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KISA OZET

Bu calismada broiler karkaslarindan Campylobacter jejuni izolasyonu, elde edilen
izolatlarin makrolid, kinolon ve tetrasiklin antibiyotiklerine kars1 direnglerinin ortaya
konulmasi, Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) diizeylerinin tespiti, genomik ve
plazmid kaynakli direng¢ genlerinin gosterilmesi ve diren¢ epidemiyolojilerindeki

mevsimsel farkliliklarin belirlenmesi amaglandi.

Campylobacter jejuni izolasyonu amaciyla, Haziran 2012 ve Ocak 2013 doénemlerinde
Kayseri ilindeki slipermarketlerden satin alinan but, gégiis, kanat ve biitlin tavuk olmak
lizere toplam 200 6rnek incelendi. Orneklerden elde edilen izolatlarin identifikasyonu,
fenotipik testler ve multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (mPZR) ile gergeklestirildi.
C. jejuni’lerin antibiyotiklere diren¢ durumlar disk difiizyon testi ile; MIK dagilimlari
ise E test ile saptandi. Ayn1 zamanda antibiyotiklere direnglilikleri; PZR ve sekans

analizi gibi molekiiler yontemlerle test edildi.

Fenotipik testlerle Haziran 2012 doneminde toplanan 100 6rnegin 81’1, Ocak 2013
doneminde ise 100 6rnegin 77’si Campylobacter spp. yoniinden pozitif bulundu. mPZR
testi ile Haziran 2012 doneminde Campylobacter spp. izolatlarindan, 88; Ocak 2013
doneminde ise 68 C. jejuni tespit edildi. Izolasyon ve identifikasyon sonuglart
bakimindan donemler arasindaki fark istatistiksel yonden (Ki kare testi) Onemli
bulunmadi (P>0,05). Disk difiizyon testinde en yiiksek diren¢ oranlari, Haziran 2012 ve
Ocak 2013 donemi izolatlar1 ic¢in sirasiyla nalidiksik asit (% 78,4-% 92,6),
siprofloksasin (% 67,1-% 86,7) ve tetrasikline (% 55,6-% 64,7) kars1 gozlenirken, en
diisiik oranlar ise azitromisin (% 1,1-% 4,4), doksisiklin (% 2,2-% 1,4) ve eritromisine

(% 11,3-% 4,4) karst bulundu. E test sonuglar ile disk diflizyon testi sonuglarinin
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uyumlu oldugu belirlendi. Izolatlarm test edilen antibiyotiklere duyarliliklarinda her iki
donem arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmadi (P>0,05). Tetrasiklin
direnci yoniinden genomik fefO geni; Haziran 2012 ve Ocak 2013 dénemi izolatlarinin
sirastyla % 88 ve % 85,7 ’inde gosterilirken; plazmid aracili zetO geni izolatlarin % 93,7
ve % 85,7 sinde tespit edildi. Makrolid direncinde 23S rRNA’da A2074C mutasyonuna
izolatlarin higbirinde rastlanmazken; A2075G mutasyonuna Haziran 2012 ve Ocak 2013
donemlerinde izolatlarin % 18,4 ve % 14,8’inde rastlandi. Genomik kinolon direncinde
gyrA geni lzerindeki mutasyonlar, Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerinde,
izolatlarin % 83,5 ve % 81,8’inde tespit edilirken; plazmid aracili kinolon direnci
amaciyla incelenen gnr geni, izolatlarin hicbirinde bulunamadi. PZR ile saptanan
kinolon ve makrolid direnci, DNA sekans analizi ile dogrulandi. Sekans analiziyle
kinolon direngli izolatlarda Tre-86-ile mutasyonuna rastlanirken; duyarli izolatlarda bu
mutasyona rastlanmadi. Sekans analizi ile makrolid direngli izolatlarda A2075G
mutasyonu tespit edildi. Ancak, higbir izolatta A2074C mutasyonuna rastlanmadi.

Duyarli izolatlarin higbirinde de bu iki mutasyon goriilmedi.

Sonug¢ olarak; tavuk etindeki antibiyotiklere direngli C. jejuni varligi nedeniyle
koruyucu tedbirlerin alinmasi, tedavi edici amagla bilingsiz antibiyotik kullaniminin
engellenmesi, dar spektrumlu antibiyotik kullaniminin tercih edilmesi ve antibiyotik
uygulanan hayvanlarda, kullanilan antibiyotigin organizmadan atilma siireleri
tamamlanmadan hayvanlarin kesilip tiiketime sunulmamasi1 gerektigi, Campylobacter
spp. enfeksiyonlarmin tedavisinde ilk secenek olarak kullanilan eritromisine ilaveten

azitromisinin ve doksisiklinin de alternatif olarak kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Broiler, Campylobacter jejuni, kinolon, makrolid, tetrasiklin.
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THE RESISTANCE STATE OF CAMPYLOBACTER JEJUNI ISOLATED FROM
BROILER CARCASSES AGAINST TO MACROLIDE, QUINOLONE AND
TETRACYCLINE GROUPS OF ANTIBIOTICS

Harun HIZLISOY
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
PhD Thesis, June 2014
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin KILIC

ABSTRACT

In this study, to isolate Campylobacter jejuni from broiler carcasses, to reveal the
resistance to macrolide, quinolone and tetracycline groups of antibiotics, to determine
the MIC values, to demonstrate the genomic and plasmid mediated genes played role in
resistance and to evaluate the seasonal differences in the resistance epidemiology of

obtained isolates were aimed.

For the isolation of C. jejuni, a total of 200 samples including chicken thigh, breast,
wings and carcasses purchased from supermarkets in Kayseri province were examined
as materials in June 2012 and January 2013. The identification of the isolates was
performed by phenotypical tests and multiplex Polymerase Chain Reaction (mPCR)
method. The antibiotic resistance and MIC values of C. jejuni isolates were detected
with disk diffusion and Etest method, respectively. In addition, the antibiotic resistances

were examined by using PCR and sequencing.

Eighty one of 100 samples collected in June and 77 of 100 samples in January were
found to be positive in terms of Campylobacter spp. with phenotypical tests. By using
of mPCR, 88 and 68 C. jejuni isolates were detected from Campylobacter spp. isolates
during June 2012 and January 2013 terms, respectively. According to isolation and
identification results, the differences between June and January periods were not
statistically (Qhi-squared test) significant (P>0,05). In disk diffusion test, while, the
highest resistance rates were observed as nalidixic acid (78,4% - 92,6%), ciprofloxacin
(67,1% - 86,7%) and tetracycline (55,6% - 64,7%), the lowest resistance rates as
azithromycin (1,1% - 4,4%), doxycycline (2,2% - 1,4%) and erythromycin (11,3% -
4,4% ), for the period June and January, respectively were determined. It was

determined that Etest results were compatible with disk diffusion test. The differences
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between June and January periods in terms of the tested antibiotics were not statistically
important (P>0,05). Whilst, chromosomal zetO gene was shown in June and January
isolates at 88 % and 85,7 % rates, plasmid mediated tetO gene was found at 93,7% and
85,7% rates, respectively. In macrolide resistance, while A2075G mutation was detected
in 23SrRNA at rates 18,4 % and 14,8 % of June 2012 and January 2013 isolates,
A2074C mutation was not observed at any of June 2012 and January 2013 isolates,
respectively. When, in chromosomal quinolone resistance, the mutations in gyrA gene
were detected at rates of 83,5% and 81,8% in June 2012 and January 2013 isolates,
respectively, gnr gene examined for plasmid mediated quinolone resistance was found
in none of C. jejuni isolates. Quinolone and macrolide resistances detected by PCR were
confirmed by DNA sequencing. While, Tre-86-Ile mutation was found in quinolone
resistant isolates with sequencing, but these mutations were not detected in susceptible
isolates. Additionally, A2075G mutation was detected in macrolide resistant isolates.
However, A2074C mutation was not observed in any isolates by using sequencing. It
was not observed that none of the macrolide susceptible isolates had any of these two

mutations.

In conclusion, due to the presence of antibiotic resistant C. jejuni detected in chicken
meat, protective measures should be taken, for therapeutic purposes, the misusing of
antibiotics may be prohibited and the using of narrow-spectrum antibiotics may be
preferred, in animals treated with antibiotics, before the completion of withdrawal
period of antibiotics from organisms, animals may not be cut and presented for
consumption. Besides, it is considered that in the treatment of Campylobacter
infections, azythromycin and doxycycline may be used as alternative to erythromycin is

the drug of choice.

Keywords: Broiler carcass, Campylobacter jejuni, macrolide, quinolone, tetracycline
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1. GIRIS VE AMAC

Kampilobakter tiirleri, Eubacteria grubuna bagli Protobacteria sinifindaki rRNA
Stiperfamilya VI i¢inde yer alan Campylobacteriaceae ailesinin bir iiyesidir (1).
Termofilik kampilobakterler, bu cins igerisinde yer alan insanlar ve bir¢ok hayvan
tiriinde bulunan mikroorganizmalardir. Bu grup etkenler igerisinde en sik rastlanan tiir
Campylobacter jejuni, daha az olarak Campylobacter coli ve en az da Campylobacter

lari bulunmaktadir (2).

C. jejuni, daha ¢ok kuslari, kanatlilari, kedileri ve kopekleri iceren ¢ok sayida vahsi ve
evcil hayvanin barsaklarinda kommensal olarak bulunmaktadir. Etken, koyunlarda ve
sigirlarda steriliteye ve abortlara neden olmaktadir (3, 4). C.jejuni insanlarda ise; ishal,
ates ve karin agrist v.b. semptomlarla karakterize akut enfeksiyona yol acgar. Buna
ilaveten C.jejuni, reaktif artrit ile Miller-Fisher ve Guillain-Barre sendromlarin1 da

kapsayan norolojik komplikasyonlara neden olmaktadir (5-7).

Insanlarda gozlenen C. jejuni kaynakli kampilobakteriyozis, tiim diinyada yaygin olarak
goriilen zoonotik bir enfeksiyondur (8, 9). Etken, kanatlilarin digkilar1 ile kontamine
olmus et, siit ve igme sularinin tiiketilmesi ile veya kontamine iirtinlerle direkt temas
sonucu insanlara bulagmaktadir (10, 11). Kanatli etleri, insan enfeksiyonlarinin en
onemli kaynagimi olusturmaktadir (3, 12, 13). Ozellikle 90’11 yillardan itibaren, gelismis
tilkelerde, insanlardaki C. jejuni kaynakli enfeksiyonlara, Salmomnella ve Shigella
enfeksiyonlarindan daha sik rastlanilmaya baglanmistir. Yapilan caligmalarda, gelismis
ilkelerde kampilobakter tiirlerinin neden oldugu gastroenteritlerin % 90’indan C. jejuni,

% 5-10’undan da C. coli'nin sorumlu oldugu bildirilmektedir (14). Insanlardaki C.



Jjejuni enfeksiyonlari, 6zellikle Mayis, Haziran ve Temmuz gibi sicak ve nemli aylarda
en yliksek seviyededir (15). Enfeksiyonun seyrinde goriilen bu artisin nedenlerinin;
etkenin iklim sartlarina uyum saglamasi, yaz aylarindaki gida tiikketim aligkanliklari, kus
hareketleri ve turizmde goriilen hareketlilik oldugu bildirilmistir (16). Etkenin, olumsuz
cevre kosullarindan daha iyi kosullara aktarilmasini saglayan ve bu sayede canli
kalmasinda rol oynayan ozellikleri bulunmaktadir (17). C. jejuni; bu sekilde basta
kanatl karkaslar1 olmak {izere, diger gidalarda da canliliklarin1 devam ettirerek ¢esitli

enfeksiyonlara neden olabilmektedir (18).

Insanlarda C. jejuni kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde, eritromisin en ¢ok tercih
edilen ilagtir. Bununla birlikte; siprofloksasin, enterik patojenlere karsi siklikla
kullanilan ve genis spektrumlu etki gosteren antibiyotiklerdendir. Sistemik enfeksiyon
vakalarinda gentamisin ve tetrasiklinler kullanilmaktadir. Ancak, antimikrobiyallerin
kampilobakteriyozise karsi klinikte ve evcil hayvanlarda gelismeyi artirict olarak
kullanilmasi, diren¢ gelisimine yol agmaktadir (19, 20). Bu sebeple, son yillarda
ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, C. jejuni kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan kinolon ve makrolid grubu antibiyotiklere direnglilik, 6nemli bir
halk saglig1 sorunu haline gelmistir (8, 19). Tavuk karkaslarindan izole edilen C. jejuni
izolatlarinin gerek beseri ve gerekse veteriner hekimlik alaninda kullanilan genel
antibiyotiklere direncli oldugunun gozlenmesi, C. jejuni’lerin insanlar igin yarattig

tehlikenin boyutlarini g6z ontine getirmektedir (21).
Bu calismada;

Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerinde, Kayseri Sehir merkezinde bulunan farkli
satis noktalarinda taze olarak tiikketime sunulan broiler karkaslarindan Campylobacter
Jjejuni izolasyonu ve izolatlarin makrolid, kinolon ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi
diren¢ durumlarinin fenotipik (Disk diflizyon testi ve E-test) ve genotipik yontemler ile

belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.TARIHCE ve TAKSONOMI

Kampilobakterler, ilk olarak “Theodor Escherich” tarafindan 1886 yilinda ishalli bir
cocuk diskisindan mikroskobik olarak tanimlanmistir (22, 23). Etken, onceleri
insanlarda kolera hastaliginin etkeni ile aym1 grup altinda degerlendirilerek, “vibrio”
cins ismi ile adlandirilmistir (24, 25). McFaydean ve Stockman, 1913 yilinda atik koyun
fetiis dokularindan “Vibrio benzeri” olarak isimlendirdigi bakteriyi izole etmislerdir
(26). Daha sonra Theobald ve Smith, 1919’da yavru atan ineklerden izole ettikleri
bakterilere “Vibrio fetus” adimi vermislerdir. Jones ve arkadaslari 1931°de, bu etkenin
enterik enfeksiyonlara da neden oldugunu bildirmis ve jejunumdaki patolojik
bulgulardan dolay1 etkeni “Vibrio jejuni” olarak tamimlamislardir. Doyle ise 1944
yilinda domuz dizanterisi etkeni olarak izole ettigi mikroaerofilik vibriolar1 “Vibrio
coli” olarak adlandirmistir. King, 1957°de serolojik ve biyokimyasal 6zellikleri farkli
iki grup V. fetus tanimlamis ve 42° C’de iyi liremis olanlarina “related vibrio” adini
vermistir (27, 28). Ancak, daha sonra bu mikroorganizmanin; iiremeleri,
metabolizmalar1 ve DNA baz homolojileri bakimindan farkli 6zelliklere sahip olduklar
saptanmis ve bu mikroaerofilik mikroorganizmalar icin “Campylobacter” ismi
Onerilmistir (24). Yunanca kokenli bu isim, kampulos: kivrik, bakter: gubuk sekilli

bakteri kelimelerinden olugmaktaydi (22).

1973 yilinda, Veron ve Chatelain; Kampilobakterlerin, vibriolardan farkli bir tiir
oldugunu ve bu mikroorganizmalarin fenotipik oOzelliklerine goére Spirillaceae

familyasinda C. fetus ve C. bubulus olarak adlandirilan iki cinse sahip oldugunu



bildirmislerdir (29). Daha sonra bu mikroaerofilik organizmalar {izerine yapilan detayli
caligmalarla onceden V. jejuni ve V. coli olarak isimlendirilen iki tiir de C. jejuni ve C.
coli ismi ile Kampilobakter cinsi igerisine dahil edilmistir (25). 1980’lerin basinda yeni
1zolasyon metotlarinin gelistirilmesiyle Kampilobakterlere olan ilgi, yeniden artmaya
baglamistir. Bunun sonucunda “Kampilobakter benzeri organizmalar”; insan, hayvan ve
cesitli cevresel kaynaklardan izole edilmeye ve yeni tiirler de identifiye edilmeye
baslanmistir (25, 30, 31). Kampilobakter benzeri organizmalarin identifikasyonunda
kullanilan biyokimyasal testlerin etkinli§inin az olmasi ve ayirt edici Ozelliklerin
yetersiz olmast nedeniyle, birbirinden bagimsiz bakterilerin isimlendirilmesinde c¢ok
sayida yerel isim ortaya ¢ikmis ve bunlarin bir kismi daha sonra yeni tiir olarak
literatiirde yer almasina ragmen, birgogu da iyi bilinen tiirlerin biyokimyasal varyanti
olarak tanimlanmustir (25). Nihayet, 1991 yilinda kampilobakterler, kampilobakterlerle
iligkili  diger  bakteriler = ve  isimlendirilemeyen  kampilobakter  benzeri
mikroorganizmalar; DNA-RNA hibridizasyon ydntemi, 16S ribozomal RNA sekans
analizleri ve immiin tiplendirme teknikleri kullanilarak Proteobacteria takimi (Sekil
2.1) igerisinde "rDNA siiper aile VI" adl1 yeni bir filogenetik gruba dahil edilmistir. Bu
caligmalar sonucunda kampilobakterlerin olduk¢a heterojen olduklar1 ve ii¢ farkli RNA
homoloji hattina sahip olduklar1 goriilmiistir. RNA homoloji I’de, gercek
Campylobacter ve Bacteroides ureolyticus; tDNA homoloji 1I’de, Arcobacter cinsi;
rDNA homoloji III’de, Helicobacter cinsi ve Wolinella succinogenes yer almaktadir.
rDNA homoloji grup I ve II igerisindeki bakteriler, filogenetik olarak yakin iligkili
olduklarindan Campylobacteraceae familyas: icerisinde yer almaktadir (1, 25). Bu
caligmalar sonucunda daha onceden Wolinella curva, Wolinella recta ve Bacillus
gracilis olarak isimlendirilen bakteriler Campylobacter curvus, Campylobacter rectus
ve Campylobacter gracilis olarak adlandirilmis, Bacillus ureolyticus’un ismi ise

degistirilmemistir (25).
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Sekil 2.1. Proteobacteria 16SrRNA gen agaci ve siniflart (32).

Sonug olarak; 2007 yilinda yapilan ¢alismalarda, Campylobacteriaceae familyasinda
Campylobacter, Arcobacter ve  Sulfurospirillum cinslerinin  bulundugu ve
Kampilobakter Genusunda 6 alt tiir ve 2 biovar olmak iizere toplam 18 tiirlin yer aldig1,
ortaya konmustur. 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
(Tablo 2.1) (8, 25, 33-36). Ayrica, son yillarda Campylobacter canadensis sp. nov. (37),
Campylobacter peloridis sp. nov., Campylobacter lari subsp. concheus subsp. nov.,
Campylobacter lari subsp. lari subsp. nov. (38), Campylobacter cuniculorum sp. nov.,
(39), Campylobacter subantarcticus sp. nov. (40), ve Campylobacter avium sp. nov.

(41) gibi yeni tiirlerin de varlig1 bildirilmektedir.



Tablo 2.1. Glincellenmis haliyle kampilobakter tiirleri, alt tiir ve biovarlar1 (22).

Tiirler Alt tiir/ Biovar

Campylobacter coli

Campylobacter concisus

Campylobacter curvus

Campylobacter fetus Campylobacter fetus subsp. veneralis

Campylobacter fetus subsp. fetus

Campylobacter gracilis

Campylobacter helveticus

Campylobacter hominis

Campylobacter hyointestinalis | Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis

Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii

Campylobacter insulaenigrae

Campylobacter jejuni Campylobacter jejuni subsp. doylei

Campylobacter jejuni subsp. jejuni

Campylobacter lanienae

Campylobacter lari

Campylobacter mucosalis

Campylobacter rectus

Campylobacter showae

Campylobacter sputorum Campylobacter sputorum biovar Sputorum

Campylobacter sputorum biovar Fecalis

Campylobacter sputorum biovar Paraureolyticus

Campylobacter upsaliensis

*Campylobacter hyoilei

*: Tabloya sonradan ilave edilmistir.

2.2. KAMPIiLOBAKTERLERIN GENEL OZELLIKLERI
2.2.1. Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Kampilobakterler, “S” ya da spiral seklinde bir ya da daha fazla kivrimli (Sekil 2.2),
helikal, mikroaerofilik, bir ya da her iki kutbunda yer alan birer flagella ile aktif
hareketli, Gram negatif comakgiklardir (3, 4, 42). Son yillarda insanlarda gida kaynakl
bakteriyel enfeksiyonlarin ve gida zehirlenmelerinin en sik rastlanan nedenlerinden biri

olarak kampilobakter tiirlerinin &nemleri olduk¢a artmustir (3, 32). Uretimleri ve



identifikasyonlart olduk¢a zahmetli bakterilerdir. Farkli {ireme gereksinimlerinden
dolay1 bu gruptaki bakterileri tanimlamak i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir (42).
Kampilobakterler, mikroaerofilik (% 3-5 CO,), aerobik ya da anaerobik, oksidaz pozitif,
karbonhidratlar1 kullanmayan mikroorganizmalardir (4). Campylobacter fetus (iki alt
tiri ile birlikte), Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli insanlar ve hayvanlar
icin patojendir (4, 32). Bununla birlikte kampilobakterler, memeliler, kanathlar ve
stirtingenleri kapsayan bir¢ok hayvanin normal barsak florasinin bir parcasi olarak rol
oynamakta ve cografik olarak da genis bir yayilim gostermektedirler (3, 9, 43).
Insanlarda C. jejuni enfeksiyonlarini, Guillain-Barre sendromu (GBS), periferal
sinirlerin akut hastalig1 ve reaktif artrit gibi infeksiyoz olmayan komplikasyonlar takip
edebilir (7). Kanatlilar, kampilobakter kaynagi olarak sporadik insan ve hayvan
salginlarindan sorumludurlar (3). Bulasma, enfekte hayvan digkisiyla kontamine olmus
gidalar ve suyun oral yolla alinmasiyla sekillenir (7). Kampilobakterler, 1siya duyarli,
pastorizasyonla yikimlanan ve asitli yiyeceklerde hayatta kalamayan canlilardir. Bu
nedenle, gidalarin yeterince pisirilmesi ve yeniden kontamine olmasinin onlenmesi,

kontrol agisindan 6nemlidir (3).

Sekil 2.2. Campylobacter jejuni, Gram negatif kivrimli
comaklarin renkli tarayicili elektron mikroskoptaki
goriintiisii (1um capindaki bolge) (32).

Son yillarda sekanslama tekniklerinin de gelismesiyle, Kampilobakterlerin genomik
ozellikleri incelenmis, buna baglh olarak da kampilobakterlerin metabolik ve fizyolojik
ozelliklerine yonelik ¢aligmalar artmaya baglamistir (44). Kampilobakterler, ¢ok ince bir

morfolojiye sahip olduklar1 i¢in 0,65 ve 0,45 pm capindaki filtrelerden gecebilirler.



Kampilobakter tiirlerinin ¢ogunda tek kutupta ya da her iki kutupta birer flagella
bulunur ve bu sayede aktif hareketlidirler (36, 45). Ancak, Campylobacter gracilis gibi
hareketsiz veya Campylobacter showae gibi birden ¢ok flagellaya sahip tiirler de
bulunmaktadir (25). Kampilobakterlerin, taze preparatlarda faz-kontrast veya karanlik
saha mikroskobunda tirblison benzeri "cork screw" hizli hareketleri tipiktir (36).
Flagella uzunlugunun, tiim bakteri uzunlugunun iki ya da ii¢ kat1 olabilmesi nedeniyle
kampilobakterler, yliksek derecede bir motiliteye sahiptirler (1). Kampilobakterlerin
farkli morfolojik yapilar1 sayesinde mikroskop altinda identifikasyonu oldukca
kolaylagsmaktadir (22). Kati besiyerinde {iretilen yeni kolonilerden hazirlanan
preparatlarda, spiral veya flemantdz sekil daha belirgin iken; eskimis kiiltiirde veya
yiiksek oksijenli ortamda, sferik veya kokoid sekle (Dormand, VBNC-Viable but non-
culturable) doniisebilirler (25).

Mikroaerobik atmosferde inkiibasyon sonunda kampilobakterler, diisiik nem oranina
sahip besiyerlerinde; mukoid, saydam, hemoliz yapmayan, graniiler, kiigiik, diizgiin
sekillerde ve 1-2 mm capinda gri, kahverengi, giilkurusu gibi degisik renklerde
koloniler olustururlar. Yiiksek nem oranina sahip besiyerlerinde ise, 10 mm’ye kadar
ulasabilen capta, yaygin, basik, diizensiz kenarli ve grimsi renkte koloniler meydana
getirirler. Eskimis kiiltiirlerde koloniler dumanimsi ve parlak metalik goriinimdedir (36,
46). Koloni morfolojileri tiirler arasinda, hatta ayni tiir iginde bile farklilik gosterebilir
(36). C. fetus’un her iki alt tiirii kiiciik (Imm), yuvarlak, hafif yliksek, piiriizsiiz, yari
saydam ¢ig damlas1 goriinlimiinde kolonilere sahipken; C. jejuni diizgiin, gri renkte, C.
fetus’un kolonilerinden biiylik ve sulu gorlinimlii kolonilere sahiptir. Diger
kampilobakter tiirlerinin koloni gériiniimleri oldukca farkliliklar géstermektedir. C. coli,
pembe-taba rengi pigment olustururken; C. mucosalis, inokiilasyon yapildig1 yer

tizerinde kirli sar1 renkte goriiniim olusturur (9).

Kampilobakterlerin fimbria veya piluslar1 yoktur ve aside direncli olmadiklart i¢in
alkalen-metilen mavisi, kristal viyole ve karbol fuksinle 1iyi boyanirlar.
Kampilobakterlere ait DNA’larin G+C orani; termofilik tiirlerde % 30-36, diger tiirlerde
% 29-46°dir (1, 47).

Kampilobakterlerin hiicre duvart tipik olarak Gram negatif hiicre duvari 6zelligi

tasimaktadir. Hiicre duvar1 dista lipoprotein, ortada lipopolisakkarit ve i¢te mukopeptid



tabakadan olusur. Glikolipitlerden olusan lipopolisakkarit (LPS) ya da lipooligosakkarit
(LOS) yap1, dis membranda yer alir. Bu tabaka kampilobakter tiirlerinin biiyiik yiizey
antijenlerini iceren en onemli virlilens 6zelliklerinden biridir (48). Kampilobakterlerde
yer alan ¢esitli LOS yapilarinin ve flagellanin sili yapisinin, insan ndronal
gangliozidlerine benzerlik gosterdigi bildirilmistir (49). Bu molekiiler benzerlikten
dolayr kampilobakter enfeksiyonu sirasinda bakterinin bu antijenik yapilarina karsi
gelisen antikor cevabi, sinir hiicresi myelin tabakasindaki gangliozid reseptdrlerinin
tahribine sebep olur. Boylece, Guillain-Barre sendromu (GBS) ve Miller-Fisher
sendromu olarak tanimlanan periferik sinir hiicrelerinde myelin kaybina bagli olarak

gelisen norolojik komplikasyonlar ortaya ¢ikar (50).

C. jejuni’de bulunan kapstler polisakkarit (KPS), fosfolipid baglanmis tekrarlayan
oligosakkarit {initelerinden olusmaktadir. Ayrica KPS vyapisi, farkli C. jejuni
izolatlarinda degiskenlik gosterir ve bu da genetik bir temele dayanmaktadir. KPS;
bakteriyi, (51) komplemanin membran atak kompleksinin etkilerinden, fagositik
hiicrelerin baglanmasindan ve bu hiicrelerin sindirici etkilerinden koruyan (52), ayrica,
Kampilobakterlerin epiteliyal hiicrelere adezyon ve invazyonunda rol oynayan (49)

onemli bir virulans faktoradir.

