kopek orijinli C.jejuni izolat,
11:standart sus, M: marker (1KB, Thermo SM0311)

gltA gen lokusu
Test edilen 178 izolatin tiimiinde bu gen amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonucunda

beklendigi gibi 1012 bp biiyiikligiindeki bantlar pozitif olarak kabul edilmistir (Resim 8).

—— ey = 1000 bp

Resim 8. gltA genine ait amplifiye {riinlerin agaroz jel
gortintiisii. 1 2 3: insan orijinli C.jejuni izolati, 4:standart
sus, 5: negatif kontrol, 6: tavuk orijinli C.jejuni izolati, 7:
sigir orijinli C.jejuni izolati, 8: kopek orijinli C.jejuni
izolati, M: marker (1KB, Thermo SM0311)
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glyA gen lokusu

Test edilen 178 izolatin tiimiinde bu gen amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonucunda,

beklendigi gibi 816 bp biiyiikliigiindeki bantlar pozitif olarak kabul edilmistir (Resim 9).

Resim 9. glyA genine ait amplifiye iriinlerin agaroz jel
gorlintiisii. 1 2: insan orijinli C.jejuni izolati, 3: tavuk
orijinli C.jejuni izolati, 4: sigir orijinli C.jejuni izolati, 5:
kopek orijinli C.jejuni izolati, 6 8: negatif kontrol 7:
standart sus, M: marker (1KB, Thermo SM0311)

pgm gen lokusu
A7 ve A8 primerleri kullanilarak test edilen 178 izolatin 100 tanesinde bu gen amplifiye

edilmis, 78 tanesinde ise ¢ogaltma islemi basarisiz olmustur. Ancak daha sonra bu gene 6zgii
Al ve A2 primerleri kullanilarak yapilan PCR’de 78 izolatin pgm geni amplifiye edilmistir.
Her iki primer ile de gergeklestirilen PCR’de, beklendigi gibi elde edilen 1150 bp
biiytikligiindeki bantlar pozitif olarak kabul edilmistir (Resim 10).
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1000 bp

Resim 10. pgm genine ait amplifiye iriinlerin agaroz jel
gortintiisii. 1 2: insan orijinli C.jejuni izolati, 3 4: tavuk
orijinli C.jejuni izolati, 5: sigir orijinli C.jejuni izolati, 6:
kopek orijinli C.jejuni izolati, 7:standart sus, M: marker
(1KB, Thermo SM0311)

tkt gen lokusu
Test edilen 178 izolatin tiimiinde bu gen amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonucunda,
beklendigi gibi 1102 bp biiyiikligiindeki bantlar pozitif olarak kabul edilmistir (Resim 11).

M

-
e

e 1000 bp

Resim 11. tkt genine ait amplifiye iriinlerin agaroz jel
goriintiisti. 1 2 3: insan orijinli C.jejuni izolati, 4: tavuk
orijinli C.jejuni izolati, 5: sigir orijinli C.jejuni izolati, 6:
kopek orijinli C.jejuni izolati, 7: standart sus, 8: negatif
kontrol M: marker (Gene Ruler TM 100 bp DNA Ladder
plus, vivantis NL0403)

34



uncA gen lokusu
Test edilen 178 izolatin tiimiinde bu gen amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonucunda
beklendigi gibi 1120 bp biiyiikligiindeki bantlar pozitif olarak kabul edilmistir (Resim 12).

Resim 12. uncA genine ait amplifiye triinlerin agaroz jel
gortintiisti. 1: marker (1KB, Thermo SM0311), 3 4: insan
orijinli C.jejuni izolat1, 5: tavuk orijinli C.jejuni izolati, 6:
sigir orijinli C.jejuni izolat, 7: kopek orijinli C.jejuni
izolati, 2 8: negatif kontrol, 9:standart sus.

C.jejuni izolatlarinin allel sayilar: ve sekans tipleri

PubMLST veritabaninda yer alan C.jejuni ile ilgili sayfadan elde edilen her izolata ait allel
sayilar1 ve izolatlarin sekans tipleri (ST) asagida deatayli olarak verilmistir.

Insan orijinli C.jejuni izolatlar:

Test edilen toplam 77 insan orijinli C.jejuni izolatinin timii MLST ile tiplendirildi. Tim
izolatlarin allel sayilar1 ve elde edilen sekans tipleri asagidaki tabloda verilmistir. Toplam
olarak 43 sekans tipi elde edilmis olup 22 farkli sekans tipinde (unique) 22 izolat yer alirken,
sayilar1 2 ile 6 arasinda degisen toplam 55 izolat ise 21 farkli sekans tipinde toplanmistir. En
¢ok izolatin yer aldig1 sekans tipi, ST 824 olup toplam 6 izolat yer almistir. Campylobacter
MLST veritabaninda bulunmayan ST 8082 (H33) ve ST 8083 (H86, H99) 2 yeni ST olup, bu
sekans tipleri ilk defa bu arastirma ile yurdumuzda saptanmiglardir. (Tablo 2)
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Tablo 2. Insan orijinli 77 C.jejuni izolatinin 7 gen bdlgesine ait allel sayilari, clonal complex

(CC)’1 ve sequence type (ST)’leri

Izolat |aspA |gInA|gltA |glyA pgm [tkt |uncA |Clonal complex |Sequence Type
No. (CO) (ST)
H1 9 21 |2 10 86 |3 6 ST-52 2085
H3 9 2 42 |4 11 |9 253 3630
H4 1 2 3 4 5 9 3 ST-42 42
H5 2 1 5 3 2 1 5 ST-21 343
H8 2 4 2 146 6 3 6 ST-658 6245
H9 6 4 5 2 2 1 5 ST-206 122
H10 1 3 6 4 3 3 3 ST-22 22
H11 1 3 6 4 3 3 3 ST-22 22
H12 9 2 5 2 11 |3 1 ST-607 1707
H17 9 53 |2 10 11 |3 3 ST-574 305
H18 8 10 |2 2 11 |12 |1 ST-354 2438
H22 9 2 4 62 4 5 102 | ST-257 6179
H24 7 17 |2 15 23 |3 12 ST-443 51
H26 158 |30 |2 2 89 [120 |6 ST-460 2184
H28 6 4 5 2 2 1 5 ST-206 122
H29 3 1 5 17 11 |11 |6 ST-49 49
H30 8 17 |5 2 10 |59 |6 ST-353 400
H32 9 2 4 62 4 5 102 | ST-257 6179
H33 7 200 |2 2 58 |3 6 ST-353 8082
H34 2 17 |2 3 2 1 5 ST-21 883
H35 9 2 4 62 4 5 6 ST-257 257
H36 2 4 1 4 19 |1 5 ST-48 918
H38 9 2 42 |4 11 |9 253 3630
H41 1 3 6 4 3 3 3 ST-22 22
H43 9 2 2 2 11 |5 6 ST-257 824
H45 24 71 |79 |62 11 |67 |269 4305
H47 9 2 4 62 4 133 |6 ST-257 990
H49 24 17 |2 10 23 |3 12 ST-443 440
H51 14 17 |5 2 2 3 6 ST-353 1474
H52 14 17 |5 2 2 3 6 ST-353 1474
H54 2 1 5 3 2 1 5 ST-21 19
H55 7 2 5 2 10 |3 6 ST-353 5
H56 9 2 2 2 11 |5 6 ST-257 824
H58 158 |30 |2 2 89 [120 |6 ST-460 2184
H59 6 4 79 |2 2 282 |5 4766
H60 7 2 42 |4 4 12 |8 3572
H61 158 |30 |2 2 89 [120 |6 ST-460 2184
H62 9 2 2 2 11 |5 6 ST-257 824
H63 2 1 79 |73 2 1 5 ST-21 822
H65 2 1 5 3 2 1 5 ST-21 19
H66 9 2 2 2 11 |5 6 ST-257 824
H69 1 2 5 4 5 9 3 ST-42 1751
H70 4 7 10 |4 42 |51 |1 ST-45 583
H71 24 21 |2 2 89 |59 |6 ST-460 606
H72 9 10 |5 10 22 |3 6 ST-52 2066
H73 62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
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Izolat |aspA |gInA|gltA |glyA pgm [tkt |uncA |Clonal complex |Sequence Type
No. (CO) (ST)
H74 7 17 |2 15 23 |3 12 ST-443 51
H76 48 7 10 |4 183 |7 1 ST-45 3727
H80 2 4 2 4 19 |3 6 ST-658 658
H82 9 2 42 |4 11 |9 253 3630
H83 6 4 5 2 2 282 |5 4766
H84 7 17 |2 15 23 |3 12 ST-443 51
H85 9 2 4 62 4 5 102 | ST-257 6179
H86 2 4 5 2 2 12 |5 ST-206 8083
H88 1 2 3 4 5 9 3 ST-42 42
H89 9 2 2 2 11 |5 6 ST-257 824
H90 7 17 |79 |2 10 |3 6 ST-353 3811
H91 1 2 5 4 5 9 3 ST-42 1751
H92 7 2 5 2 10 |3 6 ST-353 5
H94 2 1 12 |3 2 1 5 ST-21 50
H95 7 17 |2 15 23 |3 12 ST-443 51
H97 8 2 5 53 11 |3 1 ST-607 607
H98 2 32 |5 2 2 12 |5 ST-206 5584
H99 2 4 5 2 2 12 |5 ST-206 8083
H100 |8 10 |2 2 11 |12 |6 ST-354 354
H101 |9 2 4 62 4 5 102 | ST-257 6179
H102 |2 17 |2 3 2 1 5 ST-21 883
H103 |62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
H104 7 2 42 4 4 12 |8 3572
H105 2 1 12 3 2 1 5 ST-21 50
H106 |9 53 |2 10 11 |3 3 ST-574 305
H107 7 112 |79 62 147 |3 6 ST-353 2801
H108 3 1 5 17 11 11 |6 ST-49 49
H109 |2 1 12 |3 2 1 5 ST-21 50
H110 |9 53 |2 10 11 |3 3 ST-574 305
H111 9 2 2 2 11 5 6 ST-257 824
H113 |8 10 |2 2 11 |12 |6 ST-354 354

Ayrica 77 insan izolatina ait profil sikligi ve profil sayisin1 da igeren ve START 2
programindan alinan veriler Tablo 3°de verilmistir.
Tablo 3. insan orijinli C.jejuni izolatlarmnin sekans tiplerinde yer alan izolat sayilari, oran1 ve

allel sayilar1 (START2 programindan alinmistir http://pubmlst.org/software/analysis/start2/).
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Insan orijinli C.jejuni izolatlar1
(77 isolates)
Complete profiles: 43

