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OZET

Celik, B. (2014). Istanbul’da saglikli ve Diyareli kdpeklerde Brachyspira pilosicoli
varh@inin arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Kolonik spiroketoz (KS) ya da intestinal spiroketoz (IS) insan ve hayvanlarda
Brachyspira pilosicoli (B. pilosicoli) tarafindan olusturulan, kolon ve sekum mukozasi
epitellerine invazyon sonucu kolit ve diyare gelisimi ile karakterize bir hastaliktir.
Diinyanin pek ¢ok {lilkesinde B. pilosicoli ve olusturdugu hastalikla ilgili aragtirmalar
devam etmektedir. Ulkemizde bu konuda heniiz herhangi bir arastirma mevcut degildir
ve bu konuda ciddi bir bilgi ag1g1 bulunmaktadir.

Bu calismada Istanbul’da pet shoplar ve evde beslenen 96 adet diyareli ve 96
adet saglikli kopege ait barsak igerigi steril svablar yardimiyla toplandi. Digki
orneklerinden Brachyspira tiirlerine yonelik selektif anaerob kiiltiir ile etken izolasyonu
ve biyokimyasal testler ve PCR ile tiir tayini yapildi. PCR da B. pilosicoli spesifik 930
bp’ lik DNA bandinin varligina gore pozitiflik saptandi.

Bu c¢alismanin sonucu olarak, incelenen 192 intestinal igerikten 10 adetinde
spiroketal lireme gozlendi. Siipheli izolatlara uygulanan API ZYM sonucu 10 izolatin
B.pilosicoli olabilecegi belirlendi. Tiir-spesifik PCR testi sonucunda 9 izolatin 930
bp’lik DNA bandina sahip oldugu gozlendi ve izolatlar B.pilosicoli olarak tanimlandi.
Istanbul’da B.piosicoli’nin varligi ortaya konuldu.

Yapilan istatistiki analiz sonucunda barsaklarda B.pilosicoli kolonizasyonunun
diyare ile iligkisi istatistiki olarak 6énemli (p=0,01) bulundu.

Ayrica, etkenin yayillmasinda onemli bir risk faktorii olan kopeklerin diger
kopeklerle temasi, B.pilosicoli kolonizasyonu agisindan istatistiki olarak Onemli
bulundu (p=0,033). Ancak kolonizasyon ile yas gruplar1 ve kolonizasyon ile cinsiyet
arasinda  yapilan analizde bu parametrelerin kolonizasyon icin 6nemli olmadig:

belirlendi.
Anahtar Kelimeler: kopek, intestinal spiroketoz, Brachyspira pilosicoli, izolasyon, PCR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 12329
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ABSTRACT

CELIK, B. (2014). Investigation of the presence of Brachyspira pilosicoli in dogs with
and without diarrhea in Istanbul. Istanbul University, Institute of Health Science,

Microbiology Depatment. Doktora Tezi. istanbul.

Colonic spirochaetosis (CS) or intestinal spirochaetosis (IS) is an emerging
cause of colitis of humans and animals, characterized by spirochetal attachment and
damage to epithelial cells and invasion of the cecal and colonic mucosae. Studies on this
disease and abouth it’s causetive agent are continuing, worldwide. There is no current
research on this disease in Turkey and there is an important information missing in this
area.

In this study, intestinal contents of 96 healty dogs and 96 dogs with diarrhoea
which were bred in Istanbul at home and pet shops were collected with sterile swabs.
Swabs were isolated and identified by selective anaerobical culture, biochemicals tests
and PCR analysis. The samples with 930 bp bands were defined as B. pilosicoli.

As a result; 10 of the 192 intestinal contents which were examined spirochaetal
growth were observed. After the biochemical tests were performed, 10 of them
suspected as B.pilosicoli, and 9 of them positively confirmed by PCR analysis.
B.pilosicoli presence was revealed in Istanbul.

A statistically significant association between the colonisation of B. pilosicoli
and the presence of diarrhoea in dogs was demonstrated (P = 0.01).

On the other hand, colonisation of B.pilosicoli and contact with other dogs
which is the important risk factor of B. pilosicoli transmission was found statistically
significant (p=0.033).Altough, Relationships between colonisation and age and

colonisation and sex; were found statistically insignificant.

Key Words: dog, intestinal spirochaetosis, Brachyspira pilosicoli, isolation, PCR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 12329



1. GIRIS VE AMAC

Kolonik spiroketoz (KS) ya da intestinal spiroketoz (IS) insan ve hayvanlarda
Brachyspira pilosicoli (B. pilosicoli) tarafindan olusturulan, kolon ve sekum mukozasi
epitellerine invazyon sonucu kolit ve diyare gelisimi ile karakterize bir hastaliktir.
Kopeklerde intestinal spiroketozisin ilk kez tanimlanmasi Turek ve Mayer (1978)

tarafindan yapilmistir (Stanton ve ark. 1997).

Etken ile infekte semptomatik kopeklerin genellikle bir yasindan kiigiik,
gecmislerinde kronik mukoid diyare ve asir1 kondisyon kaybi oldugu bildirilmistir.
Yetiskin kopeklerin ise asemptomatik olabilecegi ve bu subklinik tasiyicilarin duyarh
hayvanlara hastaligin bulasmasinda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Duhamel G.E.
2001).

Insanlarda ise, B.pilosicoli infeksiyonu, genellikle diyare, karin agris1 rektal
kanama gibi gastrointestinal sistem bozukluklar1 ile karakterizedir. Daha ciddi
vakalarda hepatit ve invaziv kolit ile iliskisi oldugu, ayrica immun sistemi baskilanmis
hastalarda bakteriyemi sonucu kandan izole edildigi bildirilmistir (Mikosza ve ark.

1999; Bait-Merabet ve ark. 2008).

Diinyada bir¢ok iilkede hastalikla ilgili arastirmalar devam etmesine ragmen
ilkemizde heniiz etkenin varligim1 ortaya koymak ve prevalans oranlari {izerine

arastirma mevcut degildir. Bu konuda ciddi bir bilgi a¢ig1 bulunmaktadir.

Bu ¢alismada képeklerde Brachyspira pilosicolinin Istanbul ilindeki varliginin

ve prevalansinin ortaya konulmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Spiroketler ve Brachyspira Cinsi

Spiroketler sarmal kivrimli, sporsuz, kendine 0zgii anatomi ve morfoloji ile
karakterize bakterilerdir (Paster ve Dewhirst 2000). Spiroketler, insan ve hayvanlarin
sindirim sistemi, kan dolasimi, genital ve subgingival dokularin bilinen
patojenlerindendir (Paster ve ark. 1991). Gram boyama gibi anilin boyalarinin
kullanildigr boyama yontemleri ile sinirli bir boyanma yetenegine sahiptirler, ancak
zayif Gram negatif olduklar1 bilinmektedir. Karanlik saha ya da faz kontrast
mikroskobisinde sarmal morfolojileri ve biikiilme-donme seklindeki hareketleri ile
muhtemel identifikasyonlart miimkiindiir. ~Spiroketler aerob, mikroaerob, fakiiltatif
anaerob ya da zorunlu anaerob tiirler iceren, ikiye boliinerek ¢cogalan ve serbest yasayan,
konakla iliskili, patojen ya da saprofit mikroorganizmalardir (Holt ve ark. 1994). Bir¢cok
spiroket tlrii kiiltiire edilememistir; kalanlar1 ise gili¢ iiretilme kosullarina sahiptir

(Baranton ve Old 1995).

Bakteriyel evrimin farkli bir dali olan spiroketler, Spirochaetaceae,
Leptospiraceae, Brachyspiraceae ve Brevinemataceae isimli dort familya igermektedir:
1. Spirochaetaceae familyasi i¢inde bulunan bakteriler; 0,1-3 pum c¢apli hiicrelere
sahiptirler. Bakteriler genellikle c¢engellenmeden sonlanir. Periplazmik flagella
genellikle hiicrenin orta kismindan baglanir. Peptidoglikan tabakasinin yapisinda
bulunan diamino asit L-ornitin’dir. Anaerob ya da fakiiltatif anaerobdurlar.
Karbonhidrat ve amino sekerleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar. Familyada
bulunan cinslerden patojen olanlar, Borellia ve Treponema tiirleridir. Borellia tiirleri
insan ve diger memeliler ile kanathilarda vektdor kaynakli hastaliklara neden olur,
ornegin Lyme hastaligl. Treponema tiirleri ise agiz boslugu (dental plak olusumu)
intestinal ve genital dokularda (veneral sifilis) saptanmistir.

2. Leptospiraceae familyasi; genellikle ¢engel seklinde sonlanan 0,1-0,3 pm c¢apta
hiicrelere sahiptirler. Periplazmik flagella baglanmasi gozlenmez. Peptidoglikan
tabakasinin yapisinda bulunan diamino asit, diaminopimelik asittir. Zorunlu anaerob
veya mikroaerobdurlar. Uzun zincirli yag asitlerini ve alkollerini karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanirlar. Karbonhidrat ya da amino asitleri kullanmazlar. Patojen

tiirleri duyarli konaklarda Leptospiroz’a neden olurlar.



3. Brachyspiraceae familyasi; Brachyspira isimli tek bir cins i¢ermektedir. 0,2—0,4 um
capl hiicrelere sahiptirler hiicreler genellikle kiit ya da sivrilerek, c¢engellenmeden
sonlanir. Periplazmik flagella genellikle hiicrenin orta kismindan baglanir.
Peptidoglikan tabakasinin yapisinda bulunan diamino asit L-ornitin’dir. Zorunlu
anaerob ve aerotolerandirlar. Monosakkaritleri, disakkaritleri, trisakkaritlerden
trehalozu ve amino sekerleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar. Polisakkaritleri
kullanmazlar. Patojen tiirleri, duyarli konaklarda intestinal sisteme yerleserek,
bozukluklara yol agar.

4. Brevinemataceae familyasi; Brevinema isimli tek bir cins igermektedir. 0,2-0,3 / 4-5
um boyutlarinda helikal yapida hiicrelere sahiptir. Mikroorganizmalar bir ya da iki
helikal doniis gosterirler. Mikroaerobdurlar. Laboratuvar fareleri ve Suriye hemstirlar

icin patojendirler (Holt ve ark. 1994).

Brachyspira tirleri, helikal hiicre yapist ve internal periplazmik flagella,
spiroket imza niikleotidlerini temel alan 16S rDNA sekanslari, rifampine olan dogal
antibiyotik direnci gibi ultrastrukturel hiicre 6zellikleri ile diger spiroketlerden ayrilirlar

(Paster ve ark. 1991; Paster ve Dewhirst 2000).

2.2. Brachyspira Cinsinin Tarihgesi

Gectigimiz yillarda Brachyspira cinsinde bulunan spiroketleri igeren birgok
taksonomik  degisiklik  meydana  gelmistir.  “Traponema  hyodysenteriae”
(T hyodysenteria)’nin domuzlarda izole edildigi, hem patojen (kuvvetli hemolitik) hem
de apatojen (zayif hemolitik) suslart igerdigi belirtilmistir. Miao ve ark. (1978), bu
suslara uyguladiklar1 DNA-DNA yakinlik reassosiasyon analizi sonucunda patojen ve
apatojen suslarin arasinda % 28 sekans homolojisi bulduklarini bildirmislerdir. Bu
diisiik sekans homolojisi sonucunda apatojen suslar yeni bir tiir “ Treponema innosens”
(T. innocens) olarak adlandirilmistir (Kinyon ve Harris 1979). Stanton ve ark. (1991),
DNA-DNA yakinlik reassosiation analizi (S1 nukleaz metodu), 16S rDNA sekans
analizi, protein elektroforetik profilleri ve genomik DNA restriksiyon endonukleaz
analizi sonucunda 7. hyodysenteria ve T. innocens’in Terponema cinsinden ayrilarak
yeni bir cins, “Serpula” olarak isimlendirilmesini 6nermislerdir. Ancak bu ismin bir
mantar cinsinde kullanildiginin anlagilmasindan sonra cins adi “Serpulina” olarak

degistirilmistir (Stanton T.B. 1992).



Insan rektal biyopsisinden elde edilen (Hovind-Hougen ve ark. 1982) ve
Brachyspira aalborgi olarak isimlendirilen mikroorganizma ile Serpulina tiirleri
arasinda 16S rDNA dizi sekans analizi ile > 90% benzerlik saptanmis ve sonugta bu iki
cinsin tek bir cins “Brachyspira” cinsi altinda toplanmas1 onerilmistir (Ochiai ve ark.
1996). Brachyspira ismi ilk kez 1982 yilinda insan intestinal izolat1 olan Brachyspira
aalborgi (B. aalborgi)’ ye verilmistir (Hovind-Hougen ve ark. 1982). Lee, Hampson,
Lymbery ve ark. (1993), domuzlardan izole edilmis 90 adet zayif -hemolitik intestinal
spirokete  MLEE (multilokus enzim elektroforezi) analizi uygulamiglar ve bu
izolatlardan 56 tanesinin daha énce domuzlardan tanimlanmis olan B. hyodysenteria ve
B. innocens’ den morfolojik, biyokimyasal ve genetik yonden farkli oldugunu belirlemis
ve mikroorganizmaya yeni bir cins ve tiir olan Anguillina coli (A. coli) adm
vermiglerdir . DNA-DNA hibridizasyon analizi (Lee, Hampson, Combs ve ark. 1993)
ve 16S rDNA (Stanton ve ark. 1996) dizi sekans analizi sonucunda A. co/i’ nin farkl bir
tir oldugu ancak Serpulina ve Anguillina tiirleri arasinda 16S rDNA homolojisi
bulundugu saptanmis, bakterilerin tek bir cins altinda toplanmasi ve mikroorganizmaya
Serpulina pilosicoli ismi verilmesi onerilmistir (Trott, Stanton, Jensen, Hampson ve ark.
1996). Serpulina cinsi Brachyspira olarak yeniden tanimlaninca bakterinin ismi

bugiinkii hali olan “Brachyspira pilosicoli” olarak degistirilmistir.

Brachyspira cinsinde sekiz adet tanimlanmis ve sekiz adet Onerilmis on alt1 tiir
vardir. Tamimlanmis tiirler; Brachyspira aalborgi (Hovind-Hougen ve ark. 1982),
Brachyspira pilosicoli (Trott, Stanton, Jensen, Hampson ve ark. 1996; Ochiai ve ark.
1996), Brachyspira alvinipulli (Stanton ve ark. 1998) , Brachyspira hyodysenteriae
(Harris, Glock ve ark. 1972; Ochiai ve ark. 1996); Brachyspira innocens (Kinyon ve
Harris 1979; Ochiai ve ark. 1996), Brachyspira pulli (Stephens ve Hampson 2001),
Brachyspira intermedia (Stanton ve ark. 1997; Hampson ve La 2006) ve Brachyspira
murdochii’dir (Stanton ve ark. 1997; Hampson ve La 20006).

Onerilmis ve kabul edilmesi beklenen tiirler ise; Brachyspira canis (Oxberry ve
Hampson 2003), Brachyspira ibaraki (Tachibana ve ark. 2003), Brachyspira suanatina
(Rasback, Jansson ve ark. 2007), Brachyspira corvi (Jansson, Fellstom ve Johansson
2008), Brachyspira muridarum (Backhans ve ark. 2011), Brachyspira muris (Backhans
ve ark. 2011), Brachyspira rattus (Backhans ve ark. 2011) ve Brachyspira hampsonii
dir (Chander ve ark. 2012).



