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OZET

AKkut Ishallerde Campylobacter jejuni ve Diger Etyolojik Ajanlarin Hizh
Tanisinda Molekiiler Yontemlerin Degeri

Termofilik kampilobakterler, gelismekte olan iilkelerde ozellikle 0-2 yas
arasi ¢ocuk ishallerinin en 6nemli etyolojik ajanlarindandir. Yiiksek mortalite ile
seyreden cocukluk donemi ishallerinde; antibiyotik kullanimi i¢in sinirh
endikasyonlar arasinda yer alan kampilobakter enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik
tanisi, hasta kayiplarinin en aza indirilmesi ve etkili bir tedavi planinin
olusturulmas: acisindan onemlidir. Ishalli hastalarm diski  &rneklerinden
kampilobakterlerin tanisinda kullanilan klasik kiiltiir bazli izolasyon ve
identifikasyon yontemleri, uygulanmasi zor, pahali, zaman alici, diisiik duyarlilik
ve Ozgiilliige sahiptir. Bu sebeple son yillarda klinik 6rneklerden kampilobakter
tanisinda, klasik kiiltiir bazli tanm1 yontemlerinden daha yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliige sahip olan Niikleik asit amplifikasyonu bazli molekiiler yontemler
kullanilmaya baglanmistir. Bu ¢alismada ishalle seyreden hastaliklarda, diski
orneklerinden C.jejuni ve diger termofilik kampilobakter tiirlerinin tam ve
tiplendirilmesinde, konvansiyonel kiiltlir yontemleri ile 23S rDNA bazli PCR-
RFLP yonteminin duyarliliginin tespiti amaglanmistir.

Bu ¢alismaya, Haziran-2006 ile Ekim-2007 tarihleri arasinda kalan toplam
15 aylik siire igerisinde ishalli hastalardan alinan toplam 434 digki 6rnegi dahil
edilmistir.

Diski Orneklerinden kampilobakter izolasyonu i¢in, koyun kani igeren
Skirrow sellektif agar (SSA) besiyeri, Modifiye Kampilobakter Blood- Free
Selective Agar (mCCDA agar) ve CAT suplement igceren CCDA besiyeri
kullanildi.

Digkr orneklerinden QIA-Gen digki ekstraksiyon kiti ile elde edilen DNA
ekstrakti ile segici besiyerlerinde lireyen, kampilobakter kolonilerinden dondurup
¢ozme” yontemi kullanilarak elde edilen DNA ekstrakti, termofilik
kampilobakter tiirlerinin 23S rDNA geninde yer alan 491 bp uzunlugundaki
dizilerin tespiti amaci ile ¢ogaltildi. Amplikonlar Alu I ve Tsp 5091 restriksiyon
enzimi ile kesildikten sonra, jel elektroforezinde gosterdikleri fragment profil
polimorfizmine gore tiir diizeyinde tanimlandi.

(Calisma sonunda bu yontemlerden en az birisi ile; 13 (% 59)’i kadin, 9 (%
41)’u da erkek hastalara ait olmak tizere 22 (% 5,1 ) 6rnekde kampilobakter
pozitifligi tespit edildi. Orneklerin 16 (% 3,7)’sinda mCCDA ve CAT
besiyerlerinde, 13 (% 3 )’linde de SSA besiyerinde iireme goriildii. PCR-RFLP
ile diski1 6rneklerinden 19 (% 4,5)’unda termofilik kampilobakter tiirleri i¢in
spesifik olan hedef dizilerin varlig tespit edildi.

Secici besiyerlerlerinde izole edilen 17 izolatin hippurat hidroliz testi
sonuglarina gore yapilan tiplendirilmesi sonucunda, ensik tanimlanan tiiriin 13
(% 76,5 ) izolatla C.jejuni oldugu goriildi. Ayni izolatlar PCR-RFLP ile
tiplendirildiginde en sik tanimlanan tiiriin 14 (% 82,4) izolat ile yine C.jejuni
oldugu tesbit edildi.
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Digkidan termofilik kampilobakterlerin tanisinda ve tiir diizeyinde
identifikasyonunda molekiiler yontemlerin daha sensitif oldugu belirlendi.

Anahtar Sozciik: Campylobacter identifikasyon, Campylobacter jejuni;
PCR-RFLP, Campylobacter secici kiiltiir.
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ABSTRACT

The Value of Molecular Methods in Rapid Diagnosis of Campylobacter jejuni
and The Other Etiologic Agents in Acute Diarrhea

Thermophilic Campylobacters are one of the most significant causes of
diarrhea especially in children aged 0-2 in developing countries. Microbiological
diagnosis of Campylobacter infections which are among limited indications for
antibiotics, is important for decreasing the mortality rate and establishing an
effective treatment plan against infections in childhood diarrhea with high mortality.
The conventional culture based methods for isolation and identification of
thermophilic Campylobacter species in patients’s stool specimens are highly
difficult, time-consuming, expensive, low sensitive and low specific. For these
reasons, in last decade, nucleic acid amplification based methods which are more
sensitive and specific than conventional based culture methods, have been using for
diagnosis of Campylobacters in clinical specimens.

The aim of this study was to determine the sensitivity of selective culture
methods and PCR-RFLP based on 23S rDNA for detecting and identifying
Campylobacter jejuni and the other thermophilic Campylobacter species in patients
with acute diarrhea.

In this study, a total of 434 faecal samples obtained from patients with acute
diarrthea over a fifteen-month period from June 2006 to October 2007 were
investigated by culture and PCR-RFLP.

The isolation of Campylobacters from faecal samples was carried out on Skirrow
selective agar (SSA), modified Campylobacter blood free selective agar (mCCDA)
and CCDA with CAT supplement medium.

Extraction of DNA was performed with Qia-Gen stool extraction kit from faecal
samples and with freeze-boil method from colonies growth on selective medium. A
fragment of 491 bp of the 23s rDNA gene was amplified for identification of
thermotolerant Campylobacters and amplicons were digested with restriction
enzymes Alu | and Tsp 509I. The restriction fragments were separated by gel
electrophoresis giving a specific banding pattern for each one of Camphylobacter
species.

As a result, 22 (5,1 %) stool specimens (females 13(59 %); males 9(41 %))
were found Campylobacter positive in at least one of these method 16(3,7
%)specimen were positive on mCCDA and CCDA with CAT supplement medium
and 13(3 %) specimen on SSA medium. 19(4,5 %) stool specimen were found PCR
positive for thermophilic Campylobacter species.

The Hippurate hydrolysis test results showed that of 17 isolates growth on
selective medium, 13 (76,5 %) were identified as C.jejuni as the most frequent
species. 14 (82,4 %) isolates were identified as C.jejuni by PCR-RFLP.
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These results also showed that molecular methods were more sensitive than
phenotypical methods for detection and identification of Campylobacter species
from faecal sample.

Keywords: Campylobacter selective culture, C.jejun; PCR-RFLP,
Campylobacter spp identification
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1. GIRIS

Kampilobakteriozis tiim diinyada yaygin bir zoonozdur. Etken, basta kanatlilar,
ruminantlar ve domuzlar olmak iizere c¢esitli hayvanlarin gastrointestinal ve genital
sisteminde kommensal olarak bulunmakta, insanlara hayvan digkilar1 ile kontamine
olmus et, siit ve sularin tiiketimi ile veya infekte hayvanlarla temas sonucunda

bulagmaktadir'*.

Enfekte besi hayvanlarinda C.jejuni’nin flora bakterisi gibi
davranmast ve kontamine gidalarda da kontaminasyonu tanimlayan koku, renk
degisikligi gibi makroskopik bulgularin olmamasi, enfeksiyonun gida yolu ile
yayilmasimi kolaylagtirmaktadir. Besi hayvanlariin disinda ¢ok daha seyrek olmak
lizere ev hayvanlart ile temas ve insandan insana bulasta, Kampilobakter
enfeksiyonlarmim yayilim igin 6nemli bir yoldur®.

Kampilobakter cinsi bakteriler insanlarda siklikla kendikendini sinirlandiran basit
bir sekretuvar ishale sebep olurken, bazen kanli mukuslu digkilamanin oldugu dizanteri

formunda seyretmektedir*>"*

. Ayrica hastanin yasina ve susun virulansina gore
degismek iizere 2-5 yas arasi ¢cocuklarda periferal noéronlarda demiyelinizasyon ve gii¢
kayb1 ile seyreden Guillain-Barre sendromu ve Reaktif Artrit gibi sekellerin ortaya
c¢ikisina yol acmaktadir’. Salmonella enteriditis ve alt tiirleri ile, gida yolu ile bulasan
bir diger onemli zoonoz olan EHEC/VTEC suslarinda oldugu gibi, kampilobakter
enfeksiyonlarini 6nemli kilan bir diger sebep, 6zellikle insanlarda ciddi enfeksiyonlarda
kullanilan kinolonlar, beta-laktam gurubu antibiyotikler ve makrolidler gibi bir ¢ok
antibiyotige karsi Coklu Ila¢ Direnci gosteren suslarin giderek artan oramidir®. Bu tiir
suslarla olusan enfeksiyonlar kadar, besi doneminde, tamamen et {liretimindeki artiga
katki amagli olarak kullanilan antibiyotiklerin, gerek et ile diisiik konsantrasyonlarda
almarak insan intestinal florasindaki bakterileri provoke etmesi, gerekse hayvan
intestinal florasindan direkt direng gelistirmis olarak alinan bakterilerin 6zellikle
immunsistemi baskilanmig hastalarda olusturacaklar1 enfeksiyonlar, 6nemli bir tedavi
problemi yaratmaktadir’. Cjejuni enfeksiyonlarina bagh olarak gelisen antimikrobik
direncinin bir baska sebebide tan1 konmamis ishalli hastalarda irrasyonel antimikrobik

kullanimidir. Biitiin bu gerekceler kampilobakter enfeksiyonlarinin énemini arttirmakta



ve C. jejnui enfeksiyonlarim1 daha duyarli ve 6zgiil mikrobiyolojik taniy1r gerekli
kilmaktadir. Kampilobakterlerin kapnofilik 6zellikleri ve digkr florasinda yer alan ¢ok
sayidaki bakteri ile birlikte oluslari, bu bakterilerin uzun yillar klasik kiiltiir yontemleri
ile diski kiiltiirlerinden izolasyonlarin1 engellemistir. Skirrow ve arkadaslarinin 1980’11
yillarda sellektif besiyerleri kullanarak mikroaerofilik sartlarda kampilobakter’leri izole
etmeleri ile bu mikroorganizmalarin taksonomik, patofizyolojik ve epidemiyolojik
Ozellikleri ile ilgili ¢alismalar yogunluk kazanmustir. Yaklasik 20 yil1 agkin siiredir genis
hasta gruplar ile yapilan calismalar sonunda kampilobakterlerin, gerek gastrointestinal
sistemde olusturduklar1 primer enfeksiyonlar ve komplikasyonlari, gerekse intestinal
sistem dis1 sekelleri hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir. Bu ¢alismalarla ozellikle
hayvansal gidalarin tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan ¢ogu akut gastroenterit olgusunun
kampilobakterler tarafindan olusturuldugu belirlenmistir'®. Ancak gegen bu siire
icerisinde enfekte materyalden mikroorganizmanin izolasyonu ve identifikasyonunu
saglayacak yiiksek duyarlilikta ve hizli sonug iireten uygulanabilir, standart protokoller
olusturulmamistir. Tanida yasanan bu yetersizlikler, kampilobakterlerin prevalansi ve
insidansi, insan enfeksiyonlarindaki muhtemel bulas yollar, o6zellikle kiimes
hayvanlarindaki asemptomatik enfeksiyonlara sebep olan mekanizmalar ve kiimesler,
agillar ve dogadaki persistansin sebebini tespite yonelik gerek bolgesel, gerek ulusal,
gerekse uluslararasi ¢alismalarda, tutarsiz sonuglarin alinmasina yol agmustir.'"*'* Klinik
materyalden C.jejuni izolasyon ve identifikasyonunda yasanan giicliiklerin giderilmesi
icin secici kiiltiir tekniklerinin yan1 sira, son yillarda mikroorganizmanin genomundaki
16S rDNA, 23S rDNA, GroEl, GTPase, CadF, Asp, CeuE, HipO ve GlyA proteinlerini
kodlayan spesifik gen bolgelerinin amplifiye edildigi Niikleik Asit Amplifikasyon
(NAA) teknikleri ile spesifik gen bolgelerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
sonucu elde edilen DNA fragmentlerinin say1 ve biiyiikliiklerini esas alan PCR-RFLP
yontemleri gibi molekiiler yontemlerde denenmistir”®. Ancak, mikroorganizmanin son
derece degisken olan genetik yapisi sebebi ile molekiiler yontemlerin standardizasyonu
ve istenen duyarlilik ve 6zgiillikkte sonuglarin {iretilmesi miimkiin olamamistir. Ancak
klinik orneklerden, insanlarda ishalle seyreden hastaliklara sebep olan 4 major tipin
identifikasyonunda 23S rDNA bazli PCR-RFLP yonteminin, C.jejuni, ve C.coli’yi diger
kampilobakter tiirlerinden ayirt edebilen tek tiip multiplex-PCR’a gore ayrim giicliniin,



ozgillik ve duyarliliginin daha yiiksek oldugu bircok farkli merkezde yapilan
calismalarda bildirilmistir'®.

Bu calisma da; ishalle seyreden hastaliklarda, C.jejuni ve diger termofilik
kampilobakter tiirlerinin bélgemizdeki goriilme siklig1 ve diski 6rneklerinden termofilik
kampilobakter tiirlerinin direkt tanisinda, Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile 23S

rDNA bazli PCR-RFLP yonteminin duyarliliginin tespiti amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

C.jejuni ve diger termofilik kampilobakterler ozellikle 5 (0-8) yas grubu
cocuklarla ileri yaglh hastalar ve immunsistemi baskilanmis kisilerde basit sekretuvar tip
enteritten kanli mukuslu gaita ¢ikarmmi ile karakterize dizanterik formdaki
enterokolitlere yol acabilen gida ve su kokenli dnemli bir patojendir. Kapnofilik bir
mikroorganizma olan ve diisiikk metabolik aktivitesi sebebi ile in-vitro sartlarda iireme
glicliigli gosteren kampilobakterlerin, taksonomik ve fizyolojik 6zellikleri ile konakla
olan iliskileri hakkindaki bilgilerimiz, ilk izolasyondan giiniimiize kadar gecen yaklasik

25 yila ragmen, hala yetersizdir’.

2.1. Tarihce

Insanlarda kampilobakter enfeksiyonu ile ilgili ilk bilgiye, Theodor Escherich
(1886) tarafindan yazilan bir seri makalede rastlanmaktadir. Arastirmaci ‘Kolera
infantum’ diye tanimladig: hastaliktan 6len bir grup cocugun digkisinda vibrioya benzer
spiral sekilli bakterileri gordiigiinden bahsetmis, ancak bu mikroorganizmay1 kati
besiyerinde iiretemedigi i¢in hastalik etkeni olarak diigtinmemistir'®.

Kampilobakterlerin hayvanlarda gebelik anomalileri ve ishale yol actig
20.yiizy1lin bagindan beri bilinmektedir. ik kez Ingiliz veteriner hekimler, Mc Fadyean
J ve Stockman S.(1909) epizotik diisiik yapan koyunlarin plasentasinda vibrioya
benzeyen bir bakteri bulduklarin1 bildirmisler ve bu mikroorganizmayir morfolojik
yapilarindan dolay1r Vibrio cinsi igerisinde degerlendirerek®’Vibrio fetus’ olarak
adlandirmislardir'®. Daha sonra benzer mikrooorganizma Smith T.(1919) tarafindan
diisiik yapmus s181r plasentasindan da izole edilmistir'”.

Jones FS ve arkadaglar1 (1931), daha 6nce Smith’in tanimladigi vibriolari,
dizanterili  sigirlarin  diskisinda  tespit  etmisler ve  Vibrio jejuni  olarak
adlandirmuslardir.’”® Aymi yil benzer vibriolar Doyle LP. tarafidan dizanterili

domuzlardanda izole edilmis, ancak Vibrio coli olarak adlandirilmistir'.



V. jejuni’ye benzer morfolojide bir mikroorganizma Illinois’te, siit kaynakli bir
salgindan etkilenen 355 kisiden 31’inin digkisindada, tespit edilmis (1938) ancak
hastalik etkeni olarak gosterilememistir'.

Kampilobakterlerlerin insanlarda da hastalifa yol agtig1 ilk kez, nedeni
bilinmeyen ates etyolojisi ile hastaneye yatirilan ve daha sonra ikisi olen li¢ gebe
kadinin kanindan V. fetus’i tesbit eden Vinzent R. ve arkadaglar1 (1947) tarfindan
gosterilmistir'”.

King E.O0.(1957) adli arastirmaci ise bu mikroorganizmalari, ishalli ¢ocuklarin
kaninda gdstermis, ancak klasik vibriolardan biyokimyasal ve antijenik yonden farkli
oldugu igin, bu vibriolar1 ‘‘related vibrio’’olarak tanimlamistir. Arastirmaci "related
vibrio" larin ishal etkeni olduklarini; ancak yavas iiredikleri i¢in digki 6rneklerinden
izole edilemedigini ileri stirmiistiir.”® Selektif kiiltiir yonteminin gelistirildigi 1972 yilina
kadar ancak 12 “’related vibrio’> olgusu bildirilmistir*'.

Sebald M. ve Veron M. (1963), related vibrio 'larin G+C oraninin klasik halofilik
vibriolardan farkli oldugunu belirleyerek bu mikroorganizmalarin “Campylobacter:
kivrik  bakteri”’ad1 altinda yeni bir cins olarak adlandirilmasini  6nermislerdir.
Campylobacter fetus’un yer aldigi Kampilobakter cinsi igerisine daha sonra Vibrio
Jjejuni ve Vibrio coli’ de dahil edilmistir'’.

C.jejuni ilk defa Dekeyser P. ve arkadaglari (1968 ) tarafindan Briiksel’de bulunan
St Peter Universitesi Hastanesi’ ne ates ve siddetli ishal yakinmasi ile gelen bir kadinin
once kaninda, sonra diskisinda membran filtrasyon teknigi kullanilarak, izole edilmistir.
Ayni hastanin 6rnekleri, Butzler JP (1973) ve arkadaslan tarafindanda ayni yontemle
calisilmig ve  Dekeyser P. ve arkadaslari’nin sonucglari dogrulanmistir. Bu olgu
Dekeyser P. ve Butzler JP. adli arastiricilarin ortak ¢alismalarinin baslangici olmustur.
Arastirmacilar filtrasyon yontemi ile 3800 ishalli ¢ocugun %5,3°1 ile, 7200 saglikli
bireyin %1,6’sinin digkisindan kampilobakter tiirii mikroorganizma izole ettiklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismaya paralel olarak C.jejuni ve C.coli suslarina kars1 gelistirilen
aniserumlarin kullanilanildig1 kompleman fiksasyon ve agliitinasyon testleri ile C.jejuni
izolatlar1 antijenik olarak tiplendirilmistir. insanlardan izole edilen kampilobakter
izolatlan1 ile tavuk, koyun ve domuz gibi hayvanlardan izole edilen kampilobakter
izolatlar1  arasindaki  antijenik  benzerlikler —ortaya  koyulmustur.  Ayrica

kampilobakterlerin neden oldugu ishallerin pato-fizyojisi ile ilgili ¢alismalar da ivme



kazanmis, C.jejuni’ suslarinin invaziv yetenekte oldugu kiimes hayvanlari tizerinde
gosterilmistir. Ancak daha sonra yapilan calismalarda C.jejuni suslarinin kiimes
hayvanlarinda, intestinal sistemde gerek liimende gerek mukus tabakasi ve epitel
ylizeyindeki kolonizasyonlar1 sonrasinda, hiicreye invaze olmadiklari, bir flora bakterisi
gibi davranip, ancak desmosomlarin tahribi halinde paraselliiler yolla laminapropria’ya
gog ettikleri gosterilmigtir®'22.

Skirrow M.B (1977) filtrasyon teknigini kullanmadan, kampilobakterler’in
diskidan kolayca izolasyonunu saglayan selektif kiiltiir yontemini gelistirmistir. Bu
gelisme ile birlikte kampilobakter tiirlerine yonelik ¢alismalar hiz kazanmis, tiim

diinyada klinik ve c¢evresel Orneklerden ¢ok sayida yeni kampilobakter tiirleri izole

edilmis, genusa ait ¢ok sayida tiirtin genomik haritasi cikarimigtir™.

2.2. Smiflandirma

On SLW’ye gore kampilobakterlerle ilgili ilk smiflandirma, bu
mikroorganizmalarin vibriolardan farkli bir tiir olduklarim1 sdyleyen, Sebald M ve
Veron M (1963) tarafindan yapilmistir. Sebald M. ve Veron M., bu mikroorganizmalari
fenotipik o6zelliklerini dikkate alarak Spirillaceae familyasi igerisinde C.fetus ve
C.bubulus (simdiki adi1 C.sputorum) olarak adlandirdiklar1 2 cinsi igerisine
yerlestirmislerdir.> Bu smiflamadan on yil sonra biyokimyasal ve immiinolojik
ozellikleri ile G + C oranlar1 da g6z Oniine alinarak siniflandirma yeniden diizenlemis ve
daha once V. jejuni ve V.coli’ olarak smiflandirilan 2 tiirde C.jejuni ve C.coli adi ile
Campylobacter cinsi igerisine dahil edilmistir.** Klinik ve ¢evre 6rneklerinden yeni
kampilobakter tiirlerinin izole edilmesi ile cins igerisine ¢ok sayida yeni tiir ve alt tiir
ilave edilmistir. Insanlarda gastrik mukozaya kolonize olarak non-iilser dispepsiden
gastrik adenokarsinomalara kadar de§isen gastroduodenal patolojilerden sorumlu olan
H.pylori, ilk tamimlandig1 1983 yilinda Campylobacter cinsi igerisinde siniflandirilarak,
C. pylori olarak adlandirilmig, ancak hiicre duvar1 yag asitleri, DNA zincir yapisi ve
enzimatik aktivitelerindeki farkliliklar sebebi ile diger helikobakter tiirleri ile birlikte
1989 yilinda “Helicobacter” cinsi igerisinde yeniden smiflandirilmistir™.

Bakterilerin son simiflandirmasinda fenotipik 6zelliklerden ¢ok, bakteri
genomundaki (DNA) yiiksek derecede korunmus dizilerin, 6zelliklede dogal evrimsel

gelisimi gosteren 16S rDNA dizilerinin baz olarak alindigi genotipik yoOntemler



kullanilmaktadir. Campylobacterler, Campylobacter'lerle iliskili diger bakterileri ve
isimlendirilemeyen Campylobacter benzeri mikroorganizmalar, Vandamme ve Ley
(1991) tarafindan, DNA-RNA hibridizasyon yontemi, 16 S ribozomal RNA sekans
analizleri ve immiin tiplendirme teknikleri kullanilarak Proteobacteria takimi igerisinde
"tDNA superfamily VI" adli yeni bir filogenetik gruba dahil edilmistir. Ayni
aragtirmacilar, Superfamily VI icerisindeki bakterileri, gosterdikleri filogenetik
heterojeniteye gore, kendi aralarinda iic RNA homoloji gurubuna ayirmislardir. RNA
homoloji I’de ger¢ek Campylobacterler ve Bacteroides ureolyticus, TDNA homoloji
[I’de Arcobacter cinsi, tDNA homoloji III’ de Helicobacter cinsi ve Wollinella
succinogenes yer almaktadir. rDNA homoloji gurup I ve II igerisindeki bakteriler
filogenetik olarak yakin iliskili olduklarindan Campylobacteraceae familyasi igerisinde
yer almaktadir®.

Son olarak 2007 yilinda revize edilen siniflandirmaya gore Campylobacterler tek

bir genus igerisinde yerlestirilmis olup genus 17 tiir ve 8 alt tiir igermektedir*’ (Tablo: 1)

Tablo 1: Campylobacter’lerin simflandiriimasi’’

Domain: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Class: Epsilonproteobacteria
Order: Campylobacterales
Family: Campylobacteraceae

Genus: Campylobacter

C.jejuni subsp. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C.
sputorum biovar sputorum, C.sputorum biovar paraureolyticus ve C.curvus insanlardan
ve hayvanlardan, gastroenterit etkeni olarak izole edilen filogenetik olarak yakin iligkili

tiirlerdir. (Sekill)



C. jejuni subsp. jejuni (L14630)

C. jejuni subsp. doylei (DQ174144)

C. coli (L19738)

C. lari (LO4316)
C. insulaenigrae (AJ620504)
I: C. helveticus (U03022)
C. upsaliensis (L14628)
C. fetus subsp. fetus (L14633)
C. fetus subsp. venerealis (DQ174131)
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis (AF097689)
C. lanienae (AF043425)
C. hyointestinalis subsp. lawsonii (AF097685)

C. mucosalis (DQ174173)
C. concisus (L04322)
C. curvus (DQ174165)
C. hominis (AJ251584)
C. sputorum subsp. sputorum (X67775)
C. rectus (LO4317)
C. showae (L0697 4)
C. gracilis (L04320)
Ba. ureolyticus (L04321)

A. nitrofigilis (L14627)
E A. cryaerophilus (L14624)
A. skirrowii (L14625)
. S. deleyianum (Y13671)
S. barnesii (AF038843)
S. halorespirans (AF218076)
S. arcachonense (Y11561)
H. pylori (Z25741)
@epaﬁcus (U07574)
W. succinogenes (M88159)

Bu. cepacia (U96927)

Sekil 1: Campylobacter genusu ve filogenetik olarak yakin olan genuslar; Arcobacter (A),
Sulfurospirillum (S), jenerik olarak yanhs siniflandirilan tiirlerden Bacteroides (Ba) ureolyticus ile
baz1 Helicobacter, (H), Burkholderia (Bu), Wolinella (W) ve Vibrio (V) tiirlerinin 16S rDNA gen

analizine gore filogenetik iliskisi.”’

Kampilobakter genusu igerisinde insanlarda ishalle seyreden hastaliklara sebep
olan tiirler disinda, C.concisus, C. showae, C.curvus, C. rectus, C. sputorum ve C.
gracilis gibi oral kaviteden izole edilen, peridontal infeksiyonlara yol actig1 bildirilen
tiirlerde yer almaktadir (Sekil 1).

Yine insanlardan ve hayvanlardan izole edilen C.helveticus, C.hominis, C.
insulaenigrae, C.lanienae, C. mucosalis ve C. sputorum biovar faecalis tiirlerinin ise,

heniiz patojen olup olmadig1 belirlenememistir (Sekil 1).



2.3. Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri
2.3.1. Goriiniim ve Boyanma

Kampilobakterler, 0.5-5 mikrometre uzunlugunda, 0.2-0.8 mikrometre
genigliginde, ince uzun, kivrik, virgiil veya spiral seklinde gram negatif sporsuz
basillerdir. Enfekte materyalden hazirlanan preparatlarda virgiil, S veya birden c¢ok
bakterinin yan yana gelmesi sonucu olugan uc¢an martt seklinde goriilebilirler. Kati
besiyerinde iiretilen yeni kolonilerden hazirlanan preparatlarda spiral veya flemantoz
sekil daha belirgin iken, eskimis kiiltiirde veya yiiksek oksijenli ortamda kokoid sekle
“Dormand” doniisebilirler. Polar veya baz tiirlerde bipolar olabilen kilifsiz flajellalar
ile olduk¢a hizli hareketlidirler. Taze preparatlarda faz-kontrast veya karanik alan
mikroskobunda tirbiison tarzinda hizli hareketleri tipiktir™*’.

Kampilobakterler son derece fleksible olup 0,65 ve 0.45 pum’lik membran
filtrelerden gecebilirler. Aside direngsizdirler, alkalen-metilen mavisi, kristal viyole ve

karbol fuksinle iyi boyanirlar. DNA ‘larinin G+C orani termofilik tiirlerde % 30-36
diger tiirlerde % 29-46’dir***.

2.3.2. Hiicre Duvari ve Antijenik Ozellikleri

Kampilobakterlerin hiicre duvar1 diger gram negatif bakterilerde oldugu gibi dista
lipoprotein tabaka, ortada lipopolisakkarit tabaka ve i¢cte mukopeptid tabakadan olusur.
Di1s membranda yer alan, fosforile glikolipitlerden olusan Lipopolisakkarit (LPS) ya da
Lipooligosakkarit (LOS) yapi, kampilobakter tiirlerinin, major yiizey antijenlerini
icermektedir. LPS tabakada yer alan ve tekrarlayan oligosakkarit iinitlerinin lineer
birlesmesinden olusan O-polisakkarit zinciri, anomerik konfiigiirasyonunda ve
tekrarlayan seker {initelerinde degisiklikler gostererek O-antijenine Ozglinliiglini
kazandirmaktadir’®.  Ancak, klinikk ve c¢evresel o6rneklerden elde edilen
C.jejuni’suslarinin ligte ikisinde, hiicre duvarinda LPS yerine O-polisakkarit zinciri
icermeyen, kor-oligosakkarit ve lipid A’ dan olusan ve bu nedenle daha diisiik
molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilen Lipooligosakkarid (LOS) yap1 bulunur. Hem
LPS hemde LOS un yapisinda yer alan ve kisa hetero-seker dizilerinden olusan kor
oligosakkaritleride antijenik varyasyonlar gostermektedir. Ayrica, C.jejuni’nin bazi
suslarinda kor oligosakkariti, diger prokaryotlarda bulunmayan, insanda ozellikle

periferik sinir sisteminde GMI1, GMIlb, GDla, GalNAc-GDla ve GQIlb gibi



gangliositlerin yiizeyinde bulunan D- galaktoza bagli N-asetil ndraminik asit (sialik asit)
rezidiileri icermektedir. kampilobakter enfeksiyonu sirasinda bakteriye ait bu antijenik
determinantlara karst gelisen antikor cevabi, sinir hiicresi myelin tabakasindaki
gangliozid reseptorlerinin 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’'.

Kampilobakterlerin flagellasin1 olusturan Flagelin adi verilen protein bir diger
onemli ylizey antijenidir. Kampilobakter enfeksiyonlar1 sirasinda, flageline karsi
intestinal (IgA) ve serum (IgM, IgG) antikorlarinin olustugu bildirilmektedir. Flagelline
kars1 gelisen immiin cevabin kampilobakter enfeksiyonlarinin dnlenmesindeki 6nemi
arastirilmaktadir®>*?.

Kampilobakterlerin genomu iizerinde yapilan c¢alismalarda, bazi C.jejuni
suslarinin genomunda, E.coli’nin kapsiil sentezinden sorumlu gen bdlgesi (kps) ile
benzer niikleotid dizilerinin yer aldig1 gosterilmistir. Bu benzerlik daha 6nce bilinenin
aksine C.jejuni’nin kapsiilli olabilecegini disiindiirmiistiir. Daha sonra yapilan
arastirmalarda fosfolipid ve tekrarlayan oligosakkarit iinitelerinden olusan ve hiicre
ylizeyine zayif¢a baglanmis C.jejuni kapsiiliiniin varhigi gosterilmistir. Ayrica C.jejuni
kapsiiliiniin farkli antijenik determinantlar i¢erdigi ve hatta daha once hiicre duvarinda
yer aldigi diigiiniilen ve Penner yontemi ile belirlenen LPS yapidaki isiya direngli
antijenlerinde C.jejuni kapsiilinde yer aldigi belirlenmistir. Kampilobakter kapsiilii
antijenik 6zelligin disinda bakteri i¢in énemli bir viriilans faktoriidir’=*.

C.fetus suslarinda diger kampilobakter tiirlerinden farkli olarak, hiicre yiizeyini
kafes seklinde Orten, S-tabaka veya mikrokapsiil olarak tanimlanan protein kapsiil

bulunur. Bu protein kapsiil, kompleman C3b’ ye baglanmay1 zayiflatarak, defektif

fagositoza ve serum direncine yol agmaktadir®.

2.3.3 Genomik Ozellikler
Ik olarak Parkhil ve arkdaslar tarafindan, 2000 yilinda, C.jejuni NCTC 11168
susunun ardindanda RM 12-21 ve C.jejuni 81-176 suslarinin tam genom analizleri
yapilmistir. Daha kolay ve daha hizli sonug iireten DNA sekans analiz tekniklerinin ve
multilocus sequence typing (MLTS) gibi ¢ok sayida gen bolgesini ayni anda

belirleyebilen, yeni tekniklerin kullanilmaya baglamasi ile klinik ve ¢evresel drnekten
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elde edilen ¢ok sayida izolatin genomik farkliliklarinin ortaya konmasi miimkiin
olmustur. Bu c¢alismalar kampilobakter genomunun, lateral gen transferleri ve homolog
rekombinasyonlar sebebi ile son derece dinamik bir yapiya sahip oldugunu
gostermistir*~°.

Oldukga kompleks bir yapiya sahip oldugu belirlenen C.jejuni nin NCTC 11168’
susunun genomu 1,641,481 bp’ uzunlugundadir ve 1654 agik okuma bolgesi (ORF)
icermektedir. Genomun G+C ortalamast % 29+47°dir. Lipooligoosakkarit ve
ekstraseliiler polisakkarit (EPS) sentezinden sorumlu gen bdlgelerinin G+C oram ise
nisbeten daha diisiiktiir*®.

