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SAHIPSiZ KOPEKLERIN AGIZ MiKROBIYOTASINDA
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HELICOBACTER SPP.’NiN KULTUREL VE MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI
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Danmisman: Prof. Dr. Fuat AYDIN

OZET

Bu caligmada, Yozgat Belediyesi Gegici Hayvan Barinagi’nda bulunan sahipsiz
kopeklerin - agiz  boslugundan alinan firga Orneklerinden Arcobacter spp.,
Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin kiiltiirel ve molekiiler yontemlerle
arastirilmas1 amaglanmigtir. Bu amagla, rastgele olarak segilen 88 sahipsiz kopekten
toplanan agiz firga Ornekleri, materyal olarak kullanildi. Arcobacter spp.’nin
izolasyonu amaciyla, Cephoperazone-Amphotericin-Teicoplanin (CAT) supplement
igeren modified charcoal cefoperazone deoxycholate (mCCD) agara, Campylobacter
spp. izolasyonu amaciyla, Skirrow supplement igeren %7 koyun kanli agara,
Helicobacter spp.’nin izolasyonu amaciyla da, Dent supplement ve %7 at kani igeren
Columbia Blood Agara (CBA) direkt ekim yapildi. Ayrica, anilan her {i¢ bakterinin
izolasyonunda 6n zenginlestirme amaciyla, Arcobacter spp. i¢in CAT supplement,
Campylobacter spp. i¢in Skirrow supplement ilaveli Brucella Broth’a, Helicobacter
spp. i¢in ise %7 at kan1 ve Dent supplement ilave edilmis Brain Heart Infusion yari
kat1 besiyerine ekim yapilip, inkubasyona birakildi. On zenginlestirme islemini
takiben membran filtrasyon tekniginden yararlanildi. Inkubasyon siiresi sonunda,
stipheli kolonilerin saf kiiltiirleri elde edildi ve fenotipik identifikasyon amaciyla,
Gram boyama, hareket, oksidaz, katalaz ve hippurat vb. testleri gergeklestirildi. Hem

kiiltiirel analiz sonrast elde edilen Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve



Helicobacter spp. izolatlarinin identifikasyonu hem de agiz firga 6rneklerinden bu
etkenlerin saptanmasi amaciyla yapilan Polimeraz Chain Reaction (PCR)
analizlerinde kullanilmak tizere DNA ekstraktlari, ticari Kit esliginde elde edildi.
Molekiiler identifikasyon amaciyla, genus ve tiir spesifik PCR yontemlerinden
yararlanildi. Kiiltiirel yoklamalar sonucunda incelenen 88 agiz firga Grneginin 15
(%17)’i Campylobacter spp. yoniinden pozitif bulunurken, 6rnekler Arcobacter spp.
ve Helicobacter spp. yoniinden kiiltiir negatif saptandi. Yine 88 fir¢a drneginin direkt
PCR analizi sonucu, 4 (%4.5)’i Arcobacter spp., 80 (%91)’i Campylobacter spp. ve
30 (%34)’u Helicobacter spp. yoniinden pozitif saptandi. Sonug olarak, insanlar ile
fiziksel temas halinde olan sahipsiz kopeklerin agiz mikrobiyotasinda Arcobacter
spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp. varliginin, halk sagligi agisindan

potansiyel bir risk faktorii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Agiz mikrobiyotasi, Arcobacter spp., Campylobacter spp.,

Helicobacter spp., sahipsiz kopek



INVESTIGATION OF ARCOBACTER SPP., CAMPYLOBACTER
SPP. AND HELICOBACTER SPP. IN THE ORAL MICROBIOTA
OF STRAY DOGS BY CULTURAL AND MOLECULAR
METHODS

Ayse Birsen GOKALP
Erciyes University, Graduate School of Healthy Sciences
Department of Veterinary Microbiology
PhD. Thesis, Agust 2023

Supervisor: Prof. Dr. Fuat AYDIN

ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate Arcobacter spp., Campylobacter spp. and
Helicobacter spp. from brush samples taken from the oral cavity of stray dogs in
Yozgat Municipality Temporary Animal Shelter by cultural and molecular methods.
For this purpose, mouth brush samples collected from 88 randomly selected stray
dogs were used as material. For the isolation of Arcobacter spp. direct inoculation
was performed on modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar (mCCD)
containing Cephoperazone-Amphotericin-Teicoplanin (CAT) supplement; for the
isolation of Campylobacter spp. direct inoculation was performed on 7% sheep blood
agar containing Skirrow supplement, and for the isolation of Helicobacter spp. direct
inoculation was performed on Columbia Blood Agar (CBA) containing Dent
supplement and 7% horse blood. In addition, in order to pre-enrich the isolation of
these three bacteria, the samples were inoculated to Brucella Broth (BB)
supplemented with CAT supplement for Arcobacter spp. and BB supplemented with
Skirrow for Campylobacter spp.; and were inoculated to Brain Heart Infusion semi-
solid medium supplemented with 7% horse blood and Dent supplement for

Helicobacter spp. and left to incubation. Following the pre-enrichment process,

Xi



membrane filtration technique was used. At the end of the incubation period, pure
cultures of suspected colonies were obtained and Gram staining, motility, oxidase,
catalase and hippurate tests were performed for phenotypic identification. DNA
extracts were obtained with a commercial kit for both the identification of
Arcobacter spp., Campylobacter spp. and Helicobacter spp. isolates obtained after
cultural examination and Polymerase Chain Reaction (PCR) analysis for the
detection of these agents from oral brush samples. Genus and species specific PCR
methods were used for molecular identification. Genus and species specific PCR
methods were used for molecular identification. As a result of cultural examinations,
15 (17%) of 88 oral brush samples were positive for Campylobacter spp. while the
samples were culture negative for Arcobacter spp. and Helicobacter spp. Direct PCR
analysis of 88 brush samples showed that 4 (4.5%) were positive for Arcobacter spp.,
80 (91%) for Campylobacter spp. and 30 (34%) for Helicobacter spp. In conclusion,
it is thought that the presence of Arcobacter spp., Campylobacter spp. and
Helicobacter spp. in the oral microbiota of stray dogs in physical contact with

humans may be a potential risk factor for public health.

Keywords: Arcobacter spp., Campylobacter spp., Helicobacter spp., oral
microbiota, stray dog
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1. GIRIS VE AMAC

Arcobacter genusu besin zinciri boyunca yayilabilen ve farkli yasam alanlarinda
genis c¢apta dagilmis bakteri tirlerini igermektedir. Kentsel kanalizasyondan,
hayvanlardan ve kiy1 sularindan izole ve identifiye edilen yeni tiirler ile birlikte,
genus icerisindeki tiir sayisinin énemli derecede arttigi goriilmektedir (Gabucci ve
ark., 2023). Arcobacter tiirleri insanlardan ve hayvanlardan alinan gesitli klinik
ornekler, kanalizasyon, akarsular ve nehirler, icme suyu, gidalar ve c¢evresel
kaynaklardan izole edilmistir (Celik ve Otlu, 2020). Ayrica tavuk eti, sigir eti ve
domuz eti gibi ¢esitli hayvansal iiriinlerden de izole edilmistir (Ridsale ve ark., 1998;
Kabeya ve ark., 2004). Bununla beraber, siit, peynir, deniz iirlinleri ve balik gibi
hayvansal kaynakli gida tirlinleri ve ¢ig sebzelerden de A. butzleri izole edilmis olup,
insanlarda goriilen Arcobacter infeksiyonlarinin kaynagi olarak bu gidalar
gosterilmektedir (Gabucci ve ark., 2023). Buna gore, A. butzleri ile iliskili
infeksiyonlar zoonotik infeksiyon olarak kabul edilir. Insanlara bu etkenin gevresel
kaynakli bulagmasinda, et kontaminasyonunun, kesim iglemi sirasinda hayvanlarin
gastrointestinal iceriginin etrafa sa¢ilmasindan kaynaklandigi Ongoriilmektedir.
Ayrica, gida isleme ve depolama siirecindeki olumsuz c¢evre kosullari, bu
mikroorganizmanin insanlara bulagsmasinda etkin rol oynamaktadir (Binder ve ark.,
2023).

Arcobacter tiirleri, insanlarda ve hayvanlarda gastroenteritin O6nde gelen
sebeplerinden olmast nedeniyle onemli bir halk saglig: riski olusturmaktadir (Goni
ve ark., 2017). Insanlarda ve hayvanlarda gesitli infeksiyon olusturabilen en yaygin
patojenik tiirleri; Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus ve Arcobacter
skirrowii’dir (Celik ve Otlu, 2020; Jiménez-Guerra ve ark., 2020). A. butzleri,
Arcobacter genusunun en yaygin tiiri olup, zoonoz bir enteropatojenik bakteri olarak
kabul edilmektedir (Uljanovas ve ark., 2023). A. butzleri’nin genellikle kontamine



gida tiiketiminden kaynaklanan ve yaygin bir hastalik olan "gezgin hastalig1" ndan

izole edildigi bildirilmistir (Goni ve ark., 2016).

A. butzleri ve A. cryaerophilus, 2002’den beri Uluslararas1 Gida Mikrobiyolojik
Spesifikasyon Komisyonu tarafindan “insan sagligi i¢in ciddi tehlike” olarak
simiflandirilmigtir ve insan sagligi icin yiikselen bir risk oldugu belirtilmistir.

(Briickner ve ark., 2020; Abay ve ark., 2022; Gabucci ve ark., 2023).

Kedi ve kopeklerden alinan oral smearlarda Arcobacter tiirlerinin tespit edilmesi,
evcil hayvanlar ve sahipleri arasindaki olas1 fiziksel temastan dolay1 bu hayvanlarin
insanlar icin Arcobacter infeksiyonu agisindan potansiyel bir infeksiyon kaynagi

oldugunu gostermektedir (Pejchalova ve ark., 2016).

Kopek ve kedi gibi pet hayvanlarinin sindirim sistemlerinde Arcobacter tiirlerini
barindirdiklar1 rapor edilmistir (Kayman ve ark., 2012). Arcobacter tiirleri, klinik
olarak evcil hayvanlarda abort, enterit ve mastit; insanlarda ise gastroenterit,
bakteriyemi, endokardit, peritonit, ishal ve septisemi gibi infeksiyonlara yol
acmaktadir (Celik ve ark., 2020).

Insanlarda Arcobacter butzleri nin, akut veya uzun siireli ishal (iki haftadan iki aya
kadar siiren), karin agrisi, mide bulantisi, kusma ve bazi durumlarda bakteriyemi,
peritonit ve endokardit infeksiyonlarinin ajani oldugu belirtilmektedir (Uljanovas ve
ark., 2023).

Campylobacter genusuna ait mikroorganizmalar zoonotik patojendirler ve en yaygin
bulas kaynagi olarak kiimes hayvanlari gdsterilmektedir (Ansarifar ve ark., 2023). Bu
bakterinin insanlara bulagmasi temel olarak ¢ig veya az pismis tavuk eti, pastorize
edilmemis siit ve siit trlnleri, su ve mutfakta yemek hazirlanirken ¢ig tavukla
kontamine olmus diger gida iiriinlerinin tiiketilmesiyle gerceklesmektedir (Kayman
ve ark., 2019; Aydmn ve ark., 2020). Marketlerde satiga sunulan siit, beyaz et ve
kirmizi etten alinan numuneler incelendiginde Campylobacter spp. prevalansinin
giftliklerden alinan yine ayni 6rneklerdeki Campylobacter spp. prevalansindan daha

yiiksek oldugu gosterilmektedir (Ansarifar ve ark., 2023; Soto-Beltran ve ark., 2023).

Campylobacter tiirleri, gelismekte olan ve sanayilesmis iilkelerde yaygin bakteriyel

gastroenteritin 6nemli bir nedeni olarak gosterilmektedir (Soto-Beltran ve ark.,



2023). Campylobacter tiirlerinin saglikli hayvanlardan siklikla izole edilmesi bu
etkenlerin evcil ve yabani hayvanlarin normal mikrobiyotasinda bulundugunu
diistindiirmektedir (Rukambile ve ark., 2019). Gida ve igme suyu disinda, evcil
hayvanlarla yakin temas, 6zellikle ¢ocuklar i¢cin kampilobakter agisindan infeksiyon
kaynagi olabilir. Bazi caligmalar, insanlardaki enterik kampilobakteriyozunun

%6'sin1n evcil hayvanlardan kaynaklandigini gostermistir (Houf ve ark., 2008).

Campylobacter infeksiyonu insanlarda, ekstraintestinal komplikasyonlardan Guillain

Barré sendromu, reaktif artrit ve irritabl bagirsak sendromuna yol agabilmektedir

(Zhang ve ark., 2020; Mulder ve ark., 2020).

Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli insan kampilobakteriyoz vakalarinin
%90"1ndan fazlasmi olusturan iki &nemli tiirdiir (Mulder ve ark., 2020). insan
kampilobakteriyozunun baslica belirtileri kanli ishal, karin agris1 ve ates olarak
gosterilmektedir. Campylobacter infeksiyonlarinin uzun siireli komplikasyonlar
arasinda, periferik noropatiler, otoimmun infeksiyonlar, reaktif artrit ve Miller Fisher
sendromu, inflamatuar barsak hastaligi, 6zofagus hastaliklari, periodontitis, ¢6lyak
hastalig1, kolesistit ve kolon kanseri sayilabilir. Ozellikle C. jejuni'nin insanlarda
neden oldugu infeksiyonlar norolojik hasarlarin en yaygin nedeni olarak
gosterilmekte olup, diinya ¢apinda bakteriyel gastroenteritin ana etkenlerinden biri

olarak tanimlanmaktadir (Ansarifar ve ark., 2023).

Campylobacter upsaliensis ise gastroenterit vakalarinin kiigiik bir kismindan izole
edilmistir (Mohan ve ark., 2017). C. jejuni ve C. coli evcil ve ¢iftlik hayvanlarinin
intestinal sisteminde kommensal olarak ¢ok sayida (107 koloni olusturan birim
[CFU] e kadar) bulunabilmektedir (Agn ve Ozgiir, 2012).

Cesitli hayvan ve cevre rezervuarlarindaki yayginlik iizerine yapilan arastirmalar,
Campylobacter genusuna ait tiirleri kategorize etmek igin kullanilmigtir. Bu zoonotik
tirler kommensal mikroorganizmalardir ve memelilerin, kuslarin ve siiriingenlerin
bagirsaklarinda bulunmaktadirlar. Ayrica igme suyu gibi diger ¢evresel kaynaklar da

kampilobakterileri barindirabilmektedir (Soto-Beltran ve ark., 2023).

Bunun yanisira insanlara bulagma, infekte hayvanlarla veya infekte hayvanlarin
diskisiyla kontamine olmus bir ortamla direkt temas yoluyla da gergeklesebilir (Abay
ve ark., 2022; Ansarifar ve ark., 2023). Campylobacter rectus, saglikli veya ishalli



kopeklerin digki 6rneklerinde tespit edilmis olup bu bakterinin insanlara bulasmasi
fekal-oral yolla gergeklesmektedir (Kakuta ve ark., 2016). Kopeklerin, insanlarda
sporadik seyreden Campylobacter infeksiyonlarmin bilinen bir kaynagi oldugu
bildirilmektedir (Bobade ve ark., 2020). Kopek ve kedi diskisinin %20.4 oraninda
Campylobacter spp. ile kontamine oldugu belirtilmektedir (Ansarifar ve ark., 2023).

Helicobacter genusunun epidemiyolojisi ve potansiyel zoonotik dneminden dolayi
bu konuda yapilan aragtirmalar hem insanlar hem de hayvanlar i¢in degerli kabul
edilmektedir (Elyasi ve ark., 2020). Helicobacter genusu, insan ve hayvanlarin
gastrointestinal sistemindeki en dnemli bakteri olarak goriilmektedir (Elyasi ve ark.,
2020; Fox, 2012). 2015 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 4,4 milyar H. pylori pozitif
birey ile diinya niifusunun yarisindan fazlasinin infekte oldugu tahmin edilmektedir.
Cografyalar arasinda genis bir degiskenlik gosteren H. pylori infeksiyonu yetiskin
erkeklerde ve gelismekte olan iilkelerde daha yiiksek oranda goriilmektedir (Fiorani
ve ark., 2023).

