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Broiler Karkaslarindan izole Edilen Campylobacter jejuni izolatlarinin Makrolid, Kinolon ve
Tetrasiklin Grubu Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Durumu*
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Ozet: Calismada Haziran 2012 ve Ocak 2013 dénemlerinde, Kayseri sehir merkezinde bulunan farkli satis noktalarinda ti-
ketime sunulan toplam 200 broiler karkasindan Campylobacter jejuni izolasyonu ve izolatlarin makrolid, kinolon ve tetrasiklin
antibiyotiklerine kargi diren¢ durumlarinin fenotipik ve genotipik yéntemlerle belirlenmesi amaglanmigtir.

Calismada but, gégls, kanat ve biitiin tavuk olmak (izere toplam 200 érnek incelendi. Orneklerden elde edilen izolatlarin
identifikasyonu, fenotipik testler ve multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (mPZR) ile gergeklestirildi. C. jejuni’lerin antibiyo-
tiklere direng durumlari disk difiizyon testi ile; MIK dagilimlari ise E test ile saptandi. Ayni zamanda antibiyotiklere direnglilikleri;
PZR ve sekans analizi gibi molekiler yontemlerle test edildi.

Haziran doneminde toplanan 100 6rnegin 81’i, Ocak déneminde ise 100 6rnegin 77’si Campylobacter spp. yoninden pozitif
bulundu. mPZR testi sonucunda Haziran dénemindeki 124 izolatin 88’i; Ocak donemindeki 109 izolatin 68’i C. jejuni olarak
tespit edildi. Disk diflizyon testinde en ylksek diren¢ oranlari, Haziran ve Ocak dénemileri igin sirasiyla nalidiksik asit (%78.4-
%92.6), siprofloksasin (%67.1-%86.7) ve tetrasikline (%55.6-%64.7) karsi, en disik oranlar ise azitromisin (%1.1-%4.4), dok-
sisiklin (%2.2-%1.4) ve eritromisine (%11.3-%4.4) karsi bulundu. E test sonuclari ile disk difiizyon testi sonuglarinin uyumlu
oldugu belirlendi. Tetrasiklin direnci yoninden genomik tetO geni; Haziran ve Ocak déneminde sirasiyla %88 ve %85.7’inde
gosterilirken; plazmid aracili tetO geni izolatlarin %93.7 ve %85.7’sinde tespit edildi. Makrolid direncinde A2074C mutasyo-
nuna izolatlarin higbirinde rastlanmazken; A2075G mutasyonuna Haziran ve Ocak dénemlerinde %18.4 ve %14.8 oraninda
rastlandi. Genomik kinolon direncinde gyrA geni Gzerindeki mutasyonlar, Haziran ve Ocak dénemlerinde, izolatlarin %83.5 ve
%81.8'inde tespit edilirken; plazmid aracili kinolon direnci amaciyla incelenen gnr geni, izolatlarin higbirinde bulunamadi. PZR
ile saptanan kinolon ve makrolid direnci, sekans analizi ile dogrulandi. Sekans analizinde kinolon direngli izolatlarda Tre-86-ile
mutasyonuna rastlanirken; duyarl izolatlarda bu mutasyona rastlanmadi. Ayrica, makrolid direngli izolatlarda A2075G mutas-
yonu tespit edildi. Ancak, higbir izolatta A2074C mutasyonuna rastlanmadi. Duyarli izolatlarin higbirinde de bu iki mutasyon
gOrulmedi. Sonug olarak; tavuk etindeki antibiyotiklere direngli C. jejuni varligi nedeniyle koruyucu tedbirlerin alinmasi, dar
spektrumlu antibiyotik kullaniminin tercih edilmesi ve antibiyotiklerin organizmadan atilma sireleri tamamlanmadan hayvanla-
rin kesilip tiiketime sunulmamasi, ayrica tedavide ilk olarak tercih edilen eritromisine ilaveten azitromisinin ve doksisiklinin de
alternatif olarak kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Broiler, Campylobacter jejuni, kinolon, makrolid, tetrasiklin

The Resistance State of Campylobacter jejuni Isolated from Broiler Carcasses Against to Macrolide, Quinolone and
Tetracycline Groups of Antibiotics

Summary: In the study, in June 2012 and in January 2013, the isolation of Campylobacter jejuni from a total of 200 broiler car-
casses in different sales points in the city center of Kayseri and the determination of resistance states to macrolides, quinolone
and tetracycline groups of antibiotics by using phenotypical and genotypical methods were aimed.

Two hundered samples including chicken thigh, breast, wings and carcasses were examined in the study. The identification of
the isolates obtained from samples were performed by phenotypical tests and multiplex Polymerase Chain Reaction (mMPCR)
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method. The antibiotic resistance and MIC values of C. jejuni isolates were detected with disk diffusion and E test method,
respectively. In addition, the antibiotic resistances were tested by using of PCR and sequencing.

Eighty-one of 100 samples collected in June and 77 of 100 samples in January were found to be positive in terms of Campylo-
bacter spp. As a result of mPCR, 88 of 124 and 68 of 109 Campylobacter spp. isolates were identified as C. jejuni from during
June and January terms, respectively. In disk diffusion test, while, the highest resistance rates were observed as nalidixic acid
(78.4% - 92.6%), ciprofloxacin (67.1% - 86.7%) and tetracycline (55.6% - 64.7%), the lowest resistance rates as azithromycin
(1.1% - 4.4%), doxycycline (2.2% - 1.4%) and erythromycin (11.3% - 4.4% ), for the period June and January, were respecti-
vely found. It was determined that E test results were compatible with disk diffusion test. Whilst, chromosomal tetO gene was
shown in June and January isolates at 88 % and 85.7 % rates, plasmid mediated fetO gene was found at 93.7% and 85.7%
rates, respectively. In macrolide resistance, while A2075G mutation was detected in 23SrRNA at rates 18.4% and 14.8% of
June and January isolates, A2074C mutation was not observed at any of June or January isolates, respectively. When, in ch-
romosomal quinolone resistance, the mutations in gyrA gene were detected at rates of 83.5% and 81.8% in June and January
isolates, respectively, gnr gene examined for plasmid mediated quinolone resistance was found in none of C. jejuni isolates.
Quinolone and macrolide resistances detected by PCR were confirmed by DNA sequencing. While, Tre-86-lle mutation was
found in quinolone resistant isolates with sequencing, but these mutations were not detected in susceptible isolates. Additio-
nally, A2075G mutation was detected in macrolide resistant isolates. However, A2074C mutation was observed in any isolates
by using sequencing. It was not observed that none of the macrolide susceptible isolates had any of these two mutations. In
conclusion, due to the presence of antibiotic resistant C. jejuni detected in chicken meat, protective measures should be taken
for, the using of narrow-spectrum antibiotics may be preferred, animals treated with antibiotics, before the completion of wit-
hdrawal period of antibiotics from organisms, animals may not be slaughtered or supplied for consumption. Besides, it is con-
sidered that in the treatment, azythromycin and doxycycline may be used as alternate to erythromycin in the drug of choice.

