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TESEKKUR

“Tavuk ve insan orijinli Campylobacter jejuni izolatlarinin Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) ve Repetitive Extragenic Palindromic-Polymerase Chain
Reaction (Rep-PCR) ile molekiiler tiplendirilmesi ve gesitli antibakteriyallere
duyarliliklar1” baslhkli ve TSA-11-3414 no’lu bu proje Erciyes Universitesi, Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nce desteklenmistir. Bu birime sahsim ve

projede yer alan yardimci arastiricilar adina tesekkiirlerimi sunarim.

Yrd. Dog. Dr. Se¢il ABAY
Proje Yiiriitiiciisii
Veteriner Fakiiltesi
Klinik Oncesi Bilimler Boliimii
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1
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TAVUK VE INSAN ORIiJINLi CAMl?YZIf:gBACTER JEJUNI iIZOLATLARININ
PULSED-FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE) VE REPETITIVE
EXTRAGENIC PALINDROMIC-POLYMERASE CHAIN REACTION (REP-PCR)
ILE MOLEKULER TIPLENDIRILMESI VE CESITLI ANTIBAKTERIYALLERE
DUYARLILIKLARI
Bu calismada, kanatli ve insan orijinli C. jejuni izolatlar1 arasindaki klonal iliskinin

arastirilmasi ve izolatlarin ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklarinin saptanmasi amaglandi.

Bu amagla, 2010 yilinda Kayseri il merkezinde 100’0 tavuk karkas ve 100’4 de klinik
olgulardan izole edilen insan orijinli olmak tizere toplam 200 adet C. jejuni izolati ¢aligmaya
dahil edildi. izolatlarin genotiplendirilmesi icin, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ve
otomatize repetitive extragenic palindromic PCR (Rep-PCR, DiversiLab sistemi) yontemleri
kullanildi. PFGE’de restriksiyon i¢in Smal enziminden yaralanildi. izolatlarm antibakteriyel
duyarlilik testi disk difiizyon yontemi ile yapildi. Testte, eritromisin, streptomisin, tetrasiklin,
nalidiksik asit, amoksisilin klavulonik asit, siprofloksasin, enrofloksasin, gentamisin ve
ampisilin antibiyotiklerine ait diskler kullanildi. Bu test sonucunda eritromisin, enrofloksasin
ve siprofloksasine direngli izolatlarin MIC degerleri E test (Biomerieux) ile saptandi.

PFGE yontemiyle izolatlarin 174’4 (%87) tiplendirilebilirken, Dice'in benzerlik katsayisi
kullanilarak yapilan UPGMA kiimelesme analizinde (pozisyon tolerans %1 ve %80 benzerlik
katsayist sinir olarak alindiginda), 115 farkli genotip elde edildi. Tiplendirilebilen izolatlarin
93’1 klonal yonden (%53) iligkili olarak bulundu ve bunlar 35 farkli kiime igerisinde yer aldi.
Rep-PCR ile izolatlarin tamami tiplendirilebildi. Bu yontem ile izolatlar arasindaki klonal
iliskinin analizi i¢in DiversiLab Software (version 3.4) ile Pearson korelasyon katsayisi
kullanildi. Benzerlik matrisi %95 alindiginda, 200 izolat 133 farkli genotipe ayrildi. Klonal
yonden iligkili 114 izolat (%57), sus sayisi 2 ila 4 arasinda degisen 47 kiime igerisinde yer
aldi. Disk diflizyon testinde insan ve tavuk orijinli izolatlarin tamami gentamisine duyarl
bulundu. Amoksisilin klavulonik asit, eritromisin ve streptomisine duyarlilik oranlar1 %84-
%96, %82-%88 ve %96-%98 olarak saptandi. Insan izolatlarinda ampisilin, enrofloksasin
nalidiksik asit, siprofloksasin ve tetrasikline %44, %85, %84, %81 ve %38 oraninda direng
saptanirken tavuk izolatlarinda bu antibiyotiklere direng orant %34, %88, %95, %93 ve %56
olarak belirlendi.

E test sonucunda insan izolatlariin 62’si enrofloksasin, 70’i de siprofloksasine, tavuk orijinli
izolatlarin ise 70’1 enrofloksasin, 78’1 de siprofloksasine, direngli olup MIC degerleri de >32

(ng ml™) olarak bulundu.



Calismamizda kullanilan her iki molekiiler tiplendirme yonteminin sonuglarinin biiyiik oranda
uyumlu oldugu belirlendi. Molekiiler tiplendirme sonuglarina goére, baskin bir salgin susu
tespit edilemedi. Ancak insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlar1 arasinda saptanan klonal
yakinlik oranlari, bu etkenden ileri gelen infeksiyonlarda tavuk etinin O6nemli roli
olabilecegini gostermektedir. Tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinda yiiksek kinolon
direnci saptanmistir. Yine insanlarda C. jejuni’den ileri gelen infeksiyonlarda tedavi amaciyla
kullanilan eritromisin yaninda amoksisilin klavulonik asit ve streptomisin de tedavi segenegi
igerisinde yer alabilir.

Anahtar Kelimeler: Campylobacter jejuni, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE),
Repetitive Extragenic Palindromic-Polymerase Chain Reaction (Rep-PCR), Antibiyogram



ABSTRACT
THE MOLECULAR TYPING OF CAMPYLOBACTER JEJUNI ISOLATES
ORIGINATED FROM HUMAN AND POULTRY WITH PULSED-FIELD GEL
ELECTROPHORESIS (PFGE) AND REPETITIVE EXTRAGENIC PALINDROMIC-
POLYMERASE CHAIN REACTION (REP-PCR) AND SUSCEPTIBILITIES TO
VARIOUS ANTIBIOTICS

In this study, the investigation of clonal relations between human and poultry originated C.
jejuni isolates and the determination of susceptibilities of isolates to various antibiotics were
aimed. For this purpose, in the center of Kayseri, totally 200 C. jejuni obtained from 100
chicken carcass isolates and 100 human isolates originated from clinical cases were included
to the study in 2010. For the genotyping of the isolates, PFGE and Rep-PCR (DiversiLab
system) methods were used.

In the PFGE, Smal enzyme was used for the restriction. The antibacterial susceptibility testing
of isolates was performed by disk diffusion method. In the test, amoxicillin clavulanic acid
ampicillin, ciprofloxacin, enrofloxacin, erythromycin, gentamicin, nalidixic acid streptomycin
and tetracycline disks of antibiotics were used. As a result of this test, the MIC values of
isolates resistant to ciprofloxacin, enrofloxacin and erythromycin were detected by the E test
(Biomerieux).

While, 174 of the isolates (87%) were typed with PFGE method, the 115 different genotypes
were obtained in UPGMA cluster analysis by using of Dice's similarity coefficient (position
tolerance 1% and similarity coefficient 80 % were taken as limit). As, the 93 of typable
isolates (53%) were found to be clonally related and they took part in 35 different clusters. All
isolates could be typed by using Rep-PCR. For the analysis of clonal relations among the
isolates with this method, DiversiLab Software (version 3.4) and Pearson correlation
coefficient were used. When the similarity matrix was considered as 95%, the 200 isolates
were divided into 133 different genotypes. Clonally related 114 isolates (57%) were included
in 47 clusters that contained 2 to 4 number of strains.

In disk diffusion test, human and chicken originated isolates, were all susceptible to
gentamicin. The susceptibility rates to amoxicillin clavulanic acid, erythromycin and
streptomycin were detected 84%-96%, 82%-88% and 96%-98% as respectively. Whilst, in
human isolates, the resistance to ampicillin, ciprofloxacin, enrofloxacin, nalidixic acid,
tetracycline were detected as ratios of 44%, 81%, 85%, 84% and 38% and in chicken isolates,

the resistance rates to these antibiotics were determined as 34%, 93%, 88%, 95% and 56%.



In E test result, 70 and 62 of human isolates were found to be resistant to ciprofloxacin and
enrofloxacin as for 78 and 70 of chicken originated isolates were resistant to ciprofloxacin
and enrofloxacin at MIC values of > 32 (ug m1™), respectively.

It was concluded that the results of two molecular methods used in our study were largely
compatible and a dominant outbreak strain has not been determined. However, the clonal
proximity rates detected between human and poultry originated C. jejuni isolates
demonstrated that chicken meat played important role in the infections caused by this agent.
High quinolone resistances were detected in C. jejuni isolates originated from chicken and
human. In addition to erythromycin used for the treatment of infections caused by C.jejuni in
humans, amoxicillin clavulanic acid, and streptomycin can take place in the choice of

treatment.

Key Words: Campylobacter jejuni, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), Repetitive

Extragenic Palindromic-Polymerase Chain Reaction (Rep-PCR), Antibiogram



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM

Campylobacter jejuni, insanlarda goriilen gida orijinli akut bakteriyel gastroenteritisin en
yaygin etkeni olarak bilinmektedir. insanlardaki bu infeksiyon icin en 6nemli kaynaklar
kontamine et, siit ve sudur. Ozellikle de Kanatlilar kampilobakterleri sindirim sistemlerinde
barindirmalarindan dolayi, bunlarin digkilariyla kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi
insanlarda gozlenen kampilobakteriozis i¢in en dnemli kaynak olarak gosterilmektedir. Bunun
yaninda pet hayvanlari (kedi, kopek), vahsi kanatlilar ve vahsi hayvanlar da infeksiyon
kaynagidirlar. Bulasma, portér hayvanlarla direkt temas ve kontamine hayvansal iiriinlerin
(et, siit) ellenmesi ve tiiketilmesi sonucu meydana gelmektedir.

Bu projede, Kayseri il merkezinde 100’1 tavuk karkas ve 100’ de klinik olgulardan izole
edilen insan orijinli olmak tizere toplam 200 adet C. jejuni izolati arasindaki klonal iliski
arastirildi  ve izolatlarin ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklar1 saptandi. izolatlarin
genotiplendirilmesi igin, ayirim giicii yiiksek olan pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ve
son zamanlarda kullanimi yayginlasan otomatize Rep-PCR tabanli DiversilLab sistemi
kullanildi. izolatlarin antibakteriyel duyarlilik testi disk difiizyon yontemi ile yapildi. Testte,
eritromisin, streptomisin, tetrasiklin, nalidiksik asit, amoksisilin klavulonik asit,
siprofloksasin, enrofloksasin, gentamisin ve ampisilin antibiyotiklerine ait diskler kullanildi.
Bu test sonucunda eritromisin, enrofloksasin ve siprofloksasine direnc¢li izolatlarin MIC
degerleri E test (Biomerieux) ile saptandi.

Bu caligma ile son yillarda, bakterilerin molekiiler tiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
iki 6nemli metodun (PFGE, REP-PCR) kanatli ve insan orijinli C. jejuni izolatlarini
tiplendirmedeki etkinligi de ortaya konuldu. Kayseri ilinde tavuk etlerinden (karkas) izole
edilen ve insan infeksiyon olgularindan ayrilan C. jejuni izolatlarinin antibiyotiklere olan
direng profilleri hakkinda bilgiler elde edildi. Bu bilgiler, hem infeksiyonun tedavisinde
kullanilan antibakteriyallerin se¢ciminde hem de olas1 bulasma kaynaklar1 hakkinda yorum
yapilmasini sagladi.