Genom sekanslart ve DNA mikroarray verileri, C. jejuni’nin genomunun, kromozom
tizerinde yaklasik 22 adet degisken bolge icerdigini gostermistir. Kromozom tizerindeki
en degisken bolgelerin hiicre yiizeyindeki karbonhidrat yapilarin biyosentezini
gergeklestiren bolgeler oldugu ve bunlarin tamamiin virlilenste rol oynadigi
bildirilmistir (49). Kampilobakter tiirlerinin genomik yapilart sekans analizi ile
incelenmistir. Bu inceleme sonucunda C. jejuni subsp. jejuni NCTC 11168’nin
1,641,481 bp, C. jejuni subsp. jejuni 81-176’nm ise 1,616,554 bp uzunlugunda genoma
sahip oldugu ortaya konmustur (53). Kampilobakterlere ait kromozomun diger
bakterilerinkine oranla daha kiiciik olmasi nedeniyle, Kampilobakterlerin metabolik
aktiviteleri daha yavastir (54). Bundan dolayi, Kampilobakterlerin in vitro sartlarda adi
besiyerlerinde iiretilmeleri zordur. Uremenin saglanmast igin besiyerine protein, yag ve
eser element kaynagi olarak % 7-10 oraninda defibrine at, koyun veya insan kani, B

vitamin kompleksleri ve ¢esitli suplementler ilave edilmektedir (36).
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Kampilobakter tiirleri, mikroaerofilik bakteriler olup C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis ve
C. lari, insanlarda ve hayvanlarda sindirim sistemi florasinda bulunan ve en sik
rastlanan tiirlerdir. Bu tiirler; 42° C’de lireyebilme yetenegine sahip olmalar1 nedeniyle
“Termofilik kampilobakterler” olarak isimlendirilirler. Termofilik tiirlerin 35° C’nin
altinda tremeleri olduk¢a yavaslamaktadir (55, 56). Bu sicaklik derecesinin aym

zamanda rekabetci floranin baskilanmasini sagladigi ileri siiriilmektedir (56, 57).
2.2.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Kampilobakterler; metabolik olarak selenit indirgeyen, indol negatif, metil red ve Voges
Proskauer negatif bakterilerdir ve jelatin ile ireyr hidrolize edemezler.
Kampilobakterlerin lipaz aktiviteleri olmayip, bu bakteriler, nitrat1 indirgerler, pigment
olusturmazlar ve yiiksek miktarda sitokrom b ve c’ye sahiptirler (9, 33). Campylobacter
gracilis disinda tiim kampilobakter tiirleri, oksidaz pozitif olup katalaz negatif ya da
zayif katalaz reaksiyonu gosteren C. upsaliensis harig, tim Kampilobakter tiirleri
katalaz pozitiftir (9, 56, 58). Kampilobakterlerin fosfofruktokinaz enzimlerinin
bulunmadig1 bilinmektedir. Bu sebeple kampilobakterler, karbonhidratlar1 oksidatif
veya fermentatif yolla metabolize edemezler. Termofilik kampilobakter tiirleri, enerji
gereksinimlerini glutamin, glutamik asit, asparjin ve aspartik asit gibi aminoasitlerin
yikimindan, trikarboksilik asit siklusunun ara {iriinlerinden, hidrojenin oksidasyonundan

ve fumarattan saglarlar (54).

Termofilik kampilobakter tiirlerinden sadece C. jejuni nin sodyum hippurati hidrolize
ettigi, C. coli, C. upsaliensis ve C. lari’nin ise hippurati hidrolize etmedigi ve sadece C.
coli’nin H,S iiretme yeteneginin zayif oldugu bildirilmistir. C. jejuni ve C. coli
nalidiksik aside duyarli ancak sefolotine direnglidir (56). C. /ari, nalidiksik aside karsi
direngli olmasiyla diger tiirlerden ayirt edilir (Tablo 2.2) (36, 56). Bununla birlikte C.
gracilis anaerobik iireme ihtiyaclari, diizgiin ¢ubuk sekilli yapilar1 ve oksidaz negatif

ozellikleri sayesinde diger kampilobakterlerden ayrilirlar (23).
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Tablo 2.2.  Kampilobakter genusunda bulunan tiirlerin biyokimyasal 6zellikleri (59).

R 3 @
[=} ~ w ~
2 S 5 s § 3
) s = o > 2 s 2 5 =
identifikasyon testleri 2 22 g = g = 5 kS
~ § & X E = @ 2 -5
2T sE Y ¢ %

=
o S E % © G
Oksidaz + + + + + + +
Katalaz + A% + + + 0/W +
35-37° C’de aerobik lireme 0 0 0 0 VP 0 0
25° C’de mikroaerobik lireme 0 0 0 0 A% 0 A%
35-37° C’de mikroaerobik tireme + + + + + + +
42° C’de mikroaerobik lireme + \Y% + + A% + +
Hippurat hidrolizi + + 0 0 0 0 0
Indoksil asetat + + + 0 0 + 0
NA direngli 0° 0 0° + + 0° +
SF direncli + A% + + A% 0 0
Nitrat rediiksiyon + 0 + + + + +
TSI agarda H,S 0 0 v \Y% 0 0 +
Ure hidrolizi 0 0 0 0 0 0 0

+: pozitif reaksiyon, 0: negatif reaksiyon, W: zayif pozitif, V: degisken reaksiyon, NA: nalidiksik asit, SF:
Sefalotin,

a: Ureaz pozitif termofilik kampilobakterler ya da C. lari benzeri tiirlerde bulunabilir.

b: Nadiren C. fetus subsp. fetus tiirleri acrobiktir.

c: Bu tiirler 6nceleri NA’ya duyarhiydilar fakat kazanilmis florokinolon direncinden dolayi direngli
mikroorganizma oranlar1 % 35’lere kadar yiikselmis, buna bagli olarak da bu identifikasyon testi nemini
kaybetmistir.

d: TSI agarda H,S varlig1 C. coli’ye isaret eder.

2.2.3. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Ekim yapilmis petriler, termofilik kampilobakterlerin izolasyonu i¢in 42-43° C’de
mikroaerobik atmosferde inkube edilmelidir. Termofilik kampilobakterler bu
sicakliktan etkilenmezken, normal fekal floranin gelisimi bu sayede inhibe edilmis
olacaktir (56, 57). Kampilobakter tiirlerinin ¢ogu; obligat mikroaerofilik bakteriler olup;
tiremelerinde % 10 CO,, % 5 O, ve % 85 Ny’a gereksinim duyar ve en iyi 48-72 saatte
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irerler (36, 56). Kampilobakterlerin optimum tireme sartlarinin olugsmasi i¢in gerekli
atmosferdeki CO, miktar1 her kampilobakter tiirii i¢in farklidir. Ornegin; riboniikleotid
rediiktaz enziminin aktivasyonu icin, % 5-15 O, konsantrasyondaki oksijene ihtiyag
duyan C. jejuni, ortamdaki yiiksek oksijen konsantrasyonu varliginda iireyemez. Buna
karsilik C. fetus, C. sputorum, C. concisus ve C. mucosalis gibi baz1 kampilobakter
tiirleri, fumarat, aspartat veya nitrat gibi elektron akseptorlerinin varliginda, anaerop
ortamda da iireyebilme yetenegine sahiptirler (56). Kampilobakter tiirlerinin liremesi
icin uygun mikroaerobik ortam ¢esitli yollarla gergeklestirilir. Metodun secimi
laboratuarin is yiikiine, biyiikliigline ve en Onemlisi maliyete baglidir (57).
Mikroaerobik ortam; desikator veya jar igerisine mum yerlestirilmesi (Sekil 2.3),
anaerobik jarlarin havasi alinip yerine % 5 O,, % 10 CO; ve % 85 N, gaz karigimlarinin
verilmesi, ti¢lii gaz inkubatorii, Campy-Pack, Campy-Gen v.b. gibi ticari olarak iiretilen,
kullanima hazir, gaz olusturan iyon zarflarinin yerlestirilmesi veya ticari bir sistem olan

anoksomat sistemi ile saglanmaktadir (23).

Sekil 2.3. Kampilobakter tiirlerinin tiremesi i¢in gerekli mikroaerobik ortam
(A: Mumla saglanan mikroareobik ortam, B: Kitle saglanan mikroareobik
ortam)
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C. sputorum, C. concisus, C. curvus, C. showae, C. rectus, C. gracilis, ve C. hominis
gibi baz1 kampilobakter tiirleri, izolasyon ve lireme i¢in yiiksek oranda hidrojene ihtiyag
duymaktadirlar. Hidrojen gereksinimi olan bu tiirler i¢in hidrojen orani en az % 6-7

olmalidir (23, 60).

Kampilobakterlerin izolasyonunda besiyerlerine, oksijenin kampilobakterler {izerine
olan toksik etkisini azaltmak i¢in, siklikla demir stilfat, sodyum metabisiilfit ve sodyum
purivat katilir. Bu besiyerine, kampilobakterlerin direngli olduklar1 antibiyotikler de
ilave edilerek, Ornekte bulunan bakteriyel ya da fungal flora baskilanmis olur. Bu
ozellikleri tasiyan modified charcoal cefoperazone desoxycholate agar (mCCDA)
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (61). Fakat bu besiyerinin en énemli dezavantaji
kampilobakter kolonilerinin besiyeri yiizeyine yapigmasi nedeniyle kolonilerin
toplanmasinin ¢ok gii¢c olmasidir (62). Kampilobakterlerin iiretilmesi amaciyla farkli
antimikrobiyal madde iceren ¢ok sayida selektif besiyeri (Blaser, Butzler, Skirrow)
bulunmaktadir (57). Kan igeren selektif besiyerlerinden olan Skirrow besiyeri 42° C'de
kullanim i¢in gelistirilmis olup ve 37° C’de zayif aktivite gostermektedir (23).
Kampilobakter tiirlerinin izolasyonunda; en iyi zenginlestirme besiyeri Bolton broth
olmakla birlikte, Preston broth, Park ve Sanders gibi diger sivi besiyerleri ve
tamponlanmis peptonlu su da kullanilabilmektedir (Tablo 2.3.). Stres altindaki veya
zarar gormiis kampilobakterlerin yenilenmesi amaciyla Bolton broth zenginlestirici

besiyerinde, 37° C’de 4-6 saat inkubasyonda tutulmalar1 6nerilmektedir (62).



Tablo 2.3. Kampilobakter tiirlerinin iiretilmesinde kullanilan besiyerleri
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Besiyeri Adi

Besiyeri icerigi

Kaynak

Blaser

Butzler

Campy BAP

Campy Sefex

Campy Line

Karmali

Modified Charcoal
Desoxycholate Agar

Preston

Skirrow

Bolton Broth

Preston Broth

Park ve Sanders

Blood Agar Base No: 2, % 5 lize at kani, 15 mg/1 sefalotin,
2500 IU/I Polimiksin, 5 mg/l Trimetoprim, 10 mg/l
Vankomisin, 2 mg/l Amfoterisin

Blood Agar Base No: 2, % 5 lize at kani, 25 000 Basitrasin
IU/1, Sefazolin 15 mg/1, Kolistin 10000 IU/I, Novobiyosin 5
mg/I, Siklohekzimid 50 mg/1

Brucella agar, % 10 koyun kani, 5 mg trimetoprim, 10 mg
vankomisin, 2500 IU polimiksin B, 2 mg ampfoterisin B,
15 mg sefalotin

Brucella agar 43 g, 0.5 g demir siilfat, 0.2 g sodyum
bisulfit, 0.5 g piriivik asid, 33 mg sodyum sefaperazon, 0.2
g sodyum siklohekzimid, 50 mL lize at kan1

Brucella agar 43 g, 0.5 g demir siilfat, 0.2 g sodyum
bisulfit, sodyum piriivat0.5 g, alfa-ketoglutarik asidb 1 g,
sodium karbonat b 0.6 g, Hemin b 10 mg, polimiksin B
silfat 0.35 mg, trimetoprim 5 mg, vankomisin 10 mg,
siklohekzimid 100 mg,  sefapeazon 33  mg,
trifeniltetrazolyum klorid b 200 mg

Columbia Agar, Charcoal/Na, piriivat + hematin, 30 mg
Vankomisin, 12 mg amfoterisin B/ 100 mg siklohekzimid,
52 mg sefaperazon

Nutrient Agar, Charcoal/Na, piriivat + demir siilfat,
amfoterisin B 10 mg, sefaperazon 32 mg,

Nutrient broth No:2 %1-2 Yeni Zelanda agar’in iginde, % 5
lize at kani, Polymiksin 5000 IU/I, Rifampin 10 mg/l,
Trimetoprim 10 mg/l, Siklohekzimid 100 mg/1

Blood Agar Base No: 2, % 5 at kanmi, 25 00 IU/ml
polimiksin B, 2500 IU/I Polimiksin, 5 mg/l Trimetoprim, 10
mg/l Vankomisin, Siklohekzimid 100 mg/1

Et peptonu 10,0 g/L ; Laktalbumin hidrolizat 5,0 g/L ; maya
ekstrakt1 5,0 g/L ; NaCl 5,0 g/L ; a-ketoglutarik asid 1,0
g/L; Sodyum piruvat 0,5 g/L ; Sodyum metabisulfit 0,5 g/L;
Na2CO03 0,6 g/L ; Hemin 0,01 g/L

Nutrient broth No 2 %1-2 Yeni Zealand agar i¢inde, %5
saponinle lize edilmis at kan1, 5 TU/ml polimiksin, 10pg/ml
rifampin, 10pg/ml trimetoprim,100 pg/ml aktidiyon.

Temel besiyeri, 25 mg vankomisin, 25 mg trimetoprim, 50
ml lize at kani, 32 mg sefaperozon, 100 mg siklohekzimid

63

63

23

61

64

23

23

63

63

65

66

67
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Kampilobakter tiirlerinin izolasyonunu ve {iremesini etkilemeden kontaminantlarin
gelisimini engellemek amaciyla besiyerine karigim olarak % 5-10 koyun kani iceren
sefalosporin (15mg/ml), vankomisin (10mg/ml), amfoterisin B (2mg/ml) ve % 0.05
demir siilfat-sodyum metabisiilfit-sodyum piirivat (FBP) eklenmektedir (57). Ayrica
sefoperazon (32 mg/L), trimetoprim (10 mg/L) ve vankomisin (10 mg/L), besiyerlerine

katilan bir baska kombinasyondur (62).

Kampilobakter tiirlerinin izolasyonu amaciyla kan veya komdiir, kampilobakterlerin
gelismesi i¢in gerekli mikroaerobik ortami yaratmak ve oksijen gerilimini azaltmak icin
besiyerine katilmaktadir. Kompozisyonlarina kan ya da komiir ilave edilmeden bu amag
icin gelistirilmis besiyerleri bulunmaktadir. Fakat bu durum besiyerlerinin etkinligini

azaltmaktadir (62).

Canlh fakat kiiltiire edilemeyen form (Viable But Not Culturable); C. jejuni
hiicrelerinin bu formu ilk defa Rollins ve Colwell tarafindan tanimlanmistir (49). Buna
gore C. jejuni normal sartlarda kiiltiire edilebilmesine karsin, olumsuz kosullarda (besin
yetersizligi, yiiksek ya da diisiik sicaklik derecesi, aerobik ortam, kiiltiirlin eskimesi,
antibiyotiklerin varliginda), mikroskopta kokoid sekilde goriilen canli fakat kiiltiire
edilemeyen bir forma doniismektedir (68). C. jejuni g¢evreye adaptasyonunu saglayan
VBNC formuna, C. coli’ye gore daha hizli doniismektedir. Kiiltiir plagindaki
kampilobakterlerin tiimiiniin VBNC formuna doniisiince, tekrar pasajlandiklarinda
tiremedikleri goriilir. Ancak, VBNC formunda organizmaya alman C. jejuni’nin
barsaklara ulastiktan sonra tekrar kiiltiire edilebilir hale geldigi, adezyon ve
enteropatojenite 6zelligini yeniden kazandigi cesitli caligmalarla ortaya konmustur (22,
68). VBNC formundaki bakteriler, metabolik aktivitelerini siirdiirdiikleri i¢in gida
kaynakli enfeksiyonlarda risk kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte,
VBNC formuna gegen bakterilerden kaynaklanan, gida enfeksiyonlar1 bildirilmemistir
(69). Gidalarda tespit edilen VNBC’lerin geri doniisiip dontismedikleri ve halk sagligi

agisindan 6nemleri halen tartismalidir (49).
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2.2.4. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Duyarhhk

Kampilobakterlerin tiremeleri genellikle yavas olmakla birlikte aminoasitli ortamda
karbonhidratli ortama gore daha iy1 liredikleri goriilmektedir. Ayrica, kampilobakterler
ortamda diger bakteriler bulundugunda onlarla yarisamaz (70). Ornegin, Lactobacillus
salivarus bakterilerinin ortama saldiklar1 bakteriyozinlerin, kanatlilarda kampilobakter
tastyiciligimi azalttigi bildirilmistir (22). Kampilobakterler, bircok gidada genel olarak
gelisemez ve oksijen (havadaki), tuz yogunlugu (% 2,5’in iistiinde), diisiik pH (pH 5,0),
sicaklik (30° C’den asagy), 1s1 (pastorizasyon) ve kuruma gibi pek cok cevresel etkene
kars1 duyarlidir. Bununla birlikte kampilobakterlerin  buzdolab1 sicakliginda
canliliklarii koruduklar1 ve donduruldugunda ise aylarca canli kaldiklar1 belirtilmistir
(70). Kampilobakterlerin diisiik 1siya duyarli olmalarina ragmen dogal sularda uzun siire
yasayabilmelerinin bu sulardaki diger fermentatif mikroorganizmalarin {riinii olan
format ve maleati, solunumlarinda substrat olarak kullanmalarina bagli oldugu
bildirilmistir. Yiiksek 1siya son derece duyarli olan kampilobakterler kat1 ve s1v1 gidalar
icerisinde 60° C de kisa silirede inaktif hale gelirler. Standart sartlarda klorlanan igme
suyu ve pastorize edilmis siit icerisindeki kampilobakterler hizla oliir (71). Yine
kampilobakter kontaminasyonu, tuzlama, askorbik asit ilavesi veya ortamin oksijen

bakimindan zenginlestirilmesi ile azaltilir (22).

Kampilobakterler, makrolid ve kinolon grubu antibakteriyel ajanlara genellikle duyarl
iken; sefalotin, sefaperazon, sefazolin gibi sefalosporin grubu antibakteriyel ajanlarla
trimethoprime kars1 direnclidirler. C. lari’nin nalidiksik asite karsi direnci fenotipik
olarak, tan1 koydurucu nitelikte olup; bu tiirlin diger termofilik tiirlerden ayirt
edilmesinde kullanilmaktadir (72). Kampilobakterlerin gida endiistrisinde kullanilan
dezenfektanlara karst olduk¢a duyarli, ancak benzalkonyum kloriir ve sodyum

hipokloride kars1 diisiik oranlarda direncli oldugu bildirilmistir (22).

Kampilobakterler, iyonize radyasyona karsi olduk¢a duyarlidir. Kampilobakterlerin
eliminasyonu i¢in gerekli radyasyon degerleri, Salmonella ve E. coli gibi
enteropatojenleri elimine eden miktarlardan ¢ok daha kiiclik seviyelerdedir. Bir kGy
(Bir kilogramlik madde tarafindan sogurulan 1 joule’liik enerji)’lik radyasyon degeri

Campylobacter spp. enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve canli hiicre sayisini énemli oranda
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azaltilmasi icin yeterlidir. Ayrica kampilobakterler, ultraviyole 1s18ma E. coli’ye gore

cok daha fazla duyarlilik (1,8’e kars1 5 mws/ cm?) gostermektedir (22).

Kampilobakterler; ¢evresel strese duyarli olmakla birlikte, pek ¢ok bakteri gibi bu stres
faktorlerinin 6ldiiriicii ya da gelismeyi engelleyici etkilerinden kendilerini koruyacak

olan (VBNC) formlara doniisebilmektedir (73, 74).
2.2.5. Patogenez ve Viriilens Faktorleri

Kampilobakterlerin organizmaya girisi; enfekte konakla direkt temas, hayvansal
Uriinlerin  tiiketimi veya yiizeysel sularin hayvansal atiklarla temast sonucu
gerceklesmektedir (75). Kampilobakterlerin sindirim yoluyla alinmasindan sonra etken,
mide asidi bariyerini gegerse ince barsaklarda ¢ogalmaya baslar, epitelyuma yayilir ve
inflamasyona neden olur (32, 49). C. jejuni’nin gastrik aside duyarli olmasi nedeniyle,
insanlarda enfeksiyonun olusmasi i¢in C. jejuni hiicre sayist 10* kadar olmalidur.
Bununla birlikte; bakteri gida ile birlikte alinmis ve tam olarak sindirilmemisse ya da
mide asidi iiretiminini azaltan tedavi uygulanmigsa, enfeksiyonun olugmasi i¢in gereken
C. jejuni hiicre sayist 500°den de az olabilir (32). C. jejuni’nin barsaklara tutunabilmesi
icin kemotaksis gerekmektedir. C. jejuni tavuk gastrointestinal sisteminde bulunan
musin, L-serin, L-fukoz, aminoasitler; mukus komponentlerine ve CheY, CheV, CetA,
CetB gibi kemotaktik maddelere karsi kemotaksis gostermektedir (49). Bunlar
icerisinde barsaklardan salgilanan musin-2 (MUC2)’nin C. jejuni igin ¢ok onemli bir
kemoatraktan oldugu ve bakterilerin buna baglandig1 bildirilmistir (75). Kemotaktik
maddelerin etkisi ve hareket Ozelligiyle mukusu gecen kampilobakterler konak
hiicrelere baglanirlar. Adezyonda ¢ok sayida protein rol oynamaktadir [major Outer
Membran Protein (OMP), lipooligosakkarit, kapstiler oligosakkarit, fibronektin baglama
proteini (CadF), yiizey lipoprotein A (JIpA) ve periplazmik ABC baglayic1 protein
(PEB1), CapA ve CapB] (49). Ayrica mindr adezinler ve flagella, kampilobakterlerin
epitel hiicrelerine baglanmasinda aracilik eder. Aderens faktorleri, hiicreden salgilanir
fakat konak hiicreye invazyon, bakteriye bagl olarak sekillenir (75). Ikinci asamada C.
jejuni, konak hiicre tarafindan endositozis yolu ile hiicre i¢ine alinir. C. jejuni,
tarafindan CiaB proteini sentez edilir ve konak hiicre sitoplazmasina verilir. C. jejuni
konak hiicre icinde 72 saatten fazla kalir ve ¢ogalmaya devam eder. Hiicre icinde

bulunan bakteri sayisindaki artig, epitel hiicrenin lizizine ve bu da bakterinin lamina
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propria ve submukoza gibi daha derin dokulara gdgiine neden olur. Derin dokulardaki
yang1 hiicreleri, bakteriyi alir ve diger organlara yayar. C. jejuni’nin hayatta kalmasi ve
yayilmas1 bakterinin oOzelliklerine ve antijen sunumuna olan direncine baghdir.
Makrofaj igerisinde C. jejuni, solunum patlamasi sonucu olusan siiperoksid, hidrojen
peroksid ve halojenlenmis oksijen molekiilleri gibi maddeleri kapsayan cesitli 6ldiirme
mekanizmalariyla kars1 karsiya kalir. C. jejuni, makrofaj icerisinde katalaz lreterek,
hidrojen peroksidin oldiirticii etkisini ortadan kaldirir (75). C. jejuni’de bulunan
enterotoksin, adenilat siklaz1 aktive eden kolera toksinine benzer bir yapidadir. Bu
sayede barsak hiicreleri arasinda siklik-AMP seviyesinde artig goriiliir. Bu da diyare ile
sonuglanan barsak liimeninde s1vi toplanmasina ve su kaybina neden olur. Sitotoksin
tiretimi, lokal doku hasar1 ve abse olusmasina neden olur. Sonugta klinik hastalik

tablosu gelisir (4).

C. jejuni’nin virlilensinde c¢esitli faktorler rol oynamaktadir. Bunlar flad, cadF, racR,
dnaJ, virBl1, ciaB, pld4, wlaN (76), cdtABC (77), iamA, cgtB (78), pVir (79), capA,
porA, PEBI, jlpA ve FspA (80) gibi molekiillerdir. Flagella C. jejuni’nin invazyonunda
cok O6nemli rol oynamaktadir. fla4d geni bulunmayan mutant C. jejuni izolatlarinda

invazyon yeteneginde 6nemli derecede azalma goriilmektedir (79).

CadF (Campylobacter adhesion to fibronectin); 37-kDa biiyiikliigiinde dis membran
proteinidir (81). C. jejuni cadF mutantlarinin saha izolatlarina gére INT 407 hiicrelerine
invazyon ve baglanma yeteneklerinde azalma goriilmiistiir (82, 83). Ayrica C. jejuni
cadF mutantlar tavuklara kolonize olamamaktadir (80, 84). CapA hiicre disina salinan
proteinlerin ototransporter ailesinin bir iyesidir. cadF mutasyonuna benzer sekilde
capA mutantlarinin Caco-2 hiicrelerine aderensinde azalma goriilmiistiir ve tavuklara
kolonize olamadig bildirilmistir (80, 85). por4 geni C. jejuni’nin 43-kDa biiyiikliigiinde
dis membrana yapisal stabilite kazandiran ve bakterinin dis membran bariyerinden
hidrofilik molekiillerin ge¢isini kolaylastiran biiyiilk dis membran proteinlerini (major
Outer Membran Protein, mOMP) kodlar (80, 86, 87). Proteinlerin 6nemli yapisal
ozellikleri ve transporttaki fonksiyonlarindan dolay1 por4 mutasyonunun oliimciil etki
gosterdigi bildirilmektedir. Bu nedenle C. jejuni’nin porA mutantlar1 gosterilememistir
(80). PEB1 28-kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. PebIA’nin mutasyonu C. jejuni’nin
HeLa hiicrelerine aderensinde 50 ile 100 kat azalmaya neden olmaktadir (88, 89). C.

Jjejuni’nin saha izolatlar1 ile karsilastirlldiginda C. jejuni’nin PeblA mutantlarinin fare
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bagirsak kolonizasyon siiresinde azalmanin gorildiigi bildirilmistir (80, 89). JIpA
(jejuni lipoprotein A) C. jejuni’ nin 43.2-kDa biiyiikliigiinde proteinidir. HEp- 2
hiicrelerine aderens bakimindan jlpA mutantli C. jejuni izolatlarinda saha izolatlarina
gore nispeten %18 ile 19.4 oraninda azalma goriilmektedir (80, 90). Konak hiicre ile
iligki sirasinda, C. jejuni izolatlar1 flagellar tip 3 sekresyon sistemini kullanarak bir grup
protein sentezler ve salgilar. Epitel hiicresine CiaB (Campylobacter invazyon antijen B)
ve FspA (Flagellar secreted protein A) proteinlerinin goénderilmesiyle C. jejuni’nin iki
islevi; hiicresel hareket ve viriilens proteinlerinin salginmasi yerine getirilir (80). PVir
plazmidi invitro olarak C. jejuni’ nin adhezyon ve invazyon yetenegi ile iliskidir.
Bakterinin invivo olarak viriilensini artirdig: bildirilmistir (91). Tracz ve ark. (92)’nin
bildirdigine goére pVir'in sadece dizanterik fenotipe sahip olduk¢a invaziv
enfeksiyonlara neden olan etkenlerden tespit edilmektedir (79, 92). RacR ve dnal
genleri C. jejuni’nin kolonizasyonundan sorumludur ve insan barsagl ve rezervuar
cevreler arasindaki sicaklik farklar1 gibi barsaklarda zorlu sartlarla basa ¢ikmak igin
salgilanmaktadir (79, 93, 94). VirB11 ve PIdA genleri hiicresel invazyonla iliskili olup
(78) dis membran fosfolipazlarinin sentezine katilan proteinleri kodlamaktadir (79, 95).
WilaN ve cgtB genleri Guillain-Barre Sendromununda gangliozidlerin taklidinden ve B-
1,3-galaktoziltransferaz {iretiminden sorumludur (76, 78, 96). Kampilobakterlerin
invazivliginden sorumlu invazyon iliskili belirleyici gen (iam, the invasion-associated

marker) de bir diger 6nemli viriilens faktoriidiir (78, 97).

CDT, C. jejuni’nin genomunda en iyi tanimlanan viriilens faktorlerinden biridir (49).
CDT’ler, son yillarda kesfedilen hiicre siklusunu durduran ve sonunda da hiicrenin
Oliimiine neden olan bir grup toksindir. CDT’ler, ilk defa 1987 yilinda tanimlanmistir ve
Labil toksin (LT), Stabil toksin (ST), verotoksin ve hemolizin gibi Escherichia coli
toksinlerinden ayr1 olarak sitopatik etkiye neden olduklar: bildirilmistir. CDT’ler, toksin
aktivitesi icin gerekli cdtA, cdfB, ve cdtC adindaki ii¢ gen tarafindan kodlanir. CdrB,
enzimatik aktiviteden sorumlu en aktif alt birimdir. CdtA ve CdtC, CdfB’nin hedef
hiicreye translokasyonu icin gereklidir (98, 99). Toksin hiicreye baglaninca CdtB, DNaz
aktivitesiyle ¢ekirdege gider, hiicreyi hiicresel siklusun G2 fazinda tutar. CDT, hiicreyi
yavagca sisirir ve sonunda da hiicreyi oldiiriir. CDT’nin bu etkisi belirli hiicrelerde
(HeLa ve Caco-2 hiicreleri gibi) gosterilmistir (49). Ayrica CdtB’ler, cift iplikli
DNA’da kiriklar olusturan deoksiriboniikleaz I aktivitesine sahiptirler (98, 99).
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Gilintimiizde kampilobakterler hem genel N-bagli protein glikolizasyon yoluna (en az 30
protein iizerindeki translasyon sonrast modifikasyondan sorumlu) hem de O-bagh
sisteme sahiptirler. Her iki sistem de C. jejuni’nin viriilensine katkida bulunur. O-bagl
glikolizasyon, flagellinlerin bir araya gelmesinde ve harekette, bunun sonucunda

adezyonda, invazyonda ve in vivo viriilens de etki gostermektedir (49).