Insanlarda en sik goriilen infeksiyon Helicobacter pylori‘den kaynaklanmakla
birlikte, diger Gastrik Helicobacter tirleri de (Helicobacter felis, Helicobacter
heilmannii, Helicobacter bizzozeronii) benzer sekilde mide hastaliklarina yol
acabilmektedir. Yaygin olarak goriilen H. heilmannii kedi ve kopeklerin midesinde
kolonize olup, zoonotik 6zellige sahiptir (Tarhane ve Otlu, 2019). H. pylori kronik
aktif gastrit, peptik ve duodenal {ilserler, mide adenokarsinomu ve mide mukozasi ile
iligkili lenfoid doku lenfomalarinin (MALT) patogenezinde rol oynamaktadir
(Jankowski ve ark., 2016). H. pylori'nin yiiksek prevalansi, bir¢ok mide ve mide dist
infeksiyonlar ile iliskilendirildiginden, insan saglig1 iizerinde biiyiikk bir etkiye
sahiptir ( Fiorani ve ark., 2023).

H. pylori'nin insanlarda kesfedilmesinin ardindan, kopekler, kediler, fareler,
domuzlar, sigirlar ve koyunlar gibi ¢esitli beslenme aliskanliklarina sahip olan hem
vahsi hem de evcil memelilerde Helicobacter tiirleri rapor edilmistir (Youssef ve

ark., 2020).

H. heilmannii, H. felis, H. bizzozeronni, Helicobacter salomonis, Helicobacter bilis
ve Helicobacter cyanogastricus dahil olmak iizere farkli Helicobacter tiirleri

kopeklerin gastrointestinal sisteminde tespit edilmistir (Nowroozilarki ve ark., 2017).



Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter genusunda yer alan onemli tiirler,
insanlarda bakteriyel gastroenteritislerin nedenleri arasinda yer almaktadir (Goni ve
ark., 2017; Nowroozilarki ve ark., 2017; Houf ve ark., 2008). Cesitli arastirmalarda,
bakteriyel gastroenteritin kaynaklarindan biri olarak evcil hayvanlar gosterilmistir.
Anilan {i¢ bakterinin epidemiyolojisini ortaya koymak amaciyla ¢esitli kaynaklardan
izolasyonuna yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Aydin ve ark., 2007; Aydin ve
ark., 2020).

Insanlarin son yillarda evcil hayvan edinme aliskanliklar1 ve bunun sonucunda ayni
yasam alanin1 paylagmalar1 ve fiziksel temaslari sonucu ¢esitli bakterilerle olasi
kontaminasyonlar1 insan sagligi acisindan oldukg¢a Onem arz etmektedir. Bu
kapsamda kopek agiz mikrobiyotasinda Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve
Helicobacter spp.’nin varligma iliskin yapilan ¢alismalar ve elde edilen bilgiler

smirlidir.

Bu calisma ile Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin
sahipsiz kopeklerin agiz mikrobiyotasindan izolasyon ve identifikasyonu yapilarak,
sahipsiz kopeklerin agiz mikrobiyotasinda bu bakteriyel etkenlerin tasiyicilig
hakkinda 6nemli bilgiler elde edildi. Elde edilen bu bilgiler 1s181nda bu bakterilerin

insan saglig1 acisindan olusturabilecegi risk faktorii de ortaya konuldu.

Son yillarda, insanlarin evcil hayvan edinme aligkanliklar1 artmaktadir. Ortak yasam
alaninda barindirilan bu hayvanlarla olas1 fiziksel temas sonucu cesitli bakteriler
insanlara  bulasabilmektedir. Bu bakteriyel etkenler arasinda Arcobacter,
Campylobacter ve Helicobacter tiirleri de yer almaktadir. Yurdumuzda, Arcobacter
spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin gesitli kaynaklardan izolasyon ve
identifikasyonuna yonelik ¢aligsmalar bulunmasia karsin, sahipsiz kdpeklerin agiz
mikrobiyotasinin bu etkenlerin epidemiyolojisindeki rolii bilinmemekte olup, bu tez
calismas1 ile Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin
epidemiyolojisinde sahipsiz kopeklerin agiz mikrobiyotasinin roliiniin ortaya
konmasma katkida bulunuldugu disiiniilmektedir. Sahipsiz kopeklerin agiz
mikrobiyotasinda bu ii¢ bakterinin varligi hem hayvan sagligi hem de insan saglig
icin 6nem arz etmektedir. Bu sebeple ¢alismada elde edilen bilgilerin bilimsel bilgi

birikimine katki sagladig: diistiniilmektedir.



Bu tez caligmasinda, sahipsiz kopeklerin agiz mikrobiyotasinda Arcobacter spp.,
Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin kiiltiirel ve molekiiler yontemlerle

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter’in Tarihgesi

Arcobacter tiirleri, ilk olarak, Ellis ve ark. tarafindan, 1977 yilinda aborte sigir
fetusundan ve 1978 yilinda aborte domuz fetusundan izole edilmistir (Fera ve ark.,
2009). Ellis ve ark. tarafindan plasenta ve aborte sigir fetusunun i¢ organlarindan
“Spirillum/Vibrio-benzeri organizmalar” izolasyonu olarak tammmlanmstir. izole
edilen bu mikroorganizma baslangigta Vibrio genusuna atanmisti, ancak
karbonhidratlar1 fermente etmedeki basarisizliklari g6z 6niine alindiginda, daha sonra
atipik ve heterojen bir aerotolerant kampilobakter grubu olarak Campylobacter
genusuna aktarildilar (Blasio ve ark, 2019). Iki yil sonra Neill ve ark. (1985), esas
olarak hayvan diisiiklerinden izole edilen bir grup aerotolerant susu tanimladi ve
Campylobacter cryaerophila adinda yeni bir Campylobacter tiiri 6nerdi (Ferreira ve
ark., 2015).

Arcobacter genusu, Vandamme ve ark. (1991) tarafindan ilk olarak 'aerotolerant
kampilobakteriler' olarak adlandirilan bakterileri icermesi Onerildi. Bunun nedent,
arkobakterin mikroaerobik veya aerobik olarak biiyiiyebilen aero-toleransh
Campylobacter benzeri Gram negatif spiral sekilli organizmalar olmasidir (Snelling
ve ark., 2005). Baglangicta ‘aerotolerant kampilobakter' olarak adlandirilan
Arcobacter, fenotipik ve morfolojik olarak Campylobacter ile benzer olmalarina
ragmen, aerobik kosullar altinda ve diisiik sicakliklarda (15-25 °C) iireme yetenegi

ile kampilobakterlerden ayrilmistir (Snellingve ark., 2006; Goni ve ark., 2016).

1991 yilinda, Vandamme ve ark., atipik Campylobacter tiirleri olan, C. nitrofigilis ve

C. cryaerophila’yt  Arcobacter  genusunun igerisine  alarak  sirasiyla



Arcobacter nitrofigilis ve Arcobacter cryaerophilus olarak adlandirilmalarin
onermislerdir (Blasio ve ark., 2019).

1992'de, Arcobacter genusu, A. butzleri'yi ve yeni bir tiir olan A. skirrowii'yi igerecek
sekilde genisletilmis ve agirlikli olarak bogalarin prepusyal sivilarindan veya sigir,
domuz ve kiiciikbas hayvan aborte fetiislarindan ve ayrica ishalli digkilardan izole
edilmistir (Ferreira ve ark., 2015).

Campylobacter’in bilinen ilk tanimi 1886 yilinda, Theodore Escherich tarafindan
yapilan ¢alismalara dayanmaktadir. "Cholera infantum" adi verilen enterik
hastaliktan hayatin1 kaybeden cocuklarin kolonunda bulunan spiral bakteri olarak
tanimlanmis, fakat kiiltiiri yapilamamistir (Butzler, 2004; Snelling ve ark., 2005;
Epps ve ark., 2013). 1909°da iki Ingiliz Veteriner Hekim John McFadyean ve
Stewart Stockman tarafindan, koyunlarda enzootik abortusu arastirdi ve aborte
fetuslardan vibrio benzeri mikroorganizma izole ettiklerini bildirmislerdir (Butzler,
2004). 1919 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde Theobald Smith ve Marian
Taylor tarafindan abort yapan sigirlardan bir organizma izole edilmis ve ‘Vibrio
fetiis’ olarak adlandirilmistir (Butzler, 2004; Skirrow, 2006). 1927'de Theobold
Smith ve Marion Orcutt tarafindan ishalli sigirlarin digkisinda bir grup vibrio benzeri
bakteri bulundu. 1931'de Jones ve ark., mikroaerofilik vibriolar ile sigir dizanterisi
arasinda bir iliski oldugunu géstermisler ve organizma sonunda ‘Vibrio jejuni’ olarak
adlandirmislardir. (Epps ve ark., 2013; Nand 2018). ishalli domuz diskilarinda, 1944
yilinda, farkli bir tiir tespit edilmis ve ‘Vibrio coli’ olarak adlandirilmistir (Epps ve
ark.,2013; Nand 2018).

Campylobacter genusuna ait tiirler spiral morfolojierinden dolayr Vibrio genusu
icinde yer almistir. 1963 yilinda Sebald ve Véron tarafindan oksijenli ortamda
tirememeleri, karbonhidratlar1 fermente edememeleri ve DNA baz yapisindaki
guanin + sitozin (G+C) oranlarinin farkliliklarindan dolayr Campylobacter olarak
isimlendirilmistir (Walker ve ark., 1986; Epps ve ark., 2013; Yagiz 2017). 1973
yilinda Veron ve Chatelain tarafindan Vibro-benzeri organizmalarin taksonomisi
hakkinda yapilan c¢alisma sonucunda; Vibrio fetus, Vibrio coli, Vibrio jejuni
Campylobacter genusuna gegerek sirasiyla C. fetus, C. coli, C. jejuni olarak

isimlendirilmistir. Ayrica Campylobacter sputorum ve bu tiire ait 2 alt tiir olan,



bronsitli bir hastanin balgamindan izole edilen C. sputorum subsp. sputorum ve sigir
vajina ve sperminden izole edilen Campylobacter sputorum subsp. bubulus olarak

isimlendirilmistir (Ngulukun, 2017).

Helicobacter heilmannii 1893 yilinda Gulio Bizzozero tarafindan, kopek mide
mukozasinda spiral sekilli mikroorganizma gozlemlemis, 1896 yilinda ise Salomon
kedi ve siganlarin mide mukozasinda benzer morfolojiye sahip mikroorganizma

tespit etmistir (Meining ve ark., 1998).

Helicobacter pylori ilk kez 1982'de Marshall ve Warren tarafindan bir insan mide
biyopsisinden izole edilmistir (Taillieu ve ark., 2022). Baslangigta Campylobacter
genusu i¢ine sokularak, "Campylobacter pyloridis" adi verilmis ve daha sonra
"Campylobacter pylori" olarak degistirilmistir (Kusters ve ark., 2006). Ancak 1985'te
bu mikroorganizmanin bazi morfolojik ve fenotipik 06zelliklerinin diger tiim
Campylobacter’lerden farkli oldugunu bildirilmistir (Goodwin ve ark., 1989). Bu
farkliliklar degerlendirildiginde etken Helicobacter genusu iginde tanimlanmis ve

Helicobacter pylori olarak adlandirilmistir (Kusters ve ark., 2006).

H. heilmannii, tirbuson benzeri bir goriiniime sahiptir ve H. pylori‘den iki ila ii¢ kat
daha uzundur. Bu morfolojik o6zellikleri sayesinde mide biyopsi Orneklerinde
kolaylikla saptanabilir ve H. pylori'den ayirt edilebilir. Bu arada H. heilmannii de
kiiltire alimmistir (Meining ve ark., 1998).

1900 yilinda, gastrik Helicobacter pylori olmayan Helicobacter (NHPH) ilk olarak
Gastrospirillum hominis olarak rapor edildi ve daha sonra H. pylori'den daha biiyiik
boyuta sahip olan ve her iki tarafinda fagella bulunan H. heilmannii olarak yeniden
adlandirilmigtir (Yasuda ve ark., 2022).

Gastritisli  insan midelerinde, diisiik bir prevalans gosteren bagka gastrik
Helicobacter tiirleri de tanimlanmistir. NHPH tiirleri; ciftlik hayvanlar1 ve evcil
hayvanlarin midelerinde yasadigi bildirilmis ve mide biyopsilerinin %0.2-6'sinda
bulunmaktadir (Taillieu ve ark., 2022; Yasuda ve ark., 2022). NHPH tiirlerinin,
MALT lenfoma, nodiiler gastrit ve kronik gastrit olusumu ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Yasuda ve ark., 2022).

Helicobacter genusu igerisindeki tiirler gastrik, intestinal ve hepatik dagiliim
gostermektedir. Gastrik Helicobacter tiirleri; kopeklerde H. felis, H. bizzozeronii,



H. salomonis, “H. heilmannii,” “Flexispira rappini”’, Kedilerde H. bilis ve
insanlarda H. pylori olarak gdzlemlenmektedir. Intestinal Helicobacter tiirleri;
kopeklerde ve kedilerde ve H. hepaticus, H. bilis, H. rodentium, H. muridarum,
insanlarda H. fennelliae, H. cinaedi, H. canis ve “F. rappini” ve farelerde
“F. rappini” olarak gozlemlenmisir. Hepatik Helicobacter tiirleri ise, kdpeklerde
H. canis, farelerde H. hepaticus ve H. bilis, insanlarda H. pylori olarak

gbzlemlenmektedir (Moussa ve ark., 2021).

2.2. Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter Genuslarinin Taksonomisi

Arcobacter genusunun taksonomisi 16S ribozomal Riboniikleik Asit (rRNA) gen

dizilerinin karsilagtirmasi esasina dayanmaktadir (Collado ve Figueras, 2011).

Arcobacter genusu, Proteobacteria'nin Epsilon boliimiindeki rRNA siiper familyasi
VI'nin iyesidir (Celik ve Otlu, 2020). 2018 yilinda, Pérez-Cataluna ve ark.
tarafindan, Arcobacter genusunun taksonomisi filogenetik ve genomik analizler
kullanilarak, mevcut Arcobacter genusu yeniden degerlendirip yedi farkli genusa

ayirmayi 6nermislerdir ( Zhou ve ark.,2022).

Arcobacteraceae familyas1 igerisinde, giiniimizde 7 genus (Arcobacter,

‘Aliarcobacter’, Aliarcobacter, Halarcobacter, Haloarcobacter, Pseudarcobacter,

Pseudoarcobacter) yer almaktadir (LPSN 1, 2023).

