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Campylobacter tiirlerinin neden oldugu gastroenteritler genellikle kendi kendini sinirlar. Ancak, ciddi veya uzun siireli
vakalarda antimikrobiyal tedavi (6rn. makrolidler, florokinolonlar) gereklidir. Bu ¢alismanin amaci diski érneklerinden izole
edilen Campylobacter tiirlerinde, in vitro antibiyotik duyarlhhidi saptamak ve makrolid direncini genotipik yéntemlerle tespit
etmektir. Agustos 2014 ileAgustos 2019 arasinda diski érneklerinden elde edilen toplam 65 Campylobacter izolati analiz
edildi. [zolatlarin antibiyotik duyarlihiklar disk difiizyon yéntemiyle tespit edildi. Sonuglar Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi (European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) kilavuzuna gére degerlendirildi.
Makrolid direnci uyumsuzluk amplifikasyon mutasyon testi (mismatch amplification mutation assay) polimeraz zincir
reaksiyonu (MAMA-PZR) ile aragstirildi. Altmis (%92.3) izolat Campylobacter jejuni ve bes (%7.7) izolat Campylobacter coli
olarak tanimland. izolatlarin diren¢ oranlari siprofloksasine %76.92, eritromisine ise %16.92 olarak tespit edildi. Makrolid
direngli 11 izolatta, 23S rRNA, ERY2074 ve/veya ERY2075 mutasyonu tespit edildi. izole ERY2025 ve ERY2024 mutasyonlari
ise sirasiyla bes ve lic izolatta gézlendi. insanlarda kampilobakteriyozu tedavi etmek icin kullanilan makrolidler ve
kinolonlara karsi yiiksek direng oranlari, uygun antimikrobiyal gézetim ve kontrol 6nlemlerine olan ihtiyaci vurgulamaktadir.

Anahtar kelimeler: Campylobacter tiirleri, eritromisin, siprofloksasin, in vitro direng, MAMA-PZR
ABSTRACT

Determination of In Vitro Antibiotic Susceptibility of Campylobacter species Isolated from Stool Samples and
Detection of Macrolide Resistance by Genotypic Methods

Most gastroenteritis caused by Campylobacter are self-limiting. However, antimicrobial treatment (e.g., macrolides,
fluoroquinolones) is necessary in severe or prolonged cases. The objective of this study was to identify Campylobacter
species isolated from stool samples, to determine in vitro antibiotic susceptibility and detect macrolide resistance by
genotypic methods. We analyzed a total of 65 strains that were isolated from stool samples between August 2014 and
August 2019. Antibiotic susceptibilities of the isolates were detected by disk diffusion method and the results were
evaluated according to the European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)guidelines. Macrolide
resistance was investigated by mismatch amplification mutation assay- polymerase chain reaction (MAMA-PCR). Of
the isolates, 60 (92.3%) were identified as Campylobacter jejuni, five (7.7%) were Campylobacter coli. The rates of
resistance of the isolates were 76.92% for ciprofloxacin and 16.92 % for erythromycin. In 11 macrolide resistant
isolates, 23S rRNA, ERY2074 and/or ERY2075 mutations were detected. Isolated ERY2025 and ERY2024 mutations
were observed in five and three isolates, respectively. The high presence of resistance to macrolides and quinolones,
which are used to treat campylobacteriosis in humans, highlights the need for proper antimicrobial surveillance and
control measures.
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GiRiS

Campylobacter turleri kivrik, hareketli, mikroaerofilik gram negatif basillerdir. Zoonotik bir hastalik
olan kampilobakteriyoza neden olurlar ve tiim yas gruplarini etkileyebilirler(4’21). Kontamine su, sit, et Grianleri,
ozellikle kiimes hayvanlari ve Urinlerinin tiiketimi, hayvan diskisi temasi ile bulas olmaktadir™.