Dorell N. ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada microarray yontemi ile ¢evresel
orneklerde elde edilen 11 C.jejuni susunun genomu ile C.jejuni NCTC 11168 susunun
genomu karsilastirilmistir. Arastirmacilar incelenen 1654 gen bolgesinden 1300 niin
tim serotiplerde ortak olan tiir spesifik genler-house keeping- oldugunu, 354 gen
bolgesinin ise sug spesifik olup bir veya birden fazla serotipte bulunmadigini
belirlemislerdir. Ayni arastirmada tiir spesifik genlerin biyosentetik ve metabolik
islemleri diizenleyen proteinleri ayrica; flagellanin yapisal proteini, fosfolipaz A, PEB
antijenik yiizey proteini, CiaB, CadF ve CheY proteinlerinin de aralarinda bulundugu
onemli virulans faktorlerini kodladigi, sus spesifik genlerin ise flagella, LOS ve kapsiil
gibi yiizey lokalize yapilarin modifikasyon sistemlerini kodladigi belirlenmistir’’.
Leonard ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢calismada ise yine benzer sonuglar elde edilmis,
kampilobakter genomundaki major vayasyonlarin, flagella, LOS ve kapsiil gibi ylizey
lokalize yapilarla, seker transport ve modifikasyon sistemlerini kodlayan gen
bolgelerinde oldugu gosterilmistir®.

Baska bir genom c¢alismasinda ise C.jejuni NCTC 11168, C.jejuni RM 12-21
C.jejuni 81-176 referans suslarinin genom dizisi karsilastirilmis, li¢ referans susun
hepsinin genomunda, Tip III sekresyon sistem (TTSS) komponentlerini kodlayan gen
dizisi ile homolog niikleotid dizilerine rastlandigi, farkli olarak 81-176 susunun Tip IV
sekresyon sistemi ile homolog gen dizisi i¢eren ekstrakromozomal plazmit tasidigi
bildirilmistir. Ayrica, referans suslarin, tekrarlayan DNA dizileri ve inserted sequence
element (IS)’lerin varlig1 yoniindende farklilik igerdigi belirlenmistir. Repetitive DNA
dizileri ve inserted sequence elementler (IS) C. jejuni RM 12-21 ve C. jejuni 81-176
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suslarinin  genomunda tesbit edildigi halde C.jejuni NCTC 11168 susunda

gosterilememistir™”.

2.4. Ureme ve Kiiltiir Ozellikleri

Kampilobakterler kapnofilik, mikroaerofilik mikroorganizmalar olup, en 1iyi
37°C’de % 5-10 CO,, % 5 H, ve % 85 N, igeren atmosferde, 48-72 saate lirerler.
Atmosferdeki CO, miktar tiirler arasinda iiremenin optimizasyonu i¢in 6nemlidir. DNA
sentezinde gorevli oksijen bagimli riboniikleotid rediiktaz enziminin aktivasyonu igin,
% 5-15 O, konsantrasyonunda oksijene ihtiya¢ duyan C.jejuni ortamdaki yiiksek oksijen
yogunlugunda veya strik anaerop sartlarda ilireyemez. Buna karsilik, C.fetus, C.
sputorum C.concisu ve C.mucosalis gibi bazi kampilobakter tiirleri, fumarat, aspartat
veya nitrat gibi elektron akseptorlerinin varliginda, anaerop ortamda da treyebilirler.
Mikroaerofilik ortam desikator igerisine mum yerlestirilmesi, anaerobik jarlarin havasi
almip yerine % 5 Oz, % 10 CO; ve % 85 N, gaz karigimlarinin verilmesi ya da
giiniimiizde daha ¢ok tercih edilen yontem olan Campy-Pack, Campy-Gen v.d. gibi
ticari olarak iiretilen, kullanima hazir, gaz iireten iyon zarflariin yerlestirilmesi ile
saglanir™.

C.jejuni, C coli ve C lari gibi insanlarda ishal olusturan tiirler hem 37C’de hem de
42°C’de treyebilirler ve bu termofilik 6zellikleri sebebi ile diger tiirlerden ayirt
edilirler. Termofilik tiirlerin 35°C altinda iiremeleri oldukca yavaglamaktadir. Mesela
C.jejuni logaritmik tlreme fazim1 34°C’de 12 saatte, 30-34°C’de ise 48 saatte
tamamlamaktadir’”. Kampilobakterlerin neden oldugu enteritlerinin  neredeyse
tamamindan termofilik tiirler sorumludur. Kiiltiir plaklarinin 42°C'de inkiibasyonu ile
diskida bulunan diger kampilobakterler ve flora bakterilerinin iiremesi baskilanirken
termofilik tiirlerin izolasyonu kolaylasmaktadir. Ancak, termofilik olmayan tiirlerinde
izolasyonu isteniyorsa, Ornekler iki besiyerine ekilip biri 37°C’de, digeri 42°C’de
mikroaerofilik ortamda inkiibe edilmelidir®.

Kampilobakterlerin genomunun diger bakterilere oranla daha kii¢iik olmas1 sebebi
ile metabolik aktiviteleri, daha yavas ve secicidir. Kampilobakterler giiclii oksidaz
aktivitesine sahip olmalarina ragmen, hegzoz sekerlerinin glikolizinde anahtar role
sahip olan 6 -fosfofruktokinaz enzimleri yoktur. Bu sebeple, karbonhidratlar1 oksidatif

veya fermentatif yolla metabolize edemezler. Ureme igin gerekli olan enerjiyi

12



trikarboksilik asit siklusundan elde ederler. Siklusa dahil ettikleri karbon ve nitrojeni
aminoasitlerden ve atmosferdeki CO;’den saglarlar. Trikarboksilik asit siklusu
tamamlandiginda hem biyosentetik bilesenlerin olusumu hem de elektron transport
zincirine elektron saglanmasi gerceklesir. Karbon metabolizmasinin son {iriinleri asetat,
format ve laktattir'. Kampilobakter tiirleri arasinda, trikarboksilik asit siklusunun tam
ya da kismi olarak gerceklesmesi bakimindan farkliliklar vardir. Metabolik defekt
sebebi ile in vitro sartlarda adi besiyerlerinde iiretilmeleri son derece zordur. Uremenin
optimizasyonu i¢in besiyerine protein, yag ve eser element kaynagi olarak %7-10
oraninda defibrine at, koyun veya insan kan1i ve B vitamin kompleksleri,
kampilobakterler i¢in toksik oldugu bilinen siiper oksit anyonlart ve hidrojen peroksit
gibi oksijen radikallerini nétralize etmek i¢inde, sarkoal, hemin, hematin, ferroz siilfat,
sodyum metabisulfit ve sodium piirivat kombinasyonundan olusan suplementler ilave
edilmektedir. Besiyerine kazein ilavesi C.lari ‘nin {iremesini arttirmaktadir.
Besiyerlerine ilave edilen defibrine kan metabolik ihtiyaglarin yani sira besiyerinde
biriken toksik oksijen radikallerini yikan katalaz, peroksidaz ve siiperoksit dismutaz
enzimlerini de icermektedir***.

Digkr gibi polimikrobiyal floraya sahip Orneklerden kampilobakterleri izole
ederken, metabolik aktiviteleri yiiksek oldugu i¢in daha hizli ve bol miktarda iireyen
diger bagirsak bakterilerinin varligi sebebi ile, liretme besiyerlerinin sadece metabolik
yonden optimizasyonu yeterli olmaz. Ornekdeki istenmeyen flora bakterileri, 6rnegin ya
0.45 ve 0.25um capli membran filtrelerden siiziilmesi ile veya liretme besiyerlerinin
icerisine Basitrasin, Sefalothin, Sefazolin, Kolistin, Novobiosin, Polymiksin,
Rifampisin, Trimethoprim ve Vankomisin gibi kampilobakterlerin direngli, diger
bagirsak bakterilerin ise duyarli olduklari antimikrobik veya antimikrobikkarigimlari
ilave edilerek, 6rnekten uzaklastirilir®.

Kan ve steril viicut sivilar1 gibi florasi olmayan 6rneklerden kampilobakterlerin
izolasyonu i¢in segici besiyerine gerek yoktur. Bu amagla kan kiiltiir sigeleri, kanl
besiyeri ya da cukulatamsi besiyeri kullanilabilir**.

Ornekler uygun besiyerlerine ekildikten sonra besiyerleri 24-48 saat
mikroaerofilik atmosferde inkiibasyona birakilir. Siire sonunda mukoid, saydam,
hemoliz yapmayan, birbirine karisma egilimindeki kampilobakter kolonileri gozle

goriilir hale gelmektedir Ancak, besiyerlerinin 06zellikleri koloni morfolojisini
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etkilemektedir. Nem orani diisiik besiyerlerinde 1-2 mm ¢apinda, diizgiin, graniiler
tarzda, gri veya kahverengi renkte, parlak koloniler olusurken, nem orani yiiksek
besiyerlerinde, ¢ap1 10 mm’ye kadar ulasabilen, basik, yaygin, diizensiz kenarli ve gri
renkte koloniler olusmaktadir. Kan kiiltiir siselerinde, kampilobakterlerin iiremesine
bagli bulaniklik goriilemeyebileceginden, mikroskobik degerlendirme yapilmadan
kiiltirde tireme olmadigina dair rapor verilmemelidir. Ayrica, slipheli olgularda,
inkiibasyon siiresi iki haftaya kadar uzatilmalidir®®*.

Kampilobakterler besin yetersizligi, yiiksek ya da diisiik sicaklik ve aerop ortam
gibi olumsuz sartlarda, mikroskopta kokoid sekilde goriilen canli fakat kiiltiire
edilemeyen VBNC (Viable but non-culturable) formuna doniismektedir. C.jejuni
cevreye adaptasyonunu saglayan VBNC formuna, C.coli’ye goére de daha hizh
donitismekte ve bu formda, ylizey sularinda uzun siire bulunabilmektedir. Ancak, kiiltiir
plagindaki kampilobakterlerin tiimii kokoidal forma doniistiigiinde, pasajlandiklarinda
tiretilememektedir. Ancak, VBNC formunda alinan C.jejuni’nin intestinal fazdan sonra

tekrar kiiltiire edilebilir hale geldigi, adezyon ve enteropatojenite Ozelligini yeniden

kazandig1, hayvanlar iizerinde deneysel olarak gosterilmistir®.

2.5 Biyokimyasal Ozellikleri

C.gracilis harig, kampilobakter’lerin tamami oksidaz pozitiftir. Yine katalaz
negatif ya da zayif katalaz reaksiyonu gosteren C. upsaliensis hari¢, hepsi katalaz
pozitiftir. Kampilobakterler jelatini ve {ireyi hidroliz etmezler. Lipaz aktiviteleri yoktur.
Karbonhidratlar1 kullanamadiklar1 i¢in Voges proskauer ve metil red testleri negatiftir.
Diger enterik bakterilerin ¢ogunda oldugu gibi nitratlar1 rediikte ederler. Pigment
liretmezler™,

Kampilobakterlerin identifikasyonunda % 1 glisin ve % 3,5 NaCl varliginda
tireyebilme, TSI agarda H,S olusturma, nitrat rediiksiyonu, hippuratin hidrolizi ve 1s1

tolerans testleri gibi sirh sayidaki fenotipik 6zellikten yararlanilmaktadir*® ( Tablo 2).
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Tablo 2: Kampilobakter tiirlerinin fenotipik 6zelliklerine gore tammlanmalar: 2

Ureme Duyarlilik
Mikroorganizma
s < E =
N - o O ‘B
= 2|2 A1
= ® | = -‘é P S| @ 2| g
N 2 = = ) = Z = =z =
< - = N ﬁ 8 O &) — =)
= < 5|1 0| vl O — | N S| =
S| § »n| 8 8 S|l S| = - | =] &
v = L = Fg 9 olﬁ Ol\ o(‘\l S o o < < QF)
M|zl | D|E || Al S SRS |2 @
C. coli S e I R - |- |+ |+|+]|-1]-|+ |S|D
C. concisus SR I I S A I - + |+ |+ | - + |R |R
+
C. fetus subsp. fetus + |+ |- - |- - + [+ |d |+ | - d|+ R[S
C.fetus subsp. veneralis | + | + | - - - - + |+ -+ |- -]- R |S
C. hyointestinalis + |+ |+ |- - - + |+ |+ |+ |+ ] -+ R |S
C. jejuni subsp. jejuni + |+ |- -+ - + |+ |+ | - - |+ S | R
C. fetus subsp. doylei + |- |- -+ [t - + |w|N | - - |+ S |S
A
C. lari + |+ - - |- - - + |+ |+ | + + R | R
+
C. mucosalis S I B - + |+ +]+ | C + |D|S
C.sputorum biovar | - |+ |+ |- |- - - + |+ |- + + D|S
bubulus +
C. sputorum biovar | + |+ |+ |- |- - - + |+ |+ | + + R |S
fecalis +
C. sputorum biovar | - |+ | d |- |- - - +|+|+ | C|d|+ |D]|S
sputorum
C. upsaliensis w
veyd +| - | -| + | - | d |+ ] -| -| -| d] s| s

= % 90 ve daha fazlasi pozitif; - =% 90 ve daha fazlasi negatif; d= % 11-89’u pozitif; ++= Giiclii
pozitif reaksiyon; w= zayif reaksiyon; NA= veri yok; C= literatiirlerde celiskili raporlar; R=
direncli; S= duyarli; TMAO= trimethylamine oksit.
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2.6. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Duyarhhk

Kampilobakterler diger gram negatif bakterilere gore fiziksel ve kimyasal ajanlara
karst son derece duyarlidir. Dogrudan giines 1sinlar1 ile maruziyet, serbest oksijen
konsantrasyonu, kuruluk ve 1s1 degisimleri gibi fiziki olumsuzluklar ile, yiliksek ve
diisik pH (pH>7.8 veya pH <4.5), % 1 lik, Sodyum hipoklorit, % 70’lik ethanol,
%.0,5’1ik gluteraldehit, % 2’lik formaldehit, % 0,5 lik iyot ve % 0,5’in tizerindeki NaCl
gibi, kimyasal ajanlarin diislik konsantrasyonlari mikroorganizmayi kisa siirede inaktive
eder. Her nekadar termofilik kampilobakter suslar1 30°C altinda lireyemezlerse de giines
15181 ile direkt temasin olmadig1 ve kimyasal dezenfektan icermeyen sularda ve gida
orneklerinde 4°C’de bir hafta, - 20 °C’ de 1i¢ ay, pili¢ etinde -18C’de 2 ay,-20 C’de 12
hafta, -15 C’de 30 hafta canliliklarim1 korurlar. Kampilobakterlerin biiyiik bas
hayvanlarin yasadiklar1 batakliklarda 4°C’de 41 giin, 37°C’de 7 giin canli kaldiklar
bildirilmistir.*” Kampilobakterlerin diisiik 1s1ya duyarl olmalarina ragmen, dogal sularda
uzun siire yasayabilmeleri, bu sulardaki diger fermentatif mikroorganizmalarin {iriinii
olan format ve maleat’t solunumlarinda, substrat olarak kullanabilmeleri ile
aciklanmistir. Bu baglamda, kampilobakterlerin dogal sulardaki yasam siireleri, diisiik
redoks potansiyeli, molekiiler oksijen miktari, suyun sicakligit ve UV isinlarindan
etkilenmektedir. Yiiksek 1siya son derce duyarli olan kampilobakterler kati ve sivi
gidalar icerisinde 60 °C de kisa siirede inaktif hale gelirler. Yine standart sartlarda
klorlanan igme suyu ve pastorize edilmis siit icerisindeki kampilobakterler hizla
Sliirler™.

Kampilobakterler, makrolidler ve kinolon grubu antimikrobiklere genellikle
duyarl, sefalothin, sefaperazon, sefazolin gibi sefalosporin grubu antimikrobiklerle
trimethoprime kars1 direnglidirler. C./ari suslarinda nalidiksik asite de direng tani
koydurucu olup onun diger termofilik tiirlerden ayirt edilmesinde kullamlir®.

Ancak, biyofilm icerisindeki kampilobakterler olumsuz ¢evre sartlari,
antimikrobik ve dezenfektanlardan korunurlar. C. jejuni’nin biyofilm igerisinde dormant

“VBNC”’ formunda bulunabilecegi bildirilmistir’’.

2.7. Kampilobakter Enfeksiyonlar1 (Kampilobakteriozis)
Kampilobakteriozis, insanlarda termofilik kampilobakter tiirlerinin siklikla fekal

oral yolla bulasi sonucu ortaya ¢ikan ve basit sekretuvar tip bir ishalden kanli, mukuslu
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gaita ¢ikarimu ile karakterize bazen fatal seyreden dizanterik formda ishallere kadar

degisen klinik formlarda seyreden bir enfeksiyon hastaligidir’".

2.7.1. Enfeksiyonun Bulagsmasi

Kampilobakter enfeksiyonlar: fekal oral yolla bulasir. Enfeksiyonun kaynagi %
80-85 oraninda enfekte hayvanlarin et, yumurta ve siit gibi enfekte {iriinleri ile bu
hayvanlara ait intestinal ¢ikartilar ile kontamine olmus gida ve sulardir. Ev i¢i yakin
temas ile hayvandan insana direkt ya da ozelliklede asemptomatik tasyiciligin yiiksek
oldugu tropikal bolgelerde insandan insana fekal- oral yoldan bulas da bildirilmistir™’.
Tiim yiyecekler i¢inde 6zellikle tavuk eti bulasmadan en ¢ok sorumlu tutulan gidadir.
Enfeksiyon kampilobakterle kontamine az pismis etin yenmesi ve ¢ig ete temas eden
ellerin agiza gotliriilmesi ile bulasabilmektedir. Amerika’da, marketlerde satilan
kullamma hazir tavuk etlerinin % 95’inin, Ingilterede % 83’iiniin, Isveg¢’te ise
tamaminin C.jejuni ile kontamine oldugu bildirilmistir*>*, Ayrica ¢ig etle ayni ortamda
bulunan ve capraz olarak kontamine olmus salata, ekmek gibi besinlerde enfeksiyon
kaynag olabilmektedir™.

Diisiik metabolik aktivitelerinden dolay1 kampilobakterlerin diger gida kaynakli
gastroenterit etkenleri gibi yiyecekler igerisinde kolay {iireyemedigi bu nedenle
salginlardan ¢ok sporadik enfeksiyonlara yol agtig1 bildirilmektedir. Salginlar genellikle
bahar aylarinda kontamine su ve siit tiiketimi ile ortaya ¢ikmakta, siklikla aile ici
seyretmekte, nadirende biiyiik topluluklar1 etkilemektedir.

Siite genellikle sagim esnasinda kontamine diskidan, nadirende eroze olmus
mastitli memeden bulasan kampilobakter tiirii mikroorganizmalar, insanlara kontamine
stitlerin ¢ig olarak ya da iyi pastorize edilmeden tiiketilmesi sonucu bulagmaktadir. Son
yillarda, tim diinyada, siit kaynakli ¢ok sayida kampilobakter salgin bildirilmistir*®.

Kampilobakterin sebep oldugu ishal salgmlarinda diger bir kaynak
kampilobakterle kontamine igme sularidir. Son yillarda igme sularindan kaynaklanan
cok sayida kampilobakterlere bagli ishal salginlar bildirilmektedir. Bu salginlara atik su
borularinin igme suyu borularina yakin olmasi, icme sulariin klorlama isleminin hatali
yapilmasi1 veya klorlama isleminin yapilmamasi sebep olmaktadir. Nitekim yeralti

sularinin islenmeden tiiketiminin ¢ok oldugu Isvec, Norveg ve Finlandiya gibi kuzey
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Avrupa iilkelerinde, su kaynakli C.jejuni infeksiyonlarinin daha sik goriildiigi
bildirilmektedir’.

DSO, kampilobakter salginlari ile ilgili yaptig1 bir arastirmada; 1978 ile 2003
yillar1 arasinda ortaya ¢ikan kampilobakterlere bagl salginlar, literatiirler ve Uluslar
arast halk sagligt kurumlarinin verileri 1s18inda degerlendirmistir. Toplam 907
kampilobakter salgininin belirlendigi bu aragtirmada, salginlar, kaynagina gore; kiimes
hayvanlar1 ve iirlinleri, sigir veya domuz eti, et iirlinleri, deniz iiriinleri, siit, su, hazir
gidalar, kaynagi belirlenemeyen salginlar olmak {izere belirli bagliklar altinda
kategorize edilmistir. Bu salginlarin % 60°inda salginin kaynagi belirlenememis,
kaynagi belirlenen salginlar igerisinde ise en sik olarak siit ve su kaynakli salginlarin

gorilldigii tesbit edilmistir®.

2.7.2. Virulans Faktorleri ve Patogenez

En onemli insan patojeni olan C.jejuninin NCTC 11168 susunun tam genom
analizi yapilmig olmasina ragmen kampilobakterlere ait virulans faktorleri ile
kampilobakter enfeksiyonlarinin  patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir.
Kampilobakter tiirlerinin genomik yapilariin, yiiksek diizeyde tiir i¢i varyasyonlar
gbstermesi ve uygun hayvan modellerinin olmayisi virulansla ilgili faktorlerin tespitini
zorlastirmaktadir™’. Fekal oral yolla bulasan kampilobakterler duyarl: kisilerde oncelikli
olarak ileum ve jejunum epiteli olmak iizere bagirsak epiteline kolonize olarak, akut
lokalize inflamatuvar cevaba yol agmaktadir. Sekretuvar tip ishal tablosuna yol agan
inflamatuvar cevap, uzayan enfeksiyonlarda, epitel hasarinin da tabloya eklenmesi ile
hastanin klinigini dizanterik forma doniistiirebilmektedir. Hastaligin prognozu,
kampilobakter susunun viriilans: kadar konagin duyarliligindan da etkilenmektedir®.

Fekal oral yolla alinan kampilobakterlerin mideden enfeksiyon olusturacaklari
intestinal sisteme ge¢isleri, midenin diisiik pH’s1 ve igerikteki nitroze edilebilen aminler
tarafindan engellenir. Kampilobakterlerin mide asitine diger bagirsak patojenlerinden
daha duyarli oldugu, duyarlilik oraninin da suslar arasinda farklilik gdsterdigi in-vitro
sartlarda yapilan caligmalarda gosterilmistir. Murphy ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir
calismada klinik 6rneklerden izole ettikleri baz1 C.jejuni suslarinin, referans sus olan
C.jejuni 81116 ve C.jejuni NCTC 11351 suslarina gore diisiik pH’ya kars1 daha direngli

olduklarimi gostermislerdir®. Cjejuni ve diger kampilobakter tiirlerinin mideden
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intestinal sisteme gecisine engel olan bir diger bakterisidal maddede nitrik oksittir. Gida
yolu ile alinan proteinlerdeki aminler diisitk mide pH’inda nitroze edilebilen aminlere
dontiserek nitrik oksid radikalleri olusturular. Kampilobakterler metabolik yolla olusan
bu nitrostativ streste hizla dliirler. Ancak, baz1 C.jejuni ve C.coli suslarinin, nitrik oksit
varliginda sentezlenen ve mikrooganizmanin nitrostativ strese karsi direncini artiran
single domain globulinlerle homolog, Cgb, proteinlerine sahip oldugu, cgb mutanti
suslarin nitrik okside duyarl olduklari gdsterilmistir®®. Béylece suslarin mide asidine
kars1 direng farkliliklar1 ve Cgb iiretebilme yetenekleri kampilobakter enfeksiyonlarinin
prognozunu belirleyen en 6nemli iki faktordiir. Nitekim, fekal-oral yolla bulastan sonra
enfeksiyon gelisimi i¢in 450-500 cfu mikroorganizmanin yeterli oldugu bildirilmis
olmakla birlikte, bu saymin mideden duodenuma gecen bakteri sayisini gosterdigi,
enfeksiyon olusumu i¢in gerekli olan bakteri sayisinin en az 10.000 cfu bakteri olmasi
gerektigi farkli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir®'.

Mideden duedonuma gegen C.jejuni’ buradada oksijen yogunlugu diisiik, yiiksek
osmolariteli, sinirli demir ve bakterisidal etkili safra tuzlar1 igeren olumsuz sartlara
maruz kalmaktadir. Ancak, C.jejuni ve C.coli'nin bir ¢ok susunda, ¢oklu ilag direncli
bakterilerde goriilen, multidrug ABC (ATP Binding Casset) transporter sistemin
homologu olan, Cme ABC multidrug efluks pump sisteminin oldugu, hiicre duvarini
gecen toksik safra tuzlart ve benzer kimyasal toksik maddeleri bu sekresyon sistemi
sayesinde periplazmik alandan hiicre disina pompalayarak, bakterisidal etkilerden
korunduklar: ileri siiriilmiistiir. Cme sekresyon sistemi proteinlerinin inhibisyonu
halinde C.jejuni nin safraya duyarliliginin 4.000 kat arttig1 gosterilmistir®.

Kampilobakterler, bol miktarda gida ve siv1 ile alindiginda, duodenumu gegerek
distal ileum ve kolona inmekte, burada epitelin yiizeyini O6rten mukus tabakasini
gecerek, enterosit ve kolonositlerin ylizeyine kolonize olmaktadir. Mukozal bariyerin
asilmasinda kampilobakterin tirbuson tarzinda hareket eden polar flajellas: etkilidir.
Flagellasin1 kaybetmis izolatlarin epitel hiicreyle temasinda azalma oldugu in-vitro
deneylerle gosterilmistir. Kampilobakter enfeksiyonlarinin gelismesinde, epitel
ylizeyine  adezyon  sarttir.  Intestinal  epitelin  yiizeyine  kolonizasyonda
mikroorganizmaya ait adeziv fimbria ve nonfibrial ylizey yapr elemanlar etkilidir.
C.jejuni suslarinda, CadF, PEBI1, JlpA olarak adlandirilan en az {i¢ ylizey proteinin

adezyondan sorumlu oldugu gosterilmis, ancak bu proteinlerin herbirinin tek basina
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adezyona katkis1 tam olarak belirlenememistir. CadF (Campylobacter adesion to
fibronektin) kampilobakterlerin fibronektin reseptorlerine (a5p1 integrin) baglanmasini
saglayan 37 k-Da’luk dis membran proteinidir™**.

Klinik 6rnekten izole edilen ¢ok sayida C.jejuni ve C.coli susunun genomunda
cadF bolgesinin korunmus oldugu ve bu bolge mutasyonlarinda mikroorganizmanin
hiicre yiizeyine adezyonunda onemli Olgiide azalma oldugu gosterilmistir. C.jejuni
suslarinda Cad F’den baska heniiz isimlendirilmemis iki tane daha fibronektin baglayan
protein belirlenmistir. Bir diger adeziv protein olan periplasmic binding protein PEBI;
gram negatif bakterilerdeki aminoasit transport proteinlerine benzeyen, 28 k-Da luk bir
dis membran proteinidir. pebl’genindeki mutasyonlarin C.jejuni nin epitel hiicrelere
adezyonunu 6nemli Ol¢iide azalttigi, in-vitro deneylerle gosterilmesine ragmen PEB1
adezini i¢in konak hiicre resptorii heniiz tanimlanamamistir®™. Jin ve arkadaslari
tarafindan bulunan ve Jejuni lipoprotein A (JIpA) adezini olarak tanimlanan bir diger
adezin ise 42,3 k-Da’luk yiizey etkili bir lipoproteindir. jlpA genindeki mutasyonun
C.jejuni’nin HEp-2 hiicrelerine adezyonunu, jlp4 geni intakt olan C.jejuni susuna gore
% 19 oraninda azalttig1 gosterilmistir. Ayrica bakteri hiicre membraninda yer alan
JIpA’nin intestinal epiteldeki Hsp90 ile karsilikli etkilestigi ve bu etkilesimin NF- «B
nin ve p38MAP kinazin aktivasyonunu indiikledigi tesbit edilmistir®.

C.jejuni’nin intestinal epitele adezyonunda adeziv proteinlerin yani sira, C.jejuni
lipopolisakkarit tabakasinin ve kapsiiliiniinde etkili oldugu, kapsiil sentez geni
mutasyona ugratilmis C.jejuni 81116 susunun, intestinal epitele adezyonunun 6nemli
Olgiide azaldigi bildirilmistir.C.jejuni’nin kapsiili, adezyon goérevi disinda, mukoza
hiicrelerinden salinan defensin 1 ve lizozim gibi antimikrobial peptidlere karsi
mikroorganizmanin direncini de artirmaktadir’™®’.

Kampilobakterlerin intestinal epitele adezyonu sonrasinda intestinal epitelde
inflamatuvar cevaba yol agmasi, epitelyum kesitlerinde lamina propriada bakterilerin
gosterilmesi ve bakteriyeminin goriilmesi, arastirmacilara bakterinin intestinal epitele
invaze oldugunu diislindiitrmiistiir. Bu gézlemler sonrasinda C.jejuni’ nin hiicreye nasil
invaze oldugu ve invazyonu etkileyen bakteriye ve konaga ait faktorler hiicre kiiltiirii ve
hayvan modelleri ile ortaya koyulmaya caligilmistir. Bu caligmalarin birgogu Cia
(Campylobacter invasion antigen) proteinleri olarak adlandirilan bir gurup proteinin

kampilobakterlerin hiicreye invazyonu i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Nitekim ilk

20



kez Konkel ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan, 73.2 kDa’luk CiaB proteinin invazyon
icin gerekli oldugu, ciaB geninin mutasyonunda C.jejuni’nin hiicreye invaze olamadigi
tesbit edilmistir’ ™’

C.jejuni suslarmin intestinal hiicreye invazyon yetenegi plazmidlerle kodlanan
tam olarak tanimlanamamus bir dizi genetik faktdr tarafindan da etkilenmektedir. ilk
defa ¢ig siit kaynakli salgin sirasinda bir gurup ¢ocuktan elde edilen C.jejuni 81-176
susunun intestinal epitele invazyon yetenegi diger tiirlerden daha fazla bulunmustur. Bu
susun, avirulan C. jejuni NCTC 11168 susunda olmayan pTed ve p Vir adli iki biiyiik
plazmit tasidig1 gosterilmistir. Bu plazmidlerden pVir’in epitel hiicreye invazyonda
etkili oldugu in-vitro olarak ispatlanmistir. Yapilan klinik c¢alismalarda, gaita
orneklerinden izole edilen C.jejuni suslarinin %19-53 oraninda bu plazmiti tasidig: ve
pVir tasiyan suslarla goriilen intestinal kolonizasyonun daha yiiksek oranda dizanteriye
yol actig1 gosterilmistir’.

Kampilobakterlerlerin patogenezinde bakterinin enterotoksin iiretimi 6énemli bir
baska tartisma konusudur. ilk calismalarda, baz1 C jejuni suslarinin Shiga like toksin,
Vibrio cholerae ve E.coli’ nin Labil Toksinine (LT) benzer toksinler irettikleri ileri
stiriilmiistiir. Ancak, kampilobakter enteritlerinde bu toksinin ishal gelisimi iizerine
etkisi tam olarak belirlenememistir®™. Daha once, Salmonella Helicobacter ve
Escherichia coli’ tirlerinde gosterilen ve Okaryot hiicrelerde hiicre siklusunu G2/M
fazinda inhibe ederek hiicre oliimiine neden olan Cytolethal Distending toksinin
(CLDT) C.jejuni suslan tarafindan da ftretildigi gosterilmistir. CLDT nin kolonik
immatiir kript hiicrelerini yikima ugratarak kolon liimenine yogun sivi kagisina yol
actig1 bilinmektedir. C.jejuni’nin CLDT’i, CdtA, CdtB, CdtC subiinitlerinden olusur.
Hiicre membranina lokalize bu subiinitlerin, C.jejuni’nin adezyonu ve intestinal
epitelden salinan ve ndtrofillerin inflamatuvar bolgeye gociinii indiikleyen IL-8’in
tiretimi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Diger taraftan aktif subiinit olan CdtB nin
memeli hiicrelerindeki DNase I ile homoloji gdsterdigi bildirilmistir. intestinal epitel
hiicre protein kinazlar1 tarafindan algilanan CLDT ve hiicre duvari LPS’1 IL-1 prof’nin
aktivasyonuna yol agmaktadir. IL-1 prof proteazlar tarafindan kesilerek IL-1B ya
doniismekte ve NF-kB’yi uyarmaktadir. NF-kB ise niikleusda gii¢lii proinflamatuvar
kemokin olan IL-8 sekresyonunu uyararak, iltahabi cevabi baslatir. Inflamasyon

bolgesine toplanan inflamatuvar hiicrelerin sekrete ettikleri sitokinler ve antikorlarla bir
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taraftan mikroorganizma fagositozla yok edilmeye calisilirken diger taraftan hiicreler
arast desmosomlar kesilerek epitel biitlinliigii bozulur. Bunu takiben 6nce enterositlerin
basolateral membranda yer alan Gangliozid (GM1) reseptorleri uyarilir, hiicre ici cAMP
konsantrasyonu artar, CFTR kanallar a¢ilir ve CI ile birlikte inter/intraselliiler su
liimene pompalanir ve sekretuvar tip ishal sekillenir. Daha sonra Kampilobakter tiirleri
ya inflamasyona bagli olarak acilan interselliller araliklardan ¢’paraseliiler’” ya da
invaze olduklar1 hiicreyi lizis ile parcalayarak ’transseliiler’’ yolla lamina propriaya
transloke olurlar. Bu donemde ishal dizanterik forma doniislir. Cjejuni lamina
propria’ya invaze olduktan sonra nadiren enteroportal yolla dissemine infeksiyona yol
acabilir'’. Bakteriyemi siklikla C.fetus enfeksiyonlari sonrasinda gorilir. C.fetus
suslarinin yiizeyinde yer alan S-protein, mikroorganizmayi serumun bakterisidal
etkisine kars1 korumakta, bu nedenlede C.fefus enfeksiyonlarinda sonra bakteriyemi

daha sik gelismektedir®®.