L) - FEgeney

824 9 2 2 5 6 7,79
= 51 7 17 2 15 23 3 12 4 5,19
= 6179 9 2 4 62 4 5 102 4 5,19
= 22 1 3 6 4 3 3 3 3 3,9
= 343, 19 2 1 5 3 2 1 5 3 3,9
= 50 2 1 12 3 2 1 3 3,9
= 3630 9 2 42 4 11 9 253 3 3,9
= 305 9 53 2 10 11 3 3 3 3,9
= 2184 158 30 2 2 89 120 6 3 3,9
= 42 1 2 3 4 5 9 3 2 2,6
= 1751 1 2 5 4 5 9 3 2 2,6
= 8083 2 4 5 2 2 12 5 2 2,6
= 883 2 17 2 3 2 1 5 2 2,6
= 49 3 1 5 17 11 11 6 2 2,6
= 122 6 4 5 2 2 1 5 2 2,6
= 5 7 2 5 2 10 3 6 2 2,6
= 3572 7 2 42 4 4 12 8 2 2,6
= 354 8 10 2 2 11 12 6 2 2,6
= 1474 14 17 5 2 2 3 6 2 2,6
= 572 62 4 5 2 2 1 5 2 2,6
= 822 2 1 79 73 2 1 5 1 1,3
= 918 2 4 1 4 19 1 5 1 1,3
= 658 2 4 2 4 19 3 6 1 1,3
= 6245 2 4 2 146 6 3 6 1 1,3
= 5584 2 32 5 2 2 12 5 1 1,3
= 583 4 7 10 4 42 51 1 1 1,3
= 4766 6 4 5 2 2 282 5 1 1,3
= 4766 6 4 79 2 2 282 5 1 1,3
= 3811 7 17 79 2 10 3 6 1 13
= 2801 7 112 79 62 147 3 6 1 1,3
= 8082 7 200 2 2 58 3 6 1 13
= 607 8 2 5 53 11 3 1 1 1,3
= 2438 8 10 2 2 11 12 1 1 13
= 400 8 17 5 2 10 59 6 1 1,3
= 257 9 2 4 62 4 5 6 1 13
= 990 9 2 4 62 4 133 6 1 1,3
= 1707 9 2 5 2 11 3 1 1 13
= 2066 9 10 5 10 22 3 6 1 1,3
= 2085 9 21 2 10 86 3 6 1 1.3
= 440 24 17 2 10 23 3 12 1 1.3
= 606 24 21 2 2 89 59 6 1 1.3
= 4305 24 71 79 62 11 67 269 1 1.3
= 3727 48 7 10 4 183 7 1 1 1.3
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Kopek orijinli C.jejuni izolatlari,

Test edilen toplam 34 kopek orijinli C.jejuni izolatinin tiimii MLST ile tiplendirildi. Tim
izolatlarin allel sayilar1 ve elde edilen sekans tipleri asagidaki tabloda verilmistir. Toplam
olarak 23 sekans tipi elde edilmis olup 17 izolat 17 farkli sekans tipinde (unique) yer alirken,
sayilar1 2 ve 7 arasinda degisen toplam 17 izolat 6 sekans tipinde toplanmistir. En ¢ok

izolatin yer aldig1 sekans tipi, ST 572 olup toplam 7 izolat yer almistir.

Tablo 4. Kopek orijinli 34 C.jejuni izolatinin 7 gen bdlgesine ait allel sayilari, clonal complex

(CC)’1 ve sequence type (ST)’leri

Izolat |aspA |gInA |gItA [glyA |Pgm|tkt |uncA |Clonal complex |Sequence Type
No. (CO) (ST)
K1 62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
K2 10 27 59 |19 10 |5 7 ST-403 1775
K3 180 194 |2 213 |19 |231 |148 2856
K4 2 4 2 4 19 |3 6 ST-658 658
K5 2 1 12 |3 2 1 5 ST-21 50
K6 9 17 52 |10 10 |3 1 881
K8 200 |2 42 |4 235 |40 3 ST-42 1370
K9 1 2 49 |4 147 |66 8 ST-362 362
K11 |62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
K12 |10 27 89 (19 10 |132 |7 ST-403 985
K13 |3 1 5 17 11 |11 6 ST-49 49
K14 |1 94 6 4 3 3 3 ST-22 1947
K15 |2 1 12 |3 2 1 5 ST-21 50
K16 |1 3 6 4 3 276 |3 ST-22 1966
K17 |62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
K18 |1 3 6 4 3 3 3 ST-22 22
K19 |62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
K20 |2 4 2 4 19 |3 6 ST-658 658
K21 |1 2 42 |4 235 |40 3 ST-42 1370
K23 |4 7 10 |4 42 |7 1 ST-45 137
K24 |4 7 343 |4 1 7 1 ST-45 7063
K25 |316 |17 2 15 23 |3 12 ST-443 5794
K26 |7 17 5 2 10 |3 6 ST-353 353
K27 |4 7 10 |4 1 7 1 ST-45 45
K28 |62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
K29 |6 4 5 2 2 1 5 ST-206 122
K30 [346 |2 3 4 5 9 3 ST-42 6532
K31 |1 2 42 |4 2 25 8 ST-362 2123
K33 |7 2 5 2 10 |3 6 ST-353 5
K34 4 7 10 |4 42 |7 1 ST-45 137
K35 |4 7 10 |4 1 7 1 ST-45 45
K36 |62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
K37 |62 4 5 2 2 1 5 ST-206 572
K38 |9 53 2 10 11 |3 3 ST-574 305
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Ayrica kopek orijinli izolatlara ait profil sikli§i ve profil sayisin1 da igceren ve START 2
programindan alinan veriler Tablo 5’de verilmistir.
Tablo 5. Kopek orijinli C.jejuni izolatlarinin sekans tiplerinde yer alan izolat sayilari, orani ve

allel sayilart (START2 programindan alinmistir http://pubmlst.org/software/analysis/start2/).

Kopek orijinli C.jejuni izolatlar
(34 isolates)

Complete profiles: 24

Profile
- 572 62 4 5 2 2 1 5 7 20,59
- 50 2 1 12 3 2 1 5 2 5,88
- 658 2 4 2 4 19 3 6 2 5,88
- 45 4 7 10 4 1 7 1 2 5,88
- 137 4 7 10 4 42 7 1 2 5,88
- 2123 1 2 42 4 2 25 8 1 2,94
- 1370 1 2 42 4 235 40 3 1 2,94
- 362 1 2 49 4 147 66 8 1 2,94
- 22 1 3 6 4 3 3 3 1 2,94
- 1966 1 3 6 4 3 276 3 1 2,94
- 1947 1 94 6 4 3 3 3 1 2,94
- 49 3 1 5 17 11 11 6 1 2,94
- 7063 4 7 343 4 1 7 1 1 2,94
- 122 6 4 5 2 2 1 5 1 2,94
- 5 7 2 5 2 10 3 6 1 2,94
- 353 7 17 5 2 10 3 6 1 2,94
- 881 9 17 52 10 10 3 1 1 2,94
- 305 9 53 2 10 11 3 3 1 2,94
- 1775 10 27 59 19 10 5 7 1 2,94
- 985 10 27 89 19 10 132 7 1 2,94
- 2856 180 194 2 213 19 231 148 1 2,94
- 1370 200 2 42 4 235 40 3 1 2,94
- 5794 316 17 2 15 23 3 12 1 2,94
- 6532 346 2 3 4 5 9 3 1 2,94

Sigir orijinli C.jejuni izolatlar

Test edilen toplam 35 Sigir orijinli C.jejuni izolatinin tiimii MLST ile tiplendirildi. Tim
izolatlarin allel sayilar1 ve elde edilen sekans tipleri asagidaki tabloda verilmistir. Toplam
olarak 18 sekans tipi elde edilmis olup 6 izolat 6 farkli sekans tipinde (unique) yer alirken,
sayilar1 2 ile 7 arasinda degisen toplam 29 izolat 9 sekans tipinde toplanmistir. En ¢ok izolatin

yer aldig1 sekans tipi, ST 58 olup toplam 7 izolat yer almistir.
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Tablo 6. Sigir orijinli 35 C.jejuni izolatinin 7 gen bolgesine ait allel sayilari, clonal complex

(CC)’1 ve sequence type (ST)’leri

izolat | aspA | gInA |gItA |glyA |pgm |tkt |uncA |Clonal complex |Sequence Type
No. (CO) (ST)
S1 10 |1 59 |19 10 |5 7 ST-403 933
S2 1 2 3 4 457 19 379 |ST-42 3997
S3 1 2 3 4 457 19 379 |ST-42 3997
S4 19 |24 23 |20 397 |16 |15 3098
S5 200 |4 42 |2 300 (16 |17 ST-61 3395
S6 200 |4 42 |2 300 (16 |17 ST-61 3395
S7 2 1 1 3 140 |3 5 ST-21 806
S8 2 1 1 3 140 |3 5 ST-21 806
S9 1 4 2 2 300 (16 |17 ST-61 3395
S10 |19 |24 42 120 300 (16 |57 3364
S11 |19 |24 42 1246 300 |259 |57 2217
S12 |19 |24 42 120 26 |16 |15 58
S13 |19 |24 42 1246 300 |259 |57 2217
S14 |19 |24 42 1246 300 |259 |57 2217
S15 |19 |24 23 |20 26 |16 |15 58
S16 |1 4 2 2 300 (16 |17 ST-61 3395
S17 |1 30 42 |2 300 (16 |15 ST-61 3445
S18 |1 4 42 |2 300 [16 |15 ST-61 3445
S19 |1 4 2 2 300 (16 |17 ST-61 3395
S20 |19 |24 42 120 26 |16 |15 58
S21 |1 4 2 2 300 (16 |17 ST-61 3395
S22 |19 |24 23 |20 26 |16 |15 58
S23 |19 |24 42 1246 |300 |259 |57 2217
S24 |19 |24 42 120 26 |16 |15 58
S25 |19 |24 23 |20 26 |16 |15 58
S26 |2 1 1 3 2 1 5 ST-21 21
S27 |2 1 12 |3 2 1 5 ST-21 50
S29 |2 1 1 3 2 1 5 ST-21 21
S30 |8 2 5 53 11 |3 1 ST-607 607
S31 |7 4 2 2 19 |1 6 ST-658 1900
S32 |8 2 5 53 11 |3 1 ST-607 607
S33 |19 |24 42 120 26 |16 |15 58
S34 |2 1 5 3 2 1 5 ST-21 19
S35 |2 1 79 |73 2 1 5 ST-21 822
S36 |2 1 5 3 2 1 5 ST-21 19

Ayrica 35 sigir izolatina ait profil sikligt ve profil sayisimi da iceren ve START 2
programindan alinan veriler Tablo 7°de verilmistir.
Tablo 7. Sigir orijinli C.jejuni izolatlariin sekans tiplerinde yer alan izolat sayilari, orani ve

allel sayilart (START2 programindan alinmistir http://pubmlst.org/software/analysis/start2/).