Key Words: Broiler carcass, Campylobacter jejuni, macrolide, quinolone, tetracycline

Giris mutasyonu (A2074C ve A2075G mutasyonlari, Es-
cherichia coli numaralandirmasina gére A2058C
ve A2059G mutasyonlari) sonucu olmaktadir (18,
35). L4 ve L22 ribozomal proteinlerin degismesi
diustk seviyedeki makrolid direnci ile iligkilidir (39).
Makrolidin ribozoma baglanamamasi sonucu yUk-
sek diizeyde direng ortaya cikar. Buna neden olan
mutasyonlardan kampilobakter tlirlerinde eritromi-
sin direncinde 23S rRNA geni izerindeki (rrnB ope-
ronu) A2075G mutasyonuna daha sik rastlanir (18,
39). C. jejuni ve C. coliizolatlarinda 23SrRNA geni-
nin ¢ kopyasi bulunur. Makrolid direngli izolatlarda
(6zellikle eritromisin direncinde) kopyalarin her Gg¢l

Kampilobakter tirleri, Eubacteria grubuna bag-
I Protobacteria sinifindaki rRNA Superfamilya VI
icinde yer alan Campylobacteriaceae ailesinin bir
tyesidir (37). Termofilik kampilobakterler, bu cins
icerisinde yer alan insanlar ve birgok hayvan turin-
de bulunan mikroorganizmalardir. Bu grup etkenler
icerisinde en sik rastlanan tir Campylobacter je-
juni, daha az olarak Campylobacter coli ve en az
da Campylobacter laridir (13). C. jejuni, daha gok
kuslari, kanathlari, kedileri ve kdpekleri iceren ¢ok
sayida vahsi ve evcil hayvanin barsaklarinda kom-

mensal olarak bulunmaktadir. Etken, koyunlarda ve
sigirlarda steriliteye ve abortlara neden olmaktadir
(8, 12). C.jejuni insanlarda ise; ishal, ates ve karin
agrisi v.b. semptomlarla karakterize akut enfeksi-
yona yol agar. Buna ilaveten C.jejuni, reaktif artrit
ile Miller-Fisher ve Guillain-Barre sendromlarini da
kapsayan nérolojik komplikasyonlara neden olmak-
tadir (11, 21). Kanath etleri, insan enfeksiyonlarinin
en 6nemli kaynagini olusturmaktadir (12).

C. jejuni kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde, erit-
romisin en ¢ok tercih edilen ilagtir. Bununla birlik-
te; siprofloksasin, enterik patojenlere karsi siklikla
kullanilan ve genis spektrumlu etki gdsteren anti-
biyotiklerdendir. Sistemik enfeksiyon vakalarinda
gentamisin ve tetrasiklinler kullaniimaktadir (3, 10).
Kampilobakterlerde makrolidlere direng, 23S rRNA
Uzerindeki ribozomal proteinlerin modifikasyonu
(L4 ve L22) (39) ve bu bolgede sekillenen nokta

de siklikla mutasyona ugrar (39). Duslik makrolid
MiK seviyesi bulunan izolatlarda genin etkilenme
diizeyine bagh olarak sadece iki gen kopyasi mu-
tasyona ugrayabilmektedir (18).

C. jejunideki kinolon direnci gyrA genindeki kino-
lon direncini belirleyen bdlge (QRDR)'deki spesi-
fik nokta mutasyonu araciligiyla gergeklesir (18).
Kampilobakter tiirlerinde Thr-86-ile, Asp90Asn,
Thr86Lys, Thr86Ala, Thr86Val ve Asp90Tyr mutas-
yonlarina rastlanmaktadir (39). Thr-86-ile (C256T)
mutasyonu en sik rastlanan mutasyondur (18).
Bu mutasyon yiksek seviyedeki nalidiksik asid ve
siprofloksasin direnciyle iligkilidir (18, 35).

C. jejuni de tetrasiklin direnci tetrasiklinlerin ribo-
zomlar Uzerindeki hedeflerinin dedismesi ve efluks
pompasi olmak Uzere iki sekildedir (18). Tetrasiklin
direncine efluks pompasi ve ribozomla iliskili gen-
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leri kapsayan, bakteri cinsleri arasinda aktarilan bir
grup tet determinanti aracilik eder. Tetrasiklin efluk-
sunun mekanizmasinda bakteri hiicresinden tetra-
siklinleri aktif olarak disar1 atan tetO gibi membran
proteini gérev almaktadir (35).

