Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2013; 47(2): 230-239

Campylobacter Turlerinin Fenotipik Yontemler ve
Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarhliklari

Identification of Campylobacter spp. Isolates with Phenotypic
Methods and Multiplex Polymerase Chain Reaction and
Their Antibiotic Susceptibilities

Tuba KAYMAN', Secil ABAY?, Harun HIZLISOY?

T Kayseri E§itim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari, Kayseri.

" Kayseri Education and Research Hospital, Microbiology Laboratory, Kayseri, Turkey
2 Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri.

2 Erciyes University Faculty of Veterinary, Department of Microbiology, Kayseri, Turkey.

Gelis Tarihi (Received): 09.09.2012 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 30.11.2012

OZET

Bu calismada, termofilik Campylobacter tirlerinin akut gastroenterit olgularindan izolasyon sikliginin
belirlenmesi, fenotipik ve molekiler yontemlerle tanimlanmasi ve cesitli antibiyotiklere karsi duyarlliklari-
nin saptanmasi amaclanmistir. Calismaya, Mart 2010-Mart 2011 tarihleri arasinda hastanemize basvuran
ishalli hastalardan alinarak laboratuvarimiza gonderilen 3287 diski 6rnegi dahil edilmistir. Orneklerden ter-
mofilik Campylobacter spp. izolasyonu amaciyla, sefoperazon, amfoterisin B ve teikoplanin eklenmis
Campylobacter Blood-free Selective Medium (modified CCDA-Preston, Oxoid CM739, ingiltere) kullanil-
mus; kiltirler 42°C’de mikroaerofilik ortamda 72-96 saat sireyle inkiibe edilmistir. Fenotipik tanimlama-
da, koloni morfolojisi, Gram boyama, oksidaz testi, katalaz testi ve faz-kontrast mikroskobunda hareket in-
celemesi yapilmistir. Fenotipik testlerle tanimlanan termofilik Campylobacter spp. izolatlarinin cins ve tir
diizeyinde tanimlamalari ayrica multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPCR) ile gerceklestiriimistir. izo-
latlarin antibiyotik duyarliliklari disk diflizyon yontemiyle arastirilmis ve sonuglar CLSI 6nerileri dogrultu-
sunda degerlendirilmistir. Gastroenteritli olgularin %5.4 (179/3287)'Gniin digki 6rneginden termofilik
Campylobacter spp. izole edilmistir. Campylobacter pozitif olgularin %71 (127/179)'inin ¢ocuk ve %58
(104/179)'inin erkek olgular oldugu izlenmistir. Campylobacter spp. prevalansi cocuklarda %7.5
(127/1683), yetiskinlerde ise %3.2 (52/1604) olarak saptanmistir. Fenotipik testler ile 179 izolatin 146
(%82)'s1 C.jejuni, 24 (%13)'u C.coli, 6 (%3)’s1 C.lari ve 3 (%2)'U C.upsaliensis olarak saptanmustir. Buna kar-
sin mPCR ile izolatlarin %85 (152/179)'i C.jejuni, %15 (27/179)'i ise C.coli olarak tiir diizeyinde tanimlan-
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mustir. Fenotipik yontemlerle C./ari olarak tanimlanan alti izolatin, mPCR ile tgl C.jejuni, Ggl C.coli; C.up-
saliensis olarak tanimlanan tg izolatin ise ikisi C.jejuni, biri C.coli olarak belirlenmis; fenotipik yontemle C.co-
li olarak tanimlanan bir izolat mPCR’de C.jejuni olarak saptanmigtir. izolatlarin trimetoprim-siilfametoksa-
zol, nalidiksik asit, levofloksasin, siprofloksasin, ampisilin, sefotaksim, piperasilin-tazobaktam, tetrasiklin,
klindamisin, amikasin ve eritromisine direng oranlari sirasiyla %92.6, %79.5, %75.6, %73.9, %40.3, %35,
%33.4, %24, %14.6, %11.2 ve %6.3 olarak bulunmustur. On (g aylik stirecte izole edilen suglarin mev-
simsel dagilimi incelendiginde, en yiiksek izolasyon oranlarinin Mart-Haziran (ortalama %66) déneminde
oldugu gorilmustir. Caismamizda, gerek prevalans gerekse antibiyotik direng oranlaryla ilgili elde edilen
veriler, gastroenterit olgularinda Campylobacter tirlerinin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu nedenle rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda gastroenterit etkenlerinin arastirimasinda Campylobacter spp. icin de kl-
tur yapilmasi ve izolatlarin antibiyotik duyarlliklarinin belirlenerek klinisyenlerin yonlendirilmesi 6nerilmek-
tedir. Ayrica fenotipik testlerin, Campylobacter'lerin cins diizeyinde tanimlamasinda yeterli oldugu, ancak
tur diizeyinde kesin tani icin molekiiler testlerin kullanilmasi gerektigi sonucuna variimistir.