Kampilobakterlerde, S katmani bir viriilens faktorii olarak rol oynamakta ve konak
dokulara ve ylizeylere bakteriyel tutunmada gérev almaktadir (99). Ayrica yapilarinin
basit olmasindan ve morfogenetik karakterinden dolay1 S katmanlari, lipid membranlari
gibi bir bariyer Ozelligi tasimaktadir. S katmanlari bakteriyi proteolizisten ve
komplementten fiziksel olarak korur, makrofaj infiltrasyonu ve direnci i¢in gereklidir. S
katmani, prokaryotik hiicrelerde glikoprotein alt birimlerinden olusan iki boyutlu kristal
dizilimli hiicre zar1 yapitasidir. Gegirgen, kristal dizilimli yap1 hiicre yiizeyini tamamen

kaplamaktadir (100).

Kampilobakterlerin hiicre duvari, tipik olarak Gram negatif hiicre duvari 6zelligi
tasimaktadir. Dig membrandaki lipopolisakkarit (LPS), en Onemli viriilens
ozelliklerinden biridir. Dig membranda yer alan lipid A komponenti ve tekrarlanan
birimler membrani, komplement sisteminin membran atak kompleksinin etkisinden
korumaktadir. Lipopolisakkarit, CD14’e aktaran serum proteinlerini (lipopolisakkarit
baglayict protein) baglar. CD14-LPS kompleksi, makrofajlarin yiizeyindeki Toll-like

reseptOr kompleksi ile birlesip yangi 6ncesi sitokinlerini salgilatmaktadir (52).

Enterik hastaliklara katilan C. jejuni, birincisi kolera toksinine benzer aktiviteye sahip
ve digeri 1stya duyarli olmak {izere iki ayr1 toksin salgilamaktadir. Enterotoksinler,
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine ve intraseliiler ortamda cAMP birikmesine
neden olur. Her iki toksin de hedef hiicre yilizeyindeki ayn1 gangliozide baglanmaktadir

(52).
2.3. CAMPYLOBACTER JEJUNI

Etken, ilk defa sigir barsak iceriginden Jones ve ark. (1931) tarafindan “Vibrio jejuni”
olarak tanimlanmustir. Iki tane alt tiirii vardir: C. jejuni subsp. jejuni ve C. jejuni subsp.

doylei. C. jejuni denince C. jejuni subsp. jejuni akla gelir. C. jejuni, 1970’den bu yana
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insan gastroenterit vakalarinin en sik izole edilen bakteriyel etkenlerinden biridir (5, 6,
101, 102). C. jejuni subsp. doylei; dagilim, ekoloji ve karakter yoniinden C. jejuni
subsp. jejuni’den farklilik gdstermektedir (102). Siklikla kuslari, kanatlilari, kedileri ve
kopekleri iceren ¢ok sayida vahsi ve evcil hayvanin barsaklarinda kommensal olarak
bulunmaktadir. Etken, koyunlarda ve sigirlarda steriliteye ve abortlara neden
olmaktadir. Insanlara, kontamine su, gidalar, tam olarak pisirilmemis kanatli iiriinleri ve
¢ig siit ile bulagmaktadir. Cocuklar, siit ve evcil kopekler vasitasiyla enfeksiyona
yakalanirlar (3, 4, 103). Kanatli hayvanlarda diger kommensal tiirlere nazaran en sik

1zole edilen kampilobakter tiirii C. jejuni dir (104-106).
2.4. CAMPYLOBACTER JEJUNI ENFEKSIYONLARI
2.4.1.insanlarda

C. jejuni, insanlarda gastroenterik enfeksiyonlarin en Onemli nedenlerinden biridir.
Bazen Campylobacter coli ve C. lari de hastaliga karisabilmektedir (9). Bulasma,
infekte hayvan veya insanin digkisiyla kontamine olmus gidalar ve suyun oral yolla
alinmasiyla gerceklesir. Ayrica, kanathi etleri, insan enfeksiyonlarmin en 6nemli
kaynagidir (7, 9, 107). Enfeksiyon tiim y1l boyunca ve yaz aylarinda goriiliir. C. jejuni,
hem kolonda hem de ince barsaklarda yangiya neden olur. Yangi; apendikse,
mezenterik lenf diiglimlerine ve safra kesesine yayilabilir; hatta bazi olgularda
bakteriyemi gelisebilir. C. jejuni tarafindan olusturulan inflamasyon ve bakteriyemi
sonucu doku tutulumu meydana gelir (7). Enfeksiyon insanlarda kendini sinirlayan bir
ozellige sahiptir (Self-limiting) (108). Diski, baslangicta sulu ve mukoid kivamda iken
sonradan kan ve irin igeren sulu diyare gelisebilir. Semptomlar bir hafta igerisinde
kaybolmaktadir (57). C. jejuni enfeksiyonu ile, gelismekte olan tilkelerdeki ¢cocuklarda
ve endistrilesmis toplumlarda yetiskinlerde dizanteri benzeri diyareler siklikla
goriilmekle birlikte; sistemik enfeksiyonlara da rastlanmaktadir (7, 9). C. jejuni
enfeksiyonlarini, Guillain-Barre sendromu (GBS), Periferal sinirlerin akut hastaligi ve
reaktif artrit gibi enfeksiy6z olmayan komplikasyonlar takip edebilir (7). C. jejuni
nedeniyle olusan enfeksiyon sonunda hastalarin % 25’inde hastalik niiks eder fakat
ikincisi genellikle ilkinden daha hafif seyirlidir. Enfeksiyon, siklikla antimikrobiyal
tedaviye gerek kalmadan kendiliginden iyilesir ve duyarlilik testi genellikle yapilmaz

(57).
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2.4.2. Sigir ve koyunlarda

C. jejuni, hem saglikli hem de ishalli sigirlarin digkilarinda bulunmaktadir. Patojen
olarak C. jejuni’lerin Onemleri yenidogan sifirlarda tartismalidir. C. jejuni’ler,
ruminantlarin normal enterik florasinin bir pargasidir (109). Hastaligin tasiyiciligt besi
sigircilifindan ziyade siit sigirciliginda 6nemlidir. Sigirlarda C. jejuni sonucu olusan
hastalik ilkbahar ve sonbaharda en yiiksek diizeylere ulagsmaktadir. Hastaligin
tastyiciligln mevsimsel olarak degismektedir. Tastyicilik stresten etkilendigi icin meraya
girts ve cikis donemlerinde artis gostermektedir. Ayrica enfeksiyonun dogumdan
sonraki donemlerde de artig gosterdigi ve bu durumun ortaya ¢ikisinda Campylobacter
spp. mastitislerinden kaynaklanan kontamine siitlerin rol oynadig: bildirilmektedir (22,

110).

C. jejuni, koyunlarda kampilobakteriyozisin en Onemli nedenlerindendir. Hastalik,
diinya genelinde yayginlik gostermekte ve bazi iilkelerde koyun abortlarima neden
olmaktadir (111). C. jejuni nin bulasmasi, koyunlarda fekal oral yolla gerceklesir. C.
jejuni, gebelik siiresince duyarli koyunlarin uterusuna yerlesir (22) ve sonunda
bakteriyemi gelisir. Gebeligin son bdliimiinde abortla sonuglanan nekrotik plasentitis
sekillenmektedir. C. jejuni nin neden oldugu hastaliga ragmen abort gerceklesmeden,
dogan yavrular zayiftir. Siirtideki duyarli olan hayvanlar, abortun en énemli kaynagini
olusturmaktadir. Hastalig1 atlatan koyunlar, en az 3 yil bagisik kalirlar ve siirii fertilitesi
bundan sonraki donemde normale doner. Teshiste atik yavrudaki hepatik lezyonlar
patognomiktir. Dogum sivilarinda ve fotal abomazum igeriginde C. jejuni nin
gosterilmesi, teshisi kolaylastirir. C. jejuni, koyunlarda abortlara neden olan diger
enfeksiydz ajanlardan ayirt edilmelidir. Yemlere ilave edilen klortetrasiklinlerin C.

Jjejuni kaynakli abort salginlarini 6nledigi bildirilmistir (9).
2.4.3. Kedi ve kopeklerde

Bircok kampilobakter tiirii, dizanteri ve diyaresi bulunan kedi ve kopeklerden izole
edilmistir. Bu hayvanlarla temas halinde bulunan insanlarda da akut enterit olgular1
bildirilmistir (9, 111). C. jejuni, diger yaslarda asemptomatik kedi ve kdpeklerde diski
vasitastyla etrafa yayilir (22). Ishalli kdpeklerde gesitli klinik materyallerin mikroskobik

incelenmesinde c¢ok sayida Campylobacter spp. benzeri organizmanin varligi
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enfeksiyonun gostergesi olabilir. C. jejuni; cesitli virlisler, helmintler ve parazitler ile
birlikte bulunarak kopeklerde enterik hastaliklarin siddetini artirmaktadir. Geng, halsiz
ve immun suprese kedi ve kopekler, C. jejuni nin neden oldugu hastaliklar yoniinden
risk altindadir. Enrofloksasin, kedi ve kopeklerin C. jejuni’yi etrafa yaymalarimi
engeller. Kedi ve kopekler, C. jejuni enfeksiyonu yoniinden insanlar i¢in biiyiik risk

kaynagidir (9).
2.4.4. Kanathlarda

Kanatlilarda en sik izole edilen tiir C. jejuni olmakla birlikte, C. coli daha az oranda
izole edilmektedir. Kanatlilar, memeliler i¢in kontaminasyon kaynagi olarak rol oynar.
Etkenin kanatlilarda konake¢i spektrumu olduk¢a genistir (112). Kanathilarin yogun
olarak yetistirilmesi ve yiiksek viicut 1silarindan dolay1, C. jejuni kanatlilarda kolaylikla
kolonize olabilmektedir. Bu durum ¢apraz enfeksiyonlara neden olmaktadir (3, 113).
Kanathlar, koprofajik oldugundan; etkenin diski ile cikisi, enfeksiyonun siiriide
yayilmasi agisindan 6nemli bir yer tutmaktadir. Siiriide ilk C. jejuni varlig1 saptandiktan
sonra, etkenin yayilis1 ¢cok hizli olmakta ve sadece birkag¢ giin i¢inde kanathilarin timii
etkeni tasimaya baslamaktadir (12). Yetistirme doneminde kiimeslerde baslayan bu
kontaminasyon, tavuklarin kesimhaneye girmesinden sonraki siire¢ boyunca da devam
etmektedir. Tavuk kesimhanelerinde haslama, tiiy yolma, organ ¢ikarma, sogutma ve
paketleme islemleri esnasinda Campylobacter spp. kontaminasyonu olabilmektedir.
Ozellikle i¢ organ ¢ikarma basamagi, kontaminasyon riski acisindan 6nemli bir
noktadir. Islem esnasinda barsagin kesilmesi veya delinmesi, bu riski artirmaktadir. Bu
sekilde ticari olarak islem gormiis broiler karkaslarinin yaklasik % 80’inde C. jejuni
bulunmaktadir (62). Kontamine kanath karkaslarina yeterince 1s1 iglemi uygulanmazsa,
bunlar tiiketen insanlarda gida zehirlenmeleri ortaya ¢ikabilmektedir (111, 114). Buna
ilaveten, kanatli ham {iriin, liretim asamasinda insanlarda enfeksiyonlarin el-agiz

yoluyla da olustugu bildirilmektedir (3, 113).

Kanatlhlarda etken, “Vibriyonik hepatit” olarak bilinen hastaliga neden olmaktadir. Bu
hastalikta, karacigerde 1-2 mm c¢apinda, grimsi beyaz renkte fokal lezyonlar
goriilmektedir. Lezyonlar daha sonra 4 cm boyutlarina ulasip, karacigerin biiyiik bir
kismina yayilir ve nekrotik-hemorajik 06zellik kazanabilmektedir (115). Ayrica

kanatlilarda letarji, anoreksiya, diyare (siklikla sarimtirak renkte digki) ve zayiflama
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seklinde klinik belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. C. jejuni birkag hafta igerisinde tiim siiriiye
yayilabilmekte, fakat kendiliginden iyilesme veya niiksler goriilebilmektedir. Ani 6liim,
karaciger yirtilmasina bagl olarak gelisebilmektedir (112). Siddetli enfekte kanatlilarda
kayitsizlik ve kondiisyon diisiikliigli gériilmektedir. Karacigerde hemoraji ve multifokal
nekroz alanlar1 bulunmaktadir. C. jejuni nin kanatlilarda neden oldugu enfeksiyonlarin
olas1 teshisi, faz kontrast mikroskobu ile safradan yapilan preparasyonlarda sigrayici
hareket yapan kivrik comaklarin goriilmesiyle yapilmaktadir. Hastaligin erken

sathalarinda dihidrostreptomisin’in yemlere katilmasi tedavi yoniinden yararli olabilir

).
2.5. CAMPYLOBACTER JEJUNI ENFEKSIYONLARINDA TANI
2.5.1. Mikroskopik Inceleme

C. jejuni’nin mikroskobik identifikasyonu, klinik materyalden hazirlanmis taze veya
boyali preparatlarda, etkenin karakteristik hareketinin ve morfolojisinin, karanlik saha
veya faz-kontrast mikroskobu ile incelenmesiyle yapilmaktadir (9, 112). Bu incelemede
C. jejuni’'nin sigrayici (darting), tirbuson tarzinda hizli tipik hareketlerinin goriilmesi
taniya yardimci olur. Ayrica C. jejuni, Gram boyama yontemiyle zayif boyandigi i¢in
bu yontemde karbol fuksin ya da bazik fuksinin zit boyama amaciyla kullanilmasi
onerilmektedir (42). Gram boyama sonunda pembe renkte, mart1 kanadi, S veya virgiil

seklindeki kampilobakterlerin tipik goriinlimleri aranmaktadir (36).
2.5.2. izolasyon ve Identifikasyon

C. jejuni enfeksiyonlarinin teshisi i¢in, etkenin ilk olarak enfekte materyalden
izolasyonu gerekmektedir (112). Bu amagla ilk olarak 6rneklerin laboratuara uygun
kosullarda nakli gerekmektedir. Tiyoglikolath ve sistinli alkali pepton (116), modifiye
stuart besiyeri (117) ve Cary-Blair besiyeri (118) tasima besiyeri olarak
kullanilmaktadir. Modifiye Cary-Blair besiyeri, Campylobacter spp. ve diger enterik

patojenlerin izolasyonunda en etkili ve uygun tasima besiyeridir (116, 119).

Cevresel Orneklerden kampilobakter tiirlerini tespit etmek icin, ornekler 1-2 giin 6n
zenginlestirmeye tabi tutulur. Bunu takiben 1-2 giin selektif besiyerinde inkube edilerek

bakterinin saf olarak iiremesi saglanir (12). Gastroenteritli insanlarin diyareli diski
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ornekleri olduk¢a fazla miktarda ve canli kampilobakter tiirlerini icerdiginden, etken, 6n
zenginlestirme iglemine maruz kalmadan direkt olarak selektif besiyerine ekim yontemi
ile saptanabilmektedir. Ancak, gidalar ve ¢evresel drnekler ¢esitli dis ¢evre faktorlerinin

etkisinden dolay1 az sayida ve hasar gormiis bakteriler igermektedir (120).

Gidalardan kampilobakter tiirlerini tespit etmek amaciyla 25 g gida 6rnegine 100 ml
enrichment broth, biitiin tavuk karkasi tizerine peptonlu su, gida siv1 ise santrifiij edilip
dip tortu iizerine enrichment broth ilave edilir. Ornek su ise (tercihen 2-4L), 0,45um
capindaki filtrelerden siiziilir ve ©On zenginlestirmeye tabi tutulmaktadir. On
zenginlestirme iglemi 30° C’de 3 saat, 37° C’de 2 saat veya 37° C’de 4 saat kadar
stirebilmektedir (120).

Izolasyonda kullanilan kat1 ve sivi selektif besiyerlerine sefoperazon, siklohekzimid,
trimetoprim, rifampin, vankomisin, polimiksin B ve amfoterisin veya nistatin gibi
antibiyotikler ilave edilmektedir. Ayrica, 15181in ya da oksijenin etkisiyle olusabilecek
toksik bilesikleri nétrlemek icin selektif besiyerlerine genellikle steril lize koyun ya da
at kani, komiir, hematin ve demir siilfat, sodyum metabisiilfit ve sodyum piirivatin
kombinasyonu (FBP) gibi oksijen tiiketen bilesikler katilmaktadir (49, 61). Cesitli
caligmalar sonucunda en yiiksek izolasyon oranlarina, zenginlestirici besiyeri olarak
Bolton Broth’un, selektif agar olarak ise modified blood-free mCCDA agarin
kullanilmastyla ulasildig: bildirilmistir (49).

Besiyerleri, ekim yapildiktan sonra 37° C’de mikroaerobik ortamda inkiibe edilir. Kanli
agarda 24-48 saatlik inkiibasyon sonunda, C. jejuni nin 0,3-0,5 mm ¢apinda, su damlasi
gibi nemli, gri/beyaz, hemoliz yapmayan tipik kolonileri olusur. Kansiz komiirlii
besiyerinde ise; 72-96 saatlik inkiibasyon sonunda, C. jejuni 0,5 mm ¢apinda, grimsi
renkte, bazen metalik refle veren diiz yiizeyli ancak yayilma egilimi gosteren koloniler

olusturur (Sekil 2.4) (36).
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Farkh morfolojive sahip Campylobacter spp.
giipheli koloniler

Sekil 2.4. mCCD agarda Campylobacter spp. siipheli kolonilerin goriinimi

C. jejuni’nin biyokimyasal olarak aktif olmamasi ve identifikasyonunda az sayida
fenotipik  testin  bulunmasi, bu bakterilerin tiir bazinda tanimlanmalarini
zorlagtirmaktadir (23). Nalidiksik aside ve sefalotine duyarlilik, hidrojen sulfiir {iretimi,
nitrat rediiksiyonu, 25° C’de veya 42° C’de iireme ve katalaz reaksiyonu, kampilobakter
tiirlerinin teshisinde kullanilan 6nemli testlerdir (9, 43). Mikroaerobik ortamda 42° C’de
inkube edilmis, selektif besiyerinde liretilmis, Gram boyamada kivrimli Gram-negatif
cubukcuk karakteri sergileyen, oksidaz pozitif koloniler; Campylobacter spp. siipheli
olarak tanimlanir. C. jejuni, kampilobakterler igerisinde hippurikaz enzimini iireten tek
tiir oldugu i¢in, hippurat pozitif izolatlar C. jejuni olarak identifiye edilir. Bununla
birlikte hippurikaz negatif C. jejuni izolatlariin varligi da bildirilmistir (9, 23). Bu
yiizden C. jejuni, hippurikaz negatif olan C. coli’den sadece biyokimyasal testler
kullanilarak ayirt edilememektedir (49).

Hippurat Hidroliz Testi

Kampilobakterler igerisinde C. jejuni, sodyum hippurati hidroliz eden tek tiirdiir (9).
Yontem, sodyum hippuratin hippurikaz enzimiyle sodyum benzoat ve glisine hidrolizi
temeline dayanmaktadir. Glisin, ninhidrin ayiraci ile oksidasyon reaksiyonu sonucu
koyu mor rengin olusmasiyla tespit edilmektedir (121). Test amaciyla C. jejuni nin 24-
48 saatlik kiiltiirtinden bir 6ze dolusu alinarak 0,4 ml % 1’lik sodyum hippurat ¢ozeltisi
icerisinde ¢ozdiiriiliir ve tlipler 37° C’de 2 saat inkube edilir. Sonra bu tiiplere 0,2 ml
ninhidrin ayiraci ilave edilir ve 37° C’de 10 dk. inkube edilir. Pozitif reaksiyon koyu

mor rengin olugmasiyla ortaya ¢ikar. Ninhidrin soliisyonu bire bir oranindaki aseton
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butanol karigimina 3,5 g ninhidrinin ilavesiyle elde edilir (9). Renk degisiminin
olmamasi negatifligi gostermektedir. Yogun olmayan inokulumlar ya da eski kiiltiirler,

hatal1 negatiflige sebep olabilir (121).
Hidrojen Siilfiir (H,S) Testi

Baz1 organizmalar siilfiirii; inorganik siilfiirden enzimatik yolla H,S bilesikleri halinde
ya da proteinlerden proteoliziz yoluyla, siilfiir iceren aminoasitler olarak serbest hale
getirir (32). Inorganik siilfiir bilesiklerinden H,S’in tespitinde besiyerindeki sodyum
tiyosiilfat ile bakteri reaksiyona girer, siilfit ile H,S son iiriin olarak ortaya cikar.
Renksiz olarak salmman H,S gazi, demir iyonlariyla ya da kursun asetat ile reaksiyona
girince siyah renkli ¢coziinmeyen presipitatlar olan demir siilfiir ya da kursun siilfiir’i
meydana getirir. Kursun asetat, olduk¢a duyarli bir ayiractir ve organizmalarin eseri
miktardaki H,S {iretimini belirlemede kullanilmaktadir. H,S {iiretiminin tespitinde
bundan daha az duyarl olarak ise; Kligler’s Iron Agar (KIA), Triple Sugar Iron (TSI)
Agar, Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD), Hektoen Enteric Agar (HE) ve Salmonella-
Shigella Agar (SS) gibi besiyerleri rutin olarak laboratuarlarda kullanilmaktadir (42).

Indoksil Asetat Disk Testi

Bu test, 1987 yilinda C. jejuni ve C. coli’yi (pozitif), C. lari ve C. fetus (negatif)’den
ayirt etmek amaciyla gelistirilmistir. indoksil, insan barsaklarinda bakteriyel esterazlarla
bir triptofan iriiniiniin putrefaktif dekompozisyonudur. Bu enzimin varligi in vitro
olarak indoksil asetatin bakteriyel hidrolizi ve indoksilin agiga c¢ikmasi ile
gosterilmektedir. Indoksil, daha sonra oksijenle birlesir ve kendiliginden indigoya

dontistir (42).
2.5.3. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Klasik identifikasyon yontemleri, uygulanmasi zor, pahali, zaman alici, diisiik duyarlilik
ve Ozgiilliige sahip oldugu i¢in, son yillarda bu yontemlerin klinik 6rneklerden C. jejuni
tanisinda kullanimi azalmistir (122). Ayrica C. jejuni ve C. coli, morfolojik ve
fizyolojik benzerliklerinden dolayr birbirinden ayirt edilmesi zor iki kampilobakter
tirtidiir. Bu iki kampilobakter tiiriiniin birbirinden ayirt edilmesinde kullanilan hippurat

testi de hippurikaz negatif C. jejuni’lerin varligindan dolayr bu 6zelligini kaybetmistir
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(23). Bu nedenle, daha yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olan niikleik asit temelli
molekiiler yontemler kullanilmaya baslanmistir (49). Molekiiler tan1 yontemleri ile C.
Jjejuni’nin genom diizeyinde tanimlanmasi ve tiplendirilmesinin yani sira patogenez,
antibakteriyel direngten sorumlu genler ve gen mutasyonlarinin tespiti de miimkiin

olabilmektedir (122).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): PZR, ¢ok yonlii ve yaygmn kullanilan bir
amplifikasyon teknigidir. PZR, DNA’nin ya da RNA’min kalip DNA, kisa DNA
parcalart veya primerler (siklikla 20-25 baz uzunlugunda), 1siya dayanikli DNA
polimeraza benzer Taq polimeraz ve termal cycler gerektiren in vitro enzimatik

amplifikasyonudur (123).

C. jejuni’yi tespit ve identifiye etmek icin ¢ok sayida PZR yontemi gelistirilmistir.
Bunlarin birgogu, saf kiiltlirle yapilmis ya da insan diski 6rnekleri i¢in gelistirilmistir.
PZR temelli tespit yontemlerinin en 6nemli avantajlari, yiiksek 6zgiinliik, duyarlilik ve
hizdir. En 6nemli dezavantajlarindan biri de primer baglanmasini ya da Taq aktivitesini
engelleyen inhibitor maddelerin varligindan kaynaklanan yanlis negatif sonuglardir
(123). Amplifikasyonda kullanilacak DNA, ya eldeki imkanlarla ya da ticari kitlerle
izole edilir. Hedef genetik materyalin amplifikasyonu, PZR metodu tasarlanirken en
fazla dikkat edilmesi gereken kisimdir. PZR’da hedefler sec¢ici olarak amplifiye
edilirken, genomun farkli bolgeleri de amplifiye edilebilir. rRNA’da Kampilobakter
tirlerinin  tespitinde kullanilan genusa 0zgilin, olduk¢a 1iyi korunan bdlgeler
bulunmaktadir (49). 16S rRNA genleri, bunlara en iy1 ornektir ve kampilobakterlerin
tespitinde sik¢a kullanilmaktadir. Bazi genetik hedefler sadece belli bir tiire 6zgiindiir.
C. jejuni’nin genustaki diger tiirlerden ayriminda kullanilan belirli genler
bulunmaktadir. Bunlardan hippurat geni 4ipO; hippurat hidroliz i¢in kodlanir, C. jejuni
tiirlerinde yaygin sekilde bulunur. Bu gen, hippurat negatif suslarin bulunmasiyla artik
C. jejuni’nin identifikasyonunda kullanilmamaktadir. Bunun yerine C. jejuni ve C.
coli’yi ayirmada kullanilan ceuE geni gibi gen pargalari kullanilmaya baglanmistir. Bu
gen her iki tirde de bulunmaktadir, fakat uygun primer secimi ile ayrim
saglanabilmektedir (49, 124). Ayrica kampilobakter tiirlerinin molekiiler yontemle
tanimlanmasinda; termofilik kampilobakterlerin 23S rDNA geni, bu gende 43. ve 69.
heliksler arasinda yer alan 491 bp uzunlugundaki spesifik bolge ve ¢esitli restriksiyon

enzimleriyle kesilerek elde edilen DNA fragmentlerinin polimorfizminden de
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faydalanilmaktadir (125). Sonug¢ olarak; kampilobakterlerin molekiiler yontemle
identifikasyonunda kullanilan primerler ve test yontemleri heterojendir ve bu yiizden

PZR yonteminde dogrulama ve optimizasyonun saglanmasi gerekmektedir (49).

2.6. CAMPYLOBACTER JEJUNI ENFEKSiYONLARINDA KORUNMA ve
TEDAVi

Tavuklarda ve hindilerde goriilen avian enfeksiydz hepatitin tedavisi genellikle
mimkiin degildir (4). Kopek, kedi, at ve yeni dogan ruminantlarin siddetli
enfeksiyonlarinda oral veya parenteral yolla eritromisin, enrofloksasin ve tetrasiklin gibi
antibiyotikler uygulanir (126). Insanlarda C. jejuni’nin neden oldugu enfeksiyonlarmn
bliyiik bir kismi kendini simirlayan sekildedir (108) ve hastalarin biiyiik kismi
kendiliginden 1iyilesir, tedavi ¢cogu zaman gerekmeyebilir (52). Bununla birlikte ciddi
enfeksiyonlarda, eritromisin, siprofloksasin ve tetrasiklinler, C. jejuni enfeksiyonlarinin
tedavisinde sik¢a kullanilmaktadir (42, 127). Siprofloksasin hem kampilobakterler hem
de diger enterik patojenler lizerinde etkilidir. Eritromisine ilaveten yeni gelistirilen
makrolidler kampilobakter enfeksiyonlarmin tedavisinde etkilidir fakat bu ilaglar
olduk¢a pahalidir (42). Tetrasiklinlere ise son yillarda yiiksek oranlarda direng
gozlenmeye baslamustir (127). Insanlarda C. jejuni enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanilan antibiyotiklere kars1 artan diren¢ nedeniyle duyarlilik testlerine ihtiyag

bulunmaktadir (4).