2.7.3.Yaptig1 Hastahklar

Hem hayvanlarda hem de insanlarda hastalik yapabilen kampilobakter cinsi
bakteriler, insanlarda ¢ofu kez kendikendini sinirlayan, basit sekretuvar tip ishallle
seyreden, enterit tablosuna yol agmaktadir. Diger taraftan daha nadir olmakla beraber
dizanterik formdaki kampilobakter enteritlerindeki bulgu ve belirtiler, invaziv
ozellikteki bagirsak patojenlerinin yaptigi hastaliklardaki belirtilerden 6nemli bir
ayricalik gostermez’. Hastaligin inkiibasyon dénemi, alinan mikroorganizmanin miktar
ve virulansina gore degismekle birlikte 18 saat-8 giin (ortalama 3,2 giin) arasinda
degismektedir. Baslangigta hastalarin ¢ogunda, 12-24 saat siiren ates, bas agrisi, miyalji,
kiriklik ve bazende taze kan iceren yumsak diskilamaninda oldugu, prodrom dénemi
goriilmektedir. Prodromal déneminin ardindan, 2-3 giin siiren, ishal, ates, karin agrisinin
bazende bulanti ve kusmamn goriildiigii intestinal evre baslamaktadir®. Genellikle
sekretuvar tipde baglayan ishal vakalarin yaklasik olarak %30’unda kanli ve mukuslu
dizanterik forma doniisebilmektedir. Baz1 hastalarda giinde 8 veye daha fazla digkilama
goriilebilmektedir'®. Kampilobakter ishallerine eslik eden ates 39-40 dereceye kadar
cikabilmekte, ¢ocuklarda febril konviilziyonlara neden olabilmektedir. Karin agrisi
siddetli olup, kramp seklinde ve tiim batinda yaygin olarak hissedilmekte, bazen sag alt

kadrana lokalize olarak akut apandisiti taklit edebilmektedir.”® Kampilobakter enteriti
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genellikle 5-7 glinde kendiliginden diizelmekte nadiren uzamis enfeksiyonlara neden
olmaktadir.  Ancak  olgularin  yaklasik  %5-10’unda  relaps  goriildigi,
mikroorganizmanin nekahat doneminde iki hafta ila bir ay silireyle digkidan atildigi
bildirilmektedir’'. Kampilobakter enteritlerinin ardindan, 6zellikle immiin yetmezligi
olan hastalarda, bebekler ve yaglilarda mikroorganizmanin intestinal kanaldan yakin
bolgelere direkt yayilimi ile, kolesistid, pankreatit, peritonit ve mesenterik adenit gibi
lokalize enfeksiyonlar ve bakteriyemi gelisebilmektedir’.

Kampilobakter enfeksiyonlarindan sonra Guillain Barre sendromu, hemolitik
tiremik sendrom, interstisyel nefrit, IgA nefropatisi, reaktif artrit, bursit, eritema
nodozum gibi ge¢ baslangicli, non enfeksiyoz komplikasyonlar da goriilebilmektedir’.

Periferal polindropatiler grubu icersinde yer alan Guillain-Barre Sendromu
(GBS), Periferik Sinir Sisteminin, Otonom Sinir Sisteminin ve Kranial Sinirlerin, akut
baslangi¢cli progresif seyirli, inflamatuvar hastaligidir. Diinya ¢apinda olduk¢a diizgiin
bir dagilim gosterdigi ve genel insidansinin 1,0-2,7/100.000 oldugu bildirilen GBS u
diinyanin biiylik bir bolimiinde Polionun eradike edilmesinden sonra, akut flask
paralizilerin en yaygin sebebi olarak gosterilmektedir. Toplumda ¢ok sik
goriilmemesine ragmen ortaya ¢ikan kalici sakatlik, GBS unu 6nemli bir halk sagligi
sorunu haline getirmektedir. GBS ’nun periferik sinirlerin antijenik proteinlerine karsi
antikor liretimi sonucu gelisen otoimmun bir hastalik oldugu, basta Campylobacter
jejuni olmak tizere Mycoplasma pneumoniae, Escherichia coli, Cytomegalovirus,
Epstein-Bar virus, Human immunodeficiency virus (HIV), Influenza virus, Coxsackie
virus, Herpes simplex virus, Hepatit A ve C virus gibi enfeksiyon ajanlarin, agilama ve
cerrahi girisimlerin bu antikorlarin yapimini tetikledigi disiiniilmektedir. Nitekim,
GBS’lu olgularin % 50-70'inde norolojik semptomlar, gastroenterit, solunum yolu
enfeksiyonu veya asilamadan 2 ila 4 hafta sonra gelismektedir. C. jejuni enfeksiyonu
sonras1 genellikle kalici norolojik defisitlerin goriildigii aksonal tutulumlu GBS
goriilmekte, GBS’ da gecirilmis kampilobakter enfeksiyonu kotii prognostik faktorler
arasinda sayilmaktadir.. Yapilan c¢esitli caligmalarda aksonal tip GBS’lu olgularin
yaklasik % 30 ile % 40’inda 2-3 hafta 6nce gegirilmis C.jejuni enfeksiyonunun tesbit
edildigi bildirilmektedir’*.

C.fetus.subs.fetus’iin neden oldugu enteritler C.jejuni’ ye nazaran daha az siklikla

goriilmektedir. Fakat, bu hastalarda bakteriyemi, septik tromboflebit, meningoensefalit

23



gibi sistemik enfeksiyonlar, septik artrit, salpinjit, ampiyem, seliilit, iiriner sistem
enfeksiyonlari, osteomyelit ve kolesistit gibi lokalize enfeksiyonlar daha sik
goriilmektedir®’.

Kampilobakter enfeksiyonlarinin HIV ile enfekte hastalarda, genel populasyona
gore daha sik gorildiigii ve daha siddetli seyrettigi bildirilmektedir. Bu hastalarda
persistan ve durdurulamayan bol sulu ishaller goriilmekte, enteriti takiben ya da enterit
goriilmeksizin, bakteriyemi, menenjit, endokardit ve perikardit gibi mortaliteyi artiran

sistemik kompikasyonlar gelisebilmektedir®.

2.7.4. Kampilobakter Enfeksiyonlarinda Tam

Gerek sekretuvar tip bakteriyel ve viral, gerekse dizanterik tip E.histolytica
gastrointestinal sistem enfeksiyonlarindan klinik olarak ayirt edilemeyen kampilobakter
enteritlerinin laboratuvar tanisi, uygun tedavi ve kontrol tedbirlerinin aliabilmesi i¢in
son derece Onemlidir. Diger taraftan makrolid grubu antibiyotiklere duyarli oldugu
bilinen kampilobakterlerde degisen antimikrobik duyarlilik paterninin izlenebilmesi
icinde bakterinin  klinik Orneklerden izolasyonu gereklidir. Kampilobakter
infeksiyonlarmin tanisi, ya diski Orneklerinde, mikroorganizmanin izolasyonu,
mikroorganizma genomuna ait spesifik dizilerinin ya da mikroorganizma antijenlerinin
gosterildigi direkt yontemlerle veya hasta serum ve sekresyonlarinda C.jejuni-spesifik

antikorlarin arandig1 serolojik testlerle yani indirekt yontemlerle konmaktadir®.

2.7.4.1. Direkt Tan1 Yontemleri
Amac¢ klinik materyallerde kampilobakterleri fresh veya boyali preparatlarda
gostermek, bakteriyi uygun besiyerlerinde izole ederek identifiye etmek ve bakteriye ait

spesifik gen bolgeleri veya antijenleri gostermektir’>.

2.7.4.1.1. Ornek Alinmasi
Kampilobakter gastroenteritlerinde klinik materyal digki veya rektal siiriintiidiir. Ancak
bakteriyemi halinde mikroorganizmanin kan kiiltiirlinde izolasyonu taniya yardim eder.
Ishalli hastalardan klinik &rnekler, antimikrobik tedavisine baslanmadan 6nce, 6zellikle

disk1 6rnekleri hastaligin basladigi ilk 4 giin icinde alinmalidir. Klinik materyal digki
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ise, taze digkinin kanli mukuslu yerlerinden 2-3 gr kadar 6rnek alinmalidir. Alinan
ornekler 1-2 saat gibi kisa bir siire igerisinde degerlendirilecekse, diski ornegi, temiz,
deterjan ve dezenfektanla kontamine olmayan, genis agizli, kapakli ve sizdirmaz bir kap
icerisine alinarak oda 1sisinda taginmalidir. Sayet klinik materyal olarak rektal siirlintii
orneklekleri kullanilacaksa, rektal sfinkterden 2-3 cm igeri sokulan ekiiviyon rotasyonel
hareketler yaptirilarak kriptlerle temas ettirilmelidir. Daha sonra yine rotasyonel
hareketlerle rektumdan cikartilan ekiiviyon yukarida tanimlanan tasima kabi igerisinde
laboratuvara ulagtirilmalidir’™®.

Orneklerin laboratuvara transferi ve islenmeleri 2 saatten daha uzun siirecekse,
alman oOrnekler modifiye Cary Blair tasima besiyerine alimmali ve laboratuvara
ulastirilincaya kadar 4°C’de korunmalidir. Her ne kadar ilk bir iki giinden sonra segici
besiyerine yapilan ekimlerde mikroorganizmanin izolasyon sansi biiylik oranda
azalmaktaysada kampilobakter tiirleri Carry-Blair tasima besiyerinde +4°C'de 2 hafta
canli kalabilmektedir. Modifiye Carry blair besiyeri disinda, Amies besiyeri, Stuart
besiyeri ya da komiir tozu igeren yari kati besiyerleri de tasima besiyeri olarak
kullanilabilir. Kampilobakterle enfekte hastalar diskilarinda 10°-10° CFU/gram gibi
yiiksek miktarlarda mikroorganizma bulundurduklarindan genellikle 6n zenginlestirme
yontemlerine gerek yoktur. Ancak, bakteri atiliminin az oldugu akut dénemi gegirmis
hastalarda izolasyon sansini artirmak ic¢in Preston, Campy-thio gibi zenginlestirici
besiyerlerlerinin kullanilmas: 6nerilmektedir’®. Digki orneklerinden kampilobakter
suslarinin izolasyon sansi Ornekteki bakteri sayisi ve tasima sartlar1 kadar bir hastadan
aliman Ornek sayisina bagl olarak da degisir. Coklu 6rnek alimi1 kampilobakterlerin

izolasyon sansmi artirmaktadir®’*.

2.7.4.1.2. Mikroskopik inceleme
Klinik materyal taze preparasyonlarla veya boyali preparasyonlarla karakteristik
kampilobakter hareket veya goriiniimlerinin tespiti a¢isindan degerlendirilmelidir. Disk1
ve rektal siiriintii 6rnegi alindiktan sonraki ilk iki saat i¢inde, karanlik alan mikroskobu
veya faz-kontrast mikroskobunda incelenir. Bu incelemede kampilobakterlerin tirbuson
tarzinda, hizla hareket eden ve batip ¢ikan tarzdaki tipik hareketlerinin goriilmesi tantya
yardim eder. Direkt mikroskobide bol eritosit ve ndtrofillerin goriilmeside dizanterik

form i¢in yardimci bulgu olarak degerlendirilebilir. Bazi aragtirmacilar tan1 maliyetini
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diistirmek i¢in, direkt mikroskopik incelemede lokosit pozitifligi tesbit edilen gaita
orneklerinin selektif kiiltiiriinlin yapilmasin1 6nermektedir. Ancak diskida l6kositlerin
varlig1 kampilobakter enfeksiyonu ihtimalini artirmakla birlikte, 16kositlerin olmamasi
hastalig1 ekarte ettirememektedir. Diger taraftan digkinin kanli mukuslu bolgelerinden
alinan materyalden hazirlanan ve alkolle tespit edilen preparatlar, Gram’in boyas1 veya
sadece % 1’lik bazik fuksin ile boyanarak; soluk pembe renkte, marti kanadi, S veya
virgiil seklindeki tipik morfolojik 6zelliklere sahip kampilobakterlerin varligi yoniinden
incelenir. Kampilobakter enfeksiyonlarinda, direkt mikroskobiye ait yontemlerin

duyarhihig1 gesitli yaymlarda % 66-94 olarak bildirilmektedir**".

2.7.4.1.3. Kiiltiir Ortaminda izolasyon

Kampilobakter tiirleri bagirsak flora elemanlarindan daha ge¢ ve gii¢ tirer. Bu
sebeple kolay iireyerek kiiltiir plagina hakim olan flora bakterilerinin kiiltiir ortamindan
elimine edilmesi i¢in 6rnekler ya direkt selektif besiyerine ekilmeli ya da membran
filtrasyon yonteminde oldugu gibi 0.65 um capl seliiloz asetat filtrelerden siiziildiikten
sonra siiziintlinlin veya siiziintii 0.45-0.25 um membran filtreden tekrar siiziildiikten
sonra membranin uygun besiyerlerine koyulmasi sureti ile ekim yapilmalidir’®. Ancak
diski1 florasinda bulunan Proteus gibi hareketli bakterilerde filtreden kolayca
gectiginden membran filtrasyon yontemi ile kampilobakterlerin izolasyon sansi segici
kiiltiir yontemine gore daha disiiktiir. Ancak bu yontemde filtreden siiziilen digki kanl

agar yerine secici besiyerlerine ekildiginde yontemin basaris: artmaktadir’’.

I- Kampilobakter izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Kampilobakterin digki ve rektal stirlinti gibi karigitk florali 6rneklerden
izolasyonunda, Brucella Agar, Blood Agar Base No:2, Columbia Agar, Thiogycollate
besiyeri, Campylobacter Agar Base gibi temel besiyerlerine antimikrobik
kombinasyonlar1 ve {iremeyi arttiririct g¢esitli katki maddeleri eklenerek hazirlanan
secici besiyerleri kullanilmaktadir (Tablo 3). Besiyerlerinin segici aktivitesini; temel
besiyerinin igerigi, ilave edilen Ttremeyi artirict maddeler ve antimikrobik
kombinasyonlar1 belirlemektedir. Ilk izolasyonlarda besiyerlerine %5-10 oraninda

defibrine koyun ya da at kan1 ilavesi iiremeyi arttirmaktadir’®.
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Katki maddeleri icerisinde yer alan antibiyotiklerden sefalosporinler (sephalotin,
sefaperazon) genis spekturumludur. Enterobactericeae ailesine ait bakterilerin ve
enterokok hari¢ gram pozitif bakterilerin ¢oguna etkilidirler. trimethoprim ise 6zellikle
proteus ve gram pozitif bakterilere kars1 inhibitor aktivite gosterir. Ancak bakterilerde
timin sentezini inhibe ederek etkisini gosteren trimethoprim’in, timidin iceren
besiyerlerine etkinligi beklenenden daha diisiik olmaktadir. Bu tiir besiyerleri
kullanildiginda, besiyerine trimethoprime sinerjik etkisi nedeni ile polimiksin B ilave
edilmektedir. Besiyerlerine ilave edilen diger antibiyotiklerden; vankomisin gram
pozitiflere, rifampisin hem gram pozitif hem gram negatif bakterilere teicoplanin ise
enterokoklara kars1 etkilidir. Orneklerdeki muhtemel maya ve kiif kontaminasyonuna
kars1 da besiyerine siklohekzimit, amfoterisin B ve nistatin, gibi antimikotiklerden birisi
ilave edilmelidir”.

Kampilobakter tiirlerinin  ¢ogu, besiyerine 1ilave edilen, Onerilen
konsantrasyondaki antibiyotiklere direnglidir. Ancak, sefalotin, kolistin ve polimiksin
B’nin C. jejuni, C. coli, C. fetus subsp. fetus, C. jejuni subsp. doylei ve C.upsaliensis’'in
bazi suslarinin tiremesini baskiladigi bildirilmektedir. Bu nedenle, son yillarda secici
besiyerlerinde sefalotin yerine, digki florasin1 baskilama giicii daha iyi olan
Sefaperazon’un kullanilmasi dnerilmektedir. Nitekim Sefaperazonun diskinin normal
florasinda yer alan bakterilerin ¢ogu i¢in belirlenen MIC degeri < 8 mg/1’ iken klinik
ornekten izole edilen ¢ok sayida C.jejuni ve C.coli susu i¢cin MIC degeri >128 mg/ dir.
Ancak, C.upsaliensis’in bazi suglarinin, sefaperazon i¢in MIC degerinin >16 mg/l
oldugu, bu nedenle 32 mg/l Sefaperazon iceren mCCDA gibi segici besiyerlerinde bu
kampilobakter tiiriiniin iireyemeyecegi bildirilmektedir. Diger termofilik tiirlerin
yanisira C.upsaliensisin’de izolasyonu i¢in kullanilan, CAT (Sefaperazon, Amfoterisin
B, Teicoplanin) gibi segici besiyerine 8 mg/ ml sefaperazon ilavesi onerilmektedir™.

Kampilobakter izolasyonunda yaygin olarak kullanilan ve bazilar ticari olarak
temin edilebilen besiyerlerinin etkinligini karsilastiran ¢ok sayida arastirma yapilmis ve
merkezlere gore degisen farkli duyarhilik oranlari bildirilmistir. Bu ¢alismalardan
birisinde, 50 ishalli hastanin digki 6rnegi Skirrow, Butzler, Blaser, Campy-BAP, ve
Preston besiyerine eken, Bolton F.J. ve arkadaslar1 bu besiyerlerinde sirasi ile 13 (%
26), 10 (% 20), 12 (% 24), 5 (% 10), 15 (% 30) oraninda kampilobakter pozitifligi

bildirmislerdir. Arastirmacilarin ¢ogu 6nlenemeyen bakteriyel kontaminasyonun biitiin
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selektif besiyerlerinin ortak problemi oldugunu belirtmislerdir.*' Kan iceren
besiyerlerinde kontaminasyon oraninin daha yiiksek olmasi sebebi ile secici
besiyerlerine, iiretme faktorii olarak miimkiin ise kan yerine hematin, demir tuzu,
sarkoal, sodyum metabisiilfit ve sodyum priivat, antimikrobik olarakta, pseudomonas
tirlerine ve enterik bakterilerin ¢oguna etkili olan Sefaperazon’un ilavesi
onerilmektedir. Bu baglamda Preston yada CCDA besiyerinde kan icermeyen C. jejuni

izolasyonunun daha yiiksek oranda gerceklestigi gosterilmistir>®’.

II- Besiyerlerine Ekim ve Inkiibasyon

Ishalli hastalardan alinan diski 6rnekleri ekiiviyon ile selektif besiyerlerinin iist
Ya’line strtliir ve stirlintii materyali plaklarin geri kalan kismina tek kullanimlik plastik
0ze kullanilarak azaltma yontemi ile yayilir. Kiiltiir icin laboratuvar imkanlar1 ve
personelin tecriibesi dikkate alinarak secilen bir segici besiyerleri kullanilir. Ancak
miimkiin ise her 6rnekten birisi kanli digeri kan icermeyen en az 2 ayr1 segici besiyerine
ekim yapilmasi basar1 sansini artirir. Ekim sonrasi besiyerleri % 5 O, % 10 CO; ve %
85 Nyigeren mikroaerofil atmosferde 37°C’de inkiibe edilir. Insanlarda ishale yol agan
kampilobakterlerin nerede ise tamamini termofilik tiirler olusturmaktadir. Bu sebeple
termofilik kampilobakterlerin daha kolay iiretilebilmeleri ve daha basit identifiye
edilebilmeleri i¢in her ornek i¢in en az 2 besiyerine ekim yapilmali ve 2. besiyerleri
yine mikroaerofilik sartlarda 42°C'de inkiibe edilmelidir. Kampilobakterlerin tiremesi
icin gerekli mikroaerofilik atmosfer, mikroaerofilik gaz karigimi saglayan ve ticari
olarak temin edilebilen Campy Pak (BBL No: 271034), Campy Gen (Oxoid 0025A)
gibi gaz jeneratdrleri ile veya anaerobik kavanozlarin havasi bosaltildiktan sonra ilave

edilecek uygun gaz karisimu ile saglamr™.
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Tablo 3: Kampilobakter jejuni izolasyonu i¢in secici besiyerlerinin formiilleri*

BESIYERININ ADI

TEMEL BESIYERIi

KATKI MADDELERI

Butzler’in sellektif besiyeri

Sivi1 thioglikollat besiyeri
(Difco)

Agar (%3)

Koyun kan1 (%10)
Basitrasin (25.00 1U/It)
Novobiosin (5 mg/lt)
Kolistin (10.000 IU/1t)
Sefalotin (15 mg/lt)
Aktidion (50 mg/It)

Blaser’in besiyeri

(Campy-BAP)

Brucella agar base

Koyun kan1 (%10)
Vankomisin (10 mg/It)
Trimethoprim (5 mg/It)
Polimiksin B (2.500 TU/1t)
Sefalotin (15 mg/lt)
Amfoterisin B ( 2 mg/It)

Skirrow’un kanh agar besiyeri

Blood agar base (temel kanli agar )

No. 2 (Oxoid)

At kant (%7)
Vankomisin (10 mg/It)
Polimiksin B (2.500 IU/It)
Trimethoprim (5 mg/1t)

Butzler virion besiyeri

Columbia agar base

(Oxoid CM331)

Defibrine koyun kani
Sefoperazon (15mg/lt)
Rifampin (10 mg/It)
Kolistin (10.000 IU/1t)
Ampoterisin B (2 mg/lt)

*Preston (1)

Nutrien buyyon # 2
(Oxoid CM 67)
% 1.2 New Zealand agar

Trimethoprim(10 pg/ml)
Polimiksin B (5 TU/ml)
Rifampin (10 pg/ml)
Sikloheksimid (100 pg/ml)

**Preston(2)

Nutrien buyyon # 2
(Oxoid CM 67)
% 1.2 New Zealand agar

Sodyum deoksikolat
Demir siilfat
Sodyum piruvat

Kazein hidrolisat

Sefoperazon (32 mg/lt)
#**Preston (3) Nutrien buyyon Sefoperazon (32 mg/lt)
No.2 Amfoterisin (2 mg/lt)
(Oxoid) Campylobacter rowht suplement

(Oxoid)

**Sarkoal (charcoal)-

Bazh selektif besiyeri

Columbia agar base

(GIBCO)

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

*: %S5 defibrine at kani + Saponinli, **:Kansiz, sarkoalli, ***: %7 defibrine at kanh
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II1. Secici besiyerlerindeki koloni morfolojisi

Kampilobakterler Kanli agar besiyerinde 24-48 saatlik inkiibasyon periyodu
sonunda, 0.3-0.5 mm ¢apinda, su damlas: gibi nemli, gri/beyaz, agarin yiizeyine dogru
bir tabaka seklinde iireme goOsteren, hemoliz yapmayan tipik kolonileri olusurlar.
Kansiz, komiir tozu iceren besiyerinde ise; 0.5 mm capinda, grimsi renkte, bazen
metalik refle veren diiz yilizeyli ancak yayilma egilimi gosteren gozle goriilebilir

koloniler 72-96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sekillenir™®.

2.7.4.1.4. Kampilobakterlerin Identifikasyonu

Kat1 besiyerlerinde iiretilen siipheli koloniler koloni morfolojileri, mikroskobik
morfolojik 6zellikleri, oksidaz ve katalaz aktiviteleri, 1s1, tuz ve glisin tolerans testleri,
antimikrobik duyarlilik paternleri ile hippurati hidrolize edebilme o6zelliklerini gore
identifiye edilirler (Tablo 2, 4). Identifikasyon testleri ilk izolasyondan c¢ok,
mikroskobik  morfolojileri  kampilobakterlerle = uyumlu  olan  kolonilerin
subkiiltiirlerinden yapilmalidir®.

Hippurat hidroliz testi (N.benzoyl glycine amido hydrolase testi) C.jejuni’yi diger
tirlerden ayirt eden en Onemli biyokimyasal testtir. Bu teste, N.benzoyl glycini
(hippurikasit)  glisin ve benzoik asite pargalayan hippurikaz enziminin varligi
arastirilmakta, glisin olusumu ninhidrin bazli reagenlerle belirlenmektedir. Benzoik asit
olusumu ise ferrik klorid reagenlerle veya gaz-likit kromotografisi ile belirlenmektedir.
Ancak hippurikaz negatif C.jejuni suslariminin gosterilmesi, hippurat hidroliz testinin
identifikasyondaki degerini azaltmistir. Diislik hippiirikaz aktivitesinin bu testte
belirlenememesi ve ekilen bakteri yogunlugunun yontemin duyarliligini etkilemesi bu

testin dezavantaji olarak gosterilmektedir®.
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Tablo 4: Termofilik kampilobakter tiirlerinin identifikasyonu.

C.jejuni
Subs.jejuni Subs.doylei ] ) o
C. coli C. lari C. upsaliensis

Hippurat
hidroliz - - - - -
Katalaz + + + + —/W
Nitrate

+ + + +
rediiksiyon -
TSI agarda H,S W 3 B
liretimi - -
N'alldll-(Slk asit S S S R S
direnci
Sefalotin direnci R \Y R R S

W: zayif reaksiyon V: degisken ; S: duyarh ; R: direngli .

2.7.4.1.5. Diskida Antijen Arayan Testler

Kampilobakterlerin hizli tanisinda hasta basi testler olarakta tanimlanan, diskida
kampilobakter antijenlerini aragtiran, ProSpecT Campylobacter enzim immunoassay(
Campylobacter EIA) Campyslide sistem, Meritec-Campy ve Microscreen gibi
presipitasyon temelli ¢cok sayida ticari test gelistirilmistir. Direkt digki 6rneklerinin
yanisira zenginlestirici besiyerindeki digski Orneklerinin de degerlendirilebildigi
Campylobacter EIA testinde, kampilobakterlerin iki ylizey antijenine kars1 gelistirilmis
poliklonal antikorlar kullanilmaktadir. Campyslide testi ile disk1 6rneklerinden antijen
tespitinde, = kampilobakterlerin hiicre duvar antijenlerine kars1 iiretilmis anti-
kampilobakter antikorlar: ile kapli lateks partikiilleri kullanilmaktadir. Meritec Campy
testinde ise latex partikiillerinin sensitizasyonunda flagellar antijene kars1 gelistirilmis
antikorlar kullanilmaktadir. Ancak bu testlerden hicbirinin duyarliligr kiiltiir yontemi
kadar yiiksek degildir. Bir ¢alismada, Meritec-Campy testi ile, segici kiiltiir yontemi ile
kampilobakter izole edilmis 6rneklerin ancak % 40’inda pozitif sonu¢ elde edildigi

bildirilmistir®® 758

31




2.7.4.1.6. Molekiiler Tam Yontemleri

Kampilobakter enfeksiyonlarmin tanisinda kiiltiirde izolasyon “altin standart”
olarak kabul edilmekle birlikte, 24 saatten daha kisa siire i¢erisinde kampilobakterleri
tir diizeyinde tanimlayan, uygulamasi kolay, tekrarlanabilir sonuglarin elde edildigi,
yiiksek duyarliliga sahip, ¢evresel faktorlerden daha az etkilenen Niikleik Asit Cogaltma
yontemini (NAA) baz alan, PCR/RFLP, multipleks-PCR, AFLP, PCR-hibridizasyon
gibi molekiiler temelli ile DNA dizi analizi ve mikroarray gibi modifiye molekiiler
yontemler daha yogun olarak kullanilmaya baglanmistir'>.

Molekiiler tan1 yoOntemleri ile kampilobakter tiirlerinin genom diizeyinde
tanimlanmas1 ve tiplendirilmesinin yani sira, patogenez ve antimikrobik direncinden

sorumlu genler ve gen mutasyonlarinin tespiti de miimkiin olabilmektedir® *.

I. Niikleik Asit Cogaltma (NAA) Bazh Yontemler

Diisiik metabolik aktiviteleri nedeni kampilobakterlerin in vitro sartlarda
tiretilmeleri ve fenotipik yontemlerle identifikasyonlari uygun alt yap1 ve tecriibeli
personele sahip laboratuvarlarda bile son derece diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir.
Konvensiyonel tani yoOntemlerinde yasanan ve bakteriden kaynaklanan bu
olumsuzluklarin agilmas1 amaci ile alternatif yontemler denemis, bu baglamda PCR gibi
niikleik asit c¢ogaltma yontemleri bir¢ok arastirmact tarafindan denenmistir. Bu
calismalarda kampilobakterlerin; /6s ¥rDNA, 23S rDNA, hip O, ceuE, mapA, Cad F,
glyA ve groEL genleri lizerindeki spesifik dizileri hedef alan primerlerin kullanildigi,
PCR, multiplex PCR, real-time PCR ve PCR-ELISA gibi, degisik amplifikasyon bazli
molekiiler yontemler kullanilmistir. Ayrica klinik materyalden kampilobakterlerin
direkt tanis1 ve tiir diizeyinde identifikasyonuna imkan veren PCR ile kombine DNA
hibridizasyon ve PCR-RFLP yontemlerde tanida basari ile kullanilmaktadir'®%% %949,
Niikleik asit amplifikasyon testlerinin duyarlilik ve 6zgiilliigiinii , hedef bélge, uygun
primerlerin dizayni, internal ve eksternal kontrol kullanimi, kullanilan DNA ekstraktin
kalitesi, DNA polimeraz enzimi, reaksiyon tamponu, Mg konsantrasyonu, 1s1 dongii
cithazinin performans1 ve uygulayicinin becerisi gibi, ¢ok sayidaki degisken

etkilemektedir’®.
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I1. Hedef Bolge ve Primerlerin Se¢imi

Kampilobakterler tiirlerine spesifik hedef bolgelerin belirlenmesinde tam genom
dizi analizlerinden faydalanilmaktadir. Amplifiye edilen hedef DNA dizisi cins , tiir,
alttiir hatta sus seviyesinde ozgiillik gosterebilmelidir. Bu bakimdan ilk ve en ¢ok
calisilan gen bolgeleri, filogenetik olarak konserve bdlgelerin yanisira ve mozaik
bolgelerde iceren, 16S rDNA ve 23S rDNA genleri olmustur. Cins diizeyinde son
derece duyarli sonuglar elde edilen bu bdlgelerin ¢ogaltilmasi ile tiir diizeyinde tanida
istenen sonuglar elde edilememistir. Mesela, tiirler arasinda % 97’nin {izerinde homolog
olan ve genus hatta cins diizeyinde spesifik diziler tasiyan 16S rd RNA tiir ayrimi i¢in
uygun bir cogaltma hedefi degildir’’. Bir ¢calismada, 16S rDNA iizerindeki 1,004 bp lik
bir bolgenin cogaltilmast ve elde edilen DNA’nin Ddel, Taql ve Bsrl restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen DNA fragmanlarinin homolojisini esas alan
PCR-RFLP yontemi ile ancak kampilobakter, arkobakter ve helikobakter -cinsi
bakteriler arasinda bir ayrimimn miimkiin oldugu, fakat kampilobakter cinsi icerisindeki
tiirlerin ayirmunmm  miimkiin - olmadig1 ileri sirillmiistiir’®. Daha sonra yapilan
arastirmalarda 16SrDNA geni iizerinde farkli bolgelerin ¢ogaltilmasi ile yapilan PCR-
RFLP temelli ¢aligmalarla kampilobakterlerin tiir diizeyinde tanimlanmalarina
calisilmig, ancak C.jejuni ve C.coli’nin identifikasyonu icin heniiz sensitivitesi yiiksek
16S rd RNA PCR-RFLP yontemi tanimlanamamistir’.

Kampilobakterlerin tan1 ve identifikasyonunda sik kullanilan bir diger onemli
hedef 23S rDNA geni icerisindeki spesifik dizilerdir. Ilk calismalarda 23S rDNA
geninde C.jejuni, C.coli, C.lari ve C.upsaliensis gibi termofilik kampilobakter tiirlerin
icin oldukca spesifik bir gen bolgesi oldugu, her bir tiir i¢cin farkli dizay edilmis
primerlerin kullanilmasi ile bu tiirleri i¢in spesifik bolgelerin ¢ogaltilarak identifiye
edilebilecegi gosterilmistir’. Daha sonra 23S rDNA geni tizerinde 491 bp uzunlugunda
ve C.jejuni, C.coli, C.lari, C.upsaliensis tiirlerinde ortak olan bir gen bolgesinin varligi
tespit edilmistir Bu bdlgenin spesifik primerlerle amplifikasyonu sonucu elde edilen
amplikonlarin, Alul ve Tsp509I restriksiyon enzimi ile kesimi ile elde edilen DNA
fragmentlerinin homolojileri dikkate alinarak “Tek tiip PCR-RFLP” ile tiir diizeyinde,
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikte, tan1 miimkiin olmaktadir'®.