Campylobacter tirleri ile gelisen enfeksiyon hastaliklarinda 1-7 giinliik inkiibasyon siiresinden sonra
diyare, ates, karin agrisi, bulanti gibi semptomlar ortaya c¢ikar ve genellikle kendi kendini sinirlar. Ancak bazi
durumlarda; reaktif artrit ve Guillain-Barré Sendromu gibi sistemik komplikasyonlar ortaya glkabilir(B). Bu
enfeksiyonlar, ileri yaslarda ve immin yetmezligi olan hastalarda bakteriyemi ile seyredebilir. Kanh diyaresi ve
yuksek atesi olan, kliniginde iyilesme goriilmeyen hastalar ile immin yetmezligi olanlarda antibiyotik tedavisi
gereklidir(lz). Bununla birlikte; Campylobacter tirlerinde penisilinlere, sefalosporinlerin  ¢oguna,
trimetoprim/siilfametoksazole, rifampisine ve vankomisine karsi intrinsik direng tanlmlanmlstlr(a’e). Makrolidler
ve florokinolonlar Campylobacter tirlerinin neden oldugu gastroenterit olgularinda yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerdirm. Ancak, glinUmuzde Campylobacter kaynakh gastroenteritin tedavisinde kullanilan bu
antibiyotiklerde artan direng oranlari 6nemli bir halk saglgi sorunu haline gelmi§tir(10’15’16).

Campylobacter turlerinde makrolid direncinin 23S rRNA mutasyonu veya bu bolgede olusan
proteinlerdeki degisiklikler ile ribozomdaki hedef baglanma bdlgesinin modifikasyonu sonucu gelistigi
gésterilmistir(zs). Campylobacter tirlerinin kromozomu 23S rRNA geninin (i¢ kopyasini icerir ve makrolid grubu
bir antibiyotik olan eritromisine direngli izolatlarda genellikle tim kopyalar makrolid direnci ile iliskili
mutasyonlari tasirlar. Bu direncin gelisimine neden olan en yaygin mutasyon 23S rRNA geninin ¢ kopyasinda
da 2074 ve 2075 pozisyonunda bulunan adenin rezidilerindeki baz substitUsyonudur(zo). A2074C, A2074G ve
A2075G mutasyonlari Campylobacter coli ve Campylobacter jejuni bakterilerinde makrolidlere karsi yiiksek
derece direngten sorumludur™. Bu mutasyonlarin yani sira L4 ve L22 ribozomal proteinlerin modifikasyonu ve
disa atim pompalari direng gelisiminde rol oynayabilirm).

Bu calismada, Hacettepe Universitesi Hastaneleri Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, gastroenterit
olgularindan izole edilen Campylobacter tirlerinde in vitro antibiyotik duyarhlklarinin belirlenmesi ve makrolid
direncinin genotipik yontemler ile tespit edilmesi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Calismaya, Agustos 2014 — Agustos 2019 tarihleri arasinda Campylobacter kiltirl istemi ile
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen diski 6rneklerinden elde edilen Campylobacter izolatlari dahil
edilmistir.

Diski 6rneklerinden Campylobacter tirlerinin izolasyonu amaciyla, sefoperazon, amfoterisin B ve
teikoplanin (CAT supplement, Oxoid SR174, ingiltere) ilave edilmis secici besiyeri (Kan icermeyen
Campylobacter segici besiyeri, modifiye CCD Agar-Preston, Oxoid CM739, ingiltere) kullanilmistir. Orneklerin
besiyerine ekilmesinden sonra, kiltirler 42°C'de mikroaerofilik ortamda (%8-10 CO,, %5-6 O,, %80-85 NO,,
%98 nem) (Anaerocult C, Merck, Almanya), 72 saat inkiibe edilmistir. Ureyen siipheli kolonilere Gram boyama,
oksidaz testi, katalaz testi uygulanmistir. Gram boyamada negatif boyanan, sekil olarak marti kanadina
benzeyen, spiral sekilli, S ve/veya virgll gériniminde, katalaz ve oksidaz testleri pozitif olan bakterilerin
timinin termofilik Campylobacter cinsi olarak 6n tanimlamasi yapilmistir. Tiir diizeyinde tanimlamalari ise
Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon lyonizasyonu-Ugus Zamanli Kiitle Spektrometresi (Matrix Assisted Laser
Desorption and lonization-Time-Of-Flight Mass Spectrometry; MALDI-TOF MS) yontemiyle (Bruker, Almanya)
gerceklestirilmistir. izolatlar, -80°C'de derin dondurucuda %10 gliserol igeren beyin kalp infiizyon sivi
besiyerinde stoklanmis ve ¢alisma oncesi tekrar ayni sartlarda canlandirilmistir. Her hastanin bir érneginden
elde edilen tek bir izolat ¢calismaya dahil edilmistir.
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Antibiyotik Duyarhlik Testi

Tir dizeyinde C. jejuni ve C. coli olarak tanimlanan izolatlarin eritromisin ve siprofloksasine
duyarhliklari, Avrupa Antimikrobiyal Duyarlihk Testi Komitesi, (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing — EUCAST) 6nerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemiyle Mueller-Hinton “fastidious”
agar (Mueller-Hinton sivi besiyeri + %5 lize at kani ve 20 mg/L B-NAD, Becton Dickinson) kullanilarak
saptanmistir. In vitro duyarlilik testinde, eritromisin (15 ug) ve siprofloksasin (5 pg) (Oxoid, ingiltere) antibiyotik
diskleri kullanilmistir.