Arcobacter genusu giiniimiizde toplam 34 tiirden olusmaktadir. 1991°de Arcobacter
cryaerophilus ve Arcobacter nitrofigilis, 1992°de Arcobacter butzleri ve Arcobacter
skirrowii, 2005’de Arcobacter cibarius ve Arcobacter halophilus, 2009’da
Arcobacter mytili ve Arcobacter thereius, 2010’da Arcobacter marinus, 2011°de
Arcobacter defluvii, Arcobacter ellisii, Arcobacter molluscorum ve Arcobacter
trophiarum, 2012’de Arcobacter bivalviorum ve Arcobacter venerupis, 2013’de
Arcobacter anaerophilus, Arcobacter cloacae ve Arcobacter suis, 2015’de
Arcobacter aquimarinus, Arcobacter ebronensis ve Arcobacter lanthieri, 2016’da
Arcobacter pacificus, 2017°de Arcobacter lekithochrous, 2018’de Arcobacter
canalis, 2019°da Arcobacter acticola, Arcobacter antarcticus, Arcobacter caeni,
Arcobacter faecis ve Arcobacter lacus, 2021°de Arcobacter arenosus, Arcobacter
parvus, Arcobacter vandammei ve Arcobacter vitoriensis, 2023’de Arcobacter

roscoffensis tiirleri bu genusa dahil edilmistir (LPSN 2, 2023). Arcobacter tiirleri ve
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izole edildigi kaynaklar Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Arcobacter Tiirleri ve Izole Edildigi Kaynaklar (Pérez-Catalufia ve ark.,
2018)

Arcobater Tiirleri

izole Edildigi Kaynaklar

A. acticola Deniz suyu

A. anaerophilus Nehir suyu tortusu

A. aquimarinus Akdeniz

A. bivalviorum Midye

A. butzleri Insan

A. canalis Istiridye

A. cibarius Broyler derisi

A. cloacae Kanalizasyon ve midye

A. cryaerophilus Aborte si8ir fetusu

A. defluvii Kanalizasyon

A. ebronensis Midye

A. ellisii Midye

A. faecis Insan

A. halophillus Hipersalin lagiin

A. lanthieri Domuz ve sigir giibresi

A. lekithochrous Deniz taragi larvasi

A. marinus Deniz suyu

A. molluscorum Midye

A, mytili Midye, deniz suyu

A. nitrofigilis Bataklik bitkisi

A. pacificus Deniz suyu

A. skirrowii Yaban domuzu ve ishalli kuzu
A. suis Domuz eti

A. thereius Aborte domuz fetiisii, 6rdek kloakal svab
A. trophiarum Domuz digkisi, tavuk kloakal svabi
A. venerupis Istiridye

A. aquaticus Tatli su

A. caeni Geri doniistiiriilmiis atik su
A. hispanicus Atik su

A. lacus Geri doniistiiriilmiis atik su
A. mediterraneus Midye

A. miroungae Deniz fili

A. neptunis Midye

A. salis Istiridye

A. viscosus Midye

A. vitoriensis Atik su
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Campylobacter genusu, Campylobacteraceae ailesine, Campylobacterales takimina,
Campylobacteria sinifina ve Campylobacterota boliimiine aittir (Branysova ve ark.,
2023). Guniimiizde Campylobacter genusu, 44 tiir ve 16 alt tiirden olusmaktadir.
1980°de Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni ve
Campylobacter ~ sputorum,  1981°de  Campylobacter  concisus, 1984’de
Campylobacter lari, 1985°de Campylobacter hyointestinalis ve Campylobacter
mucosalis, 1991’de Campylobacter cuniculorum, Campylobacter rectus ve
Campylobacter upsaliensis, 1993’de Campylobacter helveticus ve Campylobacter
showae, 1995°de Campylobacter gracilis, Campylobacter hyoilei ve Campylobacter
pylori, 2000°de Campylobacter lanienae, 2001°de Campylobacter hominis, 2004’de
Campylobacter insulaenigrae, 2007°de Campylobacter canadensis, 2009’da
Campylobacter avium ve Campylobacter cuniculorum, 2010°da Campylobacter
subantarcticus, Campylobacter ureolyticus ve Campylobacter volucris, 2014’de
Campylobacter corcagiensis, 2015’de Campylobacter iguaniorum, 2016’da
Campylobacter geochelonis ve Campylobacter hepaticus, 2017°de Campylobacter
ornithocola, 2018’de Campylobacter blaseri, 2019°da Campylobacter armoricus,
2020°de Campylobacter novaezeelandiae, 2021°de Campylobacter aviculae,
Campylobacter estrildidarum, Campylobacter massiliensis, Campylobacter
portucalensis, Campylobacter taeniopygiae ve Campylobacter wvulpis, 2022’de
Campylobacter anatolicus, Campylobacter bilis, Campylobacter majalis ve
Campylobacter suis, 2023’de Campylobacter troglodytis tiirleri bu genusa dahil
edilmistir (LPSN 3, 2023). Campylobacter tiirleri ve bulundugu konaklar Tablo

2.2.°de verilmistir.
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Tablo2.2. Campylobacter Tiirleri ve Bulundugu Konaklar (Ngulukun, 2017)

Tiir Konakgel

C. fetus subsp. fetus Sigir, koyun

C. fetus subsp. venerealis Sigir, koyun

C. jejuni subsp. jejuni Kanatli, s1g1r, insan

C. jejuni subsp. doylei Insan

C. coli Domuz

C. concisus Insan

C. curvus Insan

C. hyointestinalis Domuz, sigir, insan
subsp. hyointestinalis

C. hyointestinalis subsp. lawsonii Domuz

C. lari subsp. lari Marti, kopek, kabuklu deniz hayvanlar
C. lari subsp. concheus Insan, kabuklu deniz hayvanlari
C. rectus Insan

C. upsaliensis Kedi, kopek, maymun
C. helveticus Kedi, kdpek

C. gracilis Insan

C. showae Insan

C. sputorum Sig1r, domuz, insan

C. lanienae Domuz

C. hominis Insan

C. mucosalis Domuz

C. insulaenigrae Fok, yunus

C. canadensis Yabani kuglar

C. cuniculorum Tavsan

C. peloridis Insan, yumusakgalar

C. avium Kanatli

C. ureolyticus Insan

C. volucris Yabani kuglar, insan

C. subantarcticus Yabani kuslar

C. troglodytis Sempanze

C. corcagiensis Aslan kuyruklu makak maymunu
C. iquaniorum Kertenkele, kaplumbaga

Helicobacter genusu, Proteobacteria'nin Epsilon alt boliimiiniin Campylobacterales
takimindaki Helicobacteraceae familyasina aittir (Ochoa ve Collado, 2021).
Glinimiizde Helicobacter genusu 53 tir icermektedir. 1985’de Helicobacter
heilmanii, 1989°da Helicobacter mustelae ve Helicobacter pylori, 1991°de
Helicobacter cinaedi, Helicobacter felis ve Helicobacter fennelliae, 1992°de
Helicobacter muridarum, 1993’de Helicobacter acinonychis, 1994’de Helicobacter
canis, Helicobacter hepaticus ve Helicobacter pametensis, 1995°de Helicobacter
pullorum, 1996’da Helicobacter bizzozeronii ve Helicobacter trogontum, 1997°de
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Helicobacter bilis, Helicobacter cholecystus, Helicobacter rodentium ve Helicobacter
salomonis, 2000’de Helicobacter mesocricetorum, 2001°de Helicobacter ganmani,
2002’de Helicobacter aurati, Helicobacter typhlonius ve Helicobacter canadensis,
2006’da Helicobacter anseris, Helicobacter brantae, Helicobacter cetorum,
Helicobacter cynogastricus, Helicobacter marmotae ve Helicobacter mastomyrinus,
2007°de Helicobacter equorum, 2008’de Helicobacter baculiformis ve Helicobacter
suis, 2012’de Helicobacter heilmannii, 2013’de Helicobacter macacae, 2014’de
Helicobacter valdiviensis, 2015’de Helicobacter himalayensis, 2016’da Helicobacter
apri ve Helicobacter canicola, 2017°de Helicobacter ailurogastricus, Helicobacter
jaachi ve Helicobacter saguini, 2020’de Helicobacter didelphidarum, Helicobacter
enhydrae, Helicobacter labacensis, Helicobacter mehlei, Helicobacter monodelphidis
ve Helicobacter vulpis, 2021°de Helicobacter delphinicola, 2022’de Helicobacter
colisuis, Helicobacter kayseriensis ve Helicobacter turcicus, 2023’de Helicobacter
anatolicus ve Helicobacter kumamotonensis tiirleri bu genusa dahil edilmistir (LPSN

4, 2023). Helicobacter tiirleri ve izole edildigi 6rnekler Tablo 2.3.’de verilmistir.
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Tablo 2.3. Helicobacter Tiirleri ve Izole Edildigi Ornekler (Ochoa ve Collado, 2021)

Tiir | izole edildigi 6rnekler
Gastrik Helicobacter Tiirleri
H. pylori Insan duodenal biyopsisi
H. felis Kedi gastrik mukozasi
H. acinonychis Cita mide biyopsisi
H. bizzozeronii Kopek gastrik mukozasi
H. salomonis Hamster digkisi
H. cetorum Deniz memelileri mide igerigi ve diskisi
H. cynogastricus Kopek gastrik biyopsisi
H. baculiformis Kedi gastrik mukozasi
H. suis Domuz gastrik mukozasi
H. heilmannii Kedi gastrik mukozasi
H. ailurogastricus Kedi gastrik mukozasi
H. enhydrae Giiney su samurlar1 yangili mide dokusu
H. labacensis Kizil tilki mide mukozasi
H. mehlei Kizil tilki mide mukozasi
H. vulpis Kizil tilki mide mukozasi

Enterohepatik Helicobacter Tiirleri

. cinaedi

Insan kan ve diskisi

. fennelliae

Insan kan ve diskis1

. mustelae

Gelincik mide mukozasi

. muridarum

Fare bagirsak mukozasi

. canis

Kopek diskisi

. hepaticus

Fare kolon, sekum ve karacigeri

. pametensis

Yabani kus ve domuz digkisi

. pullorum

Insan, broyler gastrointestinal drnekleri

. bilis

Fare kolon, sekum, safra ve karacigeri

. trogontum

Fare kolon mukozasi

. monodelphides

Keseli sigan kolon, sekum ve digkisi

. didelphidarum

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H. cholecystus Hamster safra kesesi

H. rodentium Fare kolon, sekum ve digkisi
H. mesocricetorum Hamster digkisi

H. canadensis Insan diskisi

H. aurati Hamster mide ve sekumu

H. ganmani Fare bagirsak ve karacigeri

H. typhlonius Rodent digkisi

H. marmotae Dag faresi karaciger ve digkisi
H. mastomyrinus Rodent karaciger ve digkisi

H. anseris Kanada kazi digkisi

H. equorum At digkist

H. macacae Rhesus maymunu digkist

H. valdiviensis Yabani kus digkisi

H. himalayensis Marmoset mide mukozasi

H. jaachi Marmoset karaciger, safra ve digkisi
H. canicola Kopek digkist

H. japonicus Fare mide, bagirsak dokusu ve digkisi
H. saguini Tamarin bagirsak ve digkisi
H. apri Domuz sekum igerigi ve mide mukozasi
H

H

Keseli sigan kolon, sekum ve diskisi
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2.3. Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter Genuslarinin Karakteristik
Ozellikleri

2.3.1. Morfolojik ve Kiiltiir Ozellikleri

Arcobacter (arcus: yay-kavis; bacter: ¢omak) tiirleri, Gram negatif, hareketli,
sporsuz, ‘S’ seklinde, kavisli ¢omak formunda mikroorganizmalardir. Yaklasik
olarak 0,2-0,9 um eninde ve 0,5-3 um uzunlugunda bir boyuta sahiptirler (Lameei ve
ark., 2022; Kayman, 2012). Arcobacter tiirleri, tek bir polar kilifsiz flagellaya
sahiptirler (Ferraira ve ark., 2015; Kayman, 2012). Arcobacter tiirleri, 15°C - 37°C
sicaklik araliginda, mikroaerobik ve aerobik ortamda iireyebilirler (Abay ve ark.,
2011). Arcobacter anaerophilus, flagellasi olmayan ve zorunlu anaerob bir
Arcobacter tiriidiir (Ferraira ve ark., 2015). Arcobacter skirrowii, 48 saatlik
inkubasyon periyodu sonunda yari saydam, bej renginde ve disbiikey koloniler

olusturur (Nguyen ve ark., 2023).

Campylobacter tiirleri, Gram negatif, hareketli, sporsuz, spiral, comak formunda
mikroorganizmalardir. Yaklasik olarak 0,2-0,9 um eninde ve 0,5-5 um uzunlugunda
bir boyuta sahiptirler. Campylobacter tiirleri, bir veya iki ucta polar kilifsiz flagellaya
sahiptirler ve tirbison benzeri hareket ederler (Snelling ve ark.,2005; Epss ve
ark.,2013). Campylobacter tiirleri igerisinde hareketsiz olan tek tiir Campylobacter
gracilis ve birden fazla flagellasi olan tiir ise Campylobacter showae'dir (Nand,
2018). Campylobacter tiirleri genellikle mikroaerobik ortamda (%2-10 CO,, %3-15
O,) tireyebilirler (Snelling ve ark., 2005).

Helicobacter  pylori, Gram negatif, hareketli, sporsuz, spiral sekilli
mikroorganizmalardir. (Tarhane ve Otlu, 2019). Yaklasik olarak 0,5-1 pm eninde ve
2-4 pum uzunlugunda bir boyuta sahiptir. H. pylori, uygun olmayan in vitro
kosullarda kokoid sekle doniisebilmektedir. H. pylori 3 pm uzunlugunda bipolar
konumlu 2-6 adet kilifli flagellaya sahiptir. Gastrointestinal sistemin diger birgok
patojeninin aksine, fimbrial adezinlerden yoksundur (Kusters ve ark., 2006).

H. pylori, 37°C’de mikroaerobik ortamda tiremektedir (Tarhane ve Otlu, 2019).
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2.3.2. Biyokimyasal Ozellikleri

Biyokimyasal testler, bakteri izolatlariin tiir dilizeyinde tanimlanmasi ve

dogrulanmasi i¢in kullanilmaktadir (Sohail ve ark.,2023).

Arcobacter tiirlerinin ¢ogu, katalaz, iireaz ve nitrat indirgeme gibi biyokimyasal
testlerde pozitif sonug verirken, metil red testinde negatif sonu¢ vermektedir.
Arcobacter tiirlerinin katt besiyerinde olusturdugu koloniler pigmentlerden
yoksundur, ayrica bu tiirlerin ¢ogu oksidatif aktivite gostermektedir ( Pungana ve
ark., 2023; Binder ve ark., 2023). Bazi1 Arcobacter tiirlerinin biyokimyasal
karakterleri Tablo 2.4.’de verilmistir.

Arcobacter tiirleri, karbonhidrati fermente edemezken, indoksil asetati hidrolize
edebilmektedirler. Bu 6zellikleri ile Campylobacter tiirleri ile nispeten benzerlik

gostermektedirler (Goni ve ark., 2017).

Campylobacter tiirlerinin ¢ogunda, katalaz testi pozitifken, oksidaz ve iireaz
aktiviteleri negatiftir. Campylobacter tiirlerinin ¢ogu hippurati hidrolize edemezler
fakat indoksil asetati hidrolize edebilirler. C. avium, C. curvus, C. jejuni, C.
hepaticus ve C. geochelonis tiirleri hippurati hidrolize edebilen Campylobacter
tirleridir (Wang ve ark.,2023). Bazi Camplobacter tiirlerinin biyokimyasal

karakterleri Tablo 2.5.’de verilmistir.