Bu iki gen bdlgesi disinda, hipO, ceuE, mapA, cadF, glyA ve groEL genleri

tizerindeki spesifik dizileri hedef alan primerler yardimu ile tiir diizeyinde taniya yonelik
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PCR, PCR-RFLP, multipleks PCR gibi modifiye yontem ¢alismalar1 denenmigtir' "

102, 103, 104, 105,106

Kampilobakter tiirlerinin tan1 ve identifikasyonunda en uygun PCR ydnteminin
tespiti i¢in yapilan bir arastirmada, farkli gen bolgelerini hedef alan veya farkli primer
dizaynlarinin kullanildigr 11 PCR temelli yontemin duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglari,
fizikokimyasal degisiklikler ve suslar arasindaki varyasyonlarin testlerin performansi
lizerine etkileri arastirllmistir. Arastirmada C. jejuni tanisi i¢in dizayn edilmis 6 PCR
testinin duyarlilik aralig1 % 84 -100, 6zgiilliik araligi % 88 -100 olarak tesbit edilmistir.
C.coli’ ye spesifik PCR testlerinin tamaminda ise duyarlilik ve 6zgiilliik % 100 olarak
bildirilmistir. Arastirmada kullanilan bazi testler, C.jejuni’nin referans suslari ile
kiyaslandiginda klinik izolatlar ile daha degisken sonuglar alinmisg, tanida daha giivenilir
sonuclar {iiretebilmek i¢in, farkli genetik dizileri hedef alan primerlerin kullanildigi,
birden fazla PCR testinin es zamanli olarak kullanilmasi onerilmistir. Sokak suslari ile
goriilen boyle degisken sonuclar C.jejuni genomunun sarta bagl olarak gosterdigi asiri

variabilite ile izah edilmistir’®.

II1. Diskidan Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Kompleks mikrobik flora icermesi, diyetle alinan gida bilesenleri ve endojen
iceriginden dolay1 digki 6rneklerinden niikleik asitlerin saf olarak ekstraksiyonu, diger
klinik 6rneklere gore daha zordur. Digkida, safra tuzlari, gida igerisinde bulunan bitkisel
kaynakli kompleks polisakkaritler gibi PCR ve diger molekiiler ydntemlerin
duyarliligim diisiiren cok sayida ve miktarda inhibitorler bulunmaktadir®™.

Diski 6rneklerindeki Inhibitorlerin uzaklastirilmasi igin, drneklerin lizis tamponu
icerisinde kaynatilmasi ve diferansiyel santrifiigasyonu, PCR reaksiyon karigimina %
0,5 bovin serum albumin ilave edilmesi veya ekstraktin polyvinyl pyrolidine ile
piirifikasyonu onerilmektedir.

Geleneksel fenol-kloroform yontemi ile digkidan DNA izolasyonunda, gerek
diskidaki inhibitorleri gerekse fenolii ekstrakttan tam olarak uzaklastirmak miimkiin
olamamaktadir. Bu sebeple fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile elde edilen DNA
kaliplarinin kullanildig1 PCR testlerinin duyarlilig1 son derece diigiiktiir.

DNA ekstraksiyonunda bakterinin lizisi i¢in Guanidyum isotiyosiyanatin

kullanildigi, DNA’nin silika matrikse baglanarak ardarda yikamalarla protein
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kalintilarinin uzaklastirildig bir yontem tanimlanmis ve bu yontemin Fenol-kloroform
yontemine gore daha basarili oldugu ileri siirtilmiistiir '

Konvensiyonel in-house tekniklerin yani sira, son yillarda digkidan DNA
izolasyonu i¢in ¢ok sayida standardize edilmis ticari kit gelistirilmistir. Bu kitler 1yi
standardize edilmis olup 200 ng iizerinde DNA eldesine imkan saglayacak sekilde
dizayn edilmistir. Ancak hastaya ait diyet aliskanliklari, digkida flora bakterilerinin
yogunlugu, diskinin s1v1 igerigi ve igerikdeki inhibitér konsantrasyonu gibi degiskenler,
gerek konvensiyonel, gerekse ticari olarak temin edilen DNA ekstraksiyon kitleri ile

yapilan ekstraksiyon islemlerinde sonuglari etkilemektedir'®.

2.7.4.2. indirekt Tam Yéntemleri

Kampilobakter antijenlerine karsi hasta serum ve sekresyonlarinda sIgA ve IgG
tiirli antikorlarin tespiti amaci ile KBR ve ELISA bazli serolojik testler denenmis, ancak
bu testlerin tan1 degerlerinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Son yillarda gelistirilen ve
C.jejuni nin rekombinant P18 ve P39 antijenlerine kars1 hastada gelisen antikor cevabini
tesbit eden ELISA testinin yiiksek duyarlilik ve o6zgiilliige sahip oldugu ileri
stiriilmiistiir. Ancak, C.jejuni’nin heterojen antijenik yapisindan dolay1 bu testlerden hig
biri standardize edilmis seropozitivite kriterlerine sahip degildir. Kampilobakter
enfeksiyonlarinin tanisinda serolojik testler epidemiyolojik amagli dogrulama testleri

olarak kullanilmaktadir'®,

2.7.5. Kampilobakter Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Kampilobakteriozis gelismislik farki gozetmeksizin biitiin diinyada goriilen,
siklikla zoonotik karakterli, gida yolu ile bulasan bir hastaliktir. Kampilobakteriozisin
epidemiyolojisi, tarima dayali ekonomi, kisi ve ¢evre hijyenine verilen onem gibi
toplumlarin sosyo-ekonomik ve sosyo kiiltiirel ozellikler ile temas yasi, endemik
bélgelere seyahat ve meslek gibi kisisel 6zelliklerden etkilenmektedir' 2.

Kampilobakteriozis, gecimini tarim ve hayvancilik gibi topraga dayali olarak
temin eden, igcme ve kullanma sularinin sanitasyonunda ve gida denetiminde

yetersizlikler goriilen az gelismis veya gelismekte olan toplumlarda hiperendemiktir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin, gelismekte olan iilkelerde ishal etkenlerinin dagilimini tesbit
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amaci ile, hastane labaratuvar kayitlarin1 degerlendirdigi, retrospektif bir calismada,
ishalli hastalarin digki kiiltiirlerinde; Tanzanya’da % 18, Banglades’de % 17,5,
Ethopya’da % 13,8; Tayland’da % 13, Brezilya’da; % 9,9, Misir’da; % 9 ve Urdiin’de;
% 5,5 olmak iizere ortalama olarak % 5-20 oraninda kampilobakter tiirlerinin tesbit
edildigi bildirilmistir. Ancak DSO, bu iilkelerde enfeksiyon hastaliklarmin tanisi ve
bildirimi ile ilgili halk saghigl uygulamalarindaki yetersizliklerden dolayz,
kampilobakteriozisin gercek insidansinin bildirilenlerden en az 10 kat daha fazla

oldugunu iddia etmektedir'"

. Daha diisilk kampilobakteriozis insidansina sahip
gelismis iilkelerde ise enfeksiyonun kaynagi gelismekte olan iilkelere seyahat, bu
tilkelerden ithal edilen gida tirtinleri ve endiistri tipi beslenen kanatli hayvanlardir. Jiang
ZD ve arkadaslar1 tarafindan yapilan, hiperendemik boélgelere yapilan seyahatlerin
kampilobakteriozisin goriilme sikligina etkisinin vurgulandigi bir calismada; Tayland ve
Nepale seyahat eden kisilerde goriilen Turist Ishallerinde kampilobakter tiirlerinin ensik
izole edilen ajan oldugu, Kenya, Hindistan ve Jameika’ya seyahat edenlerde ise
kampilobakterlerin, ETEC ve EagEC den sonra en sik karsilasilan, 3. ajan oldugu
belirtilmistir''* '

Kampilobakter epidemiyolojisini etkileyen en dnemli faktorlerden biriside gida
amacli hayvanciliktir. Gida tiretim teknolojilerindeki gelismelere ragmen, artan niifus ve
yeterli beslenme gerekliligi et iiretimine olan ihtiyact artirmaktadir. Endiistrilesmis
toplumlarda tiiketilen gidalarin 6nemli bir boliimiiniin gelismekte olan {ilkelerde
tiretilmesi, bu llkelerde gida iiretim asamalarindaki kontroliin yerel yasa ve kurullar
tarafindan denetlenmesi, et ve gida giivenligi konusunda denetlenebilir standartlarin
bulunmamasi, daha 6nce gidalart koruduguna inanilan tuzlama, kurutma ve sogukta
saklam gibi yontemlerin yeteri kadar giivenli olmayis1 ve nihayet gida yolu ile bulasan
mikroorganizmalarin hayvan barinaklarindan eradikasyonlariin miimkiin olmamasi,
gida yolu ile bulasan hastaliklarin, endiistriilesmis toplumlarda da halk sagligin1 tehdit
eden oOnemli bir unsur olmaya devam edecegini gostermektedir. Bu baglamda
Kampilobakteriozisin 6zellikle 1990 yilindan itibaren tiim diinyada giderek arttig1 ¢cok
sayidaki arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Ancak, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) ve Ingiltere gibi gelismis iilkelerde bile ishalli hasta diskilarmin rutin

mikrobiyolojik incelemesinde, kampilobakterlere yer verilmemesi, kampilobakteriozisin

gercek insidansi hakkinda sagliklh bilgi edinilmesini engellemektedir®. Mesela; her yil
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yaklasik olarak 76. Milyon kiside gida yolu ile bulagan hastalik gelisen ve bu hastaliklar
sebebi ile yaklagik olarak 5.000 kisinin kaybedildigi ABD’de Hastalik Kontrol
Merkezi’nin (CDC) 2001 yili verilerine gore, merkeze yalnizca 4740 kampilobakter
olgusu bildirilmistir. Oysa CDC, her yil 2.4 milyonu C. jejuni ile enfekte olmak iizere
en az 2.5 milyon kiside kampilobakteriozise bagli olarak ishal gelistigini ve olgularin
% 80’inden fazlasinda bulasin gida kaynakli oldugunu, kampilobakter sebebi ile
hastaneye yatis endikasyonu alan hasta sayisinin 10.000 ve bu sebeple kaybedilen hasta
sayisinin ise 100{in iizerinde oldugunu bildirmektedir''® ',

Her yil ortalama olarak 2.366.000 kiside gida kaynakli zoonotik hastaligin
goriildiigii Ingiltere-Galler’de, yaklasik 500.000 olgu ile, en sik karsilasilan ajanin
kampilobakterler oldugu bildirilmektedir. Yine bu tilkeledede, resmi kaynaklardan elde
edilen bu sonuglarin, subklinik enfeksiyonu olan ve saglik kurulusuna bagvurmayan
hastalar1 icermedigi, bu sebeplede gercek kampilobakter olgu sayisinin, bildirilenden 8-

10 kat daha fazla oldugu ileri siiriilmektedir'"®

. Diger taraftan Avrupa Gida Giivenlik
Ajans1 2004 yili igerisinde, birlige bagh 21 {ilkede, toplam olarak 183.961 C. jejnui
olgusunun goriildiigiini, birlige baglh iilkelerden, Norveg’te 50/100,000, Danimarka’da
80/100,000, Finlandiya’da 75/100,000 ve isve¢’te 69/100,000 olmak iizere genel olarak
C.jejuni insidansmnin 47.6/100.000 (0.1-249.6/100.000) oldugunu bildirmisir. Bu
tilkelerde kampilobakterlerden sonra en sik goriilen gida kokenli zoonotik ajanlarin
sirasi ile, yillik 10.000 olgu ile EHEC, 4000 olgu ile Listeria ve 1000 olgu ile Brusella
oldugu bildirilmistir. EFSA, 2000’11 yillarin baslarinda birlige bagli 10 eski iilkede
diisme trendine giren kampilobakteriozisin yeni katilan iilkelerle birlikte tekrar artis
trendine dondiigiini bildirmistir' .

Ulkemizde, 1986- 2002 yillar1 arasinda yapilan bazi ¢alismalara gore, akut
bakteriyel gastroenteriti olan olgularin diski kiiltiirlerinde kampilobakter cinsi
bakterilerin izolasyon sikligi % 1-13 arasinda degismektedir''. Bolgemizdeki ishalli
olgularin digk: kiiltiirlerinde kampilobakter izolasyon orani ise % 2,94-7,8 olarak tespit
edilmigtir'?* %!,

Kampilobakter enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde, gelismekte olan iilkelerle
gelismis {lilkeler arasindaki en 6nemli farkliliktan birisi de olgularin yas gruplarina

dagilimidir.  Gelismekte olan {ilkelerde, c¢ocuklarin toprakla ve dolayisi ile

kampilobakterle erken yasta temasi, cocukluk ¢aginda hastaliga kars1 6zgiil bagisikligin
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gelismesine bdylece toplumdaki asemptomatik tastyicilarin sayisinin fazlaligina yol
acmakta, ileri yaslardaki enfeksiyonlar da daha selim seyretmektedir. Bu iilkelerde
hayatin ilk yillarinda asemptomatik tasiyicilik goriilen cocuklar, diskilar1 ile bol
miktarda kampilobakter ¢ikarmaktadir'’.

Oysa gelismis tilkelerde kampilobakteriozis {i¢ ayr1 yas gurubunda artig gosterir.
Ik artis bir yas alt1 bebeklik ddneminde, ikinci artis 15-29 yas aras1 genclik doneminde
son artisda 60 yas ve lizerindekilerde goriilmektedir. Ancak erken ¢ocukluk doneminde
ishal ve GBS’na, 60 yas ve iizerinde de ciddi dehidratasyona baglh olarak
Kampilobakteriozis klinigi daha agir seyretmektedir. Gelismekte olan {ilkelerin aksine
gelismis iilkelerde asemptomatik tastyicilik orani oldukea diisiiktiir' 2.

Suudi-Arabistan’da yapilan bir c¢alismada 7369 ishalli ¢ocugun digkisi
kampilobakter yoniinden degerlendirilmis, 82 hastada kampilobakter tiirleri izole
edilmis hastalarm % 93’iiniin 4 yasinm altinda oldugu belirlenmistir.'”* Hindistan’da ise
saglikli populasyonda % 14,8 oraninda Kampilobakter izole edilmis, en yiiksek
asemptomatik tastyicilik oranmnin okul dncesi yas gurubunda oldugu belirlenmistir'>.
Giirtler ve arkadaslar1 tarafindan Almanya’da yapilmis bir ¢alismada, kampilobakter
enteriti tanis1 almig 861 hastanin yas dagilimina bakilmis ve en yiiksek hasta gurubunun
15-24 yaglar1 arasinda oldugu bunu 0-5 yas arasi hasta gurubunun takip ettigi
belirlenmistir'**.

Kampilobakter enfeksiyonlarindan her cinsin esit oranda etkilendigi
belirtilmektedir. Ancak bazi calismalarda gen¢ "fast-food" beslenme aligkanliginin
yaygin olmasindan dolay1 eriskin donemde enfeksiyonun erkeklerde daha sik goriildiigii
bildirilmektedir' >,

Kampilobakteriozis epidemiyolojisinde mevsimsel farkliliklarda goriilmektedir.
Gelismis iilkelerde o6zellikle yaz ve sonbahar aylarinda daha sik goriilen
Kampilobakteriozisin, gelismekte olan {ilkelerin ¢ogunun iklimler arasi 1s1 farkinin az
oldugu, tropikal bolgelerde yer almasi sebebi ile bu iilkelerde, insidans oranlarinda
mevsimler arasi belirgin bir fark yoktur'.

Insandan insana bulas bildirilmis olmakla birlikte Kampilobakteriozis, genel
olarak bir zoonoz olup, primer kaynak basta kiimes hayvanlar1 olmak iizere enfekte
hayvanlarin iiriinleridir. Kampilobakter tiirli mikroorganizmalar; gida amaci ile beslenen

basta kiimes hayvanlar1 olmak {izere pek ¢ok memeli hayvan ve yaban kusunun, ireme
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ve gastrointestinal sisteminde, hayatin erken donemlerinden itibaren kolonize
olmaktadir. Hayvanlardaki kolonizasyon genellikle asemptomatik olarak baslayip hayat
boyu siirmekte, nadiren belirtili infeksiyona bazende intermittan yayilima yol
acmaktadir. Daha diisiik oranlarda da olsa kedi ve kopek gibi ev hayvanlarinin
gastrointestinal sistemlerinde kolonize olan kampilobakter tiirleri, bu hayvanlarda da
normal flora bakterisi gibi davranmakta ancak stres, yas, kolonize susun tipi ve enfektif
doza bagh olarak bu hayvanlarda hafif, kendi kendisini sonlandiran ishalli klinik
tablolara yol acgabilmektedir. Ancak kampilobakterlerin hayvanlarindaki intestinal
kolonizasyonunda, genel olarak prognozu neyin etkiledigi tam olarak
anlasilamamustir'*°.

Kampilobakter tiirlerinin doku tropizmi yani sira konak tropizmi gdstermeleri

kolonizasyonda reseptor bagimliligini akla getirmektedir (Tablo 5).

Tablo 5: Kampilobakter tiirlerinin konak tropizmi

Rezervuar Tiir

Insan C. jejuni, C.sputorum biovar sputorum, C.concisus,

C.curvus, rectu C.showae, C.gracilis

Biiyiik bas hayvan C.jejuni, C.fetus subsp.fetus or C.fetus subsp. venerealis,
C.hyointestinalis, C.sputorum biovar paranureolyticus ve

biovar faecalis

Koyun C. fetus, C.sputorum biovar faecalis

Domuz C. coli, C.hyointestinalis, C.mucosalis

Kiimes hayvanlar C. jejuni, C. Coli, C. Lari

Evcil hayvan (Kedi, | Cjejuni, C.lari, C.upsaliensis (0zellikle kopek), C.
Kopek) hyointestinalis C. helveticus

39



C.jejuni’ni basta tavuk, hindi ve kesim amagl beslenen kus tiirleri gibi kiimes
hayvanlar1 olmak {iizere, sigir, domuz ve nadirende olsa kedi ve kdpek gibi evcil
hayvanlarin intestinal sistemine kolonize olabilmektedir. Kiimes hayvanlarinda
bagirsagin 42°C gibi yliksek bir 1s1ya sahip olmasi, termofilik bir tiir olan C.jejuni igin
ideal bir iireme ortami olusturmaktadir'?’. Deneysel galismalar, C jejuni nin, tavuklarda
10-40 Cfu gibi disiik konsantrasyonda alinsa bile, kursak, ¢ekum ve ince barsak
liimeninde, epitel ylizeyini orten mukus tabakasi icerisinde ve enterositlerin {izerinde
adeze olarak kolonize oldugunu ve kisa siirede burada ¢ogalarak 10° Cfu/gr gibi yiiksek
konsantrasyonlara ulastigini géstermistir. Kiimes hayvanlarinda kolonizasyon hayatin 2.
veya 3. haftasinda baglamakta olup geng civcivlerde kolonizasyon gosterilememistir.
Deneysel olarak yapilan enfeksiyonlarda I. Haftadan itibaren diisiik oranda ve kisa
stireli kolonizasyonun miimkiin olabildigi gosterilmistir. Dogal yolla kolonizasyondaki
gecikmenin anneden gegen ve yumurta sarisinda yiiksek diizeylerde gdsterilen
antikorlara, kursak ve intestinal sistemdeki flora bakterilerinin tiirii ve sayisina ve
intestinal sistemin reseptorler ve anatomik yapilarindaki matiirasyonla iligkili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir'*®.

Kiimes hayvanlarinda III. haftadan itibaren kolonizasyon orani siiratle artmakta ve
kesime gelen broiler cinsi tavuklarda oran % 0-95’e¢ ulasmakta, bu donemdeki
tavuklarin diskilarindaki  Cjejuni yogunlugu 10° Cfu/gr’ a kadar ulasmaktadir.
Marketlerde yapilan ¢alismalarda tiiketime hazirlanmig et {iriinlerinde kontaminasyon
oran1 % 100’0 bulmaktadir. Gerek dogal beslenen ev tipi kiimes hayvanlar1 gerekse
biiyiik isletmelerde iiretilen hayvanlarda kolonizasyonun baslama yas1 ve sikligi
arasinda fark gosterilememistir. Kolonizasyonun siiresi konaga ve susa gore
degismektedir'*® '%’

Ozellikle gocuk yas grubunda toprak temasmin yiiksek oldugu, gelismekte olan
veya az gelismis iilkelerde, 0-5 yas grubu bebekler ve ¢ocuklarda intestinal
kolonizasyonu sik goriilen C.coli nin, primer kaynagi domuzlardir. C.coli, daha diisiik
oranlarda da olsa kiimes hayvanlari, besi hayvanlar1 ve yabani kuslarinin intestinal
sisteminde de kolonize olabilmektedir. Gerek saglikli gerekse ishalli kopek ve kedi
diskilarindan, ¢ok nadiren de kiimes hayvanlarinin digkilarindan izole edilen
C.upsaliensis ev i¢i temasla insanlar1 da enfekte ederek ishalle seyreden klinik tablolara

sebep olabilmektedir. Isveg’te yapilan bir ¢aligmada saglikli kopeklerin diskilarinda, %
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56 oraninda kampilobakter pozitifligi tesbit edilmis, baskin tiiriin C. upsaliensis (% 69)
oldugu belirlenmistir '*°. Bir baska calismada ise C.upsaliensis, asemptomatik kedi ve
képeklerin diskilarindan sirastyla % 64 ve % 75 oraninda izole edilmistir *'.

Kontamine sularin tiiketilmesi veya doga gezileri, avcilik ve su sporlar1 gibi aktiviteler
esnasinda kontamine su birikintileri ile tesadiifi temas sonucu insanlara bulasarak
ishalle seyreden klinik tablolara yol acan C.lari’ nin primer konagi ve kaynagi mart1 ve
diger yabani kuslardir. Kiimes hayvanlar1 ve deniz kabuklular1 da insanlardaki gibi
temasa bagli olarak, ancak yliksek oranda C.lari ile enfekte olurlar. Bu hayvanlarda

insan C.lari enfeksiyonlari i¢in kaynak olusturabilir'**.

2.7.5.1. Epidemiyolojik A¢idan Tiplendirme Yontemleri
Son yillarda, o6zellikle molekiiler epidemiyolojik yOntemlerin gelistirilmesi ile
kampilobakteriozis epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler 6nemli 6l¢lide artis gOstermistir.
Mikroorganizmanin fenotipik 6zellikleri ile genotipik ozelliklerinin karsilagtirildigt
calismalarda, bir salginda izole edilen suslar arasindaki bulasicilik yoniinden goriilen
farkliliklarin sebebi, salginlarin varsa hayvan rezervuarlari veya diger potansiyel

kaynaklar1 ile yayilma yollar1 belirlenebilmektedir'®.

2.7.5.1.1. Fenotipik Yontemler

Kampilobakterlerin hastalik etkeni olarak izole edildigi ilk giinden giiniimiize
kadar gecgen siire icerisinde yapilan siirveyans c¢aligmalarinda, uygulama gii¢liigii,
zamana dayali sonug iiretme ve genetik yapidaki degisimlere bagli olarak izolatlarin
biyokimyasal 0Ozelliklerinden ¢ok salgin suslarinin antijenik Ozellikleri ve faj
duyarhiliklarina gore identifikasyonunu baz alan fenotipik yontemler kullanilmigtir.
Antijenik 6zelliklere gore yapilan siirveyans ¢alismalarinda Penner ve Lior’un antijenik
siniflandirmasin1 esas alan serolojik identifikasyon yontemleri baz olarak alinmustir.
Orijinal Penner yonteminde Indirekt hemagliitinasyon (IHA) teknigi kullanilir ve
kampilobakter izolatlar1 1siya direngli (TS/HS) antijenlerindeki homolojiye gore

identifiye edilirler'**

. Bu yontemin en 6nemli dezavantaji antijenik benzerlik sebebi ile
diger gram negatif barsak bakterileri ile ¢apraz reaksiyonlara bagli yalanci pozitiflik

oraninin yiiksek olusudur. Bu sebeple yontem daha sonra modifiye edilmistir. Bakteri
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agliitinasyonuna dayali bir yontem olan, Modifiye Penner yonteminde 6zgiil olmayan
agliitinasyonlar ve ¢apraz reaksiyonlarin en aza indirilebilmesi i¢in, kampilobakterlerin
HS atijenine kars1 gelistirilmis adsorbe serumlar ve bakteri silispansiyonlari

kullanilmaktadir.'*>

Ingiltere basta olmak {izere  Avrupa’da bulunan referans
merkezlerinde kampilobakterlerin fenotipik 06zelliklerine gore tiplendirilmelerinde
Modifiye Penner yontemi, Faj tiplendirme yontemi ile birlikte kullanilmaktadir. Lior
yonteminde ise 1siya duyarli (TL/HL) antijenler lam agliitinasyon testi ile

arastirilmaktadir'*®

. Ancak antiserum panellerinin fazlaligi, tiplendirilemeyen izolatlarin
varligi, yontemlerin maliyetinin ve is yiikiiniin fazla olmasi gibi nedenlerden dolay1
fenotipe  dayali  siirveyans  ¢aligmalarinda  serotiplendirme  yOntemlerinin
uygulanabilirligi, referans laboratuvarlar1 ile smirli kalmaktadir. Ayrica genetik
materyalin horizontal transferi nedeni farkli genotipe sahip kampilobakterler suslarinin
zaman zaman ayni antijenik profili sergilemeleri, ya da aym genotipe sahip
kampilobakter suslarmin farkli antijenik 6zellige sahip olmalar1 sebebi ile hatali pozitif
veya negatif sonuglarin elde edilmesi, izolatlarin ¢ogunun sik karsilasilan birkag¢ serotip
icerisinde yer almasi, buna karsilik bazi izolatlarin mevcut anti-serumlarla tespit
edilememesi, antijenik homolojiyi esas alan tiplendirme yontemlerinin en Onemli
zaafidir. Bu sebeple daha duyarli subtipleme metodlarma ihtiyag duyulmustur'”’. Bu
giine kadar serotiplemenin yani sira kullanilmak tizere ¢ok sayida Faj tiplendirme
semasi onerilmistir. 11k faj tiplendirme semas1 Grajewski B.A. ve arkadaslar1 tarafindan
(1985) ABD’de gelistirilmistir. Daha sonra Ingilere’de Salama ve arkadaslar1 (1990) ile
Kanada’da Khakhria R. ve Lior H. (1992) tarafindan gelistirilen faj tiplendirme semalari
cok sayidaki caligmada epidemiyolojik tiplendirme yontemi olarak serotipleme ve
antimikrobik duyarlilik kaliplarina gore yapilan tipleme ile birlikte kullanilmistir. Bu ti¢
semada major fajlar ortak olup daha az rastlanan faj tiplerinde farkliliklar
goriilmektedir. ABD’de gelistirilen orijinal Faj tiplendirme semasi1 kiimes hayvanlarinin
diskisindan izole edilen 14 viriilan bakteriyofaj kullamlarak olusturulmustur. Ingilere’de
gelistirilen Faj tiplendirme semasinda ise orijinal faj tiplendirme semasindada kullanilan
6 bakteriyofaj ile birlikte domuz diskisindan, giibre ve su gibi ¢evresel drneklerden izole
edilen 10 farkli bakteriyofajda semaya dahil edilmistir. (Faj Tip 1.) Khakhria R. ve Lior
H.’un onerdigi faj tiplendirme semasinda ise, orijinal faj tiplendirme semasindaki 10

bakteriyofaja 9 minor faj eklenmis ve boylece tiplendirmede kullanilan faj sayis1 19°a
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cikarilmistir. Faj tiplendirilmesinde kullanilan bu ii¢ semadan en ¢ok kabul goreni
Ingiltere’de kullanilan semadir. Bu semaya gore 76 farkli faj tipi bulunmaktadur.
Giderek artan sayidaki faja ragmen serotiplemede oldugu gibi epidemiyolojik olarak
iligkisiz suglar arasinda ayni faj tiplerinin tespit ediliyor olmasi bu testlere olan
giivenide zayiflatmigtir ** ¥ 14 Khakhria R. ve Lior H. 17 farkl iilkeden gdnderilen
insan ve ¢esitli hayvan diski 6rneklerinden izole edilen 672 C. jejuni ve 82 C. coli
isolat1 ile genisletilmis bakteriyofaj semasini kullanarak yaptiklari bir aragtirmada
izolatlarin ancak % 80,6 ’nin tiplendirilebildigini, bu suslarin birden ¢ok faj duyarlilig
gosteren 46 farkl faj (PT) tipi sergilediklerini belirtmiglerdir. Tiplendirilen izolatlarin %
57,0’sinin 9 faj tipi igerisinde yogunlastiklarii (3, 5, 10, 11, 18, 19, 23, 26, 44)
insanlardan izole edilen C.jejuni izolatlar1 arasinda en yaygin faj tipinin PT-11
oldugunu bildirmislerdir. Ancak genisletilmis bu semaya ragmen izolatlarin %
19,4>iinde faj tipine gore iliskilendirme yapilamamustir'®.

Kampilobakterlerin epidemiyolojik amagh tiplendirmelerinde, hizli ve kolay bir
alternetif olarak, antimikrobik duyarlilik kaliplarindaki homolojiyi dikkate alan
antibiyotiplendirmede denemistir. Ancak genotipik yontemlerle yapilan kiyaslamali
calismalarda mikroorganizmay1 iiretme asamasinda kullanilan besiyerinin ozellikleri,
tuz konsantrasyonu, kalinlik, inkiibasyon sartlar1 ve inokiiliim miktarindaki
standartsizlik gibi testlere ait intrinsik sebeplerden dolay1 bu yontemin duyarliliginin tek
basina diisiik oldugu, fenotipik tanimlamada diger testlerle birlikte anlamli olabilecegi
gorlilmiistiir. Wittwer.M. ve arkadaslar1 tarafindan yapilan, hayvanlar ve ¢evresel
orneklerden izole edilen 139 kampilobakter susunun tiplendirilmesinde, antibiyotipleme
ile Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ve flaA-RFLP yontemlerinin
kiyaslandig1 calismada, AFLP’de 48, fla4A-RFLP de 29 ayr1 patern gosteren suslarin, 8
farkli antimikrobikkullanilarak yapilan antimikrobikduyarlilik teslerine gbére 13 ayri
antimikrobik diren¢ profili gosterdigi tespit edilmistir. Tiplendirilen suglarin hig
birisinde genotipik profiller ile antimikrobik diren¢ profilleri arasinda korelesyon

41 Benzer bir bagka calismada Han K ve arkadaglari, 181 kampilobakter

goriilmemistir
susunu pulsed field gel elektroforezi (PFGE), flaAd-tiplendirme ve Tetrasiklin,
Nalidiksik asit, Siprofloxacin’e kars1 direng profillerine gore tiplendirmeye calismislar,
sonu¢ olarak test kombinasyonlar1 ile suslarin toplam 87 farkli grup igerisine

dagildiklarii bildirmislerdir. Bu grup, genotipik testlerin suslar arasindaki farkliliklar
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ortaya koymada daha ayirt edici oldugunu ayrica genetik Ozelliklere gore yapilan
gruplandirmanin antimikrobik duyarlilik kaliplarina gore yapilan gruplandirma ile hig
uyusmadigini belirtmislerdir. Bu durum Kampilobakter suslar1 arasinda ¢oklu direncin
yaygin olarak goriilebilmesi ile iliskilendirilmistir'**.

Sonug olarak, faj duyarliligina gore, antijenik Ozelliklere gore ve antimikrobik
duyarhilik kaliplarina gore identifikasyonu esas alan fenotipik tiplendirme yontemleri,
gerek taksonomik gerekse epidemiyolojik ¢alismalar i¢in yeterli duyarlilik ve 6zgiilliige
sahip degildir. Bu sebeple 6zellikle epidemiyolojik calismalarda, salginlardan izole
edilen suslarin tiplendirilmesi ve iligkilendirilmesinde genotipik yOntemlerin

kullanilmasi istenmektedir'’.

2.7.5.1.2. Genotipik Yontemler

Kampilobakter izolatlarinin genomundaki nokta mutasyonlar1 ve/veya delesyonel
mutasyonlarin tespitini esas alan Pulsed-Field Jel Elektroforezi (PFGE), fla gen tipleme,
Multilocus Sequence Typing (MLST), kisa palindromic tekrarlayan diziler arasindaki
bolgelerin ( clustered regularly interspaced short palindromic repeats - CRISPRs) dizi
analizi, RAPD-PCR (random amplification of polymorphic DNA) ribotiplendirme ve
fluorescent amplified fragment lengthpolymorphism analysis (FAFLP) gibi cesitli
restriction  fragment lenght polymorphism (RFLP) yontemlerin siirveyans
calismalarinde yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olduklar1 gosterilmistir.
Epidemiyolojik tiplendirme metodlar kisa siireli epidemilerde ve uzun siireli ve genis
alana yayilan biiylik epidemilerde enfeksiyonun kaynagi ve major tipin tespit amaci ile
kullanilabilecegi gibi, bir salgindan izole edilen major tipin daha sonraki salginlarla
muhtemel iliskisini tespit amaci ile de kullanilmaktadir. Bu sebeple segilecek olan
tiplendirme metodunun, hem kabul goren subtiplendirme semalarini olusturan grublari
tanimlayabilme 6zelligine hemde yiiksek ayirim yetenegine sahip olmasi gereklidir'®’.