Molekiiler Analiz

Uretilmis ve tiplendirilmis Campylobacter izolatlari 500 pl Tris-EDTA tamponunda -20°C'de DNA
izolasyonu yapilana kadar bekletilmistir. Campylobacter izolatlarinda DNA izolasyonu, QlAamp DNA Mini Kit
kullanilarak gergeklestirilmistir. izole edilen DNA'da kalite ve miktar tayini spektrofotometre kullanilarak
yapilmistir. Tayin oncesi spektrofotometreyi kalibre etmek igin bos TAE (Tris-asetat-EDTA) veya AE (Asetat-
EDTA) tamponu kullanilmistir. DNA konsantrasyonu 10 ng/pl'nin tstiinde ise 6rnek isleme alinmistir.

MAMA Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

MAMA PZR yonteminde MgCl,, dNTP, Taq polimeraz, PCR tamponu (10 mMTris—HCI,1.5 mM MgCl,, 50
mM KCl, pH 8.3), bakteriden izole edilmis genomik DNA ve 23S rRNA, ERY2025 ve ERY2024 mutasyonlarini
saptamak icin 6zgul primerler kullanilmistir. Kullanilan primerler Tablo 1’de sunulmustur. PZR 94°C’de 5 dakika;
sonra 30 dongi seklinde 94°C’de 30 saniye, 59°C’de 30 saniye, 72°C’'de 45 saniye; son olarak 72°C'de 5 dakika
protokoli ile termal déngi cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR Uriinleri elektroforezle etidyum bromur
ile boyanmis, %2’lik agaroz jelde goriintiilenerek degerlendirilmistir.

Tablo 1. MAMA Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler.

Primer Baz dizilimi 5’-3’ Kaynak
23SRNA-F 5’- TTAGCTAATGTTGCCCG-TACCG -3 26
23SRNA-R 5’- AGCCAACCTTTGTAAGCCTCCG -3 26
ERY2075-R 5’- TAG-TAAAGGTCCACGGGGTCGC -3 26
ERY2074-R 5’- AGTAAAGGTCCACGGGGTCTGG -3 26

Calismada, fenotipik ve molekiler testlerin uygulanmasinda kontrol sus olarak C. jejuni ATCC 33560
kullaniimigtir.

BULGULAR

Calisma siresi icinde Campylobacter kiltir istemi ile laboratuvara génderilen 621 diski 6rneginde
Ureyen 65 Campylobacter ¢alismaya dahil edilmistir. MALDI-TOF MS yontemi ile bunlarin 60’1 C. jejuni ve besi C.
coli, olarak (skor>2.00) tanimlanmistir. Calismaya dahil edilen bes C. coli izolatinin dordi siprofloksasin ve
eritromisine direngli, biri ise her iki antibiyotige de duyarli bulunmustur. Altmis C. jejuni izolatinin 46’sinin
siprofloksasine, yedisinin eritromisine direngli olduklar tespit edilmistir. Calismamiz sonucunda 65
Campylobacter izolatinda siprofloksasin diren¢ orani %76.92, eritromisin diren¢ orani %16.92 olarak
belirlenmistir. izolatlarimizda siprofloksasin direnci eritromisinden daha yiiksek oranda saptanmistir.

MAMA PZR yontemi ile eritromisinin 23S rRNA 2074 ve 2075 pozisyonunda bulunan adenin
rezidllerindeki baz substitiisyonu galisilan izolatlarin 11’inde 23S rRNA, ERY2074 ve/veya ERY2075 substitlisyon
saptanmistir. Bu izolatlarin lglinde hem ERY2074 ve hem de ERY2075 pozisyonunda bulunan adenin
rezidilerindeki baz substitlisyonu tespit edilirken, besinde tek basina ERY2025 bdlgesinde, lgilinde de tek
basina ERY2024 bdlgesinde substitiisyon saptanmistir. izolatlarin eritromisine in vitro direng durumlar ve
molekiler mekanizmasi Tablo 2’de sunulmustur.
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Tablo 2. Campylobacter tiirlerinde in vitro eritromisin direnci ve molekiler mekanizmasi (n).