Anahtar sézciikler: Campylobacter tiirleri; gastroenterit; fenotipik testler; multipleks polimeraz zincir re-
aksiyonu; antibiyotik duyarlilik.

ABSTRACT

The aims of this study were to detect the frequency of isolation of thermophilic Campylobacter spp.
from acute gastroenteritis cases by phenotypic and molecular methods and to evaluate the antibiotic
susceptibilities of the isolates. A total of 3287 stool samples obtained from diarrheal patients who were
admitted to Kayseri Training and Research Hospital, Kayseri, Turkey, between March 2010 - March 2011
and sent to the microbiology laboratory, were included in the study. Cefoperazone, amphotericin B and
teicoplanin (CAT) supplemented Campylobacter Blood-free Selective Medium (modified CCDA-Preston,
Oxoid CM739, UK) was used for the isolation of Campylobacter spp. The media inoculated with stool
samples were incubated at 42°C microaerobically for 72 to 96 hours. The genus and species level iden-
tifications of the thermophilic Campylobacter spp. isolates defined by phenotypic tests were carried out
with multiplex polymerase chain reaction (mPCR). Antibiotic susceptibilities of the isolates were detec-
ted by disc diffusion method and the results were evaluated according to the CLSI guidelines. The ther-
mophilic Campylobacter spp. were isolated from 5.4% (179/3287) of the patients’ stool samples. Of
Campylobacter positive cases 71% (127/179) were children and 58% (104/179) were male. The preva-
lence rate was estimated as 7.5% (127/1683) for children and 3.2% (52/1604) for adults. Of the isola-
tes, 146 (82%) were identified as C.jejuni, 24 (13%) were C.coli, 6 (3%) were C.lari and 3 (2%) were
C.upsaliensis with phenotypic tests. By using mPCR, 152 (85%) and 27 (15%) of 179 isolates were iden-
tified as C.jejuni and C.coli, respectively. Three of the six isolates identified as C./ari by the phenotypic
methods were identified as C.jejuni and the remaining three as C.coli by mPCR. Phenotypically identifi-
ed three C.upsaliensis isolates were shown to be C.jejuni (n= 2) and C.coli (n=1). On the other hand one
C.coliisolate was found to be C.jejuni by mPCR. The rates of resistance of the isolates were 92.6% for tri-
methoprim-sulfamethoxazole, 79.5% for nalidixic acid, 75.6% for levofloxacin, 73.9% for ciprofloxacin,
40.3% for ampicillin, 35% for cefotaxime, 33.4% for piperacillin-tazobactam, 24% for tetracycline,
14.6% for clindamycin, 11.2% for amikacin and 6.3% for erythromycin. During the 13 months study
period, the highest isolation rates were detected between March-June (mean rate 66%). Our data con-
cerning the prevalence and antibiotic resistance rates revealed the significance of campylobacters in
gastroenteritis cases. Therefore, specific microbiological isolation and identification methods should be
applied in routine microbiology laboratories to investigate the presence of campylobacters in gastroen-
teritis etiology. Besides, determination of the antibiotic susceptibilities of the isolates on routine basis
should be encouraged to help to guide the antimicrobial treatment approaches in case of gastroenteri-
tis. The results of this study also indicated that phenotypic tests were adequate for the identification of
campylobacters at the genus-level, however, for accurate identification at the species level and for reli-
able epidemiological data molecular analysis might be added to the detailed identification procedures.
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GiRis

