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OZET

Amag: Bu calismada, C. jejuni’nin farkl: alt tiplerine bagl
ii¢ gastroenterit olgusunda saptanan koenfeksiyonun deger-
lendirilmesi amaglanmigtir.

Gerec ve Yontem: Uc hastaya ait fekal ornekten elde
edilen izolatlarin tanimlanmasinda fenotipik ve molekii-
ler testlerden yararlamilmistir. Antibiyotik duyarliligi,
disk difiizyon yontemi ile degerlendirilmistir. Testte
ampisilin, amikasin, sefotaksim, tetrasiklin, piperasilin-
tazobaktam, eritromisin, klindamisin, nalidiksik asit,
siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotik diskleri kulla-
nilmistir. Sonuglar CLSI kriterlerine gore degerlendiril-
mistir. Izolatlarin molekiiler tiplendirmesi i¢in ERIC-
PCR’den yararlanilmigstir.

Bulgular: Gastroenteritli 3 hastaya ait drnegin kiiltiirel
degerlendirmesi sonucunda mCCD agarda iireyen izolatla-
rin tiimii konvansiyonel ve molekiiler yontemler ile
C. jejuni olarak tammlanmislardir. Her ornege ait 2 izola-
tin antibiyotik duyarlilik paternlerinin ve ERIC-PCR’de
elde edilen bant profillerinin farklilik gosterdigi saptanmusg-
ur. Aragtirmadaki koenfeksiyon orant %1.7 olarak belirlen-
mistir.

Sonug: Bilgilerimize gore bu arastirma, C. jejuni alt tiple-
ri tarafindan meydana getirilen koenfeksiyonu tammlayan
iilkemizde yapilmis ilk calismadir. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlari’nda fekal kiiltiirlerin kampilobakterler
yoniinden degerlendirilmesinde, petrilerdeki farkli koloni
tiplerinin tiimiiniin goz oniinde bulundurularak tammlan-
mast, antibiyotik duyarlilik testlerinin yapimast ve klinik
tedavinin buna gore yonlendirilmesinin yararli olacag
sonucuna varilmgtir.

Anahtar kelimeler: Campylobacter jejuni, ERIC-PCR,
koenfeksiyon

SUMMARY

Co-infection with Campylobacter jejuni Subtypes in
Patients with Acute Gastroenteritis

Objective: In this study, it was aimed to evaluate the
co-infection detected in three cases with gastroenteritis
associated with different subtypes of C. jejuni.

Materials and Methods: Phenotypic and molecular tests
were used for the identification of isolates obtained from
stool samples of three patients. Antibiotic susceptibility
was evaluated by disc diffusion method. Ampicillin,
amikacin, cefotaxime, tetracycline, piperacillin/tazobactam,
erythromycin clindamycin, nalidixic acid, ciprofloxacin
and levofloxacin were used in the antibiotic susceptibility
testing. Results were evaluated according to the CLSI
criteria. ERIC-PCR was used for the molecular typing of
the isolates.

Results: As a result of cultural evaluation of the samples
belonging to 3 patients with gastroenteritis, all isolates grown
on mCCD agar were identified as C. jejuni by using
conventional and molecular methods. It is revealed that the
antibiotic susceptibility patterns and ERIC-PCR band profiles
of the two isolates recovered from each sample were different.
Co-infection rate in this study was determined to be 1.7%.

