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OZET

AKUT GASTROENTERITLI HASTALARIN KLiNiK ORNEKLERINDE
SALMONELLA, SHIGELLA VE CAMPYLOBACTER TURLERININ KULTUR
VE PCR YONTEMI ILE TESPIT EDILMESI VE ANTIBIiYOGRAM
DUYARLILIGININ SAPTANMASI

Akut gastroenterit, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Bes yas alti ¢ocuklar daha sik etkilenmekle birlikte, tim yas
gruplarinda goriilmekte ve Oliim nedeni olarak bazi iilkelerde kalp damar
hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Gastroenteritlerde etkenin
belirlenmesi tedaviye yon vermesinin Yyanisira, mortalite ve morbiditenin
azalmasinda Onem tasimaktadir. Ayrica bakteriyel enterokolitlerde etkenin
belirlenmesi hastaliginin yayilimin 6nlenmesi agisindan da 6nemlidir. Su ve bazen
gida kaynakli kitlesel salginlar yapabilen bu bakteri tiirleri halk sagligi icin kayda
deger 6neme sahiptir. Salmonella spp., Shigella spp. ve Campylobacter spp. akut
gastroenteritlerin bakteriyel etkenleri arasinda genellikle ilk {i¢ sirada yer alir. Saglik
bakanligi laboratuvarlarmin verilerine gore Shigella spp.’nin hemen hemen
Campylobacter spp. ile benzer siklikta goriildiigii ve Salmonella spp.’den sonra
ikinci sirada oldugu ve yilda 200 ila 400 arasinda vaka bildirildigi bilinmektedir.
Buna ragmen verilerin epidemiyolojik tahminlerin ¢ok altinda oldugu
diistiniilmektedir. Laboratuvarlarin tanimladiklar1 vakalar1 bildirmeyi ihmal etmeleri,
inceleme yapan laboratuvar sayisinin yeterli olmamasi ve teknik yetersizlikler
verilerin az olmasinin nedenleri arasindadir. Buna ek olarak tani kapasitesinin
yetersizligi vakalarin tan1 alamamasina veya farkli tanilar almasina yol agmaktadir.
Bolgemize ait Campylobacter, Salmonella ve Shigella epidemiyolojik verilerini
ortaya ¢ikarmak i¢in laboratuvarimiza gonderilen gaita  kiiltiirlerinden
Campylobacter, Salmonella ve Shigella tiirlerinin {iretilmesi ve PCR ile varliginin
saptanmasi amaglanmistir. Arastirmamiz i¢in ishali olan hastalardan rutin poliklinik
hizmeti kapsaminda istenen gaita Kkiiltiirii sonug¢larindan yararlanilmistir.
Laboratuvarda rutin uygulamada gelen digki drnekleri;

Campylobacter agar, Salmonella-Shigella agara ekim yapildi. Molekiiler ¢aligmalar

icin digki 6rnegi -20 °C’de bekletildi. Salmonella ve Shigella tiirleri i¢in 48 saat,



Vi

Campylobacter tirleri i¢cin 72 saat sonra kiiltirler degerlendirildi. Siipheli
tiremelerden konvansiyonel yontemler (TSI agar, antiserum, gram boyama, oksidaz
vb.) ile tamimlama islemi sonrasi Salmonella, Shigella ve Campylobacter tespit
edilen 6rnekler i¢in EUCAST Kkriterlerine gore antibiyogram yapildi. Campylobacter,
Salmonella ve Shigella iireyen veya direkt mikroskobik incelemesinde 16kosit
goriilen hastalarin diski 6rneklerinden real-time PCR yontemi ile Salmonella,
Shigella ve Campylobacter varlig1 arastirildi. Ulkemizde ve diinyada gastroenterit
stipheli hastalarin diskilarinda Campylobacter, Salmonella ve Shigella bulunma
siklig1 (yaklasik %35) baz alindiginda 400 gastoenterit siipheli hastanin digki
Orneginin ¢alisilmasi yeterli bulunmustur. Kiiltirde ve PCR’da elde edilen verilerin
istatistiksel analizinin yiizde oranlari:
e Kiiltiir sonuglari: Salmonella tiirii %1, Campylobacter tiirti %2,5 olarak tespit
edildi. Shigella tiirti bakteri tespit edilmedi.
e PCR sonuglari: Salmonella tiirii %1,25, Campylobacter tiirii %8,25 olarak
tespit edildi. Shigella tiirii bakteri tespit edilmedi.
Uygun programlar yiiriitiilerek, gercek epidemiyolojik veriler elde edilerek dogru ve
giivenilir laboratuvar sonuglar1 sayesinde bu enfeksiyonlarin ciddi birer halk sagligi

sorunu oldugu anlasilacak ve 6nem kazanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Campylobacter, Salmonella, Shigella, EUCAST, Gastroenterit,
Real-time PCR
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SALMONELLA, SHIGELLA AND
CAMPYLOBACTER SPECIES BY CULTURE AND PCR METHOD IN
CLINICAL SAMPLES OF PATIENTS WITH ACUTE GASTROENTERITIS
AND DETERMINATION OF ANTIBIOTIC SENSITIVITY

Acute gastroenteritis is a major cause of morbidity and mortality, especially in
developing countries. Although children under the age of five are more often
affected, it is seen in all age groups and ranks second after cardiovascular diseases in
some countries as a cause of death. Determination of the causative agent in
gastroenteritis is important in reducing mortality and morbidity, as well as guiding
the treatment. In addition, the determination of the agent in bacterial enterocolitis is
also important in terms of preventing the spread of the disease. These types of
bacteria, which can cause mass outbreaks from water and sometimes food, are of
considerable public health importance. Salmonella spp., Shigella spp. and

Campylobacter spp. are usually the top three bacterial agents of acute gastroenteritis.

According to the data of the laboratories of the Ministry of Health, it is known that
Shigella spp. is seen with almost the same frequency as Campylobacter spp, and it is
in the second place after Salmonella spp, with between 200 and 400 cases reported
annually.Despite this, the data is thought to be well below epidemiological
estimates.Among the reasons why laboratories neglect to report the cases they
identify, the number of laboratories that conduct investigations is not sufficient, and
technical deficiencies are insufficient data.Iln addition, a lack of diagnostic capacity
leads to cases not being diagnosed or receiving different diagnoses.It is aimed to
produce Campylobacter, Salmonella, Shigella species from gaita cultures sent to our
laboratory to reveal epidemiological data of Campylobacter, Salmonella, Shigella
belonging to our region and to determine its presence with PCR.For our research,
gaita culture results requested from patients with diarrhea within the scope of routine

outpatient service were used. Stool samples from routine practice in the laboratory;

Were cultivated on Campylobacter agar, Salmonella Shigella agar. For molecular
studies, the stool sample was kept at -20 degrees Celsius.Cultures were evaluated
after 48 hours for Salmonella and Shigellaspecies and 72 hours for Campylobacter
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species. Conventional methods of suspicious reproduction (TSI agar, antiserum,
gram staining, oxidase, etc.) after identification with, antibiotics were performed
according to EUCAST criteria for Salmonella, Shigella, Campylobacter samples.
The presence of Salmonella Shigella and Campylobacter was investigated by real-
time PCR method in stool samples of patients with Campylobacter, Salmonella and
Shigella growth or with leukocytes in direct microscopic examination. Basedon the
frequency (approximately 5%) of Campylobacter, Salmonella and Shigella in the
faeces of patients suspected of gastroenteritis in our country and around the world, it
was sufficient to study the stool sample of 400 patients suspected of gastoenteritis.
Percentage rates of statistical analysis of data obtained in culture and PCR:

e Culture results: Salmonella species were identified as 1% and Campylobacter

species as 2.5%. The species Shigella has not been identified.

e PCR results: Salmonella type was found to be 1.25%, Campylobacter type
was found to be 8.25%. No Shigella-type bacteria have been identified.

By carrying out appropriate programs, obtaining real epidemiological data and
accurate and reliable laboratory results, it will be understood that these infections are

a serious public health problem and will become important.

Key words: Campylobacter, Salmonella, Shigella, EUCAST, Real-time PCR,

Gastroenteritis
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1. SALMONELLA

1.1. Tarihge

Pierre Louis 1829 yilinda, 6len bir insanin abdominal lenf nodlarindaki
lezyonlar1 saptayarak “tifo atesi” terimini kullanmaya baslayinca Salmonellalarla
ilgili kayitlar atilmaya baglanmistir. Tifo atesi Yunanca “tifiis” sOzclgiinden
gelmektedir. Hastalik sirasinda hastalarda goriilen  deliriumu  tanimlarken
kullanilmistir (Barnett 2016). Tifo kelimesi Pierre Louis tarafindan kullanilmas,
ancak o tifiis ve tifo arasinda acik ve kesin bir ayrim yapmamustir. Gerhard 1837°de,

tifoyu tifiis atesinden acikga ayiran ilk kisi olmustur.

William Budd, 1856’dan 1860’a kadar tifo atesinin koti koku yoluyla
bulagsmadigini, ancak digkida, bozulmus siitte, suda ve hastay1 ziyaret edenlerin
ellerinde bulastirict maddenin bulundugu bir sindirim hastaligi oldugunu belirtmis,
bakteriyel kokenli bulasici hastaliklardan 20 yil once kesfedilmistir (Miller ve
Pegues 2000). Alman bir patolog olan Karl Eberth tifodan 6len bir hastanin dalak ve
menenterik bezlerinde basili gostermis ve Georg Gaffkey 1884’de bakterinin
kiltiirtinii yaparak tretmistir (Ashurst ve dig. 2020). 1884°te Salmonella’nin ilk
basarih kiiltiiri ile birlikte onun teshis ve profilaktik profilini tamamlamistir.
Salmonella Typhi enfeksiyonun hava kaynakli degil su kaynakli oldugunu sdyleyen
ilk kisiydi (Miller ve Pegues 2000). Daniel Elmer Salmon, Theobald Smith ile
beraber 1885’te domuz hummasi olan bir domuzun bagirsagindan Salmonellalar
izole etmis ve hastaliga neden olan bakteriyi domuz kolerasi olarak adlandirmislardir
(Jajere 2019). Daha sonra, Amerikali veteriner Daniel Elmer Salmon’un adina

ithafen Salmonella adi verilmistir (Toreci 2013).

Salmonellalar1 tanimlanmak igin 20.yy’nin ortalarina kadar birgok Oncii
calismalar yapilmistir. Widal ve Grunbaum 1896’da hasta serumlar1 ile basilin
agliitine oldugunu bularak yeni bir serolojik tani testi gelistirilmistir. Castellani
1902°de bakterinin antijenik analizi ile ilgili ¢aligmalar yapmis, Smith ve Reagh
1903°de bakterinin somatik ve flajella antijenlerinin difazik oldugunu, Felix ve Pitt
1934°de Vi antijenini bulmustur (Toreci ve Gedikoglu 2013). White ve Kaufmann

Salmonella serotiplerinin antijenik siniflandirma sistemini yapmiglardir. Kaufmann-



White Salmonellalar1 somatik, kapsiil ve flajella antijenlerine gore siniflandiran bir
serotip semast olusturarak gelistirmiglerdir. Kaufmann-White antijenik tablosu
1941°de 100 serotip igerirken, 2010’da 2610 serotipe ulasmistir. White-Kauffmann-
LeMinor semasi (WKL) olarak anilmaktadir (T6reci 2013) (Grimont ve Weill 2007)
(Guibourdenche ve dig. 2010).

1.2. Simiflandirma

Salmonellalarin serotiplere ayrilmasi, bazilarinin farkli enfeksiyonlara neden
olmasi ve Salmonellalarin epidemiyolojisini anlamaktaki katkisi nedeniyle g¢ok
onemsenmis ve ufak bir antijenik farki olan serotiplerde ayri bir tir gibi
adlandirilmigtir. 1973’ten sonra tiirler genetik siniflandirmaya goére belirlenmeye
baglanmis ve bu yontemle de Salmonella tiirleri birkag kere yeniden tanimlanmustir.
DNA analizlerine ve 2005 yilinda yapilan en son siniflandirmaya gore Salmonella
cinsinde sadece iki tiir bulunmaktadir. S. enterica ve S. bongori. Eski
siiflandirmalardaki tiim tiirlerin neredeyse tamami S. enterica’nin alt tiiri olarak
kabul edilmistir. Ancak gilinlik uygulamalarda eski siniflandirma g¢ok yerlesmis
oldugundan, tiir ad1 yerine serotip adinin kullanilmasina devam edilmektedir. Bu
nedenle Salmonella nomenklatiiriinde diger bakterilerden farkli olarak eskiden tiir
olarak kabul edilen serotipler Salmonella Typhimurium yazim: da kullanilmaktadir

(Kaygusuz ve Toreci 2011).

1.3. Morfoloji

Salmonella bakterileri Enterobacteriaceae familyasinda yer alirlar. Gram
boyama ile negatif boyanan 2-3 pm boyunda 0,6-0,8 um eninde, spor olugturmayan
basillerdir (Topgu 2017). Mukoid kolonisi olusturan Salmonellalarda az ¢ok ince
kapsiilleri bulunmaktadir. S. Typhi ve nadiren S. Paratyphi A ve S. Paratyphi C
serotiplerindeki kokenlerde Vi antijeni denilen bakteriyi ¢evreleyen kapsiil yapist
vardir. Salmonella Gallinarum serotipi disinda peritrikflagellaya bagli olarak
hareketli bir bakteridir. Ancak bazi klinik izolatlarda hareketsiz serotiplere de
rastlanilmistir. Cogu Salmonella susu fimbria sentezlemektedir. Bu fimbrialar daha
cok tip 1 daha az siklikla tip 2 ve 3 seklindedir (Giilmez 2013).



1.4. Antijenik Yap1
Somatik (O), Yiizeysel (Vi, M, Fimbria) ve Kirpik (H) antijenleri

bulumaktadir.

