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ONSOZ

Her yil diinya ¢apinda milyonlarca insanin hayvanlar tarafindan 1sirildigi rapor
edilmektedir. Isiriklarin % 90’1 kopekler tarafindan meydana getirilir ve bu 1sirik
yaralarinin biiylik ¢ogunluguna tibbi miidahale yapilmamaktadir. Bazen bu kdpek 1sirig
sistemik bir infeksiyon olusturabilmektedir. K&pek 1siriklart nedeniyle infeksiyon sonucu
yillik 6liim oranmin 10 kisiden % 6.7’sinin oldugu belirlenmistir. Capnocytophaga
genusuna ait 7 tiir insan ve evcil hayvanlarin agiz boslugunda bulunmaktadir.
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochraceae, Capnocytophaga sputigena,
Capnocytophaga granulosa ve Capnocytophaga haemolytica insan oral kavitesinde
bulunmakta ve periodontitis ile iliskilendirilmektedir. Capnocytophaga cynodegmi ve
Capnocytophaga canimorsus ise daha ¢ogunlukla kopeklerin agiz florasinda
bulunmaktadir. C. canimorsus prevelansina iligkin ilk raporda, 50 kopegin % 8’1 pozitif
sonu¢ vermistir. Bir sonraki raporda ise C. canimorsus bakimindan test edilen kopeklerin
%26’sindan yapilan kiiltiir pozitif olarak belirlenmistir.

C. canimorsus ¢ok hafif belirtilerle seyreden yada fatal sepsis gibi agir semptom
gosteren zoonotik infeksiyonlara yol acabilir. Kopek tarafindan 1sirilan veya kopekle temas
eden bireylerde goriilen C. canimorsus infeksiyonlar1 siroz, splenektomi, Hodgkin
hastaligi, Hairy cell ldsemi, pulmoner fibroz, peptik {lser, Waldenstrom
makroglobulinemisi, sistemik ve topikal kortikosteroid kullanimi gibi durumlarda ciddi
klinik tablolara yol agmaktadir. Fusiform bakterilerden olan Capnocytophaga spp. Gram
negatif kokobasil, uzun, ince, gii¢ iireyen ve fakiiltatif anaerob bakteridir. Optimal iireme
i¢cin zenginlestirilmis CO;’li ortama ihtiya¢ duyar. Capnocytophaga spp. genusundan iki
tir C. canimorsus ve C. cynodegmi kedi kopek agiz florasinin endojen iiyesidir ve agiz
boslugunda konuslanmislardir. Insanda C. canimorsus bazen kedi ve kdpek isirmasi
sonrasi yaralara ve sistemik infeksiyonlara neden olmaktadir. C. cynodegmi daha ¢ok lokal
yara infeksiyonu yaparken sistemik infeksiyon olusturma olasilig1 diisiiktiir. Bu iki tiir
arasindaki biyokimyasal benzerlik tiir tespitinde zorluk olusturmaktadir. Hatta yiiksek
sensitif molekiiler metotlar uygulandiginda sekans analizi iki tiir arasindaki ayrim igin
ihtiya¢c duyulmaktaydi. Hazirlanan bir raporA gore, C. canimorsus, C. cynodegmi’den 16S
rRNA sekans karsilastirmasi ile bile zor ayirt edilmekteydi. Bu sebeple Capnocytophaga
spp. icin gelismis uygun ve spesifik PCR sistemi gerekmektedir. Giinlimiizde PCR bazl
prevalans tespit metotlar gelistirilmistir.

Ulkemizde de bu hastalik etkeni ile ilgili Veteriner alanda yapilan calismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alisma ile kopeklerde Capnocytophaga tiirlerinin bolgesel olarak
saptanmasi ve ileride yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutulmasi amaglanmaktadir.

Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan VTF-12016 kodlu proje olarak desteklenmistir. Ayrica, ADU Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 07.10.2011 tarih ve 2011-103 sayili karar1 ile aragtirmada etik
acidan bir sakinca bulunmadig bildirilmistir.
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1. GIRIS
1.1. Tanim

Diinya’da her yil milyonlarca insanin hayvanlar tarafindan 1sirildig1 rapor
edilmektedir. Bu 1siriklar hafif yaralanmalardan ciddi infeksiyonlara kadar degisik
komplikasyonlara neden olmaktadir. Infeksiyonlar 1siran canlinin agiz florasindan ya da
isirillan canlinin cilt florasindaki mevcut patojenlerden de kaynaklanmaktadir. Hayvan
1s1i1181 ile insanlara gectigi bilinen bakteri zoonozlarina goz atildiginda siklikla Pasteurella
multocida, Bartonella henselae, Spirillum minus, Streptobacillus moniliformis, Francisella
tularensis ve Capnocytophaga canimorsus tiirleri karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tiirler arasinda
bulunan Capnocytophaga canimorsus DF-2 (disgonik fermentor) susu ise kopek ve
kedilerin agi1z florasinda bulunabilen gram negatif bir comak olup insanda cerrahi sonrasi
sepsis ile iliskili olarak goriilebilen klasik bir zoonoz etkendir (Hinrichs ve ark. 1980,

Spelman 1996).

Gelisen yara infeksiyonlarinin hemen hemen ¢ogu  polimikrobiktir.
Capnocytophaga spp. tiirleri de sik izole edilen patojenlerdendir (Dendle ve ark. 2009,
Talan ve ark. 1999). Isiriklarin % 90’1 kopek ve kediler tarafindan meydana getirilmekte ve
bu 1sirik yaralarinin biiyiik ¢ogunluguna tibbi miidahele gereksiz goriilmektedir. Bazen bu
wsiriklar sistemik bir infeksiyon olusturabilmektedir ve bu infeksiyonlar sonucu yillik 6liim

% 6.7 oranina ulasabilmektedir (Griego ve ark. 1995).

1.2. Capnocytophaga Tiirlerinin Siniflandirilmasi
1.2.1. Taksonomik Siniflandirma

Capnocytophaga spp., Flavobacteriaceae ailesi ve Bacteroidetes subesinde
bulunmaktadir. Fusiform bakterilerden olan Capnocytophaga genusu, Cytophagaceae
familyasindan 0.42-0,6 x 2.5-5.7 um biiyiikliigiinde, uzun, ince, gii¢ iireyen, gram negatif
mikroaerofilik veya fakiiltatif anaerob, sporsuz, kapsiilsiiz, kapnofilik, kokobasil bir
bakteridir. Agar besiyerlerinde parmaksi cikintilar1 sayesinde kayan koloniler (gliding

motility) olustururular.



Capnocytophaga spp. tiirlerinin primer izolasyonu i¢in anaerob sartlara gereksinim
vardir. % 5 karbondioksit en ideal ortami1 saglamaktadir (Hawkey ve ark. 1984). Bu amacla
CO; inkiibatorii veya mumlu kavanoz kullanilabilmektedir. Karbondioksitli ortamda
tireyebilen kapnofilik bakteriler olduklar1 i¢in siirekli pasajlanirsa oksijeni tolere edebilir
ve normal atmosfer kosullarinda bile tiremeye alisabilirler. Capnocytophaga spp. tiirlerinin
tiretilmesi i¢in Onerilen besiyerleri icerisinde en uygun olan1 CAP besiyeridir. Ayrica
digerlerine gore giivenilir ve avantajlidir (Rummens ve ark. 1985, Mashimo ve ark. 1983).
Buna ek olarak Capnocytophaga canimorsus biiyiime i¢in disaridan biiylik miktarlarda
demire de gereksinim duymaktadir. % 5 koyun kanli Columbia agar veya % 10 CO;’li
ortamda ¢ikolata agarda bakteri yavas yavas lireme gosterir (Brenner ve ark. 1989).
Vankomisin, kolistin ve trimethoprime diren¢li oldugu i¢in modifiye Thayer-Martin agarda
iyi direrler, fakat MacConkey agarda lireme gostermezler. Agar’in 5 giin siireyle en az 37
°C’de inkiibasyonu gerekmektedir. Kolonileri kanli agar’da 2-7 giin boyunca
goriinmeyebilir. Tavsan kanli agarda ise koloniler 37°C’de 24 saatte ancak goriilebilecek
kadar gelisim gostermekte, 3-4 giinde ise 2-3 mm c¢apinda ortalar1 kabarik, yanlar1 basik ve
sacakll bir hal almaktadir. Ek olarak at kani iceren agar plaklarinin kullanilabilirliginin

koyun kani i¢erenlere oranla daha yiiksek oldugu da tespit edilmistir.

Capnocytophaga spp. tirleri agar besiyeri yiizeyinde sari-turuncu renkli koloniler
ve beyaz yada sar1 pigment olusturabilirler. Ayrica agar plakadan kazinan kolonilerin rengi
pembe sar1 aras1 bir formdadir. Insan Capnocytophaga tiirlerinden farkli olarak, pozitif
olan suslar katalaz pozitiftirler ve petride beyaz renkli, diizgiin sekilde tiremis, sivri uclu,
sulu (kalin, 1slak goriiniim), yuvarlak cikintili bir hiicre kolonisi olarak goriiliirler ve
fermentasyon reaksiyonlarini serum eklenmis besiyerinde gergeklestirirler (Winn ve ark.

2006).



Sekil 1.1. Capnocytophaga tiirlerinin mikroskopik goriiniimii

Sekil 1.2. Capnocytophaga tiirlerinin kanh agarda goriintimi

1.2.2. Biyokimyasal Ozellikler

Biyokimyasal testlerin gergeklestirilmesi organizmanin yavag biiylimesi nedeniyle
zor olabilmektedir. Kayma hareketi yapan bir bakteri olan Capnocytophaga spp. kapnoid
olarak isimlendirilen siilfonolipidleri (kapnin, 2-amino-3-hidroksi-15-metilhekzadesan-1-
siilfonik asit) icerir ve bu maddeler bakteri hiicresini saran major bilesenlerdir (Godchaux

III ve Leadbetter 1980, Godchaux III ve Leadbetter 1983).



Capnocytophaga spp. iiyeleri dekstran, glikojen, glikoz gibi ¢esitli karbonhidratlari,
inulin veya nisastayr fermente substratlar ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler.

Ekstraselliiler dekstran sentez edebilirler (Hicklin ve ark. 1987, Brenner 1989).

Bakterinin bu ekstraselliiler ekstratlar1 igerisinde CO, tutmasim1 saglayan
fosfoenolpiruvat karboksikinaz, alkalin fofataz, fosfatidiletanolamin gibi bilesenler de
bulunur. Ornegin fosfoenolpiruvat karboksikinaz hem kendisinin hem de diger kapnofilik
bakterilerin CO, tutmasini saglar. Ayrica Bacteroides spp., Peptostreptococcus spp. gibi
bakteri tiirleri de Capnocytophaga spp. tiirlerine CO,; temininde yardimci
olabilmektedirler. Biyokimyasal ozelliklerine goére ayirt edilen diger 3 tiir ise
Capnocytophaga  sputigena,  Capnocytophaga  gingivalis ve  Capnocytophaga
ochraceus’dur. Capnocytophaga ochraceus Onceleri Bacteriodes spp. tiirlerinden

sayllmakta iken sonradan Capnocytophaga spp. cinsi i¢ine aktarilmistir.

Sefalin ise baslica fosfatidil etanolamindir. Bunlar saflastirilip deney hayvanlarina

enjekte edildiginde enjeksiyon bolgesinde kemik erimesine neden olurlar.

Diger hemolizinlerin arasinda hyalurinidaz, koagiilaz, kollagenaz ve diger
proteazlar, fosfataz, amilaz, N-asetil-glukozaminidaz, esteraz, mukopeptitler, bakteri
DNAsi1, gliserol teikoik asitler, fosfolipitler sitoplazmik membran komponentleri,
bakteriyel ribozomal proteinlerin pek ¢ok fraksiyonu ve onlarin prekiirsorleri, dis duvari
olusturan peptidoglikanin kendisi ve peptit kopriilerinin her birisi, nérominidaz ve
kondritin siilfataz sayilabilir. Bakteri oksidaz, ONPG (O-nitrofenil-D galactoside), katalaz
ve arginin dihydrolase agisindan pozitif ve iireaz, nitrat, indol, DNaz, jelatin, lizin ve

ornitin bakimindan negatiftir.

Capnocytophaga spp. tiirlerinin fermentasyon reaksiyonlart serum eklenmis
besiyerlerinde pozitif olmaktadir. Lizin ve ornitin dekarboksilaz ile arginin dihidrolaz
reaksiyonlart negatif olan bu bakterilerin tiirler arasi aymriminda nitrat ve nitrit
rediiksiyonu, nigasta ve dekstran hidrolizi gibi biyokimyasal 6zellikler kullanilmaktadir

(Winn ve ark. 2006).



1.3. Capnocytophaga Tiirlerinde Patojenite ve Virulans Faktorleri

Capnocytophaga canimorsus infeksiyonu patogenezi hakkinda az bilgi mevcuttur.
Bakterinin yapilan laboratuar deneylerinde fare makrofajlarinda ¢ogaldigi gbzlemlenmis,
tirettigi toksin sonucu sitotoksik bir hal aldigi ve patojenlerin bu sekilde fagositik
hiicrelerden beslenebildigi anlasilmistir (Fischer ve ark. 1995). Sitokin {iretiminin in vitro
ortamda bagka bir menenjitis etkeni olan N. meningitidis ile karsilastirildiginda ¢ok diistik

bir seviyede oldugu gozlenmistir (Frieling ve ark. 1997).

Sepsiste, gram negatif bakterilerden LPS kan dolasgimmna karigsmakta ve
lipopolisakkarit baglayan protein (LBP), ¢oziinebilir CD14 (sCD14), membran CD14
(mCD14), CDI11/CD18 kompleks ve TLR’ler araciligiyla dogal immun yaniti
baslatmaktadir (Medzhitov ve ark. 2000). TLR’ler immiinitede kendine 6zgii ve esansiyel
fonksiyonlara sahip, kalip tanima reseptorleridirler (PRR). Monosit ve makrofajlardaki
ylizey proteini olan CD14'lin transmembran bolgeye sahip olmayisindan dolay1 sinyal
iletiyi intraselliiler olarak iletemedigi anlasilmis ve TLRs transmembran bolgeye sahip
gercek iletici ylizey molekiilii olarak belirlenmistir (Poltorak ve ark. 1998). CD14'iin
aksine TLRs bakteri ve iirlinlerinin tipini tanimada ¢ok spesifiktir. Gram negatif bakteriyel
LPS'yi TLR4’iin tamidigr saptanmistir (Opal ve ark. 2002). Pro-inflamatorik yanitin
yoklugunda Capnocytophaga canimorsus insan Toll-benzeri reseptor 4 (TLR4) ile
etkilesim hali gostermemektedir (Shin ve ark. 2007). TLR4 i¢in efektor LPS’nin lipid A
kism1 Capnocytophaga canimorsus’n diger patojenlerden farkli kilmaktadir. Bakteri
sadece fagositoz ve 6ldiirmeye kars1 dayanikli degil, ayn1 zamanda Cc5 gibi bazi1 suslar E.
coli gibi 1ilgisi olmayan bakterilerinde makrofajlar tarafindan oldiiriilmesini de

engellemektedir (Meyer ve ark. 2008).

Notrofillerin mikro organizmalari ve f{irlinleri tanimalarinda TLR’ler aracilik
etmekte ve dogal immun yanit1 baslatmaktadirlar (Aderem ve ark. 2001). Sepsiste TLR4
genindeki mutasyonlar sonucu endotoksine karsi direng gelistigi de saptanmistir (Modlin
ve ark. 1999). Insanlarda TLR4 mutasyonlari ile endotoksine yanitta azalma gdzlemlenmis
fakat istenmeyen bir sekilde infeksiyonlara karsi duyarliligin arttign gézlemlenmistir

(Arbour ve ark. 2000).