Brachyspira pilosicoli (B. pilosicoli) insan ve hayvanlarda intestinal spiroketoza
(domuzlarda kolonik spiroketoz olarak adlandirilmaktadir) neden olur. Intestinal
spiroketoz (IS) kolon ve sekum mukozasi epitellerine spiroketal invazyon sonucu kolit

ve diyare gelisimi ile karakterize bir hastaliktir (Duhamel G.E. 2001).

2.3. Etiyoloji

B. pilosicoli tipik spiroketal morfolojide, gevsek kivrimli helikal ya da spiral
sekilli, 4 -12 /0,25 — 0,3 pm boyutlarinda, oksidaz pozitif, katalaz negatif, Gram boyal1
preparatlarda zayif Gram negatif goriilen bakterilerdir (Bait-Merabet ve ark. 2008). iki
ucunda sayilar1 4 ile 7 arasinda degisen subterminal olarak baglanmis periplazmik
flagellaya sahiptir ve hareketi faz kontrast ya da karanlik saha mikroskobisinde yilansi
yizme ya da donme seklinde gorlintir (Phillips N.D. 2006). Kan igeren kat1 besi
yerlerinde lirediginde zayif B-hemoliz olusturur. Kolonilerin ilk izolasyonda 1 — 1,5 mm
capli, kenarlar1 diizensiz, mukoid, gri, seffaf; ya da 1 mm’den kiiclik capta, konveks,
gri, seffaf yapida iki farkli tipte goriilebilecegi bildirilmistir (Trivett-Moore ve ark.
1998). Pasajlarda ise diiz, film seridi seklinde yaygin iiremeler goriilebildigi
belirtilmistir (Barrett S.P. 1990). Anaerob atmosferde 37 °C ve 42 °C iireme 6zelligine
sahiptir (Trott, Stanton, Jensen, Hampson ve ark. 1996). Hippurat hidrolizi ve alfa-
galaktosidaz aktivitesi pozitif, indol, beta-glukosidaz ve alfa-glukosidaz aktiviteleri
negatif olarak saptanmistir (Phillips N.D. 2006).

B.pilosicoli tetrasiklin, klindamisin ve amoksisiline direnglidir. Amoksisilin-
klavulonik asit kompleksine duyarli olmasi amoksisiline karg1 direncinde f-

laktamazlarla iligkisine delil olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Phillips N.D. 2006).

2.4. Epizootiyoloji

Son yillarda arastirma tekniklerinde gergeklestirilen ilerlemeler intestinal
spiroketoz hastalifinin etkeni olan B. pilosicoli’nin patojen oldugu konak tiirlerini
arttirmistir.  B.pilosicoli; insan (Ruane ve ark. 1989; Mikosza ve ark. 1999), primatlar
(Takeuchi ve ark. 1974; Cowley ve Hill 1985), domuzlar (Duhamel, Muniappa, Gardner
ve ark. 1995), kopekler (Duhamel ve ark. 1997; Turek ve Meyer 1978), keseli sigan
(Turek ve Meyer 1979) tavuklar ve av kuslarinin da (Swayne ve McLaren 1997) dahil
oldugu genis bir konakg¢1 spektrumuna sahiptir.

Etkenin bilinen ilk konaklarindan biri olan domuzlarda, kolonik spiroketoz,

biiyiime geriligine sebep olmasi nedeniyle, ekonomik olarak performans kaybina yol



actigr icin domuz endiistrisinde 6nemli bir hastalik olarak degerlendirilmektedir
(Stephens ve Hampson 2001). Subklinik olarak infekte olabilen fare ve keseli sican
haricinde IS mukoid diyare ve geng¢ hayvanlarda zayiflamaya yol acar. Diinya genelinde
immun sistemi baskilanmig hastalarda ve gelismekte olan iilkelerde insanda prevalansin
yiiksek olmasi, IS hastaliginin insanlarda gelismekte olan bir infeksiyon oldugunu
diisiindiirmektedir. Insanlardan ve hayvanlardan izole edilen B.pilosicoli suslar1 yapisal,
biyokimyasal ve genetik karakteristikleri bakimindan benzerdir (Lee ve Hampson 1994;
Muniappa ve Duhamel 1997; Trott, Atyeo ve ark. 1996). Tiirler aras1 bulasmanin varligi
cesitli calismalarla domuz, tavuk ve laboratuvar farelerine inokule edilen insan, domuz,
kopek ve kus izolatlar1 ile kanmitlanmistir (Muniappa ve ark. 1997; Trott, Huxtable ve
ark. 1996; Trott ve Hampson 1998). Buna ek olarak ayni toplulukta yasayan insan ve
kopeklerden izole edilen B.pilosicoli suslarinin ayn1 genetik parmak izine sahip oldugu
gosterilmistir (Trott ve ark. 1998). Bu bulgulara dayanilarak insanlar ile hayvanlar
arasinda zoonotik bulagsmanin varligi olas1 goziikmektedir. Keseli sigan ve kuslardan
izole edilen bakterinin insanlarda infeksiyona yol agmasi bu hayvanlarin hastaligin
dogal rezervuarlari olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kolit olusumunda B.pilosicoli’nin rolii hakkinda c¢esitli hayvan modelleri ile
yeni bulgular ortaya konmustur. IS farkli hayvan tiirlerinde ve insanlarda patogenez
mekanizmasi1 benzer gozikkmektedir. Ancak B.pilosicoli’nin neden oldugu hastalikta
konak ve kalin barsak mikrogevresi arasinda ki iliski tam olarak aydinlatilmamistir

(Duhamel G.E. 2001).

Brachispira tiirlerinin yayillmasinda en o6nemli kaynagin tasiyict domuzlar
oldugu, bununla birlikte etkenin fareler, sicanlar, kopekler ve kediler tarafindan da
bulastirilabildigi bildirilmistir (Fellstrom ve Holmgren 2005; Trott, Stanton, Jensen,
Hampson ve ark. 1996). Son yillarda yaban Ordeklerinin de bulagmada rol
oynayabileceginin diisliniildiigii vurgulanmistir (Résback ve ark. 2005). Ayrica diskiyla
kontamine ulagim araclari, giysiler, ¢iftlik ekipmanlari, toprak, durgun sular ya da
barinaklarin da bakterinin bulagsmasinda 6nemli rol oynadigi yapilan arastirmalarla

ortaya konmustur (Chia ve Taylor 1978; Olson L.D. 1995; Boye ve ark. 2001).

B. pilosicoli kopek ve kedilerden izole edilmis ve yavru kopeklerde diyare
olusturabilecegi saptanmistir (Duhamel G.E. 2001). Etkenin domuzlar arasinda
bulagsmasi1 diskiyla kontamine su ya da gidalarin alinmasi ile feko-oral yolla

gerceklestigi bildirilmistir (Phillips N.D. 2006). Vertikal yolla bulagsma, infekte disi



domuzlardan yavrularina dogumun hemen ardindan saptanmistir. Yapilan bir calismada,
etkeni tastyan ve antibiyotik tedavisi uygulanmayan domuzlarin iyilestikten sonra etkeni

70 giine kadar sagmaya devam ettikleri bildirilmistir (Neef ve ark. 1994).

Kopeklerde intestinal Orneklerde spiroketlerin varligt neredeyse bir asirdir
bilinmektedir; ancak hastaliklarla iligkisi yakin zamana kadar tartismali durumdadir.
Ciinkii intestinal spiroketlerin varligi hem saglikli kopeklerin diskisinda (Macfie J.W.S.
1916; Pindak ve ark. 1995) ve kolon biyopsi 6rneklerinde (Leach ve ark. 1973) hem de
diyareli kopeklerin digskisinda (Craige J.E. 1948; Kinyon ve Harris 1979) varlig
gosterilmistir. Tanida kullanilan molekiiler tekniklerin gelismesi dogrultusunda zayif -
hemolizli intestinal spiroketler saglikli kopeklerden ¢ok diyareli kopeklerde bulunmaya
baslanmigtir (Lee ve Hampson 1996). Ancak bir baska calismada spiroketler sadece
saglikli hayvanlarin digkisinda bulunmustur (Weber ve Schramm 1989). Kataral enterit
ile iligkili iki kopek spiroket susunun kdpek yavrularina oral yolla inokulasyonunun
ardindan (Kinyon ve Harris 1979) klinik bulgu ve lezyon olusturmamasi; bu bakterilerin
kommensal mikroorganizmalar oldugunu disiindiirmiistiir (Kinyon ve Harris 1979).
Molekiiler metodlar ile saglikli kopeklerden izole edilen spiroketlerin B. innocens veya
B. murdochii (Stanton ve ark. 1997) gibi apatojen kommensal etkenler oldugu intestinal
spiroketozlu hayvanlardan izole edilen etkenlerin ise B. pilosicoli oldugu 90’11 yillarin
ortasinda (Duhamel, Muniappa, Mathiesen ve ark. 1995; Duhamel ve ark. 1998)
bildirilmistir. Saglikli kopeklerden izole edilen spiroketlerin yeni bir tiir B.canis

seklinde adlandirilmasi 6nerilmistir (Duhamel ve ark. 1998).

Insanlarda B. pilosicoli prevalans yiiksekliginin &zellikle gelismekte olan
iilkelerde (Trott, Jensen ve ark. 1997) ya da gelismis iilkelerde AIDS hastalarinda ve
homoseksiiel erkeklerde saptandigi bildirilmistir (Boye ve ark. 2001).

Etkenin  dayamikliligini  saptamak amaciyla laboratuvar kosullarinda
gerceklestirilen deneysel bir calismada, 10 °C de saf toprakta etkenin 119 giin, 10/90
oraninda diski toprak karisiminda ve saf domuz diskisinda ¢ok sayida bakterinin (>10°
kob/ml) 210 giin canli kaldig1 ve kiiltiire edilebildigi saptanmis; topraktan direkt DNA
saptanmasina yonelik yapilan PCR testi ile 330 giin sonra bile bakteriyel DNA’nin
saptanabildigi bildirilmistir (Boye ve ark. 2001).

Oxberry ve ark. (1998), yaptiklar1 bir deneysel c¢alismada, su kuslarinin
bulundugu bir hayvanat bahgesinin gol suyunda ise 4 C°’de 66 giin, 25 C°’de 4 giin



yasamini siirdiirdiiglinii saptamiglardir. Ayni ¢calismada, izole edilen bir sus ile (Wes B)
inokule edilen suyu igen goniillii, saglikli bir insanda etkenin uzun siiren bir inkiibasyon
periyodunun ardindan kalin barsaklara kolonize oldugu, goniilliide karin agrist ve bas
agrist gibi semptomlarin gortildiigi bildirilmistir. Laboratuvar ortamlar1 disinda da bu
etkenin benzer siirelerde infektivitesini korumasinin, hayvanlar ve insanlar agisindan

infeksiyonun bulagmas1 yoniinden risk olusturabilecegine dikkat ¢ekilmistir.

Genis konake¢1 spesifitesine sahip B. pilosicoli’ nin tiirler arasi bulagma
potansiyeli tanimlanmig ve biitiin konak¢i tiirlerinde tipik lezyonlara neden oldugu

saptanmustir (Trott ve ark. 1995).

Verlinden ve ark. (2012), 2009-2010 yillar1 arasinda Belgika’da 11 ayn
stipermarketten topladiklart 110 dondurulmus tavuk karkasinda Brachyspira tirlerinin
varligim arastirmislardir. Inceledikleri tavuk karkaslarmin %59’undan Brachyspira
tirlerini izole etmisler, identifikasyon amaciyla yaptiklar tiir-spesifik PCR analizi
sonucunda 10 karkasta B.pilosicoli varligini1 saptadiklarini bildirilmislerdir. Brachyspira
tirlerinin ~ kanatlilarin ~ barsaklarinda smirli  oldugu bilgisine gore, karkas
kontaminasyonunun Kampilobakterlerde oldugu gibi kesimhanede fekal karkas

kontaminasyonu seklinde gergeklestigini diistindiiklerini vurgulamislardir.

Etkenin prevalans1 ile ilgili diinyada bir¢ok c¢alisma yapilmis, domuz
stiriilerinden B.pilosicoli prevalans1 Brezilya’da %7,3 (Barcellos, Mathiesen ve ark.
2000), Danimarka’da %19 (Stege ve ark. 2000), Macaristan’da %28,4 (Biksi ve ark.
2007), Isve¢ %6,3 (Jacobson ve ark. 2005) , ingiltere’de %36,2 (Thomson ve ark. 2001)

olarak belirlenmistir.

Kopeklerde yapilan ¢alismalarda B.pilosicoli prevalansi Papua Yeni Gine’de %
5,3 (Trott ve ark. 1997), Isve¢’te %12 (Fellstrdm, Petterson ve ark. 2001). Bati
Avustralya’da % 14,2 (Oxberry ve Hampson 2003)., Hindistan’da %0,9 olarak
saptanmistir (Munshi ve ark. 2003).

Hidalgo ve ark. (2010) intestinal spiroketlerin kopeklerdeki prevalansini ve
diyare ile iliskisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 311 kdpekten digki 6rnekleri toplamis
ve B.pilosicoli prevalansint %4,8 olarak bildirmislerdir. B.pilosicoli kolonizasyonu ile
diyare iligkisini ise istatistiki olarak anlamli bulmuslardir (P < 0.001). Ayn1 ¢alismada
fekal sacilma ve kolonizasyonun 1 yas ve alt1 hayvanlarda erigkin hayvanlara gore 5 kati

fazla oldugu bildirilmistir.



Oxberry ve Hampson (2003) kopeklerde prevalansi kiiltiirde %40,8; kiiltiirlere
uyguladiklar1 PCR ile %14,2 olarak saptadiklarini bildirmislerdir.

Tiirkiye’de etkenin prevalansi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.5. Semptom

B.pilosicoli tarafindan olusturulan intestinal spiroketoz, insan ve patojen oldugu
biitiin hayvanlarda; olgun kolonik epitellere apikal membrandan ¢ok sayida spiroketin
baglanmas1 ile karakterizedir. Spiroketlerin rektum, kolon ya da sekum epiteline
baglanmasi sonucu, biyopsi 6rneklerinin hematoksilen-eozin ile boyanan preparatlarinin
incelenmesinde barsak liimeninde hiicrelerin ylizeyinde agik mavi bir smir seklinde
gozlenirler ve bu goriintlii histopataloglar tarafindan “sahte firca sinir1” (False brush
border) olarak tanimlanmaktadir (Harland ve Lee 1967, La ve Hampson 2001) ve
hastaligin biitiin konaklarda patognomik bulgusudur (Duhamel, Muniappa, Gardner ve

ark. 1995).

Kopeklerde intestinal spiroketozisin ilk kez tanimlanmasi Turek ve Mayer
(1978) tarafindan yapilmistir, ancak B. pilosicoli ile hastalik arasindaki baglant1 90’1
yillara kadar kesin olarak kurulamamistir (Duhamel ve ark. 1996; 1998). B.pilosicoli ile
infekte semptomatik kopeklerin genellikle bir yasindan kiigiik, ge¢mislerinde kronik
mukoid diyare ve asiri kondisyon kaybi oldugu bildirilmistir. Yetiskin kopeklerin ise
asemptomatik olabilece§i ve bu subklinik tasiyicilarin duyarli havanlara etkenin
bulagmasinda rol oynayabilecegi diisliniilmektedir (Duhamel G.E. 2001). Semptomatik
kopeklerde, diyare kronik mukoid yada muko-hemorajik diyare gozlenebilen tek

bulgudur (Oxberry ve Hampson 2003).