Conclusion: To our knowledge, this is the first scientific study
conducted in Turkey to define co-infections caused by C. jejuni
subtypes. It was concluded that it would be beneficial to
examine and define all of the different colony types in petri
dishes and to determine the antibiotic susceptibilities of all the
isolates to guide the antimicrobial therapy accordingly in
examining fecal cultures for Campylobacter species in clinical
microbiology laboratories.
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GIRIS

Kampilobakterler, Gram negatif, hareketli, mik-
roaerofilik, kapsiilsiiz, sporsuz, aside direncli
olmayan, kivrimli comakciklar seklinde mikros-
kobik goriiniime sahip mikroorganizmalardir.
Sahip olduklart kivrimlarin sayisina gore mik-
roskopta “S”, “virgiil” veya “mart1 kanadi” sek-
linde goriiliirler. Campylobacter jejuni, cins
icerisinde yer alan en 6nemli tiir olup, insanlarda
basta endiistrilesmis iilkeler olmak iizere tiim
diinyada gastroenteritlerin 6nemli bir etkenidir.
Kampilobakter enfeksiyonlar1 i¢in en ©Onemli
bulas yolu kontamine et, siit ve sudur. Bunun
yant sira memeli ve kanatli hayvanlar da enfek-
siyon kaynagidir ve bu hayvanlarla direkt temas-
la da bulag ger¢eklesmektedir->.

Kampilobakter bulasi i¢in 6nemli kaynak olan,
pismemis tavuk, koyun ve domuz etlerinden,
farkli kampilobakter tiirlerinin izolasyonu yapil-
dig1 gibi, tek bir 6rnekten C. jejuni’nin cok sayi-
da alt tipinin saptandigi da bildirilmigtir®.
Benzer sekilde insan kampilobakteriyoz olgula-
rinda, bir bireyde, eszamanl olarak, kampilo-
bakter tiirlerinin birden fazla alt tipi, etken ola-
rak saptanabilmektedir”. Bu durum hayvan
enfeksiyonlart i¢in de rapor edilmistir®®. Birden
fazla tiir veya bir tiiriin alt tipleri ile meydana
gelen enfeksiyon olgularinin, gerek antibakteri-
yel duyarlilik ve gerekse hastaligin epidemiyo-
lojisi acisindan 6nemli oldugu diistintilmektedir.

Bu calismada, Campylobacter spp. yoniinden
pozitif olan 179 gastroenterit olgusunun 3’iinde
saptanan C. jejuni’nin farkl alt tipleri ile koen-
feksiyonunun bildirilmesi amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM
Bu calismada kullanilan izolatlar, Mart 2010-
Mart 2011 doneminde gastroenteritli hastalardan

kampilobakter prevalansinin arastirildigr calig-
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mada elde edilmislerdir!®. U¢ 6rnegin her birin-
de 2’ser adet farkli morfolojiye sahip koloni
(mCCD-modified cefoperazone charcoal deoxy-
cholate agar’da biri gri renkli, metalik refle
veren ve digeri de beyaz-gri renkli, mukoid
ozellikte olan) gozlenmis ve bunlar ayri ayri
degerlendirmeye almmustir. izolatlarin tanimlan-
masinda fenotipik® ve molekiiler (multiplex
Polymerase Chain Reaction, mPCR) testlerden
yararlanilmigtir?,

Izolatlarm antibiyotik duyarliligi, Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemi ile gerceklestirilmigtir.

Duyarlilik testinde, ampisilin (10 pg), amikasin
(30 pg), sefotaksim (30 pg), tetrasiklin (30 pg),
piperasilin-tazobaktam (100/10 pg), eritromisin
(15 pg), klindamisin (2 pg), nalidiksik asit (30
ug), siprofloksasin (5 ng) ve levofloksasin (5 pg)
(Oxoid, Ingiltere) antibiyotik diskleri kullanil-
mistir.  Sonuglar Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) kriterlerine gore
degerlendirilmigtir">'». Molekiiler tiplendirme
icin Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus Polymerase Chain Reaction (ERIC-
PCR) kullanilmigtir™. Analizde IR (5’-ATGTA
AGCTCCTGGGGATTCAC-3") ve 2
(5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3")
primerleri kullanilmigtir. Amplifikasyon ig¢in
PCR karigimi, 5 pul 10xPCR buffer A (Fermentas,
Litvanya), 4 mM MgCl, (Fermentas, Litvanya),
5 U Taq DNA polymerase (Fermentas, Litvanya),
final konsantrasyonu 0.2 mM olacak sekilde
dNTP (Fermentas, Litvanya) karigimi, 25 pmol
primerler (Sentromer DNA Teknolojileri,
Istanbul, Tiirkiye) ve 1 pl template DNA igeren
toplam 50 pl hacimden olusmustur. Amplifikasyon
kosullari ilk denatiirasyon (94°C’de 5 dk.) basa-
magini takiben 40 amplifikasyon siklusundan ve
her bir siklus, 94°C’de 1 dk., 25°C’de 1 dk. ve
72°C’de 2 dk. asamalarindan olusmustur
(Touchgene Gradient, Techne, Ingiltere). Elde
edilen PCR iiriinleri, %2’lik agaroz jel icerisinde
yiiriitiilmiis (Thermo EC 330, ABD) ve olusan
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bantlar jel dokiimentasyon sisteminde (Vilber
Lourmat, Fransa) incelenmistir.