Epsilonproteobacteria sinifinda bulunan Campylobacter cinsi glinimiizde alti alt tir ve (g
biovar olmak (izere toplam 18 tiir icermektedir'. Bu cinste yer alan Campylobacter jejuni,
C.coli, C.lari ve C.upsaliensis genel olarak termofilik kampilobakterler olarak adlandirilir ve
basta endustrilesmis Ulkeler olmak Uzere tim diinyada gastroenteritlerin 6nemli etkenleri
arasindadir. Bu grupta baskin tir olan C.jejuni ishal, ates ve karin agrisi gibi semptomlarla
karakterize akut enfeksiyona yol acar. Bununla birlikte C.jejuni, reaktif artrit ile Miller-Fisher
ve Guillain-Barre sendromlarini iceren nérolojik komplikasyonlara da neden olmaktadir?>.

Gida kaynakl olan Campylobacter enfeksiyonlari icin en dnemli bulas yolu kontamine
et, sit ve suyun tuiketilmesidir. Bunun yani sira evcil hayvanlar, vahsi kanatlilar ve vahsi
hayvanlar da enfeksiyon kaynagidir ve tasiyici hayvanlarla direkt temasla da bulas ger-
ceklesmektedir?*. Campylobacter tiirleri, gastroenterit olgularindan, ilkelere ve bélgele-
re gore degisik oranlarda izole edilmektedir. Gelismis Ulkelerde olgu sayisi 13/100.000
iken, gelismekte olan ilkelerde %5-20 oraninda prevalans bildirilmektedir?3. Hastaligin
laboratuvar tanisi direkt mikroskopi ve kiltiirle yapilmakta, izole edilen bakteriler fenoti-
pik ve molekiiler testlerle tur diizeyinde tanimlanmaktadir. Ancak fenotipik testler tir du-
zeyinde tanimlama icin her zaman yeterli ve guvenilir sonu¢ vermemektedir. Bu calisma-
da, akut gastroenterit olgularindan izole edilen termofilik Campylobacter spp. izolatlari-
nin fenotipik ve molekuler yontemler kullanilarak tir diizeyinde tanimlanmalari ve in vit-
ro antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Mart 2010-Mart 2011 tarihleri arasinda mikrobiyoloji laboratuvarina gon-
derilen, ishali olan 1821 erkek, 1466 kadin olmak Uzere toplam 3287 hastaya ait disk
érnegi dahil edildi. Orneklerden termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonu ve tanim-
lanmasinda fenotipik ve molekuler yontemler kullanildi.

Fenotipik Testler

Diski 6rneklerinden Campylobacter spp. izolasyonu amaciyla, sefoperazon, amfoteri-
sin B ve teikoplanin (CAT supplement, Oxoid SR174, ingiltere) ilave edilmis segici besi-
yeri (Campylobacter Blood-free Selective Medium; modified CCD Agar-Preston, Oxoid
CM?739, Ingiltere) kullanildi. Orneklerin besiyerine ekilmesinden sonra, kiiltiirler 42°C’de
mikroaerofilik ortamda (Anaerocult C, Merck, Almanya) 72-96 saat inklibe edildi. Modi-
fiye CCD agarda gri-beyaz renkte, metalik rofle veren koloniler secilerek, Gram boyama,
oksidaz testi, katalaz testi ve faz-kontrast mikroskobunda hareket testi uygulandi. Gram
boyamada gram-negatif, marti kanadi, spiral sekilli, S ve virgll gériinimiinde olan, faz-
kontrast mikroskobunda hareketli gériinen ve katalaz ve oksidaz testleri pozitif olan bak-
terilerin timu termofilik Campylobacter spp. olarak tanimlandi. Bu izolatlardan hippurat
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hidroliz testi pozitif olanlar C.jejuni olarak kabul edildi; diger izolatlarin tir diizeyinde ta-
nist H,S testi, Ureaz testi, nalidiksik asit ve sefalotine duyarlilik, nitrat redtksiyonu ve in-
doksil asetat hidrolizi testleriyle yapildi>®.