Domuzlarda; hastalik domuz intestinal spiroketozu (porcine intestinal
spirochaetosis- PIS), domuz kolonik spiroketoz ya da spiroketal diyare olarak
isimlendirilmektedir. Ozellikle, 4-20 haftalik yastaki domuzlarin infeksiyondan daha
cok etkilendigi gozlenmistir. Hastalik orta siddetli, persiste mukoid diyare ile
karakteizedir. Ancak bu klinik bulgular teshis i¢in yeterli degildir. Rektal 1sida artis,
yem aliminda azalma, anoreksi, yemden yararlanmada diisiis, kondisyon kaybi ve

biliylimede gerileme gozlenir (Stephens ve Hampson, 2001).

Insanlarda; klinik olarak, insan intestinal spiroketozu (human intestinal
spirochaetosis- HIS) ilk kez Harland ve Lee tarafindan 1967 yilinda tanimlanmustir.

Infeksiyon, asemptomatik (normal kolonik mukoza), psdydoapendit, kanli, mukoid yada
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sulu karakterde olabilen kronik diyare, rektal kanama ve kolit gibi ¢esitli alt
gastrointestinal sistem semptomlar1 ile karakterizedir. Daha ciddi vakalarda hepatitis ve
invaziv kolit ile iliskisi oldugu da bildirilmistir. Histopatolojik olarak bakteri kolon
kanseri, metaplastik polip, hemoroid, kronik {ilseratif kolit ve Chron’s hastalig1 ile
birlikte gbézlenmistir ancak bu hastaliklarin patogenezindeki rolii bilinmemektedir.
Ayrica immun sistemi baskilanmis hastalarda bakteriyemi sonucu kandan izole edildigi
bildirilmistir (Brooke ve ark. 2000, Mikosza ve Hampson, 2001, Stephens ve Hampson,
2001). Insanlarda B. pilosicoli prevalans yiiksekliginin 6zellikle gelismekte olan iilke
topluluklarinda (Trott, Jensen ve ark. 1997) ya da gelismis iilkelerde AIDS hastalarinda
ve homoseksiiel erkeklerde saptandigi bildirilmistir (Boye ve ark. 2001).

Intestinal spiroket infeksiyonlar1 yumurtact ve etci tavuklarda avian intestinal
spiroketoz (AIS) olarak tanimlanan klinik tabloya neden oldugu rapor edilmistir
( Swayne ve McLaren, 1997). AIS yetiskin kuslarda diyare ve / veya gida maddelerinin
malabsorbsiyonu, biiylime hizinda diisme, fekal igerikte sivi artisina bagli olarak sulu
diski, yumurta kabugunda diski bulasmasi, diskida yag miktarinin artigi, yumurtlamaya
geciste gerileme, yumurtlamada gecikme, yumurta veriminde diislis, mortalitede artis ve
yemden yararlanmada azalma gibi c¢esitli non-spesifik klinik bulgularla ve {iretim
problemleri ile kendini gdsterir (Hampson, Stephens ve ark. 2006; Bano ve ark. 2008).
Diyare yumurtalarda disk: ile bulagmaya, kafes kirliligine, kotii kokuya ve sineklerin
cekilmesine sebep olur. Klinik bulgular teshise yardimeci degildir (Stephens ve
Hampson, 2001).

2.6. Patogenez

Spiroketlerin miisine olan kemotaksisi IS patogenezinde ilk basamak olarak
goziikmektedir ¢linkii spiroketler viskoz ortamlarda ytliksek haraket kapasitesine sahiptir
(Charon ve ark. 2012) ve musin yapisinda bulunan glikoproteinlerin B. pilosicoli’ nin
bliylime ve kemotaksisi lizerine substrat gorevi yaptigr bilinmektedir (Trott, Stanton,
Jensen, Duhamel ve ark. 1996 ;Trott, Stanton, Jensen, Hampson ve ark. 1996). B.
pilosicoli enterositlerin apikal membranlarina baglanarak mikrovilluslarda emilimin
bozulmasma ya da mikrovillus kaybina yol acar. Musin kemotaksisi ile diizenlenen
hareketlilik, spiroketlerin mukozal epitelin yakinina subepitelyal tabakasi igine
baglanma ve penetrasyonu icin olanak saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Taylor ve ark.

1980; Trott, Huxtable ve ark. 1996; Trivett-Moore ve ark. 1998).
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B. pilosicoli’nin apikal membranda bulunan enterositlere paralel diziler halinde
polar baglanmasi mikrovilluslarda gorevsel bozukluklara ya da olusturdugu hasar
sonucu kayba yol acabilir. Bu dizilerin, tek tek spiroketlerin baglanmasi sonucunda ya
da replikasyon esnasinda gelisip gelismedigi agik degildir. Kiiltlire edilmis hiicreler ile
hayvan modellerini karsilastiran ¢alismalar, epitelyal hiicreye tutunmasi i¢in, spesifik
spiroket ligand1 (adhesin) ve ev sahibi hiicre reseptorii arasindaki etkilesimin gerektigini

diisiindiirmektedir (Muniappa ve ark. 1996; Muniappa ve ark. 1997).

B. pilosicoli’nin enterositlere baglanmas1 firca sinir ile smirl degildir, IS
bulunan insan (Takeuchi ve ark. 1974), domuz (Duhamel ve ark. 1997) ve kopeklerde
(Duhamel ve ark. 1996) kalin bagirsak lamina propriya’sina da baglanma goriildigi
bildirilmistir. B. pilosicoli’nin hiicrelere baglanmasi iizerinde yapilan arastirmalarda
ekstraseliiler matrikse baglanmasinin Lyme hastaliginin  etkeni olan Borrelia
burgdorferi’nin dekorin-baglayan adezin proteinlerinden farkli oldugu bulunmustur

(Phillips N.D. 2006).

B. pilosicoli infeksiyonunun yol a¢tif1 ultrastriiktiirel degisimler Escherichia
coli gibi enterik patojenlerden ¢ok (Moon ve ark. 1983) Helicobacter pylori
infeksiyonlarinin (Noach ve ark. 1994) gastrik epitellerde yarattigt degisimlere
benzetilmektedir. B. pilosicoli kriptler arasindaki ekstriizyon zonunda epitellere penetre
olur ve hasara yol acar. Invazyon faktorleri bilinmese de, B. pilosicoli tarafindan
olusturulan epitelyal penetrasyon enterositler arasinda (parasitosis) meydana
gelmektedir. Spiroketler sik sik enterositler arasindaki interseliiler kavsaklara baglanmig
goriiliir (Muniappa ve ark. 1996), B. pilosicoli bir dig membran serin proteazi ile
(Muniappa ve Duhamel 1997) hiicreleraras: kavsaklarin ayrigmasi ve epitel tabakasina
penetrasyona yol agiyor olabilecegi bildirilmistir. B. pilosicoli tarafindan epitel hiicreleri
aras1 kopriilerde bozulma ve parasitosis mekanizmasi ile mukozal penetrasyon olusumu
patogenezinin, H. pylori’ye benzer olabilecegini diisiindiirmektedir (Noach ve ark.

1994).

B. pilosicoli insanlarda (Takeuchi ve ark. 1974; Gebbers ve ark. 1987; White ve
ark., 1994; Padmanabhan ve ark. 1996), insan-olmayan primatlarda (Takeuchi ve ark.
1974), domuzlarda (Taylor ve ark. 1980), kopeklerde (Duhamel ve ark. 1996; Duhamel
G.E. 1997); oppsumlarda (keseli si¢an) (Turek ve Meyer 1979; Duhamel ve ark. 1997)
ve dogal olarak ya da deneysel olarak infekte olmus tavuklarda (Muniappa ve ark. 1996;
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Muniappa ve ark. 1997; Jensen ve ark. 2000) epitel hiicresine translokasyonu sonucu
hiicreyi boyunca gectikten sonra, lamina propriya’nin baglayici dokular1 arasinda
ekstraseliiler olarak yayildig1 ve makrofajlar tarafindan fagosite edilerek submukozal

kilcal damarlara gectigi belirlenmistir.

Bu gozlemler B. pilosicoli’'nin domuzlarin lenf nodiillerinden siklikla izolasyonu
ve Olimciil hasta insanlardan kandan izolasyonu (Trott, Jensen ve ark. 1997) ile
tutarhidir ve translokasyonun IS olusumunda O©nemli bir o0zellik olabilecegi
diisiiniilmektedir. Epitel hiicrelerinde baglanma sonrasinda B. pilosicoli sekum ve
kolonda kript liimenlerinde ve intraseliiller goblet hiicreleri icinde ki varlig

belirlenmistir (Jensen ve ark. 2000).

Diyare olusumu kalin barsaklarda yogun spiroketal baglanma sonucunda
absorbsiyonun bozulmasina baglanmaktadir. Kript sayisinda azalma, sekum ve kolon
lamina propriyasinda yangiya  ve konak hiicrenin spesifik amino sekerleri

absorbsiyonunun bozulmasina bagli olabilecegi bildirilmistir (Duhamel G.E. 2001).

Son donemlerde arasgtirma metodlarinda yasanan gelismeler B. pilosicoli’nin
artan sayida konakg¢ida major bir patojen olarak taninmasina yol agmustir. Subklinik
olarak infekte olabilen fare ve keseli sicanlar haricinde IS mukoid diyare ve geng
hayvanlarda zayiflamaya yol agar. IS biiylimekte olan domuzlarda performans kaybina
yol agtig1 i¢in domuz endistiirisinde 6nemli bir hastaliktir. Diinya genelinde immun
sistemi baskilanmis hastalarda (Jones ve ark. 1986; Lee ve Hampson 1994; Trott,
Combs ve ark. 1997; Trott ve ark. 1998; Trivett-Moore ve ark. 1998) ve gelismekte
olan {ilkelerde insanlarda prevalansinin yiiksekligi IS’in gelismekte olan bir problem
oldugunu ortaya koymaktadir. insanlardan ve hayvanlardan izole edilen B. pilosicoli
suglar1 (Lee ve Hampson 1994; Duhamel, Muniappa, Mathiesen ve ark. 1995; Trott,
Stanton, Jensen, Hampson ve ark. 1996; Fisher ve ark. 1997; Muniappa ve Duhamel
1997) yapisal, biyokimyasal ve genetik olarak benzerdir. Tiirler arast bulagsma
domuzlar, tavuklar ve laboratuvar hayvanlarina insan, domuz, képek, maymun ve kus
(Muniappa ve ark. 1996 ve 1997; Trott, Huxtable ve ark. 1996; Trott ve Hampson 1998)

izolatlarinin inokule edilebilmesi ile gosterilmistir.

Ek olarak, aym toplulukta yasayan insan ve hayvanlardan izole edilen B.
pilosicoli izolatlarinin ayni genetik parmakizini tasidigi gosterilmistir (Trott ve ark.

1998). Bu nedenlerle insanlarla hayvanlar arasinda zoonotik bulasmanin olast oldugu
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diisiiniilmektedir. Keseli sican ve vahsi kuslardan toplanan bakterilerin insanlarda IS’e
neden olabilmesi bu hayvanlarin hastaligin dogal rezervuarlar1 olabilecegini

distindiirmektedir.

Kolit patogenezinde B. pilosicoli’nin rolii hakkinda ¢esitli hayvan modellerinden
yararlanilarak yeni bulgular ortaya konmaktadir. IS farkli hayvan tiirlerinde ve
insanlarda patogenez mekanizmasi ayni1 goziikmektedir. Ancak, B. pilosicoli neden
oldugu hastalikta konak ve kalin barsak mikrogevresi arasindaki etkilesim tam olarak

aydinlatilmis degildir.

Hizla gelismekte olan molekiiler araglar sayesinde IS’in patogenetik
mekanizmalar1 ile iliskili konak faktorleri ve B. pilosicoli viriilens belirleyicileri
hakkinda anlayisimizin artmasi muhtemeldir. B. pilosicoli’ nin kalin barsaklara
kolonizasyonu, intestinal mukozaya baglanma ve invazyonu, ve ekstraintestinal

bolgelere translokasyonu gibi patogenezisin 6nemli yonleri tam olarak anlasilamamistir.

B.pilosicoli’nin viriilens faktorleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak intestinal
dokuya yogun baglanma sonucu mikrovilluslara zarar vererek intestinal absorbsiyon
stirecini kesintiye ugratarak diyareye neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Duhamel G.E.

2001).

2.7. Tam

Brachyspira tiirleri genellikle 4-12 um uzunlugunda ve 0,25-0,3 pm eninde, her
iki ucunda 4-7 periplazmik flagellaya sahiptir; hiicrenin ucu konikleserek sonlanir
(Trott, Stanton, Jensen, Hampson ve ark. 1996; Trott, Stanton, Jensen, Duhamel ve ark.
1996; Lee ve Hampson, 1994). Biyokimyasal olarak diger Brachyspira tiirlerinden
hippurat hidrolizi aktivitesi ve alfa-galaktosidaz aktivitesine sahip olmasi ve indol
tiretimi, alfa-glukosidaz ve beta-glukosidaz aktivitelerine sahip olmamasi ile ayrilir
(Fellstrom ve Gunnarson 1995). Son dénemlerde hippurat hidrolizi negatif izolatlarin
bulundugu rapor edilmektedir (De Smet ve ark. 1998; Thomson ve ark. 2001). Genel
olarak B.pilosicoli indol iretmemektedir, ancak indol pozitif suslarin varlig
bilinmektedir (Tompkins ve ark. 1986, Lee ve Hampson 1992). Hemolizin enzimini
kodlayan #hlyA genine sahiptir (Hsu ve ark. 2001), ancak bu gen ya eksprese
edilmemekte, ya da azalmis bir hemoliz aktivitesine yol agacak sekilde eksprese

edilmekte oldugu diisiiniilmektedir (Zuerner ve ark. 2004).
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Farkli Brachyspira tiirlerine ait tireme Ozellikleri ve ihtiyaclar1 tam olarak
bilinmemektedir. Brachyspira tiirleri kanli besiyerlerinde iiremek i¢in 3-14 giine ihtiyag
duyan oksijen-toleran anaeroblardir. Brachyspira tiirlerinin anaerob olarak hazirlanmig
stv1 besiyerlerinde az miktarda ( %1 v/v) oksijen bulunmazsa iiremelerinin negatif

yonde etkilendigi bildirilmistir (Stanton ve Lebo 1988).

Brachyspira tiirlerinin tiretimi i¢in ilk siv1 besiyeri Kinyon ve Harris tarafindan
(1974) dizayn edilen % 10 v/v fotal buzagi serumu (FBS) katkili Triptikaz soya
brothdur (TSB) (Kinyon ve Harris 1974). 37 °C’ de H, ve CO, igeren atmosferde
inkiibe edilmektedir. Lemke ve Burrows (1979) yilinda gaz kompozisyonunu modifiye
ederek H; yerine N, kullanmis, ve %0,001 resaziirin boyasini anaerob indikator olarak
eklemisglerdir. Buyyon otoklavlandiktan sonra, igerisine %1 steril tavsan serumu, % 0,4
sistein hidroklorid, % 0,25 glukoz, % 0,05 NaHCO; ve 400 pg/ml spektinomycin
eklemislerdir. Kunkle ve ark. ise (1986) yaptiklar1 modifikasyonlar sonucu TSB, % 2
FBS, % 1 yeast ekstrakt, % 0,5 glukoz, % 0,02 Na HCOs3, % 0,05 sistein hidroklorid
veya % 1,5 etanolik kolestrol ya da %5 domuz fekal ekstraktindan birini igeren ve
Kunkle’s medium olarak isimlendirilen besiyerini kullanmiglardir. Bu besiyerinin
avantaji1 biitiin malzemeler eklendikten sonra otoklavlanmasi ve bu sayede sterilitenin
daha kolay elde edilmesidir. Kullanilan bir diger sivi besiyeri ise %10 FCS, %0,1
resaziirin ve % 0,1 sistein hidroklorid igeren Brain Heart infusion buyyon’dur (BHIB)
(Stanton ve Cornell 1987; Stanton ve Lebo 1988). Brachyspira tiirleri genellikle %1 O,
iceren anaerob atmosferde inkube edilirler, hatta bazi tiirlerin %7 O, kadar oksijeni
tolere ettigi bildirilmistir (Trott, Stanton, Jensen, Hampson ve ark. 1996; Trott, Stanton,

Jensen, Duhamel ve ark. 1996).