Helicobacter tiirleri, biyokimyasal testlerden katalaz, oksidaz, ireaz ve TSI
sonucunda pozitif iken indol testinde negatif reaksiyon gostermektedirler. Ayrica
H,S iiretimi ve hippurat hidroliz testi acisindan pozitif sonu¢ vermektedirler
(Almashhadany ve ark.,2023). Baz1 Helicobacter tiirlerinin biyokimyasal karakterleri

Tablo 2.6.’da verilmistir.
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Tablo 2.4. Baz1 Arcobacter Tiirlerinin Biyokimyasal Karakterleri

Ureaz

Katalaz

Esteraz

Hippurat
Hidrolizi

Alkalin
Fosfataz

Voges-
Proskauer
Testi

Nitrat

Indirgeme

. acticola

+

. anaerophilus

=+

. antarcticus

*

. aguimarinus

+ | *|

+

arenosus

*| #| | | *

*| %] | *| #

. bivalviorum

butzleri

caeni

*

. canalis

+|+[+]|+

IR R A "

. cibarius

. cloacae

+

*

> (> > > > > x> > > >

cryaerophilus

| k[ k| k|| ] H| *] *

A. defluvii

+

+

A. ebronensis

A. ellisii

A. faecis

+ |+

+

A. halophilus

A. lacus

A. lanthieri

I N I

+| %

A.
lekinthochrous

+ |+ |+

+ 4|+ |+ |+

A. marinus

. molluscorum

_mytili

. nitrofigilis

+ 4|+ |+

. pacificus

. parvus

. skirrowii

+

*

. thereius

S S N N N N S S

. trophiarum

. vandammei

*| |+

. venerupis

. vitoriensis

o e e N A

+

X k| k|0

+| *| *|

A
A
A
A
A
A
A. suis
A
A
A
A
A
+

: pozitif, -: negatif, *:belirlenemedi (Shrestha ve ark., 2022).
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Tablo 2.5. Baz1 Campylobacter Tiirlerinin Biyokimyasal Karakterleri

Oksidaz | Katalaz | Alkalin | Ureaz | Nitrat Hippurat
Fosfataz Indirgeme | Hidrolizi

C. anatolicus + - + - - -
C. armoricus + + - + - -
C. avium + + - - + i
C. blaseri + + + + + -
C. canadensis + V - V \V; _
C. coli + + - - + -
C. concisus \Y/ - \V/ - ) -
C. corcagiensis + + + + (+) -
C. cuniculorum + + + - +
C. curvus + 4 V - + )
C. fetus subsp. fetus + + - - + -
C. fetus subsp. + + ND - + -
testudinum
C. fetus subsp. + (+) - - (+) -
veneralis
C. geochelonis + + - - + +
C. gracilis - (=) - - (+) -
C. helveticus + - P - + -
C. hepaticus + + ND - vV +)
C. hominis + - - - - -
C. hyointestinalis + + - - + -
subsp. hyointestinalis
C. hyointestinalis + + + - + -
subsp. lawsonii
C. iguaniorum + + ND - + -
C. insulaenigrae + + ND - + -
C. jejuni subsp. doylei + (+) - - _ n
C. jejuni subsp. jejuni + + - - + +
C. lanienae + + + - + -
C. lari + + ND - + -
subsp.concheus
C. lari subsp. lari + + - - + -
C. mucosalis + - (+) - ) -
C. novaezeelandiae + + - - + -
C. ornithocola - + - + \V; -
C. peloridis + + ND ND ND -
C. pinnipediorum + - ND + + -
subsp. caledonicus
C. pinnipediorum + + ND + + -

subsp. pinnipediorum
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Tablo 2.5. Baz1 Campylobacter Tiirlerinin Biyokimyasal Karakterleri (devam)

ve ark., 2021).

Tablo 2.6. Baz1 Helicobacter Tiirlerinin Biyokimyasal Karakterleri

C. portucalensis + - ND - - -
C. rectus + (-) - - + -
C. showae \Y + - - + -
C. sputorum + \ - \Y (+) -
C. subantarcticus + + ND ND ND -
C. upsaliensis + - - - + -
C. ureolyticus + () - + + -
C. volucris + + - ND + -
C. vulpis + - \Y/ - + -
+: %90-100, (+): %75-89, V: %26-74, -: %0-10, (-): %11-25, ND: belirlenemedi (Aydin

Oksidaz | Katalaz | Ureaz | Alkalin | Hippurat | Nitrat
Fosfataz | Hidrolizi | indirgeme

H. anatolicus + + + + - +
H. kayseriensis + + - + - -
H.acinonychis + + + + - -
H. ailurogastricus + + + + + +
H. anseris + + + - ND -
H. apri + + - + ND +
H. aurati + + + - ND -
H. baculiformis + + + + - +
H. bilis + + + ND - +
H. bizzozeronii + + + + - +
H. brantae + + - - ND -
H. canadensis + + - - ND +
H. canicola + + - + ND -
H. canis + - - + - -
H. cetorum + + + - - -
H. cholecystus + + - + ND +
H. cinadei + (+) - (-) - +
H.cynogastricus + + + + - +
H. delphinicola + + + - - -
H. didelphidarum + + + \Y/ ND -
H. enhydrae + + - - ND -
H. equorum + + - + - +
H. felis + + + + - +
H. fennelliae + (+) - V - -
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Tablo 2.6. Baz1 Helicobacter Tiirlerinin Biyokimyasal Karakterleri (devam)

H. ganmani

1
N

H. heilmannii

H. hepaticus ND -

+ |+
1
+
++[+]|+

. himalayensis

+ |1
Z
O

. jaaachi

. japonicus

+ 1
+ 1
1

+

. labacensis

Z
O

. macacae

+
pd
O

. marmotae

. mastomyrinus

I e o e S A A

++ |+
Z
O

. mehlei

=z

. mesocricetorum D

. monodelphidis

. muridarum

. mustelae

. pametensis

. pullorum

—~
+
—
+
'

1

. pylori

1
1
+

. rodentium

Z
O

. saguini

. salomonis

+ 1<

suis

++ |+
1

. trogontum

I~
L
1

+ |+

. typhlonius

Fl+ |+ |||+ F |+ ||+ |+ + ]+

AR R e R R A S R E R
+|+]
+ 4|+ ]+
1
1

. valdiviensis (+) - - -
. vulpis + + + +

gl e e e e e e e e e e o e

: %090-100, (+): %75-89, V: %26-74, -: %0-10, (-): %11-25, ND: belirlenemedi (Aydin
ve ark., 2022).

2.3.3. Virulens Ozellikleri

Giintimiizde Arcobacter suslarmin virulans 6zellikleri ve patojenik mekanizmalari
(adezyon, sitotoksisite, invazyon) ile ilgili bilgiler sinirlidir. Arcobacter spp.’de bulunan
onemli virulans genleri; iroE, irgA, tlyA, pldA, mviN, hecB, hecA, ciaB, cj1349 ve
cadF’dir (Ma ve ark.,2022; Jasim ve ark., 2020). cadF geni, fibronektin reseptoriine
yapismada rol oynayan integral membran proteinini kodlar. Ayrica, ciaB geni invazyon

antijenini kodlarken tylA geni ise hemolizin A'y1 kodlamaktadir (Jasim ve ark., 2020).

Arcobacter butzleri ve C. jejuni dis membran zarinda PorA antijeni icermektedir. Bu
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protein mikroorganizmanin virulansinda ve adaptasyonunda onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (Isidro ve ark., 2020). Arcobacter lanthieri izolatinda cdtABC kodlayan
sitotoksin (CDT) genleri saptanmustir (Briickner ve ark., 2020). Arcobacter tiirlerinin
virulans faktorleri hiicre invazyonu, immiin yanitlarin indiiklenmesi ve toksin tiretimi ile
iliskilendirilmistir (Binder ve ark., 2023).Yapilan bilimsel ¢alismalarda, A. butzleri'nin
adheziv, invaziv ve sitotoksik ozelliklere sahip oldugunu, Caco-2 ve IPI-2I hiicre
hatlarinda  proinflamatuar  sitokin  interlokin-8'in  (IL-8)  ekspresyonunu

indiikleyebildigini gostermistir (Uljanovas ve ark., 2023).

Campylobacter tiirleri; hareket, intestinal adezyon, kolonizasyon, toksin sentezi ve
invazyon gibi ¢ok sayida virulans 6zelliklerine sahiptir. virB11, ciaB ve iam genleri ise
bagirsak epitel hiicrelerine adezyonu ve invazyonu desteklemektedir. Campylobacter
tirlerinin cadF, docA ve racR genleri tarafindan kodlanan yiizey proteinleri,
mikroorganizmanin mide ve bagirsak ortaminda yasayabilmesi igin esastir (El-naenaeey
ve ark.,2022). Konak enterositleri i¢in toksik olan cytolethal distending toksin (CDT);
CdtA, CdtB ve CdtC olmak iizere ii¢ alt birimden olusmaktadir (Gharajalar ve
ark.,2020).

Helicobacter tiirleri, lipopolisakarit (LPS), flagella, iireaz enzimi, peptidoglikan
tabakasi, dis membran proteini, CagA ve tip IV salgilama sistemi (T4SS) gibi virulans
faktorlerine sahiptir. BabA, BabB, SabA, AlpA, AlpB, HopZ ve OipA proteinleri dis
membran proteinleri olup, mikroorganizmanin mide epiteline baglanmasim
saglamaktadir. Tip IV salgi sistemi (T4SS), Gram-negatif bakterilerin yiizeyinde
eksprese edilen biiyiik bir tasiyic1 kompleks olup, temasa bagl bir sekilde proteinlerin

ve DNA'nin konakg1 hiicreye taginmasini kolaylastirmaktadir (Cheok ve ark.,2021).

H. pylori, sitotoksinle iliskili protein A (CagA), vakuolize edici sitotoksin A (VacA) ve
lipopolisakarit (LPS) gibi farkli virtilans faktorleri yoluyla hem gastrik epitel
inflamasyonunu  hem de NF-xB niikleer translokasyonu ve IL-8 iretimini
indiiklemektedir (Huang ve ark., 2021).

2.4. Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter’lerin izolasyonu

Arcobacter spp.’yi farkli orneklerden (su, hayvansal gida {irtinleri, siit, rektal ve oral

svap) izole etmek i¢in ¢esitli zenginlestirme ve izolasyon teknikleri kullanilmaktadir
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(Shrestha ve ark., 2022). Besiyerini orijinal ¢evre kosullarina benzer sekilde olusturacak
belirli besinler ve supplementler ekleyerek zenginlestirmek ¢ok 6nemlidir. Arcobacter
spp.’nin izolasyonu amaciyla, Arcobacter selektif besiyeri ASB I, Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris-Polysorbate 80 besiyeri (EMJH P80), Arcobacter
zenginlestirme besiyeri, Johnson ve Murano besiyeri (JMB), ASB |1 ve %2,5 NaCl ilave
edilmis Arcobacter besiyeri kullanilmaktadir (Rahman ve ark. ,2020). Ayrica
zenginlestirme igin Cefoperazone, amfoterisin, teikoplanin (CAT) supplement,
Johnson-Murano besiyeri (JMB)’de kullanilmaktadir. On zenginlestirme amaciyla
kullanilan besiyerlerine ilave edilen 5-florourasil, sefoperazon, piperasilin, trimetoprim,
sikloheksimid, = amfoterisin B, teikoplanin  ve novobiyosin  istenmeyen
mikroorganizmalarin biiyiimesini engelleyerek, Arcobacter spp.’nin se¢ici olarak
liremesine yardimec1 olmaktadir. On zenginlestirmeyi takiben Arcobacter spp.’nin
izolasyonu amaciyla yapilacak ekim igin Cephalotin, vancomycin, amphotericin B
(CVA) agar, Johnson-Murano (JM) agar, CAT supplement ilave edilmis modifiye
charcoal sefoperazone deoxycholate agar (MCCDA) gibi besiyerleri kullanilmaktadir
(Shrestha ve ark., 2022; Ngyen ve ark., 2023). A. butzleri ayrica kanli agar, ¢ikolata
agar ve MacConkey agar gibi standart agarlarda 37°C’de ve %5 CO, ile

zenginlestirilmis atmosfer gibi standart kosullarda tiremektedir (Binder ve ark., 2023).

Campylobacter spp.’nin izolasyonu igin kullanilan segici besiyerleri iki gruba
ayrilmaktadir. Hayvan kani ilave edilerek Skirrow agar, Blaseragar, Campy-Cefex agar
ve Preston agar kullanilmaktadir. Bu besiyerlerinin disinda kan ilave edilmeden
kullanilan modifiye sefoperazon charcoal deoxycholate agar (NCCDA) ve Karmali agar
da bulunmaktadir (Chon ve ark., 2011). Campylobacter spp.’nin izolasyonunda
zenginlestirme icin kullanilan besiyerlerine belirli oranlarda hazirlanmis antibiyotik ve
antifungal ajanlar eklenmelidir. Sefoperazon, trimetoprim ve vankomisin eklenmis
oldugu besiyerinde, Gram pozitif veya Gram negatif aerobik ve anaerobik bakterilerin
tiremesini inhibe etmektedir. Amfoterisin B ve sikloheksimid ise besiyerinde maya ve
kiif olusumunu Onlemek igin eklenmektedir (Baaboua ve ark., 2022). Giinimiizde
izolasyon i¢in en ¢ok kullanilan besiyerleri modifiye charcoal sefoperazone
deoxycholate agar (mCCDA), Skirrow, Campy BAP, Karmali ve Abeyta-Hunt-Bark

dahil olmak tizere ilk giinlerde gelistirilenlere ek olarak, Campy-Line dahil olmak {izere
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birkag yeni besiyeri gelistirilmistir. Campy-Cefex ve son yirmi yilda ticari olarak temin
edilebilen birka¢ kromojenik agar kullanilmaktadir. Kullanilan mCCD agar igerisindeki
komiir, besiyeri ortaminda olusabilen nitrit, nitrit oksit ve hidrojen peroksit gibi
oksidatif stres meydana getiren ve bakterilerin tiremesini engelleyen, toksik oksijen
tirevlerinin olusumunu engellemektedir (Huang ve ark., 2022). 1972 yilinda Dekeyser
ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada, ishalli diskidan Campylobacter spp.’nin
izolasyonu igin ilk basarili membran filtrasyon yOntemi tanimlanmistir (Baaboua ve
ark., 2022).

H. pylori’nin in vitro iiretilmesi oldukca giictiir. Izolasyon sansmi en iist diizeye
cikarmak icin besiyerine kan veya serum ilave edilmektedir. Bunlarin disinda, lize
edilmis eritrositler veya hemin, B-siklodekstrin, odun komiirii, kolesterol ve demir
stilfat, sodyum piruvat veya miisin de eklenmektedir (Lee ve ark., 2017). Testerman ve
ark. yapmis olduklar1 bir ¢alismanin sonucu olarak, H. pylori'nin besiyerinde iiretilmesi
icin gerekli olan kimyasal karisimi Ham's-F12 Nutrient Mixture (F12) olarak
tanimlamislardir. Ayrica, F12'nin kolesterol, sigir serum albiimini veya fotal sigir
serumu ile desteklenmesinin H. pylori diretilmesini daha da artirabilecegini
gostermiglerdir (Melo ve ark.,2021). Besiyerine eklenen at veya koyun kaninin orani
%7-10 arasinda degisebilmektedir. Segici besiyerleri igerisinde H. pylori izolasyonunda
en sik kullanilanlar; Brain Heart Infiizyon agar (BHI), Columbia Blood Agar, Tryptic
Soy Agar (TSA) ve Brucella agar gibi besiyerleridir (Perez-Perez, 2000). Ayrica
H. pylori’nin izolasyonu ve zenginlestirme i¢in kullanilan besiyerine belirli oranlarda
karistirllmis antibiyotik ve antifungal ajanlar ilave edilmektedir. H. pylori selektif
supplement; Vancomycin, Trimethoprim, Cefsulodin, Amphotericin B igermektedir
(Huang ve ark., 2021).

2.5. Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter’lerin Identifikasyonu
2.5.1. Fenotipik Testler

Saf kiiltiirii elde edilen Arcobacter spp. siipheli izolatlarin fenotipik identifikasyonunda
Gram boyama, hareket muayenesi ve biyokimyasal testler yapilmaktadir. Arcobacter
spp. Gram negatif hiicre duvar yapisina sahip olup, Gram boyamada pembe renkte

boyanmaktadir. Identifikasyonda kullanilan biyokimyasal testler; Oksidaz, Katalaz,
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Indoksil asetat hidrolizi, Hippurat hidrolizi ve Ureaz aktivitesi testleridir (Aydin ve ark.,
2007; Pérez-Cataluiia ve ark.,2018; Celik ve Otlu, 2020). Arcobacter spp.’nin diisitk
metabolik aktiviteleri nedeniyle fenotipik testler ile identifikasyonu zordur. Giiniimiizde
Arcobacter spp.’nin genus ve tiir diizeyinde tanimlanmasi molekiiler testler kullanilarak

yapilmaktadir (Jiménez-Guerra ve ark., 2020).