41


http://pubmlst.org/software/analysis/start2/

Si1gir orijinli C.jejuni izolatlar
(35 isolates)
Complete profiles: 18

ST (2
- 3395 1 4 2 2 300 16 17 4 11,43
- 58 19 24 42 20 26 16 15 4 11,43
- 2217 19 24 42 246 300 259 57 4 11,43
- 58 19 24 23 20 26 16 15 3 8,57
- 3997 1 2 3 4 457 9 379 2 571
- 21 2 1 1 3 2 1 5 2 571
- 806 2 1 1 3 140 3 5 2 571
- 19 2 1 5 3 2 1 2 571
- 607 8 2 5 53 11 3 1 2 571
- 3395 200 4 42 2 300 16 17 2 571
- 3445 1 4 42 2 300 16 15 1 2,86
- 3445 1 30 42 2 300 16 15 1 2,86
- 50 2 1 12 3 2 1 5 1 2,86
- 822 2 1 79 73 2 1 5 1 2,86
- 1900 7 2 2 19 1 6 1 2,86
- 933 10 1 59 19 10 5 7 1 2,86
- 3098 19 24 23 20 397 16 15 1 2,86
- 3364 19 24 42 20 300 16 57 1 2,86

Tavuk orijinli C.jejuni izolatlar:

Test edilen toplam 32 tavuk orijinli C.jejuni izolatinin tiimii MLST ile tiplendirildi. Tim
izolatlarin allel sayilar1 ve elde edilen sekans tipleri asagidaki tabloda verilmistir. Toplam
olarak 21 sekans tipi elde edilmis olup 13 izolat 13 farkli sekans tipinde (unique) yer alirken,
sayilar1 2 ile 3 arasinda degisen toplam 19 izolat 8 sekans tipinde toplanmistir. En ¢ok izolatin
yer aldig1 sekans tipi, ST 2099 olup toplam 3 izolat yer almistir. Bu grupta yer alan T19 nolu
izolatin sekans tipi ST 8084 (T19) olarak belirlenmis olup daha 6nce Campylobacter MLST

veritabanina yer almayan bu Sekans tipi ilk kez yurdumuzdan bildirilmistir.
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Tablo 8. Tavuk orijinli 32 C.jejuni izolatinin 7 gen bdlgesine ait allel sayilari, clonal complex

(CC)’1 ve sequence type (ST)’leri

Izolat |[aspA |gInA|gItA [glyA |pgm |tkt |uncA |Clonal complex |Sequence Type
No. (CO) (ST)
Tl 2 1 79 73 2 1 5 |ST-21 822
T4 7 84 |12 10 150 |3 215 |ST-574 3015
T5 9 21 |2 10 86 |3 6 |ST-52 2085
T7 7 200 |5 2 10 |3 6 |ST-353 2099
T8 2 4 2 4 19 |3 6 |ST-658 658
T10 2 4 2 4 19 |3 6 |ST-658 658
T13 7 17 |2 337 |23 |3 12 | ST-443 3628
T19 7 71 5 62 501 |67 6 8084
T22 9 2 42 |4 11 |9 253 3630
T24 2 1 12 3 2 1 5 |ST-21 50
T27 2 1 1 3 2 1 5 |ST-21 21
T29 9 53 |5 10 11 |3 3 |ST-574 2895
T31 4 7 10 |4 1 7 1 |ST-45 45
T34 9 21 |2 10 86 |3 6 |ST-52 2085
T37 1 2 5 4 5 9 3 |ST-42 1751
T49 33 2 2 2 10 |3 1 |ST-464 3140
T51 7 200 |5 2 10 |3 6 |ST-353 2099
T52 7 17 |2 337 |23 |3 12 | ST-443 3628
T54 24 30 |2 2 89 |59 6 |ST-460 460
T55 14 17 |79 2 2 3 6 |ST-353 1474
T57 24 30 |2 2 89 |59 6 |ST-460 460
T58 7 112 |5 2 13 |1 26 2089
T59 7 17 |5 2 13 |1 26 |ST-353 2231
T60 33 2 2 2 10 |3 1 |ST-464 3140
T61 7 112 |5 62 11 |3 6 |ST-353 2801
T62 1 2 5 4 5 9 3 |ST-42 1751
T65 7 200 |5 2 10 |3 6 |ST-353 2099
T67 9 53 |5 10 11 |3 3 |ST-574 2895
T70 7 187 |21 424 125 | 224 51 1673
T78 2 1 12 3 2 1 5 |ST-21 50
T79 6 4 79 2 2 282 5 4766
T82 9 2 2 2 11 |5 6 |ST-257 824

Ayrica 32 tavuk izolatina ait profil sikligi ve profil sayisin1 da igeren ve START 2
programindan alinan veriler Tablo 9°da verilmistir.
Tablo 9. Tavuk orijinli C.jejuni izolatlarinin sekans tiplerinde yer alan izolat sayilari, orani ve

allel sayilar1 (START?2 programindan alinmistir http://pubmlist.org/software/analysis/start2/).
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Tavuk orijinli C.jejuni izolatlar
(32 isolates)

Complete profiles: 22

ST (defs ST (data Frequenc %
et glyA
- 2099 7 200 5 2 10 3 6 3 9,38
- 1751 1 2 5 4 5 9 3 2 6,25
- 50 2 1 12 3 2 1 5 2 6,25
- 658 2 4 2 4 19 3 6 2 6,25
- 3628 7 17 2 337 23 3 12 2 6,25
- 2085 9 21 2 10 86 3 6 2 6,25
- 2895 9 53 5 10 11 3 3 2 6,25
- 460 24 30 2 2 89 59 6 2 6,25
- 3140 33 2 2 2 10 3 1 2 6,25
- 21 2 1 1 3 2 1 5 1 3,12
- 822 2 1 79 73 2 1 5 1 3,12
- 45 4 7 10 4 1 7 1 1 3,12
- 4766 6 4 79 2 2 282 5 1 3,12
- 2231 7 17 5 2 13 1 26 1 3,12
- 8084 7 71 5 62 501 67 6 1 3,12
- 3015 7 84 12 10 150 3 215 1 3,12
- 2089 7 112 5 2 13 1 26 1 3,12
- 2801 7 112 5 62 11 3 6 1 3,12
- 1673 7 187 21 424 125 224 51 1 3,12
- 824 9 2 2 2 11 5 6 1 3,12
- 3630 9 2 42 4 11 9 253 1 3,12
- 1474 14 17 79 2 2 3 6 1 3,12

Ayrica Insan, kopek, sigir ve tavuk orijinli C.jejuni izolatlatlarina (toplam 178 adet) ait profil
sikligi ve profil sayisini da igeren ve START 2 programindan alinan veriler Tablo 10°da
verilmistir.

Tablo 10. Insan, képek, s1g1r ve tavuk orijinli C.jejuni (toplam 178 adet) izolatlarmin sekans
tiplerinde yer alan izolat sayilari, oran1 ve allel sayilar1 (START2 programindan alinmistir

http://pubmlst.org/software/analysis/start2/).
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Insan, kdpek, sigir ve tavuk orijinli C.jejuni izolatlar
(178 isolates)

Complete profiles: 85

Profile
ST (defs ST (data Frequenc %
(data) [=ooA T oinA | oA | oiva
- 62 5 1 5

572 4 2 2 9 5,06
= 50 2 1 12 3 2 1 5 8 4,49
= 824 9 2 2 2 11 5 6 7 3,93
- 343, 19 2 1 5 3 2 1 5 5 2,81
= 658 2 4 2 4 19 3 6 5 2,81
- 1751 1 2 5 4 5 9 3 4 2,25
- 22 1 3 6 4 3 3 3 4 2,25
= 3395 1 4 2 2 300 16 17 4 2,25
- 51 7 17 2 15 23 3 12 4 2,25
- 6179 9 2 4 62 4 5 102 4 2,25
= 3630 9 2 42 4 11 9 253 4 2,25
= 305 9 53 2 10 11 3 3 4 2,25
- 58 19 24 42 20 26 16 15 4 2,25
- 2217 19 24 42 246 300 259 57 4 2,25
- 21 2 1 1 3 2 1 5 3 1,69
- 822 2 1 79 73 2 1 5 3 1,69
- 49 3 1 5 17 11 11 6 3 1,69
- 45 4 7 10 4 1 7 1 3 1,69
- 122 6 4 5 2 2 1 5 3 1,69
- 5 7 2 5 2 10 3 6 3 1,69
- 2099 7 200 5 2 10 3 6 3 1,69
- 607 8 2 5 53 11 3 1 3 1,69
- 2085 9 21 2 10 86 3 6 3 1,69
- 58 19 24 23 20 26 16 15 3 1,69
- 2184 158 30 2 2 89 120 6 3 1,69
- 42 1 2 3 4 5 9 3 2 1,12
= 3997 1 2 3 4 457 9 379 2 1,12
= 806 2 1 1 3 140 3 5 2 1,12
= 8083 2 4 5 2 2 12 5 2 1,12
= 883 2 17 2 3 2 1 5 2 1,12
- 137 4 7 10 4 42 7 1 2 1,12
= 4766 6 4 79 2 2 282 5 2 1,12
- 3572 7 2 42 4 4 12 8 2 1,12
= 3628 7 17 2 337 23 3 12 2 1,12
= 354 8 10 2 2 11 12 6 2 1,12
= 2895 9 53 5 10 11 3 3 2 1,12
- 1474 14 17 5 2 2 3 6 2 1,12
= 460 24 30 2 2 89 59 6 2 1,12
= 3140 33 2 2 2 10 3 1 2 1,12
= 3395 200 4 42 2 300 16 17 2 1,12
= 2123 1 2 42 4 2 25 8 1 0,56
= 1370 1 2 42 4 235 40 3 1 0,56
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Yeni sekans tipleri (ST)
Calismamizin MLST boéliimiinde 3 adet insan C.jejuni izolat1 (H33, H86 ve H99) ile 1 adet
tavuk C.jejuni izolatinin (T19) MLST veritabaninda yer almayan sekans tiplerine sahip
olduklart saptanmis olup bu izolatlarin allel sayilar1 ve her bir gen bolgesinin sekans sonuglari
MLST veritabanina kayit edilmistir. Buna gére vertabani curatoru tarafindan H33 nolu izolata
ST 8082, H86 ve HI9 nolu izolatlara ST 8083 ve T19 nolu izolata ise ST 8084 numaralari
verilmistir. Bu sekans numaralar1 aragtirmamizdaki izolatlara 6zgli olup ilgili veritabani
sayfasinin adresi asagida verilmistir.
ST 8082 ile ilgili bilgilerin yer aldig1 web sayfasi
http://pubmlst.ora/perl/bigsdb/bigsdb.pl?page=profileInfo&db=pubmlist campylobacter
segdef&scheme id=1&profile id=8082