Klinik orneklerden izolasyon i¢in, diger bakterilerin liremesini inhibe eden
0zgiin selektif besiyerlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Brachyspira tiirlerinin kiiltiir metodu
icin kullanilan en eski teknikler seri sulandirmalar1 ya da 0,45 um por ¢apina sahip
filtrelerden siiziilmeyi igerdigi bildirilmistir (Harris ve Kinyon 1972; Kinyon ve Harris
1979). Orneklerin defibrine sigir ya da koyun kanli Nutrient Agar besiyerine ekilerek 37

- 42 °C’ ler arasinda anaerob atmosferik kosullarda 3 giin inkiibe edildigi belirtilmistir.

Dizayn edilen ilk selektif besiyeri, Songer ve arkadaslari (1978) tarafindan
olusturulan %35 defibrine koyun, sigir ya da at kan1 ve 400 pg/ml spektinomisin igeren

TSB’dir. Ne yazik ki spektinomisin katkisi bazi yarismaci bakterileri engellemis ancak



15

bircok kontaminanti engellemeyi basaramayarak spiroketler i¢in degerli olan gida
maddelerini tiikenmesine neden olmustur. Ardindan Blood Agar Base No:2 veya Triptik
soya agar (TSA) temelli, cesitli antibiyotikleri iceren selektif besi yerleri dizayn
edilmistir. Bunlar; S400 (spectinomycin), CVS (colistin, vancomysin, spectiomysin), BJ
(colistin, vancomysin, spectiomysin, rifampin, domuz fekal ekstrakti), BAM-SR
(rifampin, spectinomysin) besiyerleridir. B.pilosicoli rifampinin besiyerlerine eklenen
50pg/ml dozuna duyarlidir. Bu nedenle, B.pilosicoli izolasyonu amaclandiginda
besiyerine bu antibiyotigin daha az konsantrasyonda katilmasi (15 pg/ml) ya da bu
antibiyotigi icermeyen bir besiyeri se¢ilmesi Onerilmektedir (Kunkle ve Kinyon, 1988;

Achacha ve Messier 1992; Calderero ve ark. 2005; Phillips N.D. 2006).

Intestinal spiroketlerin izolasyonu i¢in kullanilan en yaygin metod fekal svab ya
da kolon/sekum epitel siiriintiisiiniin selektif besi yerlerinin yiizeyine siiriilmesidir. Ilk
ekim hattindan steril bir 6ze yardimiyla alinan 6rnek agara yayilir ve yiizeye batirilir.
Yiizeye batirma sonucu B-hemolizin kuvvetlendigi bildirilmistir (Muniappa ve ark.
1997). Kan igeren besiyerinde spiroketal iremenin agar ylizeyinde film seklinde yaygin
bir bulaniklik olarak goriildiigli ancak nadiren de olsa koloni gézlenebildigi (Hudson ve
ark. 1976), koloni formasyonunun Fastidious anaerob agar (FAA) kullanimi ile

arttirilabilinecegi bildirilmistir (Muniappa ve ark. 1997).

Calderaro ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismalarla, gelistirdikleri 6n zenginlestirme
metodu ile B.hyodysenteriae ve B.pilosicoli’nin ilk ekimlerde 48 saat icinde izole
edilebildigini, ve bu metodun hizli ve giivenilir bir metod oldugunu bildirmislerdir
(Calderaro ve ark. 2001; Calderaro ve ark. 2005). Izolasyon i¢in bildirilen inkiibasyon
1s1lar1 36 °C, 37 °C, 38,5 °C, 39 °C ve 42 °C’lerdir. Inkiibasyon i¢in genellikle %5-10
CO; ile N, ve/veya H; iceren anaerob atmosfer kosullar1 kullanildig: belirtilmistir (Lee

ve Hampson 1992; Trott, Jensen ve ark 1997; Trott ve Hampson 1998).

Intestinal spiroketler Gram boyama ile iyi gériintiilenemeseler de Gram negatif
olarak kabul edilirler. Rutinde diski ya da sivi kiiltiirlerde karanlik saha ya da faz
kontrast mikroskobisi ile 400 biiyiitmede gozlenirler. Spiroketlerin rektum, kolon ya da
sekum epiteline baglanmas: sonucu, biyopsi Orneklerinin hematoksilen-eozin ile
boyanan preparatlarinin incelenmesinde barsak liimeninde hiicrelerin ylizeyinde agik
mavi bir simir seklinde gozlenirler ve bu goriintli histopataloglar tarafindan “sahte firga

sinir1 (False brush border) olarak tanimlanmaktadir (La ve Hampson 2001). Ayrica
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glimiis boyamas1 spiroketlerde siklikla kullanilmakta ve bu bakterileri diger barsak
bakterilerinden ayirmaya yarayan bir boyama metodu olarak bildirilmektedir (Faine S.

1965).

Brachyspira tiirlerinin ayriminda kullanilan birgok kilit biyokimyasal 6zellik
vardir. Bu 6zellikler; indol iiretimi, hippurat hidrolizi, a-galaktosidaz,a-glukosidaz ve -
glukosidaz aktivitesidir. Indol iiretimi, B.intermedia ve B.hyodysenteriae igin
karakteristik bir testtir. Ancak, indol negatif B.hyodysenteriae ve indol pozitif
B.pilosicoli suglarinin varligt rapor edilmistir. Hippurat hidrolizi B.pilosicoli ve
B.alvinipulli i¢in karakteristik bir testtir ancak, hippurat hidrolizi negatif B.pilosicoli

suslarinin varlig1 bilinmektedir (Fossi ve ark. 2004; Fossi ve ark. 2005).

API-ZYM ticari olarak satilan 19 enzimin aktivitesini belirleyen bir kittir. Bir
test kiti ile Alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz, lipaz, 16sin arilamidaz, valin
arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin, o-kimotripsin, asit fosfataz, naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz, a-galaktosidaz, B-galaktosidaz, B-glukuronidaz, a-glukosidaz, B-
glukosidaz, N-asetil-B-glukosaminidaz, a-mannosidaz, a-fukosidaz enzim aktivitelerinin
varlig1 degerlendirilir. Ancak, test sonuglarinin zayif B-hemolitik intestinal spiroketler
icin tutarsiz olabilecegi bilinmektedir (De Smet ve ark. 1998). Brachyspira cinsi i¢inde
bir¢ok tiir; a-galaktosidaz, a-glukosidaz ve B-glukosidaz aktiviteleri degerlendirilerek
ayirlabilir ve bu testlerin tiir ayriminda daha tutarli sonuglar verdigi rapor edilmistir

(Fellstrom ve Gunnarson 1995).

Fellstrom ve Gunnarson (1995) yaptiklar1 ¢caligmada, zayif B-hemolitik intestinal
spiroketleri B-hemolizin derecesi, indol {iretimi, hippurat hidrolizi, a-galactosidase, a-
glucosidase ve B-glukosidaz aktivitesi varligina gore 4 fenotipik gruba ayirmistir. Bu
gruplar onceki yillarda gerceklestirilen Multi lokus enzim elekteroforezi (MLEE)
sonuglar ile tutarlilik gostermektedir (Lee, Hampson, Lymbery ve ark. 1993). Ancak,
bu biyokimyasal testler hizli ve uygulama agisindan kolay olsa da tek basma
identifikasyon icin yeterli olmadiklar1 ve sadece identifikasyonda bir rehber gorevi

yapabilecekleri bildirilmistir (Hommez ve ark. 1998).

Tablo 2.1 Genel Brachyspira gruplarinin fenotipik ozellikleri
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Fenotipik ‘ Indol  Hippiirat Alfa- Beta-
Hemoliz ‘ o ' '
grup olusumu hidrolizi galaktosidaz glukosidaz
B.hyodysenteria I! K2 +/- - - +
B.intermedia II z? + - - +
B.murdochii IIIa Z - - - +
B.innocens [IIbe Z - - + +
B.pilosicoli v Z - +/- +/- -
B.alvinipulli Z - + +/- +
B.canis IITa Z - - - +
B.suatiana 1 K + - - +
B.pulli [Ibe Z - - + +
! Fellstrém ve ark. 1995 tarafindan tasarlanan ana dort fenotipik grup
2K kuvvetli
3 Z zayif

Mikrotitre aglutinasyon testi, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
ve indirect flouresan antikor testi (IFAT) (Achacha ve Mittal 1995; Egan ve ark. 1983;
Diarra ve ark. 1995) gibi birgok serolojik test semptomatik ve asemptomatik
hayvanlarin tesbiti i¢in kullanilmis ancak bu testlerden hig¢birinin hastaligin teshisi i¢in
yeterince duyarl ve spesifik bulunmadigi bildirilmistir (La ve Hampson 2001). Su ana
kadar B. pilosicoli ve diger Brachyspira tiirlerinin rutin serolojik tanisi igin bir test

gelistirilmemistir.

Lee ve Hampson isimli arastiricilar 1995 yilinda yaptiklart bir c¢alismada,
B.pilosicoli’ye ait 29 kDa lipoproteine karsi olusturulan monoklonal antikorun, fekal
striintiilerde IFAT ile kullaniminin B.pilosicoli varliginin tespit edebildigini
gostermislerdir. Aynmi sekilde, 80 kDa agirligindaki yiizey proteinine karsi olusan

monoklonal antikorlarin B.pilosicoli varligin1 hayvanlar ve insanlarda tespit edebildigi



18

belirtilmistir ancak bu molekiiller diyagnostik amacgla kullanilmamaktadir (Tenaya ve
ark 1998). Corona-Barrera ve ark. (2004) tarafindan yapilan daha yakin tarihli bir
calismada ise, bu iki monoklonal antikor kullanilarak diskidan B.pilosicoli ve
B.hyodysenteriae i¢in yapilan immunomagnetik seperasyon isleminin standart kiiltiir
ardindan PCR seklinde yapilan identifikasyonun sensitivitesini arttirmadigi bildirilmistir

(Corona-Barrera ve ark. 2004).

Etkenin tanisinda molekiiler tan1 yontemleri 6nemli yer tutmaktadir. PCR
analizi, kolon dokusundan (Mikosza ve ark. 1999; Calderaro ve ark. 2003), kiiltiirden
(Leser ve ark. 1997; Fellstrom, Zimmerman ve ark. 2001) ya da direkt digkidan
(Mikosza ve ark. 2001; La ve ark. 2003) Brachyspira tiirlerinin identifikasyonu igin
kullanilmaktadir. PCR metodunun saf kiiltiirlere uygulandiginda ¢ok yiiksek sensitivite
gosterdigini ancak direkt olarak fekal orneklerde bu metod uygulandiginda
sensitivitenin iki, ti¢ kat1 azaldigini rapor etmislerdir (Rasback T. 2007). 16S rRNA
geninin 0zgiin “imza sekansin1” temel alan bir ¢cok B.pilosicoli spesifik primer dizayn
edilmistir. Bu reaksiyonlarin ¢cogunda forward primer olarak ilk kez Park ve arkadaglar1
(1995) tarafindan tanimlanan “Acoli 1 kullanilmaktadir, ancak reverse primerin birgok
varyasyonu (Stanton ve ark. 1996; Fellstrom ve ark. 1997; Leser ve ark. 1997; Mikosza
ve ark. 1999; Mikosza ve Hampson 2001; La ve ark. 2003) bulunmaktadir.
B.pilosicoli’nin identifikasyonu i¢in nox genini temel alan PCR reaksiyonlar1 da dizayn
edilmistir (Mikosza ve ark. 1999; La ve ark. 2003). Brachyspira tiirleri arasinda
molekiiler identifikasyon ve ayrim ig¢in; tiirler arast minimum sekans benzerligi
bulunduran nox geninin 16S ya da 23S rDNA’dan daha uygun oldugu bildirilmistir
(Atyeo ve ark. 1999).

NADH oksidaz ve 16S rDNA genlerini hedefleyen PCR testleri B.aalborgi ve
B.pilosicoli’nin insan biyopsi drneklerinden teshisinde kullanilmak iizere gelistirilmistir
(Atyeo ve ark. 1999; Mikosza ve ark. 1999; 2001). 23S rDNA gen bolgesini hedef alan
PCR testleri B.hyodysenteria, B.intermedia (grup II) ve B.pilosicoli (grup 1V) domuz
izolatlarin1 ayirma amaciyla dizayn edilmistir (Leser ve ark. 1997). NADH oksidaz ya
da 23S rDNA gen boélgelerini hedefleyen RFLP-PCR testleri de Brachyspira tiirlerini
ayirmak amaciyla gelistirilmistir (Barcellos, de Uzeda ve ark. 2000, Rohde ve ark.
2002). Brachyspira tiirlerinin identifikasyonu icin bilinen ve B.canis gibi kismen
karakterize edilmis Brachyspira tiirlerinin analizlere katilmas1 PCR-temelli analizlerin

yeterliligini belirlemek i¢in gereklidir.
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16S rDNA (rrs geni) sekansinin karsilastirmali analizinin, spiroketlerin filogeni-
bazli siniflandirmasinda esansiyel rol oynadigi ve Brachyspira cinsinin iiyelerinin
tanimlanabilmesi i¢in 6nemli bir test metodu oldugu ¢esitli ¢aligmalarda bildirilmistir
(Olsen ve ark. 2000; Paster ve Dewhirst 2000). Bir¢cok hayvan tiirii ve insanlarin
barsaklarindan izole edilen intestinal spiroketlerin kismi rrs gen sekans analizi ¢esitli
calismalarla incelenmistir (Fellstrom ve ark. 1995; Pettersson ve ark. 1996; Stanton ve
ark. 1996; De Smet ve ark. 1998; Kraatz ve ark. 2001). Brachyspira tiirleri arasinda
varolan rrs gen benzerligi dnemli oldugu, ancak yeni tiirlerin bilinen Brachyspira tiirleri
ile iliskisinin ek testlerle tanimlamasi sonucunda adlandirilmasi onerilmektedir (Stanton
ve ark. 1996). Ek testlerden biri Multilokus enzim elektroforez (MLEE) analizidir.
MLEE analizi ayirt etmek, identifiye etmek ve taksonomik olarak iligkili bakterilerin
filogenetik iliskilerini belirlemek i¢in kullanigsh bir molekiiler tiplendirme teknigidir
(Selander ve ark. 1986). Onbes asli enzimin MLEE analizine dayanarak yiizlerce
intestinal spiroket MLEE grubuna toplamistir (Lee, Hampson, Lymbery ve ark. 1993;
Lee, Hampson, Combs ve ark., 1993 ; Lee ve Hampson 1994; Swayne ve ark. 1995;
Trott ve Atyeo ve ark. 1996; Stanton ve ark., 1996; Duhamel ve ark. 1998) . Farkli
MLEE gruplar1 arasindaki DNA homolojileri % 21 ile 64 arasinda, aynt MLEE grubu
icinde ise % 78 ve daha iizerinde bulundugu bildirilmistir (Stanton ve ark., 1991; 1997;
1998).

Brachyspira tiirleri i¢in tiplendirmede altin standart teknik DNA sekans
homoloji degerlendirmesidir. DNA sekans homolojisini belirlemek i¢in S1 niikleaz

metodu ile DTm 6l¢limii 6nerilmektedir (Grimont ve ark. 1980; Stanton T.B. 2006).