Capnocytophaga canimorsus’un beslenmek i¢in hiicrelerle direkt temas kurmasi
gerekmektedir ve diger bakterilerle yarigma faktorii olarak ayrica kendisine maksimum
fayda saglamak amaciyla sialidaz enzimini ortama serbest birakmamaktadir. Bir hipotez
olarakta wt (saha susu) ve siaC Cc5 bakteri makrofaj bulunan ortamda beraber inokiile
edildigi zaman capraz beslenme olmamaktadir. Bu duruma goére wt Capnocytophaga
canimorsus’un hiicre ylizeyinden ¢ikan aminosekerlerin yakalamasinda etkili oldugu ve dis
membraninda bu fonksiyon i¢in yiiksek afiniteli transporterler bulundugu diisiiniilmektedir.
Fare doku kafes modeli kullanilarak in vivo ortamda Capnocytophaga canimorsus’un
fagositlerden de beslendigi, saha susu ve sialidaz bagimli Capnocytophaga canimorsus
arasinda inat¢1 bakteri olma bakimindan farklilik oldugu, NeuSAc2en tarafindan makrofaj
varhiginda Capnocytophaga canimorsus gelisiminde inhibisyon meydana geldigi tespit
edilmistir. Mikrobial sialidaz, bakteriyel yayilimi 6nlemeye karsi hedef etkili bir ilag
gorevi gostermekedir (Von Itzstein 2007).

Sialik asit (N-asetil noraminik asit, Neu5Ac) 9 karbonlu asit sekerler arasinda
bulunan, mannozamin ve piriivattan tiireyen bir amino seker olup, polisakkaridlerin,
glikoproteinlerin ve mukoproteinlerin yapisinda yer alir. Ayrica bakterilerde de yaygin
olarak bulunmaktadir (Rosenberg ve ark. 1976). Hiicre yiizeyinin terminal pozisyonunda
bulunan okarydtik glikan yapilari sekrete eden, dogal bagisikligin diizenlenmesi,
mikroplara baglanma, hiicresel iletimin diizenlenmesi, membranlarin reseptor
fonksiyonlarinin yerine getirilmesi ve konak-patojen etkilesimlerinde taninmay belirleyici
gibi farkli biyolojik ve fizyolojik 6zellikleri vardir (Schauer 1982, Schauer 2000, Varki ve
ark. 2007). Glikoprotein yapisindaki c¢ogu akut faz proteininin terminal ucunda
bulunmasindan dolay1 sialik asit diizeyi akut-faz reaksiyonunun bir gostergesidir

(Rosenberg ve ark. 1976).

Sialidaz, virulansa (en azindan fare modelinde) katkida bulunan bir faktordiir.
Ayrica caligmalarda metabolizma ve virulans arasinda bir baglilik oldugu da tespit
edilmistir. Daha oOncede belirtildigi gibi sialidazin Capnocytophaga canimorsus’un
glikoproteinlerde bulunan glikan zincirlerinden beslenmesine imkan saglamasi ve
Capnocytophaga canimorsus’un da HelLa hiicreleri ile beslenebilme yetenegine

bakildiginda, bu 6zelligin bukkal epitelyum hiicreleri ile beslenme adaptasyonu arasinda



etkili oldugu anlasilmaktadir. Sialidaz, bu beslenme siirecinde yiizeyi sinirlar ve bu yiizey
lokalizasyonu glikan yapilarin agiga c¢ikarilmasi i¢in zorunludur. Ekstraselliiler
Capnocytophaga canimorsus sadece Hela hiicreleriyle direkt temas yoluyla degil,
makrofaj doku kiiltiir hiicreleri olan J774.1 makrofajlariyla da etkin bir sekilde
cogalmaktadir. Bu durum, Capnocytophaga canimorsus’un sadece kiiltiire edilmis
makrofajlarca yapilan fagositozise direngli olmak disinda normal fonksiyonu mikroplar
icine ¢cekmek, yutmak ve oldiirmek olan makrofajlara kars1 da avantaj saglamaktadir (Shin
ve ark. 2007, Meyer ve ark. 2008). Sialidaz bagimli mutant gelisimi GalNAc, GIcNAc ve
LacNAc gibi aminosekerlerce saglanabilirken, glikoz, galaktoz, mannoz yada sialil-laktoz
gibi sekerler bu gorevde yer almamaktadir. Bakteri metabolizmasi i¢in deglikozilasyon
islemini baslatmakta da yine sialidazin 6nemi vardir. Fakat yapilan ¢alismalarda agara
sialik asit eklenerek sialidaz-bagimli mutant iiretilememesi sialik asitin sialidaz {izerinde
etkisi olmadigin1 diisiindiirmektedir. Bakteri yiizeyinde yerlesik bulunan sialidaz konak
hiicre glikoproteinlerin glukan zincirlerinden internal aminosekerleri kullanmasi igin

organizmaya imkan saglar (Mally ve ark. 2008).

Viicut sivilarinda ve bircok dokuda negatif yiiklii olan sialik asit hem serbest hem
de glikolipid ve glikoprotreinlerin karbonhidrat boliimlerine bagli olarak bulunur. Sialik
asidin en 6nemli 6zelliklerinden biri taninmay1 engelleyici fonksiyonudur. Bir¢ok patojen
bulunduklar1 ortama kendini benzeterek (mimikri) komplement tarafindan 6ldiiriilmemek
ve opsonizasyondan ka¢gmak icin yiizeylerine sialik asidi maruz birakmak amaciyla ¢esitli

yollar gelistirmistir (Burnaugh ve ark. 2007 ).

Capnocytophaga spp. bakterisinin etkili oldugu bir diger durum da periapikal
dokuya cikip, orada gruplar ve kiimeler halinde bir araya toplanabilmeleri sonucu konak
savunma hiicrelerinin bu kiimeyi fagosite etmesini zorlagtirmasi ve periapikal dokuda tip-II
asirt duyarlihi@a sebep olmasidir. Capnocytophaga spp. immunoglobulin, komplement
faktor ve laktoferrin gibi insan proteinlerini ayristirabilen ekstraselliiler enzim tiretebilir ve
bu 6zelligi potansiyel viriilens faktor olarak diisiiniilmektedir (Alugupalli ve ark. 1996).
Gida i¢inde Capnocytophaga gingivalis kaynakli aminopeptidaz bulunmasi insan oral
kavitesinde patogenez bakimindan 6nemli olabilmektedir. Capnocytophaga sputigena susu

kaynakl1 lipopolisakkaritler insan periferal monositlerce iiretilen poliklonal B-hiicre ve



interlokin-1 aktivasyonunu saglamaktadir (Kim ve ark. 1994). Serum direnci muhtemelen
lipopolisakkarit yap1 tarafindan etkilenmekte ve Capnocytophaga tiirlerine potansiyel
patojenik katkida bulunan 6nemli bir faktér oldugu disiiniilmektedir. (Wilson ve ark.
1987). Capnocytophaga spp. tirleri ile enfekte hastalarda, bu bakteri nedeni ile
notrofillerin morfolojik ve fonksiyonel olarak anormal hale geldigi bildirilmektedir.
Ayrilabilir bir madde {irettikleri ve bunun nétrofil kemotaksisini bozdugu belirtilmis ve
fibroblast proliferasyon inhibitor faktor ile endotoksin salgiladiklari da saptanmistir
(Hawkey ve ark. 1984, Shurin ve ark. 1985). Capnocytophaga spp. tiirlerinin ESR (eritrosit
sedimentasyon hiz1) artigina, anemiye ve bunun yaninda serum immun globulin
konsantrasyonunda da artisa neden oldugu bildirilmistir. Hasta serum immun globulin
degerleri, normal degerlerin 2-3 hatta 4 katina kadar bir artis géstermistir (Shurin ve ark.

1985).

Capnocytophaga spp. tirlerinin G ve T olmak iizere iki farkli antijenleri
bulunmaktadir. G antijenleri gruba 6zel, T antijeni tipe 6zel antijenlerdir. Ayrica sadece bu
organizmalara ait olan bir sulfonolipidleri vardir. Buna kapnin adi verilmektedir (Hawkey
ve ark. 1984). Capnocytophaga spp. bakterisinin kollajen iiretimine engel olan ve
fibroblastlarin proliferasyonunu yavaslatan bir 6zelligi bulunmaktadir (Ponte ve ark. 2001).
Gram negatif bakterilerde enzimlerin dis membran i¢ine saplanmis halde bulunmasi pek
rastlanan durum degildir fakat, Klebsiella oxytoca’da pullulanaz’a karst 116-kDa
izoamilaz’in bulunmasi buna aksi bir Ornektir (Pugsley ve ark. 1990). Sialidaz ise
pullulanaz benzeri bir lipoproteindir ve buna ek olarak Y. enterocolitica’da bulunan YadA
gibi yiizeye gdomiilmiis ototranspottan sorumlu bir protein gorevi de iistlenebilmektedir.
SiaC kritik hedef belirlemede hazir bulunmak igin dogal N-terminal sinyal dizisine
sahiptir. Sialidaz, boylece Sec yolu ile sitoplamik membran1 geger fakat nasil gectigi ve
gomiilii olarak kaldigi halen izah edilememistir. Capnocytophaga ochracea gibi oral
patojenler ortama P. gingivalis vezikiilleri ilave edildiginde vezikiillere tutunurak
cokelirler ve boylece fagositozdan korunmalar1 daha miimkiin olur. Capnocytophaga spp.
ve Cytophaga spp. tiirlerinin fosfataz aktivitesi bulunan ekstraseliiler vezikiilleri vardir

(Koretke ve ark. 2006).



Capnocytophaga canimorsus, tagositler basta olmak iizere memeli hiicreleri ile
direkt temasta olmalar1 halinde dahi giiglii ve direngli bir biiyiime gdstermektedir. Bu
Ozellik sialidase igeren yiizeye baghdir ve Capnocytophaga canimorsus’un konak hiicre
glikoproteinlerinden glikan zincirli internal aminosekerlerden faydalanmasina imkan
saglar. Ayrica sialidase, mukozal yiizeylerden karbonhidrat salinimi ile kommensal
yasamin idamesini saglamakta, sicangillerdeki infeksiyon modelinde bakteriyel kaliciliga
destek sagladigr goriilmektedir. Hatta Capnocytophaga canimorsus konake¢1 glikan
deglikozilasyonu vasitasiyla polimorfniikleer 16kositleri ile de beslenebilmektedir (Mally

ve ark. 2008).

Capnocytophaga canimorsus bakterisi bu sekilde viicut savunmasinin birincil
asamasindan kacabilmekte ve mevcut dogal bagisiklik sistemi tarafindan tespit
edilememektedir. Oliimciil septisemi ile gelen bir hastadan izole edilen Capnocytophaga
canimorsus Cc5 hiicrelerinin canli veya yiiksek 1s1 ile oldiiriilmiis (HK-heat inactivated)
sekliyle makrofajlarin enfekte edilmesi ile tiimor nekrozis faktor (TNF), interlokin -1 (IL-
1), IL-6, IL-8, gama interferon, makrofaj inflamatorik protein 1b ve nitrik oksit salinimi
gozlemlenmemistir. Bu proinflamatorik yanit yetersizligi ile karakterize durum, Toll
benzeri reseptor 4’iin Cc5 hiicreleri icin zayif kalmasi ile alakali olmaktadir. HK olmayan
canli Cc5 hiicreleri, HK Yersinia enterocolitica hiicreleri tarafindan indiiklenen nitrik oksit
ve tiimor nekrozis faktor (TNF) salinnmini da bloklamaktadir. Ayrica defosforile p38
mitojen-aktive edilmis protein kinaz ve Toll benzeri reseptor 4 yanitinda yetersizlige neden

olmaktadir (Shin ve ark. 2007).

Capnocytophaga canimorsus hiicreleri sicangillere ait makrofaj hiicrelerine kars1 da
diren¢ gostermektedir. PMN-odakli fagositozis ve yok etme olarak bilinen komplement
sistemi tarafindan Oldiiriilmeye de direng gostermektedirler. Yiiksek duyarlikli mutant
karakterizasyonu ve izolasyonu ile tim bu o6zelliklerin lipopolisakkarit (LPS) benzeri
polisakkaritik bir yapiya bagl gerceklestigi anlasilmaktadir. Komplement tarafindan
Oldiiriilmeye direncli olmasma yonelik olarak bir ¢alismada Capnocytophaga
canimorsus’un oldiriilme duyarlilig1 test edilmis, karsilagtirma i¢in serum sensitif bakteri
yerine E. coli Topl0 hiicreleri ve serum rezistant bakteri yerine S. enterica serovar

typhimurium SL1344 hiicreleri kullanilmistir. Cc5 hiicreleri degisik periyotlarla %10 NHS



(normal human serum) ile inkiibe edilip, kiiltire edildiginde ve vital sayim ile canli
kalanlarin tespiti yapildiginda %10 NHS 30 dakika i¢inde canli E. coli hiicrelerini 5 logio
birim azaltirken canli Cc5 hiicrelerini sadece 0.1 logo birim, S. enterica serovar
typhimurium hiicrelerini de 0.5 log;o birim azaldig1 tespit edilmistir. 3 saat inkubasyondan
sonra Cc5 hiicre sayisi inokiile edilenden daha fazla iken E. coli sayisinin 6 log;o birim ve
S. enterica serovar typhimurium sayisin 0.7 logjo birim azaldig1 gozlemlenmistir. HI
NHS ile inkiibe edilen E. coli hiicrelerinin canli kalmasiyla o6ldiiriilmenin gergekten

komplement yoluyla gerceklestigi anlasilmistir.

Serum sensitif Y1C12 mutant bakterisi de PMN fagositozuna karsi artmis
sensiviteye sahiptir. Opsonizasyon yoklugunda ve “konak/hedef {inite” basina enfeksiyoz
birim sayis1 anlamina gelen MOI-1’de PMN aracili fagositozis ve opsonizasyonsuz
oldiirme seviyesi sirasiyla Y1C12 bakterisinde % 50 ve % 40 iken bu oran wt Cc5 bakterisi
icin % 30 ve % 20 olmaktadir. C7°den yoksun NHS ile preopsonize olan Y1C12 mutant
bakterisinde fagositozis ve PMN aracil1 6ldiiriilme seviyesi % 40 olarak gozlenmektedir.
Y1C12 mutant bakterisi HI NHS (heat-inactivated normal human serum-isi ile inaktive
edilmis normal insan serumu) ile preopsonize edildigi zaman, fagositozis oran1 % 10
artmaktadir. NHS i¢ine Abs sunumu Y1C12 6ldiirme ve fagositoz seviyesinde kiigiik bir
artistan dolay1r meydana gelmektedir. Sonug olarak, Y1C12 Cc5 bakterisi mutant bakterisi
de saha susu gibi PMN tarafindan oldiiriilme ve fagositoza yaklasik olarak iki kat
duyarhdir. Ek olarak insanda goriilen infeksiyonlardan izole edilen diger iki
Capnocytophaga canimorsus susu Ccl1 ve Cc12’in de Cc5 susu kadar direngli olugu tespit
edildi. Bu durumdan komplemente direngli olmanin Capnocytophaga canimorsus

suslariin genel bir 6zelligi oldugu anlagilmaktadir (Mally ve ark. 2008).