Somatik (O) antijeni; biitiin Salmonellalarda mevcuttur. Hapten o6zelligi
gosteren bu antijenik yap1 protein ve lipitlere bagli olan bir polisakkarit yapidadir. Bu
polisakkarit yapiya bagli 3-4 adet monosakkaritten meydana gelen olusturdugu
oligosakkarit gruplar1 antijene 6zgiilliik saglamaktadir. Bu antijenik yap1 1stya (110
°C’de 2,5 saat), alkole (%96’lik alkole 4 saat) ve asitlere direnglidir. Ancak formale
kars1 dayaniksizdir. Bu sayede serolojik testler icin Ozgiil antijenler

hazirlanabilmektedir. O antijenleri 1,2,3... seklinde rakamlarla ifade edilmektedir.

Kirpik (H) antijeni; bakterilerin hareketinden sorumludur. Protein
yapisindadirlar. Isi, alkol, asit ve proteolitik enzimlerle pargalanabilirler. Formole
direnclidirler. Bu 06zelliginden yararlanilarak serolojik testler i¢in antijen
slispansiyonu ticari olarak hazirlanmaktadir. H antijeni ise, spesifik Faz veya Faz 1
antijeni ve nonspesifik veya Faz 2 antijeni ad1 verilen iki antijenik 6zellige sahipdir.

Faz 1 antijenler a,b,c; Faz 2 antijenleri 1,2,3 diye isimlendirilmektedir.

Vi antijeni; somatik antijenin haricinde glikolipit yapisinda bir antijendir.
Biitiin Salmonellalarda bulunmaz. Vi antijeni kapsiil olarak da kabul edilmektedir. O
antiserumuyla agliitinasyonu engelledigi i¢in 60 derece 1 saat 1sitilan bakteri Vi

antijenini ortadan kaldirilarak O antiserumuyla agliitinasyon vermesi saglanir.

M antijeni; mukoid koloni olusturan bakterilerde bulunur. Ozgiil antikorlarin
somatik antijenlerle reaksiyon vermesini engelledigi i¢in agliitinasyonu olugmaz. Bu

etki 100 derecede 2,5 saat 1sitilarak ortadan kaldirilabilinir.

Fimbria (Pilus) antijeni; formole dayaniklidir ancak 100 derecede 30 dakika

sitildiginda 6zelligini yitirmektedir (Procop ve dig. 2017).



Tablo 1. Salmonella spp. Antijenik Yapilari.

Grup Adi Ortak Antijen Salmonella Serovar O Antijeni Faz 1 Faz 2
A 02 S. Paratyphi A 1,2,12 A 1,5
B 04 S. Typhimurium 1,4,5,12 I 1,2
C1 06,8 S. Choleraesuis 6,7 C 15
D1 09,12 S. Typhi 9,12 (Vi) D

1.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Salmonellalar fakiiltatif anaeropturlar. Karbon kaynagi olarak glikozu
kullanirlar ve glikozdan gaz (S. Typhi hari¢) olustururlar. Arabinoz, mannitol,
ramnoz, sorbitol, trehaloz, dulsitol, maltoz ve ksilozufermante ederler. Laktoz
kullanmazlar ama %1 gibi kiigiik bir kisminin laktozu fermente edilebilir. H2S
olustururlar (S. Paratyphi harig). Lizin ve ornitindekarboksilaz reaksiyonlar1 pozitif,
arjinindihidrolaz reaksiyonu degiskendir. Ureyi hidroliz etmezler. ONPG (Ortho-
nitrophenyl-b-D-galactopyranoside) reaksiyonu negatiftir (S. Arizonae haric). indol
testi negatif, metil kirmizis1 testi pozitif, Vogesproskauer testi negatif, sitrat testi (S.
Choleraesuis, S. T ve S. Paratyphi A harig) pozitiftir IMVIC: - + - +). Salmonella alt
tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2’de verilmistir (Gililmez 2013-Procop ve
dig. 2017).



Tablo 2. Tiir ve Alt Tiirlerin Biyokimyasal Ozellikleri (Procop ve dig. 2017).

Salmonella Tiir ve Alt Tiirleri
Biyokimyasal . . L . :
Testler Enterica Salamae Arizonae Diarizonae Houtenae Indica Bongori
Indol 1 2 1 2 0 0 0
Metil kirmizist 100 100 100 100 100 100 100
Voges-proskauer 0 0 0 0 0 0 0
Sitrat 95 100 99 98 98 89 94
H,S 95 100 99 99 100 100 100
Ure hidrolizi 1 0 0 0 2 0 0
Fenilalanindeaminaz | O 0 0 0 0 0 0
Lizindekarboksilaz 98 100 99 99 100 100 100
Arjinindekarboksilaz | 70 90 70 70 70 67 94
Ornitindekarboksilaz | 97 100 99 99 100 100 100
Hareket 95 98 99 99 98 100 100
D-Gliloz asit 100 100 100 100 100 100 100
D-Glikoz gaz 96 100 99 99 100 100 94
Laktoz 1 1 15 85 0 22 0
Siikroz 1 1 1 5 0 0 0
D-Mannitol 100 100 100 100 98 100 100
D-Sorbitol 95 100 99 99 100 0 100
D-Mannoz 100 95 100 100 100 100 100
ONPG 2 15 100 92 0 44 94

1.6. Kiiltiir ve Ureme Ozellikleri
Salmonella bakterileri genellikle S tipi koloni olustururlar. Bununla birlikte,
M tipi koloni de olusturabilirler. Ayrica S ve M koloni tipini beraber gdsteren

suslarin da varlig1 bilinmektedir. Dogal ortamlarda biyofilm olusturarak iireyebilirler

(Giilmez 2013).



Salmonellalar rutin laboratuvarlarda kullanilan genel {iretim besiyerlerinde
kolaylikla iireyebilirler. Disk1 gibi karisik flora bakterileri iceren klinik drneklerden
izolasyon i¢in ayirt edici ve secici besiyerlerinin kullanimi gereklidir. Bu
besiyerlerinin bir kismi gram pozitif bakterileri, bir kismi da hem gram pozitif hem
de diskida bulunan ama patojen olmayan gram negatif bakterileri inhibe etme
Ozelligine sahiptir. Secici besiyerleri ayirt edici besiyerlerine gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda baskilayici maddeler igerirler. Bu besiyerleri genellikle, diski

orneklerinde diger gram negatifleri baskilayip Salmonella ve Shigella tiirlerini tiretir.

Salmonella tiirleri safra tuzlar1 varliginda iyi tirerler. Segici besiyerlerine safra
tuzlari eklenir; ¢linkii enterik basillerin diger tiirleri ve daha zor lireyen bazi
bakteriler bu besiyerlerinde zayif lireme gosterir ya da hi¢ tiremezler (Procop ve dig.
2017). Salmonellalarin genel {iretim, segici-ayirt edici, yiiksek segici ve

zenginlestirici bazi besiyerlerini soyle siralayabiliriz;

Kanli agar: Kazein, hayvan dokularinin peptik 6ziitii, maya 0ziitli, sigir eti 0ziitii,
nisasta, NaCl, agar, %5 koyun kani i¢cermektedir. Genel iiretim besiyeridir. Gram
pozitif ya da gram negatif bakterileri bu besiyerinde rahatlikla {iremektedir.
Salmonella cinsi de bu besiyerinde grimsi, sulu 2-3 mm boyutlarinda koloni

olusturacak sekilde tiremektedir.

MacConkey agar: Pepton, laktoz, safra tuzlari, sodyum kloriir, nétral kirmizi
ve kristal viyole igeren segici ayirt edici besiyeridir. Safra tuzlariyla kristal viyole
gram-pozitif bakterileri ve bazi gram-negatif bakterileri baskilar. Laktoz pozitif
bakterilerin olusturdugu karisik asitler noétral kirmizisi indikatoriiniin  rengini
degistirdigi i¢in kirmizinin farkli tonlarinda koloniler olugsmaktadir. Salmonella

tiirleri istisnalar disinda renksiz ya da seffaf koloniler meydana getirirler.

Eozin metilen blue (EMB) agar: Pepton, laktoz, siikroz, dipotasyum POa, eozin Y,
metilen mavisi igeren segici ayirt edici besiyeridir. Anilin boyalar1 (eozin ve metilen
mavisi) gram-pozitif bakterileri ve bazi lireyen gram-negatif bakterileri baskilar. Bu
boyalar asit iiretimiyle ¢okelti olusturur ve indikator islevi goriirler. Salmonella

tiirleri renksiz ya da seffaf koloniler meydana getirirler.

Salmonella-Shigella (SS) agar: Et 0ziitii, pepton, safra tuzu, laktoz,

sodyumsitrat ve tiyosiilfat, ferriksitrat, brillant yesili, ndtral kirmiz1 igeren yliksek



secici besiyerlerindendir. Salmonellalar renksiz ya da yar1 saydam; H2S iiretimine

bagli olarak siyah merkezli olabilirler.

Ksilozlizindeoksikolat (XLD) agar: Maya o6ziitii, sodyum kloriir, deoksikolat
ve tiyosiilfat, ferrik amonyum sitrat, laktoz, siikroz, ksiloz, lizin ve fenol kirmizisi
igeren yiiksek segici besiyeridir. Birgok Salmonella tiirii ksilozu fermente ederek
XLD’de once sart koloniler olusturur, ancak bu tiirler ayn1 zamanda lizini de
dekarboksile ettigi i¢in besiyeri icinde bulunan az miktardaki ksiloz kullanildiktan
sonra koloniler pembeye doner. Lizin dekarboksilasyonu sonucunda kuvvetli alkali
aminler meydana geldigi i¢cin XLD agardaki kolonilerin ¢evresinde acik pembe hale

goriilebilir. H2S olusumuna bagli olarak siyah pigment olustururlar.

Hektoenenterik (HE) agar: Pepton, maya 0ziitii, safra tuzu, ferrik amonyum
sitrat, sodyum Kkloriir ve tiyosiilfat, laktoz, siikroz, salisin, bromtimol mavisi, asit
fuksinigeren yiiksek segici besiyeridir. Salmonellalar mavi ya da yesil; H2S’e bagh

siyah goriinebilirler.

Bizmut siilfit ve brillant yesili agarlar: Siirekli kullanilmayan yiiksek secici
besiyerleridir. Ozellikle diski orneklerinden Salmonella Typhi izolasyonu igin
tasarlanmiglardir. Salgin esnasinda ya da endemik bolgelerde ¢ok sayida hastay:

taramak igin yararhidirlar. Brillant yesil agarda S. Typhi ve S. Paratyphi A {lireyemez.

Selenit F buyyonu: Pepton, laktoz, sodyum fosfat ve selenit iceren zenginlestirici sivi
besiyeridir. Bazi gram negatif bakterilerinin iiremesi selenit tarafindan baskilanir.
Buyyona ekimden 8-12 saat sonra Ornegin yiiksek secici agar besiyerlerine
pasajlanmas1 gerekmektedir. Gram negatif buyyonda aym1 amagla kullanilmaktadir
(Giilmez 2013) (Procop ve dig. 2017) (Leber 2016). Bunlar disinda kullanilan
besiyerleri; CHROM agar Salmonella, Modifiye yari kati Rappaport-Vassailidis
(RV) besiyeri, Novobiyosinbrillant gren gliserol laktoz (NBGL) agar, Rambach agar,
Salmonella-identifikasyon (SM-ID) agardir. Fakat higbiri tek basma kullanim igin
yeterli degildir (Giilmez 2013).

Biyokimyasal 6zellikleri tanimlamak i¢in kullanilan baglica besiyerleri ise su

sekildedir:

Ug sekerli demirli agar (TSI): Et ve maya oziitii, pepton, laktoz, siikroz, glukoz,

ferroz siilfat, sodyum kloriir, tiyosiilfat ve fenol kirmizisi igermektedir. Salmonella



cinsi bakteriler TSI besiyerinde dip kisim asit ve H2S’e bagli olarak siyah renk
olustururken; yiizey kisminda ise laktoz negatifligine bagl olarak kirmizi renk

olustururlar.

Ure agar: Pepton, glukoz, iire, fenol kirmizisi, monopotasyum fosfat, sodyum kloriir
igerir. Salmonella cinsi {ireaz enzimine sahip olmadigindan tire besiyeri pH asit halde

kalir ve besiyeri rengi sar1 renkte olur (Procop ve dig. 2017).

1.7. Klinik Onemi
Salmonella cinsi bakteriler hem barsak hastaliklarina hem de barsak disi

infeksiyonlara sebep olurlar (Harvey ve dig. 2017).

1.7.1. Gastroenterit

Lokalize bir hastaliktir. Baglica S. Enteritidis ve S. Typhimurium serotipleri
tarafindan olusturulur. Salmonelloz, kontamine besin ve suyun alinmasindan,
genelde 48 saat sonra baglayan mide bulantis1 ve diyareyle (genelde kansiz)
karakterizedir. Ates ve abdominal kramplar sik¢a goriiliir. Saglikl kisilerde hastalik
kendisiyle sinirlidir (48-72 saat); ancak, hastalik sifa bulduktan sonra tasiyicilik bir
ya da birkag¢ ay siirer. Salmonella infeksiyonu vakalarinin %95’inden fazlasi besin
zehirlenmesidir. ABD (Amerika Birlesik Devletleri)’de besinle bulasan infeksiyonlar

sonucu Oliimlerin yaklasik %30’u Salmonellozdur (Harvey ve dig. 2017).