@&

Dosya Dizen Gorinim  Sik Kullamilanlar  Araclar  Yardim

. o Ouery Sequences | Batch sequences | Campare alleles | Profle/ST | Batch profiles | Query
S MULS 1/ Download: Alleles profles

PUuBIMILST ) bownload: Alleies | MLST profi

T Links: Contents | Home | Options | PUbMLST.org | Isolate Database

Toggle: @
Profile information for ST-8082 (MLST)

ST aspA ginA giiA glyA pgm tkt uncA  clonal complex
8082 7 200 2 2 58 3 6 8T-353 complex
sender: Fuat Aydin, Erciyes Univ. Faculty of Veterinary Medicine, Kayseri
curator:  Alisen Cody, Depariment of Zoology, Oxford University, UK. (E-mail: Alison Cody@260.0x ac.uk)
update history: |1 update| show details
date entered: 2015-12-16
datestamp:  2015-12-16

Client database
PubMLST isolates: Contains data for a collection of isolates that represent the fotal known diversity of C. jejuni and C. coii. For every allelic profile in the profiles database there is at least ane comesponding isolate deposited here. Any isolate may be submitted to this
«database and consequently it should be noted that it does not represent a population sample. [ 1 isclste |

ST 8083 ile ilgili bilgilerin yer aldig1 web sayfasi
http://pubmist.org/perl/bigsdb/bigsdb.pl?page=profileInfo&db=pubmlst campylobacter
seqdef&scheme id=1&profile id=8083

DE)e

Dosya Duzen Gorunum  Sik Kullamilanlar  Araglar  Yardim

< 0. Query: Sequences | Balch sequences | Compare alleles | Profile/ST | Batch profies | Query
EuBIVILST)/ dounload: Allees | MLST profles
e ~ Links: Contents | Home | Opfions | PubMLST.org | Isolate Database

Togg: 6
Profile information for ST-8083 (MLST)

ST aspA ginA giA glyA pgm tkt uncA  clonal complex
8083 2 4 |5 | 2 2 12| 5 | ST-206compiex
sender: Fuat Aydin, Erciyes Univ. FacLity of Veterinary Medicine, Kayseri
curator:  Alison Cody, Department of Zoology, Oxford University, UK. (E-mail: Alison.Cody(@z00.0X ac.uk)
update history: |1 updae| Show details
date entered: 2015-12-16
datestamp:  2015-12-16

Client database
PubMLST isolates: Contains data for a collection of isolates that represent the total known diversity of C_ jejuni and C. cali. For every allelic profile in the profiles database there is at least one coesponding isolate deposited here. Any isolate may be submitted to this
database and consequentiy it should be noted that it does not represent a population sample. [ 2 iscistes |
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ST 8084 ile ilgili bilgilerin yer aldig1 web sayfasi
http://pubmist.org/perl/bigsdb/bigsdb.pl?page=profileInfo&db=pubmist campylobacter
seqdef&scheme id=1&profile id=8084

lanlar  Araglar  Yardim

A A Query: Sequences | Batch seguences | Compare alleles | Profile/ST | Batch profiles | Query
PubMILS J//’ Download: Alleles | MLST profiles

TTETTTTTTTT Links: Gontents | Home | Options | PubMLST.org | Isolate Database
Toggle: €
Profile information for ST-8084 (MLST)
ST aspA ginA gitA glyA pgm tkt uncA  clonal complex
3084 7 71 5 62 501 || 67 8

sender: Fuat Aydin, Erciyes Univ. Faculty of Veterinary Medicine, Kayseri
curator:  Alison Cody, Department of Zoology,Oxford University, UK. (E-mail: Alison.Cody@zo0.0x.ac.uk)
update history: 1 update| show details
date entered: 2015-12-16
datestamp: 2015-12-18

Client database

PubMLST isolates: Contains data for a collection of isolates that represent the total known diversity of C. jejuni and C. coli. For every alielic profile in the profiles database there is at least one corresponding isolate deposited here. Any isolate may be submitted to this
database and conseguenty it should be noted that it does not represent a population sample. | 1 isolate

Antibiyotik duyarhlik testi sonuglari

Insan orijinli C.jeuni izolatlar

E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonuglari Tablo 11 ve Grafik 1’de
verilmistir. Buna gore test edilen 77 adet C.jejuni izolatinin 42’si (%54,54) nalidiksik asit ve
siprofloksasine duyarli bulunurken, 35’i (%45,45) nalidiksik asite, 33’ (%42,85) de
siprofloksasine direngli bulundu. Iki (%2,59) izolat da siprofloksasine orta derecede duyarli

bulundu.

Tablo 11. Insan orijinli C.jejuni izolatlarmin E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
test sonuglari

Antibiyotik MIC Dagilimu MIC sonuglarina gore C.jejuni izolatlarinin dagilimi
S | R | 0.002 0016 | 012 (025 |05 |1 2 |3 |4 |6 |8 16 | 32 | 64 | 128 | 256
NA <16 | - >32 1 2 4 |5 9 |21 |18 |10 |4 3
CIP <1 2 | >4 9 15 |18 |2 17 |10 |3 |3

NA: Nalidiksik asit, 0.016-256 mcg
CIP: Siprofloksasin, 0.002-32 mcg
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Tablo 12. insan orijinli C.jejuni izolatlarinin E test ydntemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
test sonuglari

izolat No |[NA |CIP |izolatNo |NA|CIP |izolatNo |NA |[CIP
H1l r r H47 S |s H85 r r
H3 S S H49 roir H86 S S
H4 S S H51 ror H88 S S
H5 S S H52 ror H89 r r
H8 S S H54 S |s H90 r r
H9 S S HS55 roi HI1 S S
H10 s s H56 s _|s H92 r i
H11 s S H58 ror H94 r r
H12 S S H59 ro|r H95 r r
H17 r r H60 s |s H97 r r
H18 S S H61 ro|r H98 s S
H22 r r H62 s |s H99 s s
H24 r r H63 s |s H100 r r
H26 r r H65 S |s H101 r r
H28 r r H66 s |s H102 r r
H29 s S H69 s |s H103 s s
H30 r r H70 s |s H104 s s
H32 r r H71 rir H105 S S
H33 r r H72 s |s H106 r r
H34 S S H73 S |s H107 r r
H35 S S H74 ror H108 s s
H36 r r H76 s |s H109 s S
H38 S S H80 s |s H110 s s
H41 S S H82 S |s H111 r r
H43 S S H83 ror H113 s s
H45 r r H84 roir

NA: nalidiksik asit CIP: siprofloksasin

i; intermediate r: direngli s: duyarhi
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Kopek orijinli C. jejuni izolatlarr:

E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 Tablo 13 ve Grafik 1°de

verilmistir. Buna gore test edilen 34 adet C.jejuni izolatinin 18’1 (%52,94) nalidiksik asite
duyarl1 16’s1 (%47,05) da direngli bulundu. Izolatlarin 22’si (%64.70) enrofloksasine duyarls,

7’si (%20.58) direngli, 5’1 (%14,70) de orta derecede duyarli bulundu

Tablo 13. Ko6pek orijinli C.jejuni izolatlarinin E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
test sonuglari

Antibiyot | MIC Dagilimi MIC sonuglarma gére C.jejuni izolatlarmin dagilimi

ik S | R | 0.002 | 0016 | 0.12 | 025 |05 1 2 3 4 6 8 16 | 32 | 64 | 128 | 256
NA | <16 >3 T [2]6 |9 [7 [5 [2 |2
ENR <0.25 | 0.5-1 | >2 5 17 3 2 |3 |3 |1

NA: Nalidiksik asit, 0.016-256 mcg
ENR: Enrofloksasin, 0.002-32 mcg

Tablo 14. Kopek orijinli C.jejuni izolatlarinin E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
test sonuglari

Izolat No |NA |ENR |izolat No [NA |ENR
K1 S S K20 S S
K2 S S K21 S S
K3 r r K23 S S
K4 S S K24 r i
K5 S S K25 r r
K6 r i K26 r r
K8 r S K27 r S
K9 S S K28 S S
K11 S S K29 r r
K12 S S K30 S S
K13 r S K31 S S
K14 S S K33 r i
K15 S S K34 r r
K16 r S K35 r i
K17 S S K36 r r
K18 S S K37 r r
K19 i S K38 r i

NA: nalidiksik asit
i: intermediate

ENR: enrofloksasin
r: direngli

s: duyarli
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Sigir orijinli C. jejuni izolatlar

E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 Tablo 15 ve Grafik 1°de
verilmistir. Buna gore test edilen 35 adet C.jejuni izolatinin 32’si (%91,42) nalidiksik asite
duyarli 3’ (%8,57) de direncli bulundu. Izolatlarm 32’si (%91,42) enrofloksasine duyarls,
2’si (%5,71) direngli, 1’1 (%2,85) de orta derecede duyarli bulundu

Tablo 15. Sigir orijinli C.jejuni izolatlarinin E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik

test sonuglari

Antibiyot | MIC Dagilimu MIC sonuglarina gore C.jejuni izolatlarinin dagilimi

Ik S | R | 0.002 0016 | 012 | 025 |05 |1 2 |3 |4 |6 |8 16 | 32 | 64 | 128 | 256
NA <16 - >32 2 |7 |23 |1 2
ENR <0.25 | 05-1 | >2 6 10 16 1 1 1

NA: Nalidiksik asit, 0.016-256 mcg
ENR: Enrofloksasin, 0.002-32 mcg
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Tablo 16. Sigir orijinli C.jejuni izolatlarinin E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik

test sonuglari

IzolatNo | NA | ENR | izolatNo | NA ENR
S1 S S S19 S S
S2 S S S20 S S
S3 S S S21 S S
S4 S S S22 S S
S5 S S S23 S S
S6 S S S24 S S
S7 S S S25 S S
S8 S S S26 S S
S9 S S S27 S S
S10 S S S29 S S
S11 S S S30 S S
S12 r i S31 S S
S13 S S S32 S S
S14 S S S33 S S
S15 S S S34 r r
S16 S S S35 r r
S17 S S S36 S S
S18 S S