Molekiiler Analiz

Orneklerden DNA ekstraksiyonu amaciyla kaynatma yéntemi kullanildi. Kisaca; izolat-
lar Mueller Hinton agarda 37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra 200 pl steril distile su
icerisinde slispansiyon hazirlandi. Elde edilen bakteri siispansiyonu 100°C’de 10 dakika
kaynatildiktan sonra sogutulup 10.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifij sonrasi
sipernatan, DNaz ve RNaz icermeyen steril ependorf tiplerine alinarak kalip DNA ola-
rak kullanild’.

Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPCR), Wang ve arkadaslari” tarafindan bil-
dirilen yonteme gore yapildi. Ancak termofilik kampilobakterlerin ilk izolasyon isisi ola-
rak 42°C kullanildigr icin C.fetus primer cifti teste dahil edilmedi. Reaksiyon karisimi
her bir 6rnek icin; 2.5 pl DNA 6rnegi, 2.5 pyl 10x PCR tamponu (Vivantis), 20 mM
MgCl, (Vivantis), 0.2 mM dNTP kangimi (Vivantis), 0.5 pM C.jejuni ve C.lari; 1 uM
C.coli, 2 uM C.upsaliensis ve 0.2 yM Campylobacter 23S rRNA primerleri (Tablo I) ve
1.25 U Taq polimeraz (Vivantis) icerecek sekilde final konsantrasyonu steril distile su
ile 25 pl'ye ayarlanarak hazirlandi. PCR protokoliinde inklbasyon, sicaklik ve sireleri
sirastyla, 95°C’de 6 dakika 6n denatirasyonu takiben 95°C’de 30 saniye denaturas-
yon, 59°C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 30 saniye uzama olmak tzere
toplam 30 dongl ve 72°C’de 7 dakika son uzamadan olustu (Touchgene Gradient,
Techne, ingiltere). Amplifikasyon sonucunda elde edilen PCR riinleri %1.5'lik agaroz
jelde 90 V gerilimde 70 dakika elektroforez (Thermo EC 330, ABD) islemine tabi tutul-
duktan sonra, UVP jel dokiimantasyon sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilarak go-
runtilendi. Bu test sonunda elde edilen bant buyukliklerine gore tir tanimi yapildi
(Tablo ).

Tablo 1. Multipleks PCR’de Kullanilan Primer Dizileri ve Beklenen Bant Biiyiikliikleri”

Hedef gen Primer Dizin (5'- 3%) Bant biiyikligii (bg)

C.jejuni hipO CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC 323
CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC

C.coli glyA CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG 126
CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG

C.lari glyA CLF TAGAGAGATAGCAAAAGAGA 251
CLR TACACATAATAATCCCACCC

C.upsaliensis glyA CUF AATTGAAACTCTTGCTATCC 204
CUR TCATACATTTTACCCGAGCT

C.jejuni 23S rRNA 23SF TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG 650
23SR ATCAATTAACCTTCGAGCACCG

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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Antibiyotik Duyarlilik Testi

Tuar dizeyinde C.jejuni ve C.coli olarak tanimlanan izolatlarin cesitli antibiyotiklere du-
yarliliklari, “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”®? &nerileri dogrultusun-
da disk diflizyon yontemiyle %5 koyun kani ilave edilmis Mueller Hinton agar (Oxoid,
ingiltere) kullanilarak saptandi. Duyarlilik testinde, ampisilin (10 pg), amikasin (30 ug),
sefotaksim (30 pg), tetrasiklin (30 pg), piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), trimetop-
rim-siilfametoksazol (1.25/23.75 pg), eritromisin (15 pg), klindamisin (2 pg), nalidiksik
asit (30 pg), siprofloksasin (5 pg) ve levofloksasin (5 ug) (Oxoid, ingiltere) antibiyotik
diskleri kullanildi. Antibiyogram icin bazi izolatlarin yeniden uretilememesi nedeniyle test
edilen sug sayisi farklilik gosterdi.