Kopek komensali olan Capnocytophaga canimorsus’un kopeklerde ve farelerde
yapilan deneysel infeksiyonlara karsi oldukca direngli oldugu tespit edildikten sonra Cc5
duyarlilig1 normal kdpek ve fare serumunda test edilmistir (Mally ve ark. 2008). Oncelikle
HI NHS ile inkiibe edilen bakterilerde deneysel serum absorbsiyonu yapilmig, bunu
takiben diisiik pH’ta serum bagli proteinlerin eliisyonu ve bu yikantinin immunoblot ile
analizi yapilmistir. Bu metot ile Cc5 susu ve E. coli ylizeyinde yiizeyinde C4b-Baglayici

Protein (C4BP) bulunmamis fakat Cc5 susu ylizeyinde insan faktorii H bulunmustur. Daha
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sonra bu gozlem florosein izotiyosiyanat (FITC)-konjuge sekonder Ab ile anti-fH ya da
anti-C4BP Abs’e kars1 Direk Akim Sitometri ile analiz edilmis, fakat ne fH ne de C4BP
bakteri yiizeyinde tespit edilememistir. Bu durum gostermektedir ki ilk asamada fH
birikmesi gozlenebilmekte, fakat bu asama C3b birikimini ispatlayacak yeterlikte
olmamaktadir. Sonraki analizde komplement C3b birikiminin olup olmadig: test edilmistir.
Bakteri 30 dakika NHS’den yoksun C7 ile inkube edilmis ve FITC-konjuge anti-C3c ile
komplement C3b birikimi Akim Sitometrisi metodu ile tespit edilmistir. Ger¢ekten de hem
Cc5 bakterisinde hem de E. coli bakterisinde belirgin bir komplement C3b birikimi
olmaktadir. Bu nedenle Capnocytophaga canimorsus’un komplement ile oldiiriilmeye
direnci komplement C3b birikimi olmaksizm MAC ilavesiz durum ile benzer
sonuclanmaktadir. Ayrica akim sitometri metodu ile Cc5 bakteri yiizeyinde C5B-9 tespit
edilmis fakat arka saha floresans ile karsilastirildiginda 1.3 kat floresans yogunlugunda

artisa neden oldugu tespit edilmistir.

Daha sonra Cc5 bakterisinin PMN tarafindan fagositoza ve dldiiriilmeye direncli
olmasina yonelik insan ile Capnocytophaga canimorsus arasindaki PMN etkilesimi test
edilmistir. “Kontrol Rezistant Bakteri—Fagositozis” arasinda kontrol amaciyla wt (saha
susu) Y. enterocolitica kullanilmistir (Grosdent ve ark. 2002, Woestyn ve ark. 1994). MOI-
1’de Cc5 hiicreleri ve Y. enterocolitica fagositozis seviyesi sirastyla % 30 ve % 40 olarak
artmis ortalama % 20 Cc5 hiicreleri ve % 30 oraninda Y. enterocolitica bakterisi PMN
tarafindan Oldirilmiistir. MOI-50 ‘de, Cc5 hiicreleri fagositozise tamamen direng
gostermistir ve PMN tarafindan % 5°1 oldiiriilmiistiir. Bu duruma kars1 % 28 saha susu Y.
enterocolitica hiicresi fagosite edilmis ve % 17’si 6ldiiriilmiistiir. NHS’den yoksun C7 ile
preopsonizasyon, fagositoz seviyesini yiikseltmekte ve iki kat MOI-1 tarafindan Cc5 ve wt
(saha susu) Y. enterocolitica hiicresinin 6ldiiriilmesine imkan saglamaktadir (Grosdent ve

ark. 2002, Woestyn ve ark. 1994).

C3b’den bagimsiz opsonizasyon etkinligi test edildiginde HI-NHS (Abs ve
kendiliginden sekillenmis C3b) ve NHS’den yoksun C7 (C3b Abs ve aktive edilmis C3b )
arasinda karsilastirma yapilmistir. HI-NHS fagositozisi artirmistir ve Cc5 olimii % 5
oraninda gerceklestirmistir. Bu durum NHS havuzunda anti-Capnocytophaga canimorsus

Abs olabilecegini gostermektedir. FACS analiz ile Abs sunumu anti-insan IgG-FITC
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kullanilarak monitorize edildiginde gercekten HI-NHS ile Cc5 opsonizasyonu ortlama
floresans yogunlugunu 6 kat artirmistir. Karsilastirildiginda, C7°den yoksun insan serumu
ile Y. enterocolitica preopsonizasyonu % 60 fagositozise neden olmakta ve MOI-1‘de
% 50 bakteri hiicresi Olmistiir. MOI-50 ‘de ise, C7°den yoksun NHS ile Cc5
preopsonizasyonunda fagositozis oran1 % 20 oldu. Sonug olarak, Cc5 bakterisinin insan
PMN’si tarafindan oldiiriilmeye ve fagosite edilmeye, fagositik tip III sekresyon sistemine
sahip olan ve bu sekilde aktin filamentlerini depolimerize ederek fagositozdan kurtulan Y.
enterocolitica’dan bile daha direngli oldugu goriilmektedir (Grosdent ve ark. 2002,

Woestyn ve ark. 1994).

Serum sensitif Y1C12 mutant 6ldiiriilmesi Ab bagimsiz klasik yolu kapsamaktadir.
Cc5 tanimli ve fagositozise egilimli Abs iceren NHS havuzunda bulunan bu Abs’nin
komplement tarafindan Y1C12 mutant bakterinin Oldiiriilmesinde rolii oldugu
diisiiniilmektedir. % 10 NHS, HI NHS, Ab’den yoksun NHS ve Ab’den yoksun HI NHS
(Abs kaynagi olarak) katkili NHS i¢inde wt bakterisinin canli kalma oranlarinda belirgin
bir farklilik yoktur. Buna karst Y1C12 mutant bakterisi HI NHS ve Ab’den yoksun NHS
icinde canli kalmis fakat HI NHS katkili NHS ve Ab’den yoksun NHS’de kolayca
Olmiistlir. Bu sekilde sonuglar Capnocytophaga canimorsus tanimli spesifik Abs varligina
bagimli komplement tarafindan Y1CI12 bakterisinin Sldiirtildiigiinii gostermis olmaktadir

(Kadam ve ark. 1985).

Y1CI12 mutant bakterisini hangi komplement yolu 6ldiirmek icin daha giivenilir
oldugu hakkinda detayli bir degerlendirme yapildiginda Mg-EGTA ile muamele edilmis
NHS’nin klasik yolu ve lektin yolunu bloke ettigi goriilmiistiir (Fine ve ark. 1972). 180
dakika inkubasyondan sonra % 10 Mg-EGTA ile muamele edimis NHS’deki canli bakteri
sayisinda 0.5 logjp birimden daha az azalma oldu ki bu oran NHS ile muamele
edilmeyen’de 6 log birim olmaktadir. Oncelikli olarak goriilmektedir ki Y1C12 bakterisi
Ab bagimlh klasik yol ile oldiiriilmektedir. C3b birikiminde Y1C12 mutant bakterisi
tizerinde insan serum Abs birikimi ise 1.5 kat artmaktadir. Bu duyarlilik artisinin esash
olarak MAC birikim duyarliigindaki farkliliklardan  dolayr olmakta oldugu
diistiniilmektedir (Kadam ve ark. 1985).
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Komplement ve PMNs tarafindan 6ldiirtilmeye duyarli Cc5 susunun izolasyonu ile
ilgili yapilan ¢aligmada da NHS, canl1 Y1C12 sayisin1 azaltmakta ve 3 saat inkubasyondan
sonra 30 dakika icinde 5 log;o birim’den 2 log;o birime gerilemesine neden olmaktadir.
HI-NHS ile inkiibasyonda Y1C12 mutant bakterisinin canli kalmasi1 gostermektedir ki
komplement baglimli 6liim gergeklesmesi serum sensivitesini kapsamaktadir. Hatta Y1C12
mutant bakterisi, komplement yoluyla dldiiriilmeye LPS’in O zincir formasyon bagimli,

rfaG mutant S. enterica serovar typhimurium’dan daha sensitiftir (Kadam ve ark. 1985).

Y1C12 mutant bakterisinde C3b birikimi saha susu ile karsilastirildiginda ¢ok
belirgin bir 6zellik gostermemektedir. Ayrica saha susunun komplement direnci C3b
birikim eksikligine bagli olmamaktadir. Buna ragmen Y1C12 bakteri yiizeyinde belirgin
MAC sekillenmesi gézlenmekte ve NHS ile 15 dakika inkubasyondan sonra wt Cc5’e gore
mutant bakteri tizerine 2 kat daha fazla MAC yerlesimi tespit edilmektedir. Ama lize edilen
bakterinin FACS analiz ile tespiti yapilamadigindan dolay1 bu farklilik herhangi bir 6nem
kazanmamaktadir. Sonug olarak mutant Y1C12 bakteri yiizeyde ¢ok fazla MAC birikimine

izin verdigi i¢in komplement tarafindan 6ldiiriilmektedir (Deshmukh ve ark. 2004).
1.4. Capnocytophaga Tiirlerinde Genotipik Ozellikler

Capnocytophaga spp. kayma hareketi yapan (gliding) gram negatif basillerin yeni
tanimlanmis bir genusudur. DNA’daki G+C oran1 33-41 mol’diir (Hawkey ve ark. 1984 ,
Rummens ve ark. 1985, Wilson ve ark. 1987). Capnocytophaga canimorsus’un DNA G+C
icerigi % 35°tir (Speck ve ark. 1987, Brenner ve ark. 1989). Bu organizmalar normal oral
flora iiyesidir ve ilk Bacteroides ochraceus ve CDC grup DF-1 olarak tanimlanmiglardir.
Genus baglarda morfolojik, fizyolojik ve DNA data bazli olmak tlizere Capnocytophaga
ochracea, Capnocytophaga sputigena ve Capnocytophaga gingivalis olarak adlandirilan
ti¢ tiirli barindirmustir.  Fusobacterium spp. ve Bacteroides spp. tiirleri yakindan iliskilidir
(Andersen ve Pedersen 1992, Deshmukh ve ark. 2004). Ancak, hareketlilik motilitesi her

zaman belirgin degildir.

Kopeklerin  agiz bosluklarindan sadece Capnocytophaga cynodegmi ve
Capnocytophaga canimorsus diizenli bir sekilde izole edilmistir ve bu iki tiir goriiniis sekli

ve altbirim rRNA gen (16S rRNA) siras1 ve % 97 sira benzerligi bakimindan birbirine ¢cok
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benzer tablo ¢izmektedir (Van Dam ve ark. 2009). Diger genetik veriler ise bu iki
organizmanin ciddi bir sekilde ayrimi i¢in daha kullanigh olabilir. Yag asidi metil ester
analizi, protein profilleri, multilokus enzim elektroforezisi ve immunglobulin A proteaz
serotiplendirme gibi biyokimyasal testler (Janda ve ark. 2006), bu iki organizmanin oldugu
kadar DNA arastirmalarinin, PCR-RFLP’nin ve 16S rRNA sira analizinin de ayirt
edilmesinde kullanilmaktadir (Cianter ve ark. 2005). Sadece 16S rRNA geni ve RNA
polimerazin beta altbirimi kodlar1 olan rpoB geni tiirlerin arasinda kesin bir ayrim yapmak

icin siklikla kullanilmaktadir (Janda ve ark. 2006).

Capnocytophaga haemolytica ve Capnocytophaga granulosa supragingival dental
plaktan izole edilmektedir ve diger Capnocytophaga spp. tiirleriyle benzer selliiler yag asiti
ve menakuinon igerigine sahip oldugu anlasilmistir, fakat DNA-DNA diizeyleri % 20’den
diisiiktiir (Yamamoto ve ark. 1994).

1.5. Capnocytophaga Tiirlerinin Epidemiyolojisi

Bu organizmalar bagisik yetmezligi olan hastalardaki sepsis ile iligkilidirler.
Ozellikle akut miyelojenik 16semi veya akut lenfojenik 16semide oral iilserasyon ve
graniilositopeni ile karakterize sistemik infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Campbell ve
ark. 1991). Hayvan sahipleri, yetistiricileri ve Veteriner Hekimler 6nemli risk grubunu
olusturmaktadir. ABD’de yapilan bir aragtirma da Veteriner Hekimlerin % 65’inin hayvan
isiriklarina bagli yaralanmalara, % 38’inin ise biiyiik hayvan travmalarina maruz kaldig:
tespit edilmistir (MacBean ve ark. 2007). Bir diger calismada Veteriner Hekimlerin
kariyerleri boyunca en az bir kdpek tarafindan 1sirilma orani % 92 olarak rapor edilmistir
(Landercasper ve ark. 1988). Bir vaka da ise Veteriner Hekimin dis ekstraksiyonu sirasinda
kirilan bir parganin géze gelmesi ile infeksiyon etkenine maruz kaldigi rapor edilmistir (De

Smet ve ark. 1990, Chodosh 2001).

Capnocytophaga canimorsus infeksiyonlarinin daha ¢ok kdpek 1siriklart (vakalarin
% 54°11), kopek tirmik yaralari (vakalarin % 8.5°1) ve yakin hayvan temaslar1 (vakalarin %
27’s1) ile iliskili oldugu belirlenmistir (Lion ve ark. 1996). Kopek 1sirig1 yaralanmalari %
10- % 24 arasi bir orana sahiptir (Landercasper ve ark. 1988). Capnocytophaga gingivalis,

Capnocytophaga ochracea ve Capnocytophaga sputigena tiirleri bagisikligi kuvvetli
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konakta olas1 lokalize juvenil periodontitis meydana getirmekle birlikte polimikrobiyel

infeksiyonun bir pargasi olarak da diger bolgelerden izole edilebilmektedir.

Insanlarin hastalik risk faktdrlerine karsi korunmasi ve yeni doganlarin infeksiyon
ya da travmaya bagli zedelenmelerden etkilenmesini en aza indirmek amaciyla ailelerin pet
hayvanlar1 ile birlikte yasamaya tesvik edilmesi denenebilir bir yol olarak

degerlendirilmistir (Rosenman ve ark. 2003).

Capnocytophaga canimorsus infeksiyonlar1 diinya ilizerinde de goriilmektedir ve
Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Avrupa, Avustralya ve Giiney Afrika’da infeksiyon
varligr bildirilmistir. Ozellikle Avustalya 3.75 - 4 milyon kanin populasyonuna sahiptir.
Tahmini olarak % 63 oraninda bir kesim bazi tiir pet hayvanina sahip iken, % 53’liik bir
kesim ise kedi ya da kopek beslemektedir. Bu da gostermektedir ki, her y1l 100.000°den
fazla Avustralyali kopek saldirisina maruz kalmakta ve bu saldirilar insanlarda farkli
derecelerde yaralara neden olmaktadir. Avustalya halk hastanesi acil servislerine kopek
1s1r181 sebebiyle getirilen ve tedavi edilen 12.000 ile 14.000 insan arasindan 1400’i ciddi
olarak yaralanmakta ve yogun tedavi gérmektedir. Isirik yaralarinin % 4 ile % 25’1 bakteri
ile infekte olmakta ve ilk semptomlar 24 saat icinde goriilmeye baslanmaktadir (Dendle ve
ark. 2008). Bakteri ayrica seliilitis, 6liimciil sepsis, organ yetmezligi, menenjit, endokardit

hastaliklarina da neden olmaktadir.
1.6. Capnocytophaga Tiirlerinde Prevalans

Capnocytophaga canimorsus infeksiyonlar1 giiniimiizde gozden kagmaktadir.
Ciinkii infeksiyon siiphesi olan hastalar siklikla neden olan bakterilere karsi ¢ogu
antibiyotik ile tedavi edilebilmekte ve Capnocytophaga canimorsus’un tipik bir antibiyotik

tedavi sonrasi primer kiiltiirde tiremesi de zorlagmaktadir (Janda ve ark. 2006).