Kampilobakterlerin neden oldugu hastaliklarin  kontrolii amaciyla hayvanlarin
bulundugu yerlerde el yikama, temizlenme ve dezenfeksiyon uygulamalari gibi siki
hijyenik tedbirlerin titizlikle uygulanmasi gerekmektedir (52). Korunma amaciyla
kisisel temizlik, pisirilmemis kanatl iirlinlerinin iyice yikanmasi ve bu iirlinlerin higbir
mutfak egyasi ile temas etmemesi gerekmektedir. Bununla birlikte, kampilobakter
kontaminasyonu pisirme ile elimine edilebilir (32). Bagisiklama uygulamalarinin,
insanlar1 C. jejuni kaynakli enteritislerden koruyamadig: bildirilmistir (52). Ayrica, C.
fetus subsp. fetus enfeksiyonlarinda kullanilan bivalan asilarin koyunlarda korunma
amactyla uygulanabilecegi bildirilmistir (126). Kompetetiv ekskliizyon mekanizmasinin
kullanilmastyla Ornegin; yetiskin tavuklarin anaerobik sekal floralarla beslenmesiyle,
hayvanlar C. jejuni kaynakli enfeksiyonlardan korunabilmektedir (128). Bundan baska

kanatlilar ve kontamine kanatli et tirlinlerindeki C. jejuni kolonizasyonunu azaltmak i¢in



30

bakteriyofajlar kullamilmistir. Bakteriyofajlarin kullanilmasiyla kampilobakterlerin

eliminasyonu hedeflenmistir (129).
2.7. ANTIBAKTERIYELLER ve DIRENC MEKANIiZMALARI

Kemoterapi, 19 ylizyilda Paul Erlich tarafindan, viicuda giren mikroorganizmalari segici
toksisite yani konaga zarar vermeden sadece hastalik etkeni mikroorganizmanin
oldirildigl ilaglar ile yapilan tedavi sekli olarak tanimlanmistir (4, 130, 131).
Kemoterapdtikler, mikroorganizmalarin lizerinde ¢ok kiigiik miktarlarda kullanildiginda
(sagaltim dozlar1) zarar verici etkileri (parazitotrop etki) fazla olan, buna karsilik
organizma Uzerindeki etkileri (organotrop etki) ¢ok az olan ya da hi¢ bulunmayan,
enfeksiyon hastaliklarin sagaltimi amaci ile kullanilan kimyasal maddelerdir (132).
Kemoterapdtiklerden antibiyotikler, bakteri ve mantarlar gibi ¢esitli mikroorganizma
tiirleri tarafindan tretilen ve diger mikroorganizmalarin gelismesini nleyen veya onlari
oldiiren, diisiik molekiil agirlikli kimyasal maddelerdir (4, 130). Antibiyotikler, ilk defa
Pasteur ve Joubert (1877) taratindan bazi1 kontaminantlarin Bacillus anthracis kiiltiirleri
tizerinde oldiiriicti etkisinin tespit edilmesiyle kesfedilmistir. Benzer sekilde Flemming
(1929) tarafindan bir mikroorganizmanin digeri iizerinde Oldiiriicii etkisi stafilokok
kiiltiirlerinin gelisiminin Penicilium nodatum mantarlar1 tarafindan inhibe edilmesi
seklinde gosterilmistir. Penisilinin kesfinden sonra antibiyotikler iizerine bir¢cok calisma

yapilmustir. Streptomyces’ler ve Actinomycetes’ler de bu amag i¢in kullanilmistir (4).
2.7.1. Etki Mekanizmalari

Antibiyotikler, bakteri hiicre gelisimini engellemek i¢in bakterinin hayati 6neme sahip
bir yapitasi ile iliskiye gegerek ya da herhangi bir metabolik yolu bloke ederek etki
gosterir. Antibiyotikler etkilerini gosterirken, memeli hiicresi ile bakteri hiicresini ayirt
ederler (Segcici toksisite) (9). Antibiyotikler, bakteri popiilasyonlar: {izerinde yaptiklar
etkinin derecesine gore bakteriyostatik ve bakterisid olmak tizere ikiye ayrilirlar (4, 9).
Bakteriyostatik etkide, bakteri hiicresinin gelismesi ve iiremesi Onlenir, bakteri
dogrudan dogruya o6ldiiriilmez (tetrasiklinler, siilfanamidler). Gelisme ve iiremesi
durmus bakteriler viicudun savunma sistemi tarafindan kolaylikla yok edilir (130).
Bakteriyostatik etkili ilaglarla yapilan tedavi seklinde antibakteriyel madde, dokularda

yeterli diizeylere ulasamazsa bakterinin hayatta kalmasina neden olur (9). Bakterisid
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etkide ise bakteriler direkt olarak o6ldiiriiliir (penisilinler, aminoglikozid antibiyotikleri).
Yiiksek konsantrasyonlarda eritromisin gibi bakteriostatik antibiyotikler de bakterisidal
etki gosterebilir (4, 9, 130). Bakteriyostatik ve bakterisid etkili kemoterapdtikler
kombine edildikleri zaman birbirlerine kars1 sinerjistik, additif, endifferan ve antagonist
etki gosterebilmektedir. Kemoterapotik ilag kombinasyonlarinda ortaya ¢ikan etkiler;
bakteri tiirii, lreme ve gelisme durumlart ve ilaglarin ¢esidine gore degisir.
Kombinasyon halindeki ilaglarin mikroorganizma yapisindaki etki yerleri,
birbirlerinden farklhidir. Gelisigiizel kemoterapdtik kullanimi  sonucu, direngli
mikroorganizmalar sayisal ve ¢esit yoniinden artar. Ayni1 zamanda, kemoterapoétiklerin
toksik ve yan etkileri ile alerjik olaylar da ¢cogalir (131). Bir kemoterapétik ilaca duyarl
mikroorganizma tiirlerinin tlimiine o ilacin antibakteriyel spektrumu adi verilir (9).
Antibakteriyel spektrum, kemoterapdtik ilacin ¢esidine gore farklilik gosterdiginden,
etkiledigi bakteri tiirii ve sayisina gore, dar, orta ve genis olmak iizere baslica ii¢ gruba

ayrilmaktadir (131).

Antibiyotikler; bakteri hiicre duvari sentezinin inhibe edilmesi, hiicre membraninin
permabilitesinin arttirilmasi, ribozomal protein sentezinin engellenmesi ve ara

metabolizmanin bozulmasi yollari ile etki gosterir (9, 133).

Tablo 2.4. Antibiyotiklerin etki mekanizmasi (130).

Etki Mekanizmasi Antibiyotik

1. Bakteri hiicre duvari sentezinin bozulmasi Penisilinler, Sefalosporinler, Aztreonam,
Imipenem, Basitrasin, Vankomisin, Teikoplanin

2. Sitoplazma membraninin gegirgenliginin Polimiksinler, Gramisidin, Nistatin, Amfoterisin B,

bozulmast Ketokonazol ve diger antifungal imidazoller,
Flukonazol ve diger antifungal triazoller

3. Protein sentezinin inhibe edilmesi Kloramfenikol, Eritromisin ve diger makrolidler,
Tetrasiklinler, Kuinupristin-Dalfopristin, Linezolid,
Aminoglikozidler

4. Niikleik asit sentezinin bozulmasi Rifampisin ve diger rifamisinler, Nalidiksik asid,
Florokinolonlar, Metronidazol (kismen)

5. Intermediyer metabolizmay1 bozanlar Siilfonamidler, Trimetoprim, Siilfonlar, izoniazid,

(Bakteriyel antimetabolitler) Etambutol, PAS




32

2.7.2. Makrolid Grubu Antibiyotikler ve Diren¢

Makrolidler, protein sentezini inhibe eden bakteriyostatik ajandir. Makrolidler, 70S’lik
ribozomun 50S’lik alt iinitesine geri doniisiimlii olarak baglanarak, akseptor noktada (A
noktasinda) gecici olarak bulunan aminoasil tRNA molekiiline bagli yeni peptid
zincirinin peptidil (P) noktasina kaymasini (translokasyon olayimni) inhibe eder, yani
transpeptidasyon basamagindaki protein sentezinin uzamasini durdurarak peptidil-
tRNA’nin ayrigsmasina neden olur (127, 130, 134). Makrolidler, ila¢ konsantrasyonuna
bagli olarak bakterisid etkili de olabilirler (135). Makrolidlerden eritromisin, 6zellikle
C. jejuni enfeksiyonlarinda etkili ve klinik olarak gilivenli makrolid grubu
antibiyotiklerdendir (127, 134). Klaritromisin, azitromisin ve roksitromisin
antibiyotiklerinin hedef bolgedeki baglanma yerleri ¢cakigsmaktadir. Bu nedenle bu ii¢
antibiyotik tiirii, ribozomdaki hedef bolgelere yarigarak birbirlerinin etkilerini inhibe
ederler. Bu yiizden bu antibiyotikler birlikte kullanilmazlar. Ayrica, bu antibiyotiklere
benzer kimyasal yapiya sahip diger antibiyotiklere karsi da c¢apraz direng ortaya
cikabilmektedir (130). Makrolid grubu antibiyotiklere karsi direng, dort mekanizma ile
ortaya ¢ikabilir (134). Ilk mekanizmada; makrolid, 50S ribozomal alt iinitenin 23S
RNA'sindaki adeninin dimetilasyonu sonucu hedef dokuya baglanamaz (127, 136)
Gram pozitif bakterilerdeki eritromisin direncinin en 6nemli nedeni bu mekanizmadir.
Bu olaya neden olan metilaz, makrolidler tarafindan indiiklenebilir ya da ortamda bir
makrolid olmaksizin siirekli tiretilebilir (yapisal). Yapisal metilaz iiretimi, ayn1 zamanda
yapilar1 farkli, ancak etki mekanizmalar1 benzer olan linkozamid ve streptograminlere
de diren¢ gelismesine neden olur. Bu nedenle, bu tip dirence MLS tip B direnci adi
verilir (136). Ikinci mekanizma da; Gram negatif enterik basillerde permeabilitenin
azalmasi nedeniyle makrolidlere kars1 direng gostermesidir. Makrolidlerden azitromisin
bu mekanizmayi kullanarak H. influenzae basta olmak tlizere bazi1 bakterilere kars1 etkili
olmaktadir. Ugiincii mekanizma; enzimatik yolla antibiyotigin inaktive edilmesidir. Bu
inaktivasyon; en sik esterazlar yolu ile, daha seyrek olarak da fosfotransferazlarla
gergeklesir (136). Fakat bu mekanizma kampilobakter tiirlerinde gosterilmemistir (134).
Makrolid direncindeki bu mekanizma, en sik Enterobacteriaceae familyasindaki
bakterilerde, P. aeruginosa'da ve laktobasillerde goriiliir. Son mekanizmada; bazi

stafilokok ile streptokoklarda goriiliir ve makrolidlerin aktif pompalama ile hiicre digina
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atilmasi seklindedir (136). Birinci ve dordiincii mekanizma sinerjistik olarak calisir ve

yiiksek seviyedeki makrolid direncinden sorumludur (134).

Kampilobakterlerde makrolid grubu antibiyotiklere karsi direng, 23S rRNA iizerindeki
ribozomal proteinlerin modifikasyonu (L4 ve L22) (108) ve bu bolgede sekillenen nokta
mutasyonu (A2074C ve A2075G mutasyonlari, E. coli numaralandirmasina gore
A2058C ve A2059G mutasyonlar1) sonucu olmaktadir (127, 134, 137). L4 ve L22
ribozomal proteinlerin degismesi diisiik seviyedeki makrolid direnci ile iliskilidir. Yine
de L4 ve L22 modifikasyonlarinin (mutasyon, insersiyon ve delesyon) gercek rolleri
tam olarak bilinmemektedir (108). Makrolidin ribozoma baglanamamasi sonucu yiiksek
diizeyde direng ortaya ¢ikar. Buna neden olan mutasyonlardan kampilobakter tiirlerinde
eritromisin direncinde 23S rRNA geni iizerindeki (rrnB operonu) A2075G mutasyonuna
daha sik rastlanir (23, 134, 108). C. jejuni ve C. coli izolatlarinda 23SrRNA geninin {i¢
kopyasi bulunur (108). Makrolid direngli izolatlarda (6zellikle eritromisin direncinde)
kopyalarin her iicii de siklikla mutasyona ugrar (108). Diisiik makrolid MIK seviyesi
bulunan izolatlarda genin etkilenme diizeyine bagli olarak sadece iki gen kopyasi

mutasyona ugrayabilmektedir (134).

CmeABC efluks pompalarinin bazi izolatlarda tilosin ve azitromisin MiK seviyelerini
diisiirdiigii ve makrolid direncine neden olabilecegi bildirilmistir (23). Efluks pompalari,
23SrRNA mutasyonlari ile sinerjistik fonksiyon gostererek yiiksek seviyedeki makrolid
direncine neden olmaktadir. Makrolid direnci bulunan fakat 23SrRNA mutasyonu
bulunmayan mutantlarda cmeB geninin bozulmasi veya antisens aracili cmeA geninin
susturulmasi ile CmeABC tasiyicisi inaktive edilir ve makrolid duyarli fenotipe doniis
gerceklesir. Ayrica ¢caligmalarda tam olarak tanimlanamamakla birlikte ikinci bir efluks

siteminin diisiik seviyede makrolid direncine neden oldugu bildirilmistir (134).

Bir diger mekanizmada makrolid direnci; porAd tarafindan kodlanan, biiyiik dis
membran porinlerinin (MOMP) saliniminin aracilik ettigi membran gecirgenliginin
degismesidir. Gram negatif bakterilerde, porinler dis membran proteinleridir,
transmembran gecitlerini olusturur ve bir¢cok hidrofilik 6zellikteki antibiyotigin pasif
diflizyonuna izin verilmektedir. C. jejuni ve C. coli’de bulunan porlar, E. coli’de
bulunanlardan daha kiigliktiir. Bu nedenle molekiiler agirhigi 360°dan biiyiik

(Makrolidlerin molekiil agirligi > 700) molekiillerin gegisini simirlamaktadir. Ancak,
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Makrolidlerin kampilobakter tiirleri iizerinde etkisi porinlerin hidrofilik molekiillerin
gecisi icin uygun bir ortam olmasi, hidrofilik 6zellikteki makrolidlerin de bu sayede
sitoplazmaya gecisini kolaylastirmaktadir. Ayrica kampilobakter tiirlerinin dogal olarak
lipooligosakkaritlerinde  (LOS) hidrofilik  O-antijen  sekerleri dogal olarak
bulunmamaktadir. Bu durum da makrolidlerin hiicre igerisine alimini artirmaktadir

(134).

Eritromisin direnci azitromisin ve klaritromisin gibi diger makrolidlere karsi hatta
yakindan iligkili linkozamid ve streptogramin grubu ilaglara da capraz direncin
sekillenmesine neden olmaktadir (108). Yapilan bazi1 calismalarda, C. coli’deki
makrolid direncinin C. jejuni’dekinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Makrolidlerin
hayvanlarda gelismeyi artirici olarak kullanimi, Avrupa Birligi {ilkelerinde 1999’dan
beri yasaktir. Fakat halen makrolidlerin terapétik amaclarla kullaniminin devam ettigi,

bunun da makrolid direncinde 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir (23).

2.7.3. Kinolon Grubu Antibiyotikler ve Diren¢

Kinolonlardan en oOnemli antibiyotik, insan kampilobakteriyozisinin tedavisinde
kullanilan siprofloksasin’dir (127). Ayrica enrofloksasin, evcil hayvanlarda C. jejuni

kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde sik¢a kullanilmaktadir (9).

Kampilobakter tiirlerinde kinolon direncinde hedeflerin inaktivasyonu ve kinolonlarin
disa atilimi seklinde iki O6nemli mekanizma rol oynamaktadir. Bu iki mekanizma
sinerjik olarak c¢aligmaktadir (134). Kinolonlar, DNA replikasyonunda iki 6nemli
bakteriyel enzimi hedef alirlar: DNA giraz (Tip 1l topoizomeraz) ve DNA topoizomeraz
IV (108). DNA giraz, DNA’daki negatif siipersarmali hazirlar; topoizomeraz IV ise
baglarin ayrilmasindan sorumludur. Her iki enzim de birlikte calisirlar. DNA
replikasyonu, transkripsiyonu, rekombinasyonu ve DNA’nin tamirinden sorumludurlar
(108). Bu iki enzimin inhibisyonu, bakteriyel liremenin durmasi anlamina gelmektedir
(127, 134). DNA giraz, gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanirken; topoizomeraz IV
ise parC ve parE genlerince kodlanan bir tetramer yapisi gostermektedir (23, 108, 134).
Kinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV enziminin fonksiyonlarin1 engelleyerek
DNA replikasyonunu o6nler. Makrolid direncine benzer sekilde kinolonlara karsi

sekillenen diren¢ de kromozomal mutasyondan kaynaklanir ve bir sonraki nesile
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aktarilamaz (23). C. jejuni’deki kinolon direnci gyrA genindeki kinolon direncini
belirleyen bolge (QRDR)’deki spesifik nokta mutasyonu aracilifiyla gergeklesir (134).
Kampilobakter tiirlerinde Thr-86-ile, Asp90Asn, Thr86Lys, Thr86Ala, Thr86Val ve
Asp90Tyr mutasyonlarina rastlanmaktadir (108). Thr-86-ile (C256T) mutasyonu en sik
rastlanan mutasyondur (134). Bu mutasyon yiiksek seviyedeki nalidiksik asid ve
siprofloksasin direnciyle iliskilidir (127, 134). Bununla birlikte daha az siklikla
rastlanan Thr-86-Ala mutasyonu sonucu sadece nalidiksik asite karst direng
sekillenirken; florokinolonlara kars1 direng goriilmez. Yiiksek seviyedeki mutasyon i¢in
sadece bir nokta mutasyonunun yeterli olmasi, insanlar ve hayvanlar arasinda
florokinolon diren¢li mutantlarin hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(134). Asp-90, Ala-70’dan daha sik mutasyona ugrayan bir bolgedir (127). Her iki
mutasyon sonucunda florokinolonlara orta seviyede diren¢ sekillenmektedir. GyrB
geninde mutasyonun varlig1 gosterilmis olsa da bu mutasyonun florokinolon direnci ile

iliskisi bulunmamaktadir (134).

Kinolonlara kars1 direncin mekanizmasinda her ne kadar mutasyonlar belirtilse de,
bunun yaninda diger mekanizmalarin da (CmeABC efluks pompalar1) dirence katkida
bulundugu bildirilmektedir (23). Kromozomal olarak kodlanan efluks CmeABC
pompalar1 florokinolonlarin ve diger antibiotiklerin hiicre i¢i konsantrasyonlarini azaltir.
Efluks pompalart DNA giraz mutasyonlar1 ile sinerjistik etki gostererek yiiksek
diizeydeki florokinolon direncine neden olmaktadir. CmeABC efluks pompalarina
ilaveten CmeG pompast da direngte rol oynamaktadir. CmeG’deki mutasyon sonunda

siprofloksasin direncinde azalma goriildiigii bildirilmistir (134).

Insan kampilobakter izolatlarmin florokinolonlara kars1 direnci, dnceleri oldukca diisiik
seviyelerde iken; giiniimiizde florokinolon direngli kampilobakter enfeksiyonlarinda
hizli bir artis meydana gelmistir (23). Florokinolon direncli kampilobakter
enfeksiyonlari, florokinolonlarin (ilk olarak enrofloksasin) besi hayvami (6zellikle
kanatlilar) yetistirmede kullamilmasi sonucu ortaya ¢ikmustir (108). Insanlardaki C.
Jjejuni enfeksiyonlarmin en 6nemli kaynaginin kanatlilar oldugu ve florokinolon direngli

C. jejuni’lerin kanath tirlinlerinden i1zole edildigi bildirilmektedir (23).
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2.7.4. Tetrasiklin Grubu Antibiyotikler ve Diren¢

Tetrasiklinler bakteriyel ribozoma ulagsmak i¢in makrolidlerde bahsedilen hidrofobik
yolu veya dis membran porinlerini kullanarak sitoplazmaya gegerler. Tetrasiklinler dig
membran porinlerini gegmek i¢in Mg®" katyonlarini baglarlar, periplazmik boslukta
magnezyumdan ayrilarak pasif bir sekilde sitoplazmaya aktarilir (108, 134). Makrolidler
gibi tetrasiklinler de bakteri ribozomuna etki ederek protein sentezine engel olurlar.
Baslangicta bakteri hiicresinde aktif olarak tetrasiklin birikimi olur. Sonrasinda
tetrasiklinler geri dontisiimlii olarak 70S’lik ribozomun 30S’lik alt {initesine yiiksek
affiniteyle baglanirlar (23, 127). Bu bdlgeye baglanma, ribozom {lizerindeki A bolgesi
ile aminoasil-tRNA (aa-tRNA) iliskisini engeller bdylece protein sentezinin uzama

basamagi durur. Tetrasiklinler, bakteriyostatik etkiye sahiptir (108, 127).

Kampilobakter tiirlerinde C. jejuni’ de tetrasiklin direnci tetrasiklinlerin ribozomlar
tizerindeki hedeflerinin degismesi ve efluks pompasi olmak tizere iki sekildedir (134).
Tetrasiklin direncine efluks pompasi ve ribozomla iliskili genleri kapsayan, bakteri
cinsleri arasinda aktarilan bir grup tet determinant1 aracilik eder. Tetrasiklin efluksunun
mekanizmasinda bakteri hiicresinden tetrasiklinleri aktif olarak disar1 atan 7etO gibi
membran proteini gorev almaktadir (127). Tetrasiklin direnci C. jejuni ve C. coli’de sik
gorilmektedir. Kampilobakterlerde ki tetrasiklin direncinde plazmid iizerinde bulunan
tetO geni 6nemli rol oynamaktadir (23). TetO geni kromozomlarda ve daha ¢ok C.
Jjejuni’deki pTet ve C. coli’deki pCC31 gibi plazmidlerde kodlanir (134). TetO geni,
kanatli sindirim sistemindeki C. jejuni izolatlar1 arasinda aktarilmaktadir. Bu plazmid
tizerinde bulunan diger direng genleri de ayni sekilde aktarilmaktadir (23). C.
jejuni’deki tetrasiklin direncinin ana mekanizmasi; bakteriyel protein 7etO’nun,
ribozomal A bolgesine baglanmasi ile ribozomal koruma gergeklesir ve tetrasiklinlerin

baglanmasi engellenmis olur (127, 134).

C. jejuni ve C. coli’lerde yliksek tetrasiklin diren¢ oranlarmin varlig1 veteriner ve beseri
hekimlikte Campylobacter spp. aracili hastaliklarda tetrasiklinlerin kullaniminin diistik
seviyelerde kalmasini saglamaktadir (134). Ayrica kampilobakterlerin direngli oldugu
tetrasiklinler, ¢iftliklerde antibiyotiklerin kullanimma son verilse bile kanath

iriinlerinde uzun stireler kalint1 olarak bulunmaktadir (138).
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2.7.5. Antibakteriyel Duyarhhk Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri, enfeksiy6z hastaliklarin tedavisinde en uygun
antibiyotigin se¢cimi amaciyla klinik olgudan izole edilen bakteriler iizerine
yapilmaktadir. Bununla birlikte in vitro olarak yapilan bu testler, in vivo antibakteriyel
aktiviteyi tam olarak yansitmayabilir. Tedavi sonrasi elde edilen sonuglar, laboratuarda
tanimlanan izolatin duyarlilik durumunu tam olarak gostermeyebilir (9). Duyarlilik
testleri i¢in 6rnek; en uygun zamanda, steril sartlar altinda, hicbir kemoterapotik madde
verilmeden alinmali ve bozulmadan uygun sekilde saklanarak laboratuara
gonderilmelidir (132). Antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesi i¢in, siv1 diliisyon, disk
difiizyon, agar gradient ve bazi otomatize sistemler gibi standart yOntemler

kullanilmaktadir (9, 132).
2.7.5.1.Disk Difiizyon Testi

Gilintimiizde uygulanmasi kolay ve nispeten ucuz bir yontem olarak “Kirby-Bauer disk
difiizyon metodu”, teshis laboratuarlarinin bircogunda tercih edilmektedir (9, 132).
Diflizyon testi, mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal ajanin inhibitor etkilerinin
incelenmesinde kullanilmaktadir (139). Bu testte oncelikle hastalik etkeni olarak izole
ve identifiye edilmis mikroorganizmanin selektif olmayan besiyerinde gelismis 24
saatlik taze kiiltiiriinlin tuzlu su igerisinde, McFarland 0,5 bulaniklilikta siispansiyonu
hazirlanir. Disk difiizyon testinde besiyeri olarak 4 mm kalinlikta hazirlanmis Mueller-
Hinton Agar (MHA) kullanilmaktadir (132). Belirli miktarda antibakteriyel madde
iceren filtre kagidi diskleri, test bakterisi inokiile edilmis agar iizerine diizenli bir
sekilde yerlestirilir. Mikroorganizmanin ilireme durumuna gore yaklasik 18-24 saat
inkubasyon sonunda olusan inhibisyon zon ¢aplari, milimetre cinsinden oOlgiiliir ve
sonuglar zon biiyiikliigiinliin yorumlanmasi i¢in hazirlanmis standartlarla karsilastirilir
(9, 132, 140). Inhibisyon zon ¢ap1 biiyiikliigii; diskteki antibiyotigin yayilabilme
ozelligine, deneyin uygulandig: kosullara ve mikroorganizmanin duyarliligina baghdir.
Disk diflizyon testinde Olclilen inhibisyon zon g¢aplarina bakilarak incelenen
mikroorganizmanin diskteki antibiyotige karst durumu; duyarli, direngli veya orta
duyarl1 seklinde belirtilir (132). Hastaliga neden olan mikroorganizmanin

antimikrobiyal ajana duyarli olmasi, ilacin etkilenen dokularda terapotik diizeylere
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ulagmasi durumunda, tedaviden olumlu cevap alinabilecegi seklinde yorumlanmaktadir

9).
2.7.5.2. Diliisyon Testleri

Diliisyon testleri, bir antibiyotigin hastalik etkeni mikroorganizmaya gore etkinliginin
Olciilmesi amaciyla yapilir. Diliisyon testlerinde, dncelikle 10x100 mm ya da 13x100
mm uzunlugunda bir seri tiip hazirlanir (132). Test; bu sekilde tiiplerde yapilirsa
makrodiliisyon, c¢ok kuyucuklu kiigiik hacimlerde, 06zel pleytlerde yapilirsa
mikrodillisyon ismini alir. Mikrodiliisyon kuyucuklarinda antibiyotik dillisyonlarinin
ticari olarak dondurulmus ya da dondurulup kurutulmus olarak bulunmalari, ¢cok sayida
mikroorganizmanin ayni anda c¢alisilmasina imkan saglamaktadir. Bu yiizden
mikrodiliisyon testi, birgok mikrobiyoloji laboratuarlarinda makrodiliisyon testine gore
daha cok tercih edilmektedir (139). Test tiiplerine sivi halde besiyeri, iizerine gittikce
azalan yogunlukta standardize edilmis antibiyotik ya da diger kemoterapdtik maddeler
ilave edilir. Sonra ayni tiiplere 6zellikleri tiimiiyle bilinen, Mc Farland 0,5 yogunlukta
bir bakteri siispansiyonundan esit miktarlarda inokiile edilir. Uygun sicaklikta belli bir
inkiibasyon siiresinden sonra igerisinde bakteri iiremesi tiimiiyle durmus olan tiipiin
icerdigi kemoterapdtik ilag yogunlugu, ekimi yapilan bakteri tiiriiniin gelismesini
durduran minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak dikkate alinir (131, 140).
Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) ise bakterinin belirli bir miktarini 6ldiiren
en yliksek diliisyondur (9). MBK’y1 belirlemek i¢in seri olarak hazirlanmig, tiremenin
onlenmis oldugu tiiplerden ayr1 ayr1 kati besiyerlerine ekim yapilir. Bir gece
inkubasyondan sonra petriler incelenir. Sivi besiyerinde bulaniklik goriilmedigi halde
yapilan ekimlerde iireme goriilmesi, o tiiplerde bakteriyostatik etki bulundugu halde
bakterisidal aktivitenin bulunmadigl anlamina gelir. Kat1 besiyerinde iireme gosteren
konsantrasyonlardan en son tiipteki konsantrasyon, o antibiyotigin o mikroorganizma
icin minimum bakterisidal konsantrasyonunu gdsterir (132). Belirtilen yontemde
saptanan yogunluklar degisik duyarliliktaki bakteri tiirlerine gore ayrim gosterdiginden,
bu duyarlik diizeyi cesitli tiirden bakteriler icin ayr1 ayr1 denemelerle saptanabilir (131).
Yapilan testler sonucu belirlenen MIK degerinin standartlarda (CLSI gibi) belirtilen
MIK degerinden daha yiiksek olmasi, antibakteriyel direng olarak tanimlanir (141).
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2.7.5.3. E (Epsilometer) Test

E-test, mikroorganizmalarin antimikrobiklere karsi olan duyarliliklarin1 kantitatif olarak
olgen ve MIK degerlerini belirten bir yontemdir (132). Bu test, agar difiizyon testine
benzemekle birlikte, disk difiizyon metodundan antibiyotigin tek bir konsantrasyonu
yerine bir ila¢ konsantrasyon egrisi olusturmasiyla farklilik gosterir. Bu yontemde 5x50
veya 60 mm uzunlugunda antimikrobiyalin azalan konsantrasyonlarinda emdirilmis
gozeneksiz plastik stripler kullanilmaktadir (132, 139). Antibiyotik konsantrasyonu,
0,002’den 32 mg/L’ye, 0,016’dan 256 mg/L’ye veya 0,064’ten 1024 mg/L’ye kadar
degisebilmektedir. Bu konsantrasyon dagilimi, konvansiyonel MIK belirleme
yontemlerinde kullanilan 15 kez diliie edilmis sulandirimdir (132, 139). E-test
yonteminde kullanilan besiyeri, MHA’dir. Petri iizerine inokiile edilecek bakteri,
selektif olmayan besiyerinde gelistirilmis ve 24 saatlik taze kiiltiiriin tuzlu su igerisinde
McFarland 0,5 bulaniklilikta hazirlanmis siispansiyonundan elde edilmektedir. Farkli
organizmalar i¢in farkli slispansiyonlar hazirlanmalidir. Etest i¢in hazirlanan bakteri
inokulumu, 15 dk. igerisinde kullamilmalidir. Etest stripleri, ila¢ aktivitelerini
kaybetmemeleri i¢in -20 veya -70 °C’de saklanmalidir (139). Stripler, mikroorganizma
inokiile edilmis agar pleytlerinin iizerine yerlestirildiklerinde; bunlar iizerinde bulunan
degisik  konsantrasyonlardaki antibiyotik, diflizyon yoluyla agar yiizeyine
yayillmaktadir. Antibiyotigin inhibitdr konsantrasyonda oldugu bdlgelerde higbir
bakteriyel iireme goézlenmezken petrinin geri kalan bolgesinde bakteri gelisimi normal
olarak devam etmektedir. Bakteri degisik konsantrasyondaki antibiyotige karsi, test
stripi ¢evresinde eliptik lireme inhibisyon zonu olusturmaktadir. E-test stribinde

inhibisyon zonunun kesistigi nokta MIK olarak kabul edilmektedir (132, 139).
2.7.5.4. Otomatize Sistemler

Son yillarda bakteri ve mantarlarin hizli bir sekilde identifikasyonlarinin yaninda
mikroorganizmalarin antimikrobiklere olan direnglerini de Olgen otomatik mikro
yontemler ve cihazlar gelistirilmistir (132). MicroScan WalkAway 40/96S Systems,
VITEK 1 and VITEK 2 SystemsBD Phoenix System gibi gelistirilmis yOntemler
giiniimiizde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Otomatize sistemlerdeki antibiyotik
testlerinin tamami, sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK belirlenmesi temeline

dayanmaktadir (139). Bunun i¢in saf kiiltiir halinde iiretilmis bakteri veya mantarlarin
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yontemine uygun konsantrasyonlarda bir silispansiyonundan igerisinde belirli
miktarlarda antimikrobiklerin bulundugu kaplara, striplere ya da plaklardaki ¢ukurlara
ekimi yapilir. Sonuglar, yontemine ve incelenen mikroorganizmaya gore 4-24 saat sonra
cihaz tarafindan otomatik olarak okunmakta ve MIK degerleri ile birlikte

degerlendirilerek verilmektedir (132, 139).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg¢

Calismada, 2012 yili Haziran aymda Kayseri ilindeki 24 farkli market ve tavuk satis
yerlerinden 100 paket ve 2013 yili Ocak ayinda Kayseri ilindeki 21 farkli market ve
tavuk satig yerlerinden 100 paket olmak iizere iki donem igerisinde alinan toplam 200
paket tavuk eti Ornegi (tiim karkas, but, kanat ve gogiis eti) Campylobacter spp.

izolasyonu amactyla kullanildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerinde tavuk eti 6rneginin tiirii ve sayisi

Numune Sayisi

Ornek Toplam
Haziran 2012 Ocak 2013

But 25 25 50

Gogilis 25 25 50

Kanat 25 25 50

Biitiin tavuk 25 25 50

Toplam 100 100 200
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3.2. Tavuk Etlerinden Kampilobakter Tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonunda

Kullanilan Besiyerleri, Supplementler ve Diger Kimyasallar.