NA: nalidiksik asit ENR: enrofloksasin

i: intermediate r: direngli s: duyarh

Tavuk orijinli C. jejuni izolatlar:

E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonuglari Tablo 17 ve Grafik 1’de
verilmistir. Buna gore test edilen 32 adet C.jejuni izolatinin 13’1 (%40,62) nalidiksik asite
duyarli 19°ii (%59,37) direngli bulundu. Izolatlarin 16’s1 (%50,00) enrofloksasine duyarls,
14’1, (%43,75) direngli, 2’si (%6,25) de orta derecede duyarli bulundu.
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Tablo 17. Tavuk orijinli C.jejuni izolatlarinin E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
test sonuglari

Antibiyot | MIC Dagilimi MIC sonuglarina gore C.jejuni izolatlarinin dagilimi

Ik S I R | 0.002 0.016 | 012 | 025 |05 |1 2 |3 |4 |6 |8 |16 |32 |64 |128 | 256
NA <16 - >32 3 |5 |5 |6 |5 |5 3
ENR | <025 | 051 | =2 4 5 7 2[5 |4 4 1

NA: Nalidiksik asit, 0.016-256 mcg
ENR: Enrofloksasin, 0.002-32 mcg

Tablo 18. Tavuk orijinli C.jejuni izolatlarinin E test yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
test sonuglari

Izolat No [NA |ENR |izolatNo |[NA |ENR
T1 S S T51 r r
T4 S S T52 r r
15 r r T54 S S
T7 r r T55 S S
T8 r i 157 S S
T10 r S T58 r S
T13 r r T59 r r
T19 r S T60 r r
122 r i T61 r r
T24 S S 162 S S
T27 S S T65 r r
T29 r r T67 r r
T31 S S T70 S S
T34 r r T78 S S
T37 S S T79 r r
T49 r r T82 S S
NA: nalidiksik asit ENR: enrofloksasin

i; intermediate r: direngli s: duyarhi
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100 -

O NA
B ENR
O CIP

Direng¢ %

insan  Tavuk Kopek  Sigir
C.jejuni izolatlarinin kaynag

Grafik 1. Insan, tavuk, kdpek ve sigir orijinli C.jejuni izolatlarmin Nalidiksik asit (NA),
Enrofloksasin (ENR) ve Siprofloksasine (CIP) direng oranlari

Florokinolon direncinin genetik analizi sonuclar:

Kromozomal orijinli florokinolon direncinin analiz sonuclar:

E test ile kinolon direngli olduklar1 saptanan insan orijinli 35, kopek orijinli 16, sigir orijinli 3 ve
tavuk orijinli 19 olmak tizere toplam 73 adet C. jejuni izolatinda florokinolon direngliligi ile iligkili
gyrA geni QRDR (quinolone resistance determining) ve gyrA mutasyonu basarili bir sekilde
gosterilmistir.  Direngli olan tim izolatlarda QRDR (quinolone resistance determining) 673 bp,
(Resim 13) C.jejuni gyrA mutasyonu ise 265 bp biiyiikligiinde bantlar ile tanimlanmiglardir (Resim
14).  Mutasyon saptanan bu izolatlara ait amplikonlar GZgyrA7 ve GZgyrA8 primerleri
sekanslanmiglardir. Elde edilen dizi analiz sonuglari daha sonra BLAST ile GenBank’da referans
diziler ile karsilastinlmislardir.  Sekans analizi sonunda direngli izolatlarda oncelikle 86.
aminoasitte treonin, izolésin (CT) mutasyonuna rastlanmistir. Bunun yaninda direngli bazi
izolatlarda diger aminoasitlerde de (81.,119., 120., 121.) mutasyonlarin varhg: tespit

edilmistir.
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Resim 13. Kinolon direngli C.jejuni izolatlarinda gyrA geni {izerinde bulunan QRDR
(quinolone resistance determining)’ye ait amplifiye triinlerin agaroz jeldeki gorintisii. 4:
Negatif kontrol, 1 2 3 5 6 7 8 9: Pozitif 6rnek (673 bp) M: marker (100 bp plus DNA
ladder, Thermo )

Resim 14. Kromozomal kinolon direncine ait amplifiye {irinlerin agaroz jeldeki goriintiisii. 1:
Negatif kontrol, 2 3 4: Pozitif 6rnek (265 bp) insan orijinli C.jejuni izolat1 5 6: Pozitif 6rnek
(265 bp) tavuk orijinli C.jejuni izolat:1 7 8: Pozitif 6rnek (265 bp) sigir orijinli C.jejuni izolati
9 10: Pozitif 6rnek (265 bp) kopek orijinli C.jejuni izolati M: marker (100 bp DNA ladder)

Plazmid iliskili florokinolon direncinin analiz sonuclari

Calismada test edilen 178 adet C.jejuni izolatinin enrofloksasine direngli kdpek orijinli 7,
tavuk orijinli 14 ve sigir orijinli 2 adet C.jejuni izolatinin tiimii plazmid iligkili florokinolon
direng geni yoniinden negatif bulunmustur. Siprofloksasine direngli insan orijinli 33 adet
C.jejuni izolat1 da benzer sekilde plazmid iliskili florokinolon direng¢ geni yoniinden negatif

bulunmustur (Tablo 19).
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Tablo 19. Plazmid iliskili florokinolon direnci analiz sonuglari:C.jejuni izolatlarinin kaynagi,

direngli izolat sayis1” ve florokinolon direng geni tasiyan izolat sayisi

Orijin
Antibiyotik Insan Kopek Sigir Tavuk
Enrofloksasin 77/ 0f 2"/ Of 14%/ Ot
Siprofloksasin 33"/ 0t
Dendrogram

START2 (Sequence Type Analysis and Recombinational Tests) programinda

(http://pubmist.org/software/analysis/) elde edilen dendrogram sonuglar1 her tiire ait

izolatlar i¢in ayr1 ayr1 olarak ve ayrica tiim izolatlarin bir arada degerlendirildigi asagidaki
sekillerde verilmistir.
Dendrogram sonuglar1 genel olarak, izolatlarin ¢ok genis bir heterojeniteye sahip oldugunu

gostermektedir.
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Insan orijinli C.jejuni izolatlar1 dendrogram sonugclar

H&& - ST-2184 (158,302 2,89,120 6)
H26 - ST-2184 (158,302 2,89,120 6)

& HB1 - ST-2184 (158,30,2,2,89,120,6)

& H71 - ST-G06 (24,21,2,2,89 50 6)

& H33 - 57T-8082 (7,200,2,2,58,3,6)
@ H52 - 5T-1474 (1417 5,22 3,6)

_|

& H51 - 5T-1474 (1417 5,22 3,6)

® H30 - ST-400 (8,17 5,2,10,59,6)

Ho2 - ST-5(7,2,5,2,10,3,6)
I HS5 - ST-5(7,2,5,2,10,3,6)

® HIO0 - ST-3811 (7,17,79,2,10,3,6)
H106 - 5T-305 (9,53,2,10,11,3,3)
H17 - 5T-305 (9,53,2,10,11 3,3)

—

H110 - 5T-305 (9,53,2,10,11,3,3)

® H1 - 5T-2085 (9,21,2,10,86,36)

® H72- ST-2066 (9,10,5,10,22,36)

H5 - ST-51(717,215.23,312)
Ha4 - ST-51(717,215.23,3,12)
H74 - ST-51(717,215233,12)

H24 - ST51(717,215233,12)
L e H49-S5T-440(2417,210,23312)

H54 - ST-19(21,53215)
5 H5 - 5T-343 (21,5321 5)
HES - ST-19(21,532.1 5)

H105 - 5T-50 (21 123,21 5)
% Ho4 - 5T-50 (2112,321,5)
H109 - 5T-50 (2,1 12,321 5)

® HE3 - ST-822(21,79,73.21,5)

H102 - ST-883(2,17,2,32,1,5)
i H34 - ST-883 (2,172,321 5)
® H3G- ST-918(2,414,191,5)
H28 - ST-122 (64,5221 5)
Ho - ST-122 (5,4,522,1,5)
H103 - ST-572 (62,452,221 5)
H73 - ST-572 (62,4,5.2,2,1,5)

4|——IHBS; ST-4766 (6,4,5,22 282 5)
HS9 - ST-4766 (6,4,79,2,2,282,5)

Hg9 - ST-8083 (2,4,5,2,212,5)
; Ha6 - ST-8083 (2,4,5,2,212,5)
Ho& - ST-5584 (2,325,2212 5)

——® H30-ST-658 (2424193 6)

L ® HE - ST-6245 (2,4,2146,6,36)

H38 - 5T-3630 (9,2,42,4 11 9,253)
H3 - ST-3630 (9,2,42,4 11 8,253)

e

Haz - ST-3630 (9,242 4,11 9 253)
® H104 - ST-3572 (7,2,42,4,4,12,8)

& HBO - ST-3572(7,2,42,4 4,12,8)

Ho1 - STA751 (125459,.3)
I HB9 - ST1751 (1,25459,3)

I HB8 - 5T-42(1,2,3,4,59,3)
H4 - ST-42(1,2,345,93)

H11-5T-22(136:4333)

H10-5T-22(1,36,4,33,3)
H41-5T-22(1364,333)
| # H7E - ST-3727 (487,104,183 7,1)

L ® HFO - 5T-583 (4,710,442 51.1)

® HY7 - ST-607 (8,2,553,11,31)

[
L e HI2-STA707(92521131)

H113 - ST-354 (8,10,22,11,12,6)
H100 - ST-354 (8,10,2,2,11,12,6)

H18 - ST-2438 (8,10,2,211,12,1)
HEE - 5T-824 (9,222,156

HE2 - 5T-824 (922,211 56)

H111 - ST-824 (922211 56)

H56 - ST-824 (922,211 56)
} H43 - ST-824 (922,211 56)

Hag - ST-824 (922,211 58)
H101 - ST-6179 (92,4 62 4 5,102)
Ha5 - ST-6179 (9,2 4 62 4 5,102)
H3z2 - ST-6179 (9,24 62 4 5,102)

. H22 - ST-6179 (9,2 4 62 4 5,102)

L e H35- 57257 (9,2,4,62 4,56)
|—- H47 - ST-990 (9,2 4,62 4,133 6)

@ H103 - 5T-49 (3,1 51711,11 6)

® H29 - 5T-48 (3,1 517,11,11 §)

® H107 - ST-2801 (7,112,79 62,1473 6)