in vitro direng Mutasyon bolgesi saptanan izolat
izolatlar Eritromisin ERY2074 ERY2075 ERY2074 ve
ERY2025
Campylobacter jejuni (n=60) 7 1 4 2
Campylobacter coli (n=5) 4 2 1 1

TARTISMA

Gida kaynakli olan Campylobacter enfeksiyonlari igcin en 6nemli bulas yolu kontamine et, siit ve suyun
tiketilmesidir. Bunun yani sira evcil hayvanlar, vahsi kanathlar ve vahsi hayvanlar da enfeksiyon kaynaéldlr(4).
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari ve Campylobacter upsaliensis genel olarak tim
diinyada gastroenteritlerin énemli etkenleri arasindadir, C. jejuni ve C. coli en yaygin patojenik tirlerdir®.

Calismamizda da diski 6rneklerinden elde ettigimiz 65 izolatin 601 C. jejuni (%92.3), besi C. coli (%7.6)
olarak tanimlanmistir. Elde ettigimiz sonuglarin gerek Ulkemizde gerekse diinyada yapilan galismalarin
sonuglariyla uyumlu oldugu gorilmistiir. Kayman ve ark.™ diski 6rneklerinde sirasi ile %85 ve %15 oraninda C.
jejuni ve C. coli izole etmislerdir. Eryildiz ve ark.” da diski 6rneklerinde C. jejuni ve C. coli izolasyonunu sirasi ile
%96.4 ve %3.6 oraninda bildirmislerdir. Otsuka ve ark.larinin®® yaptigi cok merkezli bir calismada gastroenterit
etkeni olan Campylobacter tirleri retrospektif olarak degerlendirilmis ve %90.5 oraninda gastroenterit
tablosunda C. jejuni etken olarak saptanmistir. Gao ve ark.’nin® Cin’de 2012-2019 vyillari arasinda yaptiklari
strveyans programi kapsaminda da diski kiiltiirlerinden C. jejuni ve C. coli izolasyonunu %85.4 ve %14.59
oraninda saptanmistir. Bu gcalismalardan elde edilen veriler, bizim ¢alismamizin sonuglarini desteklemektedir.

Campylobacter kaynakli enfeksiyonlar genellikle kendini sinirlamaktadir. Ancak, uzun siren
gastroenteriti olan ve altta yatan hastaligi olan olgularda antibiyotik tedavisi gereklidir. Campylobacter
tirlerinin enfeksiyonlarinin tedavisinde genellikle florokinolonlar ve makrolidler tercih edilmektedir™®**), son
yillarda, o6zellikle gelismis Ulkelerde olmak tizere C. jejuni’nin birden ¢ok antibiyotige direng gelistirdigi
gézlenmektedir(m. Calismamizda, merkezimizde izole edilen Campylobacter tirlerinin siprofloksasin ve
eritromisin direng profilleri fenotipik olarak arastiriimistir ve izolatlarimizin siprofloksasin diren¢ orani %76.92,
eritromisin direng orani ise %16.92 olarak saptanmistir. Onceki calismalarda Campylobacter tiirlerinde
siprofloksasin ve eritromisin igin farkli direng oranlari biIdiriImi§tir(3’5’6’7’8’14’15’17). Florokinolonlarin hayvancilikta,
ozellikle biiylime faktori olarak kullanilmaya baglanmasiyla birlikte direngte hizli bir artis saptanmlstlr(u). Wang
ve ark.®¥ Tayvan’da, C. jejuni izolatlarinda,siprofloksasin direncini %90.2 oraninda tespit etmislerdir. A.B.D. ve
Kanada'da C. jejuni izolatlarinda siprofloksasin direng orani, daha disik olup %19-47 arasindadir®. Tum
diinyadan rapor edilen siprofloksasin direng oranlari ise %25 ile %90 arasinda deéismektedir(1'17'18'25’27).
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda da yiiksek oranda siprofloksasin direnci saptanm|§tlr(5’17). Calismamizda tespit
edilen direng orani da literatlrde bildirilen yiiksek direng oranlari ile uyumlu bulunmustur.