Izolasyon amaciyla Modified Charcoal Cephoperazone Desoxycholate (mCCD) Agar
(Oxoid CM739, Ingiltere) ve Charcoal Desoxycholate (CCD) Agar Selective
Supplement (Oxoid SR155E, Ingiltere) kullanildi (Tablo 3.2.).

Tablo. 3.2. Kampilobakter tiirlerinin izolasyonunda kullanilan besiyeri ve supplement

Modified Charcoal Cephoperazone Desoxycholate (mCCD)
Besiyeri ] .

Agar (Oxoid, CM739, Ingiltere)

Charcoal Desoxycholate (CCD) Agar Selective Supplement

Supplement _ .
(Oxoid SR155E, Ingiltere)

Kampilobakterlerin izolasyonu amaciyla, Campylobacter Blood-Free Selective Agar
Base (Oxoid, CM 739, Ingiltere) hazir besiyerinden 22,75 g tartild1 ve 500 ml distile su
igerisinde ¢ozdirtldii. pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su banyosunda
eritildi. 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilizasyonu saglandiktan sonra 50 °C’ye kadar
sogutuldu ve tlizerine 2 ml steril distile su ile slispanse edilmis Charcoal Cephoperazone

Desoxycholate (CCDA) Selective Supplement (Oxoid, SR155E, Ingiltere)’ten eklendi.

Tablo 3.3. Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base igerigi

Icerik Miktar (g/1)
Nutrient Broth No:2 25,0
Bakteriyolojik komiir 4,0

Kazein hidrolizat 3,0

Sodyum dezoksikolat 1,0

Demir sulfat 0,25
Sodyum piruvat 0,25

Agar 12,0

Distile Su 1000 ml
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3.2.1. Kanh Agar

Blood Agar Base No: 2 (Oxoid, CM 271 B, Ingiltere) ticari besiyerinden 40 g tartild: ve
1 L distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlandiktan sonra sicak su
banyosunda eritildi. 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilizasyonu saglandiktan sonra 50
°C’ye kadar sogutuldu ve iizerine % 7 steril defibrine koyun kan1 eklendi. Besiyeri her
biri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildii ve donmaya birakildi. Kullanilincaya

kadar 4 °C‘de muhafaza edildi.

Tablo 3.4. Blood Agar Base No: 2 igerigi

icerik Miktar (g/1)
Proteoz pepton 15,0
Karaciger 6ziitii 2,5

Maya ekstrakti 5,0

Sodyum kloriir 5,0

Agar 12,0

Distile Su 1000 ml

3.2.2. Gliserinli Brucella Broth

Elde edilen izolatlarin PZR ile identifikasyonu yapilana kadar uzun siire dondurularak (-
80 °C’de derin dondurucuda) saklanmasi i¢in %10’luk gliserinli Brucella Broth
hazirlandi. Brucella Broth (Oxoid, CMO0169, Ingiltere) hazir besiyerinden 2,52 g
tartilarak 90 ml distile su icinde ¢ozdiiriildii ve {izerine kriyoprotektif amacl 10 ml
gliserin (Merck, M104091, Almanya) ilave edildi. 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize

edildi ve sogumasini takiben buzdolabina kaldirilarak kullanilincaya kadar saklandi.
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Tablo 3.5. Brucella Broth icerigi

Icerik Miktar (g/1)
Enzimatik kazein hidrolizat 10,0
Hayvan dokularinin peptik oziitii 10,0
Dekstroz 1,0

Maya oziitii 2,0

Sodyum klorid 5,0

Sodyum bisiilfit 0,1

Distile Su 1000 ml

3.2.3. Katalaz Test Ayiraci

Test ayiract % 30’luk 3 ml hidrojen peroksit (H,O;) (Merck,107209, Almanya), 27 ml

distile su ile karigtirilarak testte kullanilmak tizere % 3’liikk H,O, soliisyonu hazirlandi.
3.2.4.0ksidaz Test Kiti

Ticari Oksidaz test kitleri (Oxoid, BR 64) kullanild:.

3.2.5. Triple Sugar Iron (TSI) Agar

H;,S olusumunun tespitinde kullanilmak {izere hazirlandi. Triple Sugar Iron (TSI) Agar
hazir besiyerinden (Oxoid, CM 277, Ingiltere) 65 g tartilarak 1 L distile su icerisinde
¢Oziindiiriildi ve pH degeri 7,4+0,2’ye ayarlandi. Su banyosunda kaynatilarak
eritildikten sonra siv1 halde iken tiiplere 10 ml olacak sekilde dagitildi. 121 °C’de 15 dk
otoklavda sterilize edildikten sonra yatik agar seklinde hazirlandi ve 4 °C’de muhafaza

edildi.
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Icerik Miktar (g/1)
Kazein peptonu 15,0

Et peptonu 5,0

Et ekstrakti 3,0
Maya oziitii 3,0
Sodyum kloriir 5,0
Laktoz 10,0
Sukroz 10,0

D (+) glukoz 1,0
Amonyum demir (III) sitrat 0,5
Sodyum tiyostilfat 0,5
Fenol kirmizisi 0,024
Agar-agar 12,0
Distile Su 1000 ml

3.2.6. Mikroaerobik Ortam Kitleri

Kampilobakterlerin tiretilmesi i¢in gerekli mikroaerobik ortam, anaerobik jarlar (Merck,
M116387, Almanya) ve igerisine yerlestirilen mikroaerobik ortam saglayici ticari gaz

kitleri (Anaerocult C), (Merck, M116275, Almanya) ile olusturuldu.

3.3. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (mPZR) isleminde Kullamlan Sarf

Malzemeler

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) isleminde kullanilan malzemeler Tablo

3.7.”de listelenmistir.



Tablo 3.7. mPZR isleminde kullanilan sarf malzeme listesi
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Malzeme Stok hacim
Taq DNA polimeraz (Dr. Zeydanli, DZTQ-5) 500U

PZR Buffer (Dr. Zeydanli, DZPBS10-05) 10X

MgCl, (Merck, 105833) 25 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Dr. Zeydanli, DZ010-S) 10 mM

DNA ekstraksiyon kiti (Ultraclean DNA extraction kit, 50 test

Mobio 12224-50, ABD)

3.3.1. Primer Ciftleri

Calismada kullanilan primer ciftleri (Sentromer, Istanbul), beklenen bant biiyiikliikleri

ve yararlanilan kaynaklar Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. PZR isleminde kullanilan primer ¢iftleri ve beklenen bant biiyiikliikleri

Primer Baz dizini 5°-3’ Baz biiyiikliigii = Kaynak
(bo)
Primer-I (CJF) 5’- ACTTCTTTATTGCTTGCTGC -3’ 323 bp 142
Primer-II (CJR) 5’- GCCACAACAAGTAAAGAAGC -3 323 bp 142
Primer-I (CCF) 5’- GTAAAACCAAAGCTTATCGTG -3’ 126 bp 142
Primer-II (CCR) 5’- TCCAGCAATGTGTGCAATG -3’ 126 bp 142
Primer-I (CLF) 5’- TAGAGAGATAGCAAAAGAGA -3° 251 bp 142
Primer-1I (CLR) 5’- TACACATAATAATCCCACCC -3’ 251 bp 142
23SrRNA-F 5’- TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG-3" 650 bp 142
23SrRNA-R 5’- ATCAATTAACCTTCGAGCACCG -3’ 650 bp 142
DMT1 (TetOF) 5’- GGCGTTTTGTTTATGTGCG-3’ 559 bp 149
DMT2 (TetOR) 5’- ATGGACAACCCGACAGAAGCS’ 559 bp 149
23SRNA-F 5’-TTAGCTAATGTTGCCCGTACCG-3’ 697 bp 151
23SRNA-R 5’-AGCCAACCTTTGTAAGCCTCCG-3’ 697 bp 151
ERY2074-R 5’-AGTAAAGGTCCACGGGGTCTGG -3’ 485 bp 151
ERY2075-R 5’-TAGTAAAGGTCCACGGGGTCGC-3’ 485 bp 151
GZgyrAS 5’-ATTTTTAGCAAAGATTCTGAT-3" 673 bp 152
GZgyrA6 5’-CCATAAATTATTCCACCTGT-3’ 673 bp 152
CampyMAMAgyrAl-F  5°-TTT TTAGCAAAGATTCTG AT- 3’ 265 bp 152-153
CampyMAMAgyrAS R 5’-CAAAGC ATCATAAACTGC AA-3° 265 bp 152-153
QP1 5’-GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG-3’ 593 bp 154
QP2 5’- ATCCAGATCGGCAAAGGTTA-3’ 593 bp 154
GZgyrA7 5’- TTATTATAGGTCGTGCTTTG-3" Sekans 152
GZgyrA8 5’- TAGAAGGTAAAACATCAGGTT-3’ Sekans 152
23SRNA-F 5’-TTAGCTAATGTTGCCCGTACCG-3’ Sekans 151
23SRNA-R 5’-AGCCAACCTTTGTAAGCCTCCG-3’ Sekans 151
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3.3.2. TBE Soliisyonu

Tris-Borik Asit-EDTA hazir stok soliisyonu (Thermo Scientific B52, ABD) olarak
temin edilen 10X (TBE) 1 L’lik tampon ¢6zelti olarak kullanilmistir.

3.3.3. Ethidium Bromide

Ethidium Bromid stok soliisyon (Dr. Zeydanli, DZEB-10, Tiirkiye) 10 pg/ml olarak

temin edilmis ve 1:9 oraninda sulandirilarak 1 pg/ml konsantrasyonda kullanilmistir.
3.3.4. Agaroz jel

Yiizde 1,5’luk agaroz jel icin, 4,5 g agaroz veya % 2’lik agaroz jel i¢in, 6 g agaroz
(HyAgarose LE, Vivantis, Malezya) ve 300 ml 0,5X TBE eklenerek mikrodalga firinda
90 sn’lik siirede eritilmistir. Yaklagik 50 °C’ye sogutulduktan sonra igerisine 18 pl
Ethidium Bromide eklenmis ve elektroforez tankina dokiilerek katilasmaya

birakilmustir.
3.3.5. Standart Sus

Kampilobakter tiirlerinin izolasyon, identifikasyon ve PZR islemleri asamasinda C.

jejuni NCTC 11168 referans susu kullanilmistir.
3.3.6. DNA ekstraksiyon Kiti

Kampilobakter izolatlarindan genomik DNA ekstraksiyonu amaciyla DNA ekstraksiyon
kiti (Ultraclean DNA extraction kit, 50 test Mobio 12224-50, ABD), plazmid DNA
ekstraksiyonu amaciyla Plazmid DNA ekstraksiyon kiti (Genedirex MiniPrep Plazmid
Ekstraksiyon kiti, 100 test Nevada, ABD) kullanild1.

3.4. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Calisma kapsaminda eritromisin (15 pg), azitromisin (15 pg), tilosin (30 pg),
enrofloksasin (5 pg), nalidiksik asit (30 pg), levofloksasin (5 pg), siprofloksasin (5 pg),
tetrasiklin (30 pg), oksitetrasiklin (30 pg) ve doksisiklin (30 pg) antibiyotik diskleri
(Bioanalyse, Tiirkiye) ve E test stripleri kullanildi (Liofilchem, Italya).
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3.5. Sekans Analizi
3.5.1. Kinolon Direnci Sekans Analizi

Kinolon direncinde nokta mutasyonlarin tespitinde kullanilan MAMA-PCR
sonuglariin dogrulanmasi amaciyla 5°1 direngli ve 3’1 de duyarli olmak {izere toplam 8
izolata Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali tarafindan
sekans analizi yapildi. C. jejuni i¢in; GZgyrA7 ve GZgyrA8 primerleri kullanildi

(Sentromer, Istanbul).
3.5.2. Makrolid Direnci Sekans Analizleri

Makrolid direncinde nokta mutasyonlarin tespitinde kullanilan MAMA-PCR
sonuglariin dogrulanmasi amaciyla direncgli (6 izolat) ve duyarh (7 izolat) toplam 13
izolata Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali tarafindan
sekans analizi yapildi. Bu analiz i¢in; 23SrRNA-F ve 23SrRNA-R primerleri kullanildi

(Sentromer, Istanbul).
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3.6. Yontem

Calismada Kayseri ilindeki farkli market ve tavuk satis yerlerinden 2012 yili Haziran
(100 adet) ve 2013 yil1 Ocak (100 adet) olmak {izere iki donem igerisinde alinan toplam
200 paket biitiin tavuk, but, kanat ve gogiis eti numuneleri soguk zincirde Mikrobiyoloji

laboratuarina getirildi.
3.6.1. Kampilobakter Tiirlerinin Izolasyonu

Tavuk eti Orneklerinden kampilobakter tiirlerinin izolasyonunda ISO (ISO, 10272)
yontemi kullanilmistir. Alinan numuneler 150 ml steril distile suda yikandi. Elde edilen
yikant1 sivisindan swap yardimiyla direkt olarak Campylobacter selektif supplement
ilave edilmis CCD agara ekimler yapildi. Petriler, mikroaerobik ortamda 37 °C’de 72-
96 saat inkubasyona tabi tutulduktan sonra besiyerinde tireyen Campylobacter spp.
stipheli koloniler, dncelikle koloni morfolojisi agisindan degerlendirildi. Modifiye CCD
agarda gri-beyaz renkte, metalik rofle veren koloniler secgilerek, Gram boyama, oksidaz
testi, katalaz testi ve faz-kontrast mikroskobunda hareket testi uygulandi. Gram
boyamada Gram negatif, mart1 kanadi, spiral sekilli, S ya da virgiil goriiniimiinde olan,
faz kontrast mikroskobunda hareketli goriinen katalaz, oksidaz testleri pozitif olan

bakterilerin tiimii Campylobacter spp. olarak tanimlandi.
3.6.2.Campylobacter jejuni identifikasyonu
3.6.2.1. Gram Boyama ve Mikroskobik Muayene

Modifiye CCD agarda gelisen Campylobacter spp. siipheli kolonilere Gram boyama
islemi yapildi. Mikroskopta (YS2-H, Nikon, Japonya) belirlenen Gram negatif, kivrik
spiral veya mart1 kanadi goriiniimiindeki mikroorganizmalar degerlendirmeye alindi (5,

143).
3.6.2.2. Hareket Testi

Modifiye CCD agarda gelismis kolonilerden bir 6ze ile alinarak lam tizerine konuldu ve
faz kontrast mikroskobunda hareket ve morfoloji yoniinden incelendi. Sarmal sekilli,

kivrik ve hizli hareket pozitif olarak degerlendirildi (5, 143).
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3.6.2.3. Katalaz Testi

Taze gelismis kolonilerden bir 6ze dolusu alinarak lam iizerinde bir damla % 3’lik
H,0; i¢inde siispanse edildi. Kisa slirede gaz kabarciklarinin olugmasi pozitif reaksiyon

olarak kabul edildi (9).
3.6.2.4. Oksidaz Testi

Taze kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak oksidaz kagit seridi lizerine siiriildii. Seritte mor

rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (54, 144).
3.6.3. Campylobacter spp. izolatlarinin Muhafazasi

Elde edilen izolatlar molekiiler identifikasyonlar1 yapilana kadar % 10 gliserin igeren,
Brucella Broth bulunan cryotiipler icerisinde —85 °C’de derin dondurucuda (Sanyo,

MDF-U5186S, Japonya) saklandilar (5, 143, 144).
3.6.4. Campylobacter spp. izolatlarinin mPZR Yéntemi ile identifikasyonu
3.6.4.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Campylobacter spp. izolatlarindan DNA ekstraksiyonu amaciyla DNA ekstraksiyon kiti
kullanild1 (Ultraclean DNA extraction kit, 50 test Mobio 12224-50, ABD). Ekstraksiyon
islemi {retici firmanin direktifleri dogrusultusunda yapildi. Elde edilen DNA’lar

kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
Bu amagla;
1. Bakterinin kanl agarda 37 °C'de 24-48 saatlik saf kiiltiirii elde edildi.

2. Kitde yer alan Microbead tiipleri icerisine 300 ul Microbead soliisyonundan

konuldu.

3. Saf kiiltirden bir 6ze dolusu bakteri alinarak Microbead tiipleri icerisindeki

soliisyonla homojenize edildi.
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4. Bu tiiplerin iizerine 50 pul MDI1 soliisyonundan ilave edildi ve tiiplerin vida
kapaklar1 sikica kapatilarak 10 dk vortekslendi. Bu asamada mikrobial hiicrelerden
niikleik asitlerin ayrimi i¢in boncuklar yardimiyla mekanik ve MDI1 soliisyonu

yardimiyla da kimyasal lizis ortami saglandi.

5. Vorteksten alinan microbead tiipler 30 sn 10000xg'de santrifiij edildi (Thermo
Micromax RF, ABD).

6. Iki ml'lik steril ependorflara MD2 soliisyonundan 100 ul konuldu.

7. Tiplerin ist kisminda kalan slipernatant, MD2 soliisyonu igeren ependorflara
transfer edildi ve 5 sn vortekslendi. Daha sonra tiipler +4 °C'de 15 dk siireyle inkube
edildi.

8. Buzdolabindan ¢ikarilan tiipler oda 1si1sinda 1 dk 10000xg'de santrifiij edildi.

9. Iki ml'lik steril ependorflara 450 pl MD3 soliisyonundan konuldu.

10. Buzdolabindan ¢ikarilan ependorflardan dipteki pelete dokunmadan alinan yaklagik
200 pl hacmindeki supernatant MD3 soliisyonunu igeren tiiplere aktarildi ve 5 sn

vortekslendi.

11. Spin filtre bulunan ependorflar icerisine 650 pl en son karisimdan konuldu ve oda
1sisinda 30 sn santrifiij edildi. Santrifiij sonunda dip kisimda kalan sivi atildi. Bu
asamada filtre membranina sadece DNA'nin baglanmas1 ve diger kontaminantlarin

filtreyi gegmesi saglandi.

12. Spin filtreye tekrar 300 pl MD4 soliisyonundan ilave edildi ve 30 sn 10000xg'de
santrifiij edildi.

13. Santrifiij sonunda dip kisimda kalan siv1 tekrar atildi. Daha sonra spin filtre oda
isisinda 10000xg'de 1 dk santrifiij edildi. Bu basamakta santrifiijleme ile MD4

sollisyonunun kalintilar1 uzaklagtirildu.
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14. Son olarak spin filtre steril 2 ml'lik tiiplere aktarilarak 35 pl MDS5 soliisyonundan
ilave edildi ve 30 sn 10000xg'de santrifiij edildi. Tiiplerden spin filtreler uzaklastirilarak
DNA molekiiler ¢calismalar i¢in hazir hale gelmis oldu ve -20 °C'de saklandi.

3.6.4.2. Plazmid DNA Ekstraksiyonu

Campylobacter spp. izolatlarindan plazmid DNA’sinin ekstraksiyonu amaciyla plazmid
DNA ekstraksiyon kiti (Genedirex MiniPrep Plazmid Ekstraksiyon kiti, 100 test
Nevada, ABD) kullanildi. Elde edilen plazmid kokenli DNA’lar calisilincaya kadar -20
°C’de muhafaza edildi.

Plazmid (Mini Prep Kit Cat No: NA005-0100 Nevada, ABD) ekstraksiyon prosediirii
1. Mikrosantrifiij tiipiine 1,5 ml bakteri kiiltiirii kondu.
2. Santriftijde 14,000xg’de 1 dk santrifiijlendi, iist kisim atildi.

3. Pellet, 200 ul Buffer S1 (RNase A ilave edilmis) ile sulandirildi.

4.  Uzerine 200 pl Buffer S2 ilave edilip 10 dk tiip asag1 yukar cevrilerek karistirilda,
vortekslenmeden 2 dk oda sicakliginda ya da lizat homojen oluncaya kadar bekletildi.

5. Sonra 300 pl Buffer S3 ilave edilip hizlica vortekslenmeden 10 dk tiip asag1 yukar1
cevrilerek karistirildi.

6. Santrifiijde 14,000xg’de 3 dk santrifiijlendi.

7.  Dikkatli bir sekilde ya da pipet kullanilarak siipernatant PM kolonuna aktarildu.

8.  Santrifiijde 14,000xg’de 30 sn santrifiijlendi asag1 akan siv1 atildi. PM kolonu ayni
tiipe tekrar yerlestirildi.

9. PM kolonun iizerine 400 ul W1 Buffer ilave edildi.

10. Santrifiijde 14,000xg’de 30 sn santrifiijlendi.

11. Asagi akan sivi atildi, PM kolonu ayni tiipe tekrar yerlestirildi.

12. PM kolonun iizerine 600 ul W2 Buffer (60 ml %96-100 etanol ilave edilmis) ilave
edildi.

13. Otuz sn 14,000xg’de santrifiijlendi.

14. Asagi akan sivi atildi, PM kolonu ayni tiipe tekrar yerlestirildi.

15. Kalan W2 Buffer’1 uzaklastirmak i¢in 14,000xg’de 2 dk yeniden santrifiijlendi.
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16. Uriin DNA’y1 elde etmek i¢in PM kolonu, temiz bir 1.5 ml’lik santrifiij tiipiine
yerlestirip tam merkeze gelecek sekilde PM kolonunun {izerine 50-200 pl su veya
Buffer E (pH 7 ile 8,5 aras1) kondu ve 2dk 14,000xg’de santrifiijlendi. Altta kalan siv1
plazmid DNA’s1 olarak elde edildi.

3.6.4.3. Multipleks Polimer Zincir Reaksiyonu (mPZR)

Amplifikasyon 2,5 pl hedef DNA, 5 ul 10x PZR buffer, 1.25U Tagq polymerase, 0,2 mM
dNTP, karisimi, 2 mM MgCl,, 0,5 uM C. jejuni ve C. lari primer ¢ifti ve 1 uM C. coli
ve C. fetus, 2 uM C. upsaliensis ve 0,2 uM 23SrRNA primerlerini igeren toplam 25 pl
hacimde hazirlanan PZR karisiminda gergeklestirildi. DNA amplifikasyonu 95°C’de 6
dk 6n denatiirasyon ve 30 siklus, 95 °C’de 30 sn, 59 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn ve son
olarak 72 °C’de 7dk olacak sekilde uygulandi (142).

Amplifikasyon islemi sonrasinda hedeflenen bolgeyi temsil eden biiyiikliikteki
amplikonlarin varligin1 gosterebilmek amaci ile amplikonlar elektrikli ortamda agaroz

jel igerisinde seperasyona tabi tutuldu. Bu islem asagidaki sekilde yapilds;

1. Elektroforez matriksi olarak kullanilmak tizere % 1,5’lik agaroz jel 0,5xTBE

soliisyonu ile hazirlandi.

2. Daha iyi homojenizasyon saglamak amaciyla karisim iki ayr1 balonda hazirland:. ki
ayr1 balon igerisine tartilarak konulan 2,25’ser gr agaroz iizerine 150’ser ml 0,5xTBE

ilave edildi.
3. Karigimlar homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda eritildi.
4. Eritilen agaroz 56 °C’ye ayarlanmis su banyosunda sogutuldu.

5. Eriyik haldeki agaroz icerisine stok soliisyondan 9’ar pl ethidium bromide (% 6

oraninda) eklendi.

6. Hazirlanan % 1,5’lik agaroz jel, taraklar yerlestirilmis jel kalibinin {izerine yavasca

dokiildii.

7. Oda sicakliginda 20-30 dk bekletilerek jel kalibinin katilagmasi saglandi.
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8. Taraklar yavasca cikarilarak, jel kalib1 elektroforez tankina yerlestirildi. Uzerine bir

miktar daha 0,5x TBE ilave edilerek s1vi miktarinin belirli bir seviyede olmasi saglandi.

9. DNA orneklerinden 5’er pl alinarak parafilm iizerinde 1’er ul loading dye solution
ile karigtirtld. Ikinci kuyudan itibaren agilan her kuyuya bu karisimlar konuldu. Ik ve
son kuyulara 5’er ul DNA ladder (Fermentas, Litvanya) yiiklendi. Kontrol amaciyla 100
bp ladder kullanildi.

10. Cihazn gii¢c kaynag1 120 Volt, 500 ampere ayarland: ve 1,5 saat kosturuldu.

11. Jel goriintiileme sisteminde (Vilber-Lourmat, Fransa), UV 15181 altinda incelendi.

3.7. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI
3.7.1. Disk Difiizyon Testi

Izolasyon ve identifikasyon testleri sonunda C. jejuni olarak identifiye edilmis
izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklar, disk difiizyon testi ile belirlendi (145). Izolatlar
% 5 defibrine koyun kanli agarda mikroaerobik ortamda 24-48 saat iiretildi ve lireyen
koloniler besiyeri iizerinden toplanarak % 0.075 NaCl i¢inde siispanse edildi. Bakteri
yogunlugu McFarland No. 0,5 turbidite standardina goére ayarlandiktan sonra 0,1 ml
besiyerine inokiile edilerek yayildi ve test diskleri besiyeri lizerine yerlestirildi. Petriler,
mikroaerobik ortamda 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkubasyon sonunda
olusan inhibisyon zon caplar1 dl¢giilerek NCCLS.2004 (146) ve NCCLS. 2008 (147)

kriterlerine gore degerlendirme yapildu.
3.7.2. E (Epsilometer) Test

C. jejuni izolatlarmin antibiyotiklere karst MIK degerleri E-test yontemi ile belirlendi.
C. jejuni izolatlarinin taze kiiltiirii 0,5 McFarland yogunluguna getirilerek % 7 steril
defibrine koyun kani ilave edilmis kanli agar ylizeyine ekiivyonla yayildi. Agar
yiizeyine E test seritleri yerlestirildi. Petriler 37° C de 48 saat mikroaerobik ortamda
inkiibe edildi. Serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit iizerindeki Olcekle

kesistigi nokta MIK degeri olarak kabul edildi (Sekil 3.1.). Belitlenen degerler
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kaydedildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde NCCLS. 2004 (146), NCCLS. 2008 (147)
ve CLSI 2010 (148) esas alindi1 ve izolatlar duyarli, orta duyarli ve direngli olarak

nitelendirildi.