Bu c¢alisma, yurdumuzda ayni lokalizasyondan ayrilan insan ve tavuk orijinli C.jejuni
izolatlarinin antibiyotik diren¢ profilleri ile genetik yakinliklarimin beraber arastirildig ilk
proje olma o&zelligini tagimaktadir. Ozellikle insan kampilobakteriyosisi igin atfedilen
kaynaklarin kanathh ve memeli hayvanlar oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda
karsilagtirmali ¢alismalarin 6nemi daha da artmaktadir. Elde edilen bilgilerin, yurdumuzda

yapilmis ilk ¢alisma olmasi nedeniyle literatiire 6nemli katki saglayacag diisiincesindeyiz.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Campylobacter spp.’nin genel ozellikleri

Campylobacter  tiirleri  Proteobacteria’nin  Epsilon alt grubunda  bulumaktadir.
Campylobacteraceae familyasinda Campylobacter, Arcobacter ve Sulfospirillum olmak iizere
birbiriyle yakindan ilgili {i¢ genus bulunmaktadir. Yapilan detayli calismalar sonucunda
Campylobacter genusuna 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 olmak iizere toplam 18 tiir, 6 tane
alt tiir ve 2 tane de biovar dahil edilmistir (On 2001; Foster ve ark., 2004; Humphrey ve
ark., 2007).

Ancak son yillarda Campylobacter canadensis sp. nov. (Inglis ve ark., 2007), Campylobacter
peloridis sp. nov., Campylobacter lari subsp. concheus subsp. nov., Campylobacter lari
subsp. lari subsp. nov. (Debruyne ve ark., 2009), Campylobacter cuniculorum sp. nov.,
(Zanoni ve ark., 2009), Campylobacter subantarcticus sp. nov. (Debruyne ve ark., 2010),
ve Campylobacter avium sp. nov. (Rossi ve ark., 2009) gibi yeni tiirlerin de varligi rapor
edilmektedir.

Kampilobakterler, Gram negatif, hareketli, mikroaerofilik, kapsiilsiiz, sporsuz, aside direngli
olmayan, kivrimli ¢comakciklar seklinde mikroskobik gdriiniime sahip mikroorganizmalardir.
Sahip olduklar1 kivrimlarin sayisina gére mikroskopta “S”, “virgiil” veya “marti kanadi1”
seklinde goriiliirler. 42°C’de de iiremelerinden dolayi, C. coli, C. jejuni, C. lari ve C.
upsaliensis “termofilik kampilobakterler” olarak da anilirlar ve kati besiyerlerinde yaygin,
basik, diizensiz kenarli, sulu gériiniimlii sekilsiz koloniler olustururlar. Ancak koloni yapisi
besiyerindeki nem ile yakindan iliskilidir. Kanli agardaki kolonileri genellikle
nonhemolitiktir. Oksidaz ve katalaz aktiviteleri pozitif, indol aktiviteleri ise negatif olup,
seleniti rediikte etme yetenegine sahip degildirler (Diker 1997; Quinn ve ark., 1998). Kapsiil
ve fimbria niteliginde bir organele sahip degildirler. C. jejuni ve C. coli suslarina spesifik
litik fajlarin varligi saptanmistir. C. jejuni suslarinin 6nemli bir boliimii kloramfenikol,
kanamisin ve tetrasiklinlere direngliligi ile iliskili plazmid tasimaktadirlar (Diker 1997).
“Termofilik kampilobakterler’cesitli tiirden evcil ve yabani hayvanlarin gastro-intestinal

sistem floralarinda bulunmaktadirlar (Yogasundram ve ark., 1989; Oyarzabal ve ark.,
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1995; Atabay ve Corry 1997; Hudson ve ark., 1999; Aydin ve ark., 2001). Termofilik
kampilobakterler icinde yer alan C. jejuni’nin dominant tiir oldugu kabul edilmekte ve
caligmalarin genellikle bu tiir iizerinde yogunlastig1 goriilmektedir. Ancak diger 3 tiiriin de
gerek hayvan infeksiyonlarinda ve gerekse insan infeksiyonlarindaki rolleri iizerinde detayh
calismalar mevcuttur. C. jejuni evcil hayvanlar igin sindirim sistemi infeksiyonlarina neden
olan 6nemli bir enterik patojendir (Diker 1997; Erganis ve Yanarates 1995). Bunun yaninda
C. jejuni'nin evcil hayvan tiirlerinde mastitis ve abortuslara da neden oldugu ortaya
konmustur (Diker ve Istanbulluoglu 1986; Quinn ve ark.,1998).

C. jejuni insanlarda akut gastroenteritisin onemli bir etkenidir. Insanlardaki C. jejuni
infeksiyonlarinin akut semptomlar: ishal, ates ve karin agrisidir. Bununla beraber kolitis,
reaktif artiritis ile Miller-Fisher ve Guilliane-Barre sendromlarini igeren norolojik
komplikasyonlara da neden olmaktadir (Yildirim ve ark., 1996; Alterkuse ve ark., 1999;
Friedman ve ark., 2000; Butzler 2004).

Insanlarda gériilen Campylobacteriosis gida orijinli bir infeksiyondur. Insanlardaki bu
infeksiyon icin en dnemli kaynaklar kontamine et, siit ve sudur. Ozellikle de kanatl etleri
(Gormley ve ark., 2008) ¢ok 6nemli bir kaynak olarak gosterilmektedir. Bunun yaninda pet
hayvanlart (kedi, kdpek), vahsi kanatlilar ve vahsi hayvanlar da infeksiyon kaynagidirlar.
Bulasma, portor hayvanlarla direkt temas ve kontamine hayvansal iiriinlerin (et, siit) ellenmesi
ve tiiketilmesi sonucu meydana gelmektedir (Giirgan ve Diker 1994; Alterkuse ve ark.,
1994; Ozer ve Ergiin 1999; Wolfs ve ark., 2001; Broman ve ark., 2004; Peterson 2003;
Butzler 2004; Gormley ve ark., 2008; Acke ve ark., 2009).

2.2. Campylobacter spp.’nin tammmlanmasi ve tiplendirilmesi

Cesitli kaynaklardan izole edilen C. jejuni’nin diger kampilobakter tiirlerinden ayirt
edilmesinde degisik 1silarda (25, 37 ve 42°C) ireme, hippurat hidrolizi, nalidiksik asit ve
sefalotine duyarlilik gibi testlerden yararlanilmaktadir (Aydin ve ark., 2001; Quinn ve ark.,
1998). Ancak identifikasyonda kullanilan fenotipik testlerin, tiirlerin tanimlanmasinda her
zaman etkin olmadig1 da rapor edilmektedir (Rautelin ve ark., 1999; On 2001). Yine insan
infeksiyon olgularindan ayrilan izolatlar ¢ogunlukla Campylobacter spp. olarak genus
diizeyinde isimlendirilmektedirler.

Diger gida orijinli infeksiyonlarda oldugu gibi insanlardaki Campylobacteriosis’de de
bulasma yolu ve infeksiyon kaynaginin belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Cesitli hayvan
tiirlerinin sindirim sisteminde yaygin olarak bulunan ve ayn1 zamanda insan ve hayvanlarda

enteritis, evcil tiirlerde mastitis ve abortusa neden olan C. jejuni nin epidemiyolojisine iliskin
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detayli arastirmalar yapilmistir. Bu amagla C. jejuni suslari igindeki gesitlilik, fenotipik ve
genotipik 6zellikler esas alinarak saptanmaya calisilmistir (Wassenaar ve Newell 2000).

Bunlardan yaygin olarak kullanilan fenotipik prosediir serotiplendirmedir. Kabul gérmiis iki
onemli serotiplendirme metodu vardir. Bunlar; Penner ve Lior tiplendirme metotlaridir (Lior
1984; Wassenaar ve Newell 2000). Bu metotlar, ¢cok sayida susun tiplendirilememesi, ¢ok
zaman almalari, teknik donanima ihtiya¢ duymalari, her laboratuvarda uygulanamamasi,
ulusal ve uluslararsi nitelikteki epidemiyolojik ¢caligmalar1 sinirlandirmis olmasi, antiserum ve

reagent’lerin hazirlanmasinin pahali olmasi gibi dezavantajlara sahiptir.

Bu ylizden son yillarda alternatif alt tiplendirme metotlarina ihtiya¢ duyulmus ve bakterilerin
genetik Ozelliklerinin esas alindigi molekiiler alt tiplendirme metotlar1 gelistirilmistir
(Wassenaar ve Newell 2000). Molekiiler tekniklerden bazilari, ribotyping, pulsed field gel
electrophoresis (PFGE), flagellin typing (fla typing), Random amplified polimorphic DNA
(RAPD), Amplified fragment length polimorphism (AFLP) ve Repetitive Extragenic
Palindromic PCR (Rep-PCR)’dir. Bu tekniklerin en 6nemli avantaji birgok laboratuvarda
yaygin olarak kullanilmasi ve bu metotlarin kolaylikla elde edilebilmesidir (Kiuchi ve ark.,
2000; Nielsen ve ark., 2000; Smith ve ark., 2000; Ribot ve ark., 2001; Wassenaar ve
Newell 2000; Ertas ve ark., 2004; Broman ve ark., 2004; Eyles ve ark., 2006, Behringer
ve ark.,2011).

Kuichi ve ark. (2000) PCR-RFLP tekniginde restriksiyon enzimi olarak Mbol kulllanmiglar
ve kanatli orijinli C. jejuni suslarin1 4 gruba aymrmiglardir. Arastiricilar bu teknigin
epidemiyolojik tiplendirme i¢in degerli bir teknik oldugunu bildirmislerdir. Nielsen ve ark.
(2000) insan, sigir ve kanatli orijinli 90 C. jejuni susunun, PCR-RFLP metodunun da iginde
bulundugu 6 metotla alt tiplendirmesini yapmislardir. Arastiricilar PCR-RFLP ile tiim suslarin
tiplendirilebildigini ve ayrica 2 sigir ve insan izolatinin benzer oldugunu bildirmislerdir. Yine
Aydin ve ark., (2007) Tirkiye’de, degisik kaynaklardan izole edilen C.jejuni izolatlarin1 bu
yontemle tiplendirme ¢alismalarinda insan izolatlarina benzer bant veren izolata

rastlanmadigini rapor etmislerdir.

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), kampilobakterlerin ve diger bircok bakterinin
tiplendirilmesinde kullanilan ayirt edici giicii yiiksek bir metottur (Lehner ve ark., 2000).
PFGE, CDC (Center of Disease Control and Prevention) tarafindan C.jejuni dahil olmak iizere
bircok bakteri i¢in standardize edilmistir. Kampilobakterler, diger enterik bakterilerden farkli

olarak intra ve inter-genomik degisikliklere daha fazla maruz kalirlar. Bu nedenle
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kampilobakterler veya diger bakterilerden kaynaklanan salginlarda PFGE veya bir baska
molekiiler yontemin kombinasyonu sonucunda enfeksiyonun ortak kaynagi tespit
edilebilmektedir (Serichantalergs ve ark., 2010). ilk defa 1980’lerde mikroorganizmalarin
kromozomal DNA’larinin  molekiiler agirliklarina goére elektroforetik ayrimi ile
genotiplendirilmesinde kullanilmistir (Wu ve Della-Latta 2006).

PFGE, belirli restriksiyon enzimleri kullanilarak kromozomal DNA’nin pargalanmasindan sonra
akim yoniinii degistiren 6zel bir elektroforez sistemi yardimiyla ortaya ¢ikan az sayida (yaklasik
10 ile 30) biiyiik DNA pargalarinin (400 ile 2000 kb’lik) dagitilmasi esasina dayanan DNA
parmak izlerini olusturmaktadir (Wu ve Della-Latta 2006; Jannes ve DeVos 2006; Robinson
2006).

PFGE, temelde restriction fragment length polymorphism teknigine dayanan, ayrim giicii ve
tekrarlanabilirligi yiiksek etkili bir molekiiler tiplendirme metodudur. Molekiiler tiplendirme

yontemlerinin altin standardi olarak kabul edilmektedir.