Arastirmada, hem fenotipik hem de molekdler testlerin uygulanmasi sirasinda C.jeju-
ni NCTC 11168 susu kontrol olarak kullanildi.

BULGULAR

Calismaya alinan toplam 3287 adet digki 6rneginin 179 (%5.4)"u termofilik Campylo-
bacter spp. yoniinden pozitif bulunmustur. Campylobacter pozitif olgularin 127'sinin ¢o-
cuk, 52'sinin yetigkin ve 104’tGnun erkek, 75‘inin de kadin oldugu belirlenmistir. Cocuk
olgulardan izole edilen suslarin 115i C.jejuni, 12'si C.coli; yetiskinlerden izole edilen sus-
larin 37'si C.jejuni, 15'i C.coli olarak tanimlanmistir.

Calismamizda fenotipik ve molekiiler yontemlerle tanimlanan Campylobacter susla-
rinin tir dagilimi Tablo 1l’de gosterilmistir. Fenotipik testlerle Campylobacter spp. ola-
rak tanimlanan izolatlarin timiinde, mPCR ile Campylobacter cinsi ile uyumlu olarak
650 baz cifti (bg) biyukliginde bant belirlenmistir. Izolatlarin 152'si 323 bg, 27’si ise
126 b¢ buyukligiinde bant olusturarak sirasiyla C.jejuni ve C.coli olarak tanimlanmis-
tir (Sekil 1).

Fenotipik yontemlerle C.lari olarak tanimlanan alti izolatin, mPCR’de licti C.jejuni ve
tcu C.coli olarak saptanirken, C.upsaliensis olarak tanimlanan ug izolatin ikisi C.jejuni, bi-
ri de C.coli olarak belirlenmistir. Yine fenotipik yontemle C.coli olarak tanimlanan bir izo-
lat mPCR’de C.jejuni olarak saptanmistir.

Campylobacter spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuclari degerlendirildigin-
de; trimetoprim-silfametoksazol, nalidiksik asit, siprofloksasin, levofloksasin, ampisilin,
tetrasiklin, amikasin ve eritromisine diren¢ oranlan sirasiyla %92.6, %79.5, %73.9,
%75.6, %40.3, %24, %11.2 ve %6.3 olarak bulunmustur (Tablo II1).

Tablo II. Campylobacter spp. Izolatlarinin Fenotipik ve Molekiiler Yéntemlerle Tiir Diizeyinde Tanimlama
Sonuglari (n=179)

Yontem C.jejuni n (%) C.coli n (%) C.lari n (%) C.upsaliensis n (%)
Fenotipik testler 146 (82) 24 (13) 6 (3) 3(2)
Molekdler analiz (mPCR) 152 (85) 27 (15) 0 0
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— 700 bg

Sekil 1. Campylobacter tiirlerine ait mPCR diriinlerinin gériintiisii. M: Molekdiler belirte¢ (Gene RulerTM 100
b¢ DNA ladder); Hat 1 ve 2: C.jejuni klinik izolatlar;; Hat 3 ve 4: C.coli klinik izolatlari; Hat 5: Negatif kontrol
(steril distile su); Hat 6: C.coli pozitif kontrol (126 bg); Hat 7: C.upsaliensis pozitif kontrol (204 bg); Hat 8:
C.lari pozitif kontrol (251 bg); Hat 9: C.jejuni pozitif kontrol (323 bg). (650 bg biiyiikliiGiindeki bantlar
Campylobacter cinsine 6zgiil 23S rRNA’ya aittir).