Kopek veya kedi 1siriklart ya da bu hayvanlar ile temas sonrasi bakterinin kulugka
donemi birka¢ hafta kadar uzama gosterebilir ve klinik semptomlar aspesifik seyredebilir.
Suni besiyerlerinde izolasyon sirasinda karsilasilan zorluklarla birlikte Capnocytophaga

canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi arasinda mevcut benzerliklerin olmasi
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prevalansin ciddiye alinmamasina neden olmaktadir (Blanche ve ark. 1998). Ayrica kdpek
isirigima maruz kalan asiplenik kisilerde bu organizma ile infeksiyonun hizli 6liime
gotiirme potansiyeli oldugu igin 1sirik yaralar1 géz ardi edilmemelidir (Maury ve ark. 1999,
Bilgrami ve ark. 1992). Bu durum Capnocytophaga canimorsus prevalansi ic¢in yapilan

deneysel testlerin genis ¢apta degisik sonuglar vermesine de neden olmaktadir.

Kopek 1sir1g1 yaralart biiyiik oranda eller, ayaklar, bas, boyun ve govdede siklikla
20 yas uistii erkeklerde goriilmektedir (Goldstein ve ark. 2005). 5-9 yas aras1 cocuklarda ise
yaralanmalar daha siklikla bas ve yiiz bolgesinde goriilmektedir (Goldstein 1992). Kedi
isiriklarina bagli  yaralanmalarin % 66°s1 iist ekstremitede ve tipik olarak ellerde
goriilmektedir (MacBean ve ark. 2007 ). Kemirgen kaynakli yaralanmalar daha ¢ok fare
kaynaklidir ve 1siriklarin ¢ogu geceleri, yiiz veya ellerde meydana gelmektedir (MacBean

ve ark. 2007, Goldstein 1992).

Isirilma durumunda kopekten infeksiyon bulasma orani % 3 ile % 20 arasinda olmasina
ragmen (Underman 1987, Goldstein 1992), kedi 1siriklar1 i¢cin  bu oran % 20 ile % 50
arasindadir (Talan ve ark. 1999).

Capnocytophaga canimorsus’a ait elde edilen degerler insan sagligini da
kapsamaktadir. Hastanede yapilan teshis metodlar1 genellikle kiiltiir esasli olmaktadir ve
Capnocytopahaga spp. infeksiyonu varliginda yaniltici sonuglar meydana gelebilmektedir.
Ciinkii tim hiicreler kiiltiir agara canli olarak aktarilamamaktadir. Yavas iireyen
Capnocytophaga canimorsus kolonileri es zamanli olarak kolayca asir1 iireme gosterebilir
ve eger Ozellikle inokiilasyon zamaninda orijinal relatif sayilar1 kiigiikse oral mikroplar

daha hizl gelisebilir.

Bununla birlikte insanlarin oral kavitesinde ¢ogunlukla bulunan Capnocytophaga
ohrceae, Capnocytophaga haemolytica, Capnocytophaga gingivalis ve Capnocytophaga
granulosa tiirleri de beklenilmedigi halde kopeklerden izole edilmistir. Ayn1 zamanda

kandan, beyin omurilik sivisindan, solunum yolu sivilarindan (pleura sivisi da dahil) da
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izole edilmislerdir. Bu organizmalarin in vitro hassasiyet testlerini yapmak zordur. Ciinkii

bunlar yavag ve zor lireyen bakterilerdir (Kullberg ve ark. 1991).

Yapilan bir ¢alismada 6rnek toplanan 120 kopekten % 49.2’°sinin Capnocytophaga
spp.’nin bir tiirtinii, % 21.7’sinin ve % 11.7’sinin (14 pozitif) Capnocytophaga cynodegmi
susunu tasigini gorilmiistir. Ayrica 4 kdpekte Capnocytophaga ochracea, 1 kopekte
Capnocytophaga haemolytica, Capnocytophaga gingivalis ya da Capnocytophaga

granulosa izolatindan birine rastlanmistir.
1.7. Capnocytophaga Infeksiyonlarinda Klinik Belirtiler

Capnocytophaga spp. ile infekte olan hastalarda siklikla bir kopek tarafindan
1isirilma veya 1sirilma olmadan kopekle karsilasma hikayesi vardir. Isirik sonucu meydana
gelen yara infeksiyonlarinin % 50’sinden fazlasinda aerobik ve anaerobik olan patojenler
izole edilmekte, 1siriklarda yaralanmalarin daha ¢ok ezilme tarzinda oldugu
gozlemlenmektedir. Ayrica bu yaralarin % 4 ile % 25’inde infeksiyon meydana
gelmektedir. Kopek 1sirig1 baslangicli sistemik belirtilerin kulugka donemi yaklasik 5 giin
ve hospitalizason ile 1sirilma zamani aralig1 da ortalama 7 giin olmaktadir (LeMoal ve ark.

2003).

Isirilma sonrasi setisemiden sonra ilk belirtileri ates (% 78 hastada), titreme (% 46),
miyalji (% 31), kusma (% 31), diyare (% 26), karin agris1 (% 26), halsizlik (% 26) , nefes
darlig1 (% 23), mental konfiizyon (% 23) ve bas agrist (% 18)’dir (Pers ve ark 1996).
Sepsis, menenjit, osteomylitis, peritonit, endokardit, pndmoni, piiriilan artrit, dissemine
intravaskiiler koagiilasyon (DIC) ve fulminan purpura ile karakterize hastaliklar immiin
sistemi baskilanmis kisilerde ciddi bir hal alabilmektedir (Tobe ve ark. 1999). Lokalize
seliilitis, 1sirik ve yara bolgesinde agri, piiriilan akinti, lenfanjitis ve daha sonraki
asamalarda bolgesel lenfadenopati de infeksiyona ait belirtiler arasinda sayilabilmektedir

(Pers ve ark 1996).

Capnocytophaga canimorsus ¢ok hafif belirtilerle seyreden yada fatal sepsis gibi
agir semptom gosteren infeksiyonlara yol agcmaktadir. Capnocytophaga cynodegmi’nin ise
sistemik infeksiyon olusturma olasiligi distiktiir. Bu sebeple daha c¢ok lokal yara
infeksiyonlari, periodontal infeksiyonlar, oftalmik lezyonlar, solunum yolu infeksiyonlari,

travmatik perikarditis, mediastinal veya servikal abseler gibi orofarinks ile bitigik organlari
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etkileyip infeksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir (Handal ve ark. 2005, Mortensen ve
ark. 1985).

Periodontal hastaliklarla birlikte siklikla mukozal iilserasyon, kanayan dis etleri ve
gingivitis ile baglantili olarak Capnocytophaga spp. tiirlerinin dental plaga ait komensal bir
mikroorganizma oldugu diisiiniilmektedir. Mukozitis ve oral mukozal bariyere ait
lezyonlarin meydana gelmesi bu organizma i¢in gerekli portal giris yolunu saglamaktadir.
Boylece septisemi, peripartum infeksiyonlar, piyonefrozis, osteomiyelitis ve septik artritis
gibi infeksiyonlara neden olmaktadir (Winn ve ark. 1984, Glupczynski ve ark. 1983).
Etkene bagh diger infeksiyonlar arasinda siroz, splenektomi, Hodgkin hastaligi, Hairy
hiicreli 16semi, pulmoner fibroz, peptik iilser, Waldenstrom makroglobulinemisi, dissemine
intravaskiiler koagiilasyon (DIC), menenjit, endokardit ve seliilit de sayilabilir (Winn ve
ark. 2006). Ayrica amniyonitis ve sonradan gelisen fetal kolonizasyon gibi diger hematojen

kaynakl1 infeksiyonlardan da sorumlu olmaktadirlar (Hager ve ark. 1988).

Deneysel olarak Capnocytophaga canimorsus ile infekte edilen tavsanlarda damar
ici pithtilasma bozuklugu, bobrek yetmezligi, bobrekiistii bezlerinde hiicresel nekroz,
kutan6z gangren, trombositopeni, hipotansiyon, purpurik lezyonlar, hemorajik diatez ve

petesi ile karakterize klinik sendromlar tespit edilmistir (Piccininno ve ark. 1984).

1.8. Capnocytophaga Infeksiyonlarinda Tam

1.8.1. Konvansiyonel Yontemler

Capnocytophaga canimorsus infeksiyonunun tanisi genellikle 1sirilan kigiden alinan
kan (% 88) ve 1sirilan lokal bolgeden alinan Ornek ile yapilan bakteri kiiltiirii sonucu
konulmaktadir. Bakteri firsat¢1 bir patojen olarak ¢esitli infeksiyonlardan ve balgamdan da
izole edilebilmektedir (Janda ve ark. 2006). Tanida faz kontrast mikroskobisi, fizyolojik
test sonuglarinin belirsizlik gdstermesi ve koloni morfolojisinin Capnocytophaga spp. ile
eslesmesi halinde olast Capnocytophaga spp. izolatlarimin tespit edilmesinde

kullanilmaktadir (Nachnani ve ark. 1992).
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Capnocytophaga spp. tirleri gibi yavas iireyen mikroorganizmalar1 otomatize
sistemlerle tanimlamak her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu sistemlerin yetersiz kaldig1
durumlarda konvansiyonel biyokimyasal yontemlerle bakteri tanimlanmasina gidilmektedir

(Hawkey ve ark. 1984, Rummens ve ark. 1985).

Hiicresel yag asitlerinin gaz-sivi kromatografisi Capnocytophaga canimorsus’u da
kapsayan kopek 1sir1g1 infeksiyonlart ile iligkili gram-negatif bakterilerin ayrimi i¢in hizl
bir test imkani saglamaktadir (Dees ve ark. 1981). Polianetol-siilfonat, otomatik kan
kiltirii  sistemlerinde antikoagiilan olarak sik¢a kullanilan bir maddedir ve
Capnocytophaga canimorsus’un liremesini engellemek gibi bir 6zelligi vardir (Sowden ve
ark. 1995). Bafi kot (antikoagiilanli kanin, santrifiij edilerek plazma ile eritrositlerin
arasinda kalan ve 16kosit igeren beyaz renkli kisim, buffy coat) yaymasinda veya periferik
yaymada bulunan l6kositlerin i¢inde veya 1siriga bagh olarak gelisen yara bolgesinden 1-7
giin i¢inde yapilan yaymada gram negatif basillerin goriilmesi Capnocytophaga
canimorsus infeksiyonunu akla getirmektedir (Lutwick 2005). Bir ¢calismada 20 vakadan
toplanan beyin omurilik sivist ile yapilan gram boyamalarda % 65 oraninda

Capnocytophaga canimorsus etkenine rastlanmistir (De Boer ve ark. 2007).

Tay ve arkadaslar1 (1985), piyonefrozis gibi iiriner sistem infeksiyonlarinda
standart tekniklerle idrardan Capnocytophaga spp. ertkenini izole edememisler, fakat

sadece cerrahi yolla toplanan irinden izole edebilmislerdir.

Yapilan morfolojik ve fizyolojik testler Capnocytophaga canimorsus’un varligini
en ¢ok kopeklerde gostermistir. Baz1 Capnocytophaga canimorsus kiiltiirlerine ait testlerin
negatif oksidaz veya katalaz olmasi iki sekilde agiklanmistir. Buna gore birincil durum
olarak Capnocytophaga canimorsus suslarimin hepsi katalaz ve oksidaz pozitif
olmamaktadir, ikincil durum olarak ise bazi kiiltlirlerde goriilen kati, susuz iireme ile
katalaz ve oksidaz testleri i¢in yeterli hiicre aktarimi engellenmis olmaktadir (Rummens ve

ark. 1986).
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Capnocytophaga spp. suslarinin antibiyotik duyarliliklarin1 saptamak zordur.
Ciinkil yavas gelisim gostermektedirler (Rummens ve ark. 1986). Klinik laboratuarlarda
Capnocytophaga spp. suslarina yonelik antibiyotik duyarlilik testlerinde % 1 poliviteks ve
% 1 hemoglobin ile zenginlestirilmis, 35 °C’de % 10 CO, ile 48 saat inkube edilmis
Columbia agarin baz alindig1 agar diliisyon metodunu kullanmiglardir (Nachnani ve ark.

1992, Rummens ve ark. 1986).

1.8.2. Molekiiler Yontemler

Giiniimiizde Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi
arasindaki biyokimyasal benzerligin tiir tespitinde zorluk olusturmasi iki tiir arasindaki
ayrim i¢in gelismis duyarli molekiiler metotlara ihtiya¢ duyulmasini beraberinde
getirmistir (Laughon ve ark. 1982). Oral gram-negatif tiirlerin konvansiyonel
identifikasyonunda biyokimyasal testler ve hizli identifikasyonda ise enzimatik reaksiyon
testleri kullanilmaktadir. Ayrica susu kapsayan MIC (minimal inhibitor konsantrasyon)
yoklugu bu infeksiyonlarin molekiiler teshisine Onciilik etmektedir. Hazirlanan bir
raporda, Capnocytophaga canimorsus’un, Capnocytophaga cynodegmi’den 16S rRNA
sekans karsilastirma metoduyla bile zor ayirt edildigi belirtilmektedir. Bu sebeple
Capnocytophaga spp. i¢in gelismis uygun ve spesifik tam1 yontemi olan PCR
gerekmektedir. Gilinlimiizde PCR bazli prevalans tespit metotlar1 da gelistirilmistir (Mally
ve ark. 2009).

Filogenetik analiz ¢alismalarinda her sekans i¢cin BLAST analizi uygulanmakta,
tiim sira, altbirim ve filogenetik analizi kapsayan en iyi BLAST uyusmasi aranmaktadir.
Veritabaninda homoloji arastirmasi i¢in oncelikle uygun BLAST programinin secilmesi
gerekmektedir. BLASTN, bir niikleotid dizisi ile komplementer diziyi ele alarak niikleotid
dizisi veritabanlariyla karsilastirilir. Hiz amaciyla tasarlandigi icin yiiksek duyarlilik
aranan durumlar i¢in uygun olmamaktadir. BLASTN ve BALSTX, EST verilerinin analizi
genomik dizi 6rneklemlerinin incelenmesinde kullanilir. Capnocytophaga canimorsus ve
Capnocytophaga cynodegmi arasindaki 16S rRNA gen sekans benzerligi BLAST analizi
esasli olarak % 97 oranindadir. Capnocytophaga canimorsus sekans klad’lar1 igin iyi bir
destek olmasina ragmen grup igindeki c¢esitlilik miktar1 ve bu bolgede olasi agag

topolojisini bozan birbiriyle baglantili bir takim uzun dallarin (daha cesitli sekanslar)
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mevcudiyetinden dolay1 (> % 50) eksik destek ile Capnocytophaga canimorsus tiiriiniin

birlestirilmesi daha olasi olmaktadir (Van Dam ve ark. 2009).
1.9. Capnocytophaga Tiirlerinde Antibiyotiklere Duyarhhk

Giliniimlizde, kromozomal ve diger plazmid kodlanmis laktamazlar
Capnocytophaga spp. tirleri iginde tanimlanmis ve CfxA3 (Jolivet-Gougeon ve ark. 2000)
ve CfxA2 olarak isimlendirilmislerdir. Handal ve ark. Capnocytophaga spp. tiirlerinde
laktam antibiyotiklerine kars1 % 80 oraninda gelisen genis-spektrumlu direng’ten cfxA2 ve
cfxA3 genlerinin sorumlu oldugu sonucunda karar kilmiglardir (Handal ve ark. 2005).
Siklikla laktamazlar laktamaz inhibitér kombinasyonlariyla inaktive edilebilmektedir ve
Jolivet-Gougeon ve arkadaslari klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktamin
Capnocytophaga spp. lizerinde intrinsik aktiviteye sahip oldugu tanimlanmistir (Jolivet-

Gougeon ve ark. 2000).