1.7.2. Tifo

Paratifo atesine Salmonella Paratyphi A, B ve C neden olur, semptomlar1 hafiftir
ve Olim oram disiktir. Tifo atesine Salmonella Typhi neden olur. Tifo agr,
yasami tehdit eden sistemik bir hastaliktir. Ates ve siklikla abdominal semptomlarla
karakterizedir. Nonspesifik semptomlar arasinda, dokiintli, terleme, bas agrisi,
istahsizlik, halsizlik, bogaz agrisi, Oksiiriik ve miyalji sayilabilir. Hastalarin
%30’undan fazlasinda gévdede makiilopapiiler dokiintii (kirmizi benekler) goriiliir.
Kulugka devri 5-21 giindiir. Tedavi uygulanmadiginda mortalite %15 olur. Hastalig1
atlatanlarda semptomlar 3-4 haftada kaybolabilir. Zamaninda dogru antibiyotik



tedavisi, mortaliteyi %]l’e indirir ve atesin rezolasyonunu hizlandirir.
Komplikasyonlar arasinda barsak hemoraji ve / veya perforasyonla nadiren, fokal
infeksiyonlar ve endokardit sayilabilir. Hastalarin az bir kisminda kronik tasiyicilik
gelisir. Infekte safra kesesi, kronik tasiyiciligin en énemli kaynagidir. Tifo, diinyada
saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Fakat ABD’de, tifo daha az siklikla
goriilmektedir. Oncelikle gezginlerin ve gd¢menlerin bir hastaligidir (Harvey ve dig.

2017) (Scherer ve Miller 2001) (Hu ve Kopecko 2003).

1.7.3. Sepsis ve Lokal Organ Enfeksiyonlari

Agiz yoluyla alinan bakterilerin kana gecisi ile bazi organlara yayilimi ile
olusan bir infeksiyon c¢esididir. Bu tip infeksiyonlarin gelismesinde bakterinin
serotipi, viriilans durumu ve organizmanin o andaki savunma giiciiniin eksikligi
onemlidir. Salmonellalar genellikle hasarli dokuya yerlesme egilimi gosterirler. Bu
tip enfeksiyonlardan en sik izole edilen serotipler S. Paratyphi C, S. Choleraesuis, S.

Typhimurium ve S. Enteritidis’tir (Aslan ve dig. 2001).

1.8. Epidemiyoloji

S. Typhi ve S. Paratyphi A, B ve C serotipleri insanlarda hastalik olusturur.
CDC verilerine gore her yil ABD’de 1,2 milyon Salmonella infeksiyonu, 23.000
hastaneye yatis ve yaklagik 450 kisinin o6liimi meydana gelmektedir (CDC).
Tiirkiye’deyse Saglik Bakanligina laboratuvarlardan yapilan bildirimlere gore yilda
2000-3500 arasinda Salmonella vakasmin oldugu saptanmistir (Levent 2015).
Enfeksiyon gelismekte olan iilkelerde endemiktir. Bu iilkelerdeki hizli niifus artisi,
alt yapisi eksik sehirlesme, atiklarin sagliksiz kosullarda yapilmasi, sinirl temiz su
temini ve diizgiin ¢aligmayan saglik hizmetlerine bagli olup bu iilkelerin ortak
sorunlaridir. Ozellikle bu iilkelerde meydana gelen salginlar genelde direng kazanmis

suslarla oldugundan, infeksiyonda morbidite ve mortalite yiiksek olabilmektedir.

Gelismis iilkelerde su ve gida hijyenine verilen 6nem sayesinde salginlar pek
goriilmemekte fakat giinlimiizdeki yagam kosullar1 ve seyahatlerin siklig1 sebebiyle

bu {ilkelerdeki kisilerde de karsimiza ¢ikmaktadir. Tropikal bolgelerde yagish
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mevsimlerde goriilen Salmonella infeksiyonlart 1liman bdlgelerde daha ¢ok mayis ve

ekim aylar1 arasinda (yaz ve bahar aylarinda) goriliir.

Infeksiyon enterik ates gecirmis ya da kronik tasiyiciyla yakin temasla
bulasabilecegi gibi genellikle gida kaynaklidir. Ozellikle hayvansal gidalar (kiimes
hayvani {iriinleri, et, yumurta, ¢ig siit) insan ya da hayvan diskisiyla bulas olup, iyi
yikanmamis taze sebze ve meyveler (domates, marul), yer fistig1, badem, pismemis
ya da az pismis yiyecekler Salmonella bakterileriyle kontamine olabilir. Su kaynakl
bulasta goriilmektedir. Su ile olan bulasta nispeten az sayida mikroorganizma
alindigindan gidayla bulasa gore kulucka donemi daha uzun olur. Insandan insana
dogrudan bulas nadirdir fakat tasiyicilik durumu s6z konusu olabilir. Giiniimiizde
evde evcil hayvan besleme Oykiisiindeki artista evlerde beslenen hayvanlardan
(ayrica vahsi, sicak veya sogukkanli hayvanlarin GIS (gastrointsetinal sistem)lerinde,
stiriingenler, baliklar, kuslar ek olarak hayvan yemleri de etken olarak gosterilebilir)
bulas olgular1 saptanmasina neden olmustur. Hastane kaynakli Salmonella vakalari
ise daha nadir olmakla beraber hastalardan hastane personeline bulas goriilmiistiir.
Laboratuvar personeline ¢alisma esnasinda bulag ise laboratuvardan bulasan

bakteriyel etkenler icinde iist siralardadir (Levent 2010) (Stimerkan 2013).

Ulkemizde bildirimi zorunlu hastaliklar smifina giren Salmonella, Saglik
Bakanlig1 tarafindan tespit edildiginde kayit altinda alinmaktadir. Salmonella,
Shigella ve Campylobacter, yetkili makamlara bildirilmesi zorunlu hastaliklar
grubuna girmektedirler (Akin ve dig. 2004). Ayrica, Ulusal Enterik Patojenler
Laboratuvar Siirveyans Ag1 (UEPLA) kapsaminda, secilmis merkezlerde farkli klinik
orneklerden {iretilen Salmonella, Shigella ve Campylobacter suslar1 Tiirkiye Halk
Sagligi Genel Miidiirliigi, Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvari’na

gonderilmekte ve burada ayrintili tanimlama yapilmaktadir (Giilmez ve dig. 2012).

Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvari, Tiirkiye insan kaynakli
Salmonella suslarmm 2000-2002 yillarinda %47’sinin, 2003-2005’te %46’smin ve
2010 yilinda %79,4’tintin S. enteritidis oldugunu saptamistir (Levent ve dig. 2007-
2009).
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2. CAMPYLOBACTER

Genel olarak insanlarda Campylobacterlerin sebep oldugu gastroenteritlerin
yaklagik olarak %95’inden C. jejuni ve C. coli sorumludur. Fakat gelismis tilkelerde
ishalli olgulardan izole edilen Campylobacter suslarinin %95’ini tek basina C. jejuni
olustururken gelismekte olan tilkelerde olgularin yaklasik olarak %50’sinden C. coli
izole edilir (On SLW. 1996). Campylobacter en fazla ¢ocukluk ve 15-29 yas olmak
tizere iki farkli yag grubunda pik yapmaktadir (Blaser ve dig. 2005).

Campylobacter tiirleri diinyada yaygin olarak goriilen, gastroenterit etkeni
olan bir bakteri grubudur. Bu bakterinin ge¢ ve gii¢ iiremesi, iiretilmesi i¢in 6zel
besiyerleri ve uygun inkiibasyon kosullarinin saglanmasi gibi gii¢liikler nedeniyle

birgok mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin kiiltiir protokoliinde bulunmamaktadir.

Campylobacterler zoonotik 06zellige sahiptirler. Bazi evcil ve yabani
hayvanlarin normal barsak floralarinda bulunmakta ve bu hayvanlarda enterik ve
genital sistem infeksiyonlarina neden olmaktadir. Insanlarda da infeksiyon
olusturmaktadir. Gastroenteritlerin 6nemli etkenleri arasinda C. jejuni, C. coli, C.
lari, C. upsaliensis tiirleri yer almaktadir. Campylobacter tiirleri genellikle yaz

aylarinda ishal etkenleri arasinda bazi iilkelerde ilk sirada yer almaktadir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde ishal etkeni olarak Salmonella ve Shigella

cinsi bakterilerden daha ¢ok etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Diskidan izolasyonun giic ve zaman alict olmasi nedeniyle insanda
infeksiyonun arastirilmasinda sorun haline gelmektedir (Blaser ve dig. 2005)

(Murray ve dig. 1999).

2.1. Tarihge

Campylobacterlerin hayvanlarda gebelik anomalileri ve ishale yol agtigi
20.yiizyilm basindan beri bilinmektedir. Ilk kez Ingiliz veteriner hekimler Mc
Fadyean J ve Stockman S. (1909) epizotik diisiik yapan koyunlarin plasentasinda
Vibrioya benzeyen bir bakteri bulduklarini bildirmislerdir. Bu mikroorganizmayi

morfolojik yapilart nedeniyle Vibrio cinsi igerisinde degerlendirerek °’Vibrio
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fetus’’olarak adlandirmiglardir (Mc Fadyean J ve Stockman 1913). Daha sonra
benzer bir mikroorganizma Smith T. (1919) tarafindan diisiik yapmig bir sigir
plasentasindan da izole edilmistir (Smith 1919).

Daha 6nce Smith’in tanimladigi Vibriolari, Jones FS ve arkadaslar1 (1931),
dizanterili sigirlarin  diskisinda  tespit  etmisler ve Vibrio jejuni olarak
adlandirmiglardir (Jones ve dig. 1931). Ayni sene Doyle LP. tarafindan dizanterili
domuzlardan benzer Vibriolar da izole edilmis, fakat Vibrio coli olarak
adlandirilmistir (Doyle LP 1944). Vinzent R. ve arkadaslar1 (1947) tarafindan nedeni
bilinmeyen ates etyolojisiyle hastaneye yatirilan ve daha sonra ikisi dlen li¢ gebe
kadinin kanindan V. fetus’i tespit edilmistir. Hayvanlarda goriilen enfeksiyonlarin
etiyolojisinde yer alan Campylobacterlerin insanlarda da hastalik etkeni olabildigi de
gosterilmistir (Butzler JP ve dig. 1973) (33). King E.O. (1957) adli arastirmaciysa bu
mikroorganizmalari, ishalli ¢ocuklarin kaninda gostermistir, fakat klasik Vibriolardan
biyokimyasal ve antijenik yonden farkli oldugu icin, bu Vibriolar1 ‘‘related
vibrio”’olarak tanimlamistir. “Campylobacter: kivrik bakteri”’adi altinda yeni bir cins
olarak adlandirilmasini, Sebald M. ve Veron M. (1963) Onermislerdir.
Campylobacter fetus’un yer aldigi Campylobacter cinsi igerisine daha sonra Vibrio
jejuni ve Vibrio coli’de dahil edilmistir (Butzler JP ve dig. 1973). Skirrow M.B
(1977) Campylobacterlerin diskidan izolasyonunu saglayan segici kiiltliir yontemi
gelistirmistir. Bunun sonucu olarak Campylobacter tiirlerine yonelik ¢alismalar hiz
kazanmis, ¢ok sayida yeni Campylobacter tiirleri izole edilmis ve genomik haritalari

cikarilmistir (Skirrow 1977).

2.2. Smiflandirma

Campylobacteriaceae familyasi iginde bulunan Campylobacter cinsi i¢inde
16 tiir ve 6 alt tiir vardir. Bunlar da iireme 6zelikleri, filogenetik yapilar1 gibi bazi
faktorlere gore kendi aralarinda kiiciik gruplara ayrilirlar. Bu familya i¢inde insanda

hastalik yapan Arcobacter tiirleri de bulunmaktadir.

Insan ve hayvan ishallerinde en ¢ok izole edilen tiirler arasinda; C. jejuni subsp.
jejuni, C. jejuni subsp. doylei, C. coli, C. lari, C. upsaliensis ve C. helveticus vardir.

Bu mikroorganizmalar i¢inde iireme 1silarina gore 42°C’de iireyebilen C. jejuni
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subsp. jejuni , C. jejuni subsp. doylei ,C. coli, C. lari, C. upsaliensis tiirleri,
termofilik Campylobacterler olarak adlandirilmaktadir (Fitzgerald ve dig. 2007).

2.3. Yapisal Ozellikleri

Campylobacter tiirleri ¢esitli hayvanlarda rezervuar olarak bulunur ve
insanlarda infeksiyonlara neden olmaktadir. Campylobacter, 0,2-0,9 um genisliginde
ve 0,5-5 um uzunlugunda kivrik, sarmal ya da S seklinde basillerdir. Gram negatif
sporsuz basil ya da kokobasil seklinde goriilmektedir. Campylobacter tiirleri, bir
ucunda ya da her iki ucunda tek polar kilifsiz kirpigi sayesinde hareketli bir
bakteridir. Fakat kirpiksizde olabilirler. Gram boyamayla hazirlanan klinik
orneklerde S seklinde ya da mart1 kanadi seklinde ince kivrik basiller olarak

goriiliirler (Fitzgerald ve dig. 2011).

2.4. Ureme Ozellikleri

Cogu Campylobacter tiirleri yaklasik %5 oksijen, %10 karbondioksit ve %85
nitrojen iceren mikroaerofilik atmosfer kosullarina ihtiyag duyarlar. Bu ortami
saglayan ticari paketler gelistirilmistir. Bu paketler anaerobik kavanozlar ya da
kapakli jarlar icine konularak kullanilabilmektedir (Fitzgerald ve dig. 2011). Tim
Campylobacter tiirleri 37°C’de iirerler, ancak C. jejuni, C. coli, C. lari ve bazen de
C. upsaliensis gibi tiirler 42°C’de de iireyebilirler. Bu 6zelik Campylobacter

tiirlerinin izolasyon ve tanimlanmasinda kullanilmaktadir. (Erdem ve dig. 1999).

2.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Campylobacter tiirlerinin tiimii oksidaz pozitiftir. C. upsaliensis zayif katalaz
pozitif ya da negatiftir. Kalan Campylobacter tiirlerinin tamami katalaz pozitiftir.
Karbonhidratlar1 kullanamadiklar1 i¢in Voges proskauer ve metil red testleri

negatiftir. Jelatini ve {ireyi hidroliz etmezler. Lipaz aktiviteleri yoktur. Nitratlari

rediikte ederler (Smibert ve dig. 2005).

Campylobacterlerin identifikasyonunda %1 glisin ve %3,5 NaCl varliginda

tireyebilme, TSI agarda H2S olusturma, nitrat rediiksiyonu, hippuratin hidrolizi ve 1s1
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tolerans testleri gibi sinirl sayidaki fenotipik 6zellikten yararlanilmaktadir (Smibert

ve dig. 2005) (Tablo 3).