Bu calismada; Haziran 2012 ve Ocak 2013 donem-
lerinde, Kayseri Sehir merkezinde bulunan farkli
satis noktalarinda taze olarak tlketime sunulan
broiler karkaslarindan C. jejuni izolasyonu ve izo-
latlarin makrolid, kinolon ve tetrasiklin antibiyotik-
lerine kargi direng durumlarinin fenotipik (Disk di-
fizyon testi ve E test) ve genotipik yontemler ile
belirlenmesi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada, 2012 yi Haziran ayinda Kayseri
ilindeki 24 farkl market ve tavuk satis yerlerinden
100 paket (25’er paket tim karkas, but, kanat ve
g0Ogus eti) ve 2013 yil Ocak ayinda Kayseri ilinde-
ki 21 farkh market ve tavuk satis yerlerinden 100
paket (25’er paket tim karkas, but, kanat ve gégus
eti) olmak Gzere iki ddnem igerisinde alinan toplam
200 paket tavuk eti rnegi Campylobacter spp. izo-
lasyonu amaciyla kullanildi.

H. HIZLISOY, H. KILIC

1. Campylobacter spp. izolasyonu ve identifi-
kasyonu

Tavuk eti orneklerinden kampilobakter tlrlerinin
izolasyonunda ISO (ISO, 10272) (19) yonteminden
yararlanildi. Campylobacter spp. izolatlarinin iden-
tifikasyonunda Wang ve ark. (38)'nin bildirdigi PZR
kosullari ve primerler kullanildi. Bu yéntemde Cam-
pylobacter fetus ve Campylobacter upsaliensis
primerleri ¢ikarilarak bazi modifikasyonlar yapildi.
identifikasyonda C. jejuni igin hipO, C. colive C. lari
icin glyA ve internal kontrol igin 23S rRNA gibi sa-
dece dort cift primer kullanildi (Tablo 1). Calismada
C. jejuni identifikasyonu ve izolatlarinin antibiyotik
direnclerinin molekiler yontemle arastiriimasinda
kullanilan primerler (Sentromer, Istanbul), Tablo
1’de verildi. Calismada kullanilan plazmid ve kro-
mozomal DNAlar ise plazmid DNA ekstraksiyon
kiti (Genedirex MiniPrep Plazmid Ekstraksiyon Kkiti,
100 test Nevada, ABD) ve kromozomal DNA (Ult-
raclean DNA extraction kit, 50 test Mobio 12224-
50, ABD) ekstraksiyon kiti kullanilarak Uretici firma-
larin direktifleri dogrultusunda cikarildi.

Makrolid Direnci Sekans Sonuglari
Sekans analiz sonuglari, Sequencing Analysis version

Tablo 1. PZR ydntemlerinde kullanilan primerler ve beklenen baz buyuklikleri

Primer Baz dizilimi 5’-3’ Baz biiyiikliigii (bp) Kaynak
Primer-1 (CJF) 5- ACTTCTTTATTGCTTGCTGC - 3’ 323 bp 39
Primer-Il (CJR) 5- GCCACAACAAGTAAAGAAGC - 3 323 bp 39
Primer-I (CCF) 5- GTAAAACCAAAGCTTATCGTG -3 126 bp 39
Primer-Il (CCR) 5- TCCAGCAATGTGTGCAATG -3 126 bp 39
Primer-I (CLF) 5- TAGAGAGATAGCAAAAGAGA -3’ 251 bp 39
Primer-Il (CLR) 5'- TACACATAATAATCCCACCC -3 251 bp 39
23SrRNA-F 5- TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG-3 650 bp 39
23SrRNA-R 5- ATCAATTAACCTTCGAGCACCG -3’ 650 bp 39
DMT1 (TetOF) 5- GGCGTTTTGTTTATGTGCG-3’ 559 bp 14
DMT2 (TetOR) 5- ATGGACAACCCGACAGAAGC-3 559 bp 14
23SRNA-F 5-TTAGCTAATGTTGCCCGTACCG-3’ 697 bp 4
23SRNA-R 5-AGCCAACCTTTGTAAGCCTCCG-3 697 bp 4
ERY2074-R 5-AGTAAAGGTCCACGGGGTCTGG -3’ 485 bp 4
ERY2075-R 5-TAGTAAAGGTCCACGGGGTCGC-3’ 485 bp 4
GZgyrA5 5-ATTTTTAGCAAAGATTCTGAT- 3’ 673 bp 44
GZgyrA6 5-CCATAAATTATTCCACCTGT-3 673 bp 44
CampyMAMAgyrA1-F  5-TTT TTAGCAAAGATTCTG AT- 3 265 bp 44
CampyMAMAgyrA5 R 5-CAAAGC ATCATAAACTGC AA-3 265 bp 44
QP1 5-GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG-3 593 bp 20
QP2 5- ATCCAGATCGGCAAAGGTTA-3’ 593 bp 20
GZgyrA7 5- TTATTATAGGTCGTGCTTTG-3 Sekans 44
GZgyrA8 5'- TAGAAGGTAAAACATCAGGTT-3’ Sekans 44
23SRNA-F 5-TTAGCTAATGTTGCCCGTACCG-3’ Sekans 4
23SRNA-R 5-AGCCAACCTTTGTAAGCCTCCG-3’ Sekans 4
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2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri
Disk Difiizyon Testi

izolasyon ve identifikasyon testleri sonunda C. je-
juni olarak identifiye edilmis izolatlarinin eritromisin
(15 pg), azitromisin (15 ug), tilosin (30 ug), enrof-
loksasin (5 pg), nalidiksik asit (30 pg), levofloksa-
sin (5 pg), siprofloksasin (5 pg), tetrasiklin (30 ug),
oksitetrasiklin (30 ug) ve doksisiklin (30 ug) (Bioa-
nalyse, Turkiye) antibiyotiklerine duyarlilklari, disk
diflizyon testi ile belirlendi (7). Test sonunda olusan
inhibisyon zon gaplari 6lgilerek CLSI 2010 (9) kri-
terlerine gore degerlendirildi.

E test

C. jejuni izolatlarinin eritromisin, azitromisin, enrof-
loksasin, nalidiksik asit, levofloksasin, siprofloksa-
sin, tetrasiklin, oksitetrasiklin ve doksisiklin (Liofilc-
hem, italya) antibiyotiklerine karsi MiK degerleri E
test yontemi ile belirlendi. Test sonunda belirlenen
degerler kaydedildi. Sonuglarin degerlendiriimesin-
de CLSI 2010 (9) esas alind1.