Beta-laktamaz iiretimi olan bakterilerde beta-laktam antibiyotiklere direng
gozlenebileceginden beta-laktamaz testinin lireyen mikroorganizmalara mutlaka

uygulanmasi gerekmektedir (Winn ve ark. 2006).

Ik laktamaz iireten suslar Kinder ve arkadaslar1 tarafindan tespit edilmis, daha
sonra Rummens ve arkadaglar1 tarafindan multiresiztant klinik izolasyonu yapilmigtir
(Kinder ve ark. 1986). Laktamaz iireten suslar ile ilgili bir¢ok tanimlama yapilmis, fakat
sadece Rosenau ve arkadaslar1 (2000) laktamaz’in komple karakterizasyonu ile ilgili
denemelerde bulunmus ve plazmid kodlanimi genisletilmis spektrum TEM-17 olarak rapor
edilmistir. TEM-17 enzimi ise Capnocytophaga ochracea’da bildirilmistir (Giir 2004).
Genellikle penisiline duyarli olup ayn1 zamanda beta-laktamaz {iretebilirler. Etken suglarin
% 30’u B-laktamaz salgilar (Rosenau ve ark. 2000). Genis spektrumlu B-laktamaz fenotipi
gosteren ilk TEM tirevi TEM-3’tiir ve 1987 yilinda bildirilmistir (Bradford 2001,
Stiirenburg ve ark. 2003). TEM-1 gram-negatif bakterilerde en sik bulunan ve direngten
sorumlu bir enzimdir. TEM-1 ve TEM-2 enzimleri siklikla transpozonlar tarafindan
kodlanan dar spektrumlu enzimlerdir (Giir 2004). TEM grubu [-laktamazlar
Enterobacteriaceae iiyelerinde sik bulunmaktadir (Bradford 2001, Welthagen ve ark.

2003).
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Capnocytophaga spp. etkenine yonelik antimikrobiyel duyarlilik ¢aligmalarinda bu
tiirtin tipik olarak klindamisin, linezolid, tetrasiklin, kloramfenikol, imipenem ve laktamaz
inhibitor kombinasyonlarina dayaniksiz oldugu goézlemlenmistir (Geisler ve ark. 2001,
Roscoe ve ark. 1992). Buna karsin ¢ogu susun polimiksin, fusidik asit, fosfomisin,
kolimisin ve trimethoprim’e karst direngli oldugu rapor edilmistir (Rummens ve ark.
1986). Capnocytophaga spp. tiirleri ilizerine etkili en etkili ajan klindamisin, diger etkili
ajanlar amoksisilin, kalvulonik asit, iminepem, latamoksef, seftazidim ve seftriakson
olarak saptanmistir. Aminoglikozit, vankomisin, trimetoprim ve aztreonam ajanlarina karsi

bakteri diren¢ gostermektedir (Hawkey ve ark. 1987, Rummens ve ark. 1986).

1.10. Tedavi

Hastalarda susun izolasyonu ve in vitro ortamda antibiyotiklere karsi
duyarhiliklarinin tespit edilmesi hastaligin tedaviye cevap verme sansini arttirmaktadir.
Suslar hala ¢ogu antibiyotige duyarlidirlar ve ¢ogu hasta dar spektrumlu antibiyotiklerle
basarili bir sekilde tedavi edilebilmektedir (Sandoe 2004). Duyarlilik sonuglarinin bazen
bakteriyeminin ilerlemis ve gec safhalarinda elde edilmesi sebebiyle o6zellikle kan
kiiltiirlerinde ya da direkt muayenede gram negatif fusiform basil tespit edilir edilmez

antibiyotik tedavisine baglanilmasi gerekmektedir.

Capnocytophaga spp. tirleri genellikle eritromisin, lindamisin, tetrasiklin,
imipenem ve florokinolonlara duyarli olup penisilin, aztreonam, kolistin ve metranidazole
kars1 duyarliliklar1 ise degiskendir. Bu duruma gore ampirik tedavilerde antibiyotik olarak
florokinolonlar, amoksisilin/klavulanik asit veya klindamisin tercih edilebilir (Campbell ve
ark. 1991). Hatta etkili bir tedavinin ilk basamag1 olarak parenteral laktam antibiyotiklerin
verilmesi tavsiye edilmektedir. Beta-laktamaz iireten suslar penisiline duyarli olsa da
amoksisilin ve sefalosporinlere direng gosterebilirler. Bu nedenle Capnocytophaga spp.
tiirlerinin aminoglikozidlere, trimetoprim’e, kolistin ve vankomisin’e intrensek olarak
direng gostermeleri hastaligin seyri agisindan bakterinin hizli bir sekilde tanimlanmasini ve
beta-laktamaz iiretimi ve intrinsik aminoglikozid direncinin miimkiin olan en kisa siirede

klinisyene bildirilmesi sorumlulugunu yaninda getirmektedir (Winn ve ark. 2006).

Antibakteriyel ajanlardan klaritromisin, mikrobiyolojik olarak degerlendirilmemis

olsa da Capnocytophaga cynodegmi ile enfekte olan romatoid artritli bir hastanin 10 giin
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boyunca giinde 1 gr klaritromisin alarak tedavi edilmesi sonucunun olumlu oldugunu
belirtmistir (Gerster ve ark. 2004). Linezolid ajanina karst minimal inhibitor
konsantrasyonuna yonelik net bir bilgi olmasada calismalarda Capnocytophaga spp.
suslarinin bu ilaca duyarli olduklar1 sonucuna varilmistir (Sabbatani ve ark. 2004, Geisler

ve ark. 2001).

Notropeni riski tasiyan hastalarda tedavi dikkatli yapilmalidir ve spektrum
aktivitesi baz alinarak gram negatif suslara kars1 verilecek antibiyotik iyi secilmelidir. Bu
suglar i¢in  genellikle imipenem/silastatin  kombinasyonu kullanilmaktadir ve
Capnocytophaga spp. suslart da bu kombinasyona her daim duyarli olmaktadirlar.
Capnocytophaga spp. ile meydana gelen septik artritislerin eradike edilmesi ve cerrahi
yolla infeksiyon bolgesinin drenajinin yapilmasindan sonra florokinolonlarin rifampisin
yada klindamisin ile kombine edilerek tedavide kullanilmasina olumlu yanit alindig1 rapor
edilmistir. Yine, 8 haftalik bir septik artritis vakasindan (Winn ve ark. 1984)
Capnocytophaga ochracea etkenini cerrahi drenaj ile birlikte 6 haftalik sefamandol,
sefaklor ve 2 haftalik metronidazol antibakteriyel tedavisi ile eradike etmislerdir. Hastaya
yapilacak drenaj ile birlikte laktamaz inhibitér kombinasyonlar1 ve klindamisin gibi
antibiyotiklerin kullanilmas1 enfksiyon riskine karsi koruma saglamaktadir (Winn ve ark.

1984).

Capnocytophaga spp. bakterisi nadiren endoftalmitis, keratitis veya konjunktivitis
gibi goz infeksiyonlarindan da izole edilmektedir (Font ve ark. 1994, Phipps ve ark. 2002).
Topikal klindamisin uygulamasi, florokinolonlar veya rifampisin kullanimi yararli olmakla
birlikte ciddi infeksiyonlarda oral olarak amoksisilin / klavulanik asit kullanimi tercih

edilmelidir (Le Moal ve ark. 2003, Rosenman ve ark. 2003).

1.11. Koruma

Capnocytophaga canimorsus’un neden oldugu infeksiyon mortalite orant % 30’dur
ve prognoz ise zayiftir. Isirilma sonrasi sistemik infeksiyonlara karsi korunma amaciyla
lokal pansuman, tetrasiklin ve amoksisilin/klavulanik asit kullanimi tavsiye edilmektedir

(Lion ve ark. 1996).
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Bagisiklik sistemi zayif hastalarda akciger apsesi, empiyem ve siniizitis gibi
solunum yolu infeksiyonlar1 oral kavite sekresyonlar1 ile kontaminasyonun bir sonucu
olarak meydana gelmektedir ve infeksiyonlarin ¢ogu polimikrobiktir. Bu kimselerde
periodontal lezyonlardan korunma amaciyla klorheksidin igeren preparatlarin kullanilmasi

ve bu iceriklerle giinliik oral gargara yapilmasinin faydali oldugu tespit edilmistir.

Dezinfeksiyon bakimindan oral kavite ve ozellikle dental plak Capnocytophaga spp.
icin ana habitat ortamidir. Suglarin en 6nemli yayilim kaynagi olmakla birlikte hedef olarak
preventif tedavinin de uygulanacag ilk basamak gérevini iistlenmektedir. Iyi bir hijyene sahip
oral kavite de bu sayede diisiik plak diizeyi ile birlikte mukozal yiizey ve salivaya yonelik
Capnocytophaga spp. barinma kontrolii de saglanmis olmaktadir. Ayrica kronik nétropenili
hastalarda gingival sartlar1 iyilestirmek ve oral hijyeni saglamak amaciyla %1°lik povidon—
iyot solusyonlarmin uygulanmasi ve lokal antibiyotiklerin tatbik edilmesi yine yararh

olmaktadir (Kobayashi ve ark. 2001).
1.12. Capnocytophaga infeksiyonlarinda Istatistiksel Veriler

Son yillarda bir kdpegin hayatt boyunca Capnocytophaga spp. bakterisini edinme
faktorleri tanimlanarak olasi infeksiyon orani, infeksiyona maruz kalan insanlarin ve
hayvanlarin yer aldigi vaka sayisi azaltilmaya calisilmaktadir. Bu diisiinceye yonelik
yapilan ¢alismalarda kopeklerde Capnocytophaga spp. mevcudiyeti ile cinsiyet (kisirlik
durumu) ve yas arasinda dikkat cekici bir istatistiksel baglanti oldugu anlagilmis ve bu
baglantiya yonelik yapilan istatistiksel analizin ilk metodunda kopegin cinsiyeti ve kisir
olma durumunu kapsayan cinsiyetsizlik hali, yas degerleri gibi lojistik metotlar
Capnocytophaga spp. cinsinin ve Capnocytophaga canimorsus tiirliniin tespiti i¢in

kullanilmistir.

Bu degerler 1s18inda disi  kopeklerin erkek kopeklere oranla daha az
Capnocytophaga spp. tasidigr ve kisirlagtirilmis kopeklerde kisirlagtirilmamis olanlara
oranla daha fazla Capnocytophaga spp. icerdigi tespit edilmistir. Cinsiyet ve kisir olma
durumu i¢in p degerleri (p degeri; iki grubu karsilastirmak amaci ile yapilan bir istatistiksel
degerlendirmede, iki grup arasindaki farkin sans eseri olarak mi ortaya ¢iktig1 olasiligin

gostermektedir) Capnocytophaga spp. géz onlinde tutulmasinda belirleyici rol oynarken,
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kopegin cinsiyeti ise kopegin bakteri barindirip barindirmadigi degerlendirmesinde

belirleyici bir sinir ¢izgisi olmaktadir (Lavy ve ark. 2009).

Yas, temel bir belirleyici 6zellik olmasada Capnocytophaga spp. tiiriiniin geng
kopeklerde fazla bulunmadigi, kopegin yasam dongiisiindeki cevresel ve genetik karakter
kombinasyonu ile organizmanin kazanimi arasinda bir uygunluk oldugunu
desteklemektedir. Lavy ve arkadaglari ise yaptiklart calismada oral bakteriyel tiir
cesitliliginde gozlemlenen degisimler ile kopegin yasi arasinda istatistiksel bir baglanti

bulamamislardir (Lavy ve ark. 2009).

Disi ve erkek kopekler arasindaki bakim farki genelde minimumdur. Evcil
hayvanlarii cinsiyetsizlestirme ve kisirlastirma sorumlulugunu alan insanlar tarafindan
edinilen kdpekler sik sik en iyi bakilanlardir. Ve sonug olarak minyatiir irklar genel olarak
daha az direnglidir ve daha dikkatli bakim gerekir. Daha iyi sartlarda bakilan kdpeklerin bu
organizmay1 edinmeye daha yatkin oldugu diisiiniildiigiinde bu hipotezi test etmek icin

daha genis 6rneklemeye ihtiyac duyulabilir (Gaastra ve Lipman 2010).

Sadece kopegin boyutlarini tanmimlayan agirhik o6zelligi ile ilgili herhangi bir
korelasyon bulunmuyorken, irk klasifikasyonu saptanmasinda kullanilan iki metod ile
fonksiyon ve olagan agirliklar degerlendirme altina alinabilmektedir. Bu metotlardan 1rk
siniflama metodu 1, oyuncak irki grubun, AKC standart irk agirliginda ve 4.5 kg ‘nin
altinda olan kopeklerin (genellikle AKC toy 1rklart) Capnocytophaga canimorsus tagimaya

daha yatkin oldugunu istatistiksel olarak one siirmektedir (Gaastra ve Lipman 2010).

Kiiciik viicut agirliginda olan 0.5-4.9 kg aras1 kdpek irklart oyuncak 1k (toy breed),
5.0-11.0 kg aras1 olan kopek irklar kiigiik 1k, 11.7-20.3 kg aras1 olan kopek irklar1 orta
ik, 20.7-33.8 kg aras1 olan kopek 1rklari biiyiik irk ve 34.2 kg ve iizeri olan kopek irklar
da ekstra biiyiik 1k olarak degerlendirilmistir. Bu simiflandirma baz alindiginda agirlik
siralamasinin en altinda yer alan kdpek irklarinin Capnocytophaga spp. tasima ihtimalinin
daha biiyiik ve hatta bulundurma ihtimalinin daha kuvvetli oldugu sonucuna varilmistir.

Irkin boyutu sadece Capnocytophagacanimorsus’un dagilimini etkilemekte ve diger
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Capnocytophaga spp. tirlerinin dagiliminda etki gostermemektedir (van Dam ve ark

2009).

Irk siniflandirma metodu 2 ise toy irklarin Capnocytophaga canimorsus tasimaya
yatkin oldugunu (ayr1 ayr1 % 42.9 ve % 36.4) ve kopeklerin herhangi bir Capnocytophaga
spp. tiriinii bulundurmaya da daha egilimli oldugunu (toy kopeklerin % 72.7°si)
gostermektedir. Bu durum sporcu, teriyer ve tazi gruplarinin tam tersidir (% 0.0 ve % 16.7)
clinkii bu gruplar Capnocytophagacanimorsus tasimaya daha az yatkinlik gosterirler (van

Dam ve ark 2009).

Bu doktora tez arastirmasi ile kopeklerde Capnocytophaga tiirlerinin bolgesel
olarak varliginin ortaya c¢ikarilmasi ve bu bakterinin insanlar i¢in tasidigr riskin

belirlenmesi hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. izolasyon Ornekleri

Arastirma i¢in Ocak-Nisan 2012 tarihleri arasinda, Mugla ili ve ¢evresinde bulunan,

dis tas1 olan sahipli kdpeklerden teknigine uygun olarak alinan 200 adet oral svap 6rnegi

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin

Teshis Laboratuarina soguk zincirde getirilmistir. Arastirma materyalini olusturan oral

svap orneklerinin 77 (% 38.5)’si erkek kopeklere ve 123 (% 61.5)1 disi kopeklere aittir.