Sekil 3.1. Kanl1 agarda yapilan E-test yontemi ve olusan eliptik inhibisyon zonu
3.8. ANTIBIYOTIK DIRENCININ GENETIK ANALIZi
3.8.1. Tetrasiklin Direncinin Incelenmesi
3.8.1.1. Genomik Tetrasiklin Direncinin Incelenmesi

Genomik tetrasiklin direncinin incelenmesinde fefO geninin tespiti i¢in Gibreel ve

ark.(149)’nin gelistirdigi PZR reaksiyonu kullanildi.

Reaksiyon karigimi 0,5°er pM primer (DMT1 ve DMT?2 primerleri), 200 uM dNTP’ler,
1x reaksiyon tamponu (50 uM KCl, 10mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5mM MgCl,), 1 U Taq
polimeraz ve kalip DNA’lardan olusmaktadir. Reaksiyon 23 pl karisima 2 pl hedef
DNA ilave edilerek toplam 25 ul hacimde gergeklestirildi. Bir dk 95 °C’de 6n
denatiirasyonu takiben 30 siklusta (95 °C 1 dk, 50 °C 1 dk, 72 °C 1 dk) gergeklestirildi
(Touchgene Gradient, Thermal Cycler, Ingiltere).
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Amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iirtinleri % 1,5’luk agaroz jelde, 120 Voltta 1,5
saat elektroforez (Thermo EC 330) islemine tabi tutulduktan sonra jel dokiimantasyon
sistemi (Vilber Laurmat ECX-20-M) kullanilarak goriintiilendi. Elektroforez sirasinda
hedef gene 6zgili olusan DNA bantlarinin molekiil agirliklarin1 belirlemek i¢cin 100 bp
DNA ladder (Fermentas, Litvanya) kullanildi (150).

3.8.1.2. Plazmid Aracih Tetrasiklin Direncinin incelenmesi

Plazmid aracili tetrasiklin direncinin incelenmesinde #efO geninin tespiti i¢in Gibreel ve

ark.(149)’nin gelistirdigi PZR reaksiyonu uygulandu.

PZR isleminde reaksiyon karigimi 0,5’er uM primer (DMT1 ve DMT2 primerleri), 200
uM dNTP’ler, 1x reaksiyon tamponu (50 pM KCI, 10mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5mM
MgCly), 1 U Taq polimeraz ve kalip DNA’lardan olusmaktadir. Reaksiyon 23 pl
karistma 2 pl hedef DNA ilave edilerek toplam 25 pl hacimde gerceklestirildi. PCR
reaksiyonu; 1 dk 95°C de 6n denatiirasyonu takiben 30 siklusta (95 °C 1 dk, 50 °C 1 dk,
72 °C 1 dk) gerceklestirildi (Touchgene Gradient, Thermal Cycler, Ingiltere).

Amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinleri % 1,5’luk agaroz jelde, 120 Voltta 1,5
saat elektroforez (Thermo EC 330) islemine tabi tutulduktan sonra jel dokiimantasyon
sistemi (Vilber Laurmat ECX-20-M) kullanilarak goriintiilendi. Elektroforez sirasinda
hedef gene 6zgili olusan DNA bantlarinin molekiil agirliklarin1 belirlemek i¢cin 100 bp
DNA ladder (Fermentas, Litvanya) kullanild1 (150).

3.8.2. Makrolid Direncinin incelenmesi

Makrolid direncinin incelenmesinde ERY2074 ve ERY2075 mutasyonlarinin tespiti i¢in
Alonso ve ark.(151) nin gelistirdigi PCR reaksiyonu uygulanda.

PCR reaksiyon karisimi i¢inde; 1xPCR tamponu (10 mM Tris—HCI, 1,5 mM MgCl,, 50
mM KCI, pH 8,3), 80 ng genomik DNA, 0,2’er uM primerler, 0,2 mM DNTP’ler ve 1 U
Taq polimeraz iceren 20 pl karisima 5 pl hedef DNA ilave edilerek toplam 25 ul
hacimde gerceklestirildi.
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Ik olarak ERY2074 primeri ile daha sonra da ERY2075 primeri ile gerceklesen iki
asamali PZR reaksiyonlarinda 94 °C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 94 °C’de 30 saniye, 59
°C’de 30 saniye ve 72 °C’de 45 saniyelik 30 siklus, ve 72 °C’de 5 dk’lik son uzama

basamaklar1 uygulandi (Touchgene Gradient, Thermal Cycler, Ingiltere).

Amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde, 120 Voltta 1,5
saat elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak
gorlntiilendi. Elektroforez sirasinda hedef gene 6zgii olusan DNA bantlarinin molekiil
agirliklarini belirlemek i¢in 100 bp DNA ladder (Fermentas, Litvanya) kullanildi (150).

PZR iirlinleri agaroz jel elektroforez sonrasinda ethidium bromid ile boyanarak izlendi.
3.8.3. Kinolon Direncinin Incelenmesi
3.8.3.1. Kinolon Direncini Belirleyen Bolgenin (QRDR) gosterilmesi

Kinolon direncinin ortaya ¢ikarilmasinda ilk olarak gyrA geninin bulundugu QRDR’nin
gosterilmesi amaciyla PZR reaksiyonu uygulandi (152). PZR isleminde reaksiyon
karisim1 20°ser pmol primer (GZgyrAS ve GZgyrA6 primerleri), 200 uM dNTP’ler, 10
mM Tris-HCI (pH 8§,3), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 2,5 U Taq polimeraz ve kalip
DNA’lardan olusmaktadir. Reaksiyon 95 pl karistma 5 pl hedef DNA ilave edilerek
toplam 100 pl hacimde gerceklestirildi. PZR reaksiyonu; 3 dk 94 °C de 6n
denatiirasyonu takiben 30 siklusta (94 °C 1 dk, 50 °C 1 dk, 72 °C 1 dk), 72 °C’de 5
dk’da son uzama basamagi seklinde gerceklestirildi (Touchgene Gradient, Thermal

Cycler, ingiltere).

Amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinleri % 1,5’lik agaroz jelde, 120 Voltta 1,5
saat elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak
gorlntiilendi. Elektroforez sirasinda hedef gene 6zgii olusan DNA bantlarinin molekiil

agirliklarini belirlemek i¢in 100 bp DNA ladder (Fermentas, Litvanya) kullanildi (150).
3.8.3.2. Genomik Kinolon Direncinin Incelenmesi

Genomik kinolon direncinin incelenmesinde C. jejuni'nin gyrA  genindeki
mutasyonlarin tespiti i¢in ¢esitli modifikasyonlar yapilarak (152, 153) MAMA-PZR

reaksiyonu uygulandi.
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PZR isleminde reaksiyon karisimi 20’ser pmol primer (CampyMAMAgyrAlve
CampyMAMAgyrAS primerleri), 200 pM dNTP’ler, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM
KCL 1,5 mM MgCl,, 2,5 U Taq polimeraz ve kalip DNA’lardan olustu. Reaksiyon 45
ul karisima 5 pl hedef DNA ilave edilerek toplam 50 pl hacimde gerceklestirildi. PZR
reaksiyonu; 3 dk 94 °C de 6n denatiirasyonu takiben 30 siklusta (94 °C 30 saniye, 58 °C
30 saniye, 72 °C 30 saniye), 72 °C’de 3 dk’da son uzama basamagi seklinde
gerceklestirildi (Touchgene Gradient, Thermal Cycler, Ingiltere).

Amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde, 120 Voltta 1,5
saat elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak
goriintiilendi. Elektroforez sirasinda hedef gene 6zgii olusan DNA bantlarinin molekiil

agirliklarini belirlemek i¢in 100 bp DNA ladder (Fermentas, Litvanya) kullanildi (150).
3.8.3.3. Plazmid Aracih Kinolon Direncinin Incelenmesi

C. jejuni izolatlarinda plazmid ile tasinan kinolon diren¢ geni gnr PZR ile arastirildi
(154). PZR isleminde reaksiyon karisimi 20’ser pmol primer (QP1ve QP2 primerleri),
200 uM dNTP’ler, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 2,5 U Taq
polimeraz ve kalip DNA’lardan olugmaktadir. Reaksiyon 45 pul karisima 5 pl hedef
DNA ilave edilerek toplam 50 pl hacimde gergeklestirildi. PZR reaksiyonu; 30 siklusta,
94 °C 1 dk, 57 °C 30 saniye, 72 °C 1 dk seklinde gerceklestirildi (Touchgene Gradient,
Thermal Cycler, Ingiltere).

Amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinleri % 1°lik agaroz jelde, 120 Voltta 1,5
saat elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak
gorlntiilendi. Elektroforez sirasinda hedef gene 6zgii olusan DNA bantlarinin molekiil

agirliklarini belirlemek i¢in 100 bp DNA ladder (Fermentas, Litvanya) kullanildi (150).
3.8.4. Sekans Analizi

Izolatlardan ticari firmanin tarifine uygun sekilde genomik DNA ekstraksiyon kiti ile
DNA izolasyonu yapildi. Kinolon direnci i¢in C. jejuni izolatlari; GZgyrAS, GZgyrA®6,
primerleri ile amplifiye edildi, 673 bg¢ biiyiikliigiindeki bantlar goriildii ve GZgyrA7 ve
GZgyrA8 primerleri kullanilarak sekanslandi. Makrolid direncinde ise 23SrRNA-F ve
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23SrRNA-R primerleri ile amplifiye edildi, 697 bg biiyiikliigiindeki bantlar goriildii ve
23SrRNA-F ve 23SrRNA-R primerleri kullanilarak sekanslandi.

PZR isleminde reaksiyon karisimi 1’er pL  primer (CampyMAMAgyrAlve
CampyMAMAgyrAS primerleri), 200 uM dNTP’ler, 2,5 uL MgCl, (25mM), 2,5 U Taq
polimeraz, 2,5 pL PCR reaction buffer (10X) ve SuL kalip DNA’lardan olustu.
Reaksiyon 20 pl karisima 5 pl hedef DNA ilave edilerek toplam 25 pl hacimde
gergeklestirildi. PZR reaksiyonu; 4 dk 94 °C de 6n denatiirasyonu takiben 35 siklusta
(94 °C 30 saniye, 58 °C 30 saniye, 72 °C 1 dakika), 72 °C’de 6 dk’da son uzama
basamag1 seklinde gergeklestirildi (155). Amplifikasyon sonucu elde edilen PZR
triinleri % 1,5’lik agaroz jelde, 120 Voltta 1,5 saat elektroforez islemine tabi

tutulduktan sonra jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak goriintiilendi.

Amplifiye edilen PZR iiriinleri QIAquick PCR purification kit kullanilarak saflastirild:
ve BigDye Direct Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak {iretici
firmanin tarifine uygun bir bi¢imde sekanslandi. Sekans siklusu sonunda amplikonlar
Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich) ile saflagtirilip, Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems)’de sekanslandi. Tiim sekanslar, Sequencing Analysis
version 5,3 ile analiz edildi ve BLAST ile GenBank’da referans sekanslarla

karsilagtirildi.
3.9. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

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

kare (X?) testi kullamldi (156).



4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Test Sonuclari

Haziran 2012 doneminde alinan 100 adet 6rnegin 81’1 (% 81) fenotipik testlerle
Campylobacter spp. yoniinden pozitif olarak tespit edildi. Bu 81 pozitif 6rnekten 124
adet Campylobacter spp. 1zolat1 elde edildi. Ocak 2013 doneminde 100 adet Grnegin
77°s1 (% 77) Campylobacter spp. yoniinden pozitif bulundu. Bu 77 6rnekten 109 adet
Campylobacter spp. izolat1 elde edildi (Tablo 4.1.). Ayrica, Haziran 2012 donemine ait
10 (% 10) ve Ocak 2013 donemine ait 8 (% 8) Ornekte birden fazla kampilobakter tiirii
aym ornekte eszamanli olarak izole edildi. izolatlar etiketlendikten ve sira numarasi
verildikten sonra -85°C’de derin dondurucuda (Sanyo, Japonya) % 10’luk gliserinli
Brucella buyyonda saklandi. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerinde Campylobacter
spp. goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmadi (X°: 0,482;

P>0,05).

Tablo 4.1. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerinde alinan oOrneklerden

Campylobacter spp. izolasyon sonuglari

Incelenen Campylobacter spp. Pozitif Elde Edilen
Donemler Ornek Campylobacter
Sayis1 Ornek Sayis %o spp. Izolat Sayisi
Haziran 2012 100 81 81 124

Ocak 2013 100 77 77 109
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4.2 Multipleks PZR Sonuglari

Yapilan mPZR testleri (Sekil 4.2.) sonunda Haziran 2012 donemine ait 124 izolatin,
88’1 C. jejuni, 36’s1 C.coli olarak tespit edilirken (Sekil 4.1.), Ocak 2013 donemine ait
109 izolatin, 68’1 C. jejuni, 39’u C. coli ve 2’si de C.lari olarak tespit edildi (Tablo
4.2.). Haziran 2012 ve Ocak 2013 aylarunda Campylobacter spp. izolatlar1 arasinda C.
Jjejuni goriilme oranlar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmadi (X°: 1,93;

P>0,05).

Tablo 4.2. Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPZR) ile identifikasyon sonuglari

Donemi
Tiir Dagilim

Haziran 2012 (%) Ocak 2013 (%)
C. jejuni 88 (70,9) 68 (62,4)
C. coli 36 (29,1) 39 (35,8)
C. lari - 2(1,8)
Toplam 124 109
Haziran Dénemi Ocak Dénemi

m C.jejuni W C.jejuni
m C.coli m C.coli
m C.lari

Sekil 4.1. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait identifikasyon grafikleri
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1000 bp

S00 bp

100 bp

Sekil 4.2. Campylobacter spp. izolatlarinin mPZR sonuglarimin % 1,5’lik
agaroz jeldeki goriintiisii. M:100 bp DNA ladder, 1, 2, 3, 4: C.
Jjejuni 1zolatlar1 (323 bp), 5,6: C. lari izolatlar1 (251 bp), 7,8: C. coli
izolatlar1 (126 bp), 9: Genus pozitif tiir negatif 6rnek (650 bp).

4.3. Antibiyotik Duyarhlik Test Sonug¢lar:

Haziran 2012 doénemine ait 88 ve Ocak 2013 donemine ait 68 C. jejuni izolatinin disk
difiizyon testi (Sekil 4.3.) sonuglar1 Tablo 4.3.’te gdsterildi. Buna gore direng oranlari
Haziran 2012 ve Ocak 2013 doénemleri i¢in sirasiyla nalidiksik asit (% 78,4-% 92,6),
siprofloksasin (% 67,1-% 86,7), tetrasiklin (% 55,6-% 64,7), enrofloksasin (% 58-%
61,8), levofloksasin (% 54,5-% 64,7), tilosin (% 40,9-% 47,1), oksitetrasiklin (% 40,9-
% 39,7), eritromisin (% 11,3-% 4,4), doksisiklin (% 2,2-% 1,4), azitromisin (% 1,1-%
4,4) olarak tespit edildi.
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Tablo 4.3. Antibiyotik duyarlilik test sonuglar

Test Edilen .
Antibiyotik O™ S (%) 1(%) R(%)  Xdegeri P degeri
Haziran* 58 (65,9) 20 (22,7) 10 (11,4)
Eritromisin 2,893 P>0,05
Ocak** 45 (66,2) 20 (29,4) 3(44)
) . Haziran* 87 (98,9) 0(0) 1(L1)
Azitromisin 1,647 P>0,05
Ocak** 65 (95,6) 0(0) 344
Haziran* 4 (4,5 48 (54,5) 36 (40,9)
Tilosin 2,262 P>0,05

Ocak** 6 (8,8) 30 (44,1)  32(47,1)

Haziran* 19 (21,6) 18 (20,5) 51 (58,0)
Enrofloksasin 6,816 P<0,05
Ocak** 5(7,4) 21 (30,9) 42 (61,8)

Haziran* 17 (19,3) 2(2,3) 69 (78.,4)
Nalidiksik asit 7,634 P<0,05
Ocak** 3(4,4) 2(2,9) 63 (92,6)

Haziran* 31 (35,2) 9(10,2) 48 (54,5)
Levofloksasin 2,497 P>0,05
Ocak** 16 (23,5) 8 (11,8) 44 (64,7)

Haziran* 23 (26,1) 6 (6,8) 59 (67,0)
Siprofloksasin 9,565 P<0,01
Ocak** 5(7,4) 4(5,9) 59 (86,8)

Haziran* 38 (43,1) 1(1,1) 49 (55,6)
Tetrasiklin 6,817 P<0,05
Ocak** 19 (27,9) 5(7,3) 44 (64,7)

Haziran* 40 (45,5) 12 (13,6) 36 (40,9)
Oksitetrasiklin 0,894 P>0,05
Ocak** 28 (41,2) 13 (19,1) 27 (39,7)

Haziran* 76 (86,4) 10 (11,4) 2(2,3)
Doksisiklin 0,870 P>0,05
Ocak** 62 (91,2) 5(7,4) 1(L,5)

*: n= 88, **: n=68, S: Duyarli, I: Orta duyarli, R: Direngli, X?: Kikare testi, P: Istatistiksel anlamlilik

Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait C. jejuni izolatlar1 arasinda test edilen
antibiyotiklerden eritromisin, azitromisin, tilosin, levofloksasin, oksitetrasiklin ve
doksisikline karsi duyarlilik agisindan fark istatistiksel olarak Onemli bulunmadi
(P>0,05). Ancak Haziran 2012 doénemine ait C. jejuni izolatlarimin Ocak 2013
donemindeki izolatlara gore enrofloksasin, nalidiksik asit, tetrasiklin (P<0,05) ve
siprofloksasin (P<0,01) antibiyotiklerine karsi istatistiksel olarak Onemli derecede

duyarl olduklar tespit edildi.
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7 |

Sekil 4.3. Kanli agarda yapilan disk difiizyon testi ve olusan inhibisyon zonu

Calismada, iki veya daha fazla antibiyotige karsi diren¢ gosteren izolatlar, “coklu
antibiyotik direngli izolatlar” olarak kabul edildi. Coklu antibiyotik diren¢ durumu
Tablo 4.4.’de gosterildi.

Disk difiizyon testi sonucunda Haziran 2012 donemi izolatlarinin 64°i ve Ocak 2013
donemi izolatlarmin 63’iinde ¢oklu ilag direnci tespit edildi (Tablo 4.4.). izolatlarin
biiyiik bir kisminda 36/156 (% 23,1), bes farkli antibiyotige karsi direng goézlendi.
Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait toplam 9 izolat iki farkli antibiyotige, 13
izolat u¢ farkli antibiyotige, 24 izolat dort farkli antibiyotige, 36 izolat bes farkl
antibiyotige, 13 izolat alt1 farkli antibiyotige, 25 izolat yedi farkli antibiyotige, 5 izolat
sekiz farkli antibiyotige kars1 direngli saptandi. Ocak 2013 donemine ait iki izolat test
edilen 10 antibiyotigin 9’una kars1 direngli olarak tespit edildi (Sekil 4.4.). Haziran 2012
ve Ocak 2013 donemlerine ait C. jejuni izolatlar1 arasinda ¢oklu antibiyotik direng

oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmadi (X*: 3,603; P>0,05).



Tablo 4.4. C. jejuni izolatlarinin ¢oklu antibiyotik diren¢ durumu

Diren¢ Gozlenen Coklu Diren¢ Gozlenen Antibiyotikl Dil‘e.ll sl fzolat savis
Antibiyotik Sayisi yotrider Haziran Ocak
2012 2013

2 NA, CIP 2 2

2 E, LEV -

2 T, TY - 1

2 CIP, LEV - 1

2 NA, TE - 2

3 T, NA, TE 1 -

3 CIP, ENR, NA 3 3

3 CIP, NA, LEV 1 -

3 CIP,NA, TE 1 3

3 NA, TE, LEV -

65

AZM: Azitromisin, CIP: Siprofloksasin, DO: Doksisiklin, E: Eritromisin, ENR: Enrofloksasin, LEV:
Levofloksasin, NA: Nalidiksik asit, T: Oksitetrasiklin, TE: Tetrasiklin, TY: Tilosin
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Sekil 4.4. C. jejuni izolatlarinda gozlenen ¢oklu antibiyotik direng grafigi

Haziran 2012 ve Ocak 2013 dénemi izolatlarna ait MIK sonuglar1 Tablo 4.5. ve 4.6.’da
gosterildi. E-test sonuglarinin disk difiizyon testi sonuglari ile uyumlu oldugu ortaya
cikti. E-test sonunda, disk difiizyon testi ile direngli olarak bulunan izolatlarin tamami
ayni sekilde direncli olarak bulundu. Kinolon grubu antibiyotikler i¢in Haziran 2012
donemi direngli izolatlarmin MIK dagilimlar, nalidiksik asit i¢in > 32 pg/ml,
enrofloksasin i¢in > 2 pg/ml, siprofloksasin i¢in > 4 pg/ml pg/ml ve levofloksasin i¢in >
8 nug/ml pg/ml olarak bulunurken; Ocak 2013 dénemi direncli izolatlarinda nalidiksik
asit i¢in > 32 pg/ml, enrofloksasin i¢in > 2 pg/ml, siprofloksasin i¢in > 4 pg/ml pg/ml
ve levofloksasin i¢in > 8 pg/ml pg/ml olarak tespit edildi. Makrolid grubu antibiyotikler
icin Haziran 2012 doénemi direngli izolatlarmin MIiK dagilimlar1 eritromisin (> 32
ug/ml), ve azitromisin (> 32 pg/ml) bulunurken; Ocak 2013 donemi direncli izolatlari
icin eritromisin (> 128 pg/ml), ve azitromisin (> 32 pg/ml) olarak tespit edildi.
Tetrasiklin grubu antibiyotikler igin Haziran 2012 dénemi izolatlarinin MiK dagilimlari
tetrasiklin (> 16 pg/ml), oksitetrasiklin (> 16 pg/ml) ve doksisiklin (> 8 pg/ml)
bulunurken; Ocak 2013 donemi izolatlari i¢in tetrasiklin (> 16 pg/ml), oksitetrasiklin (>

16 ng/ml) ve doksisiklin (> 256 pg/ml) olarak tespit edildi.
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4.4. Genomik Tetrasiklin Diren¢ Durumunun Incelenmesi

C. jejuni’nin genomik tetrasiklin direnci ilgili PZR (Sekil 4.5.) sonuglar1 Tablo 4.7.’de
gosterildi. Test sonucunda Haziran 2012 donemine ait izolatlarin 44 (% 88)’linde, Ocak
2013 donemine ait izolatlarin ise 42 (% 85,7)’sinde tetO geninin varli§i gosterildi.
Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait C. jejuni izolatlar1 arasinda genomik fetO

geni bulunma oranlar1 arasindaki fark énemli bulunmadi (X°: 0,113; P>0,05).

Tablo 4.7. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait genomik zefO geni PZR

sonuglar1
Donemler Numune Sayis1 Pozitif sonu¢ (%) Negatif sonuc (%)
Haziran 2012 50 44 (88) 6 (12)
Ocak 2013 49 42 (85,7) 7 (14,2)
Toplam 99 86 (86,8) 13 (13,2)

500 bp

100 bp

Sekil 4.5. Genomik tetrasiklin direncinin % 1,5’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
M:100 bp DNA ladder, 2: Negatif kontrol (steril distile su), 1, 3, 4, 5:
Pozitif 6rnekler (559 bp).

4.5. Makrolid Diren¢ Durumunun Incelenmesi
C. jejuni’nin makrolid direnci ile ilgili PZR sonuglar1 Tablo 4.8.’de gosterildi. Her iki

doneme ait C. jejuni izolatlarinda A2074C mutasyonuna rastlanmazken; Haziran 2012

donemine ait 7 (% 18,4) ve Ocak 2013 donemine ait 4 (% 14,8) izolatta A2075G
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mutasyonu tespit edildi. Haziran 2012 ve Ocak 2013 dénemlerine ait C. jejuni izolatlari
arasinda A2075G mutasyonu bulunma oranlar1 arasindaki fark énemli bulunmamistir

(X*: 0,146; P>0,05).

Tablo 4.8. Haziran 2012 ve Ocak 2013dénemlerine ait makrolid direnci PZR sonuglari

Donemi Mutasyon Numune sayisi Pozitif sonu¢ (%) Negatif sonuc (%)
2074 38 0(0) 38 (100)
Haziran 2012
2075 38 7(18,4) 31 (81,6)
2074 27 0(0) 24 (100)
Ocak 2013
2075 27 4 (14,8) 23 (85,1)

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4.6. Makrolid direncinin % 1,5’lik agaroz jeldeki goriintiisii. 1, 2, 4, 5,

6: Pozitif 6rnek (485 bp). M:100 bp DNA ladder. 3: Negatif kontrol

(steril distile su).
4.6. Kinolon Direncini Belirleyen Bolgenin (QRDR) Gosterilmesi
C. jejuni izolatlarina ait QRDR’si PZR ile gosterildi (Sekil 4.7.) ve sonuglar Tablo
4.9.°da verildi. PZR testleri sonunda Haziran 2012 dénemine ait 64 (% 87,6) ve Ocak
2013 donemine ait 60 (% 90,9) izolatin QRDR varligi yoéniinden pozitif oldugu
saptandi. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait C. jejuni izolatlar1 arasinda

QRDR bulunma oranlari arasindaki fark énemli bulunmamustir (X*: 0,377; P>0,05).
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Tablo 4.9. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerinde QRDR ’nin gdsterilmesi

Donemler Numune Sayis1  Pozitif sonug¢ (%)  Negatif sonuc (%)
Haziran 2012 73 64 (87,6) 9(12,3)
Ocak 2013 66 60 (90,9) 6(9,1)
Toplam 139 124 (89,2) 15 (10,8)

1000 bp

el 500 bp

100 bp

Sekil 4.7. QRDR’nin % 1,5’lik agaroz jeldeki goriintiisii. M:100 bp DNA
ladder, 1, 2, 3, 4, 5, 6: Pozitif 6rnek (673 bp), 7: Negatif kontrol
(steril distile su), 8: Negatif 6rnek

4.7. Genomik Kinolon Direncinin incelenmesi

Genomik kinolon direnci ile ilgili PZR (Sekil 4.8.) sonuclar1 Tablo 4.10.’da gosterildi.
PZR testleri sonunda Haziran 2012 dénemine ait 61 (% 83,5) ve Ocak 2013 dénemine
ait 54 (% 81,8) olmak iizere toplam 115 izolatin pozitif oldugu tespit edildi. Haziran
2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait C. jejuni izolatlar1 arasinda kinolon direncine neden
olan gyrA geni ilizerindeki mutasyonun bulunma oranlar1 arasindaki fark 6nemli

bulunmadi (XZ: 0,074; P>0,05).
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Tablo 4.10. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait genomik kinolon direnci PZR

sonuglar1
Donemler Numune Sayisi Pozitif sonu¢ (%)  Negatif sonu¢ (%)
Haziran 2012 73 61 (83,5) 12 (16,4)
Ocak 2013 66 54 (81,8) 12 (18,1)
Toplam 139 115 (82,7) 24 (17,3)

100 bp

Sekil 4.8. Genomik kinolon direncinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. M:100
bp DNA ladder, 1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10: Pozitif 6rnek (265 bp), 2:
Negatif kontrol (steril distile su), 7: Negatif 6rnek.