3. Antibiyotik direncinin molekiiler yontemlerle
gosterilmesi

Genomik ve plazmid kaynakl tetrasiklin direncinin
incelenmesi amaciyla tetO geninin tespitinde Gib-
reel ve ark.(14), makrolid direncinin incelenmesin-
de ERY2074 ve ERY2075 mutasyonlarinin tespiti
icin Alonso ve ark.(4)'nin bildirdigi PZR reaksiyon-
lari uygulandi. Kinolon direncinin ortaya ¢ikaril-
masinda ilk olarak gyrA geninin bulundugu QRDR
(Quinolone Resistance Determining Region, Kino-
lon direncini belirleyen bolge) gosterildi. Daha son-
ra genomik kinolon direncinin incelenmesinde C.
Jejuninmin gyrA genindeki mutasyonlarin tespiti icin
cesitli modifikasyonlar yapilarak (43), MAMA-PZR
reaksiyonu uygulandi. C. jejuni izolatlarinda plaz-
mid ile taginan kinolon direng geni (qnr) PZR yon-
temine goére arastirildi (20).

4. Sekans Analizi

C.jejuni izolatlarinin sekans analizi Ankara Univer-
sitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dall
tarafindan yapildi. Tium sekans sonuglari, Sequen-
cing Analysis version 5.3 ile analiz edildi ve BLAST
ile GenBank'da referans sekanslarla karsilastirildi.

5. istatistiksel Analiz

Calismada istatistiksel analizler icin SPSS
(Statistical Package for Social Sciences for
Windows) 14.01 (Serial: 9869264) paket programi
kullanildi. Haziran ve Ocak dénemlerine gore elde
edilen niteliksel verilerin istatistiksel kargilastirma-
sinda Ki-kare (X?) testi kullanildi (34).
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Bulgular
1. izolasyon ve identifikasyon bulgular

Haziran 2012 déneminde alinan 100 adet 6rnegin
81'i (%81) fenotipik testlerle Campylobacter spp.
yénunden pozitif olarak tespit edildi. Bu 81 pozitif
ornekten 124 adet Campylobacter spp. izolati elde
edildi. Ocak 2013 doneminde 100 adet 6rnegin
77'si (%77) Campylobacter spp. yoninden pozitif
bulundu. Bu 77 drnekten 109 adet Campylobacter
spp. izolati elde edildi. Haziran ve Ocak donemle-
rinde Campylobacter spp. gorilme oranlari arasin-
daki fark istatistiksel olarak énemli bulunmadi (XZ
0.482; P>0.05).

Yapilan mPZR testleri (Sekil 1.) sonunda Haziran
doénemine ait 124 izolatin, 88 (%70.9)'i C. jejuni,
36 (%29.1)'s1 C.coli olarak tespit edilirken, Ocak
doénemine ait 109 izolatin, 68 (%62.4)'i C. jejuni,
39 (%35.8)'u C. coli ve 2 (%1.8)'si de C.lari olarak
tespit edildi. Haziran ve Ocak aylarinda Campy-
lobacter spp. izolatlari arasinda C. jejuni gérilme
oranlar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli
bulunmadi (X2 1.93; P>0.05).

1 by

Sekil 1. Campylobacter spp. izolatlarinin mPZR so-
nuglarinin %1.5’lik agaroz jeldeki gériinttisi. M:100
bp plus DNA ladder, 1, 2, 3, 4: C. jejuni izolatlar
(323 bp), 5,6: C. lari izolatlari (251 bp), 7,8: C. coli
izolatlari (126 bp), 9: Genus pozitif tir negatif 6rnek
(650 bp).

2. Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglan

Haziran dénemine ait 88 ve Ocak dénemine ait 68
C. jejuni izolatinin disk difizyon testi sonuglari Tab-
lo 2.’de gdsterildi.
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Tablo 2. Antibiyotik duyarlilik test sonuglari ve donemlere gore istatistik karsilagtirmalari

Ki kare istatistik
Antibiyotik Doénemler S (%) 1 (%) R (%) (XZ) onem
degeri kontrolii
Haziran* 58 (65.9) 20 (22.7) 10 (11.4)
Eritromisin 2.893 P>0.05
Ocak** 45 (66.2) 20 (29.4) 3(4.4)
Haziran* 87 (98.9) 0 (0) 1(1.1)
Azitromisin 1.647 P>0.05
Ocak** 65 (95.6) 0 (0) 3(4.4)
Haziran* 4 (4.5) 48 (54.5) 36 (40.9)
Tilosin 2.262 P>0.05
Ocak** 6 (8.8) 30 (44 .1) 32 (47.1)
Haziran* 19(21.6) 18 (20.5) 51 (58.0)
Enrofloksasin 6.816 P<0.05
Ocak** 5(7.4) 21 (30.9) 42 (61.8)
Haziran* 17 (19.3) 2(2.3) 69 (78,4)
Nalidiksik asit 7.634 P<0.05
Ocak** 3(4.4) 2(2.9) 63 (92.6)
Haziran* 31 (35.2) 9 (10.2) 48 (54.5)
Levofloksasin 2.497 P>0.05
Ocak** 16 (23.5) 8 (11.8) 44 (64.7)
Haziran* 23 (26.1) 6 (6.8) 59 (67.0)
Siprofloksasin 9.565 P<0.01
Ocak** 5(7.4) 4 (5.9) 59 (86.8)
Haziran* 38 (43.1) 1(1.1) 49 (55.6)
Tetrasiklin 6.817 P<0.05
Ocak** 19 (27.9) 5(7.3) 44 (64.7)
Haziran* 40 (45.5) 12(13.6) 36 (40.9)
Oksitetrasiklin 0.894 P>0.05
Ocak** 28 (41.2) 13(19.1) 27 (39.7)
Haziran* 76 (86.4) 10 (11.4) 2(2.3)
Doksisiklin 0.870 P>0.05
Ocak** 62 (91.2) 5(7.4) 1(1.5)

*: n= 88, **: n=68, S: Duyarli, I: Orta duyarl, R: Direngli

Haziran ve Ocak dénemlerine ait C. jejuni izolatlar
arasinda test edilen antibiyotiklerden eritromisin,
azitromisin, tilosin, levofloksasin, oksitetrasiklin ve
doksisikline kargi duyarlilik agisindan fark istatistik-
sel olarak énemli bulunmadi (P>0.05). Ancak Ha-
ziran dénemine ait C. jejuni izolatlarinin Ocak do-
nemindeki izolatlara gére enrofloksasin, nalidiksik

asit, tetrasiklin (P<0.05) ve siprofloksasin (P<0.01)
antibiyotiklerine karsi istatistiksel olarak énemli de-
recede duyarli olduklari tespit edildi.