Bu yontemde, sivi veya kati1 besiyerinde iiretilen bakteriler, diisilk erime 1sili agaroza
karistirthip kiiclik kaliplar i¢ine dokiilmektedir. Agaroz igine karistirilan bakteri hiicreleri,
deterjan ve enzim yardimiyla pargalanarak DNA izolasyonu yapilmaktadir. PFGE'de
bozulmamig DNA gerekli oldugundan, yiliksek kalitede DNA'nin elde edilmesi Onem
arzetmektedir. Bu nedenle teknigin uygulanmasi sirasinda gerekli sicak ve soguk ortamlara

dikkat edilmesi gerekmektedir.

Liziz islemini takiben DNA, secilen restriksiyon enzimleri ile kesime ugratilmaktadir. Olusan
DNA parcalar1 nispeten az sayida ve biiytiktiir. PFGE’de restriksiyon enzimi ile genelde 8 ila
25 arasinda 40-600 kb DNA parcalar1 elde edilebilir. Daha sonra iginde kesime ugratilmis
DNA pargalar1 bulunan kaliplar, agaroz jel’e yiiklenerek 30-50 saat araliklarinda elektroforeze
tabi tutulur. DNA biyikliikleri farklilik arzettigi i¢in kii¢iik boyuttaki DNA’lar jelde
biiyiiklere oranla daha hizli gé¢ etmekte ve farkli bant profilleri elde edilmektedir. Bu bant
profilleri bilgisayar programlari yardimi ile degerlendirilerek suslarin birbirleriyle olan
iligkileri ortaya konulmaktadir. PFGE; agaroz jel icerisindeki biiyiik DNA molekiillerinin
(>10MDb) uygun bir alanda degisik sekillerde hareket etmesini saglayan bir avantaja sahip olup
otomatize bir sistem degildir. Ancak teknigin uzun zaman almasi (30-50 saat), yogun is giicii
gerektirmesi ve Ozel ekipmanlara ihtiyag duyulmasi gibi dezavantajlar1 da vardir (Liu D,
2006; Basim E ve Basim H, 2001). PFGE sonucu elde edilen veriler, Pulsenet

(www.cdc.gov/pulseNet) adindaki sisteme girilir. Pulsenet, gida kaynakli hastaliklara neden


http://www.cdc.gov/pulseNet
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olan kaynaklar1 tespit etmek ve gida kaynakli salginlara hizli bir sekilde cevap vermek
amaciyla halk sagligi ile gida laboratuarlar1 arasinda kurulan bir agdir (Barbuddhe ve ark.
2006). PFGE’in ise daha duyarli oldugu kabul edilmekte ve ¢esitli kaynaklardan izole edilen
kampilobakterlerin genetik yakinliklarinin belirlenmesi ve insan infeksiyonlarindan izole
edilen kampilobakterler ile ilgili olas1 risk faktorleri hakkinda yorum yapilabilecek bilgilere
ulagilmasinda olduk¢a faydali oldugu ve oOzellikle iki restriksiyon enzimi (Smal ve
Sacll/Kpnl, Xbal ) birlikte kullanildiginda izolatlar arasinda oldukga yiiksek ayirim giiciine
sahip oldugu bildirilmektedir (Cornelius ve ark., 2005; Eyles ve ark., 2006; Behringer ve
ark., 2011).

Molekiiler tiplendirme i¢in kullanilan Rep-PCR tabanli DiversiLab sistemi, g¢esitli hastalik
etkenlerinin (Staphylococcus aureus (Shutt ve ark., 2005), Pseudomonas aeruginosa (Ratkai
ve ark., 2010), Listeria monocytogenes (Roussel ve ark., 2010), Campylobacter jejuni ve
C.coli (Behringer ve ark., 2011), v.s.) genetik tiplendirilmesi agisindan duyarli oldugu
bildirilmekte ve cesitli kaynaklardan izole edilen kampilobakterlerin genetik yakinliklarinin
belirlenmesi ve insan infeksiyonlarindan izole edilen kampilobakterler ile ilgili olast risk
faktorleri hakkinda yorum yapilabilecek bilgilere ulagilmasinda oldukca faydali olacagi
diistiniilmektedir. Ayrica, diger yontemlere nazaran daha kolay olmasi, kullanilan
soliisyonlarin standart olmasi, zaman kaybini 6nlemesi, kisa siirede sonuca ulasilmasi ve en
onemlisi analiz rapor sonuglarinin standart programlarla uygun sekilde verilmesi acisindan
faydal1 bir yontemdir. Suslarla ilgili izole edildigi kaynak, tiir, serotip vs. verilerin bilgisayar
programina girildikten sonra istenilen karsilastirmalarin yapilabilmesi ve raporlara kisa siirede
ulagilabilmesi bir diger 6nemli ozelligidir (Healy ve ark., 2005, Fluit ve ark., 2010).
Ozellikle hastane infeksiyonlarinda, epidemik salginlarda kaynak izolata kisa siirede

ulasabilmeyi saglayabilmektedir (Fluit ve ark., 2010).
2.3. Campylobacter spp’nin Antibiyotiklere Diren¢ Durumu

Kampilobakterler ile ilgili olarak yiiriitiilen ve {istlinde 6nemli durulan bir diger konu da
antibiyotiklere olan diren¢ durumudur. S6yle ki bu mikroorganizmalar zoonotik karakterde
etkenler oldugundan ¢esitli antibiyotiklere 6zellikle de florokinolonlara karsi direngli suslar
ile olusan infeksiyonlar olduk¢ca Onem arzetmektedir. Cesitli kaynaklardan ve insan
infeksiyon olgularindan ayrilan kampilobakter izolatlarinin antibiyotiklere olan duyarliliklar
ile ilgili cok sayida ¢alisma yapilmistir (Yildirim ve ark., 1996; Ishiara ve ark., 2006;
Joonbae ve ark., 2007; (")ngen ve ark., 2007; Bostan ve ark., 2009). Tiim bu c¢alismalarda
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insan infeksiyon olgularindan ayrilan izolatlardaki diren¢ durumunun, ¢evresel ve gida orijinli
direngli kampilobakterler ile iligkisi vurgulanmaktadir (Unicomb ve ark., 2006; Nelson ve
ark., 2007; Praakle-Amin ve ark., 2007; Tadesse ve ark., 2010; Kim ve ark., 2010).
Eritromisin  genellikle insan kampilobakteriosis olgularmin tedavisinde kullanilan
antibakteriyel bir ajandir. Ancak hayvansal iiretimde kullanilan 6zellikle de florokinolonlar,
makrolidler ve tetrasiklinlere karsi Kampilobakterler arasinda antimikrobiyal direng gelisimi
ortaya ¢ikmistir. Bu yiizden 6zellikle Avrupa Birligi iilkelerinde bu diren¢ durumu goézlem
altina alimmis halk saghigim tehdit eden zoonotik hastalik etkenlerinin antimikrobiyal

direngliliginin takibi zorunlu kilinmistir (The EFSA 2008).

Tiirkiyede, antibiyotiklere direnclilik ile ilgili olarak yakin zamanda Bostan ve ark., (2009) 1
yillik periyot boyunca tavuk sigir ve koyun etlerinden Termofilik kampilobakter tiirlerinin
izolasyonu ve antibiyotiklere duyarliliklari ile yiiriittiikkleri ¢alismada anilan kaynaklarda
termofilik kampilobakterlerin prevalansinda bu periyot iginde Onemli bir degisiklik

olmadigin1 ve izolatlarin ¢ogunlukla tetrasiklinlere direnc¢li oldugunu vurgulamislardir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tadesse%20DA%22%5BAuthor%5D
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada kullanilan C. jejuni izolatlari

Arastirma i¢in 2010 yili i¢inde izole edilen 100 insan ve 100 tavuk orijinli olmak {izere
toplam 200 adet Campylobacter jejuni izolat: materyal olarak kullanildi. izolatlara iliskin
bilgiler asagidaki Tablo 1. de verilmistir. Izolatlar, fenotipik yontemler (Aydin ark.
2001, Quinn ve ark., 1998) ve ardinda da molekiiler analiz (Wang ve ark., 2002) ile
identifiye edilmislerdir.

Campylobacter jejuni Izolatlar:

Kaynag Sayisi
Insan orijinli izolatlar 100
Saglik Bakanligi, Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilen ishalli hastalara ait digk1
swap Orneklerinden izole edilmislerdir.
Tavuk orijinli izolatlar 100
Marketlerden  toplanan, ¢esitli  firmalara ait kanath
karkaslarindan, izole edilmislerdir.
Toplam 200

Tablo 1. Campylobacter jejuni izolatlarinin Sayisi ve Kaynagi
3.1.2. Standart Sus

Calismada gerek antibiyogram testinde ve gerekse molekiiler analizlerin yliriitiilmesinde
Anabilim dalimizda mevcut olan Campylobacter jejuni NCTC 11168 standart susu
kullanildi.

3.2. METOT

3.2.1. Molekiiler Analiz

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analizi Malatya indnii Universitesi T1p Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapildi. C. jejuni igin literatiirlere gére hazirlanan
PFGE protokolii uyguland: (Behringer ve ark. 2011; Karagiannis ve ark., 2010; Ribot
ve ark.,2001; Cornelius ve ark., 2005; Eyles ve ark., 2006).
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Yontemin basamaklari;

izolatlarin hazirlanmasi

Saf kiiltlir halinde tireyen C. jejuni kolonileri, plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml hiicre
slispansiyon tamponu (HST) (10 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 20 mM NaCl, pH
7.2) i¢inde siispanse edildi.

Hiicre siispansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15 dakika (alternatif olarak 13 000 X g
4°C’de 2 dakika) santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda tistteki HST atildi.

Pelletin iizerine tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa siireli vorteks yapildi.
Bakteri yogunlugu, spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco,

Germany) yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans olacak sekilde ayarlandi.

Izolatlarin agaroza gémiilmesi

1.

5.

HST igerisinde %?2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz hazirland.

- 0.50 g agaroz, 100 ml’lik balon igerisine konuldu.

- Uzerine 23,5 ml HST eklenir, yavasca karistirilarak agari erimesi sagland.

- Balonun agzma aliiminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10 saniye
tutularak, cikarilip hafifce karistirildi. Tekrar 2-3 saniye mikrodalga firminda
tutuldu.

- Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu.

- Ependorf tiiplere, 150 pl dagitilildi ve 45-50°C'deki su banyosunda bekletildi.

Her sus i¢in bir agoroz kalibi isaretlenip buz kabina yerlestirildi.

HST ic¢inde hazirlanmig bakteri siispansiyonundan 150 pl alinarak, 50°C'de tutulan

ve icerisinde 150 pl diisiik erime 1s1l1 agaroz bulunan tiipe eklendi.

Bekletilmeden, hiicre-agaroz karisimindan 100 pl hava kabarcigi olmayacak

sekilde agaroz kalibina dagitildi.

Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 10 dakika bekletildi.

Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi

1.

5 ml’lik steril kapakli tiiplere, 0.5 ml hiicre liziz soluyonu [10 mM Tris-HCI (pH
7.2)-50 mM NaCl-50 mM EDTA-0.2% sodyum deoksikolat-0.5% sarkozil)
konuldu.

Icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan cikarilarak lizis soliisyonuna

yerlestirildi.