Tim bakteri genomunun restriksiyon enzimi ile kesilerek, ortaya ¢ikan bant
profillerindeki polimorfizmin degerlendirildigi macrorestriction profile- pulsed-field jel
elektroforezi (mrp-PFGE) kampilobakter izolatlarinin genotiplendirilmesinde altin
standart olarak gosterilmektedir. Bu yontemde kampilobakter DNA’s1 par¢alanmadan
bir biitiin olarak izole edildikten sonra, Sma 1 veya Kpn 1 restriksiyon enzimi ile

kesilerek elde edilen DNA parcalar1 elektroforezle yiiriitiilmekte ve ortaya c¢ikan
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paternler karsilastirilarak ¢cok sayida sus ayni anda degerlendirilebilmektedir. DNA’nin
Sma 1 restriksiyon enzimi ile kesilmesi ile biiytikliikleri 40 ila 400 bp arasinda degisen 4
ile 20 bant ortaya ¢ikmaktadir. Ancak DNA’nin Kpn I enzim ile kesilmesi sonucunda
daha ¢ok pant profili elde edildigi, bu nedenle bu enzimin kullanildigi PFGE’in ayirim
giiciiniin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bazi arastirmacilar kampilobakter
izolatlarinin genotiplerinin belirlenmesinde es zamanli olarak her iki enzimin
kullanildigt mrp-PFGE yontemlerinin kullanilmasin1 ve sonuglarin korele edilmesini
onermektedir. Diger taraftan PFGE yonteminin yiiksek ayirim giicii, C.jejuni
genomunun stabil olmamasi ve genomik yapinin siirekli olarak mutasyona ugramasi
sebebi ile uzun siiren global epidemilerde, standart indeks sus tayini ve indeks
sapmalarinin yorumlanmasini giiclestirmektedir. Bu sebeple PFGE yontemi ancak kisa
siireli epidemilerde, suslar arasi genetik iliski ve indeks sus ile kaynak tespitine
yardimci olabilmektedir. Yine PFGE yontemi ile total genom analizi yapildig: igin iyi
korunmus yapisal genler-housekeeping- ile ilgili spesifik bilgi edinilememektedir.
Boylece bu yontemle degerlendirilen suslarin farkliliklar1 ortaya konmakta ancak
filogenetik iliskilendirme yapilamamaktadir'®.

Global molekiiler epidemiyolojik ¢aligsmalarda filogenetik iliskiyide ortaya koyan
en uygun yontemler arasinda yer alan Multilocus sequence typing (MLST) ve Multilocus
Enzyme Electrophoresis (MEE) yontemleri, suptiplemede indeks olustururken, sirasi ile,
kampilobakterlerdeki ¢ok sayidaki houskeeping gene ait ¢esitli lokuslarin dizi analizi ve
bu genlerinin kodladig1 enzimlerdeki polimorfizmin tespitini baz alir. Yani MEE ile
MLST birbirinin analogu olan iki yontemdir. Housekeepin genlerdeki mutasyonlar ¢cok
yavas gelisir ve siklikla sessiz mutasyonlardir. Yani meydana gelen mutasyonlar
enzimin tabiatin1 degistirmez. Bu sebeple MEE ve oOzellikle MLST bazli metodlar,
tiplendirilen suslar arasindaki filogenetik iliskiyide ortaya koymalar1 sebebi ile global
epidemilerde basari ile kullanilmaktadir. Multilocus sequence typing (MLST) ile dizi
analiz yapilan lokuslardan elde edilen her alele bir kod verilerek, her sus i¢in bir dizi
tipi (ST) belirlenmekte ve elde edilen veri tabanlar1 dijital ortamda saklanmaktadir. Bu
metod, otomatize sistemlerde dizi analizinin kolaylikla yapilabilmesi, daha yiiksek
ayirim giiciine sahip olmasi, hedef lokuslarda yavas gelisen mutasyonlar sebebi ile daha

stabil ve tekrarlanabilir sonuglarin iiretilebilmesi ve elektronik ortama tagina bilen
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sonuglarla daha stabil indeks olusturulabilmesi sebebi ile yaygin kullanim alani
bulmustur'**.

Genotiplemede yaygin olarak kullanilan niikleik asit amplifikasyon bazli
metodlardan AFLP/FAFLP prensip olarak PFGE ve MEE’ye benzemektedir. Yiiksek
ayrim giiciine sahip oldugu bildirilen AFLP yoOnteminde pirifiye edilmis tim
kampilobakter genomu 6 baz dizisini tantyan Bg/II veya Hind III ya da dort baz dizisini
tantyan Csp 61, Hhal veya Mfel gibi restriksiyon enzimleri ile kesilmekte, enzim kesim
bolgeleri spesifik oligoniikletidlerle (adaptor oligoniikleotid) isaretlenmektedir. Ayni
tiip iceriside gelistirilen bu iki reaksiyonun ardindan farkli biiyiikliikteki gen pargalari,
adaptor oligoniikletidlere komplementer floresan boya ile isaretli primerler kullanilarak
amplifiye edilmekte, amlifikasyon iiriinleri, poliakrilamit jel elektroforezi ile (AFLP) ya
da otomatize floresanst okuyan sekans analiz cihazlarinda goriintiilenmektedir
(FAFLP). AFLP yontemi ile mrp-PFGE yonteminin duyarliliklariin karsilagtirildig: 91
salgin susunun degerlendirildigi bir ¢aligmada, 4 bazlik bir bolgeyi taniyan Bg/ 1l ve
Mfel restriksiyon endoniikleazlarin kullanildigi AFLP yonteminin Smal restriksiyon
enziminin kullanildigi PFGE yontemine gore daha yiiksek ayirt etme giiciine sahip
oldugu gosterilmistir. Bu calismada AFLP yontemi ile uzunluklar1 50-500bp arasinda
degisen, farkli biiytlikliikkte 20-25 bant olustugu, bu bant profillerine gore calismaya
dahil edilen izolatlarin 40 farklt AFLP gen kiimesi olusturdugu, PFGE ile elde edilen
band profiline gore ise sadece 20 gen kiimesi olustugu bildirilmistir.'*> Benzer bir
calismada 3 ayn salginda izole edilen kampilobakter suslari, sadece Hind III
restriksiyon endoniikleaz enziminin kullanildigt AFLP yontemi ve Smal restriksiyon
enziminin kullanildigt mrp-PFGE ile degerlendirilmistir. Bu c¢alismada, her iki
yontemin gen kiime sayilari ile kiimelere dahil edilen suslar arasinda farklilik olmadigi
bildirilmistir. Arastirmacilar, kampilobakter salgin suslarinin tiplendirilmesi ve
takibinde daha az ekipman gerektiren ve hizli sonug iireten AFLP ydnteminin mrp-
PFGE’ye alternatif olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiiglerdir'*.

Insan ve hayvanlardan izole edilen toplam 184 kampilobakter izolat1 arasindaki
genetik iligkiyi ortaya koymak amaci ile MLST ve AFLP yontemlerinin kullanildig bir
baska ¢aligmada, degerlendirmeye alinan izolatlarin her iki yontemle ayr1 ayr1 100’den

fazla genetik profil olusturduklari, benzer genetik profile sahip suslarin olusturdugu gen
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kiimelerininde benzer oldugu ve bu kiimelerin sus-konak iliskisini a¢ik bir sekilde
ortaya koydugu bildirilmistir'*’.

Kampilobakter izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinde kullanilan PCR bazl
bir baska yontemde, Random amplified polymorphic DNA typing (RAPD-DNA)
yontemidir. Bu yontemle AT yoniinden zengin, 8-10 bp uzunlugunda primerler
kullanilarak, yiiksek tuz konsantrasyonu ve diisiik 1sida izolat genomundaki non-
spesifik DNA fragmentlerinin amplifikasyonu ve amplikonlar arasindaki polimorfizmin
tespiti amaglanmaktadir. Ayn1 genotipe sahip suslar, primerler ayni gen bdlgelerine
baglanacag: i¢in ortak amplikonlar iireteceklerdir. Yapilan bir ¢alismada RAPD-DNA
ve PFGE ile tiplendirilen suslarin yiiksek derecede benzer profiller verdikleri tesbit
edilmistir Kolay uygulanabilir olusu ve diisiik maliyeti sebebi ile bu yontem
epidemiyolojik aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bant paternlerinin
DNA konsantrasyonundan etkilenmesi ve yorumlanamayan mindr bantlarin olusumu bu
yontemin en énemli dezavantajlari olarak bildirilmektedir'*®,

Kampilobakter salgin izolatlarinin  genotipilendirilmesinde fla  geninin
varyasyonlarini ortaya koyan amplifikasyon bazli fla/RFLP ve fla genindeki kisa
degisken bolgelerdeki (SVA) polimorfizmi belirleyen dizi analiz ydntemleride
kullanilmaktadir. Ancak tek bir geni hedef alan bu yontemlerde C.jejuni izolatlarinda
intergenomik ya da intragenomik rekombinasyonlara bagli olarak, hedef gende olusan
degisiklikler test sonuglarini etkilenmektedir. Bu dezavantajlar sebebi ile bircok
aragtirmact molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda PFGE ve AFLP gibi tam bakteri
genomunu hedef alan yontemlerin kullanilmasim 6nermektedir'®.

Ribozomal RNA (rDNA) genlerinin restriksiyon (RFLP) analizine dayali bir
yontem olan ribotiplendirme yontemide taksonomik ve epidemiyolojik aragtirmalarda
yogun olarak kullanilmistir. Bir ¢ok arastirmaci, ribotiplendirme ydnteminin basarisinin
secilen prob ve enzime bagli oldugunu, sadece 23S rDNA’ y1 hedef alan prob
kullanildiginda yontemin ayirim giiciiniin diisiik olacagini belirterek, 16S rDNA’y1 yada
hem 23S rDNA hemde 16S rDNA genini hedef alan prob ve iki farkli enzim
kullanilmasi halinde yontemin basarisinin daha yiiksek olacagini bildirmistir. Ancak
AFLP, PFGE ve flaA tiplendirme yontemlerinin, Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile 23S rDNA ve 16S rDNA y1 hedef alan proplarin kullanildig1 ribotiplendirme

yontemi ile karsilagtirildigi bir calismada, salgin suslarinin tiplendirilmesinde
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ribotipleme yoOnteminin aymrim giicliniin diger 3 yonteme goére daha diigiik oldugu
belirtilmistir. Diger taraftan uygulamda yogun emek giicii gerektirmesi ve sonuglarin
uzun sirede alinmasi  Ribotiplendirme  yOntemlerinin = dezavantaji  olarak

gosterilmistir' .

2.7.6. Kampilobakter Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Kampilobakterlere bagli enteriti olan hastalarin ¢ogu antimikrobiyal tedavi
gerektirmeden, kendiliginden iyilesmektedir. Sivi-elektrolit replasmani diger enteritli
olgularda oldugu gibi tedavinin temelini olusturmaktadir. Ancak yiiksek ates ve kanl
ishali olan, digki sayis1 giinde 8’den fazla veya ishali bir haftadan daha uzun siiren
hastalarda, gebelerde, HIV enfeksiyonlu veya diger immunsistemi baskilanmig
hastalarda ve ekstra-intestinal tutulumu olan hastalarda antimikrobik tedavi
onerilmektedir. Kampilobakterler genel olarak makrolid, kinolon, aminogikozit,
tetrasiklin gurubu antibiyotiklere ve kloramfenikole duyarlidir.

Yiiksek doku diizeyi saglamasi, ciddi toksisitesinin olmamasi nedeniyle
eritromisin kampilobakter infeksiyonlarinin tedavisinde ilk se¢enenek antibiyotiktir
Endikasyonu olan hastalarda, eritromisinin yetiskinlerde 6 saat ara ile 250 mg;
cocuklarda ise dort esit dozda 30-50 mg/kg/glin olacak sekilde bir hafta siire ile
kullanilmast &nerilmektedir. Eritromisin tedavisinin kampilobakterlerin diskidan
atilmint  hizlandirdigi, relapslart azalttigi, ancak hastaligin siiresini etkilemedigi
bildirilmektedir'”.

Bunun yansira kampilobakter tiirlerinin, 6zelliklede C.coli’nin eritromisine karsi
her yil artan oranlarda direng gelistirdigi bildirilmektedir. Eritromisin ve diger makrolid
gurubu antibiyotiklere C. jejuni ve C. coli nin gelistirdigi dirence, ribozomda
antibiyotigin hedef bolgesinde olusan mutasyonlarin neden oldugu diistiniilmektedir' ™.
Kampilobakterlerin ve diger enterik patojenlerin neden oldugu ishallerin tedavisinde
Kinolon grubu antimikrobiklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak 1995 yilinda
kiimes hayvanlarinda florokinolon kullanimina lisans verilmesi ve bu hayvanlarda
yaygin enrofloksasin kullaniminin baslamasi ile hayvan ve insanlardan izole edilen
kampilobakter izolatlarinin kinolon gurubu antibiyotiklere yiiksek oranda direng
gelistirdigi bildirilmistir. siprofloksasin, eritromisin ve seftriaksona direngli multidrug

rezistans C. jejuni’ suslarinin varlig 2005 yilinda rapor edilmistir''.
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3. GEREC VE YONTEM

C jejuni ve diger kampilobakter tiirlerinin ishalli hasta diskilarindaki izolasyon
oranini, klasik kiiltiir ve PCR-RFLP yontemi ile belirlemek amaci ile planlanan ¢aligmada,
Haziran-2006 ile Ekim-2007 tarihleri arasinda kalan toplam 15 aylik siire igerisinde Saglik
Bakanligi Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Saglik Bakanligi Adana Devlet
Hastanesi polikliniklerine ishal yakinmasi ile bagvuran 232’si  kadin, 202’s1 erkek
hastalara ait olmak {izere toplam 434 disk1 6rnegi dahil edildi. Ornekleri ¢calismaya dahil
edilen hastalarimizin 208 (% 47,9)’sinin cocuk, 232 (% 53,4)’sinin ise kadin hastalar
oldugu goriildii (Tablo 6).

Tablo 6: Diski 6rnekleri degerlendirilen hastalarin cinsiyet ve yas gruplarmna gore dagilimi.

Yas Grubu | Kadin Erkek Toplam

Say1 % Say1 % Say1 %
0-5 54 12,4 52 12 106 244
6-14 56 13 46 10,6 102 23,6
15-29 54 12,4 42 9,7 96 22,1
30-45 32 7.4 52 12 84 19,4
46-64 28 6,4 10 2,3 38 8,7
65 < 8 1,8 0 0 8 1,8
Toplam 232 53,4 202 46,6 434 % 100

Her hastadan, birisi, steril ekiivyon yardimi ile dnceden steril edilmis, sizdirmaz
kapakli digki kaplari igerisine yaklasik olarak 1 gr, digeride Modifiye Carry-Blair besiyeri
igerisine ekiiviyon yardimi ile almmak iizere toplam 2 diski 6rnegi alindi. Ornek

alimmadan Once hastalar bilgilendirilerek varsa digkinin kanli ve/veya mukuslu
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bolgelerinden diski alinmasi saglanmigtir. Transport kaplarina alinan 6rnekler buz kaliplart
arasinda en geg 2 saat icerisinde laboratuvara tasindi.

Diski 6rneklerinin konvansiyonel kiiltiir yontemi ile degerlendirilmesinde sadece
kampilobakter’ler degil, ishale yol acabilen ve secici kiiltiir ortamlarinda {iretilebilen
salmonella ve shigella tiirleri ile Y. enterocolitica gibi enterik patojenler de arastirildi.
kampilobakter tiirlerinin izolasyonu i¢in Modifiye Carry-Blair besiyeri igerisinde taginan
ornekler; her birisinden 2 petri kutusuna olmak tizere mCCDA, CAT suplementli CCDA
ve Skirrow Sellektif Agar (SSA) besiyerlerine ekildi. Ekim yapilan besiyerlerinden birisi
42°C digeride 37°C de, % 10 CO, iceren kavanozlarda 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda besiyeri ylizeyinde tireyen, 0,3-0.5 mm ¢apli gri, seffaf hemoliz yapmayan
koloniler siipheli kabul edilerek oksidaz aktiviteleri yoniinden test edildi. Giiglii oksidaz
aktivitesi gosteren koloniler, Gram’in boyasi ile boyanarak mikroskobik morfolojileri
yoniinden degerlendirildi. Gram negatif, kivrimli veya virgiil seklinde goriilen koloniler
kampilobakter yoniinden degerlendirilmek iizere yeni besiyerlerine pasajlandi ve ilk
liretme sartlarinda tekrar inkiibasyona birakildi. Hem 42°C hem de 37°C*de tireyen bakteri
kolonileri termofilik kampilobakter yoniinden degerlendirildi. ikinci pasajda iiretilen,
makroskopik ve mikroskopik morfolojik 6zellikleri kampilobakterlerle uyumlu koloniler;
Oksidaz ve katalaz aktiviteleri, Hippurati hidrolize etme yetenekleri, TSI agarda H,S
olusturma ozellikleri, Sefalotin, Nalidiksik asit ve Tuz tolerans yeteneklerine gore
fenotiplendirildi.

Diger enterik patojenler i¢in, diski kabi ile tasmman Ornekler ; Selenit-F sivi
besiyerine, CIN agar besiyerine ve XLD besiyerlerine ekildi. Selenit-F besiyeri igerisine
ekilen 6rnekler 37°C’de 8 saat inkiibe edildikten sonra, XLD besiyerine pasajlandi. Ekim
ve pasaj yapilan besiyerleri 37°C’de aerobik etiivlerde 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda XLD besiyerinde iireyen renksiz koloniler salmonella ve
shigella yoniinden degerlendirilirken, CIN agar besiyerinde lireyen ortalar1 koyu kirmizi,
cevresi seffaf zona sahip koloniler Y.enterocolitika yoniinden siipheli kabul edilerek
fenotipik yontemlerle ileri identifikasyonlari yapildi.

Tagima kabi igerisinde transport edilen digki 6rneginden PCR-RFLP yontemi ile
kampilobakter varlig1 ve tip tayini yapabilmek amact ile bir miktar alinarak QIA-Gen
Diski ekstraksiyon kiti (QIAamp DNA Stool Kit Kat No:51504) icerisine alind1 ve total
diski DNA ekstraksiyonu yapildi. Ekstraksiyon sonucu elde edilen DNA, UV
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spektrofotometrede kantite edildi ve PCR’da kalip olarak kullanilmak {izere g¢alisma
yapilana kadar -20°C’de saklandi. Kampilobakterlerin 23S rDNA genlerindeki termofilik
tirler icin spesifik 491 bp’lik bolge, spesifik primerler yardimi ile amplifiye edildi,
amplikonlar Alul ve Tsp609 restriksiyon enzimleri ile kesilerek fragment profilleri
yoniinden degerlendirildi. A/ul ile kesim sonras1 202 bp 166 bp ve 124 bp biiyiikliigiinde

fragment profili veren amplikonlar C.jejuni olarak tiplendirildi.

3.1. Cahsmada Kullanilan Besiyerleri
Calismamizda tasima ve tlretme amach olmak iizere 2 farkli grup besiyerleri

kullanilda..

3.1.1. Tasima Besiyerleri
Kampilobakter tiirlerinin izolasyonunda kullanilacak &rneklerin tagimasinda

Modifiye Carry-Blair besiyeri kullanilda.

3.1.1.1. Modifiye Carry-Blair Besiyeri

Sodyum tioglikolat 1,5 gr.
Na,HPO, 1,1 gr.
NaCl 5 gr.
Agar 1,6 gr
Distile su 991 ml.
Ph 7,4

Balon igerisinde maddeler sicak su banyosunda isitilarak eritildi, pH 7,4
ayarlanip igerisinde tahta cubuklu pamuklu ekiivyon bulunan steril cam tiiplere,
herbirinde 7 ml besiyeri olacak sekilde paylastirildi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika
steril edildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.
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3. 1. 2. Uretme Besiyerlerleri
Digki orneklerinden kampilobakter izolasyonu icin, koyun kani igeren Skirrow
Sellektif Agar (SSA) besiyeri, Modifiye kampilobakter Blood- Free Selective Agar (
mCCDA agar) ve CAT suplement iceren CCDA besiyeri, Salmonella ve Shigella
izolasyonu i¢in Selenit—F zenginlestirici sivi besiyeri ve XLD besiyeri ile Y.enterocolitika

izolasyonu i¢in CIN Agar besiyeri kullanildi.

3. 1. 2.1. Skirrow Sellektif Agar Besiyeri (SSA)
Besiyeri kanli agar igerisine antibiyotik kombinasyonlarindan olusan sellektif

suplementin ilavesi ile asagidaki sekilde hazirlandi:

Kanli Agar Base (Blood agar base Merck VL 823286) 20 gr
Distile Su (DS) 500 ml
Koyun kani (defibrine) 35ml

Ticari olarak temin edilen kanli agar besiyeri, DS icerisinde benmaride eritildikten
sonra pH’s1 ayarlandi ve otoklavda 120°C ‘de 15 dakika bekletilerek steril edildi. Oda
1s1sinda sogumaya birakilan besiyerinin 1s1s1 40-42 °C’ye gelince 35 ml defibrine koyun
kani ile 2mg Vankomisin, 0,05 mg Polimiksin, 1.0 mg Trimethoprim igeren ve 2ml
steril distile su igerisinde coziilerek kullanima hazir hale getirilen 1 vial Skirrow
sellektif suplement (Merck 1.02249.0001) besiyeri igerisine ilave edildi. Steril petri

kutularma 20 ml miktarinda dokiilen besiyerleri, kullanilincaya kadar +4°C’ de sakland1

3.1.2.2. Modifiye Kampilobakter Blood- Free Selective Agar = Modified Charcoal
Cefoperazon Deoxycholate Agar (Mccda)

Besiyeri Modifiye Kampilobakter Blood- Free Selective Agar (mCCDA) igerisine
antibiyotik kombinasyonlarindan olusan selektif suplementin ilavesi ile asagidaki sekilde
hazirlandu.

Kampilobakter Blood- Free Selective Agar Base 22.75
(mCCDA agar Merck, VM830670-716)
DS 500 ml
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Ticari olarak temin edilen mCCDA besiyeri, distile su igerisinde, benmaride
homojen hale gelinceye kadar eritildi ve otoklavda 120 °C ‘de 15 dakika bekletilerek
steril edildi. Oda 1sisinda sogumaya birakilan besiyeri 1s1s1 40-42 °C’ye gelince 16 mg
sefaperazon, 5 mg amfoterisin B igeren ve 2ml steril distile su igerisinde ¢oziilerek
kullanima hazir hale getirilen 1 vial CCDA selektif suplementi (Merck 1.00071.0001)
besiyerine eklendi. Steril petri kutularina 20 ml miktarinda dokiilen besiyerleri,

kullanilincaya kadar +4°C ‘de sakland1

3.1.2.3 Sefaperazon, Amfoterisin B, Teikoplanin (CAT)
Suplementli mCCDA Besiyeri
Modifiye kampilobakter Blood-Free Selective (mCCDA) agar 3.1.2.2. de tarif
edildigi sekilde hazirland1 ve otoklavda 120°C ‘de 15 dakika bekletilerek steril edildi.
Oda 1s1sinda sogumaya birakilan besiyerinin 1sis1 40-42 °C’ye gelince igerisine, herbiri
ayr1 olarak tartilip 2 ml steril distile suda eritilmis olan 4mg Sefaperazon, Smg
Amfoterisin B ve 2mg Teikoplanin besiyerine eklendi. Steril petri kutularma 20 ml

miktarinda dokiilen besiyerleri, kullanilincaya kadar +4°C ‘de saklandi.

3.1.2.4. Selenit—F Siv1 Besiyeri
Ticari olarak temin edilen Selenite Enrichment Broth (Merc 1.07717) besiyeri
tiretici firmanin onerileri dogrultusunda hazirlandi ve steril edildi. Besiyeri 45-50 °C’ye
soguyunca, steril ve siki tikagli tiiplere, her birinde 7 ml besiyeri olacak sekilde

paylastirildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

3.1.2.5. XLLD (Ksiloz Lizin Deoksikolat Agar ) Besiyeri
Ticari olarak temin edilen XLD (Ox0idCMO469) besiyeri fiiretici firmanin
onerileri dogrultusunda hazirland1 ve steril edildi. Besiyeri soguyunca steril petri

kutularma dokiildii ve kullanilincaya kadar +4°C ‘de saklandi.
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3.1.2.6. Yersinia Sellektif Suplementli (CIN agar ) Besiyeri
Ticari olarak temin edilen Yersinia Sellektif agar (CIN agar) ( Merck VM
972934) iiretici firmanin 6nerdigi sekilde hazirland1 ve otoklavda 120°C‘de 15 dakika
bekletilerek steril edildi. Oda 1si1sinda sogumaya birakilan besiyerinin 1sis1 40-42°C’ye
gelince icerisine 7,5 mg sefsulodin, 1.25 mg. Novobiosin, 2.0 Irgasan igeren ve 2ml
steril distile su igerisinde ¢oOziilerek kullanima hazir hale getirilen 1 vial Yersinia
Sellektif suplement (Oxo0id:SR0109) eklendi. Steril petri kutularina 20 ml miktarinda

dokiilen besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C ‘de saklandu.

3.2. Diski Orneklerinin Kampilobakterler icin Secici Besiyerlerine
Ekimi ve Inkiibasyonu

Cary-Blair tagima besiyerine alinan diski 6rnekleri, her bir besiyerinden 2 petri
kutusuna olmak iizere, mCCDA, CAT suplementli CCDA ve SSA besiyerlerine tek
kullanimlik plastik 6ze kullanilarak tek koloni diisecek sekilde ekildi. Besiyeri plaklari
anaerobik jar igerisine, % 10 CO,, % 5 H, ve % 85 N,’ den olusan mikroaerofilik
atmosfer olusturan, kullanima hazir, gaz iireten iyon zarfi (CampyGen Camylobacter
System Oxoid CN 0025A, 494489) ile birlikte yerlestirildi. Ekim yapilan besiyerlerinden
birisi 42°C digeride 37°C de inkiibe edildi. Ekim yapilan plaklarinin tamamu, 48 saat siiren
inkiibasyonun ardindan kampilobakter iiremesi yoniinden degerlendirildi. Uremenin
olmadig plaklar tekrar kapatildi ve her giin iireme yoniinden kontrol edilerek Sgiin siire ile

inkiibasyona devam edildi. Bu siirenin sonunda tireme goriilmeyen plaklar atildi.

3.3. Kampilobakter Suslarinin Identifikasyonu

Skirrow Sellektif Agar besiyerinde iireyen, 0.3-0.5 mm ¢apinda, non hemolitik, su
damlasi1 gibi nemli, gri/beyaz, agarin ylizeyine dogru bir tabaka seklinde iireme gdsteren
tipik koloniler ile, kansiz mCCDA ve CAT besiyerinde, 0.5 mm ¢apinda, grimsi renkte,
bazen metalik refle veren, diiz yiizeyli ancak yayilma egilimi gosteren koloniler
kampilobakter yoniinden siipheli kabul edilerek oksidaz ve katalaz enzim aktiviteleri
yoniinden degerlendiridi. Her iki enzimatik reaksiyonu pozitif bulunan kolonilerden
hazirlanan yayma preparasyonlar, Gram‘in boyasi ile boyandi ve 1s1k mikroskopunda X

100 biiyilitmede incelendi. Mikroskopta Gram negatif, kivrimli veya virgiil seklinde
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goriilen koloniler kampilobakter 6n tanisi ile ileri identifikasyon c¢aligmalari i¢in saf
olarak elde edilmek iizere segici besiyerine pasajlandi.(Sekil 1, 2). Pasajda saf olarak
iireyen koloniler tekrar oksidaz ve katalaz aktiviteleri ve gram boyanma oOzellikleri
yoniinden dogrulandiktan sonra identifikasyon testlerine baslandi. Besiyeri yiizeyinden 6ze
ile toplanan 2-3 koloni, 23Sr RNA PCR- RFLP yontemi ile genotipleme amaci ile, 200 pl
TE buffer (10mM Tris HCl,immM EDTA, pH: 8.0) igerisine alind1 ve kullanilincaya
kadar -20 °C’de saklandi

Sekil 2: Skirrow’un segici besiyerinde iiretilen Sekil 3: Modifiye kampilobakter Blood-Free
kampilobakter kolonilerinin goriiniimii. Selective Agar besiyerinde iiretilen
kampilobakter Kklonilerinin goriiniimii.

55



Sekil 4 : Secici besiyerinde iireyen , kampilobakter kolonilerinden hazirlanan
Gram boyali preparatlarin, X 100 biiyiitmedeki mikroskobik goriintiisii.

Sekil 5: Taze diski 6rneginden hazirlanan Gram boyah preparatlarm 100 X biiyiitmedeki
mikroskobik goriintiisii.



Besiyeri lizerinde kalan kampilobakter kolonileri fenotipik identifikasyon amaci ile
oksidaz ve katalaz aktivitelerine ek olarak, siilfiirlii bilesikleri kullanabilme yeteneginin
tespiti igin, Triple Sugar Iron Agar’ da H,S olusumu, hippurik asidi hidrolize edebilme
yeteneginin tespiti i¢in, hippurat hidrolizi, segici antibiyotiklere tdleranslarinin tespiti
icinde disk difflizyon yontemi ile nalidiksik asit ve sefalotin direngliligi yoniinden

degerlendirildi.

3.3.1. Oksidaz Testi
Oksidaz ayiracinin hazirlanisi:
Tetramethyl-1,4-phenylenediamine 0,1 gr
Distile su 10 ml

Tetramethyl-p-phenylenediamine distile suya ilavesi ile giinliik olarak hazirlanan
ayirag, 151k gegirmeyen kapakli cam siselere koyuldu ve kullanilincaya kadar +4°C’
saklandi.

Onceden bantlar halinde kesilip, steril edilmis filtre kagitlar1 temiz lamin iizerine
konuldu. Filtre kagidinin iizerine 2-3 damla oksidaz ayiract damlatildi. Besiyerinden
plastik 6ze yardimi ile almman siipheli koloni, filtre kagidi iizerindeki ayiracin
damlatildig1 bolgeye stirtildii. Filtre kagidindaki siiriintii bolgesinde 5-15 saniye icinde

mor renk olusumunun gézlenmesi halinde oksidaz testi pozitif olarak kabul edildi.

3. 3. 2. Katalaz Testi
Kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanan % 3’liik hidrojen peroksitten bir lam
tizerine 1-2 damla konuldu. Siipheli koloni 6ze yardimi ile alinarak hidrojen peroksite

karistirildi. Gaz kabarciklarinin olusumunun gézlenmesi halinde test pozitif kabul edildi.

3.3.3 Triple Sugar iron Agar (TSI)’ da H,S Olusumunun Degerlendirilmesi

Kuru toz halinde ticari olarak temin edilen TSI agar (Merck 1.03915)’dan 32,5 gr
almarak 500 ml distile su igerisine konuldu ve agar tamamen eriyinceye kadar
benmaride kaynatildi. Daha sonra 40-45°C’ye kadar sogutularak pH s1 ayarlanan
besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavdan
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¢ikarildiktan sonra 50°C’ye kadar sogutulan besiyeri 8 ml hacimlerde steril cam tiiplere
paylastirildi. Tiipler dipte 3 cm’lik bir dik kisim ve istte bir yatik kisim kalacak sekilde
yatik tutularak katilagsmaya birakildi.

Stipheli kampilobakter kolonilerinden 2-3 tanesi igne 6ze ile alinarak TSI agara
ekildi ve mikroaerofilik ortamda 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda

besiyerleri tireme ve H,S olusumu yoniinden degerlendirildi.

3. 3. 4. Hippurat Hidroliz testi

Test i¢in gerekli olan sodyum Hippiirat soliisyonu ve Ninhidrin ayiract dnceden
hazirlandi ve onerilen 1s1da saklandi.

Sodyum Hippiirat Soliisyonunun Hazirlamsi

Toz halindeki 1 gr Sodyum Hippurat’in 100ml distile suda eritilmesi ile
hazirlanan soliisyon, 0,4 ml lik tiiplere dagitildi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklandi.

Ninhidrin Ayiracimin Hazirlamisi

50 ml Aseton ve 50ml Butanol igeren karigima 3,5 gram Ninhidrin ayiraci eklendi
ve kullanilincaya kadar karanlikta, oda 1sisinda saklandi.

Hippurat Hidroliz Testi’nin Uygulamasi

Kampilobakter kolonilerinden birka¢ tane alinarak Sodyum hippiirat
soliisyonunda yogun bulaniklik olusturuldu ve 37 ° C’ de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda soliisyona 0,2 ml ninhidrin ayiraci damlatildi ve 37 ° C* de 10
dakika daha inkiibe edildi. Test sonucu soliisyonun renginin koyu mor renge doniigmesi
halinde pozitif, acik mor veya renksiz kalmasi1 halinde ise negatif olarak degerlendirildi

(Sekil 6).
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Sekil 6: Hippurat Hidroliz Testinin degerlendirilmesi.
Soldaki tiip negatif, sagdaki tiip pozitif hippurat hidroliz testini gostermektedir.