Campylobacter genusunun identifikasyonunda faz-kontrast mikroskobu altinda
karakteristik kampilobakter morfolojisi ve hareketliligi gozlemlenmektedir. Gram
boyama reaksiyonu, Katalaz, Oksidaz ve Ureaz aktivitesi, Hippurat ve Indoksil asetatin
hidrolizi, nitratin indirgenmesi, Triple sugar iron agar (TSI)’da H,S iiretimi, H;
gereksinimi, MacConkey agarda iireme gibi oOzellikler, test edilen biyokimyasal

Ozellikler arasinda yer almaktadir (Aydin ve ark.,2020; Phung ve ark., 2022).

H. pylori’nin identifikasyonunda Gram boyama, Ureaz testi, Oksidaz, Katalaz ve demir
eksikligi gibi biyokimyasal testler bakterinin saf kiiltiiriiniin elde edilmesinden sonra
stipheli izolatlarin identifikasyonunda kullanilan testlerdir (Haamadi ve ark., 2021).
Helicobacter spp. izolasyon ve identifikasyonunda kiiltiir altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak Helicobacter spp.’nin invitro tireme kosullarindaki zorluklar
nedeniyle arastirmacilar1 PCR gibi daha yiiksek duyarliliga sahip molekiiler testleri
kullanmaya yoneltmektedir (Tarhane ve Otlu, 2019).

2.5.2. Molekiiler Testler

Kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin, genus ve tiir identifikasyonunda molekiiler
testler altin standart olarak kabul edilir. Ayrica molekiiler testler, sus tiplendirmesinin

gerekli oldugu epidemiyolojik ¢aligmalarda oldukc¢a degerlidir (Acke, 2018).
2.5.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 1985 yilinda oligoniikleotid sentezi ve proteinler
tizerine calismalar yapan Amerikali biyokimyaci Kary Banks Mullis tarafindan
kesfedilmistir ve bu kesif Kary Banks Mullis'e 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii'nii
kazandirmigtir (Kahya ve ark., 2013; Nazir ve ark., 2020). Niikleik asit problarinin
kullanimiyla identifikasyon, hizli ve yaygin olarak kullanilan bir metottur. Bunun i¢in
restriksiyon enzimi sindirimi, hibridizasyon veya niikleik asit dizisi belirlemesi ile

birlikte DNA'nin amplifikasyonunu kullanan yontem olan PCR gelistirilmistir (Springer
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ve ark., 1996). PCR, dogru tani i¢in ¢ok yiiksek Ozgiilliik ve duyarliliga sahip olmasi
nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyolojide PCR teshis uygulamalarinin
temeli, infeksiy6z mikroorganizmalarin saptanmasi ve bilinen spesifik genler sayesinde
patojenik olmayan suslarin patojenik suslardan ayirt edilmesine dayanmaktadir
(Rahman ve ark., 2013). PCR yontemi, yalnizca bilinen bir patojen veya genin varligini
veya yoklugunu belirlemek i¢in kullanilabilmektedir (Garibyan ve Avashia, 2013).
Insan ve hayvan kaynakli infeksiydz hastaliklarin epidemiyolojik ¢alismalarinda ve
mikroorganizmalarin virulansi, antibiyotik diren¢ geninin arastirilmasi gibi genetik

caligmalar da kullanilmaktadir (Tiiredi ve Seker, 2023).

PCR’da kullanilacak olan DNA o&rnekleri, periferik kan, deri, kil, tikirik ve
mikroorganizmalar dahil olmak {izere ¢esitli doku ve organizmalardan alinabilmektedir.
Alinan bu DNA 6rneklerinin eser miktarda olmasi bile PCR igin yeterli olabilmektedir

ki bu 6zellik ile PCR hassasiyetini kanitlamis olmaktadir (Garibyan ve Avashia, 2013).

PCR, bir DNA zincirinin kisa ve tanimlanmis bir bolimiinii ¢ogaltmak igin
kullanilmaktadir. Cogaltilmas1 amaglanan bu boliim, tek bir gen pargasi veya genin kisa
bir pargasi olabilmektedir. PCR yonteminde yalnizca 10 kilo baza (kb) kadar olan kisa
DNA pargalarini kopyalayabilmektedir (Rahman ve ark., 2013). PCR ile analiz edilecek
numunenin eser miktarda DNA ile herhangi bir sekilde genetik kontaminasyonu, yanlis
pozitif sonuglara yol acabilmektedir. Bu durum PCR yonteminin olduk¢a hassas
oldugunu gostermektedir (Garibyan ve Avashia, 2013).

2.5.2.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Multiplex PCR teknigi, aym1 6rnekte birden fazla primer cifti kullanarak ve genetik
materyali ayni anda c¢ogaltarak, degerlendirmek igin gereken reaksiyon sayisini
azaltmaktadir ve bu sayede 6nemli Ol¢lide zaman ve emek tasarrufu saglamaktadir
(Putra ve ark., 2020; Tiiredi ve Seker, 2023). Multipleks PCR testi ile ayn1 anda genus

dogrulamasi ve tiir tayini olanagi kazanilmistir (Acke, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsaminda, Yozgat ili’nde, 2021 yil1 Nisan-Agustos aylar icerisinde farkli
zamanlarda ziyaret edilen hayvan barinaginda rastgele secilen 88 kopegin agiz
boslugundan steril tek kullanimlik fir¢a (cytobrush) ile alinan 6rnekler materyal
olarak kullanildi. Ornekler, firca tiim agiz boslugu ve dis etlerine olabildigince temas
ettirilerek alind1 ve firga Ornekleri, igerisinde 1mL Brucella broth bulunan steril
falkon tiiplerine konuldu. Toplanan 6rnekler kisa siirede, soguk zincir altinda Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarmna
ulastirildi. Ornekler bakteriyolojik analiz yapilana kadar -80°C’de saklandi.

3.1.2. Arcobacter spp., Campylobacter spp., ve Helicobacter spp.’nin izolasyon ve
Identifikasyonunda Kullamlan Supplement, Besiyerleri ve Kimyasallar

Cefoperazone Teicoplanin Amphotericin (CAT) Selective Supplement

(Oxoid SR174)

Icindekiler Miktar mg/vial
Cefoperazone 4.0
Teicoplanin 2.0
Amphotericin 5.0

Hazirlamisi: 500 ml besiyeri icin, 1 vial CAT supplement 4 ml steril distile su ile

siispanse edildi.



Campylobacter Selective Supplement (Skirrow) (Oxoid SR0069)

Icindekiler Miktar mg/vial
Vancomycin 5.0
Trimethoprim 2.5
Polymyxin B 1250 1U

Hazirlamisi: 500 ml besiyeri i¢in, 1 vial Skirrow supplement 2 ml steril distile su ile

stispanse edildi.

Helicobacter pylori Selective Supplement (Dent) (Oxoid SR0147)

Icindekiler Miktar mg/vial
Vancomycin 5.0
Trimethoprim 2.5
Cefsulodin 2.5
Amphotericin B 2.5

Hazirlamisi: 500 ml besiyeri igin, 1 vial Dent supplement 2 ml steril distile su ile

siispanse edildi.

Brucella Broth (Condalab 1223)

icindekiler Miktar g/l
Enzymatic digest of casein 10
Sodium chloride 5
Enzymatic digest of animal tissues 10
Glucose 1

Yeast extract 2
Sodium hydrogen siilfite 0.1

Hazirlamisi: 14.05 g besiyeri hassas terazide tartilarak, 500 ml distile suda ¢ozdiiriildii
ve otoklavda 121°C’de, 1 atm basingta, 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasinda, besiyeri 50°C’ye ayarlanmig su banyosuna konuldu ve burada sogumasi i¢in
bekletildi. Daha sonra Arcobacter spp. izolasyonu amaciyla hazirlanan 6n
zenginlestirme besiyeri i¢in 4 ml distile su ile siispanse edilen 1 vial CAT supplement,
Campylobacter spp. izolasyonu amaciyla hazirlanan 6n zenginlestirme besiyeri i¢in ise
2 ml distile su ile siispanse edilen 1 vial Skirrow supplement ilave edilip, buyyon
homojenize edildi. Onceden sterilize edilmis cam deney tiiplerine 4’er ml aktarildi ve

hazirlanan besiyeri kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.
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Brain Heart Infusion Broth (Condalab 1400)

Icindekiler Miktar g/l
Dextrose 2
Disodium phosphate 2.5
Gelatin peptone 10
Sodium chloride 5
Heart infusion 10
Brain infusion 7.5

Hazirlamisi: Brain Heart Infusion yar1 kat1 besiyeri hazirlamak igin, 18.5 g BHI broth
ve 0.375 g agar hassas terazide tartilarak, 465 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve otoklavda
121°C’de, 1 atm basingta, 15 dakikasterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda, besiyeri
50°C’ye ayarlanmis su banyosuna konuldu ve burada sogumasi i¢in bekletildi. Istenilen
1stya diismiis olan besiyerine 35 ml at kan1 ve 2 ml distile su ile siispanse edilen 1 vial
Dent supplement ilave edilip, besiyeri homojenize edildi. Onceden sterilize edilmis cam
deney tiliplerine 4’er ml aktarildi ve hazirlanan besiyeri kullanilincaya kadar 4°C’de

muhafaza edildi.

Campylobacter Agar Base Blood Free (CCDA) (Condalab 1129)

icindekiler Miktar g/l
Enzymatic digest of casein 3
Activated charcoal 4
Bacteriological agar 12
Ferrous sulfate 0.25
Beef extract 10
Sodium chloride 5
Sodium deoxycholate 1
Sodium pyruvate 0.25
Enzymatic digest of animal tissues 10

Hazirlamisi: 22.75 g besiyeri hassas terazide tartilarak 500 ml distile suda ¢ozdiirtildii
ve otoklavda 121°C’de, 1 atm basingta, 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasinda, besiyeri 50°C’ye ayarlanmis su banyosuna konuldu ve burada sogumasi i¢in
bekletildi. Daha sonra, 4 ml distile su ile siispanse edilen 1 vial CAT supplement ilave
edilip, besiyeri homojenize edildi. Her biri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildi
ve donmasi i¢in beklendi. Hazirlanan besiyeri kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza

edildi.
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Blood Agar Base (Condalab 1108)

Icindekiler Miktar g/l
Bacteriological agar 15
Meat peptone 10
Sodium chloride 5
Heart infusion 10

Hazirlanisi: 20 g besiyeri hassas terazide tartilarak 465 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve
otoklavda 121°C’de, 1 atm basingta, 15 dakikasterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda,
besiyeri 50°C’ye ayarlanmig su banyosuna konuldu ve burada sogumasi igin bekletildi.
Istenilen 1s1ya diismiis olan besiyerine 35 ml defibrine koyun kan1 ve 2 ml distile su ile
stispanse edilen 1 vial Skirrow supplement ilave edilip, besiyeri homojenize edildi. Her
biri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildii ve donmasi i¢in beklendi. Hazirlanan

besiyeri kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.

Columbia Blood Agar Base (Neogen 2023)

icindekiler Miktar g/l
Columbia Peptone Mixture 25.1
Soluble Starch 1
Sodium Choloride 5

Agar 12

Hazirlamisi: 21.55 g besiyeri hassas terazide tartilarak 465 ml distile suda ¢ozdiirtildii
ve otoklavda 121°C’de, 1 atm basingta, 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon
sonrasinda, besiyeri 50°C’ye ayarlanmig su banyosuna konuldu ve burada sogumasi i¢in
bekletildi. Istenilen 1s1ya diismiis olan besiyerine 35 ml defibrine at kan1 ve 2 ml distile
su ile siispanse edilen 1 vial Dent supplement ilave edilip, besiyeri homojenize edildi.
Her biri 20 ml olacak sekilde steril petrilere dokiildii ve donmasi icin beklendi.

Hazirlanan besiyeri kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edildi.
Seliiloz Asetat Membran Filtre (GVS, 1215576, USA)

On zenginlestirme sonrasinda yapilacak olan membran filtrasyon teknigi i¢in, gdzenek

cap1 0.45 um, filtre cap1 47 mm olan seliiloz asetat membran filtre kullanilda.
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Gram Boyama Seti

Ticari Gram Boyama Seti (GBL, 5026, Tiirkiye) kullanildi.

Oksidaz Test Ayiraci

Ticari Bactident Oxidase (Merck, 113300, Almanya) test kitinden yararlanildi.

Katalaz Test Ayiraci
Hydrogen peroxide (H20,) (Merck, 117209, Almanya)

Hazirlamisi:  Ticari %30’ luk hidrojen peroksitten 3 ml alinarak 27 ml distile su ile

karistirildi ve %3’liikk H,0; soliisyonu hazirlandi.
Hippurat Test Ayiraci

PBS (Phosphate Buffered Saline) i¢inde hazirlanan %1‘lik sodyum hippurat soliisyonu,
filtrasyon yontemi ile sterilize edildi. Steril tiiplere paylastirilarak 20°C’de muhafaza
edildi. 3.5 g ninhidrin, 50 ml aseton ve 50 ml biitanol kullanilarak hazirlanan %3.5

ninhidrin soliisyonu ise taze olarak kullanildu.
Mikroaerobik Ortam Jar ve Kitleri

Arcobacter spp.,Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin iretilmesi esnasinda
mikroaerobik ortami saglamak i¢in, anaerobik jar (Merck, M116387.0001) ve
mikroaerobik ortam saglayan ticari Kitler (Anaerocult C, Merck M116275.0001)
kullanildi.

3.1.3. Standart Sus

Arcobacter spp.’nin kiiltiirel ve molekiiler analizlerinde, kontrol sus olarak Arcobacter
butzleri LMG 10828 standart susu ile Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda bulunan Arcobacter spp. suslari
kullanildi.

Campylobacter spp.’nin kiiltiirel ve molekiiler analizlerinde, kontrol sus olarak
Campylobacter jejuni NCTC 11168 standart susu ile Erciyes Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda bulunan Campylobacter
spp. suslar1 kullanildi.
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Helicobacter spp.’nin kiiltiirel ve molekiiler analizlerinde, kontrol sus olarak
Helicobacter pylori ATCC 700824 standart susu ile Erciyes Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda bulunan Helicobacter

spp. suslar1 kullanildz.

3.1.4. Molekiiler Analizde Kullamilan Kimyasallar
DNA Ekstraksiyon Kiti

Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Transbio EasyPure EE101-12) kullanildu.
10X PCR Buffer

MgCl; icermeyen, 10X ViBuffer A (Vivantis, RB0201, Malezya) kullanildu.
Deoxynucleotide Trifosfat (ANTP)

10 mM dNTP Mix (Vivantis, NP2410, Malezya) kullanildi.

Magnezyum Kloriir (MgClI,)

25 mM MgCI; (Thermo Scientific, R0971, USA) kullanildi.