01

® H45 - ST-4305 (24 71,79,62,11 67,269)
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Kopek orijinli C.jejuni izolatlar1 dendrogram sonuglari

K19 - ST-572 (52,4,5,2,21 5)
K17 - ST-572 (62,4,5,2,21 5)
K11 - ST-572 (62,4,5,2,21 5)
K1 - ST-572 (52,4522, 5)

—= K33 - ST-5(7,2,5,2,10,3,6)
_| L & K26-5T-353 (717521036
® K13 - 5749 (31,517,111 B)
# K20 - ST-658 (24,2 4193 &)
® K4 - ST-658 (2,424,193 5)
® K3 - ST-2856 (180,194,2,213,19,231 148)
® K35 - ST-305 (9,532,101 3,3)
& K6 - ST-881 (9,17,52,10,10,3,1)
® 125 - ST-5794 (316,17,2,1523,3,12)
K21 - ST-1370 (1,2,42,4,235,40,3)
K8 - 5T-1370 (200,2,42,4,235,40,3)
| ® 130 - ST-6532 (346,2,3,4,59.3)
— K31 - 5T-2123 (1,2,4242,258)
® K9 - ST-362 (1,2,49,4,147 66.8)
’_|—-—K1.8 S5T-22(1,364,333)
K16 - ST-1966 (1,3,6,4,3,276,3)

L e K14-5T-1047 (1 9464333

K35 - ST-45 (4710417.1)

K27 - ST-45 (4710417 1)

K34 - ST-137 (47,104,427 1)

I K23 - ST-137 (47104427 1)
L = K24-ST-7083 (4,7,3434,1.71)
———= K12- ST-985 (10,27,89,19,10,132,7)
L e K2-ST1775(10,27,59,19,10,5.7)

# K15-ST-50(21123215)
® K5-ST-50(2,1,12,3.21 5)

L & K29-ST122(6452.21.5)
% K37 -ST-572 (6245221 5)
% K36 - ST-572 (6245221 5)
® 125 - ST-572 (6245221 5)

——
01
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Sigir orijinli C.jejuni izolatlar1 dendrogram sonuglari

533 - 5T-58 (19,24,42,20 26,16,15)

524 - ST-58 (19,24,42,20 26,16,15)

520 - ST-58 (19,24,42,20 26,16,15)

512 - ST-58 (19,24,42,20 26,16,15)

— 522 - ST-58 (19,24,23,20,26,16,15)

515 - ST-58 (19,24,23,20,26,18,15)

525 . ST-58 (19,24,23,20,26,18,15)

S4 - 5T-3098 (19,24,23,20,397 16,15)
523 - ST-2217 (19,24,42,246 300,259 57)
S14 - ST-2217 (19,24,42,246,300,259 57)
513 - ST-2217 (19,24,42,246,300,259 57)
511 - ST-2217 (19,24,42,246,300,259 57)

le 510 - 573364 (19,24 42 20,300,16 57)

® S3-ST-3997 (1,2,3,4 457 9,379)
® 52.5T-3997 (1,2,3,4,457,9,379)
® 532- ST-607 (8,2,5,53,11,3,1)
® 530 - ST-607 (8,2,5,53,11,3.1)
S29.ST-21 (211,321 5)
S26 - ST-21(2,1,1,3.2,1 5)
_ L e S27-5750(21123215)
536 - ST-19(2,1,5,3.2,1 5)
534 -5T18(21,53.21.5)
L #535-5T-B22(21797321.5)
$ S8-5T-806(21,1,3,140,3,5)
% 57.57T-806(211,3,1403.5)
& S1.57-933 (10,1,59,19,10,5,7)
& 531 - ST-1000 (7,4,2,2,19.1 5)

_:.51 5 - ST-3445 (1,4,42,2,300,16,15)
517 - ST-3445 (1,30,42,2,300,16,15)
S6 - ST-3395 (200,4,42,2,300,16,17)
I S5 ST-3395 (200,4,42,2,300,16,17)
521 - 5T-3395 (1,4,2,2,300,16,17)
S9-5T-3395 (1,4,2,2,300,16,17)

510 ST-3395 (1,4,2,2,300,16,17)
S16 - ST-3395 (1,4,2,2,300,16,17)

01
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Tavuk orijinli C.jejuni izolatlar1 dendrogram sonuglari

$ T62-ST-1751(1,.2,54,5,9,3)

® T37-5T-1751(12,54,59,3)
® T22 - 5T-3630 (9,2,42 4,11 ,9,253)
® T31 - ST-45 (47,104,1,71)

# T10- ST-658 (2,4,.2,4,19 3 8)
® TG-ST-658 (24241936
® T34 - ST-2085 (9,21,2,10,86,3,5)
® T5-ST-2085 (9,21,2,10,86,3 6)
# T67 - ST-2895 (9,53,5,10,11,3,3)
& T29- ST-2895 (9,53510,11,3,3)
e T4_ST-3015(7,34,12,10,150,3,215)
® T52.ST-3628 (7,17,2,337,23,3,12)
® T13-ST-3628 (7,172,337 23,3,12)
& T61-ST-2801 (7112,562,11 36)
— * T19-ST-8084 (7 715,62 501 67 5)
— T51 - ST-2009 (7,200,5,2,10,3,6)
7 - S7-2088 (7,200,5,2,10,3 )
T6S - ST-2089 (7,200,5,2,10,3,6)
———= T59-ST-2231 (7,17,5,2,13,1 26)
L & T55-5T-2089(7112,5213.128)
e T70-ST-1673 (7,187,21,424 125,224 51)

T78-ST-50(21,123215)
’—|:I.T24 _ST-50(21,12,3215)
T27-ST-21(211,321.5)
| ® T1-ST-822(2,1,79,73.2,1,5)
® T79 - ST-4766 (5,4,79,.2,2,282,5)
® T55.5T-1474 (1417,79,2 2,3 6)
® T57 - ST-460 (24,302,269 59 )
& T54 - ST-460 (24,302 2,89,59 6)
® T2 -ST-824(92221156)

# T60-ST-3140(332,2,2,10,3,1)
® T49_ST-3140(3322.2,1031)

0.1
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Tiim C.jejuni izolatlarinin (178 adet) dendrogram sonugclari
Sigir, tavuk, kdpek ve insan orijinli toplam 178 adet C.jejuni izolatinin ST’lerinin arasindaki

klonal iliskinin belirlenmesi amaciyla yapilan dendrogram sonuglar1 asagidaki sekilde

verilmigtir.
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T57 - ST460 (24 30.2,289.59.6)

H71 - ST-606 (24.21,2.2.69.59,6)
{0 Sramumnz2m 0
e

& 161 - ST-2194 (156,30 2.2.69.1206)
)

26)
18- ST243 [nu:u 121y
531 - 571800 (74,2218, 6)
HA3- ST-8062 (7,.2002.2,58.3.6)
- ST656(2424,19.38)
B0 ST858.(2424,1835)
TID-ST653(24.24,19,36)
5.ST.558(24,24,1936)
K20. ST.658(24, 24,183 5)
HE - STAMS (242,146638)
-ST.807 (82553, 11.30)
Ha7 . ST607 (8.25.53.11,31)
532 - 5T.807.

HI2- 514707 (9.2.5,241,31)

1 - sraGaz221030
149- ST-3140(33222,103.1)
6)

HES - ST-624 (92 2241 5,
HEE - ST-B24 (8222115
HEE - ST.824 (822241 55)
43 STE4 (822211.58)
- ST (822211 58)
111 ST824(322211 58)
162 ST-824(322.2.11 56)

HIOY . ST.6178.(9,2.4,62,4.5,102)

HES . ST-6179 (8.2,45245.102)
2. ST8173 (52,4.52.45102)
2. ST.8179 (52,4 52.45.102)
HIS - ST-257 (924624 5.8
H4T - ST-590 (82452 4 1336)

HiZ- 516 (725200386

W28 ST-553(7,17.5.21036)

HED . ST.3811 (7,17.79.2,10 3 6)

+30 - ST-400 (817 5.210.585)

HS2.STA474(14.1752238)
H51 . STA474 (14075223 6)

TS5+ STA474 (1417.79.22.36)
(e 150 572231 (711752131 25)
L 158512089 (71125.2131.26)
8 T19 - ST-3084 (7.71.5,62,501 67 §)

M5 - ST-4305 (24,71,79.62.11,57.269)

161 - ST-201 01256211 20)
- 5T-2601 ( ]

Tt 5743 (31 54711,11,6)
B ST48.(31 517,141 §)
@ K13-ST-48(31 5171111 8)
75 ST-2085(3.21 2 10.86.38)
H1 . ST.2085 (9,21 210,88 3 5)

- ST.2085 (9212108636
HT72 . S1.2086 (9,10,5,10, 22 36)

H108 - ST SEI‘DS]Z 10113.3)
H17 - ST-205(9.53290.11.
T67 - ST-2895 (8535101133}

T29- ST-2095 (9535101133)

K8 - ST-881 (8175210.1031)

- 5T-3015 (784,210,150, 3.115)
S ST.61 (747 2152312)

HB4_ST-51 (717.21523312)

H74-ST81 (747 21523312)

H24 - ST51(7.0721523312)
K25, STETRA (316.1721529312)

T52.ST.3628 (7,172,337, 23312)

® T13.- ST-3628 (7,17 2,397,23,372)
l—am.sv.un(z 721023

2

w3 221309291 148)
K5-ST-5024 12,
HI03 - 51.60 (21 123
HI05 - 5150 (21 12.3,
Ho4 - ST-60(21.12321 5)
KI5 576012112321 5)
7851502112321 5)
T24.ST50(2142324 5)

5)
275721 2113215
536.5T.18(21 5321 5)

S34. 51184215321 5)

-ST-822(21 787321 5)
63 . 5T-822 (24797321 5)
T1-ST822(21 787321 5)
W02 - ST-883 (2472321 5)

215

15
HIB-ST-618(241 4191 5)
HIO3 . ST.572 (82452.2,1.5)
HT3 . ST-S72 (6245221 5)
K17 - ST.572(624522.1 5)
K28 . ST.572(62452,21 5)
K37 - ST-572(62452,2..5)

K11-51-572(62452.2.1 5)
K1 - ST-672 (624.5,221 5)
K19 - 51572 (6245321 5)
K36 - 51572 (62452

18- 51122545221 5)
Ere STA22(8452215)
K29 5T-122(645224 5)

T79 - STA765 (64,792 2,282 5)

HSD. ST.4766 (547922 2825)
Lo Ha3. 574768 (6.4.5222625)

HEG - ST.B063 (24 52.2.125)
4|:Im; STB083(24522125)