4.8. Plazmid Aracih Kinolon Direncinin incelenmesi

C. jejuni izolatlarinda gnr geninin belirlenmesinde PZR testleri kullanildi. Bu testler

sonunda hedeflenen gnr geni, C. jejuni izolatlarinin hi¢birinde bulunmadi.
4.9. Plazmid Aracih Tetrasiklin Diren¢ Durumunun incelenmesi

Yapilan PZR testleri (Sekil 4.9.) sonunda Haziran 2012 doénemine ait 30 (% 93,7) ve
Ocak 2013 donemine ait 18 (% 85,7) izolatin plazmid aracili fefO geninin varlig
acisindan pozitif oldugu tespit edildi (Tablo 4.11.). Haziran 2012 ve Ocak 2013
donemlerine ait C. jejuni izolatlar1 arasinda plazmid aracili tetrasiklin direncinden

sorumlu fetO geninin bulunma oranlar1 arasindaki fark 6énemli bulunmadi (XZ: 0,958;

P>0,05).
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Tablo 4.11. Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerine ait plazmid 7efO geni PZR

sonuglar1
Donemler Numune Sayis1  Pozitif sonu¢ (%) Negatif sonu¢ (%)
Haziran 2012 32 30 (93,7) 2(6,2)
Ocak 2013 21 18 (85,7) 3 (14,2)
Toplam 53 48 (90,6) 509.4)

10 11 M

' 1000 bp

100 bp

Sekil 4.9. Plazmid aracili tetrasiklin direncinin % 1,5’lik agaroz jeldeki
goriintlisii. M:100 bp DNA ladder, 1-11: Pozitif 6rnekler (559 bp) 8:
Negatif kontrol (steril distile su)

4.10. DNA Sekans Analizi Sonuclari

4.10.1. Kinolon Direnci Sekans Sonuclari

Sekans analiz sonuglar1, Sequencing Analysis version 5,3 ile analiz edildi ve BLAST ile
GenBank’da referans sekanslarla karsilastirildi. Analiz edilen 8 izolata ait sekans
araliklar1 ve mutasyonlar Tablo 4.12.’de verildi. Sekans analizi sonunda direngli
izolatlarda oncelikle 86. aminoasitte treonin, izoldsin (C-T) mutasyonuna rastlanirken, 3
duyarli izolatta bu mutasyona rastlanmamustir. Ayrica direngli ve duyarl izolatlarda

diger aminoasitlerde (81., 119., 120. ve 121.) mutasyonlarin varlig1 tespit edilmistir.
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Tablo 4.12. Kinolon direncli izolatlardaki sekans analizinin degerlendirme tablosu

SEKANS ORNEK SEKANS MUTASYON
ARALIGI NO
81= CAC-CAT,
5 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT
86=ACA-ATA
81= CAC-
16 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT CAT,86=ACA-
ATA
19 GTTATAGGTCGTTATCACCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT 86=ACA-ATA
7691 81= CAC-CAT,
24 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT
86=ACA-ATA
81= CAC-CAT,
31 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT
86=ACA-ATA
34 GTTATAGGTCGTTATCACCCACATGGAGATACAGCAGTTTATGATGCTTT YOK
39 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATACAGCAGTTTATGATGCTTT 81= CAC-CAT,
40 GTTATAGGTCGTTATCACCCACATGGAGATACAGCAGTTTATGATGCTTT YOK
119:AGT-AGC
5 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT
120: GCC-GCT
119:AGT-AGC
16 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT
120: GCC-GCT
19 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGTGCCGCTGCGATGCGTTAT YOK
119:AGT-AGC
24 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT
120: GCC-GCT
110-125
119:AGT-AGC
31 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCCGCGATGCGTTAT | 120: GCC-GCT
121: GCT-GCC
34 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGTGCCGCTGCGATGCGTTAT YOK
119:AGT-AGC
39 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT
120: GCC-GCT
40 AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCCGCTGCGATGCGTTAT 119:AGT-AGC

4.10.2. Makrolid Direnci Sekans Sonuclari

Sekans analiz sonuglari, Sequencing Analysis version 5,3 ile analiz edildi ve BLAST ile

GenBank’da referans sekanslarla karsilastirildi. Analiz sonucu 13 izolata ait sekans

araliklar1 ve mutasyonlar Tablo 4.13.’de gosterildi. Sekans analizi sonucunda test edilen

direngli izolatlar arasinda A2075G (A-G) mutasyonu tespit edilirken hicbir izolatta

A2074C (A-C) mutasyonuna rastlanmadi. Duyarli izolatlarin higbirinde de bu iki

mutasyona rastlanmadi. Ayrica bir izolatta C2066A ve G2086C mutasyonlar1 tespit

edildi.
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Tablo 4.13. Makrolid direncli izolatlardaki sekans analizinin degerlendirme tablosu

ORNEK
NO

SEKANS ARALIGI 2036-2105bp

MUTASYON

1

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

2075

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

2075

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGAAAGACGGAAA
GACCCCGTGCACCTTTACTACAGCTTGAC

2066 ve 2086

11

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK

12

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

2075

14

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

2075

15

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK

16

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK

17

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

2075

18

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK

19

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK

20

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK

21

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK

Standart

sus

AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAA
GACCCCGTGGACCTTTACTACAGCTTGAC

YOK




5. TARTISMA VE SONUC

Campylobacter jejuni, kanatli hayvanlarin bagirsak normal flora {yesidir (43).
Mezbahada kesim sirasinda kanatlh karkaslari bu bakteri ile kontamine olmakta (62) ve
kontamine karkaslarin tiiketimi sonucunda insanlarda g¢esitli enfeksiyonlara neden
olmaktadir (7, 9, 107). Bu hastaliklarin tedavisinde ¢ok sayida antibiyotik
kullanilmaktadir (42, 127). Son yillarda, 6zellikle gelismis iilkelerde olmak tizere C.
Jjejuni’nin, birden ¢ok antibiyotige kars1 direng gelistirdigi gozlenmektedir (8, 19).

Bu c¢alismada Haziran 2012 doneminde 100 ve Ocak 2013 doneminde 100 adet olmak
tizere toplam 200 Ornek Campylobacter spp. yoOniinden incelendi. Haziran 2012
déneminde toplanan 100 6rnegin 81°1 (%81); Ocak 2013 déneminde ise 100 6rnegin
77’s1 (% 77) fenotipik testlerle Campylobacter spp. yoniinden pozitif olarak saptand.
Haziran 2012 doneminde 81 pozitif drnekten 124, Ocak 2013 dénemindeki 77 pozitif
ornekten 109 adet Campylobacter spp. izolat1 elde edildi. Izolatlarin multipleks PZR ile
molekiiler identifikasyonunda Haziran 2012 déneminde 88 ve Ocak 2013 doneminde
ise 68 C. jejuni izolati elde edildi. izole edilen C. jejuni’lerin antibiyotik
duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla yapilan disk diflizyon testinde en yliksek direng
oranlari, Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemi izolatlari i¢in sirasiyla nalidiksik asit (%
78,4-% 92,6), siprofloksasin (% 67,1-% 86,7) ve tetrasikline (% 55,6-% 64,7) kars1
gozlenirken, en diislik oranlar ise azitromisin (% 1,1-% 4,4), doksisiklin (% 2,2-% 1,4)
ve eritromisine (% 11,3-% 4,4) kars1 bulundu. MIK degetlerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan E test sonuglar ile disk difiizyon testi sonuc¢larinin uyumlu oldugu belirlendi.
Direncin molekiiler yonden belirlenmesi amaciyla PZR testleri yapildi. Bu testlerle,

tetrasiklin direnci i¢in genomik tetO geni, Haziran 2012 ve Ocak 2013 dénemi
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izolatlarinin sirasiyla % 88 ve % 85,7’inde gosterilirken, plazmid aracili zefO geni
izolatlarin % 93,7 ve % 85,7’sinde tespit edildi. Makrolid direncinde 23SrRNA’da
A2074C mutasyonuna izolatlarin higbirinde rastlanmazken, A2075G mutasyonuna
Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemlerinde izolatlarin % 18,4 ve % 14,8’inde rastland.
Genomik kinolon direncinde gyrA geni lizerindeki mutasyonlar, Haziran 2012 ve Ocak
2013 donemlerinde, izolatlarin % 83,5 ve % 81,8’inde tespit edilirken; plazmid aracili
kinolon direnci amaciyla incelenen gnr geni, izolatlarin higbirinde bulunamadi. PZR ile
saptanan kinolon ve makrolid direnci, DNA sekans analizi ile dogrulandi. Sekans
analiziyle kinolon direncli izolatlarda Tre-86-ile mutasyonuna rastlanirken, duyarli
izolatlarda bu mutasyona rastlanmadi. Sekans analizi ile makrolid direncli izolatlarda
A2075G mutasyonu tespit edilirken; higbir izolatta A2074C mutasyonuna rastlanmadi.

Duyarli izolatlarin higbirinde de bu iki mutasyon goriilmedi.

C. jejuni’nin prevalansina iliskin gerek yurt disinda gerekse de yurdumuzda yapilmis
cesitli caligmalar bulunmaktadir. Williams ve Oyarzabal (157), 2005 ile 2011 yillar
arasinda gida satis yerlerinden toplanan 755 broiler et 6rneklerini Campylobacter spp.
yoniinden incelemislerdir. Toplanan 6rneklerde % 41 oraninda Campylobacter spp.
bulundugu bildirilmistir. Molekiiler analiz sonucunda (mPZR ile), izolatlarin % 66’s1 C.
Jjejuni olarak identifiye edilmistir. Mackiw ve ark. (158)’nin tavuk eti ve sakatatlarinda
C. jejuni varlhigini belirlemek iizere yaptiklar1 calismada, 218 6rnek Campylobacter spp.
yoniinden incelenmistir. Bu 6rneklerin 143 (% 65,6)tinde Campylobacter spp. tespit
edilmistir. Bu 143 6rnegin 35’inden de (% 24.,5) C. jejuni’nin izole edildigi ifade
edilmistir. Garin ve ark. (159)’nin yaptiklar1 ¢alismada, her bolgeden toplanan tavuk
boyun derilerinden hazirlanan 150 6rnekte Campylobacter spp. varligi incelenmistir.
Toplanan oOrneklerin % 65,5’1 (491/750) Campylobacter spp. yoOniinden pozitif
bulunmus ve bu érneklerden 633 izolat elde edilmistir. Izolatlarin % 48,3iiniin C. jejuni
oldugu bildirilmistir. Bernadette ve ark. (160), 119 adet tavuk sekum 6rneginden 76 (%
63,8) izolat elde etmis ve PZR testleri sonunda, 76 izolatin % 51,3 tiniin C. jejuni
oldugunu bildirmislerdir. Mansouri-najand ve ark. (161), tarafindan bildirilen
calismada, 90 tavuktan alinan 6rneklerin 68 (% 75,6)’1 Campylobacter spp. yoniinden
pozitif bulunmustur. Yapilan ¢alismada, 41 (% 60,3) C. jejuni izolat1 tespit edilmistir.

Tiirkiye’den, Aydin ve ark. (143)’min yaptiklari caligmada 300 broiler karkasi
incelenmistir. Fenotipik testlerle 168 (% 56) ornek Campylobacter spp. yoniinden
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pozitif bulunmustur. Yapilan PZR testleri sonunda izolatlarin % 56’smmin C. jejuni
oldugu bildirilmistir. Yildirnm ve ark. (162)’nin bildirdigi calismada broiler digki
orneklerinden ve karkaslarindan termofilik  Campylobacter spp. prevalansi
incelenmistir. Orneklerin 393’iinden (% 91,8) Campylobacter spp. izole edildigi ve
izolatlarm % 92,2’sinin C. jejuni oldugu rapor edilmistir. Ozkan (144) tarafindan
yapilan ¢alismada; broiler barsak orneklerinin % 94’1, broiler karkas drneklerinin %
100’1, yumurtact digkl drneklerinin % 84’1 termofilik kampilobakter tiirleri yoniinden
pozitif bulunmustur. Fenotipik testlerle elde edilen 348 Campylobacter spp izolatinin
mPZR ile 337 (% 96,83)’s1 C. jejuni olarak tespit edilmistir.

Bu ¢alismada Haziran 2012 déneminde 100 ve Ocak 2013 doneminde 100 adet olmak
lizere toplam 200 &rnek Campylobacter spp. yoniinden incelenmistir. Ornekler mCCD
agara direkt ekim yoluyla inokiile edilmistir. Haziran 2012 doneminde toplanan 100
ornegin 81’1 (% 81); Ocak 2013 doneminde ise 100 6rnegin 77°si (% 77) fenotipik
testlerle Campylobacter spp. yoniinden pozitif olarak saptanmistir. Haziran 2012
doneminde 81 pozitif 6rnekten 124, Ocak 2013 donemindeki 77 pozitif érnekten 109
adet Campylobacter spp. izolati elde edilmistir. Izolatlarin multipleks PZR ile
molekiiler identifikasyonunda Haziran 2012 doneminde 88 (% 70,9) ve Ocak 2013
doneminde ise 68 (% 62,4) C. jejuni izolat1 elde edilmistir. Calismada Haziran 2012
donemindeki izolasyon ve identifikasyon sonuglarinin Ocak 2013 donemindeki
sonuglardan yiiksek oldugu ortaya cikmustir. Ancak, bu farklilik istatistiksel agidan
onemli bulunmamistir. Calismamizdaki izolasyon ve identifikasyon oranlarindan diisiik
(157, 159, 160), sonuglarimizla uyumlu (161) ve sonuglarimizdan yiiksek sonu¢ veren
caligmalar (144, 162) bulunmaktadir. Bu calismalar arasindaki farkliliklar mevsimsel
aktivite (163-165), secilen izolasyon yontemi (166, 167), izolasyonda kullanilan
besiyeri (168), izole edilen hayvanlarin durumu (163, 169), identifikasyon yonteminin
secimi (170), bolgesel farkliliklar (171) ve isletmeler arasindaki hijyen farkliligindan
(172) kaynaklaniyor olabilir.

Antibiyotikler tiim diinyada olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bir¢ok tilkede
antibiyotikler uzun siireler boyunca veteriner sahada terapotik amagtan ziyade hayvan
beslemede biiyiimeyi artirict olarak kullanilmistir (134, 173). Bu amagla diisiik
miktarlarda kullanildig1 i¢in antibiyotiklere karsi direngli bakterilerin sayisinda artig

gbézlenmis, buna bagli olarak baz1 iilkelerde antibiyotiklerin kullanimlari
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sinirlandirilmistir (127, 134). Yine de gelismekte olan iilkelerde antibiyotiklerin
yemlere ilavesi halen devam etmektedir (134, 174). Endonezya, Tayland, Hindistan ve
Afrika Kitasi’nin bazi bolgelerinde veteriner sahada kullanilan antibiyotiklerin regetesiz
olarak elde edilebilecegi ve bu antibiyotiklerin kontrolsiiz olarak kullanildig:
bildirilmektedir. Bu nedenle gelismekte olan {ilkelerde direncli bakteri sayisinda giin

gectikce artis gozlendigi bildirilmektedir (137, 134).

Kinolonlarin 1980’lerde ortaya c¢ikmasi, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi agisindan
bliylik bir iimitle karsilanmistir. C. jejuni’nin neden oldugu gastroenteritli hastalarin
tedavi edildigi baslangi¢ ¢alismalarinda, oldukg¢a basarili sonuglar alinmasina ragmen;
bu antibiyotiklere kisa siire igerisinde diren¢ gelismistir. Florokinolonlardan
enrofloksasin 1987°de Hollanda’da kanatli enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaya
baslanmustir (127). Insan C. jejuni klinik izolatlar1 arasinda florokinolon direncinin
ortaya ¢ikist Hollanda’dan (175), Ispanya’dan (176, 177) ve Kanada’dan (178, 179)
bildirilmistir (127). Insan ve kanatli orijinli C. jejuni izolatlar1 arasinda enrofloksasin
kullanilmaya  baslanmadan  once  siprofloksasin  direnci  bildirilmemisken;
enrofloksasinin kullanilmaya baglamasindan sonra insanlarda % 11 ve kanatlilarda % 14

oraninda siprofloksasin direnci goriilmiistiir (127).

Bu ¢alismalara ilaveten C. jejuni’lerin florokinolon direncine iligkin gerek yurt disindan
gerekse yurdumuzdan gesitli calismalar yapilmistir. Rahimi ve Ameri (180), C. jejuni
izolatlarinda % 54 oraninda nalidiksik aside, % 49,7 oraninda siprofloksasine ve % 11,
8 oraninda enrofloksasine karsi direng tespit etmislerdir. Andersen ve ark. (181)’nin
calismasinda, 1996-2003 yillar1 arasinda tavuk etlerinden izole edilen C. jejuni’lerin
nalidiksik asit ve siprofloksasine kars1 % 7,4- % 12,5 ve % 7,4- % 12,5 oranlarinda
direncin bulundugu ifade edilmistir. Bu calisma ile tavuk etlerinden izole edilen C.
Jjejuni’lerin florokinolon grubu antibiyotiklerine kars1 direncinde, 1996 ile 2003 tarihleri
arasinda azalmanin meydana geldigi tespit edilmistir. Bu durumun gida olarak tiiketilen
hayvanlarin  iiretiminde  florokinolonlarin  kullaniminin  smirlandirilmasindan
kaynaklandig1 ifade edilmistir. Rodrigo ve ark. (171), kampilobakter izolatlarinin
siprofloksasine kars1 % 86,6 oraninda direng gosterdigini bildirmislerdir. Obeng ve ark.
(182), kanathilardan izole edilen kampilobakter tiirlerinde siprofloksasin direncinin
bulunmadigini bildirilmislerdir. Senok ve ark. (183)’nin ¢aligmasinda, 117 insan ve 33

tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinin % 80’inin siprofloksasine direnclilik gosterdigi
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bildirilmistir. Wieczorek ve ark. (184), 321 tavuk karkas drneginden izole edilen C.
Jjejuni izolatlarinin % 91’inin siprofloksasine, % 89,3’liniin nalidiksik asite kars1 direngli

oldugunu tespit etmistir.

Yurdumuzda yapilan ¢aligmalarda, C. jejuni’lerin antibakteriyellere kars1 duyarliliklar
incelendiginde artan bir direng gelisimi gozlenmektedir. Giir ve ark.(185)’nin
caligmalarinda kampilobakter izolatlarinin tiimii kinolonlara duyarli bulunurken, Akan
ve ark. (186), 119 kampilobakter izolatinin sadece birinde kinolon direnci saptamistir.
Kinolon direncini; Yildirim ve ark. (187) % 26, Onciil ve ark. (188) % 14, Ongen ve
ark. (189) % 59, Giiney ve Basustaoglu (190), ise % 64,3 olarak bildirmislerdir.
Cakmak. (191), hindi but, gégiis ve kusbas1 drneklerinden ayrilan C. jejuni izolatlarinin
19’unun (% 17,4) siprofloksasine, 10’unun (% 9,2) nalidiksik aside direncli oldugunu
belirlemistir. Abay ve ark. (107), insan ve kanathlardan izole edilen C. jejuni
izolatlarinin nalidiksik asit, siprofloksasin ve enrofloksasin antibiyotiklerine direnglerini

strastyla % 84-95, % 81-93 ve % 85-88 oranlarinda tespit etmislerdir.

Bu ¢alismada Haziran 2012 ve Ocak 2013 doneminde ait izolatlarin, enrofloksasin (%
58-% 61,8), nalidiksik asit (% 78,4-% 92,6), levofloksasin (% 54,5-% 64,7) ve
siprofloksasin (% 67-% 86,8) antibiyotiklerine kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir.
Sunulan caligmadaki kinolon diren¢ oranlarindan diistik (180, 182), sonuglarimiz ile
uyumlu (171, 183) ve sonuclarimizdan yiiksek (184) diren¢ oranina sahip c¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu farkliliklarin test edilen mikroorganizmanin fenotipik ve genotipik
ozelliklerine (192, 193), kinolonlarin kanatlilara uygulanis siirelerine (194, 195),
incelenen materyalin farkliligina ve bolgesel farkliliklara (191) bagli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Makrolidler, 1950’11 yillarda kesiflerinden sonra 6zellikle eritromisin gibi tiirevleri C.
Jjejuni kaynakli gastroenteritlerin tedavisinde giliveni bir sekilde kullanilmaktadirlar
(127, 135). Eritromisinin C. jejuni kaynakli gastroenteritlerin tedavisinde kullanilmasi
(134) ve tilosinin hayvanlarda gelismeyi artict amagla kullanimi (108) sonucu direng
gelisimi baglamistir. Eritromisin direnci ile ilgili olarak yapilmis bir calismada Alberta
Kanada’da 1980-81 yillarinda eritromisin direncine rastlanmazken; 1999-2000
yillarinda yine Alberta Kanada’da C. jejuni izolatlar1 arasinda % 1’den az direng

saptandig1 bildirilmistir. Diinya genelinde bu yillarda Danimarka’da eritromisin direnci
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% 0 ve Tayvan’da % 10 olarak bildirilmistir (127). Iki binli yillara gelindiginde
A.B.D.’de C. jejuni ve C. coli izolatlarinda sirasiyla % 2,3 ve % 10,1 oranindaki
makrolid direnci dikkat cekmeye baglamistir. Fakat sonraki yillarda bu oranin % 1,2 ve
% 4,3 olarak azaldig: bildirilmistir. Avrupa Birligi Ulkeleri’nde 2010°da C. jejuni
makrolid direnci i¢in en yiiksek oran Malta’dan (% 10) ve Italya’dan (% 33)
bildirilmistir. Asya ve Afrika’da bu oran oldukca yiiksektir. Nijerya’da makrolid
direncli izolatlarin orani yaklasik % 80 olarak bildirilirken, Kinolon direncine benzer
sekilde Giiney Afrika’da makrolid direngli izolatlarin oraninin % 88 oldugu
bildirilmistir (134).

C. jejuni’lerin makrolid direncine iliskin gerek yurt disinda gerekse yurdumuzda ¢esitli
calismalar yapilmistir. Rahimi ve Ameri (180) izole edilen C. jejuni’lerin % 1,2’sinin
eritromisine direncli oldugunu bildirmistir. Haruna ve ark. (196), C. jejuni izolatlarinin
tamaminin eritromisine duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Ayni1 sekilde Perez-Boto ve
ark. (197), Obeng ve ark. (182), Senok ve ark. (183), Kos ve ark. (198) ve Wieczorek ve
ark. (184), calismalarinda C. jejuni izolatlarinin tamaminin eritromisine duyarl
oldugunu tespit etmislerdir. Habib ve ark.(199), C. jejuni izolatlarinin % 0,7’sinin
eritromisine direnc¢li oldugunu bildirmislerdir. Luber ve ark. (200) eritromisin direncini
% 6,1 oraninda bulmuslardir. Zhao ve ark. (201), % 2,8 oraninda azitromisine ve
eritromisine karsi direng tespit edildigini bildirmislerdir. Andersen ve ark. (181)
tarafindan bildirilen ¢alismada, eritromisin % 0,7-% 1) direncinin diisiik oranlarda
oldugu tespit edilmistir. Thibodeau ve ark. (202), C. jejuni izolatlarinin % 6’sinin

eritromisine ve azitromisine kars1 direngli bulundugunu saptamislardir.

Ulkemizden Oztiirk ve ark. (203) % 5,2, Yimaz ve Tugrul (14) % 8, Giiney ve
Basustaoglu (190) yalnizca bir izolatta eritromisin direnci saptamistir. Abay ve ark.
(107), insan ve kanatl orijinli C. jejuni izolatlarinda eritromisin direncini sirastyla % 6
ve % 7 oraninda tespit etmislerdir. Cakmak (191) tarafindan yapilan ¢calismada C. jejuni
izolatlarinin % 95,4’linlin azitromisine, % 94,5’inin eritromisine, diren¢ gosterdigi

belirlenmistir.

Bu ¢alismada Haziran 2012 ve Ocak 2013 doneminde ait izolatlarin; eritromisin (%
11,4- % 4,4), azitromisin (% 1,1-% 4,4) ve tilosin (% 40,9-% 47,1) antibiyotiklerine
kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir. Takdim edilen ¢aligmadaki makrolid direng
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oranlarindan diistik (182, 183, 197), bu sonuglar ile uyumlu (201) ve bu bulgulardan
yiiksek (191) direng¢ oranina sahip bir¢ok calisma bulunmaktadir. Mevcut farkliliklarin
test edilen mikroorganizmanin fenotipik ve genotipik ozelliklerine (193), incelenen
materyalin farkliligina ve bolgesel farkliliklara (191) bagh olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica bir diger neden olarak; makrolidlerin hayvanlarda biiylimeyi artirict olarak
kullanim1 akla gelmektedir. Avrupa Birligi iilkelerinde 1999’dan bu yana makrolidlerin
hayvan yemlerine katilmasi yasaklanmistir. Bu nedenle bu iilkelerdeki makrolid
direncinde ciddi oranlarda diisiis gézlenmistir. Gelismekte olan {ilkelerde makrolidlerin
kullaniminin devam ettigi, bunun da makrolid direncinde Onemli rol oynadig

bildirilmektedir (23).

Tetrasiklinler, 1940 yillarinda kesfedilmelerinden sonra Veteriner ve Beseri hekimlikte
cesitli bakteriyel hastaliklara karsi yogun bir sekilde kullanilmislardir. Bunun
sonucunda ortaya ¢ikan diren¢ nedeniyle glinlimiizde kullanimlart sinirlandirilmigtir
(206). Ozellikle insan C. jejuni klinik izolatlar1 arasinda tetrasiklin direnci 1980’lerden
bu yana hizli bir sekilde artis gostermistir. Kanada’dan bildirilen bir ¢alismada sadece
on yillik bir siire icerisinde insan klinik C. jejuni izolatlar1 arasinda tetrasiklin direncinin
% 19°dan % 56’ya yiikseldigi bildirilmistir (179). A.B.D ve Japonya’da tetrasiklin
direnci % 55 olarak bildirilirken (204, 205); bir baska c¢alismada kanatlilardan izole
edilen C. jejuni’lerin tamaminda tetrasiklin direncinin bulundugu ifade edilmistir (206).

Doksanli yillarin sonunda Tayland’da bu oran % 95 olarak tespit edilmistir (127, 207).

C. jejuni’lerin tetrasiklin direncine iliskin yurt disindan ve yurt i¢inden ¢esitli ¢calismalar
bildirilmistir. Rahimi ve Ameri (180), C. jejuni izolatlarinda % 70,6 oraninda tetrasiklin
direnci tespit etmislerdir. Haruna ve ark. (196), C. jejuni izolatlariin % 27’sinin
oksitetrasikline direngli oldugunu bildirmislerdir. Habib ve ark.(199), C. jejuni
izolatlarinin % 48,2’sinin tetrasikline duyarli oldugunu saptamislardir. Luber ve ark.
(200), C. jejuni izolatlariin % 37,8’inin tetrasikline direncli oldugunu; Zhao ve ark.
(201) ise, C. jejuni izolatlariin doksisikline karst % 46,6 oraninda direng gosterdigini
bildirmislerdir. Perez-Boto ve ark. (197), 697 C. jejuni’nin tetrasiklin antibiyotigine
direncini % 48,2 olarak bulmuslardir. Obeng ve ark. (182), C. jejuni’lerin tetrasikline
kars1 direncinin diisiik seviyelerde (% 5,5-% 47) oldugunu ifade etmislerdir.
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Ulkemizde C. jejuni izolatlarmin tetrasiklin direncine iligkin yapilan bir ¢alismada
Ongen ve ark. (189) sadece bir izolatta tetrasiklin direnci bildirmislerdir. Giiney ve
Basustaoglu (190) ise tetrasikline kars1 % 35,7 oraninda direng saptamislardir. Cakmak
(191), C. jejuni izolatlarinin % 36,7 sinin tetrasikline diren¢ gosterdigini belirlemistir.
Abay ve ark.(107), insan ve kanatli orijinli C. jejuni izolatlarinin tetrasiklin

direngliliklerini sirastyla % 38 ve % 56 olarak bildirmislerdir.

Sunulan bu ¢alismada Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemine ait izolatlarin; tetrasiklin
(% 55,6- % 64,7), oksitetrasiklin (% 40,9-% 39,7) ve doksisiklin (% 2,3-% 1,5)
antibiyotiklerine kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir. Mevcut ¢alismada ki tetrasiklin
diren¢ oranlarindan diisiik (182, 196), benzer (191, 197, 199, 200) ya da mevcut
bulgulardan yiiksek (180, 201) ¢alismalar bulunmaktadir. Bu farkliliklarin test edilen
mikroorganizmanin fenotipik ve genotipik oOzelliklerine (193, 208), incelenen
materyalin farkliigma (200), ayrica gerek iilkesel gerekse de bolgesel olarak
antibiyotiklerin gida olarak tliketilen hayvanlarda uygulanig bi¢imine (181) bagh

olabilecegi diisiiniilmektedir.

C. jejuni izolatlar1 arasinda ¢oklu antibiyotik diren¢ durumu, etkenin neden oldugu
hastaliklarin etkili bir sekilde tedavisini giiclestirmektedir (119, 127). Tayland’dan
Hoge ve ark. (209)’nin ¢alismasinda azitromisin ve siprofloksasin direngli izolatlarin
varlig1 % 100 olarak bildirilirken; Tayvan’dan nalidiksik asite direncli izolatlarin ayni
zamanda siprofloksasin ve tetrasiklin direncine de sahip oldugu bildirilmistir (119,

207,).

C. jejuni’lerin ¢oklu antibiyotik direncine iliskin gerek yurt disinda gerekse yurdumuzda
cesitli calismalar yapilmistir. Tambur ve ark.(210) tarafindan yapilan ¢alismada insan,
domuz ve broiler orijinli toplam 55 C. jejuni izolatinin ¢esitli antibiyotiklere karsi
duyarhiliklan, disk difiizyon, E test ve agar diflizyon metotlariyla incelenmistir. E test
sonuglarina gore C. jejuni izolatlarinin biiyiik bir kismi iki (% 41,2) ve ii¢ (%11,8)
antibiyotige karsi direng¢li bulunurken; disk diflizyon metoduna gore insan orijinli C.
Jjejuni izolatlarimin % 5,9’u, dort farkli antibiyotige karsi ¢oklu direng gostermistir. Ku
ve ark. (211), 2004 ile 2008 yillar1 arasinda toplanmis tavuk eti ve insan kokenli 173
Campylobacter spp. izolatina kars1 9 farkli antibiyotigin duyarliliklarin test etmislerdir.
Calisilan 173 izolatin 140 (% 80,9)’inda 3 ile 8 antibiyotige karsi coklu antibiyotik
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direnci bulunmustur. Calismada en sik rastlanan ¢oklu ilag direng seklinin izolatlarin %
52,6’smin bulundugu, dort (siprofloksasin, nalidiksik asit, ampisilin ve tetrasiklin)
antibiyotige kars1 sekillenen diren¢ oldugu bildirilmistir. Salihu ve ark. (212)’nin
yaptiklar1 ¢alismada, broiler orijinli 70 C. jejuni izolatinin % 14,3’ tek bir antibiyotige,
% 243’14 1ki antibiyotige, % 40’1 ise ikiden fazla antibiyotige kars1 direngli
bulunmustur. Ulkemizden Abay ve ark. (107), insan ve tavuk orijinli C. jejuni
izolatlarinin 9 farkli antibiyotige kars1 duyarliliklarini inceledikleri ¢aligmada E test ve
disk diflizyon testini kullanmislardir. Testler sonunda insan izolatlarinin % 34°i ve

tavuk izolatlariin % 37’si dort farkl antibiyotige karsi direncli olduklar1 goriilmustiir.