Orneklerin yas ve cinsiyete gore dagilimi Cizelge 2.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Alinan svap 6rneklerinin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Ornekleme Yapilan Orneklenen Orneklenen _ Toplam
Kopek Irklarinin Erkek Kopek Disi Kopek Orneklenen
Yas Grubu Sayis1 Sayis1 Kopek Sayisi
(adet) (adet) (adet)
0-5 yas 63 107 170
6-9 yas 13 15 28
10 yas ve iizeri 1 1 2
TOPLAM 77 123 200

2.1.2. Kullamilan Besiyerleri, Solusyonlar, Ayiraglar

2.1.2.1. Besiyerleri

2.1.2.1.1. izolasyon besiyeri




2.1.2.1.1.1. Gentamisin laveli Kanli Agar (Merck 1.10886)

Blood agar base.................... 40 g.

Distile SU.....ccccoerveeniennieenne 100 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50 °C’ye kadar
sogutulup, i¢ine %7 oraninda steril defibrine koyun kanm1 ve 2 ml Gentamisin

(Gentavilin™, flakon, 50 mg/1 ml) ilave edildi.

2.1.2.1.1.2. Brain-Heart Infusion Broth (Merck 1.10493)

Beyin-kalp ekstrat1 ve Pepton 275¢
D(+)-glukoz 20¢g
Sodyum Klorid 50¢g
Di-sodyumhidrojenfosfat 25¢g
Distile su 1000 ml

Karigimin pH’s1 5.6’ya ayarlandiktan sonra ependorflara 2’ser mililitre aktarilip 15

dakika otoklavda steril edildi.

2.1.2.1.1.3. Lassen’in 3’lii Tiip Besiyerleri

Tip I
Peptone 20g
Lactose 10g
Glucose 1g
Sodium thiosulphate 02¢g
Ferric ammonium sulphate 0.3 g
NaCl 6g
Agar 17 g
Phenol red (0.2°lik) 12.5 ml
Distile su 1000 ml

Karigimin pH’s1 7.6’ya ayarlandi ve 121 °C’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle
steril edildi.

28



Tiip IT

Peptone S5¢g
Neopeptone 5¢g
Mannitol 2¢g
Agar 25¢g
Potassiumnitrate 1.7¢g
Phenol red ( % 0.2’lik ) 20 ml
Distile su 1000 ml

Karigimin pH’s1 7.6’ya ayarlandive 121 °C’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle steril
edildi.

Tiip IIT
L- Tryptophan 03¢g
PotassiumDihydrogenphosphate 0.1 g
PotassiumHydrognephosphate 0.1g

Ure 2¢g
Ethanol ( % 95’lik ) lg
Phenol red ( % 0.2°1ik) 20 ml
NaCl 05¢g
Distile su 1000 ml

Besiyerinin sterilizasyonu milipore (0.2 p) filtreden siiziilerek yapildi (Koneman ve

ark. 1997).

2.1.2.2. Solusyonlar

2.1.2.2.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu
TrIS BaSE. .ttt e 121,1¢g
BoOTTK A STt ettt 61,83 ¢
BT A ..o 584 ¢
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Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH
8.0 ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu

TOX TBE. .o 50 ml
| DT 51 1S § F 950 ml

Karigtirilarak solusyon hazirlandi.

2.1.2.2.2. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi.......ooouueeiiii e 25 mg
SUKTOZ. .. 4¢g
Ho O o e 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.

2.1.2.2.3. Tris (1M)

8 E 5 72 T 121 ¢
Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7.6’ya ayarlanarak karisim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.

2.1.2.2.4. NaCl (1M)
NaAC L. oo 5844 g
DIStILE Sttt e 800 ml

NaCl distile suda c¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml’ ye tamamlandi.

2.1.2.2.5. TE Buffer (10mM tris+ 1mM EDTA)
S 0 5\ § TN .10 ml
EDTA(D,5 M)t e e e 2 ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamland.
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2.1.2.3. Ayrraglar

2.1.2.3.1. indol ayiraci

P-Dimethylaminobenzaldehyde 10g

Isoamylalcohol 150 ml

HCI (konsantre) 50 ml
2.1.3. PCR

2.1.3.1. Kullanilan cihazlar

PCR 25 ornek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal dongiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.

2.1.3.2. MgCl,, pfu DNA Polimeraz, 10X Vi Buffer A, dNTP Set

50mM MgCl, (Vivantis ®), pfu DNA polimeraz (5U) (Vivantis ®), 10X ViBuffer
A (100 mM Tris-HCI, pH 9.1, 500mM KCl, 0.1% Triton X-100) (Vivantis ®), 100mM
deoksiniikleotidtrifosfat (dNTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas ®)

kullanilmuastir.

2.1.3.3. Primerler

Capnocytophaga spp. icin Cal2, AS1, CaR ve CyR genlerinin belirlenmesinde

kullanilan primerler Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. PCR’da kullanilan oligoniikleotid primer dizileri (Suzuki ve ark. 2010)

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3’) Biiyiikliik (bp)
Cal2 5-GTAGAGTGCTTCGGCACTTG-3'
AS1 5-GTGATGCCACCAAACAATACTA-3' 124
CaR 5-GCCGATGCTTATTCATACA-3'
CyR 5-GCCGATGCTTATTCGTATG-3' 7
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2.1.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintiileme islemi

VilberLourmat marka goriintiileme cihazinda gergeklestirildi.

2.1.4.1. Agarose Jel Hazirlanisi

AQArOSe (SIZIMA). ...ttt ettt et et 2g
TBE (0,5X) .t ettt e 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutuldu. Halen siv1 halde
olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve
icerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda
1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan c¢ikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirildi.

2.1.4.2. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas) kullanildu.

2.1.4.3. Etidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme icin jelin boyanmasinda Sigma marka
% 1’ lik Ethidium Bromiir 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan %2’ likagaroz jelin igerisine 5
pl miktarinda eklenerek kullanilda.

2.1.4.4. Pozitif Kontrol

Polimeraz  Zincir  Reaksiyonu c¢aligmalarinin  asamalarinda  kullanilan
Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi tiirlerinin  standart
suglarindan purifiye edilen pozitif kontrol DNA’lar, Michio SUZUKI (1-23-1 Toyama
Shinjuku-ku Tokyo, Japonya)’den temin edilmistir.
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2.1.5. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu amaciyla bir¢ok mikroorganizmadan ytiksek kaliteli genomik
DNA’nin izolasyonu icin dizayn edilmis UltraClean Microbial DNA Isolation Kit® (MO
BIO Laboratories, Inc.) kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Arastirma i¢in Ocak-Nisan 2012 tarihleri arasinda, Mugla ili ve ¢evresinde bulunan,
dis tas1 olan sahipli kopeklerden teknigine uygun olarak alinan 200 adet oral svap Grnegi
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin

Teshis Laboratuarina soguk zincirde getirildi.

2.2.2. Capnocytophaga spp. izolasyonu

Laboratuvara getirilen oral svap orneklerden Capnocytophaga spp. etkenlerinin saf
olarak elde edilmesi amaglanmistir. Bunun i¢in, oral svap Ornekleri, diger flora
bakterilerinin iiremesinin engellenmesi amaciyla gentamisin edilmis koyun kanli agara
ekilmistir. Ekimi yapilan agar plaklar, % 5 CO;’li ortamda 5 giin siire ile inkubasyona
birakilmistir (Suzuki ve ark. 2010). 5 giin sonunda sonunda iireme sekillenen
besiyerlerinden preparatlar hazirlanarak Gram boyama yapilmistir. Boyama sonucunda
belirlenen gram-negatif basillerin ait oldugu kolonilere biyokimyasal testler uygulanmigtir

(Cizelge 2.3.).
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Cizelge 2.3. Capnocytophaga spp. identifikasyonu igin kullanilan kriterler (Hawkey ve ark. 1984, Rummens ve ark.

1985)

KOLONi MORFOLOJiSi KARBONHIPRATLARDAN ASIT

URETME
) Beyaz, sar1 pigment, kabarik,
Kanh Agarda Ureme yanlar basik, 2-3 mm ¢apli ve R Glukoz Pozitif
tipi.
MacConkey Agarda
.. Negatif Maltoz
Ureme Pozitif
Indol Negatif Siikroz Pozitif
Katalaz Negatif Mannoz Pozitif
Oksidaz Negatif Mannitol Negatif
Ureaz Negatif Riboz Negatif
Arjinin Dehidrolaz Negatif Sorbitol Negatif
Ornitin Kl
' siloz i
Dekarboksilaz Negatif Negatif
Lizin Dekarboksilaz Negatif Trehaloz Negatif
Esculin Hidrolizi Pozitif - -
2.2.3. DNA izolasyonu

200 kopegin disetinden alinan steril svaplar ile toplanan ornekler oncelikle (BD
BBL Kkiiltiir swab plus) Brain-heart infiizyon broth’da siispanse edildi ve 24 saat 35 °C’de
% 5 CO, igeren mikroaerofilik atmosferde inkubasyona birakildi. inkubasyona birakilan
broth kiiltiirden bakteri hiicreleri toplandi ve DNA ekstraksiyonu asamasia ge¢ildi
(Kikuchi ve ark. 2005). Svap orneklerinden DNA izolasyonu UltraClean Microbial DNA
Isolation Kit ile prosediire uygun olarak yapilmistir. Ayrilan DNA’lar PCR ¢aligmalari

yapilana kadar cryo tiiplerde -20 °C derin dondurucuda saklanmustir.
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UltraClean Microbial DNA Isolation Kit Prosediirii:

- 1.8 ml érnek ependorf tiipe aktarilip 10000 devirde 30 saniye santrifiij edildi. Ust
s1v1 atildiktan sonra tekrar 10000 devirde 30 saniye santrifiij edildi. Ust s1v1 atildi.

- Pelete 300 ul microbead soliisyonu eklendi ve microbead tiiplere aktarildi.

- 50 ul MDI1 soliisyonu eklendi ve 65 °C de 10 dakika Benmari’de inkiibe edildi.

- Microbead tiipler 10 dakika ardindan yatik olarak ¢alkalayiciya kondu ve 10 dakika
tutuldu.

- Microbead tiipler 10 dakikanin ardindan fazla sarsilmadan 10000 devirde 30 saniye
santrifiij edildi.

- Siipernatant steril temiz ependorfa transfer edildi

- Uzerine 100 pl MD 2 solusyonu eklendi ve 5 saniye vortekslendi. Ardindan 4 °C de
5 dakika inkubasyona birakildi.

- 5 dakikay1 takiben 10000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.

- Yaklasik 450 pl siipernatant pipetle alidi ve steril ependorfa aktarildi.

- Uzerine 900 ul MD3 solusyonu eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

- Karigimin 700 pl’si Spin Filtreli tiipe aktarildi ve 10000 devirde 30 saniye santrifiij
edildi. Alt siv1 atild1 ve ayn1 islem kalan karisim i¢in tekrarlandi.

- Spin filtreli tiipe 300 ul MD4 ilave edildi ve 10000 devirde 30 saniye santrifiij
edildi. Altta kalan s1v1 kisim atildiktan sonra tekrar bos olarak santrifuj edildi.

- Filtre yeni steril tlipe aktarildi.

- Uzerine 50 pl MDS5 filtrenin iizerine gelecek sekilde eklendi ve 10000 devirde 30
saniye santrifiij edildi.

- Santriflijden sonra filtre atild1 ve altta kalan sivi DNA olarak kullanildi.

2.2.3.1. PCR

Master  Mikslerin ~ Hazirlamisi:  Arastirmamizda  Capnocytophaga  spp.
identifikasyonu i¢in yapilan PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢cin PCR amplifikasyonu 50
ul toplam hacimde, son konsantrasyon ViBuffer A (Vivantis ®) 10X enzimi tampon
cozeltisi 1X, magnesium kloriir (MgCl,) 50 mM, dNTP 10x, primer (CalL2-ASI primer
cifti i¢in) 10 pmol, pfu DNA polymerase 5U (Vivantis ®) olacak sekilde gerceklestirildi
(Suzuki ve ark. 2010). Kullanilan malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 3.’de belirtilmistir.

Capnocytophaga canimorsus identifikasyonu i¢in yapilan PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek
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icin PCR amplifikasyonu 50 pl toplam hacimde, son konsantrasyon ViBuffer A (Vivantis
®) 10X enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, magnesium kloriir (MgCl,) 50 mM, dNTP 10x,
primer (CalL2-CaR primer ¢ifti i¢in) 10 pmol, pfu DNA polymerase 5U (Vivantis ®)
olacak sekilde gergeklestirildi (Suzuki ve ark. 2010). Kullanilan malzemeler ve voliimleri
Cizelge 2. 4.°de belirtilmistir. Capnocytophaga cynodegmi identifikasyonu i¢in yapilan
PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek icin PCR amplifikasyonu 50 pl toplam hacimde, son
konsantrasyon ViBuffer A (Vivantis ®) 10X enzimi tampon ¢o6zeltisi 1X, magnesium
kloriir (MgCl,) 50 mM, dNTP 10x, primer (CalL2-CyR primer ¢ifti icin) 10 pmol, pfu
DNA polymerase 5U (Vivantis ®) olacak sekilde gergeklestirildi (Suzuki ve ark. 2010).

Kullanilan malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 5.”de belirtilmistir.

Cizelge 2.4. Capnocytophaga spp. i¢in mastermiks hazirlanma oranlar1 (Suzuki ve ark. 2010)

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar (ul)
ViBuffer A (10X) Sul
MgCl, 3ul
dNTP 2mM) 3ul
Primer 1 (CaL2) 1 ul
Primer 2 (AS1) 1 ul
Pfu DNA Polimeraz (5U) 0.5 ul
ddH,0 Son Voliime Tamamlanir
Template DNA (200 nM) 5ul
TOPLAM 50 ul

36



Cizelge 2.5. Capnocytophaga canimorsus i¢in mastermiks hazirlanma oranlar1 (Suzuki ve ark. 2010)

Malzeme (Ticari) istenen Son Miktar [(ny
ViBuffer A (10X) Sul
MgCl, 3ul
dNTP 2mM) 3ul
Primer 1 (CaL2) 1ul
Primer 2 (CaR) 1ul
Pfu DNA Polimeraz (5U) 0.5 ul
ddH,0 Son Voliime Tamamlanir
Template DNA (200 nM) Sul
TOPLAM 50 ul

Cizelge 2.6. Capnocytophaga cynodegmi i¢in mastermiks hazirlanma oranlar1 (Suzuki ve ark. 2010)

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar (ul)
ViBuffer A (10X) Sul
MgCl, 3ul
dNTP 2mM) 3ul
Primer 1 (CaL2) 1ul
Primer 2 (CyR) 1l
Pfu DNA Polimeraz (5U) 0.5l
ddH,0 Son Voliime Tamamlanir
Template DNA (200 nM) Sul
TOPLAM 50 ul

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 45’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 5’ser ul alinip, ilgili tiiplerin igerine eklenmis ve agizlar

sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip,
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programlandi. Cal2-ASI, Cal2-CaR ve CaL2-CyR primerlerine 06zgli hazirlanan
mastermikslerin PCR analizlerinde kullanilan 1s1l dongii ve siire diyagrami (Kikuchi ve ark

2005) Cizelge 2.5’de gosterilmistir.