3. 3. 5. Sefalotin ve Nalidiksik Asit Duyarlilik Testleri

Selektif besiyerinde iireyen, kampilobakter tanili kolonilerden bir 6ze dolusu
aliarak serum fizyolojik icerisinde Mc Farland 0,5 bulaniklik standardina esdeger
yogunlukta bakteri siispansiyonu elde edilene kadar homojenize edildi. Bakteri
siispansiyonu igerisine daldirilip 1-2 dakika bekletilen pamuklu 6ze, fazla sivivin
birakilmas i¢in tiip kenarina bastirilarak ¢ikartildi ve antibiyotik ilave edilmemis % 7
koyun kani iceren kanli agar besiyerinin yiizeyine siiriildii. Besiyerlerinin yiizeyinde
artik s1vi besiyerinin kalmamasina dikkat edildikten sonra besiyeri yiizeyine en az 4 cm
araliklarla, 30 pg nalidiksik asit ve 30 pg sefalotin igeren diskler steril bir pens yardimi
ile yerlestirildi. Besiyerleri mikroaerofilik atmosferde, 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda disk etrafinda inhibisyon zon caplar1 cetvelle 6lgiildii.
Nalidiksik asit i¢in 10 mm ve iizeri, sefalotin i¢in 14 mm ve {izeri ¢apa sahip koloniler o

antibiyotik i¢in duyarl olarak degerlendirildi.

3.3.6. Tuz Tolerans Testi
Izolatlar % 1,5 oraninda NaCl igeren kanli agara ekildi. Mikroaerofilik sartlarda
inkiibe edildi. Ekim yapilan plaklar 48 saat sonra lireme yoniinden degerlendirildi.
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3.3.7. identifikasyon Testlerinin Yorumlanmasi

Tiim incelemeler sonunda kampilobakterler i¢in segici besiyerinde mikroaerofil
atmosferde hem 37°C hem de 42°C’de, tireyen termofilik ozellikteki, oksidaz ve katalaz
aktivitesine sahip, Triple Sugar Iron Agar’ da H,S olusturmayan, kolonilerden;

a- Nalidiksik asite duyarli, sefalotine direngli olup hiippiirat1 hidroliz testi pozitif olanlar
C.jejuni

b- Nalidiksik asite ve sefalotine direngli olup, hippiirat hidroliz testi negatif olanlar
C.lari,

c- Nalidiksik asite duyarli, sefalotine direngli olup hippiirat hidroliz testi negatif

olanlar C.coli olarak identifiye edildi.

3.4. Diger Enterik Patojenlerin identifikasyonu

XLD besiyerinde iireyen, kirmizi kolonilerden oksidaz ve iireaz aktivitesi
icermeyenler, Salmonella ve Shigella yoniinden stipheli kabul edilip, glikoz, laktoz ve
mannitole etkileri ile gaz, H,S ve indol olusumu yoniinden degerlendirilmek {izere Braun
A ve Braun B besiyerine ekildi. CIN Agar besiyerinde lireyen Y.enterocolitika yoniinden
siipheli koloniler sekerlere olan etkileri i¢in TSI besiyerine, iireaz aktivitelerinin
degerlendirimesi i¢in Christensen'in % 2'lik siv1 lire besiyerine, 25 ° C ve 37 ° C’de
hareket 6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in Motilite Indol Lizin Medium (MIL) hareket

besiyerine ekildi ve degerlendirildi*’.

3. 5. PCR/RFLP Uygulamalari

Ishalli hastalardan toplanan 434 diski 6rnegi, kiiltiir izolasyonu ile es zamanli olarak,
termofilik kampilobakter tiirlerine ait 23Sr RNA geni tlizerindeki spesifik dizilerin varligini
tespit amaci ile, molekiiler bazli bir yontem olan, PCR-RFLP yontemi ile de
degerlendirildi. PCR-RFLP ile tanimlama direk digki 6rneklerinden ekstrakte edilen DNA
ve kiiltiirde izole edilen ve fenotipik karakterleri kampilobakterlerle uyumlu oldugu icin
yapilan kiiltiir pasaj1 sonras1 TE buffer icerisine toplanarak saklanan izolatlardan ekstrakte
edilen DNA kaliplari ile yapildi. PCR-RFLP ile tip tayini sirast ile:

1. DNA ekstraksiyonu
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2. Termofilik kampilobakter tiirlerinin 23S rDNA genine ait 491bp lik fragmentin
PCR ile amplifikasyonu

3. Amplikonlarin agaroz gel elektroforezi ile tespiti

4. Tip tayini i¢in amplikonlarin RE ile hazmi ve hazim sonucu olusan
fragmentlerin agaroz gelde goriintiilenerek tanimlanmasi: RFLP asamalar ile

tamamlandi

3.5.1. DNA Ekstraksiyonu
I. Diski orneklerinden DNA Ekstraksiyonu: Calismaya alinan diski

orneklerinden kampilobakter DNA’siin ekstraksiyonu i¢in QIA-GEN (QIAamp DNA
Stool Kit Kat No:51504) digk1 ekstraksiyon kiti kullanildi. Kit icerigi asagidaki gibidir.

QIAamp spin columns

Koleksiyon tupleri (2ml)

Inhibit EX tablet

Buffer ASL

Buffer AL

Buffer AWI

Buffer AW2

Buffer AE

Proteinaz K.

Orneklerden QIAGEN kiti ile DNA ekstraksiyonu asagidaki siraya gore
tamamlandi:

1. Yaklasik 180-220 mg diski 6rnegi 2 ml’lik ependorf tiiplerine alindi (6rnek sivi
kivamda ise 200 pl koyuldu). Orneklerin iizerine 1,4 ml ASL buffer eklendi ve
homojenize oluncaya kadar vortekslendi ve su banyosunda 70°C’de 5 dakika
bekletilerek tam olarak erimesi saglandi.

2. Inkiibasyon siiresi sonunda, karisim 6nce homojenizasyon igin 15 saniye
vortekslendi, daha sonra kaba partikiillerin uzaklastirilmasi amaci ile 14,000 rpm’de, 1
dakika santrifiije edildi. Santrifiij sonunda olusan siipernatantin 1,2 ml’si, 2 ml’lik yeni

bir tiipe aktarildi ve tortu/pellet atildi.
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3. Diski igerisinde bulunan, DNA degradasyonuna ve PCR asamasinda enzimatik
reaksiyonlarin inhibisyonuna sebep olan inhibitdrlerin adsorbsiyonu i¢in siipernatantin
lizerine 1 tablet inhibit ex atild1 ve eriyinceye kadar, yaklasik 1 dakika vortekslendi.
Tam erime saglandiktan sonra tiipler 1 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bekleme siiresinin
sonunda Ornekler 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiije edildi. Santrifiij sonucu olusan
stipernatant yeni ependorf tiipiine alind1 ve pellet atildi.

4. Siipernatant 3 dakika aym sartlarda yeniden santrifiij edildi ve yeni olusan
slipernatant yeni ependorf tiipiine alind1 ve pellet atildi.

5. Siipernatantdan 200 pl almarak yeni bir ependorf tiipiine koyuldu. Bakteri
hiicre duvari patlatilarak DNA’nin serbest kalmasini saglamak igin tlipdeki slipernatant
tizerine 15 pl proteinaz K ve 200 pul AL buffer eklendi ve karisim homojen hale
gelinceye kadar, yaklasik olarak 15 saniye vortekslendi ve hemen 70°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletildi.

6. Siire sonunda karigima hiicre lipidlerinin hidrolizi i¢in 200 pl etanol (% 96-100)
eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

7. Karisitmin tamami Qiagen koleksiyon tiipiine aktarildi ve 14,000 rpm’de 1
dakika santrifiije edildi. Karisim filtreden siiziildiildiikten sonra alt tiip atildi. Filtre yeni
bir spin kolon tiipiine koyuldu.

8. Filtrenin {istline 500 pul AW 1 buffer koyuldu ve 1 dakika 14,000 rpm’de
santrifiij edildi. Alt tiip atilds, filtre yeni bir spin kolon tiipiine aktarildi.

9. Filtrenin tstiine 500 pul AW2 buffer eklendi ve 14,000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.

10. Alt tiip atild1 filtre AW2 bufferdan tamamen arindirilma iizere, yeni bir spin
kolon tiipiine aktarildi ve 14,000 rpm’de, 1 dakika santrifiije edildi. Rezidii AW2 buffer
alt tiipe gegti.

11. Alt tiip atildy, filtre 2 mI’lik kapakli ependorfa oturtuldu. Filtrenin iistiine 200
ul AE buffer eklendi ve 1 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bekleme siiresinin bitiminde
14,000 rpm’de, 1 dakika santrifiij edildi. Filtre uzaklastirildi, ependorf kapatilip -
20°C’ye kaldirilir. Bu iglem sonunda 200 ul DNA ekstrakt1 elde edildi.

Ekstrakte edilmis DNA iceren tiipler, spektrofotometrede (CHEBIOS s.r.l.
Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer) 260 nm dalga boyunda okunarak, optik
dansiteleri (OD260) belirlendi. Orneklerdeki total DNA konsantrasyonu (pg/ml) =
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OD260 x Seyreltme faktori x 50 formiili ile hesaplandi. Sonug¢ olarak diski
orneklerinden ekstrakte edilen DNA miktarmin 3-12 pg/ml oldugu tespit edildi.
Amplifikasyon agamasinda 50 ng kalip DNA kullanilacagindan elde edilen ekstraktlarin
calisma ic¢in oldukga yeterli miktarda oldugu goriildii. DNA miktar1 yoniinden kantite
edilmis tiipler PCR ile amplifikasyon galigmasi baslatilana kadar -20 °C’de saklandu.

II. Kiiltiirde Izole edilen suslardan DNA Ekstraksiyonu: Daha 6nce secici
besiyerinde iireyen kampilobakter 6n tanili kolonilerden TE buffer icerisine alinarak
epandorf tiiplerinde saklanan Ornekler, 23S rDNA’ geni iizerindeki hedef bolgelerin
amplifikasyonu amaci ile DNA kalib1 olarak kullanilmak tizere DNA ekstraksiyonu
islemine tabi tutuldu. Bu amacla dondurup ¢6zme yontemi kullanildi. Bu islemde sirasi
ile asagidaki sekilde tamamlandi:

1. Derin dondurucuda -20°C saklanan Ornekler derhal 1s1 bloguna alinarak,
95°C’de 5 dakika kaynatildi.

2. Kaynatma isleminin ardindan Ornekler, 20°C’de 1-2 saat tutularak tekrar
donduruldu. Bu islemler ii¢ kez tekrarlandi.

3. Dondurup ¢6zme islemlerinden sonra ornekler 13.000 rpm’de, 3 dakika
santrifiij edildi.

5.Santrifiij sonunda olusan siipernatant yeni ependorf tiipine aktarildu.
Spektrofotometrede DNA kantitasyonu yapilan ornekler PCR ile amplifikasyon
isleminde kalip olarak kullanilincaya kadar - 20C de saklandi.

3.5.2. Termofilik Bolgenin Amplifikasyonu

Termofilik kampilobakterlerin 23S rDNA geninde 43 ile 69. heliksler arasinda yer alan
ve dort farkl termofilik kampilobakter tiirii icin spesifik olan 491 bp uzunlugundaki
bolgenin amplifikasyonu i¢cin THERM (F-5’-TAT TCC AAT ACCAAC ATT AGT -
3’)ve THERM-4 (R-5’-CTT CGC TAA TGC TAA CCC -3’) primerler kullanildi.

Amplifikasyon; 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, herbir
dNTP’den 200 uM, herbir primerden 25 pmol, 2,5 U Taq polymerase ve 50ng/5ul kalip
DNA igeren, toplam 50 mikrolitre PCR karisiminda gergeklestirildi. Amplifikasyon
asamalar1 Termal Cycler (APPLIED BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) termal dongii

cihazinda asagidaki dongii sirasina gore tamamlandi:
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94°C’de 5 dak. ilk denaturasyon

93 °C’de 1 dak. denaturasyon

56°C’de 1,5 dak. baglanma (annealing) 40 dongii
72°C’de 1 dak. uzama (extension)

72 °C’de 7 dak. son uzama (extension)

Dongii sonunda elde edilen amplikonlar % 05 etidyum bromiirlii % 2’lik agaroz
jel elektroforezi ile arastirildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve tank tamponu olarak
1XTBE (pH: 8.2) tamponu kullanildi. TBE (Tris, Borik asit, EDTA) tamponu; 108 gr/L
Tris-Base, 55 gr/LL Borik asit ve 8.3 gr/lL EDTA ile distile su igerisinde 10X stok
soliisyon olarak hazirlandi ve gerektik¢e, 1xXTBE olacak sekilde sulandirildi.

3.5.3. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulamasi

Amplifikasyon islemi sonrasinda hedeflenen bolgeyi temsil eden biiyiikliikteki
amplikonlarin varligin1 gosterebilmek amaci ile, amplikonlar elektrikli ortamda agaroz
jel igerisinde migrasyonel seperasyona tabii tutuldu. Bu islem asagidaki sekilde yapildi;

1. Elektroforez matriksi olarak kullanilmak tizer % 2’lik agaroz jel 1XxTBE
soliisyonu ile hazirlandi.

2. Bir balon igerisine tartilarak konulan 2 gr agaroz (Sigma Agarose A5093-500G)
tizerine 100 ml 1xTBE ilave edildi.

3. Karisim homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda eritildi.

4. Oda 1s1sinda 60 °C’nin altina diismeyecek sekilde bekletilerek sogutuldu.

5. Eriyik haldeki agaroz igerisine 10 mg/ml’lik etidyum bromid stok
sollisyonundan 5 pl eklenerek, % 0,5 mg/ml son konsantrasyon elde edildi.

6. Hazirlanan % 0,5 ethidium bromid igeren % 2’lik agaroz jel, Onceden
hazirlanmis ve taraklari uygun olarak yerlestirilmis jel kalip tepsisinin iizerine yavasca
dokiildii.

7. Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilerek jel kalibinin katilagmasi saglandi.

8. Jel kalib1 elektroforez tankina (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel
Electrophoresis System) yerlestirilerek taraklar yavasca ¢ikarildi.
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9. Orneklerden 5’er pl alinarak parafilm iizerindeki 1xTBE ile hazirlanmis % 20
stikroz, % 0,25 brom fenol mavisi ile hazirlanmis 3 pl yiikleme tamponun karistirildi.
Bu karisimdan 2. kuyudan itibaren agilan her kuyuya bir 6rnek olacak sekilde 5 pl
alinarak konuldu. Ilk kuyuya DNA markeri (Fermentas O’Range Ruler,100bp+500bp
Ladder, Lot: 0302 ) yiiklendi.

10. Tankin gii¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300) ¢alistirilarak
80 mA — 120 V akim verildi.

11. Brom fenol mavisinin jeldeki migrasyonu takip edilerek, boya jelin 2/3’lik
kismina ulasti§inda elektroforez durduruldu.

13. Jel tanktan cikarildi ve jel goriintiileme sistemi ( Kodak Gel Logic 1500

Imaging System) ile goriintiilenerek incelendi.

3.5.4. RFLP Uygulamalar:

PCR ile ¢ogaltilan ve kampilobakter 23S rDNA geni {izerindeki hedef dizilerle
uyumlu olan amplikonlar, tiir diizeyinde identifikasyon i¢in Alu I ve Tsp 5091 RE ile
kesildi. Kesim sonucu ortaya ¢ikan DNA fragmentlerindeki polimorfizm termofilik
kampilobakterlerin tip diizeyinde tanimlanmasini sagladi.

Enzim ile kesimde enzimin aktivitesine uygun substrat konsantrasyonunun
standardizasyonu icin, enzimle kesilecek olan kalip amplikonlarin DNA miktar
spektrofotometrede (CHEBIOS s.r.l. Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer)
Olctildii. Calisma esnasinda substrat konsantrasyonundaki toplam DNA miktari, {iretici
firma Onerileri dogrultusunda, toplam hacimde 1pg olacak sekilde hesaplandi. Bu
calismada 2 farkl restriksiyon enzimi kullanildigi i¢in her enzim kendi 6zel tamponu ve

supstrati ile 2 farkl tiipte ¢aligilds;

L. Alul Restriksiyon Endoniikleazi ile amplikonlarin kesimi

Termofilik kampilobakterlere ait oldugu tespit edilen Amplikonlar ticari olarak
saglanan, genomda 5’AGCT 3’ baz dizisini taniyan ve hedef diziyi G ile C arasindan
keserek kor uglu fragmanlar olusturan (Sekil 6) Alu | Restriction enzimi (Promega
R6281;) ile hazmettirildi. A/u I enzimi, 10.000 U/ml aktif enzim igeren 0.1 ml’lik
viallerde, kullanima hazir olarak saglandi. Enzimin ¢aligma tamponu olan asetillenmis

BSA ve 10X RE Buffer da enzimle birlikte kullanima hazir olarak alindi.
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5AG|CT 3’
3'TCt GAS’

Sekil 7: Alu I restriksiyon enziminin hedef aldig1 baz dizisi ve kesim bolgesi.

Enzimatik kesim i¢in reaksiyon karisimi asagidaki sekilde hazirlandi

Alul (10U/pl) 0,1 pul
RE Buffer (10x) 2.0 ul
Asetilated BSA 0.2 ul
Amplikon 10 pl (0,1 pg/ul DNA )
Distile su 7.7 ul
Toplam hacim 20 pul

Reaksiyon karisimi, enzimin optimum diizeyde aktivasyonu igin {iretici firma
onerileri dogrultusunda Termal Cycler’da 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda reaksiyon karisimi 65°C’de 5 dk inkiibe edilerek enzimin inaktivasyonu

gerceklestirildi.

II. Tsp 5091 Restriksiyon Endoniikleazi ile Amplikonlarin Kesimi

Termofilik kampilobakterlere ait olan Amplikonlar, yine ticari olarak saglanan,
genomda 5’AATT 3’baz dizisini taniyan ve hedef diziyi ilk Adenin rezidiisiinden 6nce
palindromik olarak kesen Tsp 5091 restriksiyon enzimi (Bio Labs, Kat No:R5076L) ile
hazmettirildi. Tsp 5091 enzimi, 10,000 unit/ml aktif enzim igeren 100 ml viallerle
kullanima hazir olarak saglandi. Enzimin ¢alisma soliisyonu olan 1XNE Buffer enzimle

birlikte alind1 (Sekil 7)

5°...'AATT....3’
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3...TTAA;....5°

Sekil 8: Tsp 5091 restriksiyon enziminin hedef aldig1 baz dizisi ve kesim bdlgesi.

Enzimatik hazim i¢in reaksiyon karisimi agagidaki sekilde hazirlandi:

Tsp 5091 (10U/ul) 0,1 ul

Kalip DNA 10.ul (0,1 pg/ul DNA)
I XNEBuffer Buffer (10x) Sul

DS: 349 ul

Reaksiyon karigimi enzimin optimum diizeyde aktivasyonu igin 65°C’de 16 saat
inkiibe edildi. Her iki enzimle optimal sartlarda hazmettirilen amplikonlarin, kesim
yerlerine gore olusturduklar1 fragmentlerin biiytikliikleri, elde edilen {iriinlerin elektirikli
ortamda, % 3’liik agaroz jelde yiiriitiilmeleri sonucu ortaya ¢ikan fragment say1 ve
biiyiikliikleri dikkate alinarak belirlendi. Orneklerin elektroforez i¢in hazirlanmasi,
agaroz jelin dokiilmesi, Orneklerin yiliklenmesi, elektroforez esnasinda uygulanan
akimin stiresi ve siddeti ile fragmentlerin goriintiilenmesinde, PCR ile amplifiye edilen

tirtinlerin elektroforezi ve goriintiilenmesinde kullanilan protokol kullanildi.

ITI. RFLP Sonuc¢larinin Yorumlanmasi

Termofilik kampilobakter tiir tayini i¢in amplifiye edilen 23S rDNA iizerindeki
491 bp’lik amplikonlar, Alu 1 ve Tsp 5091 restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra, jel
elektroforezinde gosterdikleri fragment profil polimorfizmine gore tip diizeyinde
tanimlandilar. Tiplendirmede Engwal EO ve arkadaslarinin kriterleri baz olarak alindi."*

(Tablo7)

Tablo 7: Engwall E. ve Fermer C. tarafindan belirlenen, PCR-RFLP fragment polimorfizmine gore
kampilobakter tiplendirilme kriterleri'’.

67



Tip Alul Tsp 5091

C.jejuni 202bp /166 bp/ 124 bp 491 bp

C.coli 290bp/ 202bp 491 bp

C.upseliensis 290 bp/ 202bp 339 bp/126 bp
C.upseliensis var.l 290 bp/115 bp/87 bp 339 bp/126 bp

C.lari 290 bp/115 bp/ 51 bp 177 bp/162 bp/126 bp
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4. BULGULAR

Konvansiyonel kiiltiir yontemleri ile PCR-RFLP yonteminin ishalli hasta digki
orneklerindeki termofilik kampilobakter tiirlerinin tespiti ve tiplendirilmesindeki
ozgiillik ve duyarliligin1 belirlemek amaciyla yapilan bu c¢alismada; 232 (% 53,4)’si
kadin, 202 (% 46,6)’side erkek hastalara ait olmak iizere toplam 434 hastanin disk1 6rnegi
degerlendirildi (Tablo 8).

Bu calismada diski 6rneklerinden kampilobakter izolasyonu igin, sarkoal iceren
mCCDA besiyeri, CAT suplementli CCDA besiyeri ile % 7 koyun kanli Skirrow
sellektif besiyerlerleri (SSA) kullanildi. Kiiltiir besiyerlerinde iiretilmis ve fenotipik
yontemlerle kampilobakter 6n tanist almis izolatlardan “dondurup ¢6zme” yoOntemi
kullanilarak, hastalara ait diski orneklerinden de “QIAGen Stool Extraction” kiti
(QIAamp DNA Stool Kit, Kat No:51504) yardimi ile ekstrakte edilmis DNA 6rnekleri,
termofilik kampilobakterlerin genomunun 23S rDNA geninin 43 ile 69. heliksler
arasinda yer alan ve termofilik tiirler i¢in spesifik ve iyi korunmus olan 491 bp
uzunlugundaki fragmentini hedefleyen PCR-RFLP i¢in kalip olarak kullanildi. Bu
yontemlerden en az birisi ile; 13 (% 59)’i kadin, 9 (% 41) ’u da erkek hastalara ait
olmak iizere 22 (% 5,1) ornekde kampilobakter pozitifligi tespit edildi (Tablo 8).

Bu calismada, diski orneklerinden kampilobakter izolasyonu i¢in kullanilan {ig
farkl besiyerlerinin duyarliliklarida kiyaslandi. SSA besiyerinde digski 6rneklerinden 13
(% 3)’inde kampilobakter {iretiliriken, mCCDA ve CAT suplementli CCDA
besiyerlerinde 16 (% 3,7) ornekte lireme goriildii. (Tablo 9, 10).
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Tablo 8: Diski érneklerinde Kkiiltiir ve/veya PCR-RFLP yontemleri ile kampilobakter varhg tespit

edilen hastalarin yas ve cinsiyet gruplarina gore dagilimi.

Orneklerin Kadin Erkek Toplam
Dagilimi

Yas Say1 Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Grubu

0-5 106 3 2,8) 2 1,9) 5 4,7
6-14 102 3 2,9 4 3,9 7 6,9
15-29 96 3 @3, 2 2, 5 (5,2)
30-45 84 4 4,9) 1 1,2) 5 (6,0)
46-64 38 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
65 < 8 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Toplam | 434 13 3,0) 9 2,0 22 3,1

Tablo 9: Diski 6rneklerinden kampilobakter izolasyonu i¢in kullamilan besiyerlerinde
kampilobakter tiirii mikroorganizmalarin iiretilme oranlari.

Kadin(s: 232 ) Erkek(s: 202 ) Toplam(s:434)
Besiyeri Say1 % Say1 % Say1 %
SSA 1 0,4 0 0 1 0,2
MCCDA 3 1,3 1 0,5 4 0,9
SSA + CCDA besiyeri 8 3,5 4 2 12 2,8
Toplam 12 5,2 5 25 17 39

Tablo 10: Kampilobakter izolatlarinin secici besiyeri kombinasyonlarinda iireme oranlari.

Besiyeri SSA Besiyeri mCCDA Besiyeri
Say1 (%) Say1 (%)
SSA 13 (76,5) 17 (100)
MCCDA 17 (100) 16 (94,1)
CAT 17 (100) 16 (94,1)
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Kiiltiirde iireyen kampilobakter suslarinin 13 (% 76,5)’ i hippurat hidroliz testi ile

pozitif sonu¢ verirken, 4 (% 23,5)’liniin hippurat hidroliz testi negatif olarak tesbit

edildi. Hippurat hidroliz testi negatif olan kampilobakter suslarinin hepsi sefalotine

direncli, nalidiksik asite duyarli bulundu (Tablo11).

Tablo 11: Secici Besiyerlerinden izole edilen kampilobakter izolatlarinin fenotipik 6zellikleri.

Sus No:

Hippurat
Hidrolizi

TSI‘de
H,S

olusumu

Sefalotine

duyarlilik

Nalidiksik asit
duyarlilik

%1.5 NaCl
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Calismaya dahil

edilen 434 hastaya ait digki Orneginden, “QIAGen Stool

Extraction” kiti (QIAamp DNA Stool Kit Kat No:51504) ile yapilan ekstraksiyon islemi

sonunda, orneklerden 14 (% 3,2) linde ¢alisma i¢in Onerilen miktarda DNA ekstrakte
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edilemedi. Bu sebeple 6rneklerden 420 (% 96,8.)’sine ait DNA ekstraktt PCR-RFLP ile
tiplendirmede kalip olarak kullanildi.

Secici besiyerlerinde iiretilmis ve fenotipik yontemlerle kampilobakter 6n tanisi
almis izolatlarin ise tamamindan “dondurup ¢6zme” yontemi kullanilarak elde edilen
ekstraktlarin DNA yogunlugunun PCR-RFLP i¢in yeterli oldugu goriildii ve tamami
calismaya dahil edildi.

Termofilik kampilobakter genomundaki hedef dizilerin PCR ile amplifikasyonu
sonucu, direkt diskidan ektrakte edilmis DNA kaliplarindan 19 (% 4,5)’u ile 17
izolattan ekstrakte edilen DNA kaliplarinin tamaminda (% 100) 491 bp uzunlugundaki
hedef DNA dizilerinin varlig tespit edildi (Sekil 9, Tablo 12)

Sekil 9: PCR amplifikasyon iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
M: DNA marker, P: C.jejuni RSKK-02022.
1,2,3,4,5,6,7: PCR (+) hasta 6rnekleri,
8,9: PCR (-) hasta ornekleri.

Tablo12: PCR ile termofilik kampilobakter spesifik 491bp uzunlugunda fragment tespit
edilenorneklerin, ektraktin 6zelligine gore dagilim.

Ekstraktin Ozelligi PCR (+) (%) PCR(-) (%)
Diski ekstrakti (n=420) 19 4,5) 401 (95,5)
izolat ekstrakti (n=17) 17 (100) 0 (0,0)
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PCR ile ¢ogaltilarak, 491 bp uzunlugundaki hedef bolge ile uyumlu fragment

biiytlikliigiine sahip olan amplikonlar, tip tayini amaci ile Alu I ve Tsp 5091 restriksiyon

enzimi ile hazmettirildi. Hazim sonucu olusan fragmentlerin polimorifizmi agaroz jel

elektroforez iglemi ile goriintiilenerek degerlendirilen 6rneklerden 18 (% 81,8)’inin

profilinin C.jejuni, 4 (% 18,2)’ {iniin profilinin C.coli ile uyumlu oldugu goriildii (Tablo:

13, Sekil 7).

Tablo13: Alu | ve Tsp 5091 RE’lerinin kullanildigi PCR-RFLP yontemi ile degerlendirilen
ekstraktlarda tespit edilen kampilobakter tiplerinin é6rneklere gore dagilimi.

PCR-RFLP ile tanimlanan kampilobakter tipleri

Ornegin tiirii C.jejuni C.coli Toplam
Say1 (%) Say1 (%) | Sayn (%)
Yalniz diski ekstraktinda 4 (18,2) 1 “45) |5 (22,7)
Yalniz izolat ekstraktinda 2 (9,1) 1 45 |3 (13,6)
Hem diski+hem izolat extraktinda
12 (54,5) 2 9,1) | 14 (63,6)
Toplam 18 (81,8) 4 (18,2) | 22 (100)
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Sekil 10: Alu | ve Tsp 5091 RE’nin kullanildigi PCR-RFLP yontemi ile elde edilen
fragmentlerinagaroz jeldeki polimorfizmi. T:Tsp5091 ile kesim profilini, A: Alu | ile kesim profilini
gostermektedir. 1, 2, 3, 4, 5 nolu érnekler C.coli, C.jejuni, C.coli, C.jejuni, .C.jejuni ile uyumlu
fragment profili sergilemektedir.

Diski izolatlarimin fenotipik yontemlerle tiplendirilmesinde hippurat hidroliz testi
pozitif olarak belirlenip, C jejuni 6n tanis1 alan 13 sugdan 12’si PCR/RFLP testi ile de
C.jejuni ile uyumlu fragment profili gdsterdi. Ancak hippurat hidrolizi sonucuna gore
C.jejuni oldugu disiiniilen, 1 sus PCR-RFLP sonuclarma gore C.coli ile uyumlu
fragment profili, buna karsilik hippurat hidroliz testi negatif olarak belirlenen ve
fenotipik olarak C.jejuni diislinlilmeyen 4 sustan 2’si PCR-RFLP analizinde C.jejuni ile
uyumlu fragment polimorfizmi gdsterdi.(Tablo 14) Bu sonuglara gére PCR-RFLP bazl
genotiplendirme baz olarak alindiginda fenotipik yontemlerle C.jejuni tiplendirmesinin
sensitivitesinin % 85,7, spesifitesinin % 66,6 oldugu, C.coli i¢in bu oranlarin sirasi ile

% 66,6 ve % 85,7 oldugu belirlendi.
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Tablo 14: PCR-RFLP analizinde elde edilen fragment polimorfizmine gore tiplendirilen suslarin
fenotipik (Hippurat hidrolizi) yontemlere gore aldiklar: 6n tani.

Hippurat hidrolizi testine gore tipler

n=17
PCR/RFLP’ ye gore tipler
C.jejuni C.coli
Say1 % Say1 %
C.jejuni 12 70,6 2 11,75
C.coli 1 5,9 2 11,75
Toplam 13 76,5 4 23,5
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5. TARTISMA

Kampilobakter tiirii mikroorganizmalar; gelismislik farki gdézetmeksizin tiim
diinyada, ozellikle 6 ay 5 yas arasi1 ¢ocuklarda, siklikla gida kaynakli ishalle seyreden
gastrointestinal sistem hastaliklarina yol agarlar. Kendi kendini sonlandiran, diisiik
mortalite oranina sahip, sekretuvar tip ishalden, kanli mukuslu diski ¢ikarimi ile
karakterize dizanterik formda ishal olusumuna kadar degisen klinik spektruma sahip
olan kampilobakter enfeksiyonlari, bazen konagin duyarliligi, enfeksiyona sebep olan
ve mikroorganizmanin tiirli, sayisi ile virulans faktorlerine bagli olarak, Guillain-Barre
sendromu, Hemolitik tiremik sendrom ve reaktif artrit gibi ciddi komplikasyonlara da
yol acabilmektedir. ®"*

Ishalle seyreden hastaliklarin genel olarak % 5-14’iinden sorumlu olan
kampilobakter enfeksiyonlarinin insidansi, gida ve kisi hijyeninin diizenlendigi Avrupa
ilkelerinde % 1-5 oraninda seyrederken, diisiik hijyen sartlarina sahip, malniitrisyonun
goriildiigii az gelismis Afrika iilkelerinde % 20’lerin {izerine ¢ikmaktadir. Ulkelerin
gelismislik diizeyleri enfeksiyonlarin insidansi kadar, ishalli hastaliklardan izole edilen
kampilobakter tiiriiniin  tipini de etkilemektedir. Genel olarak insanlarda
kampilobakterlerin sebep oldugu gastroenteritlerin yaklasik olarak % 95’inden C.jejuni
ve C.coli sorumludur. Ancak, gelismis iilkelerde ishalli olgulardan izole edilen
kampilobakter suslarinin % 95’ini tek basina C.jejuni olusturuken gelismekte olan
iilkelerde olgularin yaklasik olarak % 50 sinden C.coli izole edilmektedir.**

Fred G. ve arkadaslarinin Kolombiya’da, akut ishal yakinmasi olan 5 yas alt1 129
cocukda ishal etkenlerini belirlemeye yonelik olarak yaptiklari, karsilagtirmali bir
calismada, kampilobakterlerin % 2,3 orani ile, Rota virus (% 48,1) ve E. coli (%
13,9)’den sonra ishalden en sik izole edilen 3. etken oldugu bildirilmistir"'. Olesen B.
ve arkadaslarida Danimarka’da benzer yas grubundaki ¢ocuklarda yaptiklari ve Mart
2000 Aralik 2001 arasindaki 2 yillik peryodu kapsayan, prospektif vaka kontrol
calismasinda; 424 ishalli hastaya ait diski1 6rnegi ile 726 saglikli asemptomatik kisiden
aldiklar1 digki 6rneklerini incelemislerdir. Bu grup hastalarin % 54°i ile kontrol grubu

kisilerin % 22’sinin digki1 Orneklerinden etken patojen tesbit edebildiklerini,
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kampilobakter insidansininda gruplar i¢in siras1 ile % 3,3 ve % 0,4 oldugunu

belirtmislerdir'>

. Klein E.J. ve arkadaslart ABD’ de yaptiklar1 yine bir prospektif
kohort ¢alismasinda; acil servise ishal sikdyeti ile gelen 1626 ¢ocuk hastanin diski
Ornegini etken patojenlerin tesbiti yoniinden incelemislerdir. Bu ¢alisma sonunda diski
orneklerden en sik izole edilen patojenin E.coli (% 4,1) oldugu, bunu % 2,4 oram ile
Salmonella tiirlerinin, % 1,5 orani ilede C jejuni nin izledigi gosterilmistir'>>.