3. 37°C’de 1 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

Liziz solusyon dokiilerek, yerine 0.5 ml proteinaz K solusyonu [250 mM EDTA
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(pH 9.0)-1% sarkozin- 50 pg/ml proteinaz K) konuldu.
5. 50°C’de yarim saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

Hiicre lizizinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi
1. Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilasmasi igin tiipler buz igerisinde en
az 15 dakika bekletildikten sonra PK solusyonu aspire edildi.
2. Daha sonra agaroz kaliplar1 ii¢ defa (her biri 50°C’de 30 dakika olmak iizere), 4 ml
TE [10 mM Tris-HCI (pH 7.6)-0.1 mM EDTA] tamponuyla yikandi.
3. Boylece i¢inde saflastirilmis DNA bulunan agaroz, restriksion enzimi (RE) ile
kesime hazir hale getirilmis oldu.
Agaroz kaliplan icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi
1. DNA igeren agaroz kalibi bir lam iizerine alinarak bir bistiirii yardimiyla 4
oraninda kesildi. Parcalardan biri, 100 pl 1x Smal/Xbal tamponu i¢ine konularak
calkalamali su banyosunda 30°C’de 10 dakika bekletildi. Sonra siv1 aspire edildi.
2. Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandi.
1. 1ul  10x Smal/Xbal tamponu,
2. 2,5ul  Smal enzimi (10 U / ul)
3. 1ul  BSA (10 mg/ ml)
4. 86.5ul  steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1)
3. Toplam hacim 100 pul
4. Bu karnisimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi konulup,
calkalamal1 su banyosunda 30°C’de 2 saat inkiibe edildi.
5. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.
6. Kaliplar elektroforez i¢in hazir hale geldi.
Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi
1.0.5x TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Borik asit, | mM EDTA, pH 8.4) iginde 100
ml olacak sekilde %1°lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories)
hazirlandi.
I. 1 g “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balon icerisine konuldu.
ii. Uzerine 100 ml 0.5 x TBE eklenir, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi sagland.
iii. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye tutuldu,
cikarilarak hafifce karigtirilip, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda tutuldu.

iv. Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu.
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2. Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi, sizdirmamasi icin etrafi bantlandi. Su terazisi ile
tamamen diizglin oldugu kontrol edilmis bir zemine konuldu.

3. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 disli taragin dislerinin u¢ kismina
(taragin ug cizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirildi. Taragin iki kenar ve
ortasindaki dislerine kontrol suguna ait kaliplar ytiklendi.

4. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi alindu.
Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan kisim DNA’nin
yiiriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset i¢ine yerlestirildi.

5. Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakhigi yaklasik 45-50°C (¢ok &nemli) olan agaroz
dikkatli bir sekilde hava kabarcig1 olusturulmadan kaset i¢ine dokiildii.

6. Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi. Istenirse
cukurlar %1°lik agarozla dolduruldu.

7. Sonra, agaroz kasetinin ¢erceveleri ¢ikarilip, tabla tizerindeki agaroz, igerisinde 1900—
2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

Elektroforez

CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgika) uygulanan elektoforez

kosullart: Baglangi¢ vurus siiresi 5,3 sn, bitis vurus siiresi 34,9 sn, vurus agis1 120°, akim 6

V/em2, sicaklik 14°C, siire 20 saat.

Sonucun gozlenmesi ve analizi

1. Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir i¢eren 400 ml ultra saf su igine
alinir. 20 dakika boyandi.

2. UV 1s18a altinda goriintiilendi.

3. Gel logic 2200 imaging system (ayrim giicii: 1708x1280 pixel, Kodak Company, NY,

ABD.) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekilir. Resimler TIFF formatinda

kayit edildi.

4. GelCompar II yazilim sistemi (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Istatiksel analiz olarak;
“Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA)”
kullanilarak PFGE profillerinin, denrogrami olusturularak, kiimelesme analizi yapildi.

Bantlara bagl “Dice” benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi.
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Repetetive Extragenic Palindromic-PCR (REP-PCR)

Bu molekiiler analiz, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda

bulunan DiversiLab Rep-PCR cihazi kullanilarak yapildi.

DNA Ekstraksiyonu: Tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarindan DNA ekstraksiyonu,

ticari UltraClean™ Microbial DNA Izolasyon Kiti ile yapildi (Mo Bio Laboratories,
Solona Beach, California, USA).

Bu amacla;

>

>

>

Bakterinin kanl1 agarda 37°C’de 48 saatlik saf kiiltiirii elde edildi.

Kitde yer alan Microbead tiipleri igerisine 300 pl Microbead* soliisyonundan

konuldu.

Saf kiiltiirden bir 6ze dolusu bakteri siyrilarak Microbead tiipleri icerisindeki

soliisyonla homojenize edildi.

Bu tiiplerin iizerine 50 pl MDI1** soliisyonundan ilave edildi ve tiiplerin vida
kapaklar1 sikica kapatilarak MO BIO Vorteks adaptorii takilmig olan vorteks
yardimiyla 10 dk vortekslendi. Bu asamada mikrobial hiicrelerden niikleik asitlerin
ayrimi i¢in; boncuklar yardimiyla mekanik ve MDI1 soliisyonu yardimiyla da

kimyasal lizis ortami1 saglandi.
Vorteksten alinan microbead tiipler 30 sn 10000xg’de santrifiij edildi.
2 ml’lik temiz ependorflara MD2*** soliisyonundan 100 pl konuldu.

Tiiplerin tstiinde kalan siipernatant MD2 solusyonu iceren ependorflara transfer

edildi ve 5 sn vortekslendi. Daha sonra tiipler + 4 °C’de 15 dk inkube edildi.

Buzdolabindan ¢ikarilan tiipler oda 1sisinda 1 dk 10000xg’de santrifiij edildi.

*: Microbead soliisyonu, tuzlardan ve bakteri hiicrelerini, lizisden 6énce homojen hale
getirip stabilize eden bir buffer soliisyonundan olusur.

**: MD1 soliisyonu, hiicre lizisi i¢in gerekli olan SDS ve diger pargalanma ajanlarini
icermektedir. SDS bir anyonik deterjan olup c¢esitli organizmalarin hiicre membranlari
ile ilgili yaglar1 ve yag asitlerini yikimlar. Bu olay sogukta gerceklesirse ¢okelmeye
neden olur. MD1 soliisyonu oda 1s1sinda kullanilmalidir.

*#%: MD?2 soliisyonu, DNA’ya ait olmayan hiicre dokiintiilerini ve proteinlerini iceren
organik ve inorganik materyalleri ¢oktliren bir igerige sahiptir.

>

>

2 ml’lik temiz ependorflara 450 pl MD3**** soliisyonundan konuldu.

Buzdolabindan ¢ikarilan ependorflardan dipteki pelete dokunmadan alinan
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yaklagik 200 pl hacmindeki siipernatant MD3 solusyonunu igeren tiiplere aktarildi
ve 5 sn vortekslendi.

» Spin filtre bulunan ependorflar igerisine 650 pl en son karistmdan konuldu ve oda
1s1sinda 30 sn santrifiij edildi. Santrifiij sonunda dibe inen siv1 atildi. Bu asamada
filtre membranina sadece DNA’nin baglanmasi ve diger kontaminantlarin filtreyi

gegmesi saglandi.

» Spin filtreye tekrar 300 ul MD4***** goliisyonundan ilave edildi ve 30 sn
10000xg’de santrifiij edildi.

» Santrifiij sonunda dibe inen siv1 tekrar atildi. Daha sonra spin filtre oda 1sisinda
10000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Bu basamakta santrifiijle MD4 soliisyonunun

kalintilar1 uzaklastirildi.

» Son olarak spin filtre temiz 2 ml’lik tiiplere aktarilarak 35 pl MDS*#%***
soliisyonundan ilave edildi ve 30 sn 10000xg’de santrifiij edildi. Tiiplerden spin
filtreler uzaklastirilarak DNA molekiiler ¢aligsmalar i¢in hazir hale gelmis oldu ve -
20 °C’de saklandi.

Rep-PCR protokolii i¢cin DNA konsantrasyonlarinin 25-50 ng/ul olmasi saglandi. Bu
amagla; ekstrakte edilen DNA’larla, kit icerisinde hazir standart yogunlukta DNA’lar (10
ng-40 ng/ul) % 1.5’luk jel elektroforeze tabi tutularak, elde edilen DNA yogunluklari
gozle saptandi.

*dkxk. MD3 soliisyonu, yiiksek konsantrasyonda tuz icermektedir. Bu yliksek tuz

konsantrasyonu ilerleyen basamakta DNA’nin spin filtre membranma baglanmasi i¢in
gereklidir.

*askxk: MD4 sollisyonu, spin filtrenin silika filtre membranina baglanan daha temiz bir
DNA elde etmek amaciyla kullanilan etanol bazli bir yitkama soliisyonudur. Bu yikama
solisyonu silika membranma tutunan DNA’nin yerinde kalmasini saglarken tuz
kalintilarin1 ve diger kontaminantlar1 da uzaklastirmaktadir.

*adcksk, MDS soliisyonu, 10 mM Tris (pH 8) olup tuz icermemektedir. DNA, MD5
solusyonu yardimiyla serbest kalarak silika membrani birakir ve tiipiin dibine iner. DNA
sadece tuz varliginda silika membrana tutunmaktadir.

Diversilab Campylobacter DNA Fingerprinting Protokolu

Rep-PCR protokoliinde; toplamda 25 ul hacimde hazirlanan PCR karisimi, 18 pl Rep-
PCR MM, 2.5 ul GeneAmp10x PCR Buffer, 2 pl Primer mix L, 0.5 pl AmpliTaq DNA
Polymerase enzimi ve 2ul (25-50 ng/ul konsantrasyonda) hedef DNA 6rneginden olustu.
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DNA Amplifikasyon Asamasi Thermal Cycler’da 94°C’de 2 dk ilk denatiirasyon ve sonra
35 siklus olarak 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 sn primer baglanmasi, 70°C’de
90 sn primer uzamasi olarak gergeklestirildi. Son olarak da 70°C’de 3 dk final uzama ve

4°C’de bekleme asamasindan olustu.
Rep-PCR Uriin Analizi

Amplikonlar1 mikrofluidik ¢ipe (LabChip Caliper Technologies, Inc.) yiikleme islemi ve
Agilent B 2100 Bioanalyzer’da (Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, California)

elektroforez asamasi asagidaki basamaklar izlenerek yapildi:

1. Mikrofluidik ¢ipe Oncelikle jel boya karisimi yiiklenerek ¢ip yiikleme istasyonu

yardimuiyla jel boya karigiminin ¢ipin biitiin kanallarina yayilmasi saglandi.
2. Cipin her bir kuyucuguna otomatik pipet yardimiyla 5 ul DNA marker konuldu.

3. Cipin birinci kuyucugundan baslayarak amplikonlar tek tek kuyucuklara 1ul olarak

otomatik pipetle siras1 goz oniinde bulundurularak yiiklendi.
4. Daha sonra ¢ip adaptorlii vorteksde 1 dk siireyle vortekslendi.
5. Son olarak ¢ip Agilent B 2100 Bioanalyzer’a yiiklendi.

Yaklasik olarak c¢ipte elektroforez islemi 1 saatte tamamlandi. Internet baglantili
bilgisayarda Diversilab Software’in kullanimi1 ile analiz sonucu dendogramlari,
elektroferogramlari, bandlarin  jel fotograflari, dagilim planlart  ve verilerin
degerlendirilmesi amaciyla se¢ilebilen demografik alanlari iceren raporlar otomatik olarak
elde edildi. Diversilab software ile suslarin karsilastirilmasinda Pearson correlation
coefficient unweighted pair group method with aritmetic mean (UPGMA) yo6ntemi
kullanilda.