BULGULAR

Gastroenteritli 3 hastaya ait Ornegin kiiltiirel
degerlendirmesi sonucu mCCD agarda iireyen
izolatlarin tiimii konvansiyonel ve molekiiler
yontemler ile C. jejuni olarak tanimlanmislar-
dir.

Uc 6rnegin her birine ait 2 izolatin antibiyotik
duyarhilik paternlerinin ve ERIC-PCR’da elde
edilen bant profillerinin farklilik gosterdigi sap-
tanmistir (Tablo 1, Sekil 1).

TARTISMA

Kampilobakter cinsinin gerek farkli tiirleriyle!>
ve gerekse bir tiiriin farkli alt tipleriyle insan7'®
ve hayvanlarda®” meydana gelen enfeksiyon
olgular1 ¢esitli arastiricilar tarafindan bildiril-
misgtir.

Insanlarda C. jejuni’nin alt tipleri ile meydana
gelen enfeksiyonu tanimlamak amaciyla en kap-
saml1 aragtirma Richardson ve ark.” tarafindan
gerceklestirilmistir. Arastiricilar, kampilobakter
yoniinden pozitif oldugu belirlenen 53 gastroen-

Tablo 1. U¢ ornekten izole edilen C. jejuni izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri.

1 Nolu 6rnek

2 Nolu érnek 3 Nolu érnek

o
o

Antibiyotik

o
o
()

=g

Amikasin

Ampisillin

Eritromisin
Klindamisin
Levofloksasin
Nalidiksik asit
Piperasilin/tazobaktam
Sefotaksim
Siprofloksasin
Tetrasiklin
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I: Orta duyarli; R: Direngli; S: Duyarl

3000 be

1000 bg

500 be

100 bg

Sekil 1. Ug 6rnekten izole edilen Campylobacter jejuni izolatlarma ait ERIC-PCR sonuclari (%1.5’lik agaroz jeldeki goriintii). M:100 bp
Plus DNA ladder (Vivantis). 1 nolu drnege ait izolatlar ( a ve b). 2 nolu drnege ait izolatlar (a ve b). 3 nolu 6rnege ait izolatlar (a ve b).
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teritli hastaya ait fekal 6rnegi, hem CAT selektif
agar (direkt yontem) hem de pasif filtrasyon
metodu (selektif olmayan yontem) kullanarak
yeniden kiiltiire etmiglerdir. Her 6rnek i¢in CAT
agar ve kanli agardan 5’er adet olmak iizere top-
lam 10 koloni secilerek fenotipik testler, serotip-
lendirme, faj tiplendirmesi, antibiyotik duyarli-
lik testi, PFGE ve flagellin gen tiplendirmesi
yapmiglardir. Bu yontemlerle yeniden test edilen
53 hastaya ait fekal 6rnegin, 52’sinden C. jejuni
I’inden de C. coli izole edilmistir. C. jejuni
pozitif olan 52 6rnegin 48’inde tek tip sus izole
edilirken, bu 6rneklerin 4’tinden (%7.5) fenoti-
pik ve molekiiler 6zellikleri farkli olan 2’ger sug
tanimlamuglardir. Lawson ve ark."> 3738 gastro-
enteritli hastaya ait fekal 6rnegin 543’{inii mole-
kiiler yontemler ile Campylobacter spp. yoniin-
den pozitif bulmuslardir. Aragtiricilar bu pozitif
orneklerin %3.6’sinin, 2 farkli kampilobakter
tiirii ile meydana geldigini, ancak bir tiiriin alt
tipleriyle enfeksiyona rastlamadiklarini bildir-
miglerdir. Yurdumuzda C. jejuni alt tipleri ile
iligkili herhangi bir koenfeksiyon olgusu bildi-
rilmemisgtir.