Haziran ve Ocak dénemi izolatlarina ait MiK dagi-
limlarini belirlemek Gzere yapilan E test sonugclari-
nin disk difizyon testi sonuglari ile uyumlu oldugu
ortaya ciktl. E test sonunda, disk diflizyon testi ile
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direncli olarak bulunan izolatlarin tamami ayni se-
kilde direncli olarak bulundu.

Tetrasiklin Diren¢ Durumunun incelenmesi

C. jejuninin genomik tetrasiklin direnci ilgili PZR

Erciyes Univ. Vet. Fak. Derg. 12(2) 81-92, 2015

(Sekil 2.) sonuglari Tablo 3.’de gosterildi. Haziran
ve Ocak doénemlerine ait C. jejuni izolatlar ara-
sinda genomik tetO geni bulunma oranlari arasin-
daki fark énemli bulunmadi (Genomik direng igin:
X% 0.113; P>0.05; Plazmid direnci igin: X% 0.958;
P>0.05).

Tablo 3. Haziran 2012 ve Ocak 2013 dénemlerine ait genomik tetO geni PZR sonuglari

Dénemler Direncin kaynagi  Numune Sayisi  Pozitif sonug (%) Negatif sonug¢ (%)
Genomik 50 44 (88) 6 (12)
Haziran 2012
Plazmid 32 30 (93.7) 2(6.2)
Genomik 49 42 (85.7) 7 (14.2)
Ocak 2013
Plazmid 21 18 (85.7) 3(14.2)

500 bp

100 bp

Sekil 2.
jeldeki goruntlsi. M:100 bp DNA ladder, 2: Negatif
kontrol (steril distile su), 1, 3, 4, 5: Pozitif 6rnekler
(559 bp).

Tetrasiklin direncinin %1.5’lik agaroz

Makrolid Direng Durumunun incelenmesi

C. jejuninin makrolid direnci ile ilgili her iki déne-
me ait C. jejuni izolatlarinda A2074C mutasyonuna
rastlanmazken; Haziran dénemine ait 7 (%18.4) ve
Ocak dénemine ait 4 (%14.8) izolatta A2075G mu-
tasyonu (Sekil 3.) tespit edildi. Haziran ve Ocak d6-
nemlerine ait C. jejuni izolatlar arasinda A2075G
mutasyonu bulunma oranlari arasindaki fark 5nem-
li bulunmamistir (X% 0.146; P>0.05).

SR 1000 b

—

104 bp

Sekil 3.
jeldeki géruntusa. 1, 2, 4, 5, 6: Pozitif 6rnek (485
bp). M:100 bp DNA ladder. 3: Negatif kontrol (steril
distile su).

Makrolid direncinin %1.5’lik agaroz

Kinolon Direng¢ Durumunun incelenmesi

ilk olarak C. jejuni izolatlarina ait QRDR’si PZR
ile gosterildi. PZR testleri sonunda Haziran 2012
dénemine ait 64 (%87.6) ve Ocak 2013 dénemine
ait 60 (%90.9) izolatin QRDR varhgi yéninden po-
zitif oldugu saptandi (X2 0.377; P>0.05).

Genomik Kinolon Direncinin incelenmesi

Genomik kinolon direnci ile ilgili PZR ($ekil 4.) so-
nuglari Tablo 4.’de gosterildi (X% 0.074; P>0.05).

Tablo 4. Haziran 2012 ve Ocak 2013 dénemlerine ait genomik kinolon direnci PZR sonuglari

Donemler Numune Sayisi Pozitif sonug (%) Negatif sonug (%)
Haziran 2012 73 61 (83.5) 12 (16.4)
Ocak 2013 66 54 (81.8) 12 (18.1)
Toplam 139 115 (82.7) 24 (17.3)
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104 by

Sekil 4. Genomik kinolon direncinin %2’lik agaroz
jeldeki gorintisi. M:100 bp DNA ladder, 1, 3, 4, 5,
6, 8, 9, 10: Pozitif 6rnek (265 bp), 2: Negatif kontrol
(steril distile su), 7: Negatif ornek.

Plazmid Aracili Kinolon Direncinin incelenmesi
direncini

Calismada plazmid aracili kinolon

H. HIZLISOY, H. KILIC

belirleyen qnr geni, C. jejuni izolatlarinin hi¢birinde
bulunmadi.

3. DNA Sekans Analizi Sonuglari
Kinolon Direnci Sekans Sonuglari

Sekans analiz sonuglari, Sequencing Analysis ver-
sion 5.3 ile analiz edildi ve BLAST ile GenBank’'da
referans sekanslarla karsilastirildi. Analiz edilen 8
izolata ait sekans araliklari ve mutasyonlar Tablo
5.’de verildi. Sekans analizi sonunda direngli izolat-
larda 6ncelikle 86. aminoasitte treonin, izoldsin (C-
T) mutasyonuna rastlanirken, 3 duyarl izolatta bu
mutasyona rastlanmadi. Ayrica direngli ve duyarh
izolatlarda diger aminoasitlerde (81., 119., 120. ve
121.) mutasyonlarin varligi tespit edildi.