3.2.2 Antibiyotik Duyarhlik Testi
Disk Diffiizyon Testi

2010 yilinda izole edilen Campylobacter jejuni izolatlarmin gesitli antibiyotiklere olan
duyarhiliklar1 antibiyogram testi ile belirlendi. Bu amacgla disk difiizyon ydntemi
kullanild1 (Bauer ve ark., 1966). Calismada Ciprofloxacin, nalidixic acid, tetracycline,
erythromycin, enrofloxacin, gentamycin, streptomycin, amoksisilin+klavulanik asit ve
ampicillin antiyotik diskleri kullanildi (NCCLS 2002; NCCLS 2003; Ishihara ve ark.
2006).
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Campylobacter izolatlar1 Mc Farland 0.5 yogunlukta siispanse edildikten sonra %5 koyun
kani ilave edilmis Mueller-Hinton agara baget yardimi ile 0.1 ml yayildi. Antibiyotik
diskleri belirli araliklarla dizildikten sonra petriler mikroaerobik ortamda 37.5° C de 48
saat inkiibe edildi. inkubasyon sonrasi1 diskler etrafinda olusan zonlar dlgiilerek duyarls,
direngli veya orta duyarli izolatlar belirlendi.

E-Test

E Test, disk difiizyon testi sonucunda enrofloksasin, eritromisin ve siprofloksasin
disklerine direngli saptanan izolatlara uygulandi. Izolatlarm bu antibakteriyeller i¢in MIC
degeri saptandi. Campylobacter suslar1 0,5 McFarland yogunluguna getirilerek Mueller
Hinton agar ylizeyine ekiivyonla yayildi. Agar yiizeyine E-test seritleri yerlestirildi. 37.5°
C de 48 saat mikroaerofilik ortamda inkiibe edildi. Serit etrafinda olusan inhibisyon
elipsinin serit iizerindeki Olg¢ekle kesistigi nokta MIC degeri olarak degerlendirildi.
Duyarlilik ve direnglilik smirlar1 (CLSI 2008; CLSI 2010) kriterlerine gore
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Rep- PCR Sonuclar
Rep-PCR ile insan ve tavuk orijinli toplam 200 C. jejuni izolatinin tamami
tiplendirilebilmistir. 200 izolat, 133 farkli genotipe ayrildi. 114 (%57) izolat ise klonal
yonden iliskili saptanmaistir.
100 tavuk izolatinin 44’1 unique band paterni verirken 100 insan izolatinin 42°si unique
band paterni vermistir. 56 tavuk izolati ve 58 insan izolati, sus sayis1 2 ila 4 arasinda
degisen 47 kiime igerisinde yer almis olup bu kiimelerden 22’si benzer band paternine

sahip her iki orijinden izolatlar1 igermistir.

4.1.1 Tzolatlarin Rep-PCR’da elektroferogram analizi

Otomatize Rep-PCR sistemine, izolatlara iliskin veri girisinde; tavuk orijinli izolatlar i¢in
CAMPY, insan orijinli izolatlar i¢in ise CAMPYHB kodlar1 kullanilmistir.

Tavuk orijinli izolatlar: CAMPY 1 ——— CAMPY 100

Insan orijinli izolatlar: CAMPYHB 1 ——s CAMPYHB 100

Elektroferogram analizi, Rep-PCR analizinin yorumlanmasi, izolatlarin genotipik olarak
bulunduklar1 bant paternlerinin tespiti ve analizin tamamlanabilmesi i¢in izolatlarin
elektroferogamlarinin iist iiste getirilerek genotipik olarak farkli noktalarda ya da ayni
noktalarda gostermis olduklar1 bant sayilarmin tespit edilmesine dayali bir yontemdir.
Izolatlar arasinda 2 ve daha fazla sayida farkli noktalarda bant saptanmasi izolatlarin
birbirinden genotipik olarak farkli band paternlerine sahip olduklarini gostermektedir.
Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3 ve Sekil 4’de bu durum (sar1 ok isareti ile) belirtilmistir. Bu
amagla 200 izolatin benzerlik durumuna gore 2’serli yada tgerli elektoferogramlar {ist
liste getirilerek izolatlarin genetik gruplar1 ve bant paternleri saptanmigtir. Tavuk ve Insan
orijinli C. jejuni izolatlarin elektoferogram analiz sonuglarina iliskin grafikler asagida

goriilmektedir.
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Tavuk Izolatlarinin Elektroferogramlari

Pluersilab v3.4 Key Chip-Hell Sample ID Diversilab vi.4 Key Chip-Hell Sanple ID
Report #5651 21 J02-12 CAMPY 83 Report #B51 21 anz-12 CAMPY 83
OO 29712 CAMPY 47 5T 25d-10 CAMPYLO
[J1include in Report Sinilarity: 93.2% Show Less <= [ |Include in Report Similaritys: 94.3% Show Less <<
B00 800
Y 500 @ =0
c [ =
2 400 2 400
@ @
] @
& 00 5 300
= =
L 200 L 200
100 r‘ ‘\ 100 ‘
0 _Jt_____d_ujL__ =, e [ ST —Ju_.._J\_gh__.—_J\_-__
0 200 400 ] 800 1000 1] 200 400 . B00 800 1000
Datapoints Datapoints

Sekil 1. Tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinin Elektroferogramlari

Sekil 1°de ii¢ adet tavuk izolatinin 2’serli olarak elektroferogram analiz sonucu
goriilmektedir. Daha once CAMPY 83 ve CAMPY 47 benzerlik CAMPY83 ve
CAMPY 10 ise %94.2 oraninda benzer bulunmustur. Ancak elektroferogram analizinde
sar1 oklarla gosterildigi tizere CAMPY 83 ve CAMPY 47 arasinda 4 farkli bant, CAMPY
83 ve CAMPY 10 arasinda ise ii¢ farkli bant saptanmistir. Bu sebeble bu ii¢ tavuk orijinli

izolat genotipik olarak farkli bulunmus, unique bant paterni verdikleri saptanmistir.

Diversilab w3.4

Report HEG1

[Jinclude in Report

Key Sanple ID L
EOEE Y
E - CAMPY 47
Sekil 2. Tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinin Elektroferogramlari
Yukarida belirtilen ii¢ izolatin bir arada elektroferogram analizi ve bant farkliliklar1 Sekil

2’de goriildiigii lizere ti¢lii olarak {iist liste getirildiginde de izolatlarin birbirinden farkli

genotipte olduklar1 belirlenmistir.
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Insan izolatlarinin Elektroferogramlar

Diversilab u3.d
PC
Report HES1

__________________________ e

[ include in Report

Key Sanple ID
w29 CAMPY HESZ M
67 CAMPY HESL e
+ 68 CAMPY HELZ

Diversilab u3.4
=

=
Report HGS1

[l include in Report

i Senple M0 M
» 29 CAMPY HEZZ

e CAneT HeEt L\“__’_/\_’_/\
= B8 CAMPY HE1Z

Sekil 3. insan orijinli C. jejuni izolatlarinin Elektroferogramlari

Sekil 3 de ise i¢ adet insan orijinli C. jejuni izolatinin 2 serli gruplar halinde elektroferogram
analizi gorilmekte olup CAMPY HB31 ve CAMPY HB 32 arasinda 4 , CAMPY HB 32 ve
CAMPY HB 12 arasinda 5 farkli bant bulundugu sar1 oklarla gdsterilmis olup bu ii¢ insan

izolat1 da unique bant paterni gostermislerdir.

Tavuk ve Insan izolatlarimin Elektroferogramlar

Diversilab w3.4
PC

Report HEGS

[J1include in Report

Key Sanple ID K/ I\/_/J
1 CAMPY 99 k\;~"H
=3 CAMPY 13

3 CAMPY &9 _JFL\_ﬁu____d__FJ\‘}\M__“,,Jﬁ/J

5 CAMPY HEL4

Sekil 4. Tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinin Elektroferogramlari

XX XX



27

Elektroferogram analizi sonrast ayn1 kiime icerinde yer alan ve genotipik olarak benzerlik
gosteren li¢ tavuk (CAMPY 99, CAMPY 13, CAMPY89) ve bir insan (CAMPY HB 14)

izolatinin elektoferogram analiz sonucu ise Sekil 4’de goériilmektedir.

4.1.2. Insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlarmn Rep-PCR band paternleri ve
olusturdugu kiimeler

200 C. jejuni izolatinin genotipik olarak elektroferogram analizi sonrasi yer aldigi genotipik
gruplar ve elde edilen bantlar asagida yer alan Rep-PCR analiz sonucu goriintiilerinde ayrintili

olarak sekilde verilmistir.
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Samples
Key Sample 1D Normalized Curve (Show Graphs)
P1 1 CAMPY HB78 Il B B |
2 CAMPY HB77 11 B 1 |
P2 3 CAMPY71 11 | |
a CAMPY 76 11 I | |
5 CAMPY 70 11 0 |
6 CAMPY 69 10N |
P3 7 CAMPY 74 | T 0 1
P4 8 CAMPY 81 [T 0 |
PG 12 CAMPYS I
Ps o CAMPY 99 Il
10 CAMPY 13 1R
11 CAMPY 89 'l
13 CAMPY HB14 'l
P7 14 CAMPY 83 Il |
P8 1s CAMPY 10 | 1
Po 16 CAMPY 47 | | |0
P10 17 CAMPY H331 |
P11 18 CAMPY H312 |
P12 19 CAMPY H332 11
20 CAMPY 42 I
21 CAMPY H328 11
P13 22 CAMPY H32U 11
23 CAMPY 29 11
24 CAMPY H3 35 11
25 CAMPY H357 11
P14 26 CAMPY H349 I
P15 27 CAMPY 91 1
28 CAMPY H3Z '
20 CAMPY36 Il
30 CAMPY 43 I
P16 31 CAMPY H3 20 I

32 CAMPY 92 11



P17

P18

P19

P20

P21

P22

P23

P24

P25

P26

P27

P28

P29

P20

P31

P32

P23

P34

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

29

CAMPY HB 89
CAMPY HB73

CAMPY HBE 86

CAMPY HB 82
CAMPY 94

CAMPY HBG61

CAMPY HB96
CAMPY HB9

CAMPY 59
CAMPY HB1S
CAMPY HBE 83

CAMPY HB42
CAMPY 17
CAMPY 40
CAMPY 18
CAMPY 73
CAMPY 68
CAMPY 22
CAMPY S
CAMPY HBS4
CAMPY 41
CAMPY 46

CAMPY 98

CAMPY HBG3

CAMPY HBG62
CAMPY HBE39
CAMPY HE18
CAMPY G

CAMPY HB37

CAMPY HB36

CAMPY 15
CAMPY HBGO

CAMPY HB44

CAMPY 27



P35

P36

P37

P38

P29

P40

P41

P42

P43

P44

P45

P46

P47

P4as

P49

P50

P51

P52

P53

P54

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

o

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

0

91

92

93

924

95

26

97

CAMPY HBE94
CAMPY 45
CAMPY HB7Y2
CAMPY 3L

CAMPY HBE45

CAMPY HE1D

CAMPY 37

CAMPY HBLSG

CAMPY HB97Y

CAMPY HBLOD

CAMPY HB332

CAMPYG0

CAMPY HB22

CAMPY 4

CAMPY 51
CAMPY 49

CAMPY HE19

CAMPY 12

CAMPY 53

CAMPY 95

CAMPY B&

CAMPY 54

CAMPY 97

CAMPY HB99

CAMPY 78

CAMPY HB76

CAMPY 48

CAMPY 44

CAMPY 16

CAMPY 31

CAMPY61

30
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P55 o8 CAMPY HB9S& | | I 1
99 CAMPY 32 | | | 1
P56 100 CAMPY HB9S 1 I | |
101 CAMPY 50 |1 | 1
P57 102 CAMPY HB S1 ) [ 1 | I ]
P58 103 CAMPY 28 I I 1
P60 106 CAMPY 23 [ 1 | |
P59 104 CAMPY 88 [ 1 | 1
105 CAMPY 20 [ 1 | 1
107 CAMPY 80 | 1 | I 1