Tablo Ill. Campylobacter izolatlarinin Antibiyotik Duyarlilik Sonuglari

Test edilen Duyarh Orta duyarh Direncli
Antibiyotik izolat sayisi n (%) n (%) n (%)
Ampisilin 176 92 (52.3) 13 (7.4) 71 (40.3)
Sefotaksim 171 82 (48) 29 (17) 60 (35)
Amikasin 170 151 (88.8) - 19 (11.2)
Eritromisin 175 164 (93.7) - 11 (6.3)
Klindamisin 171 133 (77.8) 13 (7.6) 25 (14.6)
Tetrasiklin 175 111 (63.4) 22 (12.6) 42 (24)
Nalidiksik asit 176 30 (17.1) 6 (3.4) 140 (79.5)
Siprofloksasin 176 46 (26.1) - 130 (73.9)
Levofloksasin 176 38 (21.6) 5(2.8) 133 (75.6)
Trimetoprim-stilfametoksazol 176 6 (3.4) 7 (4) 163 (92.6)
Piperasilin-tazobaktam 171 78 (45.6) 36 (21) 57 (33.4)

Calismamizda 13 aylik donemde izole edilen Campylobacter suglarinin aylara gére da-
gihmi incelendiginde, en yliksek izolasyon oranlarinin Mart-Haziran déneminde oldugu
izlenmistir (Sekil 2).

TARTISMA

Bu calismada, gastroenteritli cocuk ve yetiskinlerin diski 6rnekleri termofilik Campylo-
bacter spp. varligi yoniinden incelenmis, izole edilen suslar fenotipik ve molekuler yontem
kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanmis ve antibiyotik duyarlilik testleri gerceklestirilmistir.
Yapilan calismalar, Campylobacter tiirlerinin ozellikle gelismis bati Ulkelerinde bakteriyel
gastroenteritler arasinda birinci sirada yer aldigini géstermektedir®>. Yurdumuzda Campy-
lobacter enteriti ile ilgili ik calisma 1984 yilinda Tezcan ve arkadaslan'® tarafindan yapil-
mig olup, glinimuze kadar bu konuda cesitli arastirmalar yurutilmdastar. Aktas ve Tun-
cel'in'! Erzurum’da yaptiklar calismada, 63l cocuk, 62’si yetiskin olan 125 ishalli hasta-
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Sekil 2. Termofilik Campylobacter spp. izolasyon oranlarinin aylara gére dagilimi.

nin 11 (%8.8)'inde C.jejuni saptanmis ve prevalans ¢ocuklarda %14, yetiskinlerde ise
%6.4 olarak bulunmustur. Hascelik ve arkadaglar® Ankara’da cocuk hastalarda Campylo-
bacter spp. prevalansini %10.6 (36/340) olarak bildirmisler; Oztiirk ve arkadaslari'? da bu
orani Istanbul’da ¢cocuklarda %6.9, yetiskinlerde %6.1 oraninda rapor etmislerdir. Yildirm
ve arkadaslar'3, Kayseri'de digki orneklerinin %2.3 (48/2127)'inden; Zarakolu ve arka-
daslan'* Ankara’da ishalli cocuk hastalarin %6’sindan C.jejuni izole etmislerdir. Ulkemizde-
ki diger calismalarda, Gencer ve arkadaslar'> Ankara’da 450 gastroenteritli cocuk hasta-
da %7.5; Tas ve Ardic'® Ankara’da cocuk hastalarda %4, yetiskinlerde %3; Ates-Yiimaz ve
Tugrul'” Edirne’de cocuk hastalarda %9.7, yetiskinlerde %3.3; Ongen ve arkadaslari® Is-
tanbul’da yas dagilimi bilgisi verilmeyen 6835 hastada %1.2; Giiney ve Basustaoglu'® ise
Ankara’da cocuklarda %3.4 oraninda prevalans bildirmislerdir.