Tablo 5. Kinolon direngli izolatlardaki sekans analizinin degerlendirme tablosu

SEKANS ORNEK
ARALIGI  NO

SEKANS

MUTASYON

5 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT

16 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT

19 GTTATAGGTCGTTATCACCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT

76-91

24 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT

31 GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATATAGCAGTTTATGATGCTTT

81= CAC-
CAT,
86=ACA-
ATA
81= CAC-
CAT,
86=ACA-
ATA
86=ACA-
ATA
81= CAC-
CAT,
86=ACA-
ATA
81= CAC-
CAT,
86=ACA-
ATA

34
39
40

GTTATAGGTCGTTATCACCCACATGGAGATACAGCAGTTTATGATGCTTT
GTTATAGGTCGTTATCATCCACATGGAGATACAGCAGTTTATGATGCTTT
GTTATAGGTCGTTATCACCCACATGGAGATACAGCAGTTTATGATGCTTT

YOK
81= CAC-
CAT
YOK

16

19

24

110-125

31

34

39

40

AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT

AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT
AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGTGCCGCTGCGATGCGTTAT

AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT

AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCCGCGATGCGTTAT

AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGTGCCGCTGCGATGCGTTAT

AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCTGCTGCGATGCGTTAT

AAGGCAACTTTGGATCTATAGATGGTGATAGCGCCGCTGCGATGCGTTAT

119:AGT-
AGC 120:
GCC-GCT
119:AGT-
AGC 120:
GCC-GCT
YOK
119:AGT-
AGC 120:
GCC-GCT
119:AGT-
AGC 120:
GCC-GCT
121: GCT-
GCC
YOK
119:AGT-
AGC 120:
GCC-GCT
119:AGT-
AGC
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Makrolid Direnci Sekans Sonuclari

Sekans analiz sonuglari, Sequencing Analysis
version 5.3 ile analiz edildi ve BLAST ile
GenBank’da referans sekanslarla karsilastirldi.
Analiz sonucu 13 izolata ait sekans araliklari ve
mutasyonlar Tablo 6.'da goésterildi. Sekans analizi

Erciyes Univ. Vet. Fak. Derg. 12(2) 81-92, 2015

sonucunda test edilen direngli izolatlar arasinda
A2075G (A-G) mutasyonu tespit edilirken higbir
izolatta A2074C (A-C) mutasyonuna rastlanmadi.
Duyarli izolatlarin hi¢birinde de bu iki mutasyona
rastlanmadi. Ayrica bir izolatta C2066A ve G2086C
mutasyonlari tespit edildi.

Tablo 6. Makrolid direngli izolatlardaki sekans analizinin degerlendirme tablosu

ORNEK NO SEKANS ARALIGI 2036-2105bp MUTASYON
1 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGAGACCCCGTGG 2075
ACCTTTACTACAGCTTGAC
3 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGAGACCCCGTGG 2075
ACCTTTACTACAGCTTGAC
4 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGAAAGACGGAAAGACCCCGTGC 2066 - 2086
ACCTTTACTACAGCTTGAC
11 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGG YOK
ACCTTTACTACAGCTTGAC
12 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGAGACCCCGTGG 2075
ACCTTTACTACAGCTTGAC
14 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGAGACCCCGTGG 2075
ACCTTTACTACAGCTTGAC
15 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGG YOK
ACCTTTACTACAGCTTGAC
16 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGG YOK
ACCTTTACTACAGCTTGAC
17 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAGAGACCCCGTGG 2075
ACCTTTACTACAGCTTGAC
18 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGG YOK
ACCTTTACTACAGCTTGAC
19 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGG YOK
ACCTTTACTACAGCTTGAC
20 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGG YOK
ACCTTTACTACAGCTTGAC
21 AGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCCGCGGCAAGACGGAAAGACCCCGTGG YOK
ACCTTTACTACAGCTTGAC

Tartigsma ve Sonug

Campylobacter jejuni, kanatli hayvanlarin badirsak
normal flora Uyesidir. Mezbahada kesim sirasinda
kanatl karkaslari bu bakteri ile kontamine olmakta
ve kontamine karkaslarin tuketimi sonucunda
insanlarda cgesitli enfeksiyonlara neden olmaktadir
(6). Bu hastaliklarin tedavisinde c¢ok sayida
antibiyotik kullaniimaktadir. Son yillarda, 6zellikle
gelismis Ulkelerde olmak Uzere C. jejuninin,
birden ¢ok antibiyotie karsi direng gelistirdigi
g6zlenmektedir (3).

Bu calismada, Haziran doénemine ait 124 izolatin
%70.9'u, Ocak dénemine ait 109 izolatin %62.4'G C.
Jejuni olarak tespit edildi. C. jejuni'nin prevalansina
iliskin Williams ve Oyarzabal (40),2005ile 2011 yillari
arasinda gida satis yerlerinden toplanan 755 broiler
et orneklerinden elde edilen izolatlarin %66’sini
C. jejuni olarak identifiye etmislerdir. Mansouri-
najand ve ark. (25), 90 tavuktan alinan érneklerin
68 (%75,6)'i Campylobacter spp. yoninden pozitif
bulmuslardir. Calismada, 41 (%60,3) C. jejuni
izolati tespit etmiglerdir. Yildinm ve ark. (42)'nin
bildirdigi calismada broiler digki érneklerinden ve
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karkaslarindan elde edilen izolatlarin %92.2’sinin
C. jejuni oldugu rapor edilmistir. Calismamizdaki
izolasyon ve identifikasyon oranlarindan dlislk (40),
sonuglarimizla uyumlu (26) ve sonuglarimizdan
yuksek sonug veren galismalar (42) bulunmaktadir.
Bu calismalar arasindaki farkliliklar mevsimsel
aktivite (33), segilen izolasyon yontemi (16),
izolasyonda kullanilan besiyeri (5), izole edilen
hayvanlarin durumu (33), identifikasyon ydnteminin
segimi (24), bolgesel farkliliklar (32) ve isletmeler
arasindaki hijyen farklihgindan (27) kaynaklaniyor
olabilir.