Bir ornekte birden fazla kampilobakter tiiriiniin
ve alt tiplerinin varligi, benzer sekilde gida
orneklerinde® ve hayvan enfeksiyonlarinda da
bildirilmistir®®. Bu ¢alismalarda, ekim yapilan
petrilerdeki kolonilerin degerlendirilerek farkli
morfolojiye sahip birden fazla koloninin segil-
mesi ve test edilmesinin kampilobakteriyoz epi-
demiyolojisinde 6nemli role sahip oldugu vur-
gulanmustir.

Calismamizda Campylobacter spp pozitif 179
ornegin 176’sindan tek bir sus izole edilmesi-
ne karsin; 3 ornekte (%1.7) 2°ser adet C. jejuni
izole edilmistir. Bu oranin Richardson ve
ark.” ve Ruberg ve ark.’nin"® bildirdikleri
orandan diisiik oldugu gozlenmektedir. Bu
durumun, incelenen 6rnek sayisina ve anilan
calismalarin kampilobakter pozitif Srnekler
tizerinden yiiriitiilmesine bagli olabilecegi
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diistiniilmektedir. Keza calismamizda kampi-
lobakter pozitif fekal ornekler yeniden analize
tabi tutulmamislardir.

Antibiyotik duyarlilik testi ve ERIC-PCR sonug-
lar1, bu li¢ bireyin, C. jejuni’nin 2 farkl alt tipi
ile infekte oldugunu gostermektedir. Ayni hasta-
da, tek bir 6rnekten, farkl alt tiplerin izole edi-
lebilmesi, antibakteriyel tedavi acisindan 6nem
tasimaktadir. Kampilobakter enfeksiyonlarinin
tedavisinde eritromisin ve kinolonlar tercih edi-
len antibiyotiklerdir. Ancak son yillarda kino-
lonlara kars1 6nemli oranda bir direng gelisimi
s6z konusudur®!”  Kiiltiir degerlendirmesi
sonucunda farkli morfolojik 6zellikler tasiyan
kolonilerin antibakteriyal duyarliliklarinin her
biri i¢in ayr1 ayr1 yapilmamasi, kiiltiirde yer alan
direncli izolatin da duyarli olarak raporlanmasi-
na neden olabilir. Bu durum tedavi basarisizli-
gma ya da komplikasyonlara yol acabilir.
Nitekim reaktif artrit ve Guillain-Barré sendro-
mu C. jejuni’nin énemli komplikasyonlar1 ara-
sinda yer almaktadir®?.

Bilgilerimize gore, C. jejuni alt tipleri tarafindan
meydana getirilen koenfeksiyonu tanimlayan bu
aragtirma, yurdumuzda bu konuda yapilmig ilk
bilimsel ¢aligmadir.

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlari’nda fekal
kiiltiirlerin kampilobakterler yoniinden degerlen-
dirilmesinde, petrilerdeki farkli koloni tiplerinin
tiimiinlin goz Oniinde bulundurularak tanimlan-
mast, antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi
ve klinik tedavinin buna gore yonlendirilmesinin
yararl olacagi sonucuna varilmstir.
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