Restriksiyon enzim analizi de tiplendirme ve identifikasyonda kullanilan
metodlardan biridir. Kromozomal DNAnin restriksiyon enzim analizinde, biitiin bakteri
genomu restriksiyon enzimleri ile kesilir ve 0,5-50 kb agirliginda triinler elde edilir.
Ardindan agaroz jel elektroforezi uygulanarak, yiizlerce DNA bandi igeren bir profil
elde edilir (Singleton ve Sainsbury 2006). Sonuglar1 yorumlamak 6zellikle
B.hyodysenteriae ve B.innocens izolatlar1 heterojen yapida profillere sahip olduklari i¢in

bu iki bakteri agisindan zordur.

Amplified fragment length polymorphism (Ampilifiye Fragment Uzunluk
Polimorfizmi , AFLP) analizi tiim genomik DNA’nin kesilmesinin ardindan restriksiyon

parcalarinin selektif PCR amplifikasyonudur (Vos ve ark. 1995). Cok duyarh ve kolay
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uygulanan bir yontemdir, bu nedenle B.pilosicoli’nin ileri alt-spesifikasyon

calismalarinda kullanilmasi 6nerilmektedir (Moller ve ark. 1999).

Pulsed field jel elektroforezi (PFGE) ilk kez B.pilosicoli’nin domuz, kus ve
insan izolatlarinda Mlul restriksiyon enzimi kullanilarak gerceklestirilmistir (Atyeo ve
ark. 1996). Sonuglar degerlendirildiginde PFGE analizinin, genetik parmak izi
olusturmada MLEE analizinden daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir. Incelenen insan
ve kanatl izolatlarinda, domuz izolatlarina gére daha biiyiik bir cesitlilik gézlenmis,
ayni profilin sadece aynt domuz c¢iftligi ya da ayni toplulukta yasayan bireylere ait
izolatlarda gozlendigi bildirilmistir (Trott ve ark., 1998). Pringle ve ark. (2006),
Tiamulin direngli 13 izolati PFGE analizi ile incelenmis ve 10 farkli profil
tanimladiklarini bildirmislerdir. Ayr ciftliklerden toplanan izolatlarda goriilen farkli
direng profillerinin, B.pilosicoli’de tiamuline direngli susun ¢iftlikler arasi transferi ile

degil, farkli kaynaklardan gelistiginin gdstergesi oldugunu rapor etmislerdir.

Niikleik asit problar1 bir enzim, floresan molekiilleri, radyoizotop veya antijenik
kemiluminesan ile isaretlenmis cins ya da tiir spesifik DNA ya da RNA bolimleridir
(Singleton ve Sainsbury 2006). Hedef niikleik asit sekansi ile igaretlenmis probun
hibridizasyonunun ardindan probun spesifik tesbiti hedef bolgenin identifikasyonuna
olanak verir. Brachyspira tiirleri i¢in gelistirilen kat1 faz problarinin tiir-spesifitesi ideal
degildir ve yeterince gelistirilmemislerdir, kullanim1 sinirlidir ve analiz metodu rutin
tan1 i¢in yeterince basit ya da duyarli olmadig: bildirilmistir (Hampson ve Trott 1995).
Floresan in-situ hibridizasyon (FISH) niikleik asit prob teknolojisinin dokulardan
infeksiyoz ajanlari tesbiti i¢in kullanilmakta olan bir yontemdir (Singleton ve Sainsbury
2006). Bu teknigin avantajlari, doku biyopsi orneklerinden organizmalar: identifiye ve
ayirt edebilmesidir. Bu giine kadar Brachyspira cins, B.hyodysenteriae ve B.pilosicoli
tiir spesifik FISH problar1 gelistirilmistir (Jensen ve ark. 2001).

2.8. IS infeksiyonunda tedavi

Tedavide en c¢ok kullanilan antibiyotikler; tylosin, lincomysin, carbadox,
tiamulin ve metronidazole dur. Bazi durumlarda, tedaviden sonra insanlarda
infeksiyonun tekrarladigi gézlenmistir, ancak ikinci kiir tedaviden sonra re-infeksiyona

rastlanmadig bildirilmistir (Stephens ve Hampson, 2001).

Semptomatik B.pilosicoli infeksiyonlarinin tedavisinde metronidazol tercih

edilmektedir. Ancak, beta-laktam antibiyotikler spiroketisidal olduklar1 halde,
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B.pilosicoli’nin bazi suslarinin beta-laktamaz {iretimi nedeniyle bu grup antibiyotiklere

direngli olabilecegine dikkat ¢ekilmistir (Kanavaki ve ark. 2002).

Brooke ve ark. (2003), B.pilosicoli suslarimin antibiyotik duyarliliklarini
belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismada, insan ve domuzlardan izole edilmis 139 izolati
incelemislerdir. B.pilosicoli suslarinin NCCLS agar diliisyon metodu (Methods for
antimicrobial susceptibility testing of anaerobic bacteria. Approved standard M11-A2.
National Committee for Clinical Laboratory Standards) ile antibiyotik duyarliliklarinin
giivenli bir sekilde ortaya konabilecegini 6ne siirmiiglerdir. Yontemde yaptiklari tek
modifikasyon ise, Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual’in 6nerisi dogrultusunda,
Wilkins-Chalgren agara % 5 at serumu eklemek ve bu yavas tireyen mikroorganizmalar
i¢in inkiibasyon siiresini uzatmak olmustur. Izolatlarin beta-laktamaz iiretimini BBL
Cefinase nitrocefin diski ile ol¢miislerdir. Izolatlarmm %51,1°1 nitrocefin pozitif
bulunmustur. %45,3> amoxicillin’e; % 13,7°si ise Clindamycin’e direngli olarak
saptanmistir. Erythromycin tamamen etkisiz bulunmus, Erythromycin ile Clindamycin
arasinda capraz diren¢ gelisimi bulundugu saptanmistir. Erythromycin’e direngli olan

tiim izolatlarin Clindamycin’e de direngli bulundugu bildirilmistir.

Kanathilardan izole edilen B.pilosicoli suslarinda tylosin direnci ile siklikla
karsilasildigi bildirilmistir. Tylosin bazi  durumlarda kanatlilarda Mycoplasma
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir ve bu kullanimin diren¢ gelisiminde
yaratic1 bir faktor olabilecegi One siiriilmektedir. Ayrica, daha 6nce insan ve domuz
izolatlarinda da karsilasildig: iizere kanatli B.pilosicoli izolatlarinda da amoxicilline
karst direngli suslarin varligr bildirilmistir. Bu direng gelisiminin, beta-laktamaz
genlerinin diger bakterilerden horizontal gen transferi yolu ile gergeklestigi

diisiiniilmektedir (Brooke ve ark. 2003).

Pringle ve ark. (2006) Isve¢’te 13 farkli domuz ¢iftliginden 2002-2003 yillar:
arasinda izole edilen B.pilosicoli suslar1 iizerinde gergeklestirdikleri antibiyotik
duyarlilik ¢aligmalarinda, 94 izolatin 13 adetinin (%11), tiamuline diren¢li (MIC: > 4
png/ml) oldugunu saptadiklarini bildirmislerdir. Tiamulin cut-off degeri » 2 pg/ml olarak
alindiginda ise direngli sus oranini %14 olarak bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada; 86

izolattan 43’linilin tylosin’e direngli (>16pg/ml) oldugunu saptamislardir. Tiamulin
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direngli izolatlar tizerinde gerceklestirdikleri PFGE analizi sonucunda 10 farkh
elektroforetik tip olustugunu ve bu bulgunun diren¢ gelisiminin bagimsiz c¢iftliklerde
ayr1 odaklar seklinde olusmasina bagli olarak sekillendiginin kaniti oldugunu ileri
stirmiislerdir.

Yeni bir smif olan smif D beta-laktamaz (OXA-63) B.pilosicoli’nin BM4442
susunda Bait-Marabet ve ark. (2008) tarafindan kromozomal olarak tanimlanmustir.
Ancak bu genin B.pilosicoli izolatlarinda prevalansi hakkinda yeterli veri yoktur. Bu
calismada, 139 B.pilosicoli izolat1 {izerinde yapilan in vitro antibiyotik duyarlilik testi
sonucunda amoxicilline duyarliligim % 54,7 olarak bulunmas1 beta-laktam
antibiyotiklere direncin yaygin oldugunu gostermektedir.

Avustralya ve Papua Yeni Gine’den izole edilmis 18 insan ve domuz
B.pilosicoli izolatin1 ampisilin ve oksasilin duyarliligt yoniinden test edilmis ve
blaOXA-63 sinif D beta-laktamaz geninin varligit PCR analizi ile arastirilmistir. Yedi
izolat penisiline direncli bulunmus ve bu izolatlara gerceklestirilen tam genom sekans
analizi sonucunda direngli suslarin kendi aralarinda kiigiik niikleotid farkliliklar
gosterirken, blaOXA-63 ile kiyaslandiklarinda olduk¢a farkli olduklar1 ortaya
koyulmustur. OXA-63 ile karsilagtirildiginda yeni iki varyant OXA-136 (art1 bir amino
asit ve 12 farkli aminoasit substitiisyonu) ve OXA-137 (OXA-136’da bulunan
farkliliklara ilaveten pozisyon 16’da farkli aminoasit substitiisyonu) direng¢ genlerinin
Avustralya izolatlarinda beta-laktam antibiyotiklere direngten sorumlu oldugu sonucunu

ortaya koymuslardir (Mortimer-Jones ve ark. 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Ornekler

Istanbul ilinde evde bardirilan képeklerde Brachyspira pilosicoli izolasyonu ve
DNA’sinin saptanmasi amactyla 1.U. Veteriner Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma
Hastahanesi, 6zel klinikler ve kopek pansiyonlarindan 96 diyareli ve 96 diyaresi
olmayan kopege ait toplam 192 barsak icerigi incelendi (Tablo 3.1 ve 3.2). Ornek
alimlar1 2012 yili ocak ayi ile, 2013 yili mart ayilar1 arasinda gerceklestirildi. Ornek
sayis;, gerek Istanbul ilinde gerekse Tiirkiye’ de etkenin prevalansinin heniiz
saptanmamis olmasi nedeni ile tahmini prevalans % 50 kabul edilerek % 95 giiven

diizeyi ve % 10 absolut kesinlige gore belirlendi (Diker K.S. 1994).

Tablo 3.1 Diyare bulunan kopeklere ait 6rnek bilgileri

) BASKA . .
ORNEK YAS . . KLINIiGE GELIS
KAYNAK KOPEKLERLE ~ CINSIYET ,
NO (y1l) _ NEDENI
TEMAS VARLIGI
1 v Lo 4 + e KONTROL
< g 3
2 Z - = _% 4 + & KONTROL
g 5
3 N, S A 4 + 3 KONTROL
11 7 4 + Q ALISVERIS
12 9 g, 4 ay + 3 KONTROL
m
13 g ~ 6 ay + 0 KONTROL
£
14 S = 8 ay + Q KONTROL
Q
18 S 5 + 0 KONTROL
PARVOVIRAL
21 - <1 o+ 3 :
5 ENTERIT
<
24 < s <1 - ? ENTERIT
3
25 g = <1 + 0 KONTROL
26 S E 8 ; 0 KONTROL
S5 .
= PARVOVIRAL
28 — 2,5ay - Q

ENTERIT
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29

30
31
33
35
36
39
44
47

68

69

87

96
99
100

101

102

103

105

110
112
114
115
116
117

KAYNAK
3
Universite
hastahanesi

KAYNAK 4
Ozel klinik
Maltepe

KAYNAK 5

Jandarma 11 Komutanlig

KAYNAK 7
Ozel Klinik
Atasehir
KAYNAK 4

Ozel klinik
Maltepe

KAYNAK 9
Ozel Klinik
Bahgesehir

KAYNAK 10
Ozel Klinik
Kosuyolu

KAYNAK 11
Ozel Klinik
Kadikoy

3 ay

3 ay

>1
11
12

>1

>1

2 ay

5ay

2 ay

16

4 ay

>1

3ay

G O 0 & 0 0 & O O O O

+O

Oy 4O +O

(OX

O 0 Oy 40 Oy Oy

PARVOVIRAL
ENTERIT

ASI
ASI
ENTERIT
ASI
KONTROL
KONTROL
PANSIYON

PANSIYON

KONTROL

KONTROL

ENTERIT

PARAZIT ILACI
KONTROL
PANSIYON

PARVOVIRAL
ENTERIT

ASI
PARVOVIRAL
ENTERIT

ARTIRIT

KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
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118
119
121
122
123
124
125
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
139
140
141
142
143
144
146

153
154
155
156
157
158
159

KAYNAK 12

KAYNAK 13

Kopek Pansiyonu

Ozel Klinik

Bahgesehir

Beyoglu

4 ay

2 ay
2 ay
5ay

4 ay

4 ay

Cy O 0 40 40 Oy Oy Oy 0 0 &4 Oy &y 0 0 0 O O Oy 40 0 &y 0 O 0 +0 O O & & +O +O

PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON

KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
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163
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192

KAYNAK 14

Kopek Pansiyonu

Silivri

KAYNAK 15
Ozel Klinik
Yesilkoy

KAYNAK 16
Ozel Klinik
Atakoy

Gy O 0O 0 0 & +0 Oy 0 Oy Oy Oy 40 0 Oy O &y O & O O & O O HO 4O

PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL

* Bilgi edinilemedi
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Tablo 3.2 Diyare bulunmayan kopeklere ait 6rnek bilgileri

) BASKA . .
ORNEK ) . KLINIGE GELIS
KAYNAK YAS KOPEKLERLE CINSIYET _
NO NEDENI
TEMAS
4 1 + 3 ASI
5 1 + Q ASI
6 - 3 + g KONTROL
£ 5
7 % = 3 + 0 KONTROL
o
8 35 A 3 + e KONTROL
9 <1 + Q KONTROL
10 1 + 3 KASTRASYON
15 3 + Q KONTROL
16 o 4 ay + J KONTROL
g g
17 s 2 = 6 + g KONTROL
~ o &
19 vl 7 ay + Q KONTROL
20 4 ay + J KONTROL
22 1 + 3 OTITIS
KAYNAK 3 o
23 o 4 ay - Q ARITMI
L.U. Fakiilte Hastahanesi )
27 <1 + 3 ARTRIT
32 8 ay - Q ASI
34 1 * 3 DERMATIT
37 KAYNAK 4 1 * 3 MAMA
40 Ozel klinik 9 * Q KONTROL
41 Maltepe 4 * a KASTRASYON
42 2 * Q KONTROL
43 >1 + 3 PANSIYON
45 o = B >1 + 3 PANSIYON
“ p—
=i .
46 é E 8 >1 + 0 PANSIYON
48 é & S >1 -+ a PANSIYON
49 >1 + Q PANSIYON
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

KAYNAK 6

KAYNAK 7

KAYNAK 8

KAYNAK 5

Ozel Klinik

Ozel Klinik
Atasehir

Ozel Klinik

Jandarma Il Komutanlig

Umraniye

Beyoglu

>1
>1
>1
>1
>1
>1
>1
>1

>1

7 ay
7 ay
4 ay

8 ay
7 ay
7 ay
5 ay
6 ay

6 ay

3 ay

8 ay
6 ay

6 ay
9 ay

Gy Oy O O +O0 40 Oy 0 Oy Oy Oy 40 O 0 O 0 Oy Oy Oy 40 0 0 O Gy &y Oy O & Oy Gy 4O

PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
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83
84
85
86
88
89
90
91
92
93
94
95
97
98

104

106
107
108
109
111
113

120
126
138
145
147
148
149
150
151
152

KAYNAK 8
Ozel Klinik
Beyoglu

KAYNAK 4
Ozel klinik
Maltepe

KAYNAK 9
Ozel Klinik
Bahgesehir

KAYNAK 10
Ozel Klinik
Kosuyolu

Ozel Klinik
Kadikoy

KAYNAK 11

KAYNAK
12
Kopek

Pansiyonu
Bahgesehir

KAYNAK 13
Ozel Klinik
Beyoglu

7 ay
3ay

13

3 ay

>1
8 ay

<1

l\)»—t»—l»—ll}.b.)m

10 ay

+ o+ + + o+ + + A+ o+

+0 Oy 0 & Oy Gy Oy 0 Oy 0 Oy +O0 +O Oy +HO

O Oy 0 0 Oy 40 Oy Oy 0 0 O Oy Gy O O 1O

KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
ASI
ASI
OTITIS
KONTROL
KONTROL
DERMATIT
KONTROL
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON

KONTROL

KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL

PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
PANSIYON
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
KONTROL
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160 7 ay Q PANSIYON
161 3 ay Q PANSIYON
=}
162 S B 1 3 PANSIYON
M 2 g .
164 éﬂ = 2 ? PANSIYON
% :
165 3 g 4 ay 3 PANSIYON
e}
166 s 7 ay K PANSIYON
167 4 ay Q PANSIYON

* Bilgi edinilemedi

3.1.1.1. Diski Orneklerinin Alinmasi:

Diskr ornekleri Amies Charcoal Transport Medium igeren steril besiyerli svablarla
(Copan Ventury Transystem, 114C, Copan Diagnostic Inc., ABD) direkt olarak
rektumdan alindi. Disk1 6rnekli svablar oda sicakliginda tutularak 2 saat iginde Istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarmna ulastirildi.