Cizelge 2.7. PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Kikuchi ve ark 2005)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 35 58°C 1 dk
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

2.2.3.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

0,2 mL tiiplerde olusturulan 50 pl’ lik PCR tirtinlerinden 10’ ar pl pipet yardimiyla
almip, 3 pl 6x loading dye solusyonu ile karistirildi. Olusturulan karigimin tamami

alarak, % 2’lik agaroz jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga ytiklendi.
2.2.3.3. Jelde Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan

sonra 80V 500A akimda 40 dakika yiiriitiildi.
2.2.3.4. Goriintiilleme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan ¢ikarildi. Siire sonunda yiiriitiilen jel, bilgisayara bagli durumdaki
transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra,

bant uzunluklar1 her PCR i¢in ayr1 degerlendirildi.
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Degerlendirme daha once bildirilen sekilde yapildi. PCR analizinde, Cal2 ve ASI
primeri i¢in 124 bp, CaR ve CyR primerleri i¢in 427 bp uzunlugundaki bant olusumlari

arandi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon Bulgulan

Arastirma i¢in 2012 Ocak-Nisan tarihleri arasinda, Mugla ili ve ¢evresinde bulunan,
dis tas1 olan sahipli kdpeklerden teknigine uygun olarak alinan 200 adet oral svap 6rnegi
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin
Teshis Laboratuarina getirilmistir. Laboratuvara getirilen oral svap Orneklerinden
Capnocytophaga spp. etkenlerinin saf olarak elde edilmesi i¢in, oral svap Ornekleri, diger
flora bakterilerinin {iremesinin engellenmesi amaciyla gentamisin ilave edilmis % 5 koyun
kanli agara ekilmistir. Ekimi yapilan agar plaklar, % 5 CO;’li ortamda 5 giin siire ile
inkubasyona birakilmistir (Suzuki ve ark. 2010). Inkubasyon periyodu sonunda agar
plaklarda sekillenen koloniler, Gram boyama ydntemi ile mikroskopik morfoloji agisindan
incelenmistir. Boyama sonucunda belirlenen gram-negatif basillerin ait oldugu kolonilere
biyokimyasal testler uygulanmistir (Cizelge 2.2.) (Hawkey ve ark. 1984, Rummens ve ark.
1985).

Capnocytophaga stipheli kolonilere yapilan izolasyon, identifikasyon ve
biyokimyasal testler sonucunda elde edilen izolatlardan hicbiri Capnocytophaga spp.

olarak identifiye edilmemistir.
3.2. PCR Bulgulari

Bu tez calismasi ile kopeklerde oral florada goriilen ve klinik tanisi rutin olarak
konulamayan Capnocytophaga infeksiyonlarinin tanilar1 Cal2, ASI, CaR ve CyR geni
niikleotid sekanslar1 kullanilarak yapilmistir. Arastirmamizda Mugla ili ve g¢evresinde
bulunan dis tas1 olan sahipli kopeklerden toplanan 200 adet oral svap 6rnegi incelenmis ve
yapilan birinci PCR sonucunda 200 6rnegin 11 (% 5.5)’inde Cal2 ve ASI gen tasiyiciligt
saptanmigtir.  Dolayistyla bu  6rnekler, Capnocytophaga spp. pozitif — olarak
degerlendirilmistir. Daha sonra Capnocytophaga spp. olarak tanmimlanan etkenlerin
DNA’lar1, ayn1 kondisyonlarla yapilan ikinci PCR sonucunda CaR ve CyR geni niikleotid
sekanslar1 kullanilarak Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi

pozitifligi agisindan da degerlendirilmistir.
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CaR ve CyR spesifik primerler kullanilarak gergeklestirilen ikinci PCR sonrasinda
Capnocytophaga spp. pozitif olarak saptanan orneklerde CaR ve CyR gen tasiyiciligl
aranmustir. Incelenen toplam 11 6rnegin 2 (% 18.2)’sinin sadece CaR geni agisindan
pozitif oldugu, 9 (% 81.8)’unun ise hem CaR, hem de CyR geni acisindan pozitif oldugu
tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, sadece CyR geni agisindan pozitif olan drnege ise
rastlanmamistir. Sadece CaR geni saptanan ornekler Capnocytophaga canimorsus pozitif,
hem CaR, hem de CyR geni saptanan Ornekler ise Capnocytophaga canimorsus ve
Capnocytophaga cynodegmi pozitif olarak degerlendirilmistir. PCR sonucunda elde edilen
Capnocytophaga spp. PCR pozitif orneklerin elektroforez goriintlisii Sekil 3.1°de,
Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi PCR pozitif O6rneklerin
elektroforez gorilintiisii Sekil 3.2’de ve arastirma materyalini olusturan kopeklerde

Capnocytophaga spp. prevalansi Sekil 3.3.°de gosterilmektedir.

M1 2345678 91011121314

Sekil 3.1. Capnocytophaga spp. PCR pozitif 6rneklerin (CalL2-AS1 primerleri ile yapilan PCR) elektroforez
goriintiisi M:100 bp DNA ladder, 1: Capnocytophaga canimorsus pozitif kontrol, 2: Capnocytophaga
cynodegmi pozitif kontrol 3: Negatif Kontrol, 4-14: Capnocytophaga spp. PCR pozitif 6rnekler
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Sekil 3.2. Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi PCR pozitif 6rneklerin elektroforez
goruntiisit
A) Capnocytophaga canimorsus PCR pozitif orneklerin (CalL2-CaR primerleri ile yapilan PCR)
elektroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, 1: Capnocytophaga canimorsus pozitif kontrol, 2:
Negatif Kontrol 3-13: Capnocytophaga canimorsus PCR pozitif 6rnekler
B) Capnocytophaga cynodegmi PCR pozitif orneklerin (CalL2-CyR primerleri ile yapilan PCR)
elektroforez goriintiisiit M:100 bp DNA ladder, 1: Capnocytophaga cynodegmi pozitif kontrol, 2:
Negatif Kontrol 3-5: Capnocytophaga cynodegmi PCR pozitif ornekler 6: Capnocytophaga
cynodegmi PCR negatif o6rnek 7-10: Capnocytophaga cynodegmi PCR pozitif Ornekler 11:
Capnocytophaga cynodegmi PCR negatif ornek 12-13: Capnocytophaga cynodegmi PCR pozitif
ornekler

Total : 200 (% 100)

O C.canimorsus O C.caynodegmi

2 (%18.2) | 9 (%81.8)

11 (%5.5)

Sekil 3.3. Elde edilen 6rneklerden Capnocytophaga spp. prevalansi
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Elde edilen pozitiflik oranlarinin cinsiyete ve yasa gore dagilimi Cizelge 3.1,

Cizelge 3.2., Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4.’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Capnocytophaga spp. pozitiflik oranlarinin cinsiyete gére dagilimi

PCR Pozitif .. cer e Toplam pozitif
Ornekler Erkek kopek Disi kopek ornek sayisi
Capnocytophaga o) 9 11
spp.

Cizelge 3.2. Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitiflik oranlarinin cinsiyete
gore dagilimi

PCR Pozitif .. cer e Toplam pozitif
Ornekler Erkek kopek Disi kopek ornek sayisi
Capnocytophaga i ) )
canimorsus
Capnocytophaga i i 0
cynodegmi
Capnocytophaga
canimorsus ve 7 7 9
Capnocytophaga
cynodegmi
TOPLAM 2 9 11

Arastirmamiz sonucunda Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga
cynodegmi pozitif orneklerin 2 (% 22.2) adedi erkek hayvanlardan, 7 (% 78.2) adedi ise
disi hayvanlardan saptanmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif olan 2 adet

Ornegin tamama ise (% 100) disi hayvanlardan saptanmistir.

Cizelge 3.3. Capnocytophaga spp. pozitiflik oranlarinin yasa gore dagilimi

PQR Pogitif 0-5 yas 6-9 yas 10 yas ve iizeri O’Zl‘i(t)i[f)lggllek
Ornekler P
sayisl
Capnocytophaga 10 1 - 11
spp.
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Cizelge 3.4. Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitiflik oranlarinin yasa
gore dagilimi

. Toplam
ngnl;lglz;:_lf 0-5 yas 6-9 yas 10 yas ve iizeri | pozitif 6rnek
sayisi
Capnocytophaga ’ i ) 2
canimorsus
Capnocytophaga i i ) 0
cynodegmi
Capnocytophaga
canimorsus ve 3 1 ) 9
Capnocytophaga
cynodegmi

Elde edilen pozitiflik oranlarinin yasa goére dagilimi incelendiginde
Capnocytophaga pozitif olarak saptanan 11 6rnegin 10 (% 90.9)’nunun 0-5 yas grubu
hayvanlardan, 1 (% 9.1)’inin ise 6 yash bir hayvandan saptandigi belirlenmistir.
Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitif Orneklerin 8 (%
88.8)’inin 0-5 yas grubu hayvanlardan, 1 (% 11.2)’inin ise 6 yash bir hayvandan saptandig1
belirlenmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif olan 2 adet 6rnegin tamami ise

0-5 yas grubu hayvanlardan saptanmustir.

Aragtirmamizda, 200 6rnegin 11 (% 5.5)’inden Capnocytophaga spp. identifiye
edilmistir. Pozitif orneklerin % 18’1 Capnocytophaga canimorsus, % 82’si ise
Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi olarak siniflandirilmigtir.
Capnocytophaga canimorsus sadece 2 disi kopekten izole edilmistir. 2 erkek kopek ve 7
disi kopekten de Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi beraber
identifiye edilmislerdir. Izolatlarn 10’u 0-5 yas kopeklerden identifiye edilirken, sadece
1’1 6-9 yas kopekten identifiye edilmistir.
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4. TARTISMA

Capnocytophaga canimorsus kopek oral florasinin bir {iyesi olup ilk defa 1976
yilinda kdpek tarafindan 1sirilan sepsis ve menenjit infeksiyonu goriilen bir hastanin kan ve
beyin omurilik sivisindan izole edilmis ve identifiye edilemeyen bir gram-negatif basillus
olarak rapor edilmistir (Bobo ve Newton 1976). O donemlerde ajanin fenotipik 6zellikleri
yan1 sira biyokimyasal 6zellikleri hakkinda da yeterli bilgi bulunmamakta idi. Bir y1l sonra
kopek 1sirig1 sonucu olusan 17 olguda da infeksiyona identifiye edilemeyen bir gram-
negatif basilin neden oldugu tespit edilmistir (Butler ve ark. 1977). Bakteri daha sonra
CDC grup DF-2 olarak kabul edildi, ancak arastirmalar sonucunda CDC grup DF-2’ye
benzeyen baska bir bakteri grubu daha tanimlaninca 1989 yilinda (Brenner ve ark. 1989)
organizma’ya CDC grup DF-2’ye yavas ve nispeten zayif bir biiylime gosteren
Capnocytophaga canimorsus (CDC grup DF-2 veya disgonik fermentor 2), CDC grup DF-

2 benzeri bakterilere ise Capnocytophaga cynodegmi adi verilmistir.

Insanda 5 adet Capnocytophaga tiirii (Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga
ochraceae, Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga granulosa ve Capnocytophaga
haemolytica) oral kavitede bulunmaktadir ve periodontitis ile ilisiklendirilmektedir. Bu
genusa ait iki tiir Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi kedi ve
kopek oral florasinin endojen iiyesi olarak agiz boslugunda bulunan komensal bir
bakteridir (Brenner ve ark. 1989, Frandsen ve ark. 2008, Coyne ve ark. 2008). Disgonik
fermenter grup (DF) 2’ye ait tiirleri kedi ve kopeklerin oral florasinda bulunmaktadir.
Disgonik fermenter grup 1’e ait tiirler ise saglikli kisilerin normal oral florasinin liyesidir.
Ayrica insanlarda dis ¢iirigi varhi@inda bulundugu diisiiniilen baz1 tiirlerden
Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga haemolytica, Capnocytophaga gingivalis ve
Capnocytophaga granulosa’da kopek oral florasindan izole edilmistir (Dilegge ve ark.

2011).

Capnocytophaga canimorsus prevelansina iligskin ilk aragtirmalarda test edilen 50
kopegin % 8’inin pozitif sonug verdigi tespit edilmistir (Bailie ve ark. 1978). Daha sonraki
caligmalarda ise Capnocytophaga infeksiyonlarinin ¢ogunun kdpek 1sirmasi ve yalamasi

sonucu agik yaralardan etkenin alinmasi seklinde gergeklestigi  bildirilmistir.
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Konvansiyonel kiiltir metoduna gore yapilan bir c¢alismada Capnocytophaga
canimorsus un 1risik yaralarindan kdpeklerde % 74, Capnocytophaga cynodegmi ise % 86
oraninda izole edildigi tespit edilmistir (Brenner ve ark. 1989). Bagka bir calismada ise
Capnocytophaga canimorsus bakimindan test edilen kopeklerin % 26’sindan yapilan
kiiltiirlere yonelik sonuglar1 kapsamaktadir ve sonuglar PCR’1n bakteriyel identifikasyona
gore daha duyarli oldugunu desteklenmistir (Blanche ve ark. 1998). Giiniimiizde PCR
yardimi ile Capnocytophaga cynodegmi’den Capnocytophaga canimorsus’un ayrimi ve
tiplendirmesi yapilmakta, kedi ve kopeklerdeki prevalanst bu yontem ile tespit

edilebilmektedir (Suzuki ve ark 2010).

Giiniimiizde Capnocytophaga canimorsus 16S rDNA dizisi ile % 97 oraninda
identifiye edilebilmektedir (Frey ve ark. 2003). Suzuki ve arkadaslar1 (2010) tarafindan
yapilan bir ¢alismada Capnocytophaga canimorsus bakterisini barindiran kdpeklerin yiizde
oranini saptamak ve bu mikroorganizmanin varligi, genel tiir ve saglik karakterleri
arasindaki potansiyel baglantilar1 hakkinda 6n verileri bir araya getirmek amaciyla 325
kopegin % 74’iine ait oral svaplar kullanilarak kiiciik altbirim rRNA geni (16S rRNA)
fragment PCR amplifikasyonu ile yapilan net molekiiler goriintileme sonucunda
kopeklerin sadece % 22’sinin Capnocytophaga canimorsus tastyiciligl yaptigl tespit
edilmistir. Ayrica calismada kopeklerden aldiklar1 Orneklerde hala tanimlanmamis

Capnocytophaga spp. tiirlerinin oldugunu da tespit etmislerdir (Suzuki ve ark. 2010).

Bu tanimlanmamus izolatlar Capnocytophaga spp.’ya ait yeni tiirii temsil eden, iyi
belirlenmis % 100 6n yiikleme destekli, belli bir ortak soydan gelen organizma takimini
kapsayan filogenetik aga¢ dali olarak (klad) bi¢cimlendirilmistir. Bu filogenetik analizlerde
bu klad’in Capnocytophaga gingivalis ve Capnocytophaga granulosa’ya diger bilinen

Capnocytophaga spp. tiirlerinden daha yakin oldugunu belirlemistir (Suzuki ve ark. 2010).

Baska bir ¢alismada Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi
16S rRNA gen amplifikasyonu ayrimi ic¢in farkli primer kombinasyonlar1 ile PCR
spesifitesi ve sensivitesi tespit edildiginde her iki tiirden ekstrakte edilen DNA’lardaki
hedef sekanslar CaL2-AS1 primer cifti kullanilarak amplifiye edilmis ve spesifik DNA
amplifikasyonunda Cal2-CaR primerleri kullanilarak Capnocytophaga canimorsus

DNA’s1, CalL-CyR primer ¢ifti kullanilarak da Capnocytophaga cynodegmi DNA
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fragmentine ulasilmistir. Insan oral boslugundan izole edilen diger 5 Capnocytophaga spp.
genusunu da kapsayan bakteriyel amplifikasyonda Cal2 forward primer ile 3 reverse

primer kombinasyonu kullanimindan ise sonu¢ alinamamistir (Suzuki ve ark. 2010 ).