Tablo 3. Campylobacter Tiirlerinin Fenotipik Ozelliklerine Gére Tanimlanmalari.

= Ureme Duyarlilik
— =
g g £
Mikroorganizma — S | S gy 2 =
N 2 — © SO0 = &= o
S| = | B~ 2 3 0S8 n S 2 <
< © 7 < ° o VUL B Z = = ¥
g | 2| X" | B |2 | & I T S [0y}
Y | Z | ZE D |8 | Nen st = a
; -+ 4+ + -+
C. coli + N i ) N i S D
C. concius -+ + o+ + o+
= + |+ = = - R R
C. fetus subsp. fetiis ++ d +d +
p. fe + | ARV | A . R S
- + + - + - -
C. fetus_subsp.. + | 4 i ) i i R s
venaralis
C. hyointestinalis + + ++ - o+
y + |+ |+ | - | - - R S
— — rr—
C. jejuni subsp. jejuni + |+ i ) . . s R
C. jejuni subsp. doylei - + wna- +
Je) p. doy + ) ) ) A + S s
. lari + + + ++ +
C. lari + e | i i i R R
C. mucosalis + + + + -+
- + |+ - - - D S
i + -+ ++ +
C. sputorum biovar ) + + _ i i D s
bubulus

+=%90 ve daha fazlasi pozitif; -=%90 ve daha fazlasi negatif; d=%11-89"u pozitif;, w=zay1f
reaksiyon; na=veri yok ; R=direncli ; S=duyarli; D=degisken

2.6. Genetik Ozellikler

Campylobacter jejuni NCTC 11168 susunun genomik dizi analizi 2000

yilinda tamamlanmistir ve 1700 kb’lik kiiciik bir genoma sahip oldugu gosterilmistir

(Poly ve dig. 2005). Ayrica yapilan farkli ¢alismalarda 9%19-56 oraninda plazmit

tagidig1 gosterilmistir. Plazmitler en ¢ok antimikrobiyal direng genlerini tagimaktadir.

Sekans degisikligine neden olan bu durumdan tiplendirmede yararlanilmistir

(Schmidt ve dig. 2005).
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2.7. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Duyarhhiklar:

Campylobacter tiirleri cansiz ortamda 10 ila 20 giin kadar canli kalabilirler.
C. jejuni ve C. coli 55°C’de 6 dakika canli kalabilir. Ancak pH 4,5’in altinda oldugu
ortamlarda canliligin1 kisa siirede yitirirler (Murphy ve dig. 2003). Steril i¢cme
suyunda 4°C’de 64 giin kadar yasayabilirler (Cools ve dig. 2003). Mide asidi,
infeksiyonun gelismesinide Onler. Ancak yagl gidalar, su ve siit gibi mide asidini
azaltan maddeler ile infeksiyon riski artmaktadir. Hipokloritler, fenoller, iyodoforlar
ve dort degerli antimon bilesikleri antimikrobiyal maddeler C. jejuni iizerine ¢ok
etkilidir ve bu bakteriyi bir dakika i¢inde oldiirebilir. Campylobacterler, makrolid
ve kinolon grubu antimikrobiklere genellikle duyarli; sefalothin, sefoperazon,
sefazolin gibi sefalosporin grubu antimikrobiklerle trimethoprime kars1 direnglidirler
(Ates ve dig. 2005).

2.8. Klinik Onemi

C.jejuni ishal, ates ve karmm agris1 gibi semptomlarla karakterize akut
enfeksiyonlara yol agabilir. Ayrica C. jejuni, reaktif artrit ile Miller-Fisher ve
Guillain-Barre sendromlar1 gibi nérolojik komplikasyonlar olusturabilir (Vinni ve
dig. 2007).

C. fetiis genelde yaslilarda ve AIDS, kanser, diyabet ve hamilelik
durumlarinda firsat¢1 sistemik enfeksiyonlardan (bakteremi, beyin apsesi, septik
tromboflabit) sorumluyken, diyareden daha az sorumludur, ancak diyarenin sistemik
bulgular1 daha fazladir (Kocazeybek 2011). Abdominal agr1 kramp tarzindadir ve
hasta sag alt kadranda agr sikayeti ile hekime basvurursa yanlislikla apandisit tanisi
konabilir ve apendektomi ameliyati yapilabilir. Ates vakalarimin yaklasik tcte

ikisinde 37.5°C iizerinde, nadiren 40°C tizerinde seyredebilir (Blaser ve ark. 2005).

Campylobacter enteritli hastalarin patogenezinde konagin immiinitesi de

onemlidir.

C. jejuni enteriti immiin sistemi baskilanmig hastalarda normal saglikli

bireylerin olusturdugu topluma gore kirk kat daha fazla tespit edilmektedir.

Campylobacter gastroenteriti, genelde kendini sinirlayan bir hastalik olarak

diisiiniilmesine ragmen, tedavi edilmeyen olgularda relapslar goriilebilmektedir.
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Campylobacter enteriti sonrasinda bakteriyemi, hepatit, nefrit, peritonit ve
miyokardit gibi barsak dis1 infeksiyonlar bildirilmistir (Skirrow ve dig. 2000).

Antibiyotik kullanimi kronik hastaligi olanlarda, immiin sistemi baskilanmig
kisilerde, ¢ok kiiciik veya ¢ok yasli olan hastalarla ishal siiresi uzamis olan siddetli
vakalarda endikedir (Lindmark ve dig. 2004). Bu hastalarda Campylobacter tiirleri

icin mutlaka antibiyogram yapilmasi gerekir.

2.9. Epidemiyoloji

Campylobacter fetus sigirlarda ¢ogunlukla ¢iftlesme, bulasik suni tohumlama
malzemelerinin kullanilmasiyla bulagsmaktadir. Bununla birlikte, insan ve hayvanlara
Campylobacterlerle bulasmasi; fekal yolla, indirekt temas yoluyla, kontamine su ve
pastorize edilmemis siitlerle, iyi pisirilmemis yiyeceklerle, infekte hayvanlarla direkt

temasla veya aile i¢i gecisle oldugu bildirilmistir (Hansenvinni ve dig. 2007).

Gelismekte olan iilkelere seyahat edenlerde turist diyaresi seklinde etkin su ve
besinlerden alinir (Kocazeybek 2011). Tiirkiye'de ishalli olgularda Campylobacter
aranmast heniiz rutin olmamakla beraber, yapilan c¢alismalarin sonuglar
incelendiginde Campylobacter izolasyonunun rutin olarak aranan ishal etkeni
Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerle kiyaslanabilir oranda yiiksek oldugu
goriilmektedir (Ongen ve dig. 2007). En fazla yaz ve sonbaharin ilk aylarinda

goriilebilir.

2.10. Campylobacter Enfeksiyonlarimin Tam Yoéntemleri

2.10.1. Numunelerin Alinmasi ve Transportu

C. jejuni enfeksiyonu diisliniilen hastadan gaita kiiltiiri tercih edilmelidir.
Kiiltiir alinma zamani agisindan herhangi bir 6zellik arz etmemekle birlikte sabah
taze gaita Ornegi alinmasi daha uygundur (Robinson ve dig. 1981). Alinan numune
iki saat i¢inde besiyerine ekilmelidir. Hemen ekilemeyecekse tagima besiyerine
alinmalidir. Gaitanin dondurulmasi1 dogru degildir (Jerris ve dig. 2004). Tasima
besiyeri olarak alkali peptonlu su, tiyoglikolatli sivi besiyeri, Campy-Thio, Cary-

Blair ve modifiye Cary-Blair besiyerleri denenmistir. Yapilan ¢alismalarla modifiye
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Cary Blair besiyerinin Campylobacter i¢in en uygun tasima besiyeri oldugu
bildirilmigtir. Alman Ornekler modifiye Cary-Blair besiyerinde +4°C’de
saklanmalidir. Campylobacter tiirleri Carry-Blair tasima besiyerinde +4°C'de 2 hafta
canli kalabilmektedir (Wang Wen-Lan ve dig. 1983). Modifiye Carry blair besiyeri
disinda Amies besiyeri, Stuart besiyeri veya komiir tozu iceren yar1 kat1 besiyerleri
de tasima besiyeri olarak kullanilabilir. Campylobacterle enfekte hastalar
diskilarinda yiiksek miktarlarda mikroorganizma bulundurduklar i¢in genellikle 6n
zenginlestirme yontemlerine gerek yoktur. Fakat bakteri atiliminin az oldugu akut
donemi gegirmis hastalarda izolasyon sansini artirmak igin Preston, Campy-thio gibi
zenginlestirici besiyerlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir (Nachamkin ve dig. 1999).
Hastalardan coklu 6rnek alimi izolasyon sansini yiikseltmektedir (Winn ve dig.
2006). Campylobacter jejuni’nin izolasyonunda basvurulan bir diger érnek de kandir.
Simdiye kadar 6zelikle C. fetus, C. upsaliensis ve C. jejuni kandan izole edilmistir.
Bununla beraber kan kiiltir sistemlerinin Campylobacter’in izolasyonuna

uygunlugunu degerlendiren ¢ok az ¢alisma mevcuttur (Fitzgerald ve dig. 2007).

2.10.2. Direkt Mikroskobik Inceleme

Campylobacter enteritlerinin olasi tanisinda diski 6rneklerinin gram boyama
ile incelenmesi hizli ve hassas bir yontemdir. Ornekler ilk iki saat iginde incelenirse
anlamli olabilir. Campylobacter tiirleri gram boyamada oldukga ince olduklarmdan
dolay1 1yi goriinmemektedirler. Fakat zit boya olarak sulu fuksin ya da safranin
yerine karbol fuksin ya da %1°lik bazik fuksin kullanilirsa daha net goriilmektedir
(Fitzgerald ve dig. 2007). ishalli diski orneklerinin gram boyamayla inceleme
yonteminin %89 duyarli oldugunu bildiren ¢alismalar da vardir (Wang ve dig. 2004).
Campylobacter  enteritlerinin ~ digki  incelemesinde  16kosit ve eritrositler
bulunabilmektedir. Calismalarda kiiltiir pozitifligi dogrulanan olgularin %25 ile
%380’inde diskida l6kosit bulunmustur. Bu sebeple diskida lokosit varligi taniya
yardimct olmakla beraber, bulunmamasi taniyr ekarte ettirmez (Fitzgerald ve dig.
2007). Karanlik alan mikroskobisiyle incelemede tani amagli kullanilabilir. Bu
incelemede Campylobacter’in tirbuson tarzinda, hizla hareket eden ve batip ¢ikan
tarzdaki tipik hareketlerinin goriilmesi tanitya yardim eder. Bu inceleme ile duyarlilik

%36 olarak bulunmustur (Paisley ve dig. 1982). Bir diger direkt inceleme
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yontemiyse direkt floresan mikroskopisidir. Hodge ve arkadasi Lior serotipleme
sistemine gore hazirladiklar1 konjugatlarla boyadiklari digski 6rneklerinde kiiltiire

kars1 yontemin duyarliligini %40 olarak bulmuslardir (Hodge ve dig. 1986).

2.10.3. Kiiltiir Yontemi ile izolasyon

Campylobacter tiirleri geg ve gii¢ tireyen bakterilerdir. C. jejuni’yi insan diski
orneklerinden saptayabilmek i¢in bazi segici besiyerlerinin kullanim1 6nerilmektedir.
Bu besiyerlerinin en 6nemli 6zellikleri, hem diski florasin1 baskilamali hem de
istenen Campylobacter tiirlerini iiretmelidir. Bu nedenle metabolizmalarini
desteklemek i¢in kan, demir siilfat, kazein, sodyum purivat, hematin ve komiir gibi
maddeler kullanilmaktadir. Barsak florasinin baskilamak i¢in de basitrasin, kolistin,
novobiyosin, sefalotin, vankomisin, trimetoprim, polimiksin B, amfoterisin B,
rifampin, siklohekzimid ve sefoperazon gibi antimikrobiyaller kullanilmistir
(Koneman ve dig. 2006). Campylobacter tiirlerinin tiretilmesi i¢in bugiine kadar ¢ok
cesitli secici besiyerleri gelistirilmistir. Iki cesit besiyeri dnerilmistir. Bunlar; kan
icermeyen CCDA (komiirlii sefoperazon deoksikolat agar) ve CSM (komiir bazli
selektif besiyeri) ile kan iceren Campy-CVA (sefoperazon, vankomsin, amfoterisin),
Skirrow ve Butzler besiyerleridir. Campy-CVA besiyerinin izolasyon basarisi
yiiksektir. Yapilan calismalar da bir kan iceren besiyerinin (Campy-CVA) yaninda
bir komiir iceren besiyerinin de kullanilmasinin izolasyon sansini %15 oraninda

arttirabilecegi belirlenmistir (Fitzgerald ve dig. 2011).