P&l 108 CAMPYGE I I I I
P62 109 CAMPY 72 I I I I
P&e3z 110 CAMPY G4 I I I I

111 CAMPYG3 I I I I
P64 112 CAMPY 82 | | | I
P65 113 CAMPY HBoGGS I I I I
P&6 114 CAMPY HB1G I | I I I I
P67 116 CAMPY 33 Bl B |
P69 117 CAMPY HB 79 | I ] I |
P70 118 CAMPY HB47 | |

119 CAMPY HB25 | |

120 CAMPY HB 87 | |
P71 121 CAMPY HB40 | |

122 CAMPY HB38 | |

123 CAMPY HB52 | |
P72 124 CAMPY HB75 | |
P73 125 CAMPY HB43 | |
P74 126 CAMPYSS ! |
P75 127 CAMPY62 TR B |

128 CAMPY 14 THE B |
P76 129 CAMPY 66 ER! B |
P77 130 CAMPY HB70 i1 0 1 |
P78 131 CAMPY 21 178 | |
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P79 132 CAMPY HB1 | | ni I
(711} 133 CAMPY 19 | 1 i | I
P81 134 CAMPY HBS59 | 1 | |
P82 135 CAMPY HB48 | | Il I
P83 136 CAMPY HB6& | H § I
P8a 137 CAMPY 96 | Il |
P85 138 CAMPY 90 | Il I
P36 139 CAMPY HB41 I I | I

140 CAMPY 39 I “ | I
P87 141 CAMPY HB 80 | |1 |

142 CAMPY HB27 | | . 1
P88 143 CAMPY HB92 [0l W | 1
P89 144 CAMPY HBGS L1l |
Po1 146 CAMPY HB74 111 | I
PoD 145 CAMPY HB93 AR i

147 CAMPY 75 | 1l |
P92 148 CAMPY HB 88 | 11 | I
Po3 149 CAMPY HB7 | 1 Il I
P94 150 CAMPY HB3 | 1 Il I
pPos 151 CAMPY HBS1 | | Il I
P96 152 CAMPY HBS | | 1 Il I

153 CAMPY HBS | | 1 Il I
Po7 154 CAMPY HB71 1 | 1 Il I

155

156

157

158

CAMPY HB23

CAMPY HB4

CAMPY HBSE8

CAMPY HB30
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P100 159 CAMPYHBS53 111 |
P101 160 CAMPY 85 1 B
P102 161 CAMPY 56 1B |
P103 162 CAMPY 11 1|8 |
P104 163 CAMPY 87 B |
164 CAMPY 30 ][Il B I
P106 165 CAMPY3 o |
P105 166 CAMPY 57 M B |
P107 167 CAMPYSQ | 0 1 I
P108 168 CAMPY7 B B
169 CAMPY1 ] I
P109 170 CAMPY HB100 ] |}
P110 171 CAMPY 26 I II I I
172 CAMPY 25 I II I I
P111 173 CAMPY 34 I II I I

P112 174 CAMPYB7 I Il I

P114 176 CAMPY 24 I I " | I

P113 175 CAMPY HB35 I I | II I I
177 CAMPYHB91 I I " I I
178 CAMPY HB 84 I I I " I I

P116

130

CAMPY 52

P115

179

131

CAMPY HB46

CAMPY 100
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P117 182 CAMPY 79
183 CAMPY 77 1 ]
P118 184 CAMPY 2 | |

P119

P120

P121

P12

P1232

P124

P125

P126

P127

P128

P129

P130

P131

P132

P133

135

186

187

188

189

190

191

192

193

194

196

197

193

199

200

201

CAMPYPOZ.

CAMPY HB24

CAMPY 38

CAMPY 58

CAMPYHB17

CAMPY HB29

CAMPY HBZ4

CAMPY HB2G

CAMPY HBG4

CAMPY HBGS

CAMPY HBGS

CAMPY HB11

CAMPY HBG&7

CAMPY HB13

CAMPY 33

CAMPY HBZ21

[ ]

L]
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4.1.3. C. jejuni izolatlarimin dendrogram ve benzerlik matrisi

Izolatlarin tamamini iceren dendrogram ve benzerlik matrisi semas1 ayrintili halde asagida

goriildiigi sekliyle kesitler halinde incelenmistir.

1 CAMPYHB78 |
L2 campyHB77 |
3 CAMPYT! |
s cawpy7s |
(5 caWPY70 |
g campyeg |
7 CAMPY74 | |
L—8 cawpyst 1]
19 CAMPY99 |
|10 campyi3 |
J211 CAMPY 88 |
12 CAMPYS |
'|{13 CAMPY HB14 |
[I[ 14 CAMPY 83 |
L 15  CAMPY10 | |
L16 CAMPY 47 |
[~ 17 CAMPY HB31
L 18  CAMPYHB12
19 CAWPY He32 |
l20 campy 42 |
CAMPY HB28 |

i
N

2 CAMPY HB20
25 caupy2g
24 CAMPY HB 85

% CAUPYHB
J‘ 7 CAMPY 8! |
l28 CaMPY HE2 \
% CAWPY [l
L3 campY 43 [l

|
|
|
|25 CAMPY HBs7 |
|
|
|

Sekil 6. 5 insan ve 4 tavuk orijinli C. jejuni izolatinin dendrogrami1 ve benzerlik matrisi
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4.1.4. Rep-PCR’de tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinin dagilhim grafigi

Diversilab w4

P Mote: Spacing bethreen samples on the scatterplot mas be distorted
HE S+ if the datesetis large andforif there is no distinct clustering.
oridline Spacing: 5% Similarite
4
b, 125508
Hﬁ 3080409 o 126
A
2
71 139
159 137 43 ad 3 l?;‘r}ﬁ?
3 b " 149 W 79 00 49
“"ﬁiﬂi 18 7
¥ a81 a1
178 150
i 175 130 115?
73 184 181 479 154 8
17
Preso LLE
188
156 Las
182
189 193 185
190
1396 187
201 dax 199
193
191
200
Lk - D

*:1-100 aras1 tavuk orijinli izolatlar, 101-201 arasi ise insan orijinli izolatlar1 gostermektedir.
Sekil 7. Tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinin harita dagilimi
4.2. PFGE Sonuglar:

Calismaya alman 200 C. jejuni izolatimin ancak 174’ii (%87) tiplendirilebildi. Insan
izolatlarmin 78’1 (78/100), tavuk izolatlarmin ise 96’s1 (96/100) tiplendirildi. Insan orijinli C.
jejuni izolatlarmin %22’si (22/100), tavuk izolatlarinin ise %41 (4/100) PFGE protokolii 3’er
defa tekrarlanmasina ragmen tiplendirilememistir.

v" Tiplendirilen 174 izolat 115 farkli PFGE profili gosterdi.

v Izolatlarin 93’ii (%53) klonal yonden iliskili bulundu.

v" Klonal yonden iliskili suslar;

v" 35 farkli kiime igerisinde yer aldu.
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Resim 3.

Resim 2. Resim 4.
Resim 1 ve Resim 2: Insan orijinli C. jejuni Resim 3 ve Resim 4: Tavuk orijinli C. jejuni
izolatlarimn Smal PFGE Paternleri. 1. ve izolatlarmin Smal PFGE Paternleri. 1. ve

sonuncu kuyucuklar Marker’dir. sonuncu kuyucuklar Marker’dir
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C iy

C. jejuni izolatlarinin PFGE’de elde edilen dendrogram analizine iliskin bir kesit
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Sekil 8. C. jejuni izolatlarinin PFGE’de elde edilen dendrogramina iligkin bir kesit

4.3. PFGE ve REP-PCR sonug¢larmin karsilastirilmasi

PFGE ile kiime igerisinde yer almayan unique izolatlarin tamami REP-PCR ile de unique
olarak bulundu. Her iki yontemle de %100 identic olarak bulunan izolatlar ayniydi. Her iki
tiplendirme yonteminde de ayni bant paterni veren izolatlara iliskin resimler asagida
gosterilmistir. Calismada insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinin molekiiler
tiplendirmesinde Rep-PCR ve PFGE yontemlerinin karsilastirilmasina iliskin veriler Tablo 2.

de verilmistir.



PEGE
C.jejuni PFGE Smal C. jejuni PFGE Smal
I
CAMPY 69
‘ CAMPY 70
- R <P 71
| CAMPY 76
REP-PCR
P2 3 CAMPY71 11 1l |
4 CAMPY 76 1] |
5 CAMPY 70 |
6 CAMPY 69 1] |
PEGE
C. jejuni PFGE Smal  C. jejuni PFGE Smal
|| I TR ooy 577
s Tl
! I 7| ooy Hes
REP-PCR
Key Sample ID Normalized Curve  (Show Graphs)
P1 1 CAMPY HB78 i §

2 CAMPY HB77 I | |
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C. jejuni PFGE Smal
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C. jejuni PFGE Smal

Dp——r e ] camPy oo
94.1 )

T R v oo
ay CAMPY 13
B e

REP-PCR
PS5 9 CAMPY 99 |
10 CAMPY 13 |
11 CAMPY 89 [l
13 CAMPY HB14 |l

Her iki yontemde de hangi istatiksel benzerlik derecesinin klonal iligkiyi daha iyi gosterdigi
net degildir.
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Cahismada kullanilan Rep_PCR PFGE
C. jejuni izolatlar
Tiplendirilebilirlik Tiplendirilebilirlik

Tavuk orijinli

% 100 %96
(n=100)
Insan orijinli

% 100 %78
(n=100)

Tablo 2. Calismada insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinin molekiiler tiplendirmesinde

Rep-PCR ve PFGE yontemlerinin karsilastirilmasi

Antibakteriyel Duyarhlik Test Sonug¢lari

Calismada insan ve tavuk orijinli toplam 200 adet C. jejuni izolatinin 9 farkli antibakteriyel
ajana (AMC: Amoksisilin Klavulonik asit, AMP: Ampisillin, CN: Gentamisin, CIP:
Siprofloksasin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, SE: Streptomisin, TE: Tetrasiklin. NA:
Nalidiksik Asit) karst duyarhiliklar: disk diffiizyon testi ile saptanmis olup orijinlerine gore
duyarl, direngli ve orta derece duyarli izolat sayis1 Tablo 3. ve Tablo 4.’de verilmistir.

Disk difiizyon testinde insan ve tavuk orijinli izolatlarin tamami gentamisine duyarli bulundu.
Amoksisilin klavulonik asit, eritromisin ve streptomisine duyarlilik oranlar1 %84-%96, %82-
%88 ve %96-%98 olarak saptandi. Insan izolatlarinda ampisilin, enrofloksasin nalidiksik asit,
siprofloksasin ve tetrasikline %44, %85, %84, %81 ve %38 oraninda direng saptanirken tavuk
izolatlarinda bu antibiyotiklere direng oran1 %34, %88, %95, %93 ve %56 olarak belirlendi.
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Test edilen antibiyotikler

Calismada kullanilan
C. jejuni izolatlar AMC AMP CN CIp ENR
S | R S | R S I S | R | R
Tavuk orijinli
96 - 4 55 11 34 100 - 7 - 93 5) 88
(n=100)
Insan orijinli
84 4 12 51 5 44 100 - 16 3 81 7 85
(n=100)

Tablo 3. Tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinin Antibakteriyel Duyarlilik Test Sonuglar1 (AMC, AMP, CN, CIP, ENR)
AMC: Amoksisilin Klavulonik asit, AMP: Ampisillin, CN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, ENR: Enrofloksasin

S: Sensitif (duyarli), I: Intermedier (orta derece duyarli), R, Rezistant (direngli)
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Test edilen antibiyotikler

Callsmad.a kullanilan E NA SE TE
C. jejuni Izolatlan

S I R S | R S | R S | R
Tavuk orijinli
(n=100) 88 5 7 1 4 95 98 - 2 40 4 56
Insan orijinli
(n=100) 82 12 6 15 1 84 96 1 3 62 - 38

Tablo 4. Tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinin Antibakteriyel Duyarlilik Test Sonuglari (E, SE, TE, NA)
E: Eritromisin, SE: Streptomisin, TE: Tetrasiklin. NA: Nalidiksik Asit, S: Sensitif (duyarli), I: Intermedier (orta derece duyarl), R, Rezistant
(direngli)
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Tablo 5. Disk diffiizyon testi sonucunda enrofloksasin, siprofloksasin ve eritromisin

antibiyotiklerine direngli saptanan insan ve tavuk orijinli C. jejuni sayisi

. C. jejuni
Antibiyotik Tavuk Insan
Enrofloksasin 88 85
Siprofloksasin 93 81
Eritromisin 7 6

Disk difiizyon testi sonucunda eritromisin, enrofloksasin ve siprofloksasine direngli saptanan
Tablo 5.’de sayilar1 verilen direngli C. jejuni izolatlar i¢in belirtilen ii¢ antibakteriyel ajanin
MIC degerini saptamak amaciyla E test yapilmistir. E test sonucunda insan izolatlarinin 62’si
enrofloksasin, 70’1 de siprofloksasine, tavuk orijinli izolatlarin ise 70’i enrofloksasin, 78’1 de
siprofloksasine, direngli olup MIC degerleri de >32 (ug ml-1) olarak bulundu. Saptanan MIC
degerleri Tablo 6. ve Tablo7. de verilmistir.

Insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinin sirastyla %92°si (92/100), %96’s1 (96/100) en az
bir, %85’ (85/100), %93’ (93/100)’i ise en az iki antibakteriyel ajana karsi direngli
saptandi. Insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinda belirlenen coklu antibiyotik direncine

iligskin veriler Tablo 8. de verilmistir.
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Antimikrobiyal MIK Arahg MIK’e gore C. jejuni izolatlarinin sayisi
S | R 10.002]0.094]0125(025|05 | 1 |15 ]| 2 4 6 8 12 | 16 | 32 | 256
Enrofloksasin (n=88) | <0.25 | 0.5-1 | >2 3 9 3 3 70
Siprofloksasin (n=93) <1 2 >4 3 6 6 78
Eritromisin (n=7) <8 16 >32 1 2 4
MIK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu S: Duyarls, I: Orta Duyarli, R: Direngli
Tablo 6. Tavuk orijinli C. jejuni izolatlarimn MiK degerlerine gore dagilimi.
Antimikrobiyal MIK Arahg MIiK’e gore C. jejuni izolatlarinin sayisi
S | R 0.002 |1 0.094 1 0.125|0.19 025 05 |[064 094 | 1 | 15| 2 | 4 12 | 16 | 32 | 256
Enrofloksasin (n=85) | <0.25 | 0.5-1 | >2 2 3 3 3 6 | 62
Siprofloksasin (n=81) <1 2 >4 3 3 3 2 70
Eritromisin (n=6) <8 16 >32 2 2 1 1

MIK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu S: Duyarli, I: Orta Duyarl, R: Direncli

Tablo 7. Insan orijinli C. jejuni izolatlarimin MiK degerlerine gore dagihmu.




47

Diren¢ gozlenen
antibiyotik sayisi

Coklu Diren¢ Gozlenen Antibiyotikler

C. jejuni Izolatlar

Tavuk Orijinli insan Orijinli
2 AMP, ENR 1
CIP, NA 2 -
3 CIP, NA, TE 1 -
8 ENR, E, NA - 1
4 AMC, AMP, ENR, TE - 1
4 AMP, CIP, NA, TE. 1 -

5 CIP,ENR, E, NA, TE 1 -
S CIP, ENR, NA, SE, TE - 2
6 AMC, AMP, CIP, ENR, E, NA = 1

7 |AMCAMP.CIPENRENATE | - | 1 |
[ ] [ ] ]

Insan orijinli C. jejuni Tavuk orijinli C. jejuni Tavuk ve insan orijinli

izolatlarinda direng izolatlarinda direng C. jejuni izolatlarinda direng

Tablo 8. Insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlarinda saptanan ¢oklu antibiyotik direnci
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5.  TARTISMA VE SONUC

PFGE, Campylobacter spp’nin genotiplendirilmesi amaciyla kullanilan metotlarin
icerisinde ayrim giicii oldukca yiiksek bir tekniktir. Bununla birlikte PFGE’nin ayrim giiciiniin
tiplendirilecek mikroorganizmaya ve kullanilan restriksiyon enzimlerine (Sall, Kpnl, Sacll,
Smal, ve BamHI) de bagl oldugu bildirilmektedir (On ve ark 1998; Ge ve ark.. 2006).
PFGE, insan (Ono ve ark. 2003, Magnusson ve ark. 2011; Eyles ve ark. 2006) ve hayvan
klinik 6rnekleri (Acke ve ark. 2010; Sahin ve ark. 2012), tasiyicilik (Acke ve ark. 2010;
Damborg ve ark. 2004; Saito ve ark 2005), kontaminasyon (Saito ve ark 2005, Ono ve
ark. 2003) ve gevresel orneklerden (Eyles ve ark. 2006, Denis ve ark 2011) ayrilan C.
jejuni’nin molekiiler karakterizasyonunu igeren epidemiyolojik ¢alismalar amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Nitekim, Irlanda’da yapilan bir calismada 60 kopek, 17 kedi ve 2
hamsterden izole edilen toplam 79 C. jejuni izolatinin kendi i¢lerindeki genetik homolojilerini
incelemek amaciyla PFGE kullanilmis ve toplamda 52 band paterni elde edilmis, bu paternler
%153.8 oraninda birbirine benzer bulunmustur (Acke ve ark. 2010). Damborg ve ark. (2004)
insan ve kopek orijinli C. jejuni izolatlarinin PFGE profillerinin >% 95 oraninda benzer
oldugunu bildirmislerdir. Eyles ve ark. (2006) insan ve akarsu orijinli toplam 187 C. jejuni
izolatinin PFGE ile genotiplendirilmesinde su ve insan izolatlar1 arasinda yakinlik
bulamamuslardir. Denis ve ark. (2011) Fransa’da akarsulardan izole edilen C. jejuni izolatlar
ile insan, domuz ve kanath izolatlariin genetik yakinliklarina iliskin yaptiklar1 ¢alismada
PFGE metodunu kullanmislardir. Arastiricilar ¢alismada toplam 297 C. jejuni izolati
kullanmiglar ve 42’si unique olmak iizere 46 farkli PFGE profili elde etmislerdir. Sahin ve
ark. (2012) koyun abortlarindan izole edilen tetrasikline direngli C. jejuni izolatlar1 ile insan
Klinik orijinli C. jejuni izolatlarinin molekiiler benzerligine iligskin olarak PFGE metodunu
kullandiklarinda bu kaynaklara ait klonlarin yakin benzerlige sahip olduklarini rapor
etmislerdir.

Calismamizda, 200 C. jejuni izolatinin ancak 174’i (%87) tiplendirilebildi. insan izolatlarinin
78’1 (78/100), tavuk izolatlarinin ise 96’s1 (96/100) tiplendirildi. Tiplendirilen 174 izolat 115
farkli PFGE profili gosterdi. Izolatlarin 93°{i (%53) klonal yonden iliskili bulundu. Klonal
yonden iliskili suslar; 35 farkli kiime icerisinde yer aldu.

Ragimbeau ve ark. (2008), Liikksemburgda yaptiklar1 ¢calismada 48 sigir, 36 kanath ve 124
insan orijinli toplam 208 C jejuni izolatinin Smal enzimi ile PFGE analizinde 200 izolatda
121 farkli genotip elde etmisler, izolatlarin 65 PFGE kiimesinde bulundugunu ve 29 kiimenin

sadece birer izolat igerdigini bildirmiglerdir. Bu arastiricilar insan ve tavuk orijinli izolatlarda
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sigir izolatlarina gore daha fazla genotipik patern elde etmisler ancak klonal olarak ii¢
kaynaginda iligkili oldugunu, tavuk etinin insan Campylobacter infeksiyonlar: igin kaynak
oldugunu ve sigir orijinli campylobacterlerin de insan infeksiyonlar1 agisindan 6nemli rol
oynadigimi bildirmislerdir. Melero ve ark. (2012) iki broiler kiimesinin birinden 122
digerinden 106 C. jejuni izole etmisler ve Smal enzimi ile sirasiyla 17 ve 13 PFGE paterni
elde ettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar, kanatli etlerinde kesim asamasindan tiiketime
kadar olan prosesde son iiriiniin ¢apraz bulagsmasinda birden fazla kaynagin rol oynadigin
rapor etmislerdir. Denis ve ark. (2009) Fransa’da 151 insan ve 182 kanatl orijinli C. jejuni
izolatinin PFGE analizinde kanatli ve insan izolatlarim1 da i¢eren 47 kiime elde etmislerdir.
Kanathi ve insan C. jejuni izolatlarindaki bu identik durum ile insan Campylobacteriozis
olgularinda kanatlilarin roliinii vurgulamislardir. Calismamizda da insan ve tavuk orijinli C.
jejuni izolatlarinda saptanan klonal iliski tavuk etinin insanlarda bu etkenden ileri gelen
infeksiyonlarda dnemli rolii oldugunu desteklemektedir.

Japonya’da Ono ve ark. (2003); tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise insan ve tavuk orijinli
154 C. jejuni ve 14 C. coli izolatimin genotiplendirilmesinde PFGE kullanilmustir.
Aragstiricilar, calismada kullanilan izolatlarin birbirlerinden oldukga farkli olduklarini ayrica
bir insan ve bir tavuk izolatinin benzer oldugunu bildirmislerdir. Wardak ve Jagielski (2009)
tarafindan Polonya’da yapilan bir ¢alismada PFGE, ERIC-PCR, PCR-flaA-RFLP ve MLST
olmak {izere 4 molekiiler tiplendirme yontemini kullanmislar, 128 insan klinik C jejuni
izolatinda 117 PFGE profili elde etmislerdir. Arastiricilar, tilkenin farkli bolgelerindeki klinik
vakalardan izole edilen ayirtedilemez oranda benzer C. jejuni izolatlarinin yani sira,
Campylobacter spp.’lerde yiiksek oranda genotipik farklilik saptamiglardir. Hanninen ve ark.
(1998) Finlandiya’da hasta insanlardan izole edilen 176 C. jejuni izolatinin PFGE analizinde
69 PFGE paterni ve izolatlarin {igte birinde unique band paterni elde etmislerdir. Arastiricilar
kiiclik ¢apli salginlarda identik PFGE paternleri saptamislar ve salginin genel bir infeksiyon
kaynagi nedeniyle olustugunu vurgulamislardir.

O’Reilly ve ark. (2006), Avustralya’da insan klinik orijinli 84 C. jejuni izolatinin
alttiplendirilmesi i¢in PFGE’nin de bulundugu 6 genotiplendirme metodu kullanmislar ve
PFGE’nin ayrim giicli en yliksek metot oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda PFGE
analizinde enzim olarak Smal enzimi kullanilmis ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinin
%22’s1 tavuk izolatlarmin ise %4’ PFGE protokolii 3’er defa tekrarlanmasina ragmen
tiplendirilememistir. Bu durumun sebebinin makrorestriksiyon i¢in Smal enziminin

kullanilmas: olabilecegi kanaatindeyiz. Nitekim, Praakle-amin ve ark (2007), tavuk
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karkaslarindan izole etmis olduklar1 64 C. jejuni, 4 C.coli ve 2 Campylobacter spp. olmak
tizere toplam 70 Campylobacter spp. izolatinin PFGE analizinde Smal ve Kpnl enzimi
kullanarak sirasiyla 29 ve 34 PFGE paterni elde etmislerdir. Arastiricilar ¢alismalarinda 5
adet Campylobacter spp. izolatim1 Smal enzimi ile kesemediklerini Kpnl enziminin daha
ayirict Ozellikte oldugunu da bildirmislerdir. Yine Magnusson ve ark. (2011) insan, gida,
cevre ve hayvan orijinli 584 C. jejuni izolatinin genetik analizinde Smal enzimi ile PFGE’yi
kullanmislar ve insan izolatlarinin tavuk ve sigir izolatlar ile identik oldugunu, 45 izolatin
tiplendirilemedigini ve 144 PFGE paterni elde ettiklerini rapor etmislerdir. Testte kullanilan
enzimin PFGE sonuglarini etkiledigi g6z 6niinde bulunduruldugunda (On ve ark 1998; Ge ve
ark., 2006). Calismamizda tiplendirilemeyen izolatlarin farkli bir enzim kullanilarak PFGE
analizine tabi tutulmasi gerektigi diisiincesindeyiz.