Italya’da Scarlata F ve arkadaslarinin yapti§1 ve cocuklarda gastroenterite yol
acan etken mikroorganizmalarin tesbitine yonelik bir baska caligmada ise 540 ishalli
cocuk hastaya ait digsk1 6rnegi incelenmis, 6rneklerden sirasi ile Salmonella (% 18,5) ve
kampilobakterler tiirlerinin (% 6,5) en sik izole edilen ajanlar oldugu bildirilmistir. Ayn1
arastirmada Fenotipik yontemlerle tiplendirilen kampilobakter izolatlarinin % 88,5 inin

C.jejuni ve %11.5’ininde C. coli olarak identifiye edildigi belirtilmistir'>*

. Lopez L. ve
arkadaslarmin Ispanya’da yaptigi, 20 ay siiren bir zaman peryodunda toplanan 599
hastaya ait 729 diski 6rneginin kampilobakterler ve diger bakteriyel etkenler ile viral ve
paraziter enteropatojenler yoniinden incelendigi c¢alismada ise en sik tesbit edilen
bakteriyel ajanin % 38,3 izolasyon orani ile kampilobakter tiirleri oldugu, bunu sirasi ile
% 21,5, % 1,2, % 1,2 izolasyon oranlart ile Salmonella entericaa, Yersinia
enterocolitica, Shigella ve Aeromonas tiirlerinin takip ettigi bildirilmistir. Aym
aragtirmada kampilobakter izolatlar1 fenotipik testlerle tiplendirilmis, izolatlarin %
64,6’s1 Cjejuni, % 27,5’si C. coli ve % 0,9’u C.upsaliensis olarak identifiye
edilmistir'™.

Cabrita L. ve arkadaslarinin Portekiz’de 2,811 digki 6rnegini muhtemel patojenler
yoniinden degerlendirdikleri ¢aligsmalarinda; kampilobakter tiirlerinin goriilme sikliginin
% 5,3 oldugunu, izole edilen kampilobakter tiplerinden C. jejuni ve C. coli’nin
izolasyon oranlarininda sirast ile, % 77,2 ve % 22,8 oldugunu bildirmislerdir. Bu
aragtirmada kampilobakter tiirii mikroorganizmalarin izole edildigi digki 6rneklerinden
% 83,3’niin 0-4 yas grubu ¢ocuklara ait oldugu belirtilmistir'>®,

Wardak S. ve arkadaglarinin Polonya’da yaptiklar1 ¢calismada; 723 ishalli hastaya
ait diski ornekleri, etyolojik ajanlarin belirlenmesi amaci ile degerlendirilmistir. Diski
orneklerinin % 9,7’sinden kampilobakter tiirii mikroorganizmalarin izole edildigi
calismada, fenotipik 6zelliklerine gore tiplendirilen izolatlarun % 87’si C.jejuni olarak

identifiye edilmistir™’.
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Haq JA. ve arkadaslarinin ¢ocukluk c¢ag1 ishal etkenleri arasinda C.jejuni ve diger
kampilobakter tlirlerininin 6nemini belirlemek amaci1 ile Banglades’te yaptigi
calismada; 102 ishalli ¢cocuk ve 93 saglikli ¢ocuktan alinan digki 6rnekleri incelenmis,
kampilobakter insidansi gruplar igin sirast ile % 25,5 ve % 8,6 olarak belirlenmistir.'*®
Pakistan’da M. Ali ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada yaslar1 0-12 arasinda olan 100
ishalli ¢ocugun digkisinda, %18 oraninda kampilobakter pozitifligi tesbit edilmis,
kampilobakter tesbit edilen hastalarin tamaminin 2 yasindan kii¢iik oldugu ve hastaligin
18. ayda pik yaptig1 belirlenmistir'™. Koulla-Shiro S. ve arkadaslarmm Kamerun’da
yaptiklar1 bir ¢alismada ise ishali olan 272 cocuk hastadan ve saglikli 157 c¢ocuktan
alman digki ornekleri, kampilobakterlerin varli§i yoniinden incelenmis, hastalardan
alman Orneklerin % 7,7’sinde, saglikli ¢ocuk gurubundan alinan Orneklerinse %
3,2’sinde kampilobakter tiirlerinin goriildiigii bildirilmistir'® Filistin’de Elamreen.A ve
arkadaslar1 tarafindan 5 yasin altindaki g¢ocuklarda ishal etkenlerinin dagilimim
belirlemeye yonelik bir calismada ise gastroenteritli 150 cocuga ait diski Ornegi
incelenmistir. Orneklerin % 17,3’sinde ishal etkeni olarak bir bakteriyel ajanin tesbit
edildigi ¢aligmada, Shigella tiirlerinin % 6,0 orani ile en sik izole edilen patojen oldugu
bunu % 4,7 izolasyon oran1 ile kampilobakter tiirlerinin izledigi bildirilmistir'®".

Tiirkiye’de farkli bolgelerde ve farkli yas gruplarindaki ishalli hastalarla yapilmis
degisik caligmalarda, kampilobakter cinsi bakterilerin digski1 6rneklerinden izolasyon
sikligmim % 1-13 arasinda oldugu bildirilmistir'".

Bolgemizdeki akut ishalli hastalarin diski 6rneklerinde, muhtemel bakteriyel
etyolojik ajanlar1 tespit amaci ile, Koksal F. ve arkadaglari tarafindan, yapilan bir
calismada, Orneklerin % 7,8 sinde kampilobakter tiirlerinin izole edildigi
bildirilmistir."® Yine Adana bdlgesinde, cocukluk cagi ishallerinde C.jejuni insidansini
belirlemek amaci ile Kili¢ B. ve arkadaslar tarafindan yapilan ve 238 ishalli ¢cocuk ile
105 saglikli ¢cocuktan alinan diski 6rneklerinin degerlendirildigi bir bagka calismada ise;
ishalli ¢ocuklarin % 2,94’u ile saglikli ¢cocuklarin % 2,86’sinin diski 6rneklerinden
C.jejuni i1zole edildigi bildirilmistir. Arastirmacilar kampilobakter yoniinden pozitif
bulunan ishalli hastalarin % 71,43 ‘linlin 5 yasin altinda oldugunu belirtmis,
asemptomatik gruplardaki izolasyon oraninin semptomatik hastalar kadar yiiksek
olusunu da tarima dayali ekonomiye sahip olan bdlgedeki insanlarin topraga yakinligi

sebebi ile bolgedeki asemptomatik tastyicilik oraninin yiiksekligine baglamislardir. '*!
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Ongen B. ve arkadaslar1 istanbul’da yaptiklar1 5 yillk zaman peryodunu kapsayan
bir caligmada, 6835 ishalli hastaya ait digki 6rnegini, kampilobakter tiirlerinin varlig
yoniinden degerlendirmislerdir. Kampilobakter izolasyonu amaci ile Butzler selektif
besiyerini kullandiklar1 ¢aligmada, orneklerin % 1.2°sinde kampilobakter pozitifligi
tesbit etmisler, fenotipik Ozelliklerine gore tiplendirdikleri izolatlarin, % 84’liniin:
C.jejuni, % 5’inin; C.upsaliensis, % 2’sinin; C.coli ve % 2’sinin de C.lari oldugunu
bildirmislerdir. Bu grup izolatlarin % 6’sinin, identifikasyon amaci ile kullanilan
fenotipik testlerle tiplendirilemedigini belirterek, fenotipleme yoOntemlerinin
yetersizligini vurgulamislardir'®%,

Tas. E, ve arkadaslarinin Ankara’da yaptigi c¢alismada ise; degisik yas
gruplarindaki akut gastroenteritli 200 hasta ile kontrol grubu olarak degerlendirdikleri,
saglikli asemptomatik 40 kisiye ait ait digki 6rneklerini, ishal etyolojisini tespit amaci
ile rutin digki kiiltiiriiniin yan1 sira, E. coli O157:H7, rotavirus ve kampilobakter
tirlerinin varligi yoniindende degerlendirmislerdir. Bu c¢alismada, kampilobakter
tirlerinin digki 6rneklerinin % 4’den izole edildigi, kontrol gurubundan alinan diski
orneklerinde ise hicbir etken patojenin tiremedigi bildirilmistir'®.

Yilmaz A. ve arkadaslari Edirne ve yoresinde ishal etkenlerini belirlemek amaci
ile yaptiklar1 caligmada, gastroenteriti olan 82 hastaya ait diski Ornegini, rutin
bakteriyolojik besiyerlerinin yani sira, kampilobakter izolasyonu amaci ile mCCDA
besiyerinede ekmislerdir. Bu grup; diski 6rneklerinin % 4’linden kampilobakter tiirlerini
izole ettiklerini, bu izolatlarin, % 81’inin C.jejuni, % 19’unun C.coli olarak identifiye
edildigini bildirmislerdir. Arastirmada kampilobakter izolasyon oranlar1 bakimindan yas
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadig: belirtilmistir'**.

Ishalli hastalardan kampilobakter tiirlerinin izolasyon oranlarmin belirlenmesine
yonelik olarak yapilan farkli calismalarda; Ozkan F. ve Giinhan C. Izmir’de % 2, Asci
Z. ve ark. Elaz1g’da % 13, Akgiin Y. ve ark. Eskisehir’de % 1, Giiltekin A. ve ark. Sivas
yoresinde %5, Yildirnm MS. ve Fazli SA Kayseri’de % 3, Zarakolu P. ve ark Ankara’da
% 6, Yagc1 S. Ankara’da % 6, Altindis M. ve ark. Afyon’da % 7, Kanan B. ve Aksit F.
Eskisehir’de % 0,6, Aydemir S. ve ark. Izmir’de % 0,8, Erdogan H. ve ark. Istanbul’da
% 1,17 oraninda kampilobakter belirlediklerini bildirmislerdir'",

Biz secici kiiltiir besiyerleri ve PCR-RFLP yontemlerini kombine ederek

yaptifimiz calismamizda, degerlendirdigimiz ishalli hastalara ait digski 6rneklerinde
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kampilobakterlerin izolsyon oranin1 % 5,1 olarak tespit ettik. Fenotipik ve genotipik
tiplendirme yontemleri ile yaptigimiz tip tayinine gorede izolatlarin % 81,8’ inin C.
jejuni, % 18,2°sinin de C.coli oldugunu tespit ettik.(Tablo13) Her nekadar bizim
bulgularimiz, bizimle ayni bolgedeki hasta grubu ile ¢alisan Koksal F ve arkadaslarinin
% 7,8’lik bulgularindan daha diisiik, Kili¢ ve arkadaslarinin % 2,9’luk bulgularindan
biraz daha yiikseksede, iki ¢aligmada elde edilen oransal degerin yaklasik olarak
ortasindadir. Calismada kullanilan izolasyon ve identifikasyon yontemlerinin yani sira,
ornekleri degerlendirilen hastalarin yas gruplarina dagilimi, sosyo kiiltiirel farkliliklar,
kiimes hayvanlarindaki salgmlar ve mevsimsel farkliliklar insidans oranlarini
etkilemektedir. Nitekim {ilkemizde farklt merkezler ve yillarda yapilan ¢aligmalarda
bildirilen insidans oranlarida % 0,6-13 arasinda degismektedir. Bizim sonuglarimiz
Altindis M. ve arkadaglarinin Afyondan bildirdikleri % 7°lik, Zarakolu P. ve Yagci
S.nin farkli 2 calismada Ankara’dan elde ettikleri % 6’lik, Giiltekin A.ve arkadaslarinin
Sivas’tan bildirdikleri % 5’lik Yilmaz A. ve arkadaslarinin Edirne’den, Tas E. ve
arkadaslarinin Ankara’dan bildirdikler %4 ‘lik insidans oranlari ile biiyiik Ol¢iide
benzerlik gostermektedir. Biz 3 farkli besiyeri kullanarak, bir taraftan izolasyon amaci
ile kullanilmas1 Onerilen besiyerleri arasindaki duyarlilik farkini, diger taraftanda 3
besiyeri ile en yiliksek duyarlilikla gercek insidansin tespitini amagladik. Bu sebeple
sonuglarimizin ¢aligmanin yapildigi donemdeki gercek kampilobakter insidans oranini
yansittigina inantyoruz. Diinya genelinde ishalli hastaliklarda kampilobakterlerin
goriilme sikligmmin tespitini amaglayan calismalarin sonuglar1 ile kiyaslandiginda,
tilkelerin ve iilkemizin gelismislik durumu da dikkate alindiginda, sonuglarimizin
beklendigi sekilde ¢ok yiiksek olmayip, gelismis iilkelerin sonuglart ile benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Nitekim gida ve kisi hijyeninin uzun siki denetlendigi
A.B.D‘den Klein E. ve arkadaslar1 % 1,5 gibi bizim oranimizdan daha diisiik bir
insidans orani bildirmislerdir. Buna karsilik gelismislik diizeyi olarak benzerlik
gosterdigimiz, Polonya’dan Wardak S. ve arkadaslarinin bildirdikleri % 9,7’lik,
Italya’dan Scarlata F.ve arkadaslarmn bildirdikleri % 6,5°lik, Portekiz’den Carbita L.
ve arkadaslarinin bildirdikleri % 5,3’liik ve Danimarka’dan Olesen B. ve arkadaglarinin
bildirdikleri % 3,3’liik izolasyon oranlar1 bizim izolasyon oranlarimizla biiyiik dlclide
benzerdir. Ispanya’dan Lopez L. ve arkadaslarmin % 38,3’liik izolasyon oranlar ile

Filistin’den Elamreen A. % 4,7’lik ve Kamerun’dan Koulla-S.S ve arkadaslarinin
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bildirdikleri % 7,7’lik izolasyon oranlari, iilkelerin gelismislik oranlar ile
kiyaslandiginda beklenenden ¢ok farkli oranlardir. Ancak bu sonuglarinda yapilan
caligmalar sonunda elde edilmis gercek veriler oldugu dikkate alindiginda
kampilobakterlerin ishalle iligkilerinin belirlenmesinde bir bagka ifade ile ishalli hasta
digkilarindan  kampilobakterlerin izolasyon ve identifikasyonlarinda kullanilan
metodolojinin, ¢alismanin yapildigi merkezin ve merkezde c¢alisanlarin bu konudaki
uygulama birikimlerinin, elde edilen sonuclar ciddi anlamda etkiledigi diisiintilebilir.
Nitekim biz ¢alismamizda izolasyon amacl kullandigimiz Skirrow sellektif suplementli
(SS) besiyerinde, orneklerden 13 (% 3)’linde kampilobakter iiretmisken, mCCDA
besiyerinde 12’si SSA’da lireme gozlenen 16 (% 3,7) drnekte kampilobakter izole ettik.
Buna karsilik ayn1 diski 6rneklerinden elde edilen DNA ekstraktlarinda kampilobakter
spesifik DNA dizileri tespit edilen diski Ornekleride kampilobakter pozitif olarak
degerlendirildiginde, elde edilen insidans oram1 % 5,1 1idi (Tablo8). Bizim
sonuglarimizin kendi igerisindeki tutarsizliklarida, heniiz izolasyon bazli standardize
edilmis ideal bir tam1 yonteminin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Nitekim,
kampilobakter ishallerinde klinik materyalden mikroorganizmanin, segici kiiltiir
yontemleri ile izolasyon ve identifikasyonu tanida altin standart olarak gosterilse de,
pratik uygulamalarda Orneklerin alinmasi, laboratuvara tasinma sekli ve siiresi,
laboratuvarda degerlendirme i¢in gegcen siire ve izolasyon amagl kullanilan
besiyerlerinin Ozellikleri ile identifikasyonda kullanilan ydntemler, izolasyon bazli
yontemlerin sensitivite ve spesifitesini etkilemektedir. Bu sebeple taninin tek basina
kiiltiir sonuglarma dayali olarak yapildigi merkezlerde, kullanilan besiyeri ve
identifikasyon yontemlerinin 6zelligine bagli olarak degisen sonuclar elde
edilebilmektedir.

Kampilobakterlerin digkidan izolasyonunda kullanilan besiyerleri, digki florasinda
bulunan ve kampilobakterlerden daha hizla iireyerek kiiltiir ortamina hakim olan bakteri
ve mantarlarin tiremelerini baskilamak amaci ile farkli tiir ve konsantrasyonlarda
antibiyotik, antimikotik ve sarkoal gibi antimikrobiklerin ilavesi ile secici hale
getirilmektedir. Besiyerlerinin ilave edilen antibiyotiklerin tiirli ve konsantrasyonlar1 bu
besiyerlerinin duyarliligini belirleyen en 6nemli etmen olarak gosterilmistir. Mesela
besiyerlerine C.jejuni igin uygun olan konsantrasyonda ilave edilen Sefaperazon,

Vankomisin, Kolitsin, Rifampin ve Trimethoprim gibi antibiyotikler, C.coli ve
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C.upsaliensis’in gibi kampilobakter tiirlerinin liremesini baskilayabilmektedir. Aspinall
ST.ve arkadaslari, C.jejuni igin optimize edilmis mCCDA besiyerindeki 32 mg/L
sefaperazon’un, ozellikle bagisiklik yetmezligi olan hastalarda opurtunistik olarak ishal
ve bakteriyemiye neden olan C.upsaliensis ‘in liremesini engelledigini gostermisler ve
sefaperazon igermeyen suplementlerle desteklenmis secici besiyerlerinde biitiin
kampilobakter tiirlerinin izolasyon oranmin arttigini ileri siiriilmiislerdir. Bu grup
immunsuprese ishalli hastalarda digkinin  membran filtrasyon yontemi ile
dekontaminasyonunun C.upsaliensis’in izolasyon sansini artiracagini, ancak diskidaki
C.upsaliensis yogunlugunun 10° cfu/g’dan daha disiik olmasi halinde izolasyon
sansinin oldukga diisiik oldugunu belirtmislerdir'®.

Bizim, C.upsaliensis tiiri kampilobakter izole edemememiz, 6zellikle mCCDA
besiyerine ilave edilen 32mg/L sefaperazon ve bu tiiriin endikasyon alanina giren
hastamizin bulunmamasi ile izah edilebilir. Diger taraftan mCCDA besiyerinde SSA
besiyerine gore daha yiiksek oranda kampilobakter izolasyon sonuglarimiz, mCCDA
besiyerinin SSA agara gore daha secgici ve duyali olmasi ile izah edilebilir. Nitekim
mCCDA besiyerinin igeriginde yer alan sarkoalin besiyerlerinin segiciligini ve
duyarliligii artirdig1 bir¢ok arastirmaci tarafindan vurgulanmistir. Karmali M.A. ve
arkadaslar1 charcoal-based selective medium (CSM) ile kan igeren Skirrow Sellektif
agar (SSA) besiyerinin duyarhiliklarini karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda; 1,227 ishalli
hastaya ait digski 6rnegini bu iki secici besiyerine ekerek degerlendirmislerdir. Sonug
olarak en az bir besiyerlerinde liremek sart1 ile 35 (% 2,9) Ornekte kampilobakter
pozitifligi tesbit ettiklerini, izolatlarin % 83’niin her iki besiyerinde de iirerken, %
14’linlin sadece CSM besiyerinde, % 3’lniinde yalniz SSA besiyerinde iiredigini
bildirmislerdir. Ayn1 ¢calismada CSM besiyerlerinin % 57’sinde SSA besiyerlerinin ise
% 35’inde kontaminant bakterilerin tam olarak siiprese oldugu belirlenmistir. CSM
besiyerinin digkidaki pseudomonas tiirleri, gram-pozitif mikroorganizmalar ve mantar
tiirlerini SSA’dan daha iyi baskiladigini gostermislerdir®. Endtz H. P ve arkadaslarida
kan icermeyen; sarkoal bazli besiyerlerinden CSM besiyeri, mCCDA besiyeri ve
semisolid blood-free selective motility mediuma (SSM) besiyeri ile kan igeren
besiyerlerinden, SSA ve CampyBAP besiyerinin kampilobakter tiirlerinin
izolasyonundaki duyarliligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda segici besiyerlerinin yani sira

0.65 um por caph seliilloz asetat membran ile membran filtrasyon yoOnteminide
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karsilagtirmiglardir. Bu grup; 1,980 ishalli hastaya ait diski 6rneginden 161(% 8 )’inde
en az bir besiyerinde olmak sarti ile kampilobakter tiirii mikroorganizmalari izole
etmiglerdir. Arastirmada; CSM, CCDA, SSA, SSM ve membran filtrasyon islemi
sonrast ekim yapilan kanli besiyerlerinde kampilobakter izolasyon oranlarinin sirasi ile
% 87, % 83, % 80, % 72 ve % 6loldugu, CSM ve SSM besiyerlerinin kombine
kullanimi ile izolasyon oranmnin % 96’ya ulastig1 bildirilerek diski 6rneklerinin, biri
sarkoal bazli CSM besiyeri olmak iizere iki besiyerine ekildigi taktirde diski
orneklerinden kampilobakter izolasyon sansinin artacagi belirtilmistir. Bu grup
fenotipik testlerle tiplendirdikleri kampilobakter izolatlarinin % 91,9’unun C.jejuni, %
7,5’inin C.coli ve % 0,6’siminda C.upsaliensis oldugunu bildirmislerdir'®®. Merino FJ.
ve arkadaslarida 263 ishalli hastaya ait digki 6rneginden kampilobakter izolasyonu
amact ile, Butzler selektif medium (BU), Blaser medium (BL), Skirrow Sellektif
besiyeri (SSA), Preston Campylobacter selective medium (PC), Butzler Virion medium
(BV), Modified Preston medium (MP), Preston campylobacter blood-free medium
(PBF) besiyerlerini kullandiklar1 ¢aligmalarinda, besiyerlerinden en az birinde iiremek
sart1 ile 46 (% 17) ornekte kampilobakter pozitifligi tesbit etmislerdir. Arastirmada
kulanilan BU, BL, SSA, PC, BV, MP ve PBF besiyerlerlerinde kampilobakter izolasyon
oranlarinin sirast ile % 96 , % 93 , % 93 , % 91, % 98 , % 98 ve % 100 oldugunu, diski
florasinin, en yiiksek izolasyon oranini veren kan icermeyen Preston besiyerinde (PBF),
diger besiyerlerine gore daha iyi baskiladigini bildirilmislerdir .

Piersimion1 C. ve arkadaslar tarafindan yapilan bir baska calismada; 415 ishalli
hastaya ait digki Ornegi, kampilobakter yoniinden degerlendirilmek {izere, kan
icermeyen CCDA ve kan igeren SSA besiyerlerine ekilmistir. Bu ¢alismada filtrasyon
yonteminin kampilobakter izolasyonundaki duyarlhiligini tespit amaci ile, aymi diski
ornekleri 0.65 um por ¢aplt membran filtrelerden siiziildiikten sonra antibiyotik katkisiz
Columbia kanli agar besiyerine ekilmistir. Sonug olarak 6rneklerden 48 (% 11,5)’inde
en az bir besiyerinde kampilobakter tiirli mikroorganizmalarin iiredigi, izolatlarin %
62’sinin SSA besiyerinde, % 82’sinin mCCDA agarda % 95‘nin membran filtrasyon
yontemi ile elde edildigi, mCCDA agar ve membran filtrasyon yonteminin birlikte
kullanimu ile izolasyon oranmin % 100’e ulastigi, fenotipik yontemler kullanilarak
yapilan tiplendirme ile izolatlarin, % 91,7 sinin C.jejuni ve % 6,3’linlin de C.coli oldugu

bildirilmigtir 7.
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Aspinall ST ve arkadaslari, C.upsaliensis ve diger termofilik kampilobakter
tiirlerinin izolasyonunda CAT ve mCCDA besiyerlerinin duyarliligini tespit amaci ile
yaptiklar1 ¢calismada 7000 ishalli hastadan alinan diski 6rnegini degerlendirmislerdir. Bu
calisma sonunda, diski Orneklerinden 229 (% 3,3)’'unda kampilobakter tiirii
mikroorganizmalar {iretilmis, besiyerlerinin duyarliliklar: arasinda fark olmadigi, ancak
CAT besiyerinin C.upsaliensis izolasyonu yoniinden daha duyarli oldugu belirtilmistir.
Fenotipik yontemlerle tiplendirilen izolatlardan % 91,3’lniin C.jejuni, % 5,7 sinin
C.coli ve % 2,2’sinin de C.upsaliensi oldugu tespit edilmistir *.

Enberg.J ve arkadaslarida yaptiklari ¢caligmalarinda, kampilobakter izolasyonunda
yaygin olarak kullanilan ti¢ farkli segici besiyeri ile membran filtrasyon yonteminin
duyarlhiliklarii  karsilastirma ve ishalli hastalardaki ~ kampilobakter insidansini
belirlemeyi amagclamislardir. Ishal yakinmasi olan 1,376 hastaya ait diski &rnegini;
mCCDA besiyeri, CAT besiyeri ve kan icermeyen SSA besiyerlerine dogrudan inokiile
ettikten sonra, membran filtrasyon yontemi ile elde ettikleri digki siiziintiilerinide kanl
besiyerine inokiile ederek degerlendiren grup, ekim yapilan 6rneklerin toplam olarak
144 (% 10,5)’linde kampilobakter iiredigini bildirmislerdir. En yiliksek kampilobakter
izolasyon oraninin mCCDA besiyerinde elde edildigi, bunu sirast ile CAT agar besiyeri,
membran filtratlarinin ekildigi kanli besiyeri ve SSA besiyerinin izledigi, izolasyon
oranlarinin da sirast ile; % 95, % 85, % 83 ve % 82 oldugu belirtilmistir. Ayrica
mCCDA agarin, C.jejuni’ nin izolasyonunda, SSA’ya gore anlamli 6l¢iide daha yiiksek
duyarliliga sahip oldugu, (P 5 0.0034), ancak izolasyon basaris1 yoniinden CAT agar ile
SSA besiyerleri arasinda anlamli bir farkliligm bulunmadigida ileri siiriilmiistiir '’.

C.upsaliensis’in ishalli hastalardaki goriilme sikligi, kopeklerin bulasdaki rolii ve
bu mikroorganizma izolasyonunda kullamilan CAT ve CCDA besiyerinin
duyarhiliklarimi tespit amaci ile, Byrne C. ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
aragtirmada, 2,064 ishalli hastaya ait disk1 6rnegi ile 22 kdpekten alinan digki 6rnekleri
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, insan digki 6rneklerinden 1°isi ile 5 kopege ait diski
orneginden C.upsaliensis izole edilmistir. Bu izolatlarinin tamaminin CAT selektif
besiyerinde iiremesine karsilik, CCDA besiyerinde iireme olmadig belirtilmistir. Ayni
calismada CCDA besiyerinin duyarliligini tespit amaci ile C.upsaliensis ile kontamine

edilmis digki 6rnekleri seri olarak sulandirildiktan sonra bu besiyerine ekilmistir. Sonug
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olarak, diski 6rneklerinde 10 * cfu/ml ve daha az sayida C.upsaliensis bulunmasi
halinde, CCDA besiyerinde iiremenin olmadigi gosterilmistir.'®®.

Lopez L ve arkadaglari, CCDA agara ekim ile 0.45 um por c¢apl seliiloz asetat
membranlardan filtre edilmis digki orneklerinin % 5 kanli Mueller-Hinton agara
ekilmesi arasindaki duyarlilik sonuglarimi karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda; 729 disk
ornegini degerlendirmislerdir. Digki 6rneklerinin % 38,3 linden, bu yontemlerden en az
birisi ile kampilobakter tiirli mikroorganizmalarin iretildigi calismada, mCCDA’1n
duyarliliginin % 91,6, membran filtrasyon yonteminin duyarliliginin ise % 79,6 oldugu
ve aradaki farkin istatistiki yonden anlamli oldugu bildirilmistir. Fenotipik testlerle
kampilobakter izolatlarinin % 64,6’sinin C.jejuni, % 27,5’inin de C. coli oldugu
gosterilen calismada, izolatlarin % 6,8’inin tiplendirilemedigi belirtilmistir. Orneklerden
% 0,9 oraninda izole edilen C.upsaliensis’in yalniz membranfiltrasyon yontemi ile
hazirlanarak ekim yapilan besiyerinde iiretilebildigi bildirilmistir'>’.

Biz calismamizda diski orneklerinden kampilobakter tiirii mikroorganizmalari
tiretebilmek i¢in; SSA, mCCDA ve CAT besiyerlerini kullandik. Literatiirde de
belirtildigi gibi diski 6rneklerinden kampiloakter izolasyonunda kullanilan segici
besiyeri ve memran filtrasyon tekniklerinden hi¢ birisi tek basina kullanildiginda
istenen duyarliligi vermemekte ve ancak en az iki yontem veya besiyerinin kombine
edilmesi halinde diskidan izolasyon sansi artmaktadir. Biz bu calismada, diski
orneklerinden kampilobakter izolasyonu icin duyarliligi en yiiksek besiyeri ve/veya
besiyeri kombinasyonunun tespitini de amagladik. Sonug¢ olarak segici besiyerlerine
ekim yaptigimiz ishalli hasta digkilarindan, en az bir besiyerinde iiremek sart1 ile, 17(%
3,9)‘sinde kampilobakter tiirii mikroorganizmalari {irettik. Bu izolatlardan, tamami ayni1
hastalara ait digki 6rneklerinden olmak iizere, 16 (% 94,1)’s1, hem mCCDA hemde CAT
besiyerlerinde iiretildi. SSA besiyerinde ise, 12°si mCCDA ve CAT besiyerinde lireyen
hasta orneklerinden olmak {izere, toplam 13 (% 76,5) diski 6rneginde izolasyon
gergeklestirildi. Yani 12 izolat her li¢ besiyerinde de iiretilirken, mCCDA/CAT
besiyerinde iiretilen 4 izolat SSA besiyerinde, SSA besiyerinde iiretilen 1 izolatta
mCCDA ve CAT besiyerinde iiretilemedi. (Tablo 9)

Bizimle benzer besiyerlerini kullanan Enberg J ve arkadaslar1 digki 6rneklerinden
kampilobakter izolasyonu i¢in kullandiklart mCCDA besiyerinin duyarliligini % 95,

SSA besiyerinin duyarliligint ise % 82 olarak vermislerdir. Piersimion1 C. ve
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arkadaslarida ayni besiyerlerinin duyarliliklarinin sirast ile % 82 ve % 62 oldugunu,
Karmali ve arkadaslarida yine sirasi ile olmak {izere bu oranlarin % 83 ve % 80 olarak
bulduklarin1 bildirmislerdir. Diger taraftan Lopez L ve arkadaslarida 5 farkli secici
kiiltiir tekniginin duyarliliklarim1 degerlendirmek i¢in planladiklari ¢aligmalarinda,
mCCDA agar besiyerinin digki 6rneklerindeki kampilobakter tiirli mikroorganizmalari
tespit duyarliliginin % 91,6 ile en yiiksek orana ulastigini belirtmislerdir. Bu sonuglar
bizim ¢alismamizda elde ettigimiz mCCDA / CAT agar ve SSA besiyerlerine ait % 94.1
% 76,5 lik bulgularimizla tamamen benzerlik gdstermektedir. Diger taraftan Aspinall
ST ve arkadaslar, C.upsaliensis disindaki kampilobakter tiirlerinin izolasyonunda, CAT
ve mCCDA besiyerlerinin duyarhiliklarinin, bizim ¢alismamizda tespit ettigimiz gibi,
ayni oldugunu gostermislerdir. Biitiin bu degerlendirmelerin 1s181nda; diskidan en
yiiksek duyarlilikda kampilobakter izolasyonu icin mCCDA veya CAT besiyerinin SSA
ile birlikte kullanilmasinin en uygun kombinasyon olacagini sdylemek miimkiindiir.
Kampilobakter tiirii mikroorganizmalarin, diski 6rneklerindeki varliklari ile tiir ve
tip diizeyinde tanimlanmalarinin yapilmasinda kiiltiir bazli konvasiyonel yontemler
giincelligini korumakla birlikte son yillarda PCR ve prop hibridizasyon gibi niikleik asit
amplifikasyon bazli yontemler de yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Diski
orneklerinden bakterinin izolasyonuna gerek duymaksizin tiir ve tip diizeyinde taniy1
miimkiin kilan bu yontemlerle, bakteri sayisinin kiiltiirde izolasyon icin gerekli olan
sinirin - altinda olmasi halinde bile yiiksek duyarlilikta pozitif sonuglar elde
edilebilmektedir. Molekiiler yontemlerin, klinik 6rneklerdeki kampilobakter tiirlerinin
tanisindaki duyarhiliklarini  belirlemeye yonelik ¢ok sayidaki arastirmada bakteri
genomundaki; 16SrDNA geni, hipO, glyA, asp, cadF, Ipx,ceuE .map A geni gibi tiir,
grup veya tip spesifik gen dizilerini hedef alan primerler kullanilmistir. Bu
aragtirmalarda PCR bazli yontemlerin basarisini etkileyen en Onemli iki unsurun
diskidaki inhibitérler ve hedef bolgenin dogru se¢imi oldugu bildirilmistir.”®
Karsilagtirmalt genomik caligmalar, klinik ve ¢evresel orneklerden izole edilen
C.jejuni C .coli ve C.lari’ suslarinin genomunun yiiksek diizeyde homoloji gosterdigini
ve lg¢ tiir arasindaki homolojinin PCR bazl: testlerin performansini etkileyecegini ortaya
koymustur. Mesela C.jejuni C .coli ve C.lari ‘nin 16S rDNA gen dizisinin ¢ok yliksek
oranda benzerlik gosterdigi ve bu nedenle bu gen bolgesini hedef alan PCR

yontemlerinin, {i¢ tiiriin ayirimi icin elverissiz oldugu belirtilmistir’’. Aym benzerlik
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23S rDNA genindede gosterilmistir. Bu tiir yiiksek homoloji gdsteren gen dizilerinin
hedef alindigi tiplendirme calismalarinda, tip tayini i¢in, sayet cogaltilan bdolge
polimorfik ise, uygun restriksiyon enzimlerinin kullanildigi PCR_RFLP yontemi ile
taniya gitmek miimkiindiir. Engvall E.O. ve arkadaslari, kampilobakterlerin 23S rDNA
geni iizerinde 43 ile 69. Heliksler arasinda kalan ve termofilik kampilobakterler i¢in tiir
spesifik olan 491 bp’lik polimorfik bir bdlgenin amplifikasyon tirlinlerinin, Alul ve
Tsp5091 restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesi sonucu olusan DNA fragmentlerinin
polimorfizminin, termofilik kampilobakterler i¢in tam1 koydurucu oldugunu
gostermiglerdir. Arastirmada; daha Once g¢evresel Orneklerden izole edilmis ve tiir
tanimlamas1 yapilmis, 77 C.jejuni, 17 C.coli, 10 C.lari ve 14 C.upsaliensis susu ile
termofilik olmayan 7 kampilobakter susu ile iclerinde H.pylori, Salmonella tiirleri ve
E.coli’nin yer aldig1 30 farkli sug, 23S rDNA PCR-RFLP yontemi ile tiplendirilmistir.
Termofilik kampilobakter tiirleri disindaki test suslarinin hi¢ birisinde hedef bdlge
amplifikasyonu ger¢eklesmemistir. Hedef bdlgeleri amplifiye olan suglarin
amplikonlarinin restriksiyon enzim analizinde ise; ¢aligma Oncesi fenotipik yontemlerle
C.jejuni olarak tanimlanan bir sus C.coli ve C.coli olarak tanimlanan bir susda C.jejuni
olarak tanimlanmis, bu 2 sus disindaki diger biitiin termofilik suslar fenotipik
yontemlerle uyumlu fragment polimorfizmi vermistir’’.