Campylobacter tiirleri tiremek i¢in mikroaerofilik atmosfer kosullarina ihtiyag
duyar. Bu ortam anaerobik kavanozlarda %5 Oz, %10 CO2ve %85 N2’lik uygun gaz
karistminin  olusturulmasiyla ya da mikroaerofilik inkiibatorlerle saglanir. Fakat
giinlimiizde bazi ticari firmalar yukarida belirtilen gaz karisimini saglayan gaz
paketleri iiretmislerdir. Anaerobik kavanozlar i¢ine ticari gaz paketleri konularak
uygun ortam olusturulabilmektedir. Campylobacter jejuni tiretebilmek igin 42°C’lik
etlivde 48 saat bekletilmesi (Fitzgerald ve dig. 2007) iireme yoksa 24 saat daha
inkubasyona devam edilmesinin izolasyon sansini arttirdigin1 géstermiglerdir (Endtz

ve dig. 1991).
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2.10.4. Kiiltiir Ozellikleri ve Biyokimyasal Yontemlerle Tanimlama
Campylobacterler kanli agar besiyerinde 24-48 saatlik inkiibasyon periyodu
sonunda, 0,3-0,5 mm c¢apinda, su damlasi gibi nemli, gri, birbirleriyle birlesmeye
meyilli agarin yiizeyine dogru bir tabaka seklinde iireme gosteren, hemoliz
yapmayan tipik kolonileri olustururlar. Komiir tozu igeren besiyerinde ise; 0,5 mm
capinda, grimsi renkte, diiz yiizeyli fakat yayillma egilimi gosteren gozle goriilebilir
koloniler ortalama 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sekillenirler (Winn ve dig.
2006). Bu segici besiyerlerinde 42°C’de mikroaerofilik kosullarda iireyen oksidaz ve
katalaz pozitif gram negatif, kivrik “S” seklinde veya mart1 kanadi goriintimiinde
olan basiller Campylobacter spp. olarak tanimlanabilir. Bundan sonra sadece
hippurat hidroliz testi onerilir. Bu test bakterilerdeki hippurikaz enzimi yardimiyla
sodyum hippuratin pargalanarak benzoik asit ve glisine doniisiimiinii ve ninhidrin
ayiract yardimiyla benzoik asitin renk degisiminin saglanmasi prensibine dayanan bir

testtir (York ve dig. 2004).

Eger hippurat testi pozitif ise C. jejuni subsp. jejuni olarak raporlanir. Bagka
bir teste ihtiya¢ yoktur. Ancak C. jejuni iki alt tiire ayrilmaktadir; C. jejuni subsp.
jejuni ve C. jejuni subsp. doylei. Yeni tanimlanan bir tiir olan C. jejuni subsp. doylei
gastrik epitelyum mukozasindan ve ishalli ¢ocuklarin digki orneklerinden izole
edilmistir. C. jejuni subsp. jejuni’den en belirgin farki nitrati indirgememesidir
(Rautelin ve dig. 1999). Termofilik Campylobacter tiirlerinin tanimlanmasinda

kullanilan bazi testler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Identifikasyonu.

C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
subsp.jejuni | subsp.doylei
Hippurat hidrolizi + + B
Katalaz + + + + -IW
Nitrat rediiksiyon + - + + +
TSI agarda H.S - - -IW
iiretimi
Sefalotin direnci R V R R S

W: zayif reaksiyon ; V: degisken ; S: duyarl ; R: direngli

2.10.5. Molekiiler Yontemlerle Tamimlama
Campylobacter tiirlerini tanimlamada kiltiir altin standart olarak kabul

edilmek ile beraber 24 saatten daha kisa zamanda tiir diizeyinde tanimlayan, yliksek
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duyarliliga sahip yontem olarak molekiiler teknikler kullanilmaya baglanmistir. Daha
az zaman almasi nedeniyle tercih edilen bu teknikle, en ¢ok real-time PCR ve
multipleks PCR kullanilmistir (Schuurman ve dig. 2007) (Persson ve dig. 2005).
Yapilan ¢alismalarda bu yontemlerin arasinda farkliliklar olmasina karsmn, 10? — 10°
bakteri varligin1 saptayacak derecede duyarli olduklari bildirilmistir. Bu yontemlerin
en 6nemli dezavantajlari, pahali olmasi, digkida PCR inhibitorlerinin bulunabilmesi
ve genetik farkliliklarin tespitte giicliiklere neden olmasidir (Lin ve dig. 2008).
Molekiiler tan1 yoOntemleriyle Campylobacter tiirlerinin  genom diizeyinde
tanimlanmasi ve tiplendirilmesinin yani sira, patogenez ve antimikrobik direncinden
sorumlu genler ve gen mutasyonlarmin tespiti de miimkiin olabilmektedir

(Karenlampi ve dig. 2004).

2.10.6. Diskida Antijen Arayan Testler

Campylobacterlerin hizli tanisinda hasta basi testler olarak da tanimlanan,
diskida Campylobacter antijenlerini arastiran, ProSpecT Campylobacter enzim
immunoassay (Campylobacter EIA) Campyslide sistem, Meritec-Campy ve
Microscreen gibi presipitasyon temelli ¢cok sayida ticari test gelistirilmistir. Direkt
diski Orneklerinin yani sira zenginlestirici besiyerindeki diski Orneklerinin de
degerlendirilebildigi Campylobacter EIA testinde, Campylobacterlerin iki yiizey
antijenine kars1 gelistirilmis poliklonal antikorlar kullanilmaktadir. Campyslide
testiyle diski orneklerinden antijen tespitinde, Campylobacterlerin hiicre duvar
antijenlerine karsi iiretilmis antikampilobakter antikorlariyla kapl lateks partikiilleri
kullanilmaktadir. Meritec Campy testindeyse latex partikiillerinin sensitizasyonunda
flagellar antijene kars1 gelistirilmis antikorlar kullanilmaktadir. Ancak bu testlerden
hi¢birinin duyarliligr kiiltiir yontemi kadar yiiksek degildir (Tolcin ve dig. 2000)
(Hindiyeh ve dig. 2000).

2.11. Tedavi
Campylobacter tiirlerinin ¢ogu penisilin ve sefalosporinlere dogal direngli
oldugu icin beta laktamlar tedavide pek tercih

edilmemekte, makrolid ve kinolon grubu antibiyotikler sik kulanilmaktadir
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(Crushell ve dig. 2004). Eritromisin ishal tedavisinde ilk segenek ilag olmustur
(Blaser ve dig. 2005). Genisletilmis etki spektrumlu makrolidlerden olan azitromisin
ve klaritromisinde benzer etkiye sahiptir. Azitromisin i¢in yapilan bir caligsmada hem
hastalik siiresini hem de Campylobacter’in diskiya salinim siiresini kisalttigi
bildirilmistir (Kuschner ve dig. 1995). Alternatif olarak florokinolonlar kullanilmaya
baslanmig, sonrasinda direngli suslar ortaya ¢ikmistir. Yapilan ¢esitli caligmalarda
1987'den itibaren Campylobacter'lerde kinolon direncinin giderek arttigi ve son
yillarda %50'lere ulastigi bildirilmistir (Engberg ve dig. 2004) (Basustaoglu ve dig.
2001). Bir diger alternatif olan tetrasiklin grubu ilaglardir. Bu grupta da direng %25
civarindadir (Allos ve dig. 2004) (Alfredson 2007).
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3. SHIGELLA

3.1. Tarihce

Shigella, 1898’de Japonya’da Shiga ve 2 yil sonra Oncekinden habersiz
Almanya’da Kruse tarafindan bulunmus ve o zamanlar Shiga-Kruse basili, bugiin
Shigella dysenteriae adiyla anilan bakterilerdir. Ardindan 1900’1l yillarin basinda
Flexner Filipinler’de bugiin Shigella flexneri diye adlandirilan bakteriyi, 1904’de
Duval sonra Sonne bugiin Shigella sonnei denilen basili, 1917 Shmitzanya’daki esir
kamplarinda Shigella ambigua diye adlandirilan bugiinkii ~ Shigella schmitzii
bakterisini bulmuslardir. Daha sonra bir¢ok arastirmaci ¢esitli siirglin olgularinda
goriiniim, biyokimyasal oOzellik ve antijen bakimindan benzer bakteriler

saptamiglardir (Mutlu ve dig. 1999) (Bilgehan 2000) (Topgu ve dig. 2002).

3.2. Morfoloji, Ureme ve Boyama Ozellikleri

Shigella organizmalar1 gram negatif, fakiiltatif anaerobik, 2-4x0,6 pm
boyutlarinda, diiz ¢omak seklinde, flagellalar1 olmayan basillerdir. Genel kullanim
besiyerlerinde kolay iirerler. Buyyonda homojen bulaniklik, jelozda yuvarlak hafif
kabarik, diizgiin ylizeyli, saydam ve E. coli kolonilerine benzer koloniler
olustururlar. S. sonnei’nin kolonileri biraz daha biiyiiktiir ve siklikla koloni
varyasyonlart (S-R-Bomba koloniler) gosterirler. Optimal 37°C’de ireselerde,
tiredikleri sicaklik sinirlart genistir ve 8-40°C arasinda degisiklik gostermektedir
(Bilgehan 2000) (Mahon 2000). E. coli ile ortak biyokimyasal 6zellikleri (Tablo 5)
olmasina ragmen, laktozu 24 saat icinde fermente edememeleri, bazi nadir serotipler
hari¢ glukozdan gaz olusturamamalari ve hareketsiz olmalart ile Shigellalarin hemen
tim E. coli tiirlerinden ayrilmas1 miimkiindiir (Bilgehan 2000) (Keusch 1998). E. coli
ve Shigellalar1 birbirinden ayirmak igin ¢esitli biyokimyasal oOzellikler
kullanilabilmektedir (Tablo 5).



Tablo 5. Shigella spp. ve E. coli’nin Ortak Biyokimyasal Ozellikleri .

Test

Metil-red

Voges-Preskauer

TSI agarda hidrojen siiftir olusumu

Ure hidrolizi

Fenilalanin deaminaz

Potasyum siyanidde (KCN) iireme

Malonat kullanimi

Mannitol fermentasyonu

Adonitol fermentasyonu

Inozitol fermentasyonu

Mukat fermentasyonu

Dnaz

*S. dysenteria hari¢  **D : Degisken

Tablo 6. Shigella spp. Ve E. coli’nin Ayriminda Kullanilan Biyokimyasal Ozellikleri.

Test Shigella spp % E.coli %
Indol D 38 + 99
Sitrat - 0 D 24
Lizin dekarboksilaz - 0 + 90
Arginin dekarboksilaz - 8 D 17
Ornitin dekarboksilaz D 20 + 63
Motilite - 0 + 80
Glukozdan gaz - <2 + 91
Laktoz fermentasyonu - <1 + 91
Siikroz fermentasyonu - <1 + 50
Salisin fermentasyonu - 0 + 40
Ksiloz fermentasyonu - 2-5 + 95
Mukat fermentasyonu - 0 + 92
Eskiilin hidrolizi - 0 D 31
Asetat kullanimi - 0 + 84
D: Degisken

Shigellalar kemorganotrofik yani hem solunumsal hem de fermentatif tipte
metabolizmalar1 olan organizmalardir. Oksidaz negatiftirler. Shigella dysenteriae tip
1 ve birkag S. flexneri serovar1 diginda katalaz pozitiftirler. Metil red pozitif, Voges-
Proskauer ve Simmons sitrat negatiftirler. Hidrojen siilfid tiretmezler, tireyi hidrolize

etmezler ve malonati kullanmazlar. Potasyum siyaniir (KCN) buyyonda iireyemezler

(Bilgehan 2000) (Holt 1994).
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3.3. Antijenik Yapi ve Shigella Tipleri

Shigella, mikrobiyoloji dernekleri uluslararasi birligi Shigella alt komitesince,
biyokimyasal ve antijen 6zelliklerine bakilarak siniflandirilmistir. Shigella cinsi A,
B, C, D olarak dort major O antijenik gruba ayrilmaktadir. Bu ayrimda ozellikle
mannitol tizerine etki ve antijen Ozellikleri 6n planda tutulmaktadir. Major O
antijenlerinin yaninda, A, B, C gruplart mindr O antijenleri de vardir. Serolojik
tiplendirme O antijenlerine gore yapilmaktadir (Tablo 6). S. sonnei’nin farkli
serotipleri bulunmamaktadir. Tiim Shigella tiirleri epidemiyolojisi, mortalite oranlari
ve olusan hastaligin agirligi farkli olmakla birlikte dizanteriye yol agabilirler (Mahon
2000) (Keusch 1998).

A sero alt grubunda 12 serovar bulunur. 3, 4, 5, 6 ve 7 serovarlarinda arabinoza geg
etki etmelerinden dolay1 Shigella arabinotor diye de adlandirilmakta olup, Shigella

dysenteriae adi verilmektedir.

B sero alt grubunda, genellikle mannitolii parcalayan ve antijen bakimindan bazi
ozellikleri ortak olan birbirleriyle yakinlik gdsteren bakteriler vardir. Bu gruba bugiin

Shigella flexneri adi verilmekte olup, 6 serovar bulunmaktadir.

C sero alt grubunda ise genellikle mannitolu fermante eden, kesin antijen 6zellikleri

bulunan 18 serovar bulunmakta olup, bu gruba Shigella boydii ad1 verilmektedir.

D sero alt grubunda ise yalnizca bir tek bakteri olup laktoza geg (3-8 giin) etki etmesi
ve bazi dzellikleri ile Esherichiae’lara benzerlik gostermekte ve bu grupta Shigella
sonneii diye adlandirilmaktadir (Bilgehan 2000) (Topgu ve dig. 2002).

Tablo 7. Shigella Tiir ve Serotiplerinin Dagilimu.

Tir Serogrup Serotip
S.dysenteriae Serogrup A 1-15
S.flexneri Serogrup B 1-8
S.boydii Serogrup C 1-19
S.sonnei Serogrup D 1
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Bazi suglar K ya da kapsiil antijenleri igerir, ancak serolojik tiplendirme igin
kullanilmazlar. Fakat bu antijenlerin varligi, O antijeninin serolojik reaksiyonlarini
engelleyebilmektedir. Bu durum serolojik tiplendirme 6ncesi hiicre siispansiyonunun
kaynatilmasiyla ortadan kaldirilabilir. B grubunun 1-5. serotiplerinde fimbria
gosterilebilmistir, fakat tip 6 ve diger Shigella tiplerinde bulunmamaktadir.
Gosterilen tiim fimbria antijenleri immiinolojik olarak estir. Tim Shigellalar
hareketsiz oldugu i¢in H antijenleri bulunmamaktadir (Mahon 2000) (Keusch 1998)
(Joklik 1992). Diger tiplerden farkli olarak, S. sonnei’nin faz I ya da form I olarak da
bilinen S formu, Plesiomonas shigelloides’te de bulunan bir O antijen zinciri igerir.
Bu zincir, o(1-4) baglari ile birbirine baglh 2-asetoamido-2-deoksi-L-altruronik asit ve
2-asetamido-4-amino-2,4,6-trideoksi-D-galaktoz disakkarit rezidilerinin, 3(1-3)
baglari ile tekrarlanmalari ile olusur (Lindberg ve dig. 1991). Shigella tiirleri bazi

ozellikleri ile birbirlerinden ayrilabilirler (Tablo 8).