Tag DNA Polymerase

5 U/ul Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific, EP0402, USA) kullanildi.
Primerler

Elde edilen Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp. izolatlarinin ve
orneklerden direkt molekiiler identifikasyon amaciyla kullanilan primerler Tablo 3.1. de

verilmistir.
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Tablo 3.1. Molekiiler analizde kullanilan primer listesi

Amplikon
Hedef Gen Primer Primer Dizileri (5'-3') Biiyiikliigii | Referans
(bp)
16S rRNA Arco | AGA GAT TAG CCT GTATTG TAT Harmon
Arcobacter 1223 Ve
Genus Arco Il TAG CAT CCC CGCTTC GAA TGA \?{‘;S;g;/
BUTZ CCT GGA CTT GAC ATA GTA AGA
ATG A 401
Arco 16S CGT ATT CAC CGT AGC ATAGC Houf ve
Arcobacter tiir SKIR GGC GATTTACTG GAACACA 641 ark.
Arco 16S CGT ATT CAC CGT AGC ATAGC (2000)
CRY1 TGC TGG AGC GGA TAG AAG TA 57
CRY2 AAC AACCTACGT CCTTCG AC
16S rRNA C412F GGATGACACTTTTCGGAGC Linton ve
Campylobacter 816 ark.
Genus C1288R CATTGTAGCACGTGTGTC (1996)
C. jejuni hipO CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC 393
CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC
C. coli glyA CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG 126
' CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG
C. lari glyA CLF TAGAGAGATAGCAAAAGAGA 251 Wang ve
CLR TACACATAATAATCCCACCC ark
C. upsaliensis CUF AATTGAAACTCTTGCTATCC 204 (200'2)
glyA CUR TCATACATTTTACCCGAGCT
C. fetus sapB2 CFF GCAAATATAAATGTAAGCGGAGAG 435
' CFR TGCAGCGGCCCCACCTAT
C. jejuni 23S 23SF TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG 650
rRNA 23SR ATCAATTAACCTTCGAGCACCG
16S rRNA 16SF CTATGACGGGTATCCGGC Al-Soud
Helicobacter 780 ve ark.
Genus 16SR CTCACGACACGAGCTGAC (2003)
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10X Tris-borate-EDTA (TBE) Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific, B52)
Hazirlamisi: 50 ml 10X TBE Buffer ve 950 ml distile su karistirilarak, 0.5X TBE
sollisyonu hazirlandi.

Agaroz Jel (Fisher Scientific Agarose, BP1356-100, USA)

Hazirlamisi: %1.5’1ik agaroz jel hazirlamak amaciyla, 1.5 g agaroz tartildi ve 100 ml
0.5X TBE eklendikten sonra, mikrodalga firinda eritildi. Eritilen jel, 1s1s1 50°C' ye
ayarlanmis olan su banyosuna alind1 ve 1s1s1 diisdiikten sonra igerisine 6 pl ethidium
bromide eklendi ve homojenize edildikten sonra, elektroforez kiivetine dokiilerek
kullanima uygun hale getirildi.

Ethidium Bromide

Ticari %1“lik Ethidium Bromide boyas1 (Gerbu, 1341, Almanya) kullanildi.

6X Loading Dye

Ticari 1 ml“lik 6X Loading Dye (Vivantis, NM0410, Malezya) kullanild:.

DNA Ladder

Ticari GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific SM0321) kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin izolasyonu

3.2.1.1. Arcobacter spp. izolasyonu

Kopek agiz boslugundan aliman ve -80°C’de dondurulan agiz firca Orneklerinin,
Arcobacter spp. izolasyonu amaciyla, oda isisinda bekletilerek ¢6ziinmesi saglandi.
Icerisinde 1 ml Brucella broth bulunan steril falkonlardaki fira drneklerinden 20 pL
alinarak Cephoperazone-Amphotericin-Teicoplanin (CAT) supplementi iceren modified
charcoal cefoperazone deoxycholate (mCCD) agara direkt olarak ekim yapildi. EKim
yapilan petriler 37°C’de, mikroaerobik (Gas Generating kits, Anaerocult C, Merck,

Germany) ortamda, 48-72 saat inkubasyona tabi tutuldu. inkubasyon sonrasinda kiigiik,
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smooth, agik beyaz ve gri goriiniimlii Arcobacter spp. siipheli kolonilerden 3 koloni
secilerek %7 koyun kanli agarda (Merck, 110328, Germany) saf kiiltiirleri elde edildi.

Ayrica, Arcobacter spp. izolasyonu i¢in 6n zenginlestirmeyi takiben membran filtrasyon
teknigi de kullanildi. Ornekten 230 pL alarak CAT supplement ilaveli 4 mL Brucella
Broth igeren falkon tiiplerine aktarildi ve homojenize edildi. Ekim yapilan
zenginlestirme besiyerleri 30°C’de, mikroaerobik (Gas Generating kits, Anaerocult C,
Merck, Germany) ortamda, 48 saat on zenginlestirme islemine tabi tutuldu (Aydin ve
ark., 2007; Aydin ve ark., 2020). Inkubasyonu takiben zenginlestirme kiiltiiriinden 200
uL almarak %7 koyun kanli agari iizerine yerlestirilen 0.45 um por ¢apina sahip seliiloz
asetat membran filtreler (47 mm capindaki) kullanilarak membran filtrasyon islemi
gerceklestirildi. Filtrasyonun yapildigi petriler, 37°C’de, aerobik ortamda 48-72 saat
inkiibe edildi. inkubasyon sonrasinda kiigiik, smooth, acik beyaz ve gri goriiniimlii
Arcobacter spp. siipheli kolonilerden 3 koloni segilerek %7°lik koyun kanli agarda saf
kiiltirleri elde edildi. Arcobacter spp.’nin izolasyon asamalari Sekil 3.2.2.1.°de

verilmigtir.

3.2.1.2. Campylobacter spp. izolasyonu

Kopek agiz boslugundan alinan ve -80°C’de dondurulan firga Orneklerinin,
Campylobacter spp. izolasyonu amaciyla, oda 1sisinda bekletilerek ¢oziinmesi saglandi.
Icerisinde 1 ml Brucella broth bulunan steril falkonlardaki firga drneklerinden 20 pL
aliarak, Skirrow supplement (vancomyecin, trimethoprim, polymyxin B) ilaveli %7’lik
koyun kanli agara direkt olarak ekim yapildi. Ekim yapilan petriler 37°C’ de,
mikroaerobik ortamda, 72 saat inkubasyona tabi tutuldu. Inkubasyon sonrasinda
Campylobacter spp. siipheli kolonilerden 3 koloni segilerek %7’lik koyun kanli agarda
saf kiiltiirleri elde edildi.

Ayrica, Campylobacter spp. izolasyonu i¢in on zenginlestirmeyi takiben membran
filtrasyon teknigi de kullanildi. Ornekten 230 uL alinarak Skirrow supplement ilaveli
4 mL Brucella broth igeren falkon tiiplerine aktaridi ve homojenize edildi. Ekim yapilan
zenginlestirme besiyerleri 37°C’de, mikroaerobik (Gas Generating kits, Anaerocult C,
Merck, Germany) ortamda, 48 saat On zenginlestirme islemine tabi tutuldu.
Inkubasyonu takiben zenginlestirme kiiltiiriinden 200 pL almarak %7 koyun kanli agar1

tizerine yerlestirilen 0.45 um por ¢apina sahip seliiloz asetat membran filtreler (47 mm
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capindaki) kullanilarak membran filtrasyon islemi gerceklestirildi. Filtrasyonun
yapildig1 petriler, 37°C’de, mikroaerobik ortamda 72 saat inkiibe edildi. Inkubasyon
sonrasinda Campylobacter spp. siipheli kolonilerden 3 koloni segilerek %7’lik koyun
kanli agarda saf kiiltiirleri elde edildi. Campylobacter spp. izolasyon asamalari, Sekil
3.2.2.2.°de verilmistir.

3.2.1.3. Helicobacter spp. izolasyonu

Kopek agiz boslugundan alinan ve -80°C’de dondurulan fir¢a 6rneklerinin, Helicobacter
spp. izolasyonu amaciyla, oda 1s1sinda bekletilerek ¢dziinmesi saglandi. igerisinde 1 ml
Brucella broth bulunan steril falkonlardaki fir¢a Orneklerinden 20 upL alinarak,
Helicobacter Selective Supplement (vancomycin, trimethoprim, cefsulodin ve
amphotericin B, Dent) ve %7 at kan1 iceren Columbia Blood agara direkt olarak ekim
yapildi. Ekim yapilan petriler 37°C’ de, mikroaerobik (Gas Generating kits, Anaerocult
C, Merck, Germany) ortamda, 5-6 giin inkubasyona tabi tutuldu. Inkubasyon sonrasinda
Helicobacter spp. siipheli kolonilerden 3 koloni segilerek, %7 at kan1 igeren Columbia
Blood agarda saf kiiltiirleri elde edildi.

Ayrica, Helicobacter spp. izolasyonu i¢in On zenginlestirmeyi takiben membran
filtrasyon teknigi de kullanildi. 230 pL alinarak %7 oraninda at kani ilave edilmis 4 mL
Brain Heart Infusion yar1 kati besiyerine aktarildi. Ekim yapilan yari kati besiyerleri
37°C’de, mikroaerobik (Gas Generating kits, Anaerocult C, Merck, Germany) ortamda,
5 giin 6n zenginlestirme islemine tabi tutuldu. Inkubasyonu takiben zenginlestirme
kiiltiirtinden 20 uL alinarak Dent supplement ve %7 at kani iceren Columbia Blood
agara direkt ekim yapildi. Ekim yapilan petriler, 37°C’de, mikroaerobik ortamda, 5-6
giin inkiibe edildi. Inkubasyon sonrasinda Helicobacter spp. siipheli kolonilerden 3
koloni segilerek %7 at kani igeren Columbia Blood agarda saf kiiltiirleri elde edildi.

Helicobacter spp.’nin izolasyon asamalari, Sekil 3.2.2.3.’de verilmistir.
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3.2.2. Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp. izolatlarinin
Identifikasyonu

Calismada elde edilen Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.
stipheli izolatlar, Gram boyama, hareket, Oksidaz, Katalaz ve Hippurat testi gibi
fenotipik testler yapilarak tanimlandi (Aydin ve ark., 2020). Bu testler sonucunda Gram
negatif, hareketli, kivrimli, sarmal, S ya da virgiil gériiniimiinde, katalaz ve oksidaz
testleri pozitif olan bakteriler Arcobacter spp., Campylobacter spp., Helicobacter spp.

olarak tanimland.

Ayrica, elde edilen Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’ye ait
siipheli izolatlarin molekiiler identifikasyonu amaciyla, genus spesifik ve tiir spesifik

PCR yontemlerinden yararlanildi.

3.2.2.1. Fenotipik Testler

Gram Boyama

Elde edilen saf kiiltiirden preparat hazirlandi, kurutuldu ve tespit edildi. Preparat iizerine
kristal violet soliisyonu dokiiliip 3 dakika beklendi. Siirenin sonunda boya dokiildii ve
preparat ilizerine liigol soliisyonu konularak 2 dakika beklendi. Daha sonra preparat
renksiz akincaya kadar alkol ile dekolore edildi. Sonrasinda su ile yikanip, preparat
safranin ile 30 saniye boyandi. Su ile yikanarak boya giderildi. Kurutma kagidi
yardimiyla kurutuldu ve {izerine sedir yag1 konarak mikroskobun immersiyon objektifi
ile muayene edildi (Smith ve Hussey, 2005). Gram negatif (pembe kirmizi renkli), ‘S’
seklinde, kavisli ¢ubuk formunda, marti kanadi ve ya virglil goriiniimiindeki
mikroorganizmalar Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp. igin

pozitif olarak degerlendirildi.
Hareket Muayenesi

Temiz bir lam {izerine, bir damla (10 pl) fizyolojik tuzlu su (FTS) damlatildi. Elde
edilen saf kiiltiirden steril bir 6ze yardimiyla bir koloni alinarak FTS ile homojenize
edildi ve tizerine lamel kapatildi. Hareket muayenesi i¢in hazirlanan bu preparat iizerine
immersiyon yagi damlatilarak, 151k mikroskobunda incelendi. Yapilan muayene
sonucunda kivrimli, martt kanadi seklinde veya ‘S’ seklindeki hareketli

mikroorganizmalar pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 2011).
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Oksidaz Testi

Bu test i¢in ticari Bactident Oxidase kiti kullanildi. Kit i¢erisinde bulunan kagit oksidaz
test seriti lizerine, elde edilen saf kiiltiirden steril bir 6ze yardimiyla bir koloni alinarak
stiriildii ve 30 saniye beklendi. Siire sonunda serit iizerinde mavi-mor renk olusumu
pozitif olarak degerlendirildi. Renk olusumu goézlenmeyen izolatlar negatif olarak
degerlendirildi (Arda, 2011).

Katalaz Testi

Bu test i¢in temiz bir lam {izerine 1-2 damla % 3 likk H,O, konulduktan sonra, elde
edilen saf kiiltiirden steril bir 6ze yardimiyla bir miktar koloni alinarak homojenize
edildi. Bu esnada preparat lizerinde hava kabarciklarinin gézlemlenmesi, testin pozitif

olarak degerlendirilmesini sagladi (Arda, 2011).
Hippurat Hidrolizasyon Testi

Elde edilen saf kiiltlirden steril bir 6ze yardimiyla bir miktar alinarak, igerisinde 0.4 mL
sodyum hippurat ¢ozeltisi bulunan tiip igerisine ekim yapildi1 ve 37°C’de 2 saat siireyle
su banyosunda inkubasyona kaldirildi. Inkubasyon siiresi sonunda, %3.5’lik ninhidrin
ayiracindan her bir tiipe 0.2 mL ilave edilerek 15-20 dakika daha inkubasyona devam
edildi. Siirenin sonunda koyu mavi renk olusumu hippurat pozitif, agik mavi veya renk

olusmamasi hippurat negatif olarak degerlendirildi (Hwang ve Ederer, 1975).

3.2.2.2. Molekiiler Identifikasyon

DNA ekstraksiyonu

Hem elde edilen Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp. izolatlarinin
identifikasyonlarinda hem de agiz firca 6rneklerinden etkenlerin direkt saptanmasinda
bagvurulacak PCR analizlerinde kullanilmak iizere, DNA ekstraksiyonlar
gerceklestirildi. Bu amagla ticari Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (Transbio EasyPure
EE101-12) kullanildi. Ekstraksiyon islemi iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda
gerceklestirildi.
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3.2.2.2.1. Arcobacter spp., Camplobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin PCR ile

Genus diizeyinde tanimlanmasi

Kiiltiirel analizler sonucu elde edilen ve fenotipik testler ile Arcobacter spp. olarak
tamimlanan izolatlarin ve ayrica agiz firga Orneklerinden direkt PCR analizi ile
Arcobacter yoniinden Genus diizeyinde identifikasyonu amaciyla; Harmon ve Wesley
(1996)’in bildirdigi Arcobacter Genus spesifik PCR yonteminden yararlanildi. PCR
reaksiyon karisimi, 3 pul DNA, 2.5 ul 10X PCR buffer, 3 ul MgCl, (25 mM), 0.5 ul
dNTP karigimi (10 mM), 0.4 ul Taq polymerase (5 U/ul), her bir primerden 1 pul ve final
konsantrasyonu deiyonize steril distile su ile 25 pl olacak sekilde hazirlandi.
Amplifikasyon kosullari; 94°C’de 4 dakika 6n denaturasyonu takiben, 94°C’de 1 dakika
denaturasyon, 56°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve 72°C’de 1 dakika primer
uzamasindan olusan 25 siklus ve son olarak da 72°C’de 7 dakika final uzama asamasi

olacak sekilde gergeklestirildi.

Kiiltiirel analizler sonucu elde edilen ve fenotipik testler ile Campylobacter spp. olarak
tanimlanan izolatlarin, ayrica agiz firga Orneklerinden direkt PCR analizi ile
Campylobacter yoniinden Genus diizeyinde identifikasyonu amaciyla; Linton ve ark.
(1996)’nin bildirdigi Campylobacter Genus spesifik PCR yonteminden yararlanildi.
PCR reaksiyon karisimi; 3 ul DNA, 2.5 pl 10x PCR buffer, 3 pl MgCl, (25 mM), 0.5 pl
dNTP karisimi (10 mM), 0.4 pl Taq polimeraz (5 U/ul ), 1 ul C412F primeri, 1 pl
C1288R primeri, ve final konsantrasyonu deiyonize steril distile su ile 25 ul olacak
sekilde hazirlandi. Amplifikasyon kosullart ise; 94°C’de 5 dakika 6n denaturasyonu
takiben, 94°C’de 1 dakika denaturasyon, 55°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve
72°C’de 1 dakika primer uzamasindan olusan 25 siklus ve sonrasinda 72°C’de 5 dakika

final uzama olacak sekilde gergeklestirildi.