Bu calismada Haziran 2012 doénemi izolatlarinin 64’tinde ve Ocak 2013 donemi
izolatlarinin 63’iinde ¢oklu ila¢ direnci gdzlenmektedir. Izolatlarin biiyiik bir kismi
36/156 (% 23,07) 5 farkli antibiyotige karsi direng gostermektedir. Ocak 2013
donemine ait 2 izolat, doksisiklin hari¢ test edilen tiim antibiyotiklere karsi direngli
olduklar1 tespit edilmistir. Calismadaki oranlardan diisiik, sonuglar ile uyumlu ve
bulgulardan yiiksek oranlara sahip ¢alismalar bulunmaktadir. Bu farkliliklarin,
kullanilan antibiyotiklere, antibiyotik gesitliligine, bilingsiz antibiyotik kullanimina ve
mikroorganizmalar arast plazmid aracili diren¢ aktarimma bagli oldugu (208)

diistiniilmektedir.

C. jejuni’lerin kinolon antibiyotiklerine karsi1 MIK dagilimlarina iliskin gerek yurt
disinda gerekse yurdumuzda cesitli calismalar yapilmistir. Cardinale ve ark. (213)’nin
izole ettikleri 120 C. jejuni’nin antibiyotiklere duyarliliklar1 E test ile belirlenmistir.
MIK degerlerine gore kampilobakter izolatlarinin % 34’ii siprofloksasine direngli (MIK
> 32 mg/l) bulunmustur. Uzunovic-Kamberovic ve ark. (214), tarafindan izole edilen
kampilobakterlerin siprofloksasine ait MIK degerleri; E test ve sivi mikrodiliisyon
testleriyle belirlenmistir. Siprofiloksasin direnci insanlarda, kanatli etlerinde ve
kanathilarda yiiksek oranlarda (% 32,1, % 23,5, % 26,7) saptanmistir. Siprofloksasin
direngli C. jejuni izolatlarmin tamaminda MIK degeri, >32 pg/ml olarak bulunmustur.
Hariharan ve ark. (215), 21 C. jejuni izolatinin antibiyotiklere duyarliliklarini E test ile
incelemislerdir. C. jejuni’nin siprofloksasine direnci % 10’dan az bulunmustur.
Calismada siprofloksasine direngli izolatlarin tamaminda MIK degeri >32ug/ml olarak
bildirilmistir. Ulkemizden Yildirim ve ark. (162)’nin ¢alismalarinda izole edilen 60 C.

jejuni izolatinin E test yontemine gore % 78,81 siprofloksasine, % 49,4’
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enrofloksasine direngli olarak belirlenmistir. Calismamizda oldugu gibi bu ¢alismada da

disk diflizyon ve E test yontemleri arasinda biiyilik bir uyum bulunmaktadir.

Sunulan bu c¢alismada E test sonuglarmin disk difiizyon testi sonuglar1 ile uyumlu
oldugu ortaya ¢ikmistir. Disk difiizyon testi ile direngli olarak bulunan izolatlarin
tamamui ayni1 sekilde E test ile de direngli olarak bulunmustur (216). E test sonuglarina
gore Haziran 2012 dénemi direncli izolatlariin MIK dagilimlari, nalidiksik asit i¢in >
32 pg/ml, enrofloksasin icin > 2 pg/ml, siprofloksasin i¢cin > 4 pg/ml pg/ml ve
levofloksasin i¢in > 8 pg/ml pg/ml olarak bulunurken; Ocak 2013 donemi direncli
izolatlarinda, nalidiksik asit i¢cin > 32 pg/ml, enrofloksasin i¢in > 2 pg/ml,
siprofloksasin i¢in > 4 pg/ml pg/ml ve levofloksasin i¢in > 8 pg/ml pg/ml olarak tespit
edilmistir. Mevcut c¢alismadaki oranlardan farkli oranlara sahip ¢alismalar

bulunmaktadir. Bu farkliliklarin, MIK belirlenmesinde kullanilan yéntem ve

degerlendirilmeye (208, 214) bagl oldugu diisiiniilmektedir.

C. jejuni’lerin makrolid grubu antibiyotiklere karst MIK dagilimlarina iliskin gerek yurt
disindan gerekse yurdumuzdan gesitli calismalar bulunmaktadir. Uzunovic-Kamberovic
ve ark. (214) tarafindan izole edilen kampilobakterlerin eritromisine ait MIK degerleri,
E test ve sivi mikrodiliisyon testleriyle belirlenmistir. Eritromisin direnci insanlarda,
kanath etlerinde ve kanathilarda % 26,4, % 35,3, % 26,7 olarak belirlenmistir.
Eritromisin direngli C. jejuni izolatlarin % 94,4’ iinde MIK degerleri, >128 pg/ml olarak
bulunmustur. Yurdumuzdan Yildinm  ve ark.(162)’nin caligsmalarinda
kampilobakterlerin antibiyotiklere duyarliliklarinin incelenmesi amaciyla kullanilan
disk difiizyon testi ile E test yontemlerinin karsilastirilmasi yapilmistir. Bu ¢alismada,
takdim edilen calismada oldugu gibi C. jejuni NCTC 11168 ile hindilerden ve
tavuklardan izole edilmis 60 C. jejuni izolatinin %21,2’si disk difiizyon testinde ve

Etest’te eritromisine direngli olarak bulunmustur.

Bu calismada E test sonuglarinin disk difiizyon testi sonuclar ile uyumlu oldugu ortaya
cikmistir. E test sonunda, disk difiizyon testi ile direngli bulunan izolatlarin tamami ayni
sekilde direncli olarak bulunmustur (216). Makrolid grubu antibiyotiklerin E test
sonuclari, Haziran 2012 doneminde eritromisin ve azitromisin i¢in > 32 upg/ml
bulunurken; Ocak 2013 déneminde > 128 pg/ml ve > 32 png/ml olarak tespit edilmistir.

Bu calismadaki oranlardan farkli oranlara sahip c¢alismalar bulunmaktadir. Bunun



86

nedeni olarak, dirence neden olan mekanizmanin farkliligi (23) ve bazi iilkelerde

makrolidlerin biiylimeyi artiric1 olarak kullanilmasi (213) gosterilmektedir.

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin MIK dagilimlarina iliskin gerek yurt disinda gerekse
yurdumuzda ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Miflin ve ark. (216), 125 C. jejuni izolatini
agar diliisyon testi ile inceledikleri ¢alismalarinda, tetrasiklin icin MIK degerinin > 16
mg/L olarak bulundugu bildirilmistir. Hariharan ve ark. (215), 21 C. jejuni izolatinin 7
farkli antibiyotige kars1 duyarliliklarini E test ile incelemislerdir. Tetrasiklin i¢in MiK
degeri >256 pg/ml olarak bulunmustur. Yurdumuzdan Yildirnm ve ark.(162)’nin
caligmalarinda kampilobakterlerin antibiyotiklere duyarliliklariin incelenmesi amaciyla
kullanilan disk diflizyon testi ile E test yontemlerinin karsilastiriimasi yapilmistir.
Calismada C. jejuni NCTC 11168 ile hindilerden ve tavuklardan izole edilmis 60 C.
Jjejuni izolat1 incelenmistir. Disk diflizyon testine gore izolatlarin % 14,1°1 tetrasikline
direncli bulunmustur. E test yontemine gore izolatlarin % 12,9’u tetrasikline karsi
direncli olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmada oldugu gibi bahsi gecen calismada da disk

difiizyon ve E test yontemleri arasinda biiyiik bir uyum bulunmaktadir.

Calismada E test sonuglarinin disk diflizyon testi sonuglari ile uyumlu oldugu
gorilmistiir. Disk difiizyon testi ile direngli olarak bulunan izolatlarin tamami aym
sekilde E test ile de direngli olarak bulunmustur (216). E test sonuglarina gére Haziran
2012 donemi izolatlarmin MIK dagilimlari tetrasiklin, oksitetrasiklin ve doksisiklin
antibiyotikleri i¢in, sirastyla > 16 pg/ml, > 16 pg/ml ve > 8 ug/ml olarak bulunurken;
Ocak 2013 donemi izolatlarinda tetrasiklin, oksitetrasiklin ve doksisiklin antibiyotikleri
i¢in, swrastyla > 16 pg/ml, > 16 pg/ml ve > 256 pg/ml olarak tespit edilmistir. Sunulan
bu ¢alismadaki oranlardan farkli bulgularin, MIK belirlenmesinde kullanilan yénteme
(216) ve mikroorganizmaya (208) bagli oldugu diistiniilmektedir. Ayrica tetrasiklinlerin
kanatlilarda profilaktik ve biiylimeyi artirict olarak kullanimi da bu farkliliklara neden

olabilmektedir (215).

Campylobacter spp.’de tetrasiklin direncinden sorumlu olan fetO geni kromozomal ve
daha ¢ok plazmid kokenlidir. Genlerin iriinii olan TetO ve TetM proteinleri ile
ribozomal koruma saglanir. Boylece tetrasiklin, ribozomun A bdlgesine baglanamaz ve

etkisini gosteremez (134).



87

C. jejuni’lerin tetrasiklin direncinin molekiiler yontemlerle incelendigi bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Gibreel ve ark. (149)’nin ¢aligmalarinda yliksek diizeyde tetrasiklin
direnci bulunan C. jejuni izolatlarinda (MIK > 512 pg/ml) plazmid ve genomik kékenli
tetO geninin varlii, PZR testleri ile arastirilmistir. Izolatlarin % 63’ii plazmid ve %
37’si ise genomik fefO geni yoniinden pozitif bulunmustur. Pratt ve Korolik (217)’in
caligmasinda, yiiksek diizeyde tetrasiklin direnci bulunan izolatlarin MIK dagilimlar1 32
ile 256 mg/L arasinda bulunmustur. Arastirilan fetO geni tiim tetrasiklin direnci bulunan
izolatlarda tespit edilmis ve biiyiik oranda kromozomal kaynakli olduklart bildirilmistir.
Obeng ve ark. (182)’nin ¢alismalarinda 7efO geninin varligi PZR ile ortaya konmustur.
Calismada tetrasiklin direncinin incelenmesinde Pratt ve Korolik (217)’in bildirdigi
primerler kullanilmistir. Aragtirmacilar, testler sonucunda tetrasiklin direncini ve fefO
geninin varligini, serbest tip yumurtaci tavuklarda % 40,7 ve % 40,7, kafeslerde
yetistirilen et¢i irklarda % 5,6 ve % 5,6 olarak bulmuslardir. Serbest et¢i tip irklarda
tetrasiklin direncinin varlig1 ve fefO geninin tastyiciligi bulunamamistir. Dasti ve ark.
(218)’nin yaptiklar1 ¢alismada, C. jejuni izolatlarinin 13 (% 18)’iinde tetrasiklin direnci
(256 pg/ml) bildirilmistir. Diislik ve yiiksek seviyedeki tetrasiklin direnci fetO geni ile
iligkilendirilmistir. Tetrasiklin direngli C. jejuni izolatlarinin % 54’linde fefO geninin,
plazmid kokenli oldugu bildirilmistir. Oyarzabal ve ark. (219)’nin tetrasiklin direncini
inceledikleri calismada, Gibreel ve ark. (149)’nin bildirdigi PZR yontemi ve DMTI1 ve
DMT?2 primerleri kullanilmistir. Sadece bir izolatta tetrasiklin direnci tespit edilmistir.
Yirmi iki izolatta tetrasiklin yoniinden MIK degeri arastirilmis ve 1-8 pg/ml arasinda
oldugu belirtilmistir. Bu izolatlarin dokuzunda fefO geni tespit edilmis ancak bunlarin
genomik kokenli olduklar1 plazmid kdkenli olmadiklar ifade edilmistir. Kos ve ark.
(198)’nin calismalarinda tetrasiklin direnci % 69 oraninda bulunmustur. Sunulan bu
calismada oldugu gibi tetrasiklin direncine neden olan fetO geni, tetrasiklin direncli
izolatlarin (128-512pug/ml) plazmid ve kromozomal DNA’larinda Gibreel ve ark.
(149)’nin bildirdigi PZR yontemi ile incelenmistir. PZR testleri sonucunda 72 izolatin
67’sinde (% 93,05) tetO geninin plazmid kokenli oldugu, 5’inde ise kromozomal
kokenli oldugu bildirilmistir. Mazi ve ark.(220) tarafindan yapilan ¢aligmada, tetrasiklin
direnci incelenmistir. Testler sonucunda tavuk izolatlarinin tetrasiklin direncinin (%
80,9), insan izolatlarindan (% 41,3) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Tetrasiklin
direncinin genetik analizi i¢in plazmid DNA’sina, takdim edilen ¢alismada oldugu gibi

Gibreel ve ark. (149)’nin bildirdigi PZR yontemi uygulanmistir. Plazmid DNA’larinin
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tamaminda tetO geninin varlig bildirilmistir. Yurdumuzda Campylobacter spp.’lerde
tetrasiklin direncinde rol oynayan tetO geninin molekiiler yontemle arastirildig

herhangi bir ¢calisma mevcut degildir.

Calismada Haziran 2012 donemine ait 50 izolatin 44’1 (% 88), Ocak 2013 donemine ait
49 izolatin 42’si (% 85,7) genomik tefO geni yoniinden pozitif bulunmustur. Haziran
2012 donemine ait 32 izolatin 30’u (% 93,7) ve Ocak 2013 donemine ait 21 izolatin 18’1
(% 85,7) plazmid aracili tetO geninin varli§i yoniinden pozitif bulunmustur. Bu
caligmadaki oranlardan diisiik (217, 218, 219), benzer (149) ya da yiiksek (220) oranlara
sahip caligmalar da bulunmaktadir. Bu farkliliklarin, tetrasiklin direncine neden olan
mekanizmalardan birinin ya da birkagiin mikroorganizmalarca kullanilmasindan ileri

geldigi diistiniilmektedir (127, 134).

C. jejuni’deki kinolon direnci; gyrA genindeki kinolon direncini belirleyen bolge
QRDR’deki spesifik nokta mutasyonu ve CmeABC efluks pompalar1 araciliiyla
gerceklesmektedir (23, 134).

C. jejuni’lerin kinolon direncinin molekiiler yontemlerle incelendigi bir¢cok caligma
bulunmaktadir. Zirnstein ve ark. (152), siprofloksasin direngli 13 ve duyarhi 20 C. jejuni
izolatinda QRDR’nin varligim1 PZR ile, bu bodlgede yer alan gyrA bolgesindeki
mutasyonlart MAMA-PZR ile incelemislerdir. Mutasyonlarin dogrulanmas1 amaciyla
DNA sekans analizi yapilmistir. Testler sonucunda siprofloksasin direngli izolatlarin
cogunda Treonin-86-Izolosin  (Tre-86-izo) mutasyonu bulundugu  bildirilmistir.
Gelistirilen MAMA-PZR ile sekansa gerek kalmadan rutin olarak gyrA genindeki
mutasyonlarin saptanabilecegi bildirilmistir. Bakali ve ark. (221)’nin calismalarinda
kinolon direncinin incelenmesi amaciyla rastgele secilen C. jejuni 55 izolatin
QRDR’sini sekans analizine tabi tutmuslardir. Bu izolatlar igerisinden 37 kinolon direcli
izolatin tamaminda Tre-86-Izo mutasyonunun varligi bildirilmistir. Calismamizda
sekans analizi sonucuna benzer sekilde 37 izolatin bir kisminda 81., 119., 120., 136.,
149., 157 ve 161. kodonlarda sessiz mutasyonlarin varlig tespit edilmistir. Sonnevend
ve ark. (222)’nin ¢alismalarinda 147 C. jejuni izolatinin % 68’inde siprofloksasin
direnci tespit edilmistir. Bu calismada da direncli izolatlara Zirnstein ve ark. (152)’nin
bildirdigZi MAMA-PZR uygulanmigtir. MAMA-PZR ile mutasyonun varligi

gosterilmistir. Mutasyonun dogrulanmasi amaciyla izolatlara DNA sekans analizi
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yapilmistir. Sekans analizi sonucunda direngli izolatlarin % 98’inde gyrA geninde
mutasyona neden olan Tre-86-izo degisiminin bulundugu bildirilmistir. Said ve ark.
(223)’nin ¢aligmasinda, siprofloksasin direngli C. jejuni izolatlarina Zirnstein ve ark.
(152)’nin bildirdigi MAMA-PZR testi uygulanmistir. MAMA-PZR testi yoOniinden
pozitif 10 ve 4 negatif 6rnek mutasyonlarin dogrulanmasi1 amaciyla DNA sekans
analizine tabi tutulmustur. Florokinolon direngli izolatlarin tamaminda sunulan
caliymada oldugu gibi Tre-86-izo mutasyonun oldugu ancak duyarli izolatlarin
hi¢birinde bu mutasyonun goriilmedigi bildirilmistir. Wirz ve ark. (193) tarafindan
yapilan ¢alismada 46 C. jejuni (% 18,9) izolatinda Tre-86-Izo mutasyonu tespit edildigi
bildirilmistir. Rozynek ve ark. (224)’nin ¢alismalarinda 149 C. jejuni’nin kinolon direng
durumu GyrA genindeki Tre-86-izo mutasyonu, Zirnstein ve ark. (152)’nin bildirdigi
MAMA-PZR testi ile incelenmis; daha sonra mutasyonlarin dogrulanmasi amaciyla
DNA sekans analizi yapilmistir. Tiim siprofloksasin direngli izolatlarda Tre-86-izo
mutasyonunun varligi gosterilmistir. Helmi ve ark. (225), siprofloksasin direncinin
gosterilmesi i¢in Zirnstein ve ark. (152)’nin bildirdigi MAMA-PZR testini kullanmistir.
Siprofloksasin direncine sahip 25 C. jejuni izolatinin 22’sinde mutasyonun varlig: tespit
edilmistir. Ayrica mutasyonlarin dogrulanmasi amaciyla calismamizda oldugu gibi 5
direngli ve 3 duyarli C. jejuni izolatt DNA sekans analizine tabi tutulmustur. Direncli
izolatlarda Tre-86-Izo mutasyonunun varhigi gosterilmis ayrica bu izolatlarda bu
calismayla benzer sekilde 81. (His-81-His= CAC-CAT) ve 119. (Ser-119-Ser=AGT-

AGC) kodonlarda sessiz mutasyonlarin varligi bildirilmistir.

Yurdumuzda Campylobacter spp.’lerde kinolon direncinin molekiiler yontemle
arastirlldigl bir poster bildirisi disinda (226) herhangi bir ¢aligma mevcut degildir.
QRDR, Haziran 2012 déneminden 64 (% 87,6), Ocak 2013 doneminden 60 (% 90,9)
izolatta pozitif bulunmustur. Haziran 2012 donemine ait 61 (% 83,5) ve Ocak 2013
donemine ait 54 (% 81,8) C. jejuni izolat1 gyrA genindeki mutasyonlar yoniinden pozitif
olarak saptanmistir. Plazmid aracili kinolon direnci amaciyla gnr geni, C. jejuni
izolatlarinin hi¢ birinde bulunamamistir. Sekans analizi sonunda direncli izolatlarda
oncelikle 86. aminoasitte treonin (ACA), izoldsin (ATA) mutasyonuna rastlanirken 3
duyarli izolatta bu mutasyona rastlanmamustir. Ayrica direngli ve duyarl izolatlarda
diger aminoasitlerde (81., 119., 120. ve 121.) mutasyonlarin varlig1 tespit edilmistir.

Calisma sonuclarina uyumlu ya da farkli oranlara sahip caligmalar bulunmaktadir. Bu
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farkliliklarin, kullanilan yonteme ya da mikroorganizmada kinolon direncine neden olan

mekanizmanin farkli olmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir (23, 134).

Kampilobakterlerde makrolidlere kars1 direng, 23S rDNA iizerindeki ribozom baglanma
bolgesinin degisimi (L4 ve L22) ve buna bagl olarak sekillenen nokta mutasyonu
(A2074C ve A2075G mutasyonlar1) sonucu olmaktadir (127, 137). Ayrica, CmeABC
efluks pompalarmin baz1 izolatlarda tilosin ve azitromisin MIK seviyelerini diisiirdiigii

ve makrolid direncine neden olabilecegi de bildirilmistir (23).

C. jejuni’lerin makrolid direncinin molekiiler yontemlerle incelendigi bir¢ok caligsma
bulunmaktadir. Alonso ve ark. (151)’nin ¢alismalarinda 17’si eritromisin direncli insan,
gida ve hayvan kaynakli 20 C. jejuni 23SrRNA genindeki A2074C ve A2075G
mutasyonlarin tespitini MAMA-PZR testi ile incelemislerdir. Mevcut ¢aligmada oldugu
gibi, yliksek diizeyde eritromisin direncine sahip izolatlarin tamaminda A2075G
mutasyonu gozlenirken; A2074C mutasyonuna rastlanmamistir. Ayrica eritromisine
duyarli izolatlarin hic¢birinde bu iki mutasyon gézlenmemistir. Kurincic ve ark. (227)
da, 36 C. jejuni izolatina yapilan testler sonucunda yiiksek diizeyde eritromisin direnci
bulunan izolatlarin tamaminda A2075G mutasyonu goézlemis, izolatlarin hicbirinde
A2074C mutasyonuna rastlamaiglardir. Eritromisine duyarli izolatlarin higbirinde bu iki
mutasyona rastlanmadig rapor edilmistir. Rozynek ve ark. (224) 149 C. jejuni izolatinin
eritromisin direncini molekiiler yontemlerle incelemislerdir. Eritromisine direncli olarak
bulunan bir izolatta (MIK 24 mg/L) yapilan PZR-RFLP ve sekans analizi sonucunda
A2074C ve A2075G mutasyonlarindan herhangi birine rastlanmadigi bildirilmistir.
Amar ve ark. (228)’nin, caligmalarinda makrolid direngli C. jejuni izolatlarina
multipleks PZR ve DNA sekansi yapilmis, analizler sonucunda makrolid direngli
izolatlarda A2074C ve A2075G mutasyonlarindan hig¢birinin bulunmadig: bildirilmistir.
Perez-Boto ve ark. (229)’nin calismalarinda 678 C. jejuni izolatinin eritromisin
antibiyotigine karsi duyarliligi molekiiler yontemlerle incelenmistir. Iki izolatta A2074C
mutasyonu bulundugu bunun disinda eritromisin direncli izolatlarin tamaminda
A2075G mutasyonunun tespit edildigi bildirilmistir. Logue ve ark. (230) tarafindan
yapilan calismada, 425 kampilobakter izolatinin eritromisin direncinin molekiiler
yontemlerle dogrulanmasi amaciyla 103 izolat, DNA sekans analizine tabi tutulmustur.
Fenotipik testlerle direngli olarak tespit edilen bu izolatlarin 85’inde A2075G, 2’sinde

ise A2074C mutasyonu bulundugu bildirilmistir. Bir baska ¢alismada, Corcoran ve ark.
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(231) yiiksek diizeyde eritromisin direngli 20 C. jejuni izolatinda DNA sekans analizi
sonucunda A2075G mutasyonu bulunurken hicbir izolatta A2074C mutasyonuna
rastlanmamistir. Ayrica duyarli izolatlarin higbirinde bu iki mutasyondan birine
rastlanmadigi rapor edilmistir. Bir¢cok c¢alismada (137, 232) C. jejuni ve C. coli’de
makrolid direncinde 23SrRNA bolgesinin V ilmigindeki 2074 ve 2075 nokta
mutasyonlarinin Escherichia coli’deki 2058 ve 2059°a ya da Helicobacter pylori’deki
2142 ve 2143 mutasyonuna denk geldigi ve calismalarda bu sayilarin kullanildig
bildirilmistir. Ladely ve ark. (233), 35 C. jejuni izolatinin makrolid grubu
antibiyotiklere (azitromisin, eritromisin ve tilosin) karsi direncinin genetik temelini
arastirdiklar1 bir calismada sekans analizi sonucunda makrolid direncine sahip 9 C.
Jjejuni izolatinin 3’linde 2059 pozisyonunda ve ¢alismamizdan farkli olarak izolatlarin
6’sinda 2058 pozisyonunda mutasyonlarin varlig1 bildirilmistir. Gibreel ve ark. (234),
23 makrolid direngli kampilobakterlerde direncin mekanizmasini arastirdiklar1 bir
caligmada benzer sekilde PZR amplifikasyon testleri ve DNA sekans analizi sonucunda
izolatlarin % 78’inde 23SrRNA geninin 2059 bazinda (E. coli denkligi) A-G mutasyonu
oldugunu ve sunulan bu ¢alismadan farkli olarak izolatlarin % 13’iinde 23S rRNA
geninin 2058 bazinda (E.coli denkligi) A-C mutasyonu tespit etmislerdir. Buna ilaveten
bir izolatta da 23S rRNA geninin 2058 bazinda (E. coli denkligi) A-G mutasyonu
bulundugu bildirilmistir.

Haziran 2012 ve Ocak 2013 donemine ait C. jejuni izolatlarinda A2074C mutasyonuna
rastlanmazken; Haziran 2012 dénemine ait 7 (% 18,4) ve Ocak 2013 donemine ait 4 (%
14,8) izolatta A2075G mutasyonu tespit edilmistir. Mutasyonlarin dogrulanmasi
amaciyla makrolidlere direngli 6 ve duyarli 7 toplam 13 izolata DNA sekans analizi
yaptirilmistir. Sekans analizi sonucunda test edilen direncli izolatlar arasinda A2075G
mutasyonu tespit edilirken; PZR testleriyle uyumlu olarak hicbir izolatin sekans
analizinde A2074C mutasyonuna rastlanmamistir. Keza; duyarli izolatlarin higbirinde
de bu iki mutasyona rastlanmamistir. Bu sonuglarla uyumlu ve farkli sonuglar veren
calismalar bulunmaktadir. Bunun nedeni olarak direncin kaynagi gosterilebilmektedir.
Soyle ki; kampilobakterlerde makrolidlere karsi direng, 23S rDNA iizerindeki ribozom
baglanma bolgesinin degisimi (L4 ve L22) ve buna bagli olarak sekillenen nokta
mutasyonu (A2074C ve A2075G mutasyonlar1) sonucu olmaktadir (127, 137).

Sonug olarak;
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Calismada, Kayseri Sehir merkezinde bulunan farkli satis noktalarinda tiikketime sunulan
broiler karkaslarinda C. jejuni’lerin yiiksek oranlarda bulundugu tespit edilmistir.
Baslangigta steril olarak kabul edilen saglikli kanatl etleri kesim, yiizme, parcalama ve
depolama sirasinda barsak florasinda bulunan C. jejuni’lerle kontamine olmaktadirlar.
Bu nedenle, tiiketicilerin, tavuk et ve et lriinlerini yeterince pisirmeden tiiketmemesi,
tavuk iriinlerine elle temas edildikten sonra ellerin mutlaka sabunla yikanmasi gibi

koruyucu tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.

Calisma sonunda, C. jejuni izolatlarmin, azitromisin, doksisiklin ve eritromisin
antibiyotiklere yiiksek oranlarda duyarli olduklar1 tespit edilmis; bu nedenle
eritromisine ilaveten azitromisin ve doksisiklin antibiyotiklerinin alternatif tedavi
secenegi olarak kullanilabilecegi diisiintilmiistiir. Kanatlilarda bilingsiz antibiyotik
kullanimiyla birlikte, hayvan orijinli izolatlardan plazmid aracili antibiyotik direng
genlerinin, insanlarda zoonotik dneme sahip kampilobakter izolatlarina aktarilmasinin

halk saglig1 agisindan 6nemli risk kaynagi olusturdugu sonucuna ulasilmaistir.

Kampilobakterler arasinda artan direng oranlarini en alt seviyelere indirmek ve direngli
bakteri sayisin1 azaltmak i¢in tedavide antibiyotik kullaniminin bilinglendirilmesi ve dar
spektrumlu antibiyotik kullaniminin tercih edilmesi gibi tedbirlerin alinmasinin olumlu

sonuclar verecegi sdylenebilir.
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