Etken izolasyonu amaciyla ekimleri hemen gerceklestirildi.

3.1.2. Besiyerleri

Brachyspira pilosicoli’nin izolasyonu ig¢in selektif Brachyspira agar ve Fastidious
Anaerob Agar (FAA) kullanildi. Ayrica referans susun tiretilmesi i¢in % 10 v/v fotal
buzag1 serumu katkili Brain Heart Infusion Buyyon kullanildi (Fellstrom ve ark. 1997,

Fellstrom, Petterson ve ark. 2001).

3.1.2.1. Brachyspira Agar

Blood Agar Base No: 2 (Fluka, B1676) 21,25 gr
Distile su 500 ml

121°C de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi
50°C ye kadar sogutulduktan sonra

Koyun kani1 %5 v/v 25 ml
Sodyum riboniikleat (sodyum niikleinat) (Sigma, 71790) %1 w/v 5 gr
Spektinomisin (Sigma, 59007) 800 pg/ul

Vankomisin (Sigma, 94747) 25 pg/ul
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Colistin (Sigma, C4461) 25 pg/ul

Petri kutularina 25’ er ml olacak sekilde dagitildi 25° C de oda 1sisinda tutularak taze
olarak kullanildi.

3.1.2.2. Fastidious Anaerob Agar

FAA (LAB090, Lab M Limited) 45,7 gr
Distile su 1000 ml
121°C de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi.

50°C ye kadar sogutulduktan sonra

Defibrine at kan1 % 10 v/v 100 ml

Petri kutularina 25’ er ml olacak sekilde dagitildi 25° C de oda 1sisinda tutularak taze

olarak kullanildi.

3.1.2.3. Brain Heart Infusion Buyyon

Brain Heart Infusion Buyyon (Oxoid, CM1135) 37 gr
Distile su 900 ml
121°C de 15 dakika siireyle sterilize edildi

Yaklagik olarak 50°C ye kadar sogutuldu

Fotal buzagi serumu (Sigma, F4135) %10 v/v 100 ml
Glukoz (Sigma, G 7021) 2 gr

5> er ml olacak sekilde tiiplere dagitild, tiipler 25° C de oda 1sisinda tutularak taze

olarak kullanildi.

3.1.3. Biyokimyasal Testler ve Ayiraglar

3.1.3.1. Katalaz Testi
Katalaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde % 3’ liikk Hidrojen Peroksit (Sigma-

H3410) kullanildi.
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3.1.3.2. Oksidaz Testi
Sitokrom C oksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde oksidaz identifikasyon

stikleri (Oxoid-BR 64A) kullanildu.

3.1.3.3. Hippurat Hidrolizi Testi
Hippurat hidroliz aktivitesinin belirlenmesinde Diatab diagnostik tabletleri (Rosco

Diagnostica, 56711) kullanilda.

3.1.3.4. Ninhidrin Ayiraci :
Hippurat hidroliz aktivitesinin belirlenmesinde %3,5 luk solusyon olarak (Rosco

Diagnostica, 91731) kullanildu.

3.1.3.5. indole Uretimi
Indol iiretiminin belirlenmesinde Diatab diagnostik tabletleri (Rosco Diagnostica,

58411) kullanild.

3.1.3.6. APIZYM testi

a-Galaktosidaz, a-Glukosidaz ve B-Glukosidaz aktivitesinin saptanmasi icin API ZYM
test kiti (Biomerioux, 25200) kullanildi. API-ZYM ticari test kitinde, alkalin fosfataz,
esteraz, esteraz lipaz, lipaz, 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin,
a-kemotripsin, asit fosfataz, Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz, a-galaktosidaz, B-
galaktosidaz, B-glukuronidaz, a-glukosidaz, B-glukosidaz, N-asetil-B-glukozaminidaz,
a-mannozidaz, a-fukosidaz aktivitesi belirlendi. Kit steril sulandirma sivisi, APIZYM

test seridi, ZYM A ve ZYM B ayiraglarindan olusmaktadir.

3.1.4. B. pilosicoli Referans Susu (ATCC 51139)
[zolasyon ve identifikasyon ydntemlerinin kontrolii amactyla American Type Culture

Collection’dan saglanan B. pilosicoli susu (ATCC 51139) kullanild1.

3.1.5. Polymerase Chain Reaction (PCR)

3.1.5.1. Ekstraksiyon
Saf kiiltiirlerden B.pilosicoli DNA’s1 nin eldesi amaciyla ile ultrasaf su, mikrosantrifuj

tiipli, benmari ve santrifiij kullanilda.



33

3.1.5.2. Amplifikasyon

16S rDNA (rrs geni) geninden derive edilen,

Primer FORWARD (Sentromer DNA Teknolojileri LTD. STI.)

5’-CTA CAT AAG TAG AGT AGA GGA AAG TTT TT- T-C GCT TTC CG-3’
Primer REVERSE (Sentromer DNA Teknolojileri LTD. STi.)

5’-CCT CAC CCT CTG TTG CTA CCG AGT AAT GTC GAG CAC TCT T-3’

Taq DNA Polymerase (Sigma, D1806)

10X PCR Buffer (Sigma, P2192)

10 mM dATP (Sigma, D6920)

10 mM dCTP (Sigma, D7045)

10 mM dGTP (Sigma, D7170)

10 mM TTP (Sigma, D7791)

25 mM MgCl, (Sigma, M8787)

Pozitif kontrol: B. pilosicoli’ nin ATCC 51139 susuna ait DNA ekstrakte ve amplifiye
edilerek kullanildi.

Negatif kontrol: : RNaz ve DNaz’ dan arindirilmis ultra saf, steril distile su (Sigma,

95284)

3.1.5.3. Agaroz Jelin Hazirlanmasinda kullanilan gerecler

Amplifiye edilmis tiriinlerin elektroforezinde kullanilmak tizere % 1.5 oraninda agaroz
(Sigma, A9539) iceren jel hazirlandu.

Agaroz l12¢g

1X TAE Buffer 80 ml

TAE Buffer: Agaroz jelin hazirlanmasi, elektroforez ve DNA bantlarinin boyanmasi
icin sulandirici olarak 10X TAE buffer (Sigma, T6025) 1/10 oraninda steril distile su ile
1X yogunluga sulandirilarak kullanildi.

Belirtilen miktarda agaroz ve TAE buffer homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga
firinda eritildi. Oda 1sisinda 60°C nin altina diismeyecek sekilde bekletilerek sogutuldu.
Eriyik haldeki agaroz igerisine 0,5 pg/ml oraninda ethidium bromide (Sigma, E1510)
eklendi. Hazirlanan agaroz jel, taraklar1 uygun olarak yerlestirilmis jel kalip tepsisine
dokiildii. Oda sicakliginda bekletilerek jelin katilagsmasi saglandi ve taraklar ¢ikarildi.
Jel kalib1 1X TAE doldurulmus elektroforez tankina yerlestirildi.

Etidyum bromiir (Sigma, E1510)

Yiikleme Soliisyonu (6X) (Promega, G1881)
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DNA Marker (Promega, G2101).

3.1.5.4. Diger Gerecler
. Anaerobik jar (Oxoid AG0035)
. Anaerogen (Oxoid, AN0035)

. Thermal cycler (Axygen Maxygen)

. 1.5 ml kapakli mikrosantrifiij tiipleri (Axygen)

. Mikrosantrifiij (Hetttich)

. 0.2 ml’ lik ince ¢eperli DNaz, RNaz’ dan arindirilmis PCR tiipleri (Axygen)

. Pipetler (0.5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 upl otomatik pipetler, Thermo
Scientific)

. DNaz, RNaz’ dan arindirilms filtreli pipet uclar1 (Axygen )

. Vorteks (Biosan)

. Agaroz jel elektroforez sistemi (Agagel Mini-Wide)

. Gii¢ kaynagi (Biometra-Power pack P25)
. UV Transilluminator (Infinity, Vilber Lourmat)

3.1.6. Istatistik Testleri

Tiim hesaplamalar ve istatistiksel analizler Windows icin Sosyal Bilimler
Istatistik Paketi - SPSS versiyon 21.0 (IBM, SPSS Inc, Chicago, IL) Istatistiksel analiz
ve ¢0ziim yazilimi programin kullanilarak Pearson’s Ki-kare testi ile gergeklestirildi

(Ozdamar K. 1999).

3.2. YONTEM

3.2.1. izolasyon ve Identifikasyon

Diski ornekli svablar Selektif Brachyspira Agara ekildi ve 42 °C de anaerob
atmosferik kosullar altinda 6 giin inkiibe edildi. Kiiltlirler ii¢iincii giinden sonra
kontaminasyon varlifi ve iiremeler yoniinden kontrol edildi. Inkiibasyon sonunda;
seffaf, gri; 1,5 mm ¢apli, zayif beta-hemoliz olusturan yada yaygin film seriti tarzinda
tireme gosteren siipheli kolonilerden Gram boyal1 preparatlar hazirlandi. Mikroskobik
bakida Gram negatif spiral sekilli bakteri kolonilerine katalaz ve oksidaz testi yapildi.
Gram negatif, katalaz negatif, oksidaz pozitif spiral sekilli mikroorganizmalara ait

kolonilerden ¢ogaltmak amaciyla FAA’lara pasaj yapildi. FAA’lar 42 °C de anaerob
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atmosferik kosullar altinda 2 giin inkiibe edildi. Inkubasyon sonunda besiyerlerinde
iireyen siipheli izolatlara Gram boyama, katalaz testi, oksidaz testi ve biyokimyasal
aktivite testleri (indol iretimi, hippurat hidrolizi, alfa galaktosidaz aktivitesi, alfa
glukosidaz aktivitesi) yapilarak tiir tayinine gidildi. (Fellstrom ve ark. 1999; Réasback ve
ark. 2006).

3.2.1.1. Referans susun Uretilmesi

B. pilosicoli ATCC 51139 referans susu, fotal buzagi serumu katkili Brain Heart
Infusion buyyona besiyerine ekildi ve 42 °C de anaerob sartlarda 3 giin inkiibe edildi.
(ATCC, http://www.lgcstandards-
atcc.org/~/media/6961826D153043B3A8DS5S9D0OD37CEF5C8.ashx, son gilincelleme
tarihi: 19.01.2014)

3.2.1.2. indol Uretimi

Kolonilerden 0,25 ml steril fizyolojik tuzlu su i¢ine 4 McFarland bulaniklik
standard1 yogunlukta siispansiyonlar hazirlandi. Siispansiyona bir diagnostik tablet ilave
edildi ve lizeri siv1 parafin ile kapatilarak anaerob ortam saglandi. 42 °C de 24 saat
anaerob olarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiire 3 damla Kovacs’ ayiraci
damlatild1 ve yiizeyde kirmizi indol halkasinin goriilmesi durumunda test pozitif olarak

degerlendirildi (Fellstrom ve ark. 1999).

3.2.1.3. Hippurat Hidrolizi Testi

Kolonilerden 0,25 ml steril fizyolojik tuzlu su i¢ine 4 McFarland bulaniklik
standard1 yogunlukta siispansiyonlar hazirlandi. Siispansiyona bir diagnostik tablet ilave
edildi. 42 °C de 24 saat aerobik sartlarda inkiibe edildi. Bes damla %3.5’liik Ninhydrin
soliisyonu damlatilarak 10 dakika yeniden inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan test
sonuglart en gec¢ bes dakika i¢inde, koyu mor-mavi renk pozitif, agik mavi - renksiz

negatif olarak degerlendirildi (Fellstrom ve Gunnarsson 1995)

3.2.1.4. APIZYM testi

APIZYM test kitinde bulunan uygulama talimatlar1 dogrultusunda yapildi. API
Stispansiyon Soliisyonu (2 ml) kullanilarak, 5 McFarland standardi yogunlukta
stispansiyonlar hazirlandi. 65 pl siispansiyon, seridin her bir kuyucuguna dagitildi. 4 - 4
Y saat 37°C’de aerob atmosferik kosullarda inkubasyonun ardindan, her kuyucuga 1’er

damla ZYM A ve ZYM B reaktifi eklendi ve renk olusumunun gézlenmesi i¢in 5-10 dk


http://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/6961826D153043B3A8D59D0D37CEF5C8.ashx
http://www.lgcstandards-atcc.org/~/media/6961826D153043B3A8D59D0D37CEF5C8.ashx
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beklendi. Enzim testlerinde olusan renk degisiklikleri 0-5 dereceleri arasinda
degerlendirildi: 0 negatif reaksiyon, 5 maksimum yogun bir reaksiyon ve 1, 2, 3 veya 4
degerleri yogunluga bagli olarak ara reaksiyonlar olarak yorumlandi (3, 4 veya 5 pozitif
reaksiyon olarak kabul edildi). Sonuglar kayit edilerek 6rnegin enzim profili belirlendi

(Fellstrom ve Gunnarsson 1995; Fellstrom, Petterson ve ark. 2001).

3.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Stipheli izolatlara ait kolonilerden 1 6ze dolusu alinarak 50 pl ultra saf su iginde
siispanse edildi. Siispansiyonlar agzi1 kapakli bir mikrosantrifu;j tiipiine aktarildi ve 100
°C’de 10 dakika bekletildi. Ardindan 6000 rpm de 4 dakika santrifuje edildi.
Stipernatant PCR’ da kalip DNA olarak kullanildi (Fellstrom ve ark. 1997; Fellstrom,

Zimmerman ve ark. 2001).