Bircok Ulkede yapilan calismalarda gastroenterit etiyolojisinde C.jejuni basta olmak izere
kampilobakterlerin en sik rastlanan etken oldugu vurgulanmaktadir*'®-23, Hamidian ve ar-
kadaslarinin'® Iran’da yaptiklari calismada, ishalli hastalarin %8.7 (49/562)'sinden Campylo-
bacter spp. izole edilmis; bunlarin %69.5'i C.jejuni, %24.5'i de C.coli olarak tanimlanmistir.
Ispanya’da yapilan bir calismada®®, gastroenteritli olgularda %7.4 (641/8636) oraninda
Campylobacter spp. saptanmis; Isvicre’de yapilan bir calismada®® ise gastroenteritli olgular-
da Campylobacter izolasyon sikligi %8.2 (467/5695) olarak bildirilmis ve izolatlarin yaklasik
%90'inin C.jejuni oldugu vurgulanmistir. Campylobacter enfeksiyonlarinin insidansi iskog-
ya'da 90.2/100.000, ABD’de ise 12.7/100.000 olgu olarak rapor edilmektedir®2'.

Bizim calismamizda, 13 aylk siire boyunca incelenen 3287 diski 6rneginin 179
(%5.4)'u termofilik Campylobacter spp. yoninden pozitif bulunmus; ¢cocuklarda %7.5
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(127/1683), yetiskinlerde ise %3.2 (52/1604) oraninda prevalans saptanmustir. Elde et-
tigimiz sonuclarin, gerek yurdumuzda gerekse yurt disinda yapilan calismalarin sonugla-
riyla uyumlu oldugu gorulmektedir.

Campylobacter enfeksiyonlari icin genellikle yaz aylarinda prevalansin pik yaptigi ifade
edilmektedir>>>. Bu calismada enfeksiyonlarin mevsimsel dagiimi incelendiginde (Sekil
2), lilkemizdeki calismalar*'° ile uyumlu olarak yaz aylarinda arttigi, bununla birlikte son-
bahar ve kis aylarinda da gorilmeye devam ettigi belirlenmistir. Campylobacter enfeksi-
yonlarinin genellikle cocuk ve geng yetiskinler ile erkeklerde daha sik gorildigu bildiril-
mektedir®>23, Calismamizda bu bilgilerle uyumlu olarak, cocuklardan (127/179; %71) ve

erkek cinsiyetteki hastalardan (104/179; %58) daha ylksek oranda izolasyon yapilmistir.

Campylobacter tirleri genellikle fenotipik testlerle tanimlanmakta, ancak biyokimyasal
aktivitelerinin zayif olmasindan dolay: tir diizeyinde dogru tanimlama icin fenotipik test-
ler her zaman yeterli olmamakta ve molekiiler analize ihtiya¢ duyulmaktadir?*2>. Calis-
mamizda gastroenteritli olgulardan izole edilen suslar ilk olarak fenotipik testlerle tir du-
zeyinde tanimlanmig ve 179 izolatin 146'si C.jejuni, 24'G C.coli, 6’s1 C.lari ve 3'G de C.up-
saliensis olarak belirlenmistir. Ancak fenotipik testlerle C./ari ve C.upsaliensis olarak tanim-
lanan izolatlar mPCR ile C.jejuni ve C.coli olarak saptanmistir (Tablo II). Benzer olarak Ra-
utelin ve arkadaslan®* da, hippurat hidroliz testi negatif olan 18 termofilik Campylobac-
ter izolatinin begini PCR yontemiyle C.jejuni olarak tanimlamuglardir.