Tablo 8. Shigella Tiirlerinin Biyokimyasal ve Serolojik Ayrimlari.

Test S.dysenteriae S.flexneri S.boydii S.sonne
Serogrup A B C 5
Indol D d d
Ornitin dekarboksilaz - - - +
ONPG D ; q -

Karbonhidrat fermentasyonu

Mannitol - + + +
Rafinoz - d

Stikroz -

Ksiloz - - d

-1 <%9 sus pozitif, d: %10-89 sus pozitif, +: >90 sus pozitif

3.4. Virulans ve Patojenite Ozellikleri

Shigellalarin yiizey antijenleri, toksinleri ve dokuya yayilabilme ozellikleri
bulunmaktadir (Aslan ve dig. 2001). Shigellalarin konakginin savunma ile ilgili
bariyerlerini gecebilmesi O antijenlere bagli olabilir. Diizgiin (S) koloni olusturan
(faz 1 koloni) suslarindaki LPS yapisi onemlidir. Bu yapi S. flexneri, S. sonneii
suslarinda gosterilmistir (Serter 1997) (Kiligturgay 1994). Bazi Shigella suslari

(0zellikle S. flexneri tip 1 suslar1) shiga toksin denen bir ekzotoksin salgilayabilir. Bu
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toksin kiigiik deney hayvanlarina enjekte edildiginde felgler olusturur ve doku
kiiltiirtinde sitotoksik etki yapar. Shiga toksini salgilayan Shigella dysenteriae tip 1
suslarma gecmiste Shiga basili ad1 verilmistir. Ozellikle bu suslar ciddi, agr
infeksiyonlara yol agmasi sebebiyle patlayici salginlar ve pandemilere yol agmistir

(Ustagelebi 1999).

3.5. Biyokimyasal Ozellikler

Glikozdan asit yaparlar, genellikle gaz yapmazlar, laktoz ve siikroz genellikle
olumsuzdur. Mannitol iizerindeki etkileri gruplara gore ayrilir. Mc-Conkey ve EMB
besiyerlerinde 24 saatte renksiz (laktoz olumsuz) koloniler yaparlar. SS agarda
renksiz bazen ortalar1 siyah noktali, XLD agarda renksiz, Hektoen agarda yesil-mavi
koloniler olustururlar. Laktoza etkisizdirler. S. sonnei 3-8 giinde laktozu
parcalayabilir. Glikozu yalniz asit yaparak fermante ederler, gaz yapmazlar, siikrozu
parcalamazlar. IMVIC testlerinde indol degisken, metil kirmizisi olumlu, Voges
Proskauer olumsuz olup sitrat1 kullanmazlar ve {ireaz olusturmazlar. TSI besiyerinde
dipte asit, yatik kisimda alkali reaksiyon gosterirler, H2S ve gaz olusturmazlar. LIA
besiyerinde ise dipte asit, yatik kisimda ise alkali reaksiyonu verir ve H»S yapmazlar
(Ustagelebi 1999).

3.6. Patogenez

Salmonella tiirii bakterilerden bir kismi (S. typhi) yalniz insanlarda, bir kismi
hem insan hem de hayvanlarda (S. typhimurium) hastalik yaparken, Shigella tiirii
bakteriler bazi1 yliksek maymunlar disinda insanlar i¢in patojendirler (Mutlu ve dig.
1999) (Akbarut 1997). Shigella tiirii bakteriler saglikli kisiler tarafindan kirli su ve
yiyeceklerle alinirlar, mide asidine duyarhidirlar fakat bol besin maddesi ve
iceceklerle alindiklarinda, mide asidinden etkilenmeden mideyi gecebilirler.

Shigellalar barsak epiteline penetre olurlar (Ustagelebi 1999).
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3.7. Klinik

Sulu diyare ve atesi olan hastalarda sigellozdan siliphelenilmelidir.
Enfeksiyonun diyare safhasi klinik olarak diger bakteriyel, viral ve protozoona bagli
enfeksiyonlardan ayirt edilemez. Bulanti ve kusma Shigella diyaresine eslik edebilir
ancak bu semptomlar nontifoidal Salmonella ve enterotoksijenik E. coli
enfeksiyonlar1 sirasinda da gozlenmektedir. Kanli, mukuslu gaitalar sigellozu
kuvvetle isaret eder fakat ayirici tanida EIEC (Enteroinvaziv E. coli), Salmonella
enteritidis, Yersinia enterocolitica, Campylobacter tiirleri ve Entemoeba hystolitica
mutlaka diisiiniilmelidir. Amebiyazisli hastalarin gaitalarinda her ne kadar kan
goriilmesi olagansada, genellikle Shigella’da oldugu gibi agik kirmizi olmaktan
ziyade koyu kahverengidir. Sigelloz hastasinin sigmoidoskobik muayenesinde diffiiz
eritematdz mukozal ylizey, kiigiik iilserler goriiliirken, ambiyaziste jeneralize

enflamasyon yoktur ve aralikli {ilserlerle karakterizedir (Kaygusuz ve Toreci 2011).

3.8. Gastroenterit

Shigella bakterileri sadece insanlarda ve ince bagirsagin son kismi ve kalin
bagirsakta hastalik olustururlar. Kana veya diger organlara yayilmazlar. Basilli
dizanteride, kulugka siiresi 1-7 giin arasinda degisir. Klinik belirti veren olgularda
hastalik bas ve karin agrilari, titreme, ates ile baglar. Kataral dizanteri denen hafif
seyreden olgularda hasta giinde 3-5 defa sulu diski ¢ikarir. Toksik dizanteri denen
daha agir seyirli olgularda digkilama 20 defaya kadar ¢ikabilir. Kalin bagirsak
mukozasinda yiizeyel lezyonlar meydana gelir. Kolon ve sigmoid ele gelebilir ve
agrilidir. Hastada spazm tarzinda karin agrilari, ikinti, tenezm vardir. Cocuklarda
konviilsiyonlar olusabilir. Digki kanli ve mukusludur. Bazen hastada dehidratasyon
meydana gelebilir. Shigelloz salginlarindan en sik izole edilenler S. Sonnei ve S.

Flexneri’ dir.

Basilli dizanteri kii¢iik cocuklarda ve yaslilarda daha agir seyreder. Hastalik
genellikle 3-4 giinle 15 giin arasinda seyreder. Yeterli tedavi edilmeyenlerde
hastaligin kronikleserek daha uzun siirdiigli goriilebilir. Kronik olgularda digkidan
kan ve mukus kaybolabilir. Baz1 kimselerde ise iilseroz kolit olusabilir. Ayrica

hastaligin 2-4. haftalarinda konjunktivit, iiretrit ve artritten olusan Reiter sendromu,
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toksinlere bagli kisa siireli paraliziler ve poliartikiiler romatizma seklinde seyreden
alerjik dizanteri romatizmasi gibi komplikasyonlar meydana gelebilir. Ozellikle
cocuklarda goriilebilen 6nemli bir komplikasyon da hemolitik-tiremik sendromdur

(Kaygusuz ve Toreci 2011).

3.9. Tedavi

Shigelloz tedavisinde ila¢ direnci nedeni ile secenekler her gegen giin
sinirlanmasia ragmen birgok antibiyotik etkili olabilmektedir. Diinya capinda
stilfonamidler, tetrasiklinler, ampisilin ve trimetoprim-sulfametoksazole kars1 ortaya
cikan direng nedeniyle bu ajanlar ampirik tedavide tavsiye edilmemektedir.

Florokinolonlar ise tedavideki yerini korumaktadir (Parlak ve dig. 2012).
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4. MATERYAL METOD

4.1. Kiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

4.1.1. Kullamlan Besiyerleri
Modifiye Carry-Blair Besiyeri

Bu besiyerinin igeriginde Sodyum tioglikolat 1,5 gr., Na;HPO4 1,1 gr., NaCl 5 gr.,
Agar 1,6 gr., Distile su 991 ml bulunmaktadir. Besiyerinin pH degeri 7,4 dir.

Besiyerleri ticari olarak temin edildi. Kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.
Salmonella Shigella Agar

Salmonella ve Shigella tiirlerinin izolasyonu igin segici besiyerleri kullanilmaktadir.
Bu besiyerinin iceriginde brilliant yesili, safra tuzlari, tiyosiilfat ve sitrat bulunur ve
Salmonella ve Shigella dis1 flora bakterilerinin {iremesini engeller. Hidrojen stilfiir
olusumu tiyosiilfat ve demir iyonlar1 ile ortaya konur: Koloni goriinimleri merkezi
siyah renkli S tipi koloniler seklindedir. Renksiz-yar1 saydam (laktoz negatif)
koloniler Shigella ve pek ¢ok Salmonella tiirii i¢in tipiktir. Baz1 Salmonella tiirleri
siyah merkezli yar1 saydam koloni olustururlar. Bu besiyerinde Salmonella
kolonilerinin Shigella kolonilerinden ayrimi besiyerinde koloni etrafindaki renk
degisiminin Salmonella'da sari, Shigella'da kirmizi olmasi ile yapilmaktadir.
Piyasadan hazir besiyeri olarak temin edildi. Kontaminasyon kontrolii yapildiktan

sonra lretici firmanin onerileri dogrultusunda buzdolabinda +4°C’de sakland.
Kanlh Agar (Acumedia Lab M, Neogen culture media)

Toz besiyeri 49 g/L olacak sekilde balon jojeye konularak saf su ile 1000 ml’ye
tamamlandi ve 1sitilarak ¢oziinmesi saglandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra defibrine koyun kanindan 50 ml
eklenerek karistirilip petrilere dagitildi.

EMB Agar (Acumedia Lab M, Neogen culture media)

Toz besiyeri 37,5 g/L olacak sekilde balon jojeye konularak {izeri saf su ile 1000

ml’ye tamamlandi ve 1sitilarak ¢6ziinmesi saglandi. Otoklavda sterilize edilerek 45-
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50°C’ye kadar sogutuldu ve sonra petri kutularina uygun miktarda konularak

katilagmast saglandi.
Selenit F Suyu

4 gram B bolimii 1000 ml saflastirilmis damitilmis su i¢inde siispansiyon haline
getirilmis ve 19 gram A boliimii eklenmis ve 1yice karistirllmistir. Karigim tamamen
¢oziinmesi i¢in 1s1tildi, ardindan steril test tliplerine dagitildi. Daha sonra kaynar su

banyosunda 10 dakika sterilize edildi.

Bolim A

Tripton 5g/L
Laktoz 49/L
Sodyum fosfat 10g/L
Bolim B

Sodyum hidrojen selenit  4g/L
Nihai pH 7+0.2.
TSI Besiyeri (Triple sugar iron agar)

Toz besiyeri 60 g/L olacak sekilde saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve
wsitilarak ¢ozdiiriildii. Otoklavda sterilize edildi, 45-50°C’ye kadar sogutulduktan
sonra cam tiliplere 3 ml seklinde dagitild1 ve yatik halde birakildi.

Campylobacter Agar

Piyasadan hazir besiyeri olarak temin edildi. Kontaminasyon kontrolii
yapildiktan sonra iretici firmanin Onerileri dogrultusunda buzdolabinda +4°C’de

saklandi.
Mueller Hinton Agar

Piyasadan hazir besiyeri olarak temin edildi. Kontaminasyon kontrolii
yapildiktan sonra iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda buzdolabinda +4°C’de

saklandi.
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4.1.2. Aywraclarin Hazirlanmasi

Oksidaz Ayiracinin Hazirlanmasi

Toz halindeki tetramethyl-p-phenylendiamine dihydrochloride’den 50 mg.
hassas terazide tartildi. Uzerine 5 ml. steril distile su ilave edildi. Iyice
kanigtirildiktan sonra kiiclik kapakli 151k gérmeyen plastik tiiplere konuldu.
Buzdolabinda +4°C’de saklandi.

Katalaz Aywracinin Hazirlanmasi

Hidrojen peroksit ¢dzeltisinden 0,3 ml alindi. Uzerine 9,7 ml steril distile su
ilave edildi. Hazirlanan soliisyon kiiciik kapakli plastik tiipe konuldu.

Hippurat Soliisyonunun Hazirlanmasi

1,0 gr. hippurik asit 100 ml. distile su i¢inde eritildi. Hazirlanan soliisyondan

steril mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine 0,4 ml. konuldu ve -20 °C’de saklandu.

4.1.3. Antiserumlar

Polivalan A-S +Vi antiserumu (SSI Diagnostica, Danimarka): Igerigi;
somatik O antijenleri: 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 27, 28, 30, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 46 + Vi antijenleri Salmonella

Sero-Quick Group kiti antiserumlar1 (SSI Diagnostica, Danimarka):

Kit igerigi;
Serogrup O Antijenleri
A 0:2
B 04
C 0O:7yada0O:8
D 0:9 ya da 0:9,46 ya da 0:9,46,27
E 0:3,10yada 0O:1,3,19
F O:11
G 0:13

Vi Vi antijeni
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4.1.4. Antibiyotik Diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye)

Tablo 9. Antibiyotik Disk Listesi.

Antibiyotik Disk Isimleri Miktar Kisaltmalari
Ampisilin 10 pg AM
Seftriakson 30 pug CRO
Siprofloksasin 5ug CIP
Trimetoprim-siilfametoksazol 1,25-23,75 ng SXT
Eritromisin 15 pg E
Tetrasiklin 30 pg TE

4.2. Orneklerin Se¢imi

Calismamiza 01.11.2019 - 01.04.2020 tarihleri arasinda Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine ishal yakinmasi ile bagvuran ve disk1
kiltiirii istenen 400 hastaya ait digki 6rnegi dahil edildi. Hasta 6rneklerinin se¢ciminde
yas ve cinsiyet kriterleri uygulanmamistir. 400 6rnegin tamamina digki kiiltiirii ve

beraberinde PCR testi ¢alisildi.