Kiiltiirel analizler sonucu elde edilen ve fenotipik testler ile Helicobacter spp. olarak
tamimlanan izolatlarin, ayrica agiz firga Orneklerinden direkt PCR analizi ile
Helicobacter yoniinden Genus diizeyinde identifikasyonu; Al-Soud ve ark. (2003)’nin
bildirdigi Helicobacter Genus spesifik PCR yonteminden yararlanildi. PCR reaksiyon
karisimi; 3 pul DNA, 2.5 pl 10x PCR buffer, 3 ul MgCl, (25mM), 0.5 pul dNTP karisimi
(10mM), 0.4 ul Taq polimeraz (5 U/ul), 1 pl 16S rRNA-F primeri, 1 pul 16S rRNA-F
primeri, ve final konsantrasyonu deiyonize steril distile su ile 25 pl olacak sekilde

hazirlandi. Amplifikasyon kosullan ise; 94°C’de 2 dakika On denaturasyonu takiben,
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94°C’de 30 saniye denaturasyon, 55°C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 30
saniye primer uzamasindan olusan 30 siklus ve sonrasinda 72°C’de 5 dakika final

uzama olacak sekilde gergeklestirildi.

3.2.2.2.2. Arcobacter spp. ve Campylobacter spp.’nin Multiplex PCR (mPCR) ile tiir

diizeyinde tanimlanmasi

Genus diizeyinde Arcobacter spp. olarak tanimlanan izolatlar, Houf ve ark. (2000)’nin
bildirdigi mPCR ile tiir diizeyinde identifiye edildi. PCR islemi, 50ul hacimde
gerceklestirilmis olup 5 ul 10XPCR buffer (50 mM Tris-HCI, 10mM KCI), 0.2 mmol
her bir dNTP’den, 1.25 mmol MgCl,, 1.5 U FastStart Taq polymerase (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), 50 pmol ARCO, BUTZ, CRY1, CRY2 ve 25 pmol
SKIR primerlerini ve 2 pul DNA’y1 icerdi. Amplifikasyon kosullart ise; 94°C’de
2 dakika baslangic denaturasyonu takiben 94°C’de 45 saniye denaturasyon, 61°C’de
45 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 30 saniye primer uzamasindan olusan 32

siklus olacak sekilde gerceklestirildi.

Genus diizeyinde Campylobacter spp. olarak tanimlanan izolatlar, Wang ve ark.
(2002)’n1n bildirdigi mPCR ile tiir diizeyinde identifiye edildi. PCR reaksiyon karigimi;
2.5 ul DNA, 2.5 ul 10x PCR buffer, 20 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP karigimi, 0.5 pM
C.jejuni ve Clari; 1 uM C.coli, 2 uM C.upsaliensis, 0.2 uM C. fetus, 0.2 uM
Campylobacter 23S rRNA primerleri, 1.25 U Taqg polimeraz ve final konsantrasyonu
steril distile su ile 25 pl olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon kosullari ise; 95°C’de
6 dakika baslangi¢ denaturasyonu takiben, 95°C’de 30 saniye denaturasyon, 59°C’de
30 saniye primer baglanmast ve 72°C’de 30 saniye primer uzamasindan olusan 35

siklus ve sonrasinda 72°C’de 7 dakika final uzama olacak sekilde gerceklestirildi.
Agaroz Jel Elektroforezis ve Goriintiilleme

Elde edilen Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp. izolatlarinin
genus ve tiir diizeyinde molekiiler identifikasyonu asamasinda elde edilen
amplifikasyon iiriinleri %1.5’luk agaroz jelde 120V, 500 mA’de 50 dakika elektoforeze
tabi tutulup kosturulduktan sonra, jel goriintiileme sisteminde (Syngene G:Box F3)

gorlntiilenerek degerlendirmeye alindi.
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3.2.3. istatiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde; IBM SPSS 21,0 (Statistical Package for Social
Scienses), Minitab 16 paket programlart kullanildi. Kategorik yapidaki verilerin frekans
tablolar1 ve ylizdelikleri verilerek, Ki’kare testleri (Fisher’s exact, Yates, Pearson)

uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Arcobacter spp.’nin izolasyon ve identifikasyonu

Calismada, Arcobacter spp. i¢in yapilan kiiltiirel yoklama sonucunda, analiz edilen 88

agiz firca drneklerinin tiimii negatif olarak saptandi.

4.2. Ag1iz Firca Orneklerinden Arcobacter spp. Varhigmin PCR ile Arastirilmasi

Calismada 88 adet agiz firga 6rneginin 4 (%4.5)’1 genus spesifik PCR yontemi ile 1223
bp biiyiikliigiinde bant verdi ve bu dort 6rnek Arcobacter spp. yoniinden pozitif bulundu
(Sekil 4.2.1). Ayrica, bu dort 6rnegin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in gergeklestirilen
Arcobacter mPCR sonucunda, 3’ii Arcobacter butzleri olarak identifiye edildi (Sekil
4.2.2).
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Sekil 4.2.1. Arcobacter Genus spesifik PCR iiriinlerinin %1.5’luk agaroz jel goriintiist
M: Marker (100-3000 bp) DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), 1-4: Agiz firga
ornekleri (1223 bp), P: Pozitif kontrol, A. butzleri LMG 10828 standart sus (1223 bp),
N: Negatif kontrol (steril distile su).



100 bp

Sekil 4.2.2. Arcobacter tiir spesifik mPCR firiinlerinin %1.5’luk agaroz jel goriintiisii
M: Marker (100-3000 bp) DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), P: Pozitif kontrol,
A. butzleri LMG 10828 standart sus (401 bp), N: Negatif kontrol (steril distile su), 1-3:
Agiz firca drnekleri (401 bp).

4.3. Campylobacter spp.’nin izolasyon ve Identifikasyonu

Calismada, Campylobacter spp. igin yapilan kiiltiirel yoklamada, analiz edilen 88 agiz
firga 6rneginden 15 (%17)’inden iireyen kolonilerin morfolojik ve fenotipik 6zellikleri
ile, toplam 19 izolat Campylobacter spp. olarak tanimlandi (Tablo 4.1.). Fenotipik
testlerle Campylobacter spp. olarak tanimlanan 15 6rnegin 11’inden tek tip koloni,
4’linden ise 2 farkli koloni olmak fiizere toplam 19 izolat elde edildi. Elde edilen 19
izolatin, 1’ Campylobacter spp. izolasyonu icin kullanilan besiyerinden (On
zenginlestirme ve Skirrow supplement ilaveli koyun kanli agar), 1’i Arcobacter spp.
izolasyonu igin kullanilan besiyerinden (On zenginlestirme ve CAT supplement ilaveli
mCCDA agar), 17’si ise Helicobacter spp. izolasyonu igin kullanilan besiyerinden (On
zenginlestirme ve Dent supplement ilaveli Columbia Blood agar) iiredi. Elde 19
Campylobacter spp. izolatt Campylobacter genus spesifik PCR ile analizinde tiim
izolatlar 816 bp biiyiikliigiinde bant verdi ve tiim izolatlar Campylobacter spp. olarak
tanimlandi (Sekil 4.4.1).
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Tablo 4.1. Campylobacter spp. (n=19) izolatlarinin fenotipik identifikasyonu

amactyla kullanilan testler ve sonuglar

Fenotipik Test Sonu¢ (N=19)

Gram Boyama Gram negatif
Oksidaz +
Katalaz +
Hareket +
Hippurat -

+: pozitif, -: negatif

Campylobacter genus spesifik PCR sonucunda pozitif oldugu saptanan 19
Campylobacter izolatinin tiir diizeyinde tanimlamasi i¢in gergeklestirilen mPCR
sonucunda, izolatlarin 7’si 650 bp biiyiikligiinde bant vermesine Kkarsin, tiir

diizeyinde herhangi bir pozitiflik saptanmada.

4.4. Agiz Firca Orneklerinden Campylobacter spp. Varhgmmm PCR ile

Arastirilmasi

Calismada, analiz edilen 88 adet agiz firca 6rneginin 80 (%90)’i genus spesifik PCR
ile 816 bp biiyiikliigiinde bant vererek (Sekil 4.4.1.). Campylobacter spp. yoniinden
pozitif bulundu. Campylobacter tiir spesifik PCR sonucunda ise Orneklerde tiir

diizeyinde herhangi bir pozitiflik saptanmadi.
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Sekil 4.4.1. Campylobacter Genus spesifik PCR {irlinlerinin %1.5’luk agaroz jel
goriintiisit M: Marker (100-3000 bp) DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), 1-3:
Agiz firga orneklerinden elde edilen Campylobacter spp. izolatlar1 (816 bp), 4-6:
Agiz firga ornekleri (816 bp), P: Pozitif kontrol, C. jejuni NCTC 11168 standart sus
(816 bp), N: Negatif kontrol (steril distile su).

4.5. Helicobacter spp.’nin izolasyon ve Identifikasyonu

Calismada, Helicobacter spp. i¢in yapilan kiiltiirel yoklama sonucunda, analiz edilen

88 agiz fir¢a orneklerinin tiimii negatif olarak saptandi.

46.Agiz Firca Orneklerinden Helicobacter spp. Varhgmm PCR fdle

Arastirilmasi

Caligmada 88 adet agiz firga drneginin 30 (%34)’u genus spesifik PCR yontemi ile
780 bp biiyiikliigiinde bantlar verdi ve bu 30 6rnek Helicobacter spp. yoniinden
pozitif bulundu (Sekil 4.6.1.).
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Sekil 4.6.1. Helicobacter Genus spesifik PCR iiriinlerinin %1.5’luk agaroz jel
goriintiisit M: Marker (100-3000 bp) DNA Ladder (Thermo Scientific, USA), 1-5:
Agiz firca 6rnekleri (780 bp), P: Pozitif kontrol, H. pylori ATCC 700824 standart
sus (780 bp) N: Negatif kontrol (steril distile su).

Sahipsiz kopeklerden toplanan agiz firga Orneklerinin (n=88) Arcobacter spp.,
Campylobacter spp. ve Helicobacter spp. yoniinden kiiltiirel ve molekiiler yontem ile

arastirilmasinin sonuglar1 Sekil 4.6.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.6.2. Kopek agiz firga 6rneklerinin (n=88) ilgili mikroorganizmalar yoniinden kiiltiirel ve molekiiler yontem ile aragtirilmasinin sonuglari
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4.7. Istatistiksel Bulgular

Istatistiksel analizler i¢in IBM SPSS Statistics 21,0 (IBM Corp. Armonk, New York,
USA) paket programi kullanildi. Iki kategorili olan iki isimsel dlgekle dlgiilebilen
rassal degisken arasindaki bagimsizlik veya bagimlilik iliskisinin incelenmesi ig¢in
kullanilan Pearson'un ki kare testi, ¢alismada ele alinan her bir grup icin ayr1 ayri
yapildi (Tablo 4.2.). Verilerin normal dagilimina uygunlugu iki degisken arasinda bir
iliskinin olup-olmadigi, eger bir iliski var ise bu iliskinin zayif, orta veya gii¢lii olup
olmadigimi belirtmek amaciyla ¢apraz tablo analizi yapildi (Tablo 4.3.). Gruplarin
parametre degerleri arasindaki iliski incelendi. Anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak
dikkate alindi. Gruplar arasinda ortalama kiiltirel yoklama ve molekiiler
identifikasyon agisindan Campylobacter ve Helicobacter tespiti igin istatistiksel
olarak anlaml diizeyde fark tespit edildi (P<0.05). Arcobacter tespiti i¢in istatistiksel
olarak anlamli diizeyde fark tespit edilemedi (P>0.05).
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Tablo 4.2. Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve

sonuclarinin ki-kare testleri

Helicobacter spp.’nin analiz

olgularin sayisi

Serbestlik Asimptotik Kelsm Kesin
Deger derecesi onem (iki Anlam A”'f"‘m
(df) tarafli) (iki (bir
tarafl)) | tarafl)
Pearson Ki- 4,093 1 043
Kare
Diizeltmeli Ki-
Arcobacter spp. | Kare® 2,302 . 129
Olabilirlik 5,638 1 018
orani
Fisher Kesin
Olasilik Testi 121 060
Dogrusal 4,070 1 044
baglanti
Gecerli 176
olgularin sayisi
a. Sifir hiicre (%50,0) 5'ten az beklenen saytya sahiptir. Beklenen minimum say1 2,0
b. Yalnizca 2x2 tablo i¢in hesaplanmistir.
Deger Serbestlik Asimptotik Kesin Kesin
derecesi onem (iki Anlam | Anlam
(df) tarafl) (iki (bir
tarafli) | tarafl)
Pearson Ki- 96,634° 1 ,000
Kare
Diizeltmeli Ki- 93,684 1 ,000
Campylobacter | Kare®
Spp. Olabilirlik 108,894 1 ,000
orami
Fisher Kesin ,000 ,000
Olasilik Testi
Dogrusal 96,085 1 ,000
baglanti
Gecerli 176
olgularin sayisi
a. Sifir hiicre (%0,0) 5'ten az beklenen sayiya sahiptir. Beklenen minimum say1 40,50
b. Yalmizca 2x2 tablo igin hesaplanmigtir.
Deger Serbestlik Asimptotik Kesin Kesin
derecesi onem Anlam | Anlam
(df) (iki tarafl) (iki (bir
tarafli) | tarafl)
Pearson Ki- 36,164° 1 ,000
Kare
Diizeltmeli Ki- 33,794 1 ,000
Helicobacter | Kare”
spp. Olabilirlik oram 47,797 1 ,000
Fisher Kesin ,000 ,000
Olasilik Testi
Dogrusal 35,959 1 ,000
baglanti
Gegerli 176

a. Sifir hiicre (%0,0) 5'ten az beklenen sayiya sahiptir. Beklenen minimum sayi 15,00
b. Yalnizca 2x2 tablo i¢in hesaplanmistir.
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Tablo 4.3. Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin kiiltiirel
yoklama ve molekiiler identifikasyon sonuglarinin ¢apraz tablo analizi

Kiiltiirel . Mo.le'kiiler Toplam
yoklama identifikasyon
Var Bulunan deger 0 4 4
Beklenen deger 2,0 2,0 4.0
Arcobacter spp.
Yok Bulunan deger 88 84 172
Beklenen deger 86,0 86,0 172,0
Var Bulunan deger 15 80 95
Beklenen deger 47,5 47,5 95,0
Campylobacter spp. Yok Bulunan deger 73 8 81
Bulunan deger 40,5 40,5 81,0
Var Bulunan deger 0 30 30
Beklenen deger 15,0 15,0 30
Helicobacter spp. ™ yok  Bulunan deger 88 58 146
Beklenen deger 73,0 73,0 146,0
Bulunan deger 88 88 176
B Beklenen doger | 88,0 88.0 176,0
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5. TARTISMA

Insanlarin son yillarda evcil hayvan edinme aliskanliklar1 ve bunun sonucunda ayni
yasam alanim1  paylagsmalari ve olasi fiziksel temas ile hayvanlardaki
mikroorganizmalarin insanlara bulasmasi ve infeksiyon olusturmasi halk sagligi
acisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda, kopek agiz mikrobiyotasinda
Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin varligina iligkin gesitli
cografyalarda yapilan calismalar ve elde edilen bilgiler sinirlidir. Yapilan bu tez
caligmasinda, sahipsiz  kopeklerin agiz  mikrobiyotasinda  Arcobacter  spp.,
Campylobacter spp. ve Helicobacter spp.’nin varligi kiiltiirel ve molekiiler analizler ile
ortaya konulmus ve konunun halk sagligi agisindan olusturabilecegi risk

degerlendirilmistir.