Yurdumuzda ise Campylobacter spp.’nin PFGE ile molekiiler tiplendirilmesine iligskin 1 adet
makale (Cokal 2011) ve bu makalenin verilerini kapsayan 1 adet kongre sunumu disinda
herhangi bir ¢calisma veya rapor bulunmamaktadir.

Calismada insan ve tavuk orijinli toplam 200 adet C. jejuni izolatinin 9 farkli antibakteriyel
ajana kars1 duyarhiliklar1 da disk diffiizyon testi ile analiz edilmistir. Insan ve tavuk orijinli
izolatlarin tamami1 gentamisine duyarli bulunmustur. Amoksisilin klavulonik asit, eritromisin
ve streptomisine duyarlilik oranlari %84-%96, %82-%88 ve %96-%98 olarak saptanmuistir.
Insan izolatlarinda ampisilin, enrofloksasin nalidiksik asit, siprofloksasin ve tetrasikline %44,
%85, %84, %81 ve %38 oraninda diren¢ saptanirken tavuk izolatlarinda bu antibiyotiklere
direnc oran1 %34, %88, %95, %93 ve %56 olarak belirlenmistir. Insan ve tavuk orijinli C.
jejuni izolatlarinin sirastyla %92’°s1 (92/100), %96’s1 (96/100) en az bir, %85°1 (85/100),
%93’1 (93/100)’1 ise en az iki antibakteriyel ajana karsi direngli saptanmistir. Calismada
yiiksek oranda goriilen ¢oklu antibiyotik direncine bagli olarak genotiplendirme sonuglar1 ve
antibiyotik direnci arasinda diisiik seviyede bir uyum saptanmistir. Ayni sekilde Han ve ark.
(2007) kanatli etlerinden izole ettikleri 170 C. jejuni izolatinin Smal enzimi ile PFGE
analizinde 73 pulsotype saptadiklarini bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar 116 C. jejuni
izolatinin 7 antibakteriyel ajana kars1 duyarliligin1 incelemisler ve biitiin izolatlarin en az bir
antibakteriyele direngli oldugunu, izolatlarin ¢ogunlugunun tetrasiklin, nalidiksik asit ve
siprofloksasine kars1 direngli iken eritromisin, kloramfenikol ve gentamisine duyarli oldugunu
genotipik tiplendirme ve antibiyotik rezistans durumu arasindaki iligkinin diisiik oldugunu
bunun sebebinin ise birden ¢ok antibiyotige direng bulunmasindan kaynaklandigini

bildirmislerdir.
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Yine ¢alismamizin bulgulari ile uyumlu olarak Zhang ve ark. (2010) 30 kanatli, 63 insan
klinik C.jejuni izolatinin Smal enzimi kullanarak PFGE analizinde 53 pulsotype elde etmisler
ve her iki orijinden izolatlarin klonal olarak iligkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
arastiricilar 44 C. jejuni izolatinin antibakteriyel duyarlilik testi sonucunda tamaminin
eritromisin, gentamisin ve streptomisine duyarli iken nalidiksik asit, levofloksasin ve
siprofloksasine direngli oldugunu bildirmislerdir. Rénner ve ark. (2005) 49°u Isveg, 32’si
Tailand’dan alian toplam 81 insan klinik izolat1 ile Isve¢’te 51 saglikli tavuktan izole edilen
C.jejuni izolatinin PFGE analizinde 8 PFGE grubu elde etmisler, Isveg orijinli insan izolatlari
ile tavuk izolatlarini klonal olarak iliskili bulurken 2 PFGE grubunda Tailand ve Isvec insan
izolatlarinin benzer oldugunu saptamislardir. Ayrica arastiricilar izolatlarin antibiyotik direng
profilleri ile PFGE profilleri arasinda korrelasyon olmadigini bildirmislerdir. Cardinale ve
ark. (2006), 10 insan ve 99 tavuk orijinli C. jejuni izolatinin PFGE analizinde benzer
patternler elde etmislerdir. Izolatlarin antibakteriyel duyarlilik test sonucunda ise kanath
izolatlarinda yiiksek oranda kinolon direnci belirlemislerdir. Ayrica arastiricilar
antimikrobiyal direng profilleri ile PFGE profilleri arasinda bir iligski saptayamamuslardir.

Pekgok arastiricinin C. jejuni’nin antibiyotik direnci ile ilgili olarak bildirdikleri ile uyumlu
olarak ¢alismamizda da C. jejuni izolatlarinda enrofloksasin, nalidiksik asit ve siprofloksasin
gibi kinolon grubu antibiyotiklere, tetrasiklin ve ampisiline yiiksek oranda direng
saptanmistir. Yine calismamizda izolatlarin tamami gentamisine ve biiyilk cogunlugu da
streptomisin, amoksisilin  klavulonik asit ve eritromisine duyarli bulunmustur.
(Steinhauserova ve Mikulicova 2005; Rahimi ve ark., 2010; Senok ve ark., 2007; Salihu
ve ark., 2012; Kos ve ark., 2006; Miflin ve ark., 2007; Wieczorek ve ark., 2012).
Steinhauserova ve Mikulicova (2005), tarafindan Cek Cumhuriyeti’nde yapilan bir
calismada 121 kanatli, 85 insan orijinli C. jejuni izolatinin antibakteriyel duyarlilik testi
sonucunda sirastyla %59 ve %69 oraninda siprofloksasine direngli, her iki grup izolatin
nalidiksik asite ise %30 direngli oldugunu saptamislardir. Arastiricilar antibakteriyel direng
durumunun insan ve kanatlilarda diger iilkelere benzer sekilde artis goOsterdigini
bildirmislerdir. Rahimi ve ark. (2010) kanath karkaslarindan izole ettikleri 177 C. jejuni
izolatinda tetrasiklin, siprofloksasin, nalidiksik asit ve enrofloksasine sirasiyla %79.7, %67.2,
%259.3 ve %48 oraninda direng saptamislardir. Salihu ve ark. (2012) Nijerya’da yaptiklar bir
caligmada broiler orijinli 70 C jejuni izolatinin ampisilin, siprofloksasin ve tetrasikline
sirasiyla 9%38.6, %21.4 ve %18.6 oraninda direncli oldugunu ayrica izolatlarin %14.3’{inlin

tek bir antibiyotige, % 24.3’{liniin iki antibiyotige, % 40’1nin ise ikiden fazla antibiyotige kars1
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direngli oldugunu bildirmislerdir. Senok ve ark. (2007) tarafindan Sudan’da 117 insan ve 33
tavuk C. jejuni izolatinda %80’in {izerinde siprofloksasine direng, tavuk izolatlarinda 6nemli
derecede insan izolatlarma gore tetrasikline direng belirlemisler, sadece iki insan izolati
haricinde biitiin izolatlarin eritromisine duyarli oldugunu bildirmislerdir. Kos ve ark. (2006)
kanatli orijinli 104 C. jejuni izolatin1 tetrasiklin, nalidiksik asit ve siprofloksasine sirasiyla
%69, %11 ve %8 oraninda direngli saptamiglar, biitiin izolatlarin ise gentamisin ve
eritromisine duyarli oldugunu bildirmislerdir. Miflin ve ark. (2007) broiler orijinli 125 C.
jejuni izolatinin disk diflizyon testi ile % 18.4’linlin tetrasikline, %17.6’sinin ampisiline
direngli oldugunu, tim izolatlarin eritromisine duyarli oldugunu bildirmislerdir. Wieczorek
ve ark. (2012) Polonya’da tavuk karkaslarindan izole ettikleri 122 C. jejuni izolatinin %
91’inin siprofloksasine, %89.3linlin nalidiksik asite, % 49.1’inin de tetrasikline direncli
oldugunu, ayn1 zamanda izolatlarin tiimiiniin eritromisin ve gentamisine duyarli oldugunu
bildirmislerdir.

Otomatize Rep-PCR ile igili olarak literatiir taramalarimizda yalnizca Behringer ve ark.
2011 tarafindan yapilan bir ¢alisma bulunmustur. Behringer ve ark. 2011 flaA-RFLP,
otomatize Rep-PCR, PFGE ve MLST olmak iizere 4 molekiiler tiplendirme metodunu
kullanarak broyler orijinli 100 adet Campylobacter spp. izolatin1 molekiiler analize tabi
tutmuglar ve tiim metodlarin tiplendirmede benzer sonug¢ verdigini ayrica DNA ekstraksiyon
metodunun 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Bilgilerimize gore bu ¢alisma otomatize Rep-
PCR ve PFGE’nin bir arada yapildigi ve kiyaslandigi tek caligmadir. Arastiricilar bu
calismada izolatlarin Smal enzimi kullanilarak PFGE ile 32 farkli alt tip, %96 oraninda
tiplendirilebilirlik, otomatize Rep-PCR ile de 29 farkli profil ve %100 oraninda
tiplendirilebilirlik saptadiklarimi bildirmislerdir. Calismamizda tavuk orijinli C. jejuni
izolatlarinin tiplendirilebilirligi PFGE ile %96, Rep-PCR ile de %100 bulunmustur. Bu
sonuclarin, Behringer ve ark.’nin sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Calismamizda kullanilan her iki molekiiler tiplendirme yonteminin sonuglarinin biiyiik oranda
uyumlu oldugu belirlenmistir. Molekiiler tiplendirme sonuglarina gore, baskin bir salgin susu
tespit edilememistir. Ancak insan ve tavuk orijinli C. jejuni izolatlar1 arasinda saptanan klonal
yakinlik oranlari, bu etkenden ileri gelen infeksiyonlarda tavuk etinin énemli rolii oldugunu
desteklemektedir. Yine calismamizda PFGE ve Rep-PCR yontemlerinin insan ve tavuk
orijinli C. jejuni izolatlarin1 genotiplendirmede kullanilabilir, uygun iki metod oldugu ancak

Rep-PCR’m elde edilen band patern sayisi, izolatlarin tiplendirilebilirligi ve olusturdugu
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kiime sayis1 agisindan degerlendirildiginde PFGE’ye gore genotiplendirmede daha etkili bir
metot oldugu diistiniilmektedir.

Calismada elde edilen bir diger énemli sonug ise izolatlarda yiiksek oranda goriilen ¢oklu
antibiyotik direncine bagli olarak genotiplendirme ve antibiyotik direng¢ profilleri arasinda
diisiik seviyede bir uyum saptanmasidir. Tavuk ve insan orijinli C. jejuni izolatlarinda kinolon
grubu antibiyotiklere yiiksek oranda diren¢ saptanmistir. Bu direng g6z Oniinde
bulundurularak insanlarda C. jejuni’den ileri gelen infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
eritromisinin yaninda amoksisilin klavulonik asit ve streptomisinin de tedavi secenegi

igerisinde yer alabilecegi diisiiniilmektedir.
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