Bu c¢alismada Haziran ve Ocak déneminlerine ait
izolatlarin, enrofloksasin (%58-%61.8), nalidiksik
asit (%78.4-%92.6), levofloksasin (%54.5-%64.7)
ve siprofloksasin (%67-%86.8) antibiyotiklerine
karsi direng gosterdigi tespit edilmistir. C. jejuni
izolatlarinin kinolon grubu antibiyotik direncine
iliskin, Rahimi ve Ameri (31), C. jejuni izolatlarinda
% 54 oraninda nalidiksik aside, %49.7 oraninda
siprofloksasine ve %11.8 oraninda enrofloksasine
karsi direng tespit etmislerdir. Rodrigo ve ark. (32),
kampilobakter izolatlarinin siprofloksasine karsi
%86.6 oraninda diren¢ gdsterdigini bildirmislerdir.
Yurdumuzdan Gur ve ark.(15)'nin galismalarinda
kampilobakter izolatlarinin timu kinolonlara duyarl
bulunurken, Akan ve ark. (2), 119 kampilobakter
izolatinin sadece birinde kinolon direnci saptamistir.
Abay ve ark. (1), insan ve kanatlilardan izole edilen
C. jejuni izolatlarinin nalidiksik asit, siprofloksasin
ve enrofloksasin antibiyotiklerine  direnclerini
sirasiyla %84-95, %81-93 ve %85-88 oranlarinda
tespit etmiglerdir.

Sunulan bu g¢alismada kinolon grubu antibiyotikler
acisindan E test sonuglarinin disk difiizyon testi
sonuglari ile uyumlu oldugu ortaya c¢ikmistir.
Uzunovic-Kamberovic ve ark. (36), siprofiloksasin
direnci insanlarda, kanatli etlerinde ve kanatllarda
yuksek oranlarda (%32.1, %23.5, %26.7)
saptanmistir.  Siprofloksasin direncli C. jejuni
izolatlarinin  tamaminda MIK degeri, 232 g/
ml olarak bulunmustur. Yildirrm ve ark. (42)'nin
calismalarinda izole edilen 60 C. jejuni izolatinin
E test yontemine gore %78.8'i siprofloksasine,
%49.4’l enrofloksasine direngli olarak belirlenmigtir.
Calismamizda oldugu gibi bu calismada da disk
diftizyon ve E test yontemleri arasinda buylk bir
uyum bulunmaktadir.

Calismada genomik kinolon direnci sonuglari
Haziran déneminde %83.5, Ocak ddéneminde ise
%81.8 olarak tespit edildi. Plazmid aracili kinolon
direnci amaciyla qnr geni, C. jejuni izolatlarinin
hi¢ birinde bulunamadi. Sekans analizi sonunda
direngli izolatlarda 6ncelikle 86. aminoasitte treonin
(ACA), izol6sin (ATA) mutasyonuna rastlanirken (¢
duyarli izolatta bu mutasyona rastlanmadi. Ayrica
direngli ve duyarli izolatlarda diger aminoasitlerde
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(81.,119.,120. ve 121.) mutasyonlarin varligi tespit
edildi.

Zirnstein ve ark. (43), siprofloksasin direncli 13 ve
duyarli 20 C. jejuni izolatinda QRDR’nin varhigini
PZR ile, bu bodlgede yer alan gyrA bdlgesindeki
mutasyonlari MAMA-PZR ile incelemislerdir.
Mutasyonlarin  dogrulanmasi amaciyla DNA
sekans analizi yapmiglardir. Testler sonucunda
siprofloksasin direngli izolatlarin cogunda Treonin-
86-izoldsin (Tre-86-izo) mutasyonu bulundugunu
bildirmiglerdir. Yurdumuzda Campylobacter
spp.’lerde kinolon direncinin molekdiler yéntemle
arastirildigi bir poster bildirisi disinda (22) herhangi
bir ¢alisma mevcut degildir. Calisma sonuclarina
uyumlu (14) ya da farkli oranlara sahip ¢alismalar
(26, 29) bulunmaktadir. Bu farkhliklarin, kullanilan
yonteme ya da mikroorganizmada kinolon direncine
neden olan mekanizmanin farkli olmasina bagl
oldugu distnilmektedir (18).

Bu calismada Haziran ve Ocak doneminde
ait izolatlarin; eritromisin (%11.4-%4.4),
azitromisin (%1.1-%4.4) ve tilosin (%40.9-%47.1)
antibiyotiklerine karsi direng gosterdigi tespit
edilmigtir. Rahimi ve Ameri (31) izole edilen
C. jejunilerin  %1.2’sinin eritromisine direncli
oldugunu bildirmistir. Haruna ve ark. (17), C.
Jejuni izolatlarinin tamaminin eritromisine duyarli
oldugunu tespit etmislerdir. Luber ve ark. (23)
eritromisin direncini %6,1 oraninda bulmuslardir.
Ulkemizden Oztirk ve ark. (30) %5.2 oraninda,
Abay ve ark. (1), insan ve kanath orijinli C. jejuni
izolatlarinda eritromisin direncini sirasiyla %6 ve
%7 oraninda tespit etmiglerdir. Mevcut farkhliklarin
test edilen mikroorganizmanin fenotipik ve genotipik
Ozelliklerine (41) bagh olabilecegdi distnilmektedir.
Bu c¢alismada makrolid grubu antibiyotikler
acisindan E test sonuglarinin disk difuizyon testi
sonuglari ile uyumlu oldugu ortaya c¢ikmistir.
Uzunovic-Kamberovic ve ark. (36) tarafindan
insan, kanath eti ve kanatllardan izole edilen
kampilobakterlerin eritromisine direngleri sirasiyla
%26.4, %35.3, %26.7 olarak belirlenmigtir.
Eritromisindirengli C. jejuni izolatlarinin %94.4’Gnde
MiK degerleri, 2128 pg/ml olarak bulunmustur (36).