3.2.2.2. DNA Amplifikasyonu
Primerlerin hazirlanmas:

Uretici firmanin belirttigi dogrultuda Reverse primer 438 ul, Forward primer
367 ul ultra saf, Dnase ve RNase ari steril distile su ile sulandirilarak 100 pmol/pl
konsantrasyonda stok soliisyonlar1 hazirlandi. Stok primerler kullanilincaya kadar -20°C
de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyonu 7 pmol/ul olacak sekilde ultra saf,
DNase, RNase ari steril distile su ile sulandirildi. 0,2 mM her bir ANTP, 7 pikomol her
bir primer (R ve F), 10 mM Tris HCI, 50 mM KCI, %0,1 Tween 20, 3 mM MgCl,, 1
tinite Taq iceren Master mix DEPC-Treated DNase, RNase ari steril distile su ile 49 pl
toplam hacimde olacak sekilde hazirlandu.

Amplifikasyon:

Her bir siipheli izolata ait ekstrakttan alman 1 pl kalip DNA, 49 ul PCR
karistmina ilave edildi. DNA amplifikasyonu i¢in PCR tiipleri thermal cycler’a
yerlestirildi ve amplifikasyon hemen baslatildi. 95°C” de 6 dakika 6n denatiirasyon
yapildi. On denatiirasyonu takiben toplam 30 siklus 95°C 30 sn denatiirasyon, 56 °C 30
sn primer baglanmasi, 72 °C 60 sn sentez asamalar1 gercgeklestirildi. Cogaltilmis
amplifiye {irlinler agaroz jelde yiiriitiiliinceye kadar +4°C de bekletildi (Rasbéck ve ark.
2006).
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3.2.2.3. Elektroforetik Separasyon ve DNA’ nin Saptanmasi

Elde edilen PCR iiriinlerine agaroz jelde elektroforez uygulandi. Agaroz jeldeki
ilk kuyucuga DNA marker (5 pl DNA marker ve 1 pl yiikleme soliisyonu), ikinci
kuyucuktan baghyarak orneklere ait PCR {irtinleri (10 pl amplikon + 2 pl yiikleme
soliisyonu), pozitif kontrol ve negatif kontrol yiiklendi. Elektroforez islemi 120 Voltta
30 dakika siirdiiriildii. Islemin sonunda jel tanktan alinarak UV transilliiminatdrde

gozlendi ve jel dokiimentasyon sisteminde goriintiilendi.

3.2.2.4. Sonuclarin Yorumlanmasi

Agaroz jel elektroforetik seperasyonun sonucunda, pozitif kontrolde 930 bp
molekiiler agirliginda spesifik bantin olusumu, negatif kontrolde ise bantin olmamasi
yapilan PCR testinin dogrulugunu gosterdi. Siipheli izolatlarin B. pilosicoli spesifik
DNA pozitif olarak degerlendirilmesi, 930 bp’ lik DNA bandinin varligina gore yapildi
(Fellstrom ve ark. 1997).

3.2.3. Istatistiki Analiz
Kopek barsaklarinda B.pilosicoli kolonizasyonunun diyare ile arasindaki iliski
ayrica, B.pilosicoli kolonizasyonunun olusumunda yas, cinsiyet ve diger kopeklerle

temasin onemi arastirildi.

Yas degiskeni; bir yas ve lizeri hayvanlar ile bir yasindan kiiclik hayvanlar
olarak iki kategori seklinde belirlendi. Diger degisken kategorileri ise; disi veya erkek
olmak; diger kopeklerle temas varligi yada yoklugu sekilinde planlandi. Bu kategori
ciftlerinin her biri i¢in, B. pilosicoli izolatin varligt veya yoklugu seklinde

karsilagtirilarak yapildi ve istatistiki olarak degerlendirildi.

Calismada, 95 disi ve 97 erkek, diger kopeklerle temas eden 134 ve temas
etmeyen 58, 1 yas ve uistli 111 ve 1 yas alt1 81, diyare bulunan 96 ve diyare bulunmayan

96 hayvan; kolonizasyon yoniinden degerlendirmeye alindi.
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4. BULGULAR

Diyareli 96 kopekten alinan digk1 6rneklerinin 8’ inden Brachyspira spp. stipheli
koloniler izole edildi.

Stipheli izolatlara uygulanan Gram boyama, katalaz, oksidaz, indol iiretimi,
hippurat hidrolizi ve API ZYM testleri sonucu 8 izolatin (118, 119, 123, 125, 127, 131,
133, 135 no.lu 6rnek) B.pilosicoli olabilecegi belirlendi (Tablo 4.1, Sekil 4-1, 4-2ve 4-
3). Bu sekiz Ornegin alindigi kopeklerin besi 1 yasin altinda, {icli bir yas iistii
kopeklerdi.

Sekil 4-1 B.pilosicoli siipheli izolata ait mikroskobik goriintii. (Gram boyama, 123 nolu
izolat, X1000)
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ktivite test sonuglari

Tablo 4.1 Siipheli izolatlara ait biyokimyasal aktivite ve enzim a

ZepISOYNy-Eje
ZBpIZOUURTU-BI[®
ZepIunuezoyn|3-e1oq-[1ose-u
Zepisoyn|3-ejoq
Zepisoyn|3-ej[e
Zepiuoloyn|3-ejoq
zepisopye[es-ejoq
ZepIsoye[es-ej[e
ZB)eJS0J-1q-ZB-[0)J BU
ZeJRJSO] JIse
uisdijowny-ej[e
ursdiy
ZepIuWe[LIe UnsIs
ZepIWe[LIE Ul[eA
Zeplwe[LIe UIsoj
zedy|
zedI] ze19)S0
Ze10)S9
Ze)eJsoy urey[e
1zrjoIpiy yemddry
[oput
ZepIsyo
Ze[eyey]

ou youIQ

43

118

119

123

125

126

127

131

133

135

Sekil 4-2 Referans susa ait APIZYM test sonuclari




40

Sekil 4-3 123 nolu 6rnege ait APIZYM test sonuclari

Tiir-spesifik PCR testi sonucunda 8 izolatin da 930 bp’lik DNA bandina sahip

oldugu gozlendi ve izolatlarin tiimii B.pilosicoli olarak tanimland1 (Sekil 4-4).

Sekil 4-4 Orneklere ait tiir-spesifik PCR testi jel elektroforez UV transilluminator resmi

M. 43 118 1189 123125126 127 131 133 135

Bu sekiz ornegin alindigi kopeklerin besi 1 yasin altinda, iicli bir yas stii

kopeklerdi.

Diyaresiz, 96 kopege ait digki 6rneklerinin; 2’sinde (43 ve 126 no.lu 6rnek)

spiroketal lireme saptandi. Uygulanan katalaz, oksidaz, indol iiretimi, hippurat hidrolizi
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ve API ZYM testleri sonucu, 126 no.lu 6rnegin fenotipik olarak B.pilosicoli referans sus
ile ayn1 o6zelliklere sahip oldugu ancak; 43 no.lu 6rnegin negatif alfa-galaktosidaz ve
pozitif beta-glukosidaz aktivitesi ile tip sustan farklilik gosterdigi saptandi. Bu izolatlar
B.pilosicoli slipheli olarak degerlendirildi. Gergeklestirilen tiir-spesifik PCR analizi
sonucunda 126 nolu drnekten elde edilen sadece 1 adet izolatin ( %1,04) 930 bp’lik
DNA bandina sahip oldugu gozlendi ve B.pilosicoli olarak tanimlandi. Bu 6rnek 1
yasinda bir kdpege aitti (Sekil 4-4).

Sonug olarak incelenen 192 barsak iceriginin 10 adetinde spiroketal lireme
gozlendi. Uygulanan biyokimyasal testler sonucunda 10 adet B.pilosicoli siipheli izolat
saptand1 . PCR sonucunda siipheli izolatlarin 9 tanesi B.pilosicoli (% 4,68) olarak
tanimlandi.

Ornek aliminin yapildigi 16 kaynagin sadece birinden (kaynak 12) B.pilosicoli

(n=9) izolasyonu ve identifikasyonu yapildu.

4.1. Istatisitksel analiz sonuclari

Yapilan istatistiki analiz sonucunda barsaklarda B.pilosicoli kolonizasyonu ile
diyare iliskisi kopeklerde istatistiki olarak dnemli (p= 0,01) bulundu.

B.pilosicoli kolonizasyonu ile kopeklerin diger kopeklerle temas: istatistiki
olarak dnemli bulundu (p=0,033).

Ancak kolonizasyon ile yas gruplar1 arasinda yapilan analizde yasin
kolonizasyon i¢in 6nemli olmadig1 (p=0,655) belirlendi.

Cinsiyet ve kolonizasyon arasindaki iligki degerlendirildiginde bu parametrenin

bir 6nem ifade etmedikleri (p=0,121) saptandi.
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5. TARTISMA

Son yillarda basta kopekler, domuzlar, tavuklar ve insanlar olmak iizere bir¢ok
sicak kanli canlida saptanan B.pilosicoli giderek 6nem kazanmis ve konaklarinda c¢esitli
hastaliklarla iligkilendirilmistir.  B.pilosicoli’nin gerek insanlardan gerekse kopek
domuz ve tavuklardan izolasyonu ve dolayisiyla iliskilendirildigi infeksiyonlar bir¢ok
ilkede bildirilmistir (Muniappa, Gardner ve ark. 1995; Duhamel ve ark. 1997; Swayne
ve McLaren 1997; Mikosza ve ark. 1999). Yeni bir etken olmasi nedeni ile ¢aligmalar
daha c¢ok etken izolasyonu ve oOzellikle insanlarda olusturdugu infeksiyonlara
yogunlagmistir.

Etkenin kopeklerdeki prevalansi ile ilgili yapilan arastirmalarda Papua Yeni
Gine’de % 5,3 (Trott ve ark. 1997), Isvec’te %9,37 (Fellstrom, Petterson ve ark. 2001),
Hindistan’in Assam eyaletinde % 0,9 (Munshi ve ark. 2003), bat1 Avustralya’da % 14,2
(Oxberry ve Hampson 2003), Ispanya’da % 4,8 olarak bildirilmistir. (Hidalgo ve ark.
2010).

Bu ¢alismada Istanbul’ da kopeklerde diyare faktorii dikkate alinmadan etkenin
prevalansi % 4,68 olarak bulunmustur. Diyare gozlenen kopeklerde prevalans % 8,3
(n=8) diyare gozlenmeyen kopeklerde is % 1,04 (n=1) olarak saptanmistir. Yukarida
bildirilen ¢alismalarda da goriildiigli gibi etkenin prevalansi degisik tlilkelerde degisik
degerlere sahip olarak bulunmustur. Diyare dikkate alindiginda prevalansin yiikseldigi,
genel olarak prevalansa bakildiginda ise degerin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

B.pilosicoli kolonizasyonunun kdopeklerde diyare ile iliskili olup olmadig:
lizerinde fazala arastirmaya rastlanmistir. Yapilan iki ¢alismada arastiricilar farkl
sonuglara varmislardir (Oxberry ve Hampson 2003; Hidalgo ve ark. 2010).

Oxberry ve Hampson 2003, gerceklestirdikleri c¢alismada  bakteri
kolonizasyonunun diyare ile iligkili bulunmadigini bildirmislerdir.

Buna karsin, Hidalgo ve ark. 2010, B.pilosicoli kolonizasyonu ile diyare
arasindaki iliskiyi kopeklerde ilk kez istatistiki olarak ortaya koymuslar ve daha 6nce bu
iligkinin ortaya konulamamasini ¢alismalarda 6rnek sayisinin diisiik tutulmasi nedeniyle
olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Bu caligmada da diyare bulunan hayvanlardan elde edilen sonuclar ile diyare
bulunmayan hayvanlardan elde edilen etken prevalansina iliskin sonuglar arasinda

biiyiik fark saptanmistir. Bu sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucu elde
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edilen deger (p=0,01) ile B.pilosicoli kolonizasyonu ile diyare arasindaki iligki ortaya
konmustur ve Hidalgo ve arkadaslarinin sonuglari ile uyumluluk gostermektedir.

Margawani ve ark. (2004) Bali, Endonezya’da yaptiklar1 bir calismada,
B.pilosicoli kolonizasyonu ile hayvan temasi, yas ve cinsiyet faktorleri arasindaki
iliskinin 6nemini aragtirmislar, bu faktorlerin istatistiksel olarak anlamli bulunmadigini
bildirmislerdir.

Aragstiricilarin bu sonuglarina karsin bu calismada, kdpeklerin baska kopeklerle
temast B.pilosicoli kolonizasyon acisindan istatistiki olarak 6nemli bulunmustur
(p=0,033). Onemli olmasinin belirlenebilmesinde, 6rnek alim yerlerinin ve birlikte
yasayan hayvan topluluklarinin varliginin bu ¢alismada bu sonucu saptamaya olanak
sagladigin1 diigtindiirmiistiir. Bu calismada etken identifikasyonunun (% 4,68; n=9)
olmasindan ziyade yapildigi tek kaynagin hayvanlarin belli bir siire zarfinda birlikte
yasamak zorunda bulunduklari, pansiyon amagli kullanilan bir kopek ¢iftliginden alinan
orneklerden olmasi nedeniyle dikkati ¢ekicidir. Bu durumun olusumunda en 6nemli
faktorlerden biri olarak kdpeklerin tuvalet ihtiyaglarini gidermek amaciyla belli bir
alanin kullanilmasinin oldugu diistintilmiistiir.

Ancak cinsiyet ve yas faktorleri istatistiki olarak B.pilosicoli kolonizasyonu
ac¢isindan 6nemsiz bulunmustur.

Arastiricilar  Brachyspira tiirlerinin identifikasyonu i¢in kiiltiir ve fenotipik
testlerin yeterliligi, ayrica bunlara ilaveten molekiiler yontemlerin gerekliligi lizerine
tartismislardir (Fellstrom, Petterson ve ark. 1997; Stanton ve ark. 1997; Hommez ve
ark. 1998; Mikosza ve ark. 2003; Fossi ve ark. 2004; Fossi ve Skrzypczak, 2006).

Fellstrom, Petterson ve ark. (1997) tarafindan indol iiretimi ve hippurat
hidrolizasyon testlerinin Brachyspira tiirlerinin identifikasyonunda kullanilan en 6nemli
testler oldugu vurgulanmistir. a-galaktosidaz ve B-glukosidaz testleri ise
identifikasyonu tamamlayici testler olarak onerilmistir. Hommez ve ark. (1998) ise
Brachyspira tiirleri degerlendirilirken tiirler i¢inde bazi1 varyant bakteriler olabilecegini
ve sadece fenotipik testlere dayali identifikasyonun hatali sonucglar dogurabilecegini
bildirmislerdir. Fellstrom, Petterson ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada, yapilan PFGE
ve 16S rRNA sekans analizi sonucunda indol reaksiyonu kuvvetli derecede pozitif olan
A3077 i1zolatim1 B.pilosicoli olarak smiflandirmislardir. Bu atipik izolat, B.intermedia
izolatlar1 disinda ZBHIS’ler arasinda pozitif indol reaksiyonu veren ilk kopek izolati

olarak bilidirilmistir. Fossi ve ark. (2004) yilinda gerceklestirdikleri ¢alisma ile hippurat
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negatif B.pilosicoli-benzeri izolatlarin, B.pilosicoli olarak identifiye edilebilecegini
gostermislerdir. Fellstrom, Petterson ve ark.(1997) fenotipik identifikasyona yonelik
semast takip edildiginde bu atipik hipp B.pilosicoli suslarinin B.murdochii ile
karisabilecegini; tiir-spesifik PCR analizinin kesin tani i¢in kullanilmasinin gerekliligini
vurgulamiglardir. Ancak, molekiiler teknikler i¢in yeterli olmayan laboratuvarlarda
hippurat hidrolizi ve beta-glukosidaz aktivitesi negatif olarak belirlenen izolatlarin
B.pilosicoli olarak identifiye edilebilecegini bildirmislerdir. Ayrica kiiltiiriin tespit
edilebilir bakteri sayist dikkate alindiginda PCR analizine gore daha duyarli oldugu
yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur (Fellstrom, Petterson ve ark. 1997; Stege ve ark.
2000;Fellstrom, Zimmerman ve ark. 2001). Buna karsin; diski1 6rneklerinin olabilecek
en optimize kosullarda uygun transport besiyerleri i¢inde, anaerob tagima sistemleri ile
kisa siirelerde taginmasi saglansa bile, bu narin bakterilerin canliliginin korunamadigi
durumlar olabilecegi ve Brachyspira tiirlerinin kiiltiirel tiplendirmesinde sorunlarla
karsilagilabilinecegi bildirilmistir (Rasbédck ve ark. 2006). Ayrica antimikrobiyal tedavi
goren bireylerden alinan drneklerde bakterinin canliliginin kaybolmus olabilecegi de
bilinmektedir (Nathues ve ark. 2007). Bu nedenlerle B.pilosicoli izolasyon ve
identifikasyonunda kiiltlir, biyokimyasal testler ve molekiiler tekniklerin bir biitiin
olarak degerlendirilmesi gereklidir.