PCR’da kullanilan CaL2 primeri ile birlikte CaR ya da CyR primerleri ise
Capnocytophaga spp. genusuna ait her bir tiirlin spesifik amplikasyonunda imkan
saglamaktadir. Kedi ve kopeklerden bulunan 6rnekler ile Capnocytophaga canimorsus ve
Capnocytophaga cynodegmi tiirlerine ait spesifik dizi analizi (sekans) varlig1 agisindan
incelendiginde 325 kopegin 240’imnda (% 74) ve 115 kedinin 66’sinda (% 57)
Capnocytophaga canimorsus bakterisi, 325 kopegin 279’unda (% 86), 115 kedinin
97’sinde ise Capnocytophaga cynodegmi bakterisi tespit edilmistir. Her iki bakteri tiirline
ise 325 kopegin 219’unda % 67, 115 kedinin 64’iinde (% 56) rastlanmistir. Baska bir
calismada karsilastirmali olarak test edilen koyun ve sigir’larin % 25-30’unda
Capnocytophaga canimorsus izolasyonu (DF-2) rapor edilmis fakat domuzlarda
edilmemistir (Westwell ve ark. 1989). Arastirmamizda da Capnocytophaga tiirlerinin
identifikasyonu CalL2, ASI, CaR ve CyR geni niikleotid sekanslar1 kullanilarak yapilmistir.
Kopeklerden toplanan 200 adet oral svap drneklerinin PCR ile incelenmesi sonucunda 200
ornegin 11 (% 5.5)’inde Cal2 ve ASI gen tasityiciligi saptanmistir. Daha sonra
Capnocytophaga spp. olarak tanmimlanan bu etkenlerin DNA’lari, ayn1 kondisyonlarla
yapilan ikinci PCR sonucunda CaR ve CyR geni niikleotid sekanslari kullanilarak
Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitifligi acisindan da
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda ise Incelenen toplam 11 &rnegin 2 (%
18.2)’sinin sadece CaR gen tasiyicilig agisindan pozitif oldugu, 9 (% 81.8)’unun ise hem
CaR, hem de CyR gen tasiyicilig1 agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Calismamizda

sadece CyR geni agisindan pozitif olan 6rnege ise rastlanmamustir.

Kopek tarafindan i1sirilan veya tirmalanan insanlarin bildirildigi yaklasik 200
vakada Capnocytophaga canimorsus’un neden oldugu septisemi, menenjit veya gangren
tespit edilmistir (Brenner ve ark. 1989, Blanche ve ark. 1998, Tierney ve ark. 2006). Bu tiir
vakalarin ¢ogunda kopek 1siriklart veya kopek ile temas on plandadir (Blanche ve ark.
1998). Kopek 1siriklarinda doku hasari daha fazla oldugundan bakteri bu bolgelerde daha
kolay iireme gosterebilmektedir (Carpenter ve ark. 1987). Bir arastirmada (Lavy ve ark.

2009) 6 ayliktan daha kiigiik 17 kopekten 3 tanesinde Capnocytophaga spp.’ye
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rastlanmistir. Bu yas araligini ilging kilan ise yavru kopeklerin yasinin 4. ayi itibari ile ilk
dislerini kaybetmeye baslamasi ve 6. aydan itibaren bu dislerin yerini tamamen yetiskin
olanlara birakmasidir. Kopek 1rklar1 icinde minyatiir irk kdpeklerin % 72.7°sinde en az bir
tiir Capnocytophaga spp. bulundugu tespit edilmistir, fakat bu sonuglar tehlike olarak
algilanmamisgtir  (Dilegge ve ark. 2011). Arastirmamizda elde edilen edilen
Capnocytophaga spp. pozitiflik oranlarinin  yasa goére dagilimi incelendiginde
Capnocytophaga spp. pozitif olarak saptanan 11 6rnegin 10 (% 90.9)’unun 0-5 yas grubu
hayvanlardan, 1 (% 9.1)’inin ise 6 yashi bir hayvandan saptandigi belirlenmistir.
Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitif Orneklerin 8 (%
88.8)’inin 0-5 yas grubu hayvanlardan, 1 (% 11.2)’inin ise 6 yasl bir hayvandan saptandig
belirlenmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif olan 2 adet 6rnegin tamami ise
0-5 yas grubu hayvanlardan saptanmigtir. Bu veriler dogrultusunda da etkenin geng

hayvanlarda daha ¢ok goriildiigii ortaya ¢ikmaktadir.

Kopeklerin agizlarinda bakteri bulundurma sikliginin esas alindigr degisik
calismalarda bu oranlar 50 kopek oOrneginde % 8 (Bailie ve ark. 1978), 180 kopek
orneginde % 24 (Westwell ve ark. 1989), 90 kopek 6rneginde % 25 (Blanche ve ark. 1998)
ve % 41 (Gaastra ve Lipman 2010), 106 kopek orneginde % 57 (Mally ve ark. 2009), 53
kopek orneginde % 73 (van Dam ve ark. 2009) ve en son 325 kopek Orneginde % 74
(Suzuki ve ark. 2010) olarak tespit edilmistir. Yapilan bagka bir caligma sonucuna gore
(Dilegge ve ark. 2011) kopeklerin % 49.2°’si bir Capnocytophaga spp. tiiriini
barindirmakta ve istatistiklere gore bu oranlar ile cinsiyet (p degeri 0.046) ve kisirlik
durumu (p degeri 0.046) arasinda belirgin baglantilar bulunmustur. Erkek kopekler disi
kopeklerden biraz daha duyarli olarak belirlenmistir ve kisirlastirilmis erkek ve disi
hayvanlar, fertil olan hayvanlara gore istatistiksel olarak Capnocytophaga spp. tiiriinii

tasimaya daha yatkin olarak rapor edilmistir (Dilegge ve ark. 2011).

Calismamizda da Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi
pozitif Orneklerin 2 (% 22.2) adedi erkek hayvanlardan, 7 (% 78.2) adedi ise disi
hayvanlardan saptanmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif olan 2 adet 6rnegin
tamam1 ise (% 100) disi hayvanlardan saptanmistir. Bu veriler dogrultusunda disi

hayvanlarin tasiyicilik agisindan daha duyarli oldugu saptanmastir.
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Arasgtirmamizda ise 200 adet kopekten 11 adet Capnocytophaga spp. etkeni
saptanmistir. Mugla ili ve ¢evresindeki pet hayvani olarak beslenen kdpeklerde yapilan tez
calismamiz sonucunda Capnocytophaga etkenlerinin saptanmasinin, etkenin zoonotik
karakter tasidigi goz onlinde bulunduruldugu zaman, infeksiyonlarin olusmasi igin risk

teskil ettigi ortaya ¢ikmaktadir.
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5. SONUC

Mugla ili ve ¢evresinde bulunan sahipli kopeklerde Capnocytophaga canimorsus ve
Capnocytophaga cynodegmi tirlerinin  identifikasyonunun hedeflendigi bu tez
calismasinda, dis tasi bulunan kopeklerden alinan 200 adet oral svap ornekleri ile Cal2,

AS1, CaR ve CyR genlerine spesifik primerlere dayali olarak PCR metodu kullanilmistir.

PCR c¢aligmasi, Cal2-ASI gen primerleri, ayrica CaR ve CyR gen primerlerinin
saptanmas1 acisindan iki ayr1 asamada yapilmistir. 200 adet oral svap Orneginden 11
(%5.5) adedinde CalL2-AS1 geni saptanmistir ve bu 6rnekler Capnocytophaga spp. pozitif

olarak belirlenmistir.

CaR ve CyR spesifik primerleri kullanilarak gercgeklestirilen ikinci PCR sonrasinda
Capnocytophaga spp. pozitif olarak saptanan orneklerde CaR ve CyR gen tasiyiciligi
aranmustir.  Incelenen toplam 11 adet Capnocytophaga spp. pozitif 6rnegin 2 (%
18.2)’sinin sadece CaR geni acisindan pozitif oldugu, 9 (% 81.8)’unun ise hem CaR, hem
de CyR geni acgisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, sadece CyR
geni agisindan pozitif olan drnege ise rastlanmamistir. Sadece CaR geni saptanan ornekler
Capnocytophaga canimorsus pozitif, hem CaR, hem de CyR geni saptanan Ornekler ise
Capnocytophaga  canimorsus ve  Capnocytophaga  cynodegmi  pozitif — olarak

degerlendirilmistir.

Arastirmamiz sonucunda Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga
cynodegmi pozitif orneklerin 2 (% 22.2) adedi erkek hayvanlardan, 7 (% 78.2) adedi ise
disi hayvanlardan saptanmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif olan 2 adet

Ornegin tamama ise (% 100) disi hayvanlardan saptanmistir.

Elde edilen pozitiflik oranlarinin yasa goére dagilimi incelendiginde
Capnocytophaga pozitif olarak saptanan 11 6rnegin 10 (% 90.9) adedinin 0-5 yas grubu
hayvanlardan, 1 (% 9.1) adedinin ise 6 yagh bir hayvandan saptandigi belirlenmistir.
Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitif 6rneklerin 8 (% 88.8)
adedi 0-5 yas grubu hayvanlardan, 1 (% 11.2) adedi ise 6 yash bir hayvandan saptandigi
belirlenmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif olan 2 adet 6rnegin tamami ise

0-5 yas grubu hayvanlardan saptanmustir.
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Insan saghig1 acisindan da risk teskil etmekte olan Capnocytophaga canimorsus ve
Capnocytophaga cynodegmi tiirlerinin rutin teshisinin zor olmasi, bu infeksiyolarin goz
ard1 edilmesine yol agmustir. Ulkemizde yaygin sekilde pet hayvami olarak beslenen
kopeklerin oral florasindan bu etkenlerin izole edilmis olmasi, hastaligin kd&peklerden
insanlara gecebilecegini gostermektedir. Capnocytophaga infeksiyonlarinin, insanlarda
menenyjit, akut organ yetmezlikleri, intravaskiiler koagiilopati, gibi ciddi vakalara yol actig1
diisiiniiliirse etkenin zoonoz oldugu ortaya c¢ikmaktadir ve o6zellikle immun sistemi
baskilanmis insanlarda, bu tarz infeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklerin, diger etkenleri
baskilamasi sonucu Capnocytophaga infeksiyonlar1 meydana gelmektedir. Hastalik, ayrica

insanlara kopeklerden 6zellikle oral yolla ve 6pme seklinde bulagabilmektedir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi, iilkemizde Capnocytophaga infeksiyonlarinin tanisi
acisindan Veteriner alanda yapilan ilk molekiiler ¢alismadir. Ulkemizde de zoonotik 6nemi
olan Capnocytophaga infeksiyonlarn ile ilgili saglikli veriler elde edilebilmesi igin,

caligmalarin yayginlastirilmasi ve devam ettirilmesi onerilmektedir.
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OZET

Kopeklerde Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi Tiirlerinin Kiiltiir ve
Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

Her yil diinya ¢apinda milyonlarca insanin hayvanlar tarafindan 1sirildigi rapor
edilmektedir. Isiriklarin 9%90°1 kopekler tarafindan meydana getirilir ve bu 1sirik
yaralarinin biiyilk ¢ogunluguna tibbi miidahale yapilmamaktadir. Capnocytophaga cinsi
icerisinde bulunan Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi tiirleri,
kopeklerin agiz boslugunda komensal olarak yasayan mikroorganizmalardir ve bazen

insanlarda 6liimciil sistemik infeksiyonlara neden olabilmektedir.

Bu tez calismasi ile kopeklerde oral florada goriilen ve klinik tanisi rutin olarak
konulamayan Capnocytophaga infeksiyonlarinin tanilar1 Cal2, ASI, CaR ve CyR geni
niikleotid sekanslar1 kullanilarak yapilmistir. Arastirmamizda Mugla ili ve g¢evresinde
bulunan, dis tas1 olan sahipli kopeklerden toplanan 200 adet oral svap 6rnegi incelenmis ve
yapilan birinci PCR sonucunda 200 adet 6rnegin 11 (% 5.5)’inde Cal2 ve ASI gen
tastyicilign saptanmistir. Incelenen toplam 11 adet Capnocytophaga spp. pozitif 6rnegin 2
(% 18.2)’sinin sadece CaR geni acisindan pozitif oldugu, 9 (% 81.8)’unun ise hem CaR,
hem de CyR geni agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, sadece
CyR geni acisindan pozitif olan 6rnege ise rastlanmamistir. Sadece CaR geni saptanan
ornekler Capnocytophaga canimorsus pozitif, hem CaR, hem de CyR geni saptanan
ornekler ise Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi pozitif
orneklerin 2 (% 22.2) adedi erkek hayvanlardan, 7 (% 78.2) adedi ise disi hayvanlardan
saptanmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif olan 2 adet 6rnegin tamami ise
(% 100) disi hayvanlardan saptanmustir. Elde edilen pozitiflik oranlarinin yasa gore
dagilimi incelendiginde Capnocytophaga spp. pozitif olarak saptanan 11 6rnegin 10 (%
90.9) adedinin 0-5 yas grubu hayvanlardan, 1 (% 9.1) adedinin ise 6 yasli bir hayvandan
saptandig1 belirlenmistir. Capnocytophaga canimorsus ve Capnocytophaga cynodegmi
pozitif 6rneklerin 8 (% 88.8) adedi 0-5 yas grubu hayvanlardan, 1 (% 11.2) adedi ise 6
yash bir hayvandan saptandigi belirlenmistir. Sadece Capnocytophaga canimorsus pozitif

olan 2 adet 6rnegin tamamu ise 0-5 yas grubu hayvanlardan saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Capnocytophaga canimorsus, Capnocytophaga cynodegmi, kopek, identifikasyon, PCR
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SUMMARY

Detection of Capnocytophaga canimorsus and Capnocytophaga cynodegmi in Dogs by Cultural
and Molecular Methods

Every year, it is reported that millions of people are bitten by animals worldwide.
90 % of the bites are caused by dogs and there is no any special medical care for these bite
wounds. Capnocytophaga canimorsus and Capnocytophaga cynodegmi species are
microorganisms found in Capnocytophaga genus and grow commensally in oral flora of

dogs. Capnocytophaga canimorsus may also cause mortal systemic infections in human

By this thesis work, the diagnosis of Capnocytophaga infections which could not
made as routinely, was done by using Cal2, AS, CaR and CyR gene sequences. In our
study, 200 oral swap samples which were taken from owned dogs which have dental
plaque, were examined and in the end of first PCR, Cal2 and ASI gene were detected from
11 (5.5 %) samples out of 200 samples. It is found that 2 (18.2 %)of the samples were
positive for CaR gene and 9 (81.8 %) of the samples were positive for both CaR and CyR
gene out of examined 11 Capnocytophaga spp. positive samples. As a result of this
research, there was no any positive sample detected that is only positive for CyR gene. The
samples that only CaR positive were evaluated as Capnocytophaga canimorsus positive,
the samples that both CaR and CyR positive were evaluated as Capnocytophaga
canimorsus and Capnocytophaga cynodegmi positive. 2 (22.2 %) of the Capnocytophaga
canimorsus and Capnocytophaga cynodegmi positive samples were detected from male
animals, 7 (78.2 %) of them were detected from female animals. The whole 2 (100
%)samples that are only Capnocytophaga canimorsus positive were detected from female
animals. In the result of positivity range by age, 10 (90.9 %) of the samples were detected
from 0-5 age animals, and 1 (9.1 %) of the samples were detected from 6 aged animal out
of 11 Capnocytophaga spp. positive samples. 8 (88.8 %) of the samples were detected
from 0-5 age animals, and 1 (11.2 %) of the sample were detected from 6 aged animal out
of 9 Capnocytophaga canimorsus and Capnocytophaga cynodegmi positive samples. The
whole 2 (100 %) samples that are only Capnocytophaga canimorsus positive were

detected from 0-5 age animals.

Keywords: Capnocytophaga canimorsus, Capnocytophaga cynodegmi, dog, identification, PCR
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