198 - STS584 (232522125

516 - 5T-3385 (1,4.2.2.300,16.17)

59- 513365 (14,22 300,187}
23m|s|7:

S6- EIEQS(IWQOIJSWHW)
55 51.3395 (200,442 2300,06.17)
18- 5T-3445 (1,442 2300 16.15)
SA7 . ST-3445 (1,30 42.2,300 16,15)
S3- S1.2217 (19,24,42,46,300 259.57)

S14- ST2217 (19,2442 245,300,259.57)
513 ST.2247 (19,24,42,245,300, 258 57)
S11 - ST-2217 (19,24,42,245,300,259.57)

s10

522. 5T-53(19.4 23,2026 16.15)
515 5T-53(19.4,23,20 26 16.15)
525. 5T58{19.24 23,20 26 16.15)
S4- T8 (19,2423 20.367.16,15)
2026,16,15)
512+ sr 55(19,24 42,20, 16, |s)
S24.- ST6619.24 42.20.26
533-51-68 (19,2442 2036 16 |s)
K21 - ST-4370 (1 2424 29540.3)
I - STAI70(200242,4,235,40.3)

T22.5T.3630 (9, 2,424 n 8.253)

HE2 - ST-3630 (3.242.4,1

H3g - ST mn(su:msm:

HES - STA751 (1254553)
3. 57367 (13344679 379)
& Sarazassmeam

K31 - ST m!u uuzzﬁ 8

494147 858)
s - sramuzm 4128
HED . ST.3572 (7 2424 412 8)
HI1-ST.22(1364333)
HID.ST.22(1.364333)

A1 - ST-2201.368333)

KIB- ST.22(1364333)

K18 ST-1966 (1,354 3.276.3)
e erstsrnmeazay

35 - ST45(47.10.4.1
627 - 57454,
T3 - STA5 (471041
K34 -STT0683 (473 41,7.0)

K34 - STAST (47004427 1)
ks s erossarn
L sm.stameriossasy
178 - ST.9727 (48.7.10,4193,7,1)
S1.5T.833 (10,1 53.18.1057)
l—:-m.sr.|775nn2159191n57)

1 K12-ST 27

TP ST.ABT3 (7,187 21, azuzszzt,su

62



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus- Polymerase Chain
Reaction)

Calismanin bu boliimiinde ERIC-PCR ile farkli genotipe sahip C.jejuni izolatlarinin se¢ilmesi
islemi yapilmistir. Bu boliimde tablo ‘de belirtilen C.jejuni izolatlarina genotiplendirme
yapildiktan sonra her izolatin bant profili gozle degerlendirilerek farkli karakterde olan
izolatlar se¢ilerek MLST ve antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilmistir. K6pek orijnli 360
izolat igerisinden 34, sigir orijinli 243 izolat igerisinden 35 ve tavuk orijinli 400 izolat
icerisinden 32 C.jejuni izolat1 se¢ilmistir. Ancak klinik olgulardan izole edilmelerinden
dolayr 77 adet insan C.jejuni izolatinin tiimii ¢alismanin her asamasinda kullanilmistir.
Boylece 1080 C.jejuni izolati i¢erisinden segilen toplam olarak 178 izolat ¢alismanin MLST
ve antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilmislardir.

ERIC-PCR hizli ve giivenilir bir molekiiler metot olup kampilobakter tiirlerinin
genotiplendirilmesi amaciyla basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Wardak ve ark 2009, Rapp
ve ark 2012). Calismamizda da test edilen tiim C.jejuni izolatlar1 ERIC-PCR yontemi ile
basaril1 bir sekilde genotiplendirilmistir.

5.2. Multi Locus Sequence Typing (MLST)

MLST vyakin zamanda gelistirilmis olan bir genotiplendirme metodu olup,
Campylobacter.jejuni’nin bu metot ile tiplendirilmesi ise Dingle ve ark (2001) tarafindan
2001 yilinda gergeklestirilmistir. Bu tarihten sonra gesitli kaynaklardan ayrilan C. jejuni
izolatlarmin bu metot ile genotiplendirilmesine yonelik olarak diger iilkelerde ¢ok sayida
aragtirma gergeklestirilmistir. Bu yontem genotiplendirme amaciyla bazi ¢aligmalarda tek
basma kullanildig1 gibi bazi arastirmalarda ise diger genotiplendirme yontemleri ile beraber
kullanilarak kiyaslanmalar1 yapilmigtir. Bu yontem ile ilgili olarak kurulan veritabaninda 25
Nisan 2016 tarihi itibariyle 8167 ST yer almaktadir. Diinyanin her cografyasindan arastiricilar
bu veritabanina kendi izolatlarinin ST lerini ve allel sayilarim1 girmekte ve diger izolatlar ile
kiyaslamasini yapabilmektedirler.

loannidou ve ark (2013) insan klinik olgularindan izole edilen 68 C.jejuni izolatint MLST ile
analiz etmislerdir. Arastiricilar, 41 farkli ST bulmuslar, 56 izolatin da 15 farkli Klonal
kompleks i¢inde siniflandirildigini bildirmiglerdir. Calismada elde edilen MLST sonuglari ile

diger tiplendirme metotlar1 arasinda bir iligski saptanamamustir.
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Schallegger ve ark.(2016) Avusturya’da 15 broiler kiimesinde yaz doneminde Campylobacter
spp. kontaminasyon durumunu arastirmiglar ve 12 kiimesin termofilik kampilobakterler
yoniinden pozitif oldugunu saptamislardir. Calisma kapsaminda izole edilen C. jejuni
izolatlarinin MLST ile tiplendirilmesi sonucunda izolatlarin ¢ogulugunun insan infeksiyonlari
ile iliskili CC ST-446 ve ST-4373 oldugunu bildirmislerdir.

Magnusson ve ark. (2011) insan, hayvan ve gevresel Orneklerden izole edilen C.jejuni
izolatlarinin MLST ile analizini yapmislar ve izolatlarin genel olaral MLST veritabaninda yer
alan ST’ler oldugunu bildirmislerdir. Kovanen ve ark (2016) insan, tavuk ve yiizme
havuzlarindan izole edilen 198 C.jejuni izolatinin genotiplendirilmesi i¢in MLST
kullanmiglardir. Arastiricilar insan izolatlariin ST’lerinin %79 oraninda tavuk izolatlarinin
ST “leri ile benzerlik gosterdigini, ayrica 4 ST nin (ST-45, ST-230, ST-267 ve ST-677) insan
izolatlarinin %75’ini ve tavuk izolatlarinin da %64 ’iinii igerdigini bildirmislerdir.

Duarte ve ark (2016) broiler karkas orijinli C.jejuni izolatlarinin farkl tiplendirme meodu ile
tiplendirmisler ve bunlarin kiyaslamasini yapmislardir. Arastiricilar MLST nin fla-RFLP ile
kombinasyonunun, broiler karkaslarindan izole edilen kampilobakterlerin, kisa donem
igerisinde izlenmesinde ve tiplendirmesinde kullanilabilecek kolay ve uygulanabilir bir metot
oldugunu bildirmislerdir.

Gormley ark (2008) insan enterit olgularindan ve tavuk etlerinden 2001 ve 2006 yillarinda
ayirdiklari C.jejuni izolatlarint MLST ile analiz etmisler ve CC-21"in 2006 yilinda 2001 yilina
oranla prevalansinin daha diisiik oldugunu bildirmisler ve insan enfeksiyonlar1 i¢in kanatli
etlerinin 6nemini vurgulamiglardir. Nielsen ve ark. (2010) Danimarka’da 2002 ve 2003
yillarina ait klinik olgulardan ayrilan insan orijinli 122 C.jejuni izolatinin populasyon yapisint
ve farkliligini saptamak i¢in mlst kullanmiglardir. Arastiricilar 18 klonal kompleks i¢inde 51
sekans tipi (STs) identifiye etmisler ve elde ettikleri ST-21, ST-45 ve ST-22 klonal
komplekslerinin tiim izolatlarin %64’ oldugunu bildirmislerdir. Calismada Danimarka
orijinli C.jejuni izolatlar1 arasinda klonal farkliligin oldugunu da rapor etmislerdir. Sproston
ve ark.(2010) sinek ve siimiiklii boceklerden izole ettikleri Campylobacter izolatlarini MLST
ile tiplendirmisler ve en yaygin goriilen tipin (%40) C.coli ST-962 oldugunu, ayrica siimiiklii
bocek orijinli 2 izolatin da ilk kez izole edilen STs oldugunu bildirmislerdir. Yine yakin
zamanda Japonya’da tanimlanan yeni ST’lerin (ST-4526) o cografyaya 6zgii oldugu

bildirilmistir (Asakura ve ark., 2012).
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Oh ve ark (2015) tavuk etlerinden izole edilen 70 C.jejuni izolatinin MLST ile analizinde
izolatlarin ¢cogunun insan ifeksiyonlariyla iligkili izolatlarin yer aldig1 klonal kompleks CC-21
ve klonal kompleks CC-45 iginde buludugunu rapor etmislerdir.

Yukarida goriildiigii gibi cesitli kaynaklardan ayrilan C.jejuni izolatlarinin MLST ile
genotiplendirilmesine iliskin degisik cografyalarda yiiriitiilen ¢alismalar mevcut olup sonuglar
ise C.jejuni izolatlarinin ¢ok genis bir heterojenite gosterdikleri yoniindedir. Yurdumuzda ise
C.jejuni izolatlarimin MLST ile genotiplendirilmesine iliskin herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile yurdumuzda ilk defa C.jejuni izolatlarinin MLST ile analizi
gerceklestirilmistir. Calismada 77’si insan, 34’1 kopek, 35’1 sigir ve 32’si tavuk olmak tizere
toplam 178 C.jejuni izolatinin MLST ile genotiplendirilmistir. Arastirmamizda 77 insan
izolatinin tiimii MLST ile genotiplendirilmistir. Toplam olarak 43 sekans tipi elde edilmis
olup 22 farkli sekans tipinde (unique) 22 izolat yer alirken, sayilar1 2 ile 6 arasinda degisen
toplam 55 izolat ise 21 farkli sekans tipinde toplanmistir. En ¢ok izolatin yer aldigi sekans
tipi, ST 824 olup toplam 6 izolat yer almistir. Campylobacter MLST veritabaninda
bulunmayan ST 8082 (H33) ve ST 8083 (H86, H99) 2 yeni ST olup, bu sekans tipleri ilk defa
bu arastirma ile yurdumuzda saptanmislardir.