Calismamizda %16.92 eritromisin direng orani saptanmistir. Bu oran Ulkemizden bildirilen direng
oranlarina goére daha yiiksek, literatirde %12-76 araliginda bildirilen c¢alismalar ile uyumlu
buIunmU§tur(5’8'9'l4'24). Campylobacter tiirlerinde eritromisin direnci Glkemizde %3.7-6.3 oranlari arasmda(S'M);
literatlirde farkli Glkelerde %4 ile %50 arasinda bildiriImi§tir(6’8'9’18'24). Bu oran A.B.D ve Kanada'da %10 veya
daha dislktlr. Avrupa, Asya ve Avustralya'da da eritromisin direnci disik oranlardadir'®.

Genel olarak eritromisin direnci, C. coli izolatlarinda C. jejuni izolatlarina goére daha yliksek oranlarda
tespit edilmektedir'®. Calismamizda test edilen C. coli izolati sayisi az olsa da, bes C. coli izolatinin dordi
eritromisine direngli bulunmustur. Bu oran C. jejuni izolatlarinda %11.6’dir. Garcia-Fernandez ve ark.?, ¢
coli'de %76, C. jejuni’de %7 eritromisin direnci saptamislardir. Ayrica, g¢alismamizda siprofloksasin direng
oranlari eritromisin diren¢ oranlarindan ylksek bulunmustur. Ancak, sadece eritromisin direnci molekiler
olarak arastirilmistir. Literatlirde makrolid ve florokinolon direnci karsilastirildiginda makrolid direncine neden
olan mutasyon frekansinin florokinolon direncine neden olan mutasyonlarin frekansindan yaklasik 10000 kat
daha disiik oldugu ve buna bagh makrolid direng oranlarinin florokinolon diren¢ oranlarindan daha distk
olabilecegi bildirilmistir(s). Bu veriler bizim galismamiz ile uyumludur.
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Campylobacter tirlerinde makrolid direnci, 23S rRNA uzerindeki ribozomal proteinlerin modifikasyonu
ve bu Dbolgede sekillenen nokta mutasyonu (ERY2074ve ERY2075 mutasyonlarl) sonucu
gézlenebilmektedir(z‘s’zs). Calismamizda eritromisin direngli 11 Campylobacter izolatinda MAMA-PZR ile;
ERY2074 mutasyonuna Ug izolatta, ERY2075 mutasyonuna bes izolatta rastlanirken, (g izolatta ise ERY2074 ve
ERY2075 mutasyonu birlikteligi tespit edilmistir. Alonso ve ark.’nin® bildirdigi calismada, insan, gida ve hayvan
kaynakh 20 C. jejuni izolatinin 17’sinde eritromisin direnci tespit edilmis, MAMA-PZR ile izolatlarin tamaminda
ERY2075 mutasyonu gézlenirken; ERY2074 mutasyonuna rastlanmamistir. Ulkemizden yapilan bir ¢alismada da
MAMA-PZR ile eritromisin direngli iki C. jejuni susunda, ERY2074 ve ERY2075 mutasyonu saptanmam|§t|r(11).
Calismamizda in vitro eritromisin direnci goézlenen tim izolatlarda MAMA-PZR ile mutasyon tespit edilebilmistir.
Ancak erm(B) geni varligi ve makrolid direncinden sorumlu olabilecek diger mekanizmalar, 23sRNA nokta
mutasyonu saptanamayan eritromisin direncli izolatlarda, direngten sorumlu olabilir.

Sonug olarak, Campylobacter tirlerinde tedavide yaygin kullanilan siprofloksasin ve eritromisine, bu
antibiyotiklerin hayvancilikta kullaniminin artmasi, antibiyotiklerin uzun sureli kullanimi ile iliskili olarak direng
artmaktadir. Ginumiizde hem gelismekte hem de gelismis olan Ulkelerde 6nemli problemdir. Hastanemizden
izole edilen C. jejuni ve C. coli izolatlarinda yiiksek siprofloksasin direnci saptanmistir. izolatlarin direng
durumunun belirlenmesi hastanemizde Campylobacter turleri ile gelisen enfeksiyonlarda karsilasilan direng
sorununun etkili sekilde yénetilmesine katki saglayacaktir. Ulkemizdeki diger hastanelerde de Campylobacter
turlerinin duyarlilik profillerinin belirlenmesi, o hastanede tedavi gerektiren Campylobacter enfeksiyonlarinda
secilebilecek antibiyotikler hakkinda 6n bilgi saglayacaktir.
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