Haziran ve Ocak donemlerine ait C. jejuni
izolatlarinda A2074C mutasyonuna rastlanmazken,;
Haziran 2012 donemine ait yedi (%18.4) ve Ocak
2013 dénemine ait doért (%14.8) izolatta A2075G
mutasyonu  tespit edilmigti.  Mutasyonlarin
dogrulanmasi amaciyla makrolidlere direngli 6 ve
duyarl 7 toplam 13 izolata DNA sekans analizi
yaptiriimistir. Sekans analizi sonucunda test edilen
direncli izolatlar arasinda A2075G mutasyonu
tespit edilirken; PZR testleriyle uyumlu olarak hicbir
izolatin sekans analizinde A2074C mutasyonuna
rastlanmamigtir. Keza; duyarli izolatlarin higbirinde
de bu iki mutasyona rastlanmamistir. Alonso ve ark.
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(4)'nin bildirdigi calismada, insan, gida ve hayvan
kaynakl 20 C. jejuni izolatinin 17’sinde eritromisin
direnci tespit edilmis, izolatlarin tamaminda
A2075G  mutasyonu  gozlenirken; A2074C
mutasyonuna rastlanmamigtir. Ayrica eritromisine
duyarl izolatlarin higbirinde bu iki mutasyon
g6zlenmemistir.  Yurdumuzda  Campylobacter
spp.’lerde makrolid direncinin molekiler yéntemle
arastinldigi herhangi bir galisma mevcut degildir.

CalismadaHaziran ve Ocak donemine aitizolatlarin;
tetrasiklin (%55.6- %64.7), oksitetrasiklin (%40.9-
%39.7) ve doksisiklin (%2.3-%1.5) antibiyotiklerine
karsi direng gosterdigi tespit edilmistir. Rahimi ve
Ameri (31), C. jejuni izolatlarinda %70.6 oraninda
tetrasiklin  direnci tespit etmislerdir. Haruna
ve ark. (17), C. jejuni izolatlarinin % 27’sinin
oksitetrasikline direngli oldugunu bildirmiglerdir.
Abay ve ark.(1), insan ve kanath orijinli C. jejuni
izolatlarinin tetrasiklin direngliliklerini sirasiyla %38
ve %56 olarak bildirmiglerdir. Farkli sonuglarin
sebebinin test edilen mikroorganizmanin fenotipik
ve genotipik 6zelliklerine (41), incelenen materyalin
farklihgina (23) bagli olabilecegi disuntlmektedir.

Bu calismada tetrasiklin grubu antibiyotikler
acisindan E test sonuglarinin disk difiizyon testi
sonuglari ile uyumlu oldugu ortaya ¢ikmigtir. Miflin
ve ark. (28), 125 C. jejuni izolatinin tetrasiklin
icin MiK degerinin = 16 mg/L olarak bulundugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde, Yildinm ve ark.
(42)'nin calismalarinda C. jejuni NCTC 11168 ile
hindilerden ve tavuklardan izole edilmig 60 C. jejuni
izolati incelenmigtir. Disk diflizyon testine goére
izolatlarin %14.71’i tetrasikline direngli bulunmustur.
E test yOntemine gore izolatlarin %12.9'u
tetrasikline karsi direngli olarak belirlenmistir.

Calismada Haziran dénemine ait 50 izolatin 44’G
(%88), Ocak donemine ait 49 izolatin 42’si (%85.7)
genomik tetO geni yoninden pozitif bulunmustur.
Haziran donemine ait 32 izolatin 30'u (%93.7)
ve Ocak dénemine ait 21 izolatin 18'i (%85.7)
plazmid aracih tetO geninin varligi yoéniinden pozitif
bulunmustur. Gibreel ve ark. (14)'nin galismalarinda
yiksek diizeyde tetrasiklin direnci bulunan C. jejuni
izolatlarinin (MiK = 512 pg/ml) %63’ plazmid ve
%37’si ise genomik kokenli tefO geni yoniinden
pozitif bulunmustur. Yurdumuzda Campylobacter
spp.’lerde tetrasiklin direncinde rol oynayan tetO
geninin molekuler yéntemle arastirildigi herhangi
bir calisma mevcut degildir.

Sonug olarak; galismada, Kayseri Sehir merkezinde
bulunan farkli satis noktalarinda tiiketime sunulan
broiler karkaslarinda C. jejunilerin ylksek
oranlarda bulundugu tespit edilmistir. Baglangigta
steril olarak kabul edilen saglikli kanatli etleri
kesim, ylizme, pargcalama ve depolama sirasinda
barsak florasinda bulunan C. jejunilerle kontamine
olmaktadirlar. Bu nedenle, tiketicilerin, tavuk et ve
et drUnlerini yeterince pisirmeden tiketmemesi,
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tavuk drlnlerine elle temas edildikten sonra
ellerin mutlaka sabunla yikanmasi gibi koruyucu
tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.

Calisma sonunda, C. jejuniizolatlarinin, azitromisin,
doksisiklin ve eritromisin antibiyotiklere yuksek
oranlarda duyarli olduklari tespit edilmis; bu nedenle
eritromisine ilaveten azitromisin ve doksisiklin
antibiyotiklerinin alternatif tedavi segenegi olarak
kullanilabilecegi  dusunulmugtir.  Kanathlarda
bilingsiz antibiyotik kullanimiyla birlikte, hayvan
orijinli izolatlardan plazmid aracili antibiyotik direng
genlerinin, insanlarda zoonotik 6neme sahip
kampilobakter izolatlarina aktarilmasinin halk
saghgi agisindan énemli risk kaynagi olusturdugu
sonucuna ulasiimigtir.

Kampilobakterler arasinda artan direng oranlarini
en alt seviyelere indirmek ve direngli bakteri sayisini
azaltmak icin tedavide antibiyotik kullaniminin
bilinglendiriimesi ve dar spektrumlu antibiyotik
kullaniminin  tercih  edilmesi gibi tedbirlerin
alinmasinin olumlu sonuglar verecegi soylenebilir.
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