4.3. Mikroskobik inceleme

Laboratuvara gelen taze digki orneklerinin metilen mavisi ile boyanarak
mikroskobik incelemede 16kosit igerip igermedigi arastirilmaktadir. Kiiltiirde veya
PCR testinde Campylobacter spp., Salmonella spp. ya da Shigella spp. saptanan
numunelerin sistemden retrospektif olarak gaita direkt mikroskobi sonuglari

incelenerek 16kosit birlikteligi agisindan degerlendirilmistir.
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4.4, Orneklerin Kiiltiir Plaklarina Ekimi ve Tanimlanmasi

Diski 6rneginden direkt ya da transport besiyerinden alinan 6rnek; temel ve
secici besiyerlerine ekilmistir. Her 6rnek i¢in ayr1 plak ylizeyine (plagi bolmeden) ve
tek koloni ekimi yapilmisttir. Ik 6nce digk1 6rnegi ekiivyon ile besiyerinin iist ¥4’iine
siiriilmiis ve daha sonra plagin geri kalan kismina azaltma yontemi ile ekim

yapilmustir.
Campylobacter spp. Tanisi

Disk1 o6rneklerinden Campylobacter spp. izolasyonu i¢in Campylobacter Agar
kullanildi. Disk1 6rnekleri bu besiyerine ekildikten sonra, 42°C’de mikroaerofilik
ortamda 72 saat inkiibe edildi. Kirmiz1 koloniler segilerek gram boyama, oksidaz ve
katalaz testi uygulandi. Gram boyamada gram-negatif, mart1 kanadi, spiral sekilli, S
ve virgiil gériinlimiinde olan, katalaz ve oksidaz testleri pozitif olan bakterilerin timii
termofilik Campylobacter spp. olarak tanimlandi. Bu izolatlardan hippurat hidroliz

testi pozitif olanlar C. jejuni olarak kabul edildi.
Salmonella spp. Tanisi

Diskir ornekleri %5 Koyun Kanli agar, EMB agar ve 6n zenginlestirme islemi i¢in
Selenit F Dbesiyerine ekim yapilip 24 saat 37°C’de etiivde bekletildi. Siipheli
kolonilerden Salmonella spp. izolasyonu igin Salmonella-Shigella agara pasaj
yapildi. Orneklerin besiyerine ekilmesinden sonra, kiiltiirler 37°C’de aerofilik
ortamda 48 saat inkiibe edildi. Laktoz negatif koloniler secilerek TSI agara ekilip,
ireaz testi uygulandi. TSI agarda Asit/Alkali goriintii olusturup H>S iiretimi

gozlenen, lireaz testi negatif olan izolatlar Salmonella spp. olarak tanimlandi.
Shigella spp. Tamsi

Diskir ornekleri %5 Koyun Kanli agar, EMB agar ve 6n zenginlestirme islemi i¢in
Selenit F besiyerine ekim yapilip 24 saat 37°C’de etiivde bekletildi. Siipheli
kolonilerden Salmonella spp. izolasyonu igin Salmonella-Shigella agara pasaj
yapildi. Orneklerin besiyerine ekilmesinden sonra, kiiltiirler 37°C’de aerofilik
ortamda 48 saat inkiibe edildi. Laktoz negatif koloniler sec¢ilerek TSI agara ekilip,
tireaz testi uygulandi. TSI agarda Asit/Alkali goriintii olusturup H2S iiretimi

gbzlenmeyen, iireaz testi negatif olan izolatlar Shigella spp. olarak tanimlandi.
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Tiir Tanimlama

Konvansiyonel yontemlerle Campylobacter spp., Salmonella spp. ve Shigella
spp.olarak tanimlanan koloniler tiir tayini i¢in Vitek MS (Biomerieux, Fransa)
otomatize cihazi ile degerlendirildi. Campylobacter siipheli kiiltlirlerin yapilan
subkiiltiirlerinden elde edilen saf kolonilerinden steril 1ul’lik tek kullanimlik 6ze ile
almarak Vitek MS slayt kuyucuguna uygun olarak yayildi. Daha sonra kuyucuk
tizerine 1pl matriks soliisyonu ilave edilip kurumaya birakildi. Hazirlanan slayt

tanimlama islemi i¢in cihaza konuldu.

4.5. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Disk Difiizyon Yontemi

EUCAST kilavuzu Campylobacter tiirleri gibi ge¢ ve gii¢ iireyen bakteriler
icin antibiyotik duyarlilik calisilmasinda mikrodiliisyon veya disk difiizyon
yontemini, disk difiizyon yontemiyle ¢aligilirken de besiyeri olarak 20 mg/L 3-NAD
eklenmis %5 at kanli MHF (Mueller Hinton Fastidious) agar besiyerinin
kullanilmasini 6nermektedir. Bu dogrultuda ¢alismamizda disk difiizyon yontemi
kullanildi.

Campylobacter spp. igin EUCAST kilavuzunda c¢alisilmasit Onerilen 3
antibiyotik test edildi. Bu amagla eritromisin, tetrasiklin ve siprofloksasin (Oxoid,
Hampshire, Ingiltere) diskleri kullanildi.

Salmonella spp. ve Shigella spp. i¢in ampislin, seftriakson, siprofloksasin,

trimetoprim-siilfametoksazol diskleri kullanildu.
Plaklar 35+1°C” de, 18+2 saat etiivde inkiibe edildi.

Inhibisyon zon caplar1 &lgiilerek EUCAST standartlarina gore duyarli veya
direngli olarak degerlendirildi (EUCAST).

4.6. Real-time PCR Yontemi
DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon agamast
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Oncelikle Isitict Kuru Blok 95°C’ye ayarlandi. Digki katrysa bezelye tanesi
biiyiikliigiinde, siviysa pipetle 100 pL, icine 1 mL STL-B konulmus 2.0 mL’lik
“Disk1 On Islem Tiipii"ne koyuldu. Kapag: sikica kapatildi. 30 saniye maksimum
siddette vurum vorteks ile karistirildi. Gerekli goriilen digk: siispanse olana kadar
vorteks siiresi uzatildi. 95 °C’de 5 dakika 1sitildi. Ardindan 5 dakika 14.000 g’de
santrifiijlendi. Olusan siipernetantin 465 uL’si, tlip yiizeyindeki yiizen tortulardan
almmadan, 20 pL CRNA, 35 puL 11X PEGN koyulmus Ornek Tiipiine pipetlendi.
510 pL olan Ornek Tiipii RINA™ M14’e yiiklemeye hazir hale getirildi. Ardindan
RINA™ Robotik Niikleik Asit Ekstraksiyon Kitlerini RINA™ M14 cihazina
yerlesimi yapildi.
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5. BULGULAR

Namik Kemal Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Kasim
2019 - Nisan 2020 tarihleri enfeksiyon ya da gastroenterit diisiiniilen hastalardan

gonderilen/verilen 400 gaita 6rnegi degerlendirildi.

Kiiltiir EKim Sonuglar:
Laboratuvarda incelenen 400 disk1 6rneginin kiiltiir ekimi sonucunda

e 10 (%2,5) unda Campylobacter spp. tiredigi goriildii.
e 4 (%1)’tinde Salmonella spp. tiredigi goriildii.

e Higbir kiiltiir 6rneginde Shigella tiirii bakteri iiremedigi goriildii.

Tiir Tanmimlama Sonug¢lar:
Vitek MS cihazinda tiir tanimlamada

e Campylobacter spp. iireyen 10 kiiltiir 6rneginin 4 (%1)’iinde Campylobacter
jejuni, diger 3 (%0,75)’tinde ise Campylobacter coli olarak tespit edildi. 3
(%0,75) ornekte ise cihaz tiir ismi veremedi.

e Salmonella spp. iireyen 4 kiiltiir 6rneginin 2 (%0,5)’si Salmonella enteritidis,
2 (%0,5)’si Salmonella typhimurium olarak tespit edildi.

e Shigella spp. hi¢ saptanmadi.

PCR Sonuclar:

PCR ile degerlendirilen 400 digki1 numunesinin 33 (%8,25)’tinde Campylobacter
spp., 5 (% 1,25)’inde Salmonella spp. varlig1 tespit edildi. Numunelerde Shigella spp.

tespit edilmedi.
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e Kiiltiirde tireme saptanan 12 numunenin tamaminda PCR testinde de pozitif

sonug¢ alindi. 26 numunede ise kiiltiirde tireme saptanmayip sadece PCR

testinde Campylobacter spp. veya Salmonella spp. tespit edildi. Toplam 38

numunede kiiltiir ve/veya PCR testinde pozitif sonu¢ goriildi. Bu 38

numunenin kiiltiir ve PCR sonugclari

Salmonella
Campylobacter spp. Toplam
spp.
Kiiltiir 10 (%2,5) 4 (%1) 14 (%3,25)
PCR 33 (%8,25) 5 (%1,25) 38 (%9,5)

e Kiiltir ve/veya PCR testinde pozitif sonug goriilen 38 numunenin 9’unda

(%23,7) diskinin mikroskobik incelemesinde 16kosit saptanmistir. Bu 9

numunenin kiiltiir ve PCR sonuglari

Salmonella

Campylobacter spp. Toplam
spp.
Kiiltiir 2 (%0,5) 1 (%0,25) 3 (%0,75)
PCR 9 (%2,25) 0 9 (%2,25)

e Kiiltiir ve/veya PCR testinde pozitif sonu¢ goriilen 38 numunenin 29’unda

(%76,3) diskinin mikroskobik incelemesinde 16kosit saptanmamistir. Bu 29

numunenin kiiltiir ve PCR sonuglari

Salmonella

Campylobacter spp. Toplam
spp.
Kiiltiir 8 (%2) 3(0,75) 11
PCR 24 (%6) 5 (%1,25) 29




Antibiyogram Sonuclari

Campylobacter spp. i¢in S R
Eritromisin 10 (%100) 0
Tetrasiklin 8 (%80) 1 (%10)
Siprofloksasin 6 (%60) 4 (%40)
Salmonella spp. i¢in S R
Ampicillin 3 (%75) 1 (%25)
Seftriakson 3 (%75) 0
Siprofloksasin 4 (%100) 0
Trimetoprim-siilfametoksazol 4 (%100) 0

38
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6. TARTISMA

Akut gastroenterit, tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olarak kargimiza
cikmakta, ozellikle gelismekte olan iilkelerde ciddi morbidite ve mortaliteye neden
olmaktadir. Baz1 iilkelerde 6liim nedenleri arasinda kalp damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Tiim yas gruplarinda goriilmekle beraber bes yas

alt1 cocuklar daha sik etkilenmektedir (Giirbiiz ve dig. 2010).

Bir¢cok mikroorganizma gastroenterite neden olmaktadir. Bu nedenle etkenin
belirlenmesi, gerekli tedaviye baslanmasi morbidite ve mortalitenin azalmasinda
anahtar role sahiptir. Ayrica gastroenterit etkenleri beraberinde su ve gida kaynakli
salginlara neden olabildiginden yayiliminin O6nlenmesi i¢in etkenin hizlica
belirlenmesi halk sagligi acisindan da 6nem tasimaktadir. Bakteriyel etkenlerde
kiiltiirle beraber antibiyogram testi c¢alisilmasi dogru antibiyotigin seg¢ilmesine de
katki saglamaktadir. Salmonella spp., Shigella spp. ve Campylobacter spp. bakteriyel

akut gastroenteritlerin 6nemli etkenleri arasindadir (Demirtiirk N. 2004).

Campylobacter tiirleri tiim diinyada yaygin olarak goriilen, gastroenterit etkeni
olan bir bakteri grubudur. Genellikle kendini simirlayan bir gastroenterit tablosuna
neden olmakla beraber Guillain Barre sendromu, hepatit, nefrit, peritonit ve
bakteriyemi gibi ciddi komplikasyonlara yol agabilir. Yapilan gesitli ¢alismalarda
aksonal tip GBS’lu olgularin yaklasik %30 ile %40’ 1nda 2-3 hafta 6nce gegirilmis C.
jejuni enfeksiyonunun tespit edildigi bildirilmektedir. Campylobacter tiirlerinin
izolasyonu, selektif besiyeri gerektirmesi ve iiremesi i¢in mikroaerofilik ortama
ithtiyag duymasit nedeniyle hem zahmetli, hem pahali hem de zaman alicidir. Bu
nedenle Dbirgok mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin  kiiltiir  protokoliinde
bulunmamaktadir. Diinyada Campylobacter gastroenteritinin insidans1 %1-35 olarak
bildirilmekte, Salmonella ve Shigella gastroenteritlerine kiyasla 2-7 kat fazla
goriildigi belirtilmektedir. Tiirkiye’de ise Campylobacter tiirlerinin izolasyon orant
%1,4-13 arasinda bildirilmektedir (Kocazeybek 2011) (Giiney ve dig. 2010).

Salmonella tiirleri hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde sik
karsilagilan bakteriyel gastroenterit etkenlerindendir. Genellikle kendi kendini
siirlayan hastalik tablosu olusturan Salmonella spp. enterik ates, gastroenterit,

bakteriyemi ve asemptomatik tasiyicilik gibi farkli birgok klinik tabloya neden
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olabilir. Gelismekte olan iilkelerde S. typhi infeksiyonlari 6nemli iken gelismis
tilkelerde ise nontifoidal Salmonella enfeksiyonlari giderek 6nem kazanmaktadir.
Gerek ABD’de gerekse iilkemizde en sik bildirilen serovarlar S. typhimurium ve S.
enteritidis 'dir.  Ulkemizde Salmonella spp. insidans1 %3,3-8,4 arasinda
bildirilmektedir (Oflaz M. 2005) (Zarakolu ve dig. 1999).