Karenlampi R I. ve arkadaslari, kampilobakter tiirlerinin 60 kD luk’ saperon
proteinini kodlayan groEL geninde termofilik tlirler arasi spesifik konservatif dizilerin
yani sira, tiir spesifik polimorfik dizilerinde oldugunu ve groEL dizi analizi ile
olusturulan filogenetik agacin 16s rDNA ile olusturulan filogenetik agaca oldukca
benzedigini bildirilmiglerdir. Ayni arastirmada hippurat hidroliz testi negatif olan
C.jejuni 6871 susu ile hippurat hidroliz testi pozitif olan C.jejuni 4117 susunun groEL
genlerinin dizi benzerliginin % 100 oldugu gosterilerek,  groEL genindeki
kampilobakter tiir spesifik dizilerin % 95-100 gibi yiiksek oranlarda konservatif oldugu,
buna karsilik termofilik tiirler arast spesifik konservatif dizilerin, 16S rDNA genindeki
tiirler aras1 spesifik konservatif dizilerden daha degisken (% 65-94 ve % 90-99) oldugu
ileri siirilmiistiir. Arastirmacilar groEL geninde tiir spesifik polimorfik dizilerin 517 bp
uzunlugunda bir fragmanda yer aldigini, bu fragmentin PCR ile amplifikasyondan sonra

Alul ve Apol restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonucu olusan polimorfik
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fragment profillerinin termofilik kampilobakter tiirleri ig¢in spesifik bir tam kriteri
oldugunu bildirmislerdir’'.

Birden ¢ok hedef bolgenin tek tiip multipleks-PCR analizi, termofilik tiirlerin
tanist ve tiplendirilmesinde ¢ok sayidaki arastirmaci tarafindan denenmis, ancak hedef
dizilerin G+C oranlarindaki farkliliklarin biiylik olusu, uygun baglanma ve uzama
1silarinin saglanamamasi ve giivenilir sonuglarin alinamamasi sebebi ile kullanim alani
sinirlt kalmistir. Stephen L ve arkadaglarida, yaptiklar1 bir calismada C. jejuni ve C.coli’
nin identifikasyonunda daha 6nce tanimlanmisg 11 PCR temelli yontemin sensivite ve
spesifitesi karsilastirilmistir. C.jejuni i¢in 6 ve C.coli i¢in 4 PCR testi ile her iki tiirii
tesbit edebilen tek tiip multipleks PCR testinin karsilastirildigt bu ¢alismada,
fizikokimyasal degisikliklerin ve suslar arasindaki varyasyonlarin test performansi
tizerindeki etkileri arastirillmistir. Arastirmada; C.jejuni tiirii i¢in spesifik oldugu iddia
edilen 6 PCR testinin sensivitesinin % 88-100, spesivitesinin %84-100 arasinda
degistigi, C.coli igin tanimlanmus testlerin ise tamaminin %100 sensivite ve spesiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar PCR testlerinin performansinin bilinen
olumsuzluklarin disinda, hedef bolgenin secilmesinde C.jejuni genomundaki beklenen
dogal degisikliklerin veya C.jejuni’nin hip O geninde oldugu gibi mutasyonlardan
kaynaklanan degisikliklerin gozardi edilmesi oldugunu bildirilmisler, hem C.jejuni
hemde C.coli nin dogru olarak identifikasyonunda tek bir PCR temelli yontem yerine en
az iki yontemin kullanimini énermislerdir®®.

Debruyne L. ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada ise C.jejuni ve C.coli’nin
identifikasyonunda kullanilan 6 farklit PCR yonteminin performansi karsilagtirilmigtir.
Arastirmada dizi analizi yapilmig 100 referans sus, C.jejuni i¢in hipO genini, C.coli igin
asp genini hedef alan iki farkli tiir spesifik PCR testi ve her iki tiirii birden tesbit eden
multipleks PCR yontemi ile degerlendirilmistir. Arastirmada; multipleks PCR testi harig
diger PCR testlerin sensivitesinin, C.coli i¢in % 100, C.jejuni igin, % 82,5-100 oldugu
bildirilmistir. Arastirmacilar C.coli tanisinda uygulanan PCR testlerinin sensivitesinin
ylksek olusunu, bu kampilobakter tiiriiniin genomunun C.jejuni genomuna gore daha
stabil olmasina, hedef bdlge kopi sayisina bagli olarak kullanilan PCR yonteminin
diisiik sensiviteye sahip olmansina, PCR reaksiyonunu olumsuz yo6nde etkileyen

inhibitorlerinin DNA ekstraktindan yeterince uzaklastirllamamasma ve hedef gen
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bolgesinde dizi degisikliklerine bagli olarak kullanilan primerlerin hedefi tantyamamasi
sonucu goriilen yanlis negatif sonuglara baglamislardir '

Diskidan direkt kampilobakter DNA’sin1 belirleyen PCR yontemleri; ayni giin
icerisinde sonug¢ verilebilmeleri, kiiltiirde iiretilemeyen veya cogalamayan bakteri
formlarinin tesbitine imkan saglamalar1 sebebi ile segici kiiltiir yontemlerine gére daha
avantajlidir’®. Lawson A J. ve arkadaslari hem ishalli hastaliklarla kampilobakter tiirii
mikroorganizmalar arasindaki etyolojik iliskiyi, hemde tanida secici kiiltiir teknikleri ile
PCR bazli testlerin sensitivitesini belirlemek amaci ile yaptiklar: ¢aligmada 200 hastaya
ait diski Ornegini degerlendirmislerdir. Bakteri izolasyonu i¢in digki Orneklerini
mCCDA besiyerine ekmisler, diskidan PCR ile kampilobakter tanisi i¢inde, C.jejuni-
hipO geni ile C.coli-aspartokinaz genini hedef alan primerlerin kullanildig test
sistemlerini-master miks-olusturmuslardir. PCR ile diger kampilobakter tiirlerinide
belirleyebilmek ig¢inde /6S rDNA genindeki cins spesifik bir bolgeyi hedef alan
primerleri kullanmiglardir. Secici kiltiir yontemi ile Orneklerin 16 (% 8)’sinda
kampilobakter tiirli mikroorganizmalar iretilirken, PCR ile digki 6rneklerinin 19 (%
9,5)’unda kamplobakter pozitifligi tesbit edilmistir. Arastirmada PCR ile kampilobakter
yoniinden pozitif bulunan 3 (% 1,5) diski Orneginin, segici besiyerlerine yapilan
ekimlerinde liremenin olmadigi, bunun muhtemelen diski 6rnegindeki kampilobakter
tiiri mikroorganizmalarin canliligini kaybetmis olmasindan yada besiyerine ilave edilen
antibiyotiklere duyarli olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Buna karsilik bir
diski  Orneginden, secici Dbesiyerine yapilan ekimlerde kampilobakter tiirii
mikroorganizma iiretilmisken, PCR ile negatif sonu¢ alindigr bildirilmistir. Bu sonug,
ornekteki bakteri yogunlugunun diisiikligiine, DNA izolasyon asamasinda DNA’nin
degrade olmasina ve/veya bu izolatin 16StDNA geninde hedef bolgedeki mutasyonel
degisimlere baglanmustir’.

Kulkarni S P ve arkadaglarida ishalli hasta digkilarindan kampilobakter tiirlerinin
direkt tesbitinde kullanilan yontemlerin tan1 ve identifikasyon degerlerini belirlenmek
amaci ile yaptiklar1 ¢alismada; selektif besiyerleri, membran filtrasyon yontemi sonrasi
non-sellektif besiyerine ekim ve PCR testlerinin sonuclarini karsilagtirmislardir. Bu
calismada ishalli hastalara ait 343 diski 6rnegi; mCCDA besiyerlerine ve 0.45um ¢aph
selliloz triasetat membranlardan gecirildikten sonra kanli besiyerlerine ekilmis, ayrica

disk1 6rneklerinden elde edilen DNA ekstraktlar1 termofilik kampilobakter tiirleri igin
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spesifik olan 16S rDNA geni iizerindeki hedef bolgenin tespiti icin PCR ile amplifiye
edilmistir. Sonug olarak kullanilan tan1 yontemlerinden en az birisi ile drneklerin 23 (%
6,7)“0 kampilobakter yoniinden pozitif bulunmustur. Diski DNA ekstraktlarinin 20 (%
5,8)’sinde 16S rDNA geni tizerinde hedeflenen dizilern varlig1 belirlenirken, mCCDA
besiyeri ve membran filtrasyon sonrasi kanli besiyerine yapilan ekimlerde ise sirasi ile
17 (% 4,9) ve 12 (% 3,5)’sinde termofilik kampilobakterlerin tiredigi bildirilmistir.
Boylece kullanilan yontemlerin duyarhiliklar: sirast ile % 5,8, % 4,9 ve % 3,5 olarak
belirlenmis, 16S rDNA- PCR yonteminin tanida en duyarli ydntem oldugu
gosterilmigtir. Diger taraftan PCR ile elde edilen amplikonlar 16S rDNA gen
bolgesindeki tiir spesifik bolgeleri taniyan problarin kullanildigt PCR-ELISA ile,
kiiltiirde iiretilmis izolatlar ise fenotipik yontemlerle tiplendirilmistir. Genotipik
yontemle amplikonlarin 15’inde C.jejuni, 2 sinde hem C.jejuni hemde C.coli, 1’inde
C.coli, 1’inde C upsaliensis ve 1’inde de C hyointestinalis spesifik proplarla
hibridizasyon gerceklesmis, sonu¢ olarak amplikonlarin tamamu tiplendirilebilmistir.
Buna karsilik; fenotipik yontemlerle m CCDA besiyerinde iireyen 14’ izolat, membran
filtrasyon yontemi sonrasi ekim ile iiretilen 10 izolat biyokimyasal testler ile
tiplendirilebilmis, tiplendirilen izolatlarin genotipleme ile belirlenen tiirlere ait oldugu
goriilmiistiir. Fenotipik yontemlerin C upsaliensis ve C hyointestinalis gibi klinik
orneklerden daha nadir olarak izole edilen tiirleri tanimlamada yetersiz kaldigi
gosterilmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikan arastirmacilar; tan1 amaci ile kullandiklari
metodlar arasinda duyarlilik yoniinden anlamli bir farkliligin bulunmadigini, ancak
PCR’ m sensivitesinin membran filtrasyon yonteminden anlamli olgiide yliksek
oldugunu, bu yontemle bir giin gibi kisa siirede sonug¢ alinabilmesinin testin en onemli
avantaji oldugunu belirterek PCR yonteminin selektif kiiltiir yontemine alternatif olarak
kullamlabilecegini iddia etmislerdir. (0.05 > p > 0.02)”.

Hong H.S.H ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢calismada ise, 358 ishalli ¢ocuktan
alman disk1 6rnekleri segici kiiltiir yontemi ve ceuE bazli multipleks PCR ile termofilik
kampilobakter tiirleri yoniinden arastirilmistir. Arastirmada PCR ile digki 6rneklerinin
% 77’sinin, selektif kiiltlir yontemi ilede % 56 sinin kampilobakter yoniinden pozitif
bulundugu bildirilmistir. Arastirmada Orneklerin % 24,86’ smin kiiltiir yontemi ile
negatifken PCR yoOntemi ile pozitif olarak tesbit edildigi, buna karsilik % 4,47 sinin
kiltlir yontemi ile pozititken PCR yontemi ile negatif olarak tesbit edildigi bildirilmis,
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bu sonuca dayanarak, digkida kampilobakter tanisinda PCR bazli tekniklerin, secici
besiyerlerinin kullanildig1 kiiltiir yontemlerine gore daha yiiksek sensitivite ve
spesifiteye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir °*.

Secici kiiltlir yontemi ile realtime-PCR yonteminin tani degerinin karsilastirildig
bir baska calismada, Eastwood K.ve arkadaslari, ishalli hastalara ait 187 digki 6rnegini
termofilik kampilobakterler yoniinden degerlendirmisler, diski orneklerinin %
22.,4’tinde kampilobakterleri besiyerinde iiretirken, realtime-PCR ile disk1 6rneklerinden
elde ettikleri DNA ekstraktlarinin % 31’inde kampilobakter genomuna ait hedef
dizilerin varligmi gostermislerdir *°. Bu grup iyi optimize edilmesi halinde diskidan
direkt PCR’1n, kampilobakter tanisinda segici besiyerlerinin kullanildigi izolasyon
tekniklerinden daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Biz secici besiyerleri kullanarak
en az bir besiyerinde tlremek sarti ile 17 (% 3,9) diski 6rneginde Termofilik
kampilobakter tiirlerini iiretirken, diskidan ekstrakte edilen DNA 6rneklerinin 19 (%
4,5)’unda, termofilik kampilobakter tiirlerinin 23Sr RNA geni lizerindeki tiirler arasi
spesifik 491 bp biiyiikliigiindeki hedef dizilerin varligini tespit ettik. Bu bulgularimiz
diskidan direkt kampilobakter tanisinda kullanilan PCR bazli metodlarin duyarliliklarini
secici kiiltiir tekniklerine gore daha yiiksek olarak belirleyen literatiir bilgileri ilede
uygundur.

Cevre sartlarina uyum amaci ile genomik degisimlerin son derece kolay ve sik
goriildigli  kampilobakter tiirlerinde, fenotipik tanimlama i¢in kullanilabilecek
stabilitede az sayida biyokimyasal aktivite goriilir. Bu sebeple kampilobakterlerin
identifikasyonunda biyokimyasal ozellikleri g6z oniinde bulundurularak gelistirilmis
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilen, standardize edilmis smirli sayida fenotipik test
bulunmaktadir. Diger taraftan ayni kampilobakter tiirliniin fenotipik varyantlarinin
olmas1 farkli arastirmaci gruplar1 tarafindan kampilobakterler igin olusturulan
biyokimyasal identifikasyon tablolarinin yorulanmasimi ve kampilobakterlerlerin
fenotipik yontemlerle identifikasyonunu daha da problemli hale getirmektedir'”’. Son
yillarda yapilan bir¢ok arastirmada, hippiirikaz negatif veya diisiik hippiirikaz aktiviteli
C.jejuni varyantlarinin oldugu bu sebeple, C.jejuni’yi C.coli ve diger kampilobakter
tiirlerinden ayiran hippurat hidroliz testinin C.jejuni’nin identifikasyonu i¢in yeterince
giivenilir olmadig1 gosterilmistir. Bu durumun tersine bazi arastirmalarda C.jejuni

disinda diger kampilobakter tiirlerinin de hippurat hidroliz testi ile pozitif sonu¢ verdigi
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bildirilmektedir. Bu aktivitenin gercek anlamda #hippiirikaz enzim aktivitesini
yansitmadigi, kullanilan testin sartlarindan kaynaklanan yalanci pozitiflik oldugu bazi
aragtirmacilar tarafindan ileri siiriilmiistiir. Ayrica hippurat hidroliz testinin sonuglarini,
inokiile edilen bakteri yogunlugununda etkiledigi gdsterilmistir’®. identifikasyon
semasinda problem yaratan baska bir varyantta C.coli suslar1 arasinda gosterilmistir.
Bourke B. ve arkadaslari C.coli’nin bazi suslarinin TSI agarda H,S olusturdugunu
gostermislerdir. Identifikasyon testlerinin giivenilirliginin tartisildigi  bir  diger
kampilobakter tiiride C.lari’ dir. C.jejuni ve C.coli’nin son yillarda nalidiksik asite
artan oranlarda direng gelistirmesi ile birlikte C./ari’ yi diger termofilik tilirlerden ayiran
Nalidiksik asite duyarlik testlerinin sonuglarinin yorumlanmasi tartismali hale
gelmistir'”'. C.upsaliensis sefalotine duyarli olusu ile Cjejuni ve C.coli ‘den ayirt
edilmektedir. Ancak son yillarda yapilan aragtirmalar C.upsaliensis izolatlarinin % 10-
15 oraninda sefalotine direng gelistirdigini gdstermistir'’>. Kampilobakterlerin tiir
diizeyinde tamimlanmasinda, fenotipik yontemlerle yasanan bu olumsuzluklar,
identifikasyonda genotipik yontemlerin kullamlmasim zorunlu hale getirmistir®.
Kolackova I ve ark.’t1 kampilobakterlerin tiir diizeyinde identifikasyonunda
kullanilan yontemlerin etkinligini karsilastirmak amaci ile yaptiklar1 ¢alismada, ishalli
hastalarin digkilar1 ile gida orneklerinden izole ettikleri 911 kampilobakter izolatini
tiplendirmislerdir. Termofilik kampilobakter tiirleri i¢in spesifik ti¢ primer ¢iftinin
kullanildig1 tek tiip multipleks-PCR yontemi ve fenotipik yontemlerin sonuglarinin
karsilagtirildigr ¢alismada; tiir spesifik PCR ile izolatlarin % 85,1°inde; C.jejuni %
12,5’inde de C. coli i¢in spesifik DNA fragmentleri tespit edlirken, izolatlarin %
2,3’linde miks enfeksiyona isaret eden, hem C.jejuni hemde C.coli igin spesifik DNA
dizilerinin varlig1 tespit edilmistir. Buna karsilik, hippurat hidroliz testi baz alinarak
yapilan fenotiplemeye gore izolatlarin % 81°1; C.jejuni, % 19’uda C.coli olarak
tiplendirilmistir. Arastirmacilar PCR testi ile karsilastirildiginda, hippurat hidroliz testi
ile orneklerin % 31,3’iiniin yanlis pozitif ya da yanlis negatif sonu¢ verdigini, bu
durumun baz1i Cjejuni izolatlarinda  hippurikaz  enzimini  kodlayan gen
mutasyonlarindan, bakterinin {ireme fazinda olmasindan ya da bakteri inokiilum,
miktarinin yetersizligi gibi yontemin standardize edilememesinden
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada miks ornekler yalniz PCR testi ile

tesbit edilebilmistir' .
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Steinhauserova 1. ve arkadaslarinin yaptiklar1 benzer calismada ise termofilik
kampilobakterlerin  identifikasyonunda  fenotipik ve  genotipik  yOntemler
karsilastirilmistir. Arastirmada insanlardan elde edilen ve fenotipik testlerle 62’si
C.jejuni, 28’1 C.coli olarak tiplendirilen 90 termofilik kampilobakter susu Engval E.O’
nun tanimladigi, Termofilik kampilobakter tiirler i¢in spesifik 23SrDNA-RFLP yontemi
ile tiplendirilmistir. Fenotipik testlerle C.jejuni olarak identifiye edilen kampilobakter
izolatlarinin 58’1 23SrDNA-RFLP’de C.jejuni’ ile uyumlu fragment profili sergiledigi
halde 4’niin C.coli ile uyumlu profil gostermedigi fenotipik testlerle C.coli olarak
identifiye edilen izolatlarin tamaminin ise 23SrDNA-RFLP’de C.coli ile uyumlu
fragment profili sergiledigi bildirilmigtir' "’

Ronner A C. ve arkadaslarimin yapti§i ¢alismada ise insan digskisindan segici
kiiltiir yontemi ile izole edilen 108 kampilobakter susu fenotipik yontemler ve 23S
rDNA-PCR/RFLP yontemi ile identifiye edilmis, 23S rDNA- PCR/RFLP yontemi ile
izolatlarin tamami C.jejuni ile uyumlu bant profili sergiledigi halde hippurat hidroliz
testi ile izolatlarm % 5’inin negatif sonug verdigi bildirilmistir'®.

Denis M. ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise 294 kampilobakter izolat;
16SrDNA geni lizerinde 857 bp’lik kampilobakter genusu i¢in spesifik bir bolge, map A4
geninde 589 bp C.jejuni igin spesifik bir bolge ile ceu geninde 462 bp.’lik C.coli igin
spesifik bir bolgeyi tantyan ii¢ primer ¢iftinin kullanildigi multipleks PCR yontemi ile
tiplendirilmistir. Ayni1 izolatlat fenotipleme i¢in hippurat hidroliz testi ile de
degerlendirilmistir. Hippurat hidroliz testi ile izolatlarin, 74’ C.jejuni ve 220°si C.coli
olarak tiplendirilirken, multipleks PCR ile 66 izolat C.jejuni, 228 izolatta C.coli olarak
tanimlanmistir. Aragtirmada kullanilan 154 izolatin identifkasyonunda her iki test
arasinda uyum bulunmadigi, Hippurat hidroliz testi yoniinden pozitif bulunan 174
izolatin (% 59) multipleks PCR ile C.coli oldugu. Hippurat hidroliz testi ile
tanimlanamayan 20 izolatinsa (% 7) multipleks PCR ile C. jejuni olarak identifiye
edildigi bildirilmistir. Arastirmada kullanilan tiim izolatlar Linton ve ark.’nin dnerdigi
PCR yontemi ile de degerlendirilmis, iki PCR testleri arasinda % 100 uyum bulundugu
halde hippurat hidroliz testi ile PCR testleri arasinda % 34 uyum bulundugu
bildirilmistir '°".

Aisha AA. ve arkadaslarida, kampilobakter yoniinden pozitif oldugu bilinen 114
ornegi, genus spesifik: cadF, C.coli i¢in spesifik: asp ve C.jejuni i¢in spesifik: hipO gen
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bolgelerindeki konservatif bolgeleri hedef alan primerlerin kullanildigi bir multipleks
PCR testi ve hippurat hidroliz testi ile tiplendirmistir. Multipleks PCR testi ile
izolatlarin 70 (% 61,4)’1 C.jejuni, 35 (% 30,7)’ 1 C.coli, 9 (% 7,9)’u her iki tiiriin bir
arada bulundugu miks infeksiyon olarak belirlenmistir. Buna karsilik, multipleks PCR
sonuglar ile kiyaslandiginda, hippurat hidroliz testi ile 17 6rnegin C.jejuni olmadigi
halde C.jejuni, 7 ornegin ise C.jejuni olduklari halde C.coli veya C.lari olarak
tanimlandig1 gosterilmis, hippurat hidroliz testinin tanimlamada yetersiz oldugu
vurgulanmustir'®.

Nayak R.ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada ise insan diskis1 ve gevresel
ornekten izole edilen 97 Campylobacter susu, genus spesifik cadF, C.coli i¢in spesifik
ceuE ve C.jejuni igin spesifik oxido reductase genini hedef alan primerlerin kullanildigi
bir multipleks-PCR yontemi ve hippurat hidroliz testi ile identifiye edilmistir.
Multipleks- PCR yontemi ile suslarin tamamu C.jejuni olarak belirlendigi halde hippurat
hidroliz testi ile 22 (% 22,68) sus negatif enzim aktivitesi gostererek C.coli olarak
tanimlanmstir' .

Klena J D. ve arkadaslar1 kampilobakter genomunda yer alan ve UDP-N-
acetylglucosamine acyltransferase enzimini kodlayan /pxA4 geninin tiir diizeyinde tani
icin yliksek ayirim giiciine sahip oldugunu bildirmis ve klinik 6rneklerden C. jejuni, C.
coli, C.lari ve C. upsaliensis’in tan1 ve identifikasyonunda /px4 geninde her tiir igin
farkl1 bolgeyi hedef alan, {ic ayr1 primer c¢iftinin kullanildigi bir multipleks PCR
yontemini Onermislerdir. Arastirmacilar klinik ve cevresel ornekten elde edilen 108
kampilobakter izolatin1 bu multipleks PCR testi ile identifiye etmis ve sonuclarin
biyokimyasal tiplendirme y6ntemi ile % 100 uyumlu oldugunu bildirmislerdir'**.

Burnett T.A. ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise, fenotipik o6zelliklerine
gore C.jejuni olarak tamimlanmis 116 klinik izolat, farkli gen bolgelerinin hedeflendigi
daha once tanimlanmig 6 PCR testi ile yeniden tiplendirilmislerdir. PCR testlerinin
tamaminda, fenotipik olarak C.jejuni tanisi alan 32 insan izolatinin 31’1 (% 97)
C.jejuni,1 (% 3)’1 ise C.upsaliensis olarak tanimlanirken, 83 tavuk izolatinin 56 s1(%
67) C.jejuni, 27 (% 33)’side C.coli olarak identifiye edilmistir'®,

Persson S. ve arkadaslar1 ise daha Once biyokimyasal testlerle C.jejuni olarak

tanimladiklar1 88 izolat ile C.coli olarak tanimladiklar1 47 izolati, 16S rDNA genindeki

genus spesifik dizileri, C.jejuni i¢in spesifik olan hipO genini ve C.coli i¢in spesifik
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olan aspartokinase genini taniyan primerleri kullandiklar1 multipleks PCR yontemi ile
yeniden tiplendirmiglerdir. Sonu¢ olarak fenotipik yontemle C.coli olarak identifiye
edilip Multipleks PCR ile C.jejuni olarak tesbit edilen bir sus hari¢ tiim suslarin
Multipleks PCR testinde fenotipik identifikasyon ile uyumlu sonug¢ verdigini
bildirmislerdir'®.

Biz hippurat hidroliz testini baz olarak aldigimizda, digkidan secici besiyerlerinde
izole etigimiz 17 izolatin 13 (% 76,5 )’iinti C.jejuni, 4 (% 23,5)’linl de C. coli olarak
tanimladik (Tablo14). Ayni1 izolatlar1 PCR-RFLP ile tiplendirdigimizde ise; 14 (% 82,4)
izolatin C.jejuni ile 3 izolatin (% 17,6) C.coli ile uyumlu fragment profili sergiledigini
tesbit ettik. PCR-RFLP sonuclarmi Hippurat hidroliz testi ile karsilastirdigimizda;
Hippiirat hidroliz testi ile C jejuni 6n tanisi alan 13 susdan 12’sinin PCR/RFLP testinde
C.jejuni ile uyumlu fragment profili gosterdigini ancak hippurat hidrolizi sonucuna goére
C.jejuni olarak tanimladigimiz 1 susun, PCR-RFLP sonuglarina gore C.coli ile uyumlu
fragment profili sergiledigini buna karsilik hippurat hidroliz testi ile negatif olarak

belirlenen ve fenotipik olarak C.jejuni olarak belirledigimiz 4 sustan 2’sinin PCR-

RFLP’ de C.jejuni ile uyumlu fragment polimorfizmi gosterdigini tesbit ettik (Tablo14).
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6. SONUC ve ONERILER

Termofilik  kampilobakter  tiirlerinin ~ bolgemizdeki  ishalle  seyreden
gastroenteritlerdeki insidansi ile, termofilik kampilobakterlerin diski 6rneklerinden
tanisinda kullanilan kiiltiire dayali metodlarla, 23S rDNA genindeki tiire spesifik
dizilerin PCR-RFLP yontemi ile tespitine dayali molekiiler metodlarin tani degeri ve
kabul edilebilirligini tespit amaci ile planlanan ve ishalli 434 hastaya ait digk1 6rneginin
degerlendirildigi ¢alisma sonunda;

1- Termofilik kampilobakterlerin ¢alismaya dahil edilen olgularin % 5,1’inde
etyolojiden sorumlu olduklari,

2- Calismada kullanilan, kiiltire dayali yonemlerle 17 (% 3,9) hastanin diski
orneginde kampilobakter tespit edilirken PCR-RFLP yontemi ile 19 (% 4.5) hastanin
disk1 6rneginde termofilik kampilobakterlere ait hedef dizilerin bulundugu,

3- Segici kiiltlir teknikleri ile termofilik kampilobakter tespit edilen diski
orneklerinden 3 (% 13,6)’ti PCR-RFLP ile negatif bulunurken, 5 (% 22,7) hastaya ait
disk1 6rneginde de sadece PCR-RFLP ile hedef dizilerin tespit edilebildigi,

4- PCR-RFLP testi sonuglar1 altin standart olarak kabul edildiginde secici kiiltiire
dayalt metodlarin duyarliligimin % 73,7, 6zgiilliigiiniinde % 99,3 oldugu,

5- Secici kiiltiire dayali tanida kullanilan besiyerlerinden mCCDA ve CAT’in
benzer duyarlilikta olmasina (% 73,7) karsilik, SSA besiyerinin duyarliliginin bu
besiyerlerine gore daha diisiik (% 57,9) oldugu, ancak mCCDA/CAT besiyeri ile SSA
besiyerinin birlikte kullanilmasi halinde duyarlili§in optimize edilebilecegi,

6- Segici besiyerinde iiretilen 17 susun hippurat hidroliz testi esas alinarak yapilan
fenotiplendirilmesinde C.jejuni oldugu diisiiniilen, 1 susun PCR-RFLP sonuglarina gore
C.coli ile uyumlu fragment profili, buna karsilik hippurat hidroliz testi negatif olarak
belirlenen ve fenotipik olarak C.jejuni diisiiniilmeyen 2’susun PCR-RFLP analizinde
C.jejuni ile uyumlu fragment polimorfizmi gosterdigi, bu sonuglara gére PCR-RFLP
bazli genotiplendirme baz olarak alindiginda fenotipik yontemlerle C.jejuni
tiplendirmesinin duyarliliginin % 85,7, 6zgiilliigiiniin % 66,6 oldugu, C.coli i¢cin bu

oranlarin sirasi ile % 66,6 ve % 85,7 oldugu goriilerek, 6zellikle ¢ocukluk donemi
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sekretuvar veya dizanterik formda seyreden ishallerde termofilik kampilobakter
tirlerinin mutlaka arastirilmasi gerektigi ve laboratuvar imkanlarinin uygun olmasi
halinde kisa siirede ve yiiksek duyarlilikta sonu¢ veren PCR-RFLP yonteminin tani

amaci ile kullanilmasinin uygun olacagi kanaatine varilmistir.
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