Test edilen toplam 34 kopek orijinli C.jejuni izolatinin timi MLST ile tiplendirilmistir
Toplam olarak 23 sekans tipi elde edilmis olup 17 izolat 17 farkli sekans tipinde (unique) yer
alirken, sayilar1 2 ve 7 arasinda degisen toplam 17 izolat 6 sekans tipinde toplanmistir. En ¢ok
izolatin yer aldig1 sekans tipi, ST 572 olup toplam 7 izolat yer almistir.

Test edilen toplam 35 Sigir orijinli C.jejuni izolatinin tiimii MLST ile tiplendirildi. Toplam
olarak 18 sekans tipi elde edilmis olup 6 izolat 6 farkli sekans tipinde (unique) yer alirken,
sayilar1 2 ile 7 arasinda degisen toplam 29 izolat 9 sekans tipinde toplanmistir. En ¢ok izolatin
yer aldig1 sekans tipi, ST 58 olup toplam 7 izolat yer almistir.

Test edilen toplam 32 tavuk orijinli C.jejuni izolatinin timii MLST ile tiplendirildi. Toplam
olarak 21 sekans tipi elde edilmis olup 13 izolat 13 farkli sekans tipinde (unique) yer alirken,
sayilar1 2 ile 3 arasinda degisen toplam 19 izolat 8 sekans tipinde toplanmistir. En ¢ok
izolatin yer aldig1 sekans tipi, ST 2099 olup toplam 3 izolat yer almistir. Bu grupta yer alan
T19 nolu izolatin sekans tipi ST 8084 olarak belirlenmis olup daha &énce Campylobacter
MLST veritabanina yer almayan bu Sekans tipi ilk kez yurdumuzdan bildirilmistir. Bagska
cografyalarda yer almayan 3 yeni ST’nin (ST 8082, ST 8083 ve ST 8084) yurdumuzda

saptamis olmasi ¢alismanin en énemli sonucu olarak diisiintilmektedir.
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5.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Kinolonlar gerek veteriner hekimlikte ve gerekse beseri hekimlikte yaygin olarak kullanilan
anti bakteriyel ilaglardir. Bu grubun ilk iiyesi 1960l yillarin baslarinda gelistirilen ve
yapisinda flor ihtiva etmeyen nalidiksik asittir. 1980’lerde ise yapilarinda 6-flor grubu
bulunduran siprofloksasin gibi tiirevleri gelistirilmistir. Enrofloksasin de veteriner hekimlikte
ilk kullanilan florokinolon tiirevidir. Tiim florokinolonlar bakterisidal etkili olup etki
mekanizmasi da bakterilerdeki DNA gyrase enzimini (Type Il topoisomerase) hedef alirlar.

Ik uygulamaya sokulduklarinda Campylobacter spp. icin oldukca etkili olan bu grup
antibakteriyel ilaglarda, tiim diinyada yillar icerisinde gozlenen ve yiiksek oranlara ulasan bir
direng gelisimi s6z konusudur. Direng gelisimine iliskin durum yurdumuzda yapilan
calismalarda da rapor edilmistir. Tavuk ve insan orijinli C.jejuni izolatlarindaki direng
gelisimine iligkin durum yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur.

Ornegin Savagan ve ark (2004), 1987, 1992 ve 2000 yillarinda broilerlerden izole edilen
C.jejuni izolatlarinda nalidiksik asit, enrofloksasin ve siprofloksasin antibiyotiklerine iliskin
diren¢ gelisimini analiz etmislerdir. Calismada 1987 yilina ait izolatlarda enrofloksasin ve
siprofloksasin direnci gézlenmezken, 2000 yilina ait izolatlarda enrofloksasin, siprofloksasin
ve nalidiksik asite sirasiyla %75.5, %73 ve %94,5 oranlarinda bir direng saptandigini
bildirmislerdir.

Yine yurdumuzda insan gastroenterit olgularindan ayrilan C.jejuni izolatlarinda kinolonlara
kars1 zaman iginde artan bir direng gelismi de gesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir.
Giir ve ark (1989) Campylobacter izolatlarinin tiimiinii kinolonlara duyarli bulurken, Akan ve
ark (1994) 119 Campylobacter izolatinin sadece birinde kinolon direnci saptamislardir.
Kinolon direncini Yildirim ve ark (1996) %26, Onciil ve ark (2003) %14, Ongen ve ark
(2007) %59, Giiney ve Basustaoglu (2010) ise %64.3 olarak bildirmislerdir. Yine yakin
zamanda Kayman ve ark (2013) gastroenterit orijinli C.jejuni izolatlarinda nalidiksik aside
%79.5, siprofloksasine %73.9 ve levofloksasine %75.6 oraninda direng bildirmislerdir.
C.jejuni izolatlarinda artis gosteren kinolon direnci diger iilkelerden de bildirilmektedir (Cody
et al 2010). Kashoma ve ark.(2015) sigir ve domuz orijinli C.jejuni izolatlarinda
siprofloksasine % 7.2, nalidiksik asite ise % 39.6 oraninda direng bildirmiglerdir. Bakhshi ve
ark.(2016) insan ve gida orijinli Campylobacter izolatlarinda yiiksek oranda siprofloksasin ve
nalidiksik asit direncini rapor etmislerdir

Kinolon tiirevi olan enrofloksasin ve sarafloksasinin veteriner hekimlik alaninda

enfeksiyondan korunma, hizli bilyiime ve et verimini artirma amaciyla kullaniliyor olmasinin,
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bu diren¢ gelisimine katki sagladig: ileri siiriilmektedir (Yildirnrm ve ark 1996, Giiney ve
Basustaoglu 2010, Cody ve ark 2010, Kittl ve ark 2011).

Calismamizda insan izolatlarmin 35’1 (%45,45) nalidiksik asite, 33’4 (%42,85) de
siprofloksasine direngli bulunmuslardir. Kopek izolatlarmin 16’s1 (%47,05) nalidiksik asite,
7’si (%20.58) enrofloksasine, sigir izolatlarmin 3t (%8,57) nalidiksik asite 2’si (%5,71)
enrofloksasine, ve tavuk izolatlarinin 19’4 (%59,37) nalidiksik asite 14’1, (%43,75)
enrofloksasine direngli bulundu. Bu sonuclar genel olarak degerlendirildiginde, yukari
belirtilen arastiricilarin sonuglar ile uyum gostermektedir. Ozellikle insan ve kanatli orijinli

izolatlarin yiiksek florokinolon direnci dikkat ¢ekicidir (Grafik 1).

5.3. Florokinolon direncinin molekiiler analiz sonuc¢lari

E test ile kinolon direngli olduklari saptanan insan orijinli 35, kopek orijinli 16, sigir orijinli 3
ve tavuk orijinli 19 olmak iizere toplam 73 adet C. jejuni izolatinda florokinolon direngliligi
ile iliskili gyrA geni QRDR (quinolone resistance determining) ve gyrA mutasyonu basarilt
bir sekilde gosterilmistir. Direngli olan tiim izolatlarda QRDR (quinolone resistance
determining) 673 bp, (Resim 13) C.jejuni gyrA mutasyonu ise 265 bp biiyiikliigiinde bantlar
ile tanimlanmigslardir (Resim 14). Mutasyon saptanan bu izolatlara ait amplikonlar GZgyrA7
ve GZgyrA8 primerleri sekanslanmiglardir. Elde edilen dizi analiz sonuglari daha sonra
BLAST ile GenBank’da referans diziler ile karsilastirilmislardir. Sekans analizi sonunda
direngli izolatlarda oncelikle 86. aminoasitte treonin, izolosin (CT) mutasyonuna rastlanmuistir.
Bunun yaninda direngli bazi izolatlarda diger aminoasitlerde de (81.,119., 120., 121.)
mutasyonlarin varlig: tespit edilmistir. Ilk kez 1999 yilinda Zirnstein ve ark (1999) tarafindan
bildirilen bu molekiiler analiz (MAMA PCR) daha sonra gesitli arastiricilar tarafindan da
kinolon direncinin molekiiler analizi amaciyla kullanilmis olup olduk¢a duyarli bir metotdur.
Elde ettigimiz sonuglar ¢esitli aragtiricilarin (Albert ve ark 2005, Said ve ark 2010, Sonnevend
ve ark 2006, Wozniak ve ark 2011) bildirdigi sonuglar ile uyumlu olup C.jejuni izolatlarinda
meydana gelen kinolon direncine iliskin mutasyonlar1 kisa siire igerisinde belirlemek amaciyla
MAMA-PCR ’nin kullanilmasinin yararli olacagi sonucuna varilmstir.

5.4. Plazmid iliskili florokinolon direncinin analiz sonuclari

Calismamizda test edilen 178 adet C.jejuni izolatinin enrofloksasine direngli kdpek orijinli 7,
tavuk orijinli 14 ve sigir orijinli 2 adet C.jejuni izolatinin timii plazmid iliskili florokinolon
direng geni yoniinden negatif bulunmustur. Siprofloksasine direnc¢li insan orijinli 33 adet

C.jejuni izolat1 da benzer sekilde plazmid iliskili florokinolon direng geni yoniinden negatif
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bulunmustur (Tablo 19). Benzer sekilde Chatzipanagiotou ve ark.2005 ve Ongen ve Nazik

2008 de analiz ettikleri kinolon direngli C.jejuni izolatlarinda plazmid aracili direng geni

bulamadiklarini bildirmislerdir.

>

Sonug olarak MLST analizinde insan izolatlarinda 43, Kopek izolatlarinda 23, Sigir
izolatlarinda 18, tavuk izolatlarinda da 21 sekans tipi tanimlandi.

Bagka iilkelerde rapor edilmeyen ve MLST veritabaninda yer almayan 3 yeni ST (ST
8082, ST 8083 ve ST 8084) ilk kez bu ¢alisma ile yurdumuzda tanimlanmaistir.
Kinolon direnci insan izolatlarinda %42.85, kopek izolatlarinda %720.58 sigir
izolatlarinda %?2,85 ve tavuk izolatlarinda ise %43,75 olarak belirlenmistir.

Genomik kinolon direncinde, gyrA geni iizerindeki mutasyonlar sekans analizi ile
tespit edildi.

Kinolon direngli C.jejuni izolatlarida Tre-86-lle mutasyonuna rastlanirken duyarl
izolatlarda bu mutasyona rastlanmadi.

Kinolonlara direngli C.jejuni izolatlar1 plazmid iligkili kinolon direng geni yoniinden
negatif bulundu.

Calisma bu yoniiyle yurdumuzda gergeklestirilen ilk ve tek ¢alisma olup konu ile ilgili

yapilacak ¢aligsmalara dnemli katki yapacagi dstintilmektedir.
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