Shigella tiirleri bir diger sik karsilagilan bakteriyel gastroenterit etkenidir.
Bulanti, kusma, sulu ishal, kanli ishal gibi klinik tablolara neden olabilir. Ozellikle
gelismekte olan iilkelerde klinik ve epidemiyolojik sorunlar olusturmasi onemini
arttirmaktadir. ABD’ de en sik S. sonnei, ikinci sirada S. flexneri etken olarak
bildirilirken tilkemizde 1990’11 yillarda en sik izole edilen tiir S. flexneri iken son
yillarda S. sonnei diger tiirlere gore daha yiiksek oranda raporlanmaktadir.
Ulkemizde Shigella spp. insidans1 %3,2-15,6 arasinda bildirilmektedir (Zarakolu ve
dig. 1999).

Yaptigimiz c¢alismada Campylobacter spp. izolasyonu igin Chrom agar
kullanilmis ve  Orneklerin  %2,5’inde izole edilmistir. PCR testi ile
degerlendirildiginde ise bu oran %8,25’e yiikselmistir. Literatiire bakildiginda
Campylobacter tiirlerinin  kiiltiirde tespit edilebilmesi i¢in CCDA (komiirlii
sefoperazon deoksikolat agar) ve CSM (komiir bazli selektif besiyeri) besiyerleri gibi
kan icermeyen segici besiyerleri ya da Campy-CVA (sefoperazon, vankomisin,
amfoterisin), Skirrow ve Butzler besiyerleri gibi kan igeren segici besiyerleri
kullanmak gerektigi bildirilmektedir. Hatta yapilan c¢aligmalar bu besiyerlerinden
yalnizca birinin izolasyonda yeterli olmayabilecegini; bir kan igeren besiyerinin
(Campy-CVA) yaninda bir komiir igeren besiyerinin de kullanilmasinin izolasyon
sansint %15 kadar artirabilecegini gostermektedir. Bu nedenle laboratuvarlarin boyle
bir kombinasyonu kullanmasi Onerilmektedir (Fitzgerald ve dig. 2011). Bizim
calismamizda tek basma Chrom agar kullanilmasina bagl olarak kiiltiirdeki
izolasyon oranimizin PCR’a gore diisiik oldugunu diisiinmekteyiz. Bununla beraber
gerek kiltiir gerekse PCR testi ile izolasyon sikligimiz literatiirde belirtilen aralikla
uyumludur.  Calismamizda Salmonella spp. sikligi  sadece kiiltir ile
degerlendirildiginde %1, PCR ile degerlendirildiginde ise %1,25 olarak bulunmustur.
Ayrica her iki yontemle de hi¢bir numunede Shigella izole edilmemistir. Gerek

Salmonella gerekse Shigella tiirlerinde saptadigimiz oranlar literatiire gére biraz
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diistiktiir. Bunun nedenini, ¢alistigimiz hasta popiilasyonunun sadece ¢ocuklardan

olugmayip karma bir grubu i¢cermesine bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Gliney ve dig. ayakta ve yatan hastalara ait toplam 379 diski numunesini
degerlendirdikleri ¢alismada Campylobacter tiirlerinin izolasyonu i¢in CPDA agar,
Salmonella ve Shigella izolasyonu i¢inse SS agar kullanmislardir. Kiiltiirde etken
olarak %3,7 Campylobacter ve %2,9 Salmonella tiirii izole etmislerdir. Calismamiza
benzer sekilde Shigella tiirii izole edememislerdir. Campylobacter olarak izole edilen
14 susun 13’tnii C. jejuni ve birini C. coli olarak tanimlamislardir. Salmonella
izolatlarinin dordiinii S. enteridis, dordiinii S. paratifo B ve geri kalan ii¢linii de S.
Typhimurium olarak tanimlamiglardir (Giiney ve dig. 2010). Bizim ¢alismamizda ise
Campylobacter spp. iireyen 10 kiiltiir 6rneginin 4’tinde C. jejuni, diger 3’iinde ise C.
coli olarak tespit edilmistir. 3 6rnekte ise tiir ismi belirlenememistir. Salmonella spp.
tireyen 4 kiiltiir 6rneginin 2’si S. Enteritidis, 2’si ise S. Typhimurium olarak tespit

edilmistir. Iki ¢alismanin da tiir dagilimlar1 benzerdir.

Agral’nin ishal yakinmasi olan 487 ¢ocuk hastaya ait disk1 6rneginde yaptigi
calismada Salmonella ve Shigella i¢in ¢alismamiza benzer sekilde Selenit F besiyeri
ile zenginlestirme yapilmis, Campylobacter icin selektif besiyeri kullanilmigtir. 32
ornekte ishal nedeni olabilecek bakteriyel patojen iliremesi saptanmistir. Bunlar
arasinda en sik Salmonella spp. (19 6rnek), ikinci sirada Campylobacter spp. (7

ornek) izole etmislerdir. Shigella spp. izole etmemislerdir (Agrali M. 2019).

Yazici ve dig. gastroenterit 6n tanili 80 olguya ait diski 6rneklerinin
kiiltirinde % 4,5 oraninda Campylobacter jejuni, %2,5 oraninda Salmonella spp.
saptamiglar, Shigella spp. iretememislerdir. Bakteriyel gastroenterit etkenleri

arasinda ilk sirada C. jejuni’yi saptamiglardir (Yazici ve dig. 2009).

Kose ve dig. gastroenterit tanisiyla yatarak tedavi edilen 137 hastaya ait digki
numunesinden yaptiklari ¢alismada %2,2’sinde (3 numune) kiiltiirde Salmonella spp.

tiremesi tespit etmisler, Shigella spp. ise izole etmemislerdir (Kose ve dig. 2015).

Digskinin mikroskobik incelenmesi 16kosit varliginin gosterilmesi agisindan
ishalli hastalarda 6nemli bir yontemdir. Fakat her zaman kiiltiir pozitifligi ve diskida

16kosit varlig1 birbirine eslik etmemektedir. Bazi ¢alismalarda diskida 16kosit varligi
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ile Campylobacter enteritleri arasinda yakin bir iliski saptanmadigs, kiiltiir pozitifligi
ile dogrulanan Campylobacter olgularinin %25 ile %80‘inde diskida 16kosit
bulundugu bildirilmektedir. Gliney ve dig.’nin yaptigi calismada izole edilen 14
Campylobacter tiiriiniin  10’unda (%71,4) diskinin  mikroskobik incelemesinde
l16kosit tespit etmislerdir (Giiney ve dig. 2010). Yaptigimiz caligmada tiim
numunelerin direkt mikroskobik incelemesi yapilmamis, kiiltiir ve/veya PCR testi
pozitif saptanan numunelerde 16kosit varligir arastirilmistir. Kiiltiir ve/veya PCR
testinde pozitif sonu¢ goriilen 38 numunenin %76,3’iinde diskinin mikroskobik
incelemesinde 10kosit saptanmazken sadece %23,7’sinde lokosit gorilmustiir.
Saptadigimiz bu sonuca dayanarak diskida 16kosit olmamasinin taniy1 ekarte
ettirmedigi, mutlaka kiiltiir ya da molekiiler yontemlerle dogrulanmasi gerektigi

ortadadir.

Kara ve dig. akut gastroenterit nedeniyle bagvuran ¢ocuklarda Salmonella ve
Shigella sikligini1 degerlendirdikleri ¢alismada toplam 2425 hastaya ait diski
numunesi incelemislerdir. Etken olarak 77 hastada Shigella spp. (%3,2) ve 36
hastada Salmonella spp. (%1,5) saptamislardir. 29 hastada S. enteritidis, 3 hastada S.
Typhimurium; 63 hastada S. sonnei, 8 hastada S. flexneri tespit etmislerdir.
Salmonella suslarinda seftriakson direnci bulunmamisken Shigella suslarinda %9,1
seftriakson direnci bulmuslardir. Siprofloksasin direncini Salmonella ve Shigella
suslarinda sirastyla %5,6 ve %]1,3 olarak saptamislardir. Ampisilin direncini
Salmonella suslarinda %19,4 ve Shigella suslarinda %16,7 olarak bulmuslardir.
Ayrica Shigella suslarinda %89,6 oraninda TMP-SXT direnci saptamiglardir.
Yaptiklari ¢aligmanin sonucunda Salmonella ve Shigella’ya bagli gastroenteritlerin
ampirik tedavisinde seftriakson ve siprofloksasinin en iyi segenekler oldugunu tespit
etmislerdir (Kara ve dig. 2015).

Inal ve dig. akut gastroenterit nedeniyle basvuran 110 eriskin hastanin disk
orneklerinde etiyolojik etkenlerin belirlenmesini amacladiklar1 ¢alismada Shigella
tirlerini %10,9 , Salmonella tiirlerini %2,7 oraninda saptamislardir. Campylobacter
tirlerine yonelik degerlendirme yapmamiglardir. Shigella tiirlerinin bakteriyel
gastroenterit etkenleri arasinda ilk sirada bulmuslardir. Shigella tiirleri (12 6rnek)

arasinda S. sonnei (6 6rnek), S. flexneri (4 6rnek) ve S. boydii (2 6rnek); Salmonella
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tirleri arasinda S. enteritidis (2 6rnek) ve S. arizonae (1 ornek) olarak dagilim
gostermektedir. Antibiyotik duyarlilik testleri Shigella ve Salmonella kdkenleri igin
yapilmis ve c¢alisilan antibiyotiklere karst Salmonella kokenlerinde direng
saptamamuslardir. Shigella kokenlerinde ampisiline %41,6, seftriaksona %8,3,
siprofloksasine %8,3 ve trimetoprim-siilfametoksazole %83,3 oraninda direng tespit
etmislerdir (Inal ve dig. 2021).

Yaptigimiz ¢alismada Shigella spp. izole edilemediginden Campylobacter ve
Salmonella  tiirlerinde  antibiyotik  duyarlilik  profili ~ degerlendirilmistir.
Campylobacter tiirlerinde eritromisin, tetrasiklin ve siprofloksasin; Salmonella
tirlerinde ampisilin, seftriakson, siprofloksasin ve TMP-SXT degerlendirilmistir.
Campylobacter tiirlerinde duyarlilik oranlari eritromisine %100, tetrasikline %80 ve
siprofloksasine %60; Salmonella tiirlerinde ise ampisiline ve seftriaksona %75,
siprofloksasin ve TMP-SXT’ye %100 olarak tespit edilmistir ve bu oranlar

calismalar ile benzerdir.

Goktas ve dig. 471 hastaya ait digki Ornekleri ile yaptiklar1 c¢aligmada
multipleks PCR metoduyla bakteriyel gastroenterit etkenlerini degerlendirmislerdir.
149 ornekte (%31,6) bakteriyel etken pozitif saptanmig, bunlarin da 108’1 (%23)
Salmonella spp., 8’1 (%3,5) Campylobacter spp., 33’ diger bakteriyel etkenler
olarak tespit etmisler, Shigella spp. hi¢ izole etmemislerdir. Bakteriyel gastroenterit
etkenleri arasinda Salmonella spp. ilk sirada bulunurken Campylobacter spp.’yi
ticlincli sirada saptamiglardir. Calismalarinin sonucunda gastroenterit olgularinda
ozellikle sanitasyonun diisiik oldugu, diisiik sosyoekonomik diizeyli bolgelerde hizli
tan1 i¢in multiplex PCR testleri rutin tamda faydali oldugu kanisina varmislardir
(Goktas ve dig. 2018). Bizim calismamizda real time PCR metodu kullanilmis ve
sadece bakteriyel ii¢ etken agisindan degerlendirme yapilmistir. Ayni1 zamanda tim
digkilar kiiltiir vasatlarina ekildiginden molekiiler yontemlerin kiiltiire avantaji olup
olmadin da degerlendirilmistir. Ozellikle Campylobacter spp. tiirlerinde PCR
metodunun kiiltiire gore saptama oraninin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle rutin tanida kullanilmasinin daha faydali olacagi, maliyet etkinlik acisindan
diisiiniildiiginde ise en azindan belirli bolgelerde ve 3. basamak hastanelerde

calisilmasinin hasta yararina olacagi kanaatindeyiz.
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7. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak, diinyada ve iilkemizde yapilan birgok ¢alismada
Campylobacter spp.’ye baglh enteritin bakteriyel gastroenteritler arasinda ilk sirada
gorildiigi bildirilmesine ragmen mikrobiyoloji laboratuvarlarinin birgogunda sadece
Salmonella, Shigella i¢in kiiltiir ¢alismalar1 yapilmaktadir. Laboratuvarlarin
Campylobacter spp.’yi de rutin kiiltiir ¢alismalarina ekleyerek gerekli alt yapiy1
hazirlamalarinin Campylobacter tiirlerinin tani ve tedavi siirecine katki saglayacagini
diisiinmekteyiz. Her ii¢ patojenin de laboratuvarda tespit oranini arttirabilmek igin
orrmek alinmadan Once hastalar bilgilendirilerek varsa digkinin kanli ve/veya
mukuslu boélgelerinden digki alinmasi saglanmali ve transport kaplarina alinan
orneklerin buz kaliplar1 arasinda en gec 2 saat igerisinde laboratuvara ulagtirilmasi
saglanmalidir. Digkinin mikroskobik incelenmesinde 16kosit varligina bagh
kalmadan mutlaka ek yontemlerle patojen arastirmasi yapilmasinin gerekli oldugu da
goriilmiistiir. Ayrica arastirmamiz sonucunda segici kiiltiir yontemi ile realtime-PCR
yonteminin tan1 degerinin karsilagtirildiginda PCR ile digski 6rneklerinin %9,5’inin,
selektif kiiltlir yontemi ilede %3,5 inin pozitif tespit edildigi saptanmistir. Bu sonuca
dayanarak, digkida bakteri tiirii tanisinda PCR bazli tekniklerin, segici besiyerlerinin
kullanildig1 kiiltiir yontemlerine gore daha yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip
oldugu goriilmiistiir. Diskidan direkt PCR yontemleri, kiiltiirde iiretilemeyen veya
cogalamayan bakteri tiirlerinin bulunmasii saglamalar1 nedeni ile segici kiiltiir
yontemlerine goére taniya daha yardimcidir. Ayrica aymi gilin icerisinde sonug

verilebilmeleri de 6nemli bir avantajdir.
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