Antibiyogram sonuglari incelendiginde, trimetoprim-siilfametoksazole %92.6, nalidiksik
aside %79.5, siprofloksasine %73.9 ve levofloksasine %75.6 oraninda olmak Uzere, genel
olarak izolatlarin yuksek dizeyde bir dirence sahip olduklari gorilmektedir (Tablo IlI).
Campylobacter enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk tercih edilen antibiyotik grubu kinolon ve
makrolidlerdir. Gastroenterit olgularindan izole edilen suslarin antibakteriyel duyarlilik calis-
malarinda, zaman icerisinde artan bir direng gelisimi gdzlenmektedir. Giir ve arkadaslari?®
1989 yilinda yayinlanan calismalarinda Campylobacter izolatlarinin timunu kinolonlara du-
yarl bulurken, Akan ve arkadaslar?’ 1994 yilinda, 119 Campylobacter izolatinin sadece bi-
rinde kinolon direnci saptamislardir. Kinolon direncini Yildinm ve arkadaslan'® %26, Oncil
ve arkadaslari?® %14, Ongen ve arkadaslari® %59, Giiney ve Basustaoglu'® ise %64.3 ola-
rak bildirmiglerdir. Calismamizda kinolon grubu antibiyotiklere diren¢ orani %76.3 olarak
bulunmustur. Cody ve arkadaslarinin®® calismasinda belirtildigi gibi, tilkemizde de direnc
gelisiminin arttigi gortlmektedir. Kinolon tiirevi olan enrofloksasin ve sarafloksasinin veteri-
nerlik alaninda enfeksiyondan korunma, hizli biiyime ve et verimini artirma amaciyla kulla-
niliyor olmasinin, bu direng gelisimine katki sagladig ileri siiriilmektedir!18:29:30,

Eritromisin direncine iliskin olarak, Oztiirk ve arkadaslari'? %5.2, Yilmaz ve Tugrul'” i-
se C.jejuniizolatlar (n= 25) icin %8, C.coli izolatlari (n= 6) icin %33 oraninda sonug bil-
dirmislerdir. Giiney ve Basustaoglu'® yalnizca bir izolatta eritromisin direnci saptarken,
tilkemizden yapilan diger calismalarda®'32® eritromisin direnci tespit edilmemistir. Bizim
calismamizda Campylobacter izolatlarinin eritromisin direnci %6.3 olarak bulunmustur.
Eritromisine karsi saptanan dislk diren¢ orani, Campylobacter enfeksiyonlarinin tedavi-
sinde bu antibiyotigin ilk secenek olarak tercih edilebilecegini gostermektedir.
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Campylobacter Tlrlerinin Fenotipik Yontemler ve Multipleks Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ile Tanimlanmasi ve Antibiyotik Duyarliliklari

Bazi arastiricilar'>'” Campylobacter suslarinda tetrasiklin direnci saptamazken, Ongen ve
arkadaslari® yalniz bir izolatta direnc bildirmisler; Giiney ve Basustaoglu'® ise tetrasikline
karsi %35.7 oraninda direng rapor etmislerdir. Calismamizda saptanmis olan %24’lik di-
renc orani, Ulkemizde bu antibiyotige karsi direncin giderek arttigini gostermektedir. Tet-
rasiklin direng orani kinolon direncine gore disiik olmasina ragmen cocuk hastalarda bu
antibiyotigin kontrendike olmasi, tedavi secenekleri arasinda yer almasini engellemektedir.

Bu calismada, gastroenteritli olgulardan izole edilen termofilik Campylobacter spp.
suslarinin tanimlanmasinda fenotipik ve molekiler yontemler birarada kullaniimigtir. Ca-
lismamizda, izolatlarin cins diizeyinde tanimlanmasinda fenotipik testlerin yeterli oldugu
gorulmds, ancak tir diizeyinde tanimlamada yetersiz kaldigi izlenmistir. Campylobacter
izolatlarinin tir dizeyinde tanimlanmasi, enfeksiyon kaynaginin belirlenmesi agisindan
onem tasidigindan, bu amacla molekiler testlerin uygulanmasi gereklidir. Sonug olarak
verilerimiz, gastroenterit olgularinda Campylobacter tiirlerinin g6z ardi edilemeyecek di-
zeyde oldugunu gostermis; bu nedenle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda digki kul-
tarlerinin Campylobacter turlerini de kapsayacak sekilde yapilmasi ve izolatlarin antibiyo-
tik duyarhliklarinin belirlenerek klinisyenlerin yonlendirilmesi gerektigi diustintlmustur.
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