Kopeklerin agiz boslugunda Arcobacter spp.’nin arastirilmasina yonelik yapilan
calismalar degerlendirildiginde; mevcut bilgilerimize gore, yurdumuzda yiiritiilmiis
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Petersen ve ark. (2007), kopeklerden toplamis
olduklar1 toplam 145 salya drneklerinden PCR-DGGE yontemi ile A. butzleri ve A.
cryaerophilus pozitifligi sirasiyla %3 ve %2 olarak saptadiklarini bildirmislerdir. Houf
ve ark. (2008), 267 kopekten topladiklar1 agiz svap orneklerinde Arcobacter spp.
pozitifligini mPCR yontemi ile %0.7 olarak rapor etmislerdir. Pejchalova ve ark.
(2016), 108 kopekten aldiklari agiz svap Orneklerinde Arcobacter spp. varligini
molekiiler yontem (PCR) ile arastirmislar ve arastiricilar, 108 agiz svap orneginin 4

(%3.7)’iinde A. butzleri identifiye etmislerdir.



Goni ve ark. (2016), 40 pet ve 61 sokak kdpegi olmak iizere toplam 101 kdpegin agiz
boslugundan alinan svaplari, Arcobacter spp. yoniinden kiiltiirel ve molekiiler yontem
ile arastirmiglar ve c¢alismada On zenginlestirmeyi takiben membran filtrasyon
yonteminden yararlanmiglardir. Arastiricilar, sahipli 40 kopegin 14 (%35)’iinde ve 61
sokak kopeginin ise 17 (%27.9)’sinde Arcobacter spp. yoniinden pozitif olarak
saptamiglardir. Oba ve ark. (2021a), 26 saglikli kopekten aldiklar tiikiiriik 6rneklerinde
yeni nesil dizileme yontemi kullanarak Arcobacter spp. pozitifligini %2.8 olarak

saptamiglardir.

Kacirova ve ark. (2019), ayn1 evde yasayan 5 kiiciik irk kopekten almis olduklar1 dental
plak orneklerinden PCR ydntemi ile yalnizca bir kdpekte Arcobacter spp. pozitifligi
saptamiglardir. Yine, Kacirova ve ark. (2021), 5 kiigiik irk kopekten alinan dental plak
ornkelerinde 16S rRNA gen dizilemesi ile Arcobacter spp. pozitifligini %1.82 olarak
saptamiglardir. Oba ve ark. (2022), kuru ve yas mama ile beslenen kopeklerde agiz
mikrobiyotasindaki farkliliklar1 arastirmislardir. Alti hafta boyunca kuru mama ve yas
mama ile beslenen 12 kopekten, siirenin sonunda supragingival ve subgingival plak
orneklerinde molekiiler yontemle Arcobacter spp. pozitifligini sirasiyla, %1.77 ve

9%0.09 olarak rapor etmislerdir.

Calismamizda 88 sahipsiz kopege ait agiz boslugundan alinan firga Orneklerinden
kiiltirel yontem ile Arcobacter spp. izolasyonu yapilamamistir. Ancak, molekiiler
yontem ile Arcobacter spp. pozitifligi %4.5 olarak saptanmistir. Bu pozitif 6rneklerin
3’4 A. butzleri olarak identifiye edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar, kdpeklerin agiz
mikrobiyotasinda Arkobakterlerin varligina iliskin yiiriitiilen ¢alismalarin sonuglar ile

uyumlu oldugu goriilmektedir.

Kopeklerin agiz boslugunda Campylobacter spp.’nin arastirilmasma yoénelik yapilan
calismalarda elde edilen Campylobacter tiirleri ve pozitiflik oranlari degisiklik
gostermektedir. Nitekim, Petersen ve ark. (2007), kopeklerden toplamis olduklari 145
adet salya orneklerinden PCR-DGGE yontemi ile C. concisus, C. rectus, C. showae ve
C. lari pozitifligi sirasiyla, %2, %1.5, %1.5 ve %3 olarak saptadiklarini bildirmislerdir.
Yamasaki ve ark. (2012), kopeklerden (n=66) ve sahiplerinden (n=81) topladiklar1 agiz
svap orneklerinde PCR ile C. rectus pozitifligini sirasiyla %66.7 ve %21 olarak
saptamiglardir. Ozaver ve ark. (2019), 51 kopekten aldiklar1 dental plak smear
orneklerinden 5’inde PCR ile C. rectus identifiye etmislerdir. Yine, Ozvaci (2022), 52
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Pitbull 1rk1 kopekten plak ve subgingival svap ornekleri almig olup, PCR yontemi ile
arastirmistir. Arastiric, 52 kopekten 1 (%1.9)’inde C. rectus pozitifligi saptadigin
bildirmistir. Oba ve ark. (2021b), 26 saglikli kopekten aldiklari tiikiiriik 6rneklerinde
yeni nesil dizileme yontemi kullanarak Campylobacter spp. pozitifligini %2.5 olarak
saptamiglardir. Niemiec ve ark. (2022), saglikli 12 ve periodontal infeksiyona sahip 39
kopekten maxillar dis smear Ornekleri alip, yeni nesil DNA dizileme yontemiyle
Campylobacter spp. varligimiarastirmislardir.  Arastiricilar  smear  O6rneklerinde

Campylobacter spp. pozitifligini %94 olarak bildirmislerdir.

Yine, Kato ve ark. (2011), kopeklerde periodontitis ile iliskili olan mikroorganizmalari
arastirmak icin, 26 kopekten agiz svap Ornegi toplamislardir. Calismada alinan svap
orneklerinde, PCR yontemiyle Campylobacter rectus pozitifligini %92 olarak rapor
etmislerdir. Hirai ve ark. (2013), farkli yas gruplarindan (geng, orta ve yasli) toplamda
176 kopege ait dis plak Ornekleri almislar ve PCR yoOntemi ile arastirmislardir.
Identifiye edilen Campylobacter rectus'un orta ve yaslh kopeklerde (~%90 ve ~%85)
geng kopeklere (~%70) gore yiiksek oranda oldugunu rapor etmislerdir. Kacirova ve
ark. (2021), 5 kiiciik 1tk kopekten alinan dental plak Orneklerinde 16S rRNA gen
dizilemesi ile Campylobacter spp. pozitifligini %1.82 olarak saptamiglardir.

Calismamizda, Campylobacter spp. i¢in yapilan kiiltiirel yoklamada, analiz edilen 88
agiz firga 6rneginden 15 (%17)’i, Campylobacter spp. yoniinden pozitif bulundu ve bu
pozitif 6rneklerden toplam 19 Campylobacter spp. izole edildi. Elde edilen 19
Campylobacter spp. izolati tir diizeyinde identifiye edilemedi. Molekiiler analiz
sonucunda ise, analiz edilen Orneklerin 80 (%90)’i genus spesifik PCR yontemi
sonucunda pozitif olarak saptandi, ancak tiir diizeyinde bir tanimlama yapilamadi. Elde
ettigimiz bu sonuclar, yukaridaki ¢calismalarin kiiltiirel ve molekiiler analiz sonuglarina
benzerlik gostermesine karsin, molekiiler analizde elde ettigimiz pozitiflik oraninin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durumun, 6rnek alinan sahipsiz kopeklerin beslenme

sekilleri ve barinma kosullar gibi faktorlerden ileri gelebilecegini diisiindiirmektedir.

Kopeklerin agiz boslugunda Helicobacter spp.’nin arastirilmasina yonelik yapilan
calismalar degerlendirildiginde; yurdumuzda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Diinyada yapilan ¢alismalarda ise, Jankowski ve ark. (2016), gastritisli kopekten (n=30)
topladiklar1 salya 6rneklerinde nested-PCR yontemi ile 23 (76.6%)’tinde Helicobacter
spp. pozitifligi saptadiklarini bildirmiglerdir. Nowroozilarki ve ark. (2017), 31 saglikli
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ve 31 periodontitisli kdpeklerden salya ornekleri toplanmis ve PCR ile arastirilmistir.
Toplanan oOrneklerden sirasiyla 16 (%51.6) ve 26 (%83.8)’sinda Helicobacter spp.
pozitifligi saptanmistir. Saglikli  kopeklerin  salya orneklerinden 9 (%29) ve
periodontitisli kopeklerin salya 6rneklerinden 10 (%32.2)’unda H. heilmannii pozitifligi
saptanmistir. H. felis ise yalniz periodontitisli gruptan 3 (%9.6)’linde saptanmistir.

Toplanan 6rneklerde H. pylori saptayamamuislardir.

Recordati ve ark (2007), 38 kopekten tiikiiriik ve agiz svap 6rnegi almis ve PCR ile
arastirmiglardir. Helicobacter spp. pozitifligini sirasiyla %50 ve %71.1 oraninda
saptadiklarini bildirmislerdir. Ha ve ark. (2008), kopeklerden almis olduklar1 150 salya
ve 3 dental plak orneklerinde PCR yontemi ile Helicobacter spp. pozitifligini sirasiyla
%23 ve %33 olarak saptamislardir. Craven ve ark. (2011), 28 kopekten agiz svap 6rnegi
toplamis ve PCR yontemi ile Helicobacter spp. pozitifligini %50 olarak rapor
etmiglerdir. Segundo ve ark. (2021), 35 kopekten toplamis olduklart tiikiirik
orneklerinde PCR ile Helicobacter spp. pozitifligini %25.7 olarak saptamislardir.
Jahansihiri ve ark. (2022), kopeklerin agiz mikrobiyotasinda Helicobacter spp.’nin
prevalansini aragtirmak amaciyla, 62 kdpegin agiz boslugundan steril firga yardimiyla
ornekler almig ve PCR yontemiyle arastirmislardir. Firga orneklerinin %50.06’sinin,

Helicobacter spp. yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Caligmamizda 88 kdpegin agiz boslugundan alinan fir¢a drneklerinden kiiltiirel yontem
ile Helicobacter spp. izolasyonu yapilamamistir. Molekiiler yontemi ile Helicobacter
spp. pozitifligi ise %34 olarak saptanmistir. Helikobakterler, son derece hassas
mikroorganizmalar olup, kiiltiirel yoklamada izolasyon sansi1 olduk¢a diisiiktiir. Buna
karsin, bunlarin varliginin molekiiler yontemle saptanmasina yonelik ¢aligmalarda ise
prevalansin %25.7 ile %83.8 arasinda degistigi goriilmektedir. Mevcut tez ¢aligmasinda
elde ettigimiz Helicobacter genusuna ait molekiiler analiz sonuglar1 yukaridaki

aragtirmalarla paralellik gostermektedir ve benzer degerler arasinda yer almaktadir.

Bu tez calismasinda elde ettigimiz Arcobacter spp., Campylobacter spp. ve
Helicobacter spp.’ye ait pozitiflik oranlarmin halk sagligi agisindan Snemli oldugu
diistiniilmektedir. Keza Arcobacter spp. insan gastrointestinal infeksiyonlarindan izole
edilen bir mikroorganizmadir (Uljanovas ve ark., 2023). Benzer durum Campylobacter
spp. i¢in de gegerlidir. Tiim diinyada C. jejuni basta olmak {izere Campylobacter spp.

insan gastroenteritis olgularinin 6nemli bir etiyolojik etkenidir (Zhang ve ark., 2020).

57



Yine tez ¢alismasinda molekiiler yontem ile Helicobacter spp. pozitiflik yiiksek oranda
saptanmis olup, tlir diizeyinde identifikasyonun yapilmasi 6nem arz edecektir. Bu
yiizden daha fazla 6rnekle mikrobiyom analizini de i¢eren arastirmalara ihtiyag oldugu
distiniilmektedir.  Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter genusuna ait
mikroorganizmalarin agiz boslugundan kiiltiire edilebilmesi i¢in belli diizeyde sayiya
ihtiya¢c duyulmaktadir ve bu sayi, hayvanin beslenmesi, agiz hijyeni, barindirilma
kosullari, antibiyotik kullanimi, stres faktorleri, iklim, cografya vb. faktorlerden

etkilenmektedir.

Evcil hayvanlarin beslenmesinde, daha fazla 6giitme ve ¢igneme gerektiren sert gidalar
(formiile edilmis kuru mamalar) ya da yumusak gidalarin kullanilmasi hayvanin agiz
hijyeni ve saghgi ile dogrudan iliskili oldugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Kuru
mama ile beslenen kopeklerde gingivit, periodontal plak, halitozis gibi agiz ve dis
infeksiyonlarinin 6nlendigi belirtilmistir. Diyet degisiklikleri, agiz hastaliklarinin klinik
bulgularinda iyilestirme ve hastaliklarin Onlenmesinde etkin potansiyele sahiptir.
(Kocabagli ve ark., 2019).

Kopeklerin agiz boslugunda goriillen hastaliklarin  tedavisinin asil amaci, oral
mikrobiotanin konak¢i bagisiklik sistemi ile homeostazin yeniden olusturulmasidir.
Ancak, oral mikrobiyal degisimlere agiz dezenfeksiyonlarinin veya sistemik
antibiyotiklerin kullanimlarindan sonra rastlanilmaktadir (Beikler ve ark., 2021).
Kopeklerde sistemik infeksiyonlarin 6nlenmesinde agiz sagligma yonelik ilaglar da
kullanilmaktadir. Agiz boslugu ¢esitli mikrobiyal tiirler i¢in bir yasam alanidir. Cesitli
faktorler (gida maddeleri, bakim kosullari, antibiyotik kullanimi ve agiz bakimi)
mikrobiyal popiilasyonun floranin ve hayvanin bagisikligini etkilemektedir (Thongma
ve ark.,2023). Kopek agiz boslugu mikrobiyotas1 karmasik ve oldukca ¢esitli bir ortam
olarak bilinmektedir. Bu ekosistem iginde, oral mikrobiyota kopegin agiz sagliginin
durumu da dahil olmak iizere ¢esitli faktorlere bagli olarak degisebilmektedir.
Mikrobiyotanin degerlendirilmesi i¢in, agiz saghgi, agiz hastaliklar1 ve tedavide
kullanilan antimikrobiyal ajanlarin ve kullanim siirelerinin bilinmesi gerekmektedir
(Cunha ve ark.,2021). Farkli iilkelerdeki sokak kopeklerinin agiz boslugundan elde
edilen 6rneklerin analizinde belirli mikroorganizmalarin daha yogun olarak bulunmasi,
cografi konumlarin kdpek agiz mikrobiyotasinda onemli Olgiide farkliliklara neden
olabileceginin bir sonucudur. Ayrica, kopeklerin genel saglik durumu ve yasinin agiz

mikrobiyotasina olan etkisi arastirilmus, ilerleyen yasla birlikte bakteriyel yiikiin artisina
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bagl olarak, gingivit, periodontal plak olusumu gibi gesitli ag1z boslugu hastaliklarinin
goriilme sikliginin arttigi belirlenmistir (Wallis ve ark., 2021).
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6. SONUC VE ONERILER

Yozgat ilinde bulunan gecici hayvan barinaginda 88 kopekten alinan agiz
firgadrneklerinin  kiiltiirel yoklamasi sonucunda, O&rneklerin 15 (%17)’inde
Campylobacter spp. izolasyonu yapilirken, Arcobacter spp. ve Helicobacter spp.
izole edilemedi. Alinan 6rneklerin PCR ile analizi sonucunda, 3’1 A. butzleri ve 1’1
Arcobacter spp. olmak iizere orneklerin toplam 4 (%4.5)’tinde Arcobacter spp., 80
(%90)’inde Campylobacter spp. ve 30 (%34)’unda Helicobacter spp. pozitifligi
tespit edilmistir. Bu sonuclar g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu tez ¢alismasinda
sahipsiz kopekler ile olasi fiziksel temas yoluyla insanlara bulasabilen Arcobacter,
Campylobacter ve Helicobacter tiirlerinin kdpek agiz mikrobiyotasindaki varligr ile
halk saglig1 acisindan potansiyel bir risk olusturdugu éngériilmiistiir. Insanlarla ortak
yasam alanlarina sahip kopeklerde Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter
tiirlerinin ¢esitli floral ortamlardan arastirilmasi ile ilgili daha fazla caligmanin

yapilmasinin gerekliligi sonucuna varilmistir.
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