Bu c¢aligmada da bir izolat (kaynak /6rnek no: 5/43) tipik spiroketal morfolojisi,
Gram boyanma, katalaz, oksidaz ve hemoliz 6zellikleri ile fenotipik siniflandirma i¢in
uygulanan biyokimyasal testler ve API ZYM testi sonucu Brachyspira siipheli olarak
degerlendirilmistir. Yapilan testler sonucunda Fellstrom ve ark. (1997) tarafindan
belirlenen ana fenotipik gruplardan higbirine uygun olmadigi saptanmustir. Ornegin;
zayif beta hemoliz, negatif indol {retimi, pozitif hippiirat hidrolizi, negatif alfa-
galaktosidaz ve pozitif beta-glukosidaz aktivitesi ile B.alvinipulli’ye ait fenotipik
ozelliklerle ortilistiigli belirlenmistir. Literatilir calismasi sirasinda karsilasilan, Duhamel
ve ark. tarafindan 1998 yilinda yaptiklar1 calismada elde edilen B.pilosicoli Dogl7
izolatinin da pozitif beta-glukosidaz aktivitesine sahip oldugu bilgisi nedeni ile; bu
bakteri izolatinin atipik bir biovaryant olabilecegi diisiiniilerek, B.pilosicoli tiir-spesifik
PCR analizi ile incelenmesi ve molekiiler olarak identifiye edilmesinin gerektigi
diisiiniilmiistiir. Ancak tiir-spesifik PCR testi sonucunda izolat B.pilosicoli yoniinden
negatif bulunmustur. Bu nedenle B.pilosicoli’nin identifikasyonu i¢in kullanilan

fenotipik degerlendirme tablosu yararli bir tanilama araci olsa da, identifikasyonunda
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fenotipik degerlendirmeyi molekiiler yontemlerle desteklenmesi gerektigi sonucu
arastiricilarin sonuglarina uyum gostermistir.

B.pilosicoli’nin insanlar ve kopekler arasinda potansiyel zoonotik yayilimina
cesitli caligmalarla dikkat ¢ekilmistir (Lee ve Hampson 1994; Trott ve ark. 1998;
Oxberry ve Hampson 2003).

Ayrica, HIV hastasi bir insandan izole edilen B.pilosicoli (HIV3AB2) susu ile
kanatlilarda deneysel infeksiyon olusturulmustur. Calismada ergin tavuklarin insan
B.pilosicoli izolat1 ile kolonize olabilecegi gosterilmis ve bu spiroketin tiir bariyerini
asarak infeksiyon olusturabilecegi kanitlanmistir (Jamshidi ve Hampson 2005).

Verlinden ve ark. (2012), 2009-2010 yillar1 arasinda Belgika’da slipermarketten
topladiklar1 4°C’de saklanan tavuk karkasinda B.pilosicoli varligini bildirilmislerdir.

HIV hastasi bir insandan izole edilen B.pilosicoli susu ile kanatlilarda deneysel
infeksiyon olusturulmasi, B.pilosicoli’nin paketlenmis kanatli karkaslarindan izole
edilmesi, dis ortamlarda uzun siire hayatta kalabilen bu bakterinin duyarli konakgilara
bulasma riskini arttirmaktadir.

Oldukga genis bir konake1 spektrumuna sahip olan B.pilosicoli’nin mutfaklarda
hijyenik olmayan sekillerde islendiginde ya da yeterli 1s1 islemine maruz kalmadan
tilkketildiginde insanlar ve hayvanlarda gida kaynakli zoonoz infeksiyonlara yol agmasi
olasidir.

Sonu¢ olarak, bu ¢alismada Istanbul’da B.piosicoli’nin varligi ortaya
konulmustur. Istatistiki agidan diyare bulunan kopeklerde etkenin kolonizasyonunun
daha anlamli oldugu ve kopeklerde temasin kolonizasyon i¢in bir risk faktorii oldugu
saptanmistir. Cok genis bir konak yelpazesine sahip olan, septisemi vakalarinda kandan
izole edilebilen ve gida kaynakli zoonotik infeksiyonlara yol agmasi muhtemel gériinen
bu enterik anaerob patojen ile ilgili bir¢ok bilinmeyen nokta mevcuttur. Bu nedenle

konu ile ilgili aragtirmalarin siirdiiriilmesinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.



46

KAYNAKLAR

Achacha, M., & Messier, S. (1992). Comparison of six different culture media
for isolation of Treponema hyodysenteriae. J Clin Microbiol, 30(1), 249-251.
Atyeo, R. F., Oxberry, S. L., & Hampson, D. J. (1996). Pulsed-field gel
electrophoresis for sub-specific differentiation of Serpulina pilosicoli (formerly
‘Anguillina coli’). FEMS Microbiol Lett, 141(1), 77-81.

Atyeo, R. F., Stanton, T. B., Jensen, N. S., Suriyaarachichi, D. S., & Hampson,
D. J. (1999). Differentiation of Serpulina species by NADH oxidase gene (nox)
sequence comparisons and nox-based polymerase chain reaction tests. Vet
Microbiol, 67(1), 47-60.

Backhans, A., Jansson, D. S., Aspan, A., & Fellstrom, C. (2011). Typing of
Brachyspira spp. from rodents, pigs and chickens on Swedish farms. Vet
Microbiol, 153(1), 156-162.

Bait-Merabet, L., Thille, A., Legrand, P., Brun-Buisson, C., Cattoir, V. (2008).
Brachyspira pilosicoli bloodstream infections: case report and review of the
literature. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 7: 19. doi:10.1186/1476-0711-7-19
Bano, L., Merialdi, G. , Bonilauri, P. , Dall'Anese, G. , Capello, K. , Comin, D. ,
Cattoli, G. , Sanguinetti,V. , Hampson, D. J. andAgnoletti, F.(2008) 'Prevalence,
disease associations and risk factors for colonization with intestinal spirochaetes
(Brachyspira spp.) in flocks of laying hens in north-eastern Italy', Avian Pathol,
37: 3,281 —286. DOI: 10.1080/03079450802043726

Baranton, G., & Old, I. G. (1995). The Spirochaetes: a different way of life. B 1
Pasteur, 93(2), 63-95.

Barcellos, D. E., de Uzeda, M., Ikuta, N., Lunge, V. R., Fonseca, A. S. K.,
Kader, I. I. T. A., & Duhamel, G. E. (2000). Identification of porcine intestinal
spirochetes by PCR-restriction fragment length polymorphism analysis of
ribosomal DNA encoding 23S rRNA. Vet Microbiol, 75(2), 189-198.

Barcellos, D. E., Mathiesen, M. R., de Uzeda, M., Kader, I. 1., Duhamel, G. E.
(2000). Prevalence of Brachyspira species isolated from diarrhoeic pigs in

Brazil. Vet Rec 146:398-403



47

Barrett, S. P. (1990). Intestinal spirochaetes in a Gulf Arab population.
Epidemiol Infect, 104(2), 261-266.d0i:10.2307/3863357

Biksi, 1., Lorincz, M., Molnar, B., Kecskés, T., Takacs, N., Mirt, D., Cizek, A.,
Pejsak, Z., Martineau, G. P., Sevin, J. L. & Szenci, O. (2007). Prevalence of
selected enteropathogenic bacteria in Hungarian finishing pigs. Acta Vet Hung.
55:219-227

Boye, M., Baloda, S. B., Leser, T. D. & Moller, K. (2001). Survival of
Brachyspira hyodysenteriae and B. pilosicoli in terrestrial microcosms. Vet.
Microbiol. 81: 33-40

Brooke, C. J., Margawani, K. R., Pearson, A. K., Riley, T. V., Robertson, I. D.,
& Hampson, D. J. (2000). Evaluation of blood culture systems for detection of
the intestinal spirochaete Brachyspira (Serpulina) pilosicoli in human blood. J
Med Microbiol 49: 1031-1036

Brooke, C. J., Riley, T. V., & Hampson, D. J. (2006). Comparison of Prevalence
and Risk Factors for Faecal Carriage of the Intestinal Spirochaetes Brachyspira
aalborgi and Brachyspira pilosicoli in Four Australian Populations. Epidemiol
Infect, (3), 627. d0i:10.2307/3865883

Brooke, C., Hampson, D., & Riley, T. (2003). In vitro antimicrobial
susceptibility of Brachyspira pilosicoli isolates from humans. Antimicrob Agents
Ch, 47(7), 2354-2357. doi:10.1128/AAC.47.7.2354-2357.2003

Calderaro, A., Bommezzadri, S., Piccolo, G., Zuelli, C., Dettori, G., & Chezzi,
C. (2005). Rapid isolation of Brachyspira hyodysenteriae and Brachyspira
pilosicoli from pigs. Vet Microbiol, 105(3-4), 229-234.

Calderaro, A., Merialdi, G., Perini, S., Ragni, P., Guegan, R., Dettori, G., &
Chezzi, C. (2001). A novel method for isolation of Brachyspira (Serpulina)
hyodysenteriae from pigs with swine dysentery in Italy. Vet Microbiol, 80(1),
47-52.

Calderaro, A., Villanacci, V., Conter, M., Ragni, P., Piccolo, G., Zuelli, C,, ... &
Chezzi, C. (2003). Rapid detection and identification of Brachyspira aalborgi
from rectal biopsies and faeces of a patient. Res Microbiol, 154(2), 145-153.
Chander, Y., Primus, A., Oliveira, S., & Gebhart, C. J. (2012). Phenotypic and

molecular characterization of a novel strongly hemolytic Brachyspira species,



48

provisionally designated “Brachyspira hampsonii”. J Vet Diagn Invest, 24(5),
903-910.

Chia, S. P., & Taylor, D. J. (1978). Factors affecting the survival of Treponema
hyodysenteriae in dysenteric pig faeces. Vet Rec, 103(4), 68-70.

Corona-Barrera, E., Smith, D., La, T., Hampson, D., & Thomson, J. (2004).
Immunomagnetic separation of the intestinal spirochaetes Brachyspira pilosicoli
and Brachyspira hyodysenteriae from porcine faeces. J Med Microbiol, 53(4),
301-307.

Cowley, H. M. & Hill, R. R. (1985). ‘Intestinal spirochaetosis’ of the vervet
monkey. Onderstepoort J Vet 52: 47-50

Craige, J. E. (1948). Spirochetes associated with dysentery in dogs. J Am Vet
Med Assoc 113: 247-249

De Smet, K. A.L., Worth, D. E., & Barrett, S. P. (1998). Variation amongst
human isolates of Brachyspira (Serpulina) pilosicoli based on biochemical
characterization and 16S rRNA gene sequencing. Int J Sys Bacteriol, 48(4),
1257-1263.

Diarra, A. T., Achacha, M., & Mittal, K. R. (1995). Evaluation of different
serological tests for detection of antibodies against Serpulina hyodysenteriae in
pig sera. Comp Immunol Microb, 18(3), 215-221.

Diker, KS. Epidemiyolojik Arastirma Asamalari. 1. Amag¢ ve Veri Toplama.
Epidemiyoloji. A.U. Veteriner Fakiiltesi Ogrenci Ders Notu, Ankara, 1994; 96-
116

Duhamel, G. E. (1997). Intestinal spirochaetes in non-production animals. In:
Hampson DJ and Stanton TB (eds), Intestinal Spirochaetosis in Domestic
Animals and Humans. Wallingford, UK: CAB International, pp. 301-320.
Duhamel, G. E. (2001). Comparative pathology and pathogenesis of naturally
acquired and experimentally induced colonic spirochetosis. Animal Health
Research Reviews, 2(1), 3. doi:10.1079/AHRR200128

Duhamel, G. E., Elder, R., Muniappa, N., Mathiesen, M. R., Wong, V. J,, &
Tarara, R. P. (1997). Colonic spirochetal infections in nonhuman primates that
were associated with Brachyspira aalborgi, Serpulina pilosicoli, and unclassified

flagellated bacteria. Clin Infect Dis, S186-S188.



49

Duhamel, G. E., Hunsaker, B. D., Mathiesen, M. R. & Moxley, R. A. (1996).
Intestinal spirochetosis and giardiasis in a Beagle pup with diarrhea. Vet Pathol
33:360-362

Duhamel, G. E., Muniappa, N., Gardner, 1., Anderson, M. A., Blanchard, P. C.,
DeBey, B. M., Mathiesen, M. R. & Walker, R. L. (1995). Porcine colonic
spirochaetosis: A diarrhoeal disease associated with a newly recognized species
of intestinal spirochaetes. Pig Journal 35: 101-110

Duhamel, G. E., Muniappa, N., Mathiesen, M. R., Johnson, J. L., Toth, J., Elder,
R. O. & Doster, A. R. (1995). Certain canine weakly beta-hemolytic intestinal
spirochetes are phenotypically and genotypically related to spirochetes
associated with human and porcine intestinal spirochetosis. J Clin Microbiol 33:
2211-2215

Duhamel, G. E., Trott, D. J., Muniappa, N., Mathiesen, M. R., Tarasiuk, K.,
Lee, J. I. & Hampson, D. J. (1998). Canine intestinal spirochetes consist of
Serpulina pilosicoli and a newly identified group provisionally designated
‘Serpulina canis’ sp. nov. J Clin Microbiol 36: 2264-2270

Egan, I. T., Harris, D. L., & Joens, L. A. (1983). Comparison of the
microtitration agglutination test and the enzyme-linked immunosorbent assay for
the detection of herds affected with swine dysentery. Am J Vet Res, 44(7), 1323.
Faine, S. (1965). Silver staining of spirochaetes in single tissue sections. J Clin
Pathol, 18(3), 381.

Feberwee, A., Van Der Heijden, H., Wellenberg, G., Landman, W., Hampson,
D., Phillips, N., & ... Dwars, R. (2008). Identification of Brachyspira
hyodysenteriae and other pathogenic Brachyspira species in chickens from
laying flocks with diarrhea or reduced production or both. J Clin Microbiol,
46(2), 593-600. doi:10.1128/JCM.01829-07

Fellstrom, C., & Gunnarsson, A. (1995). Phenotypical characterisation of
intestinal spirochaetes isolated from pigs. Res Vet Sci, 59(1), 1-4.

Fellstrom, C., & Holmgren N. (2005). Mice as reservoirs for swine dysentery in
a fattening herd. Svensk Veterinartidning 57: 19-21.

Fellstrom, C., Karlsson, M., Pettersson, B., Zimmerman, U., Gunnarsson, A., &

Aspan, A. (1999). Emended descriptions of indole negative and indole positive



50

isolates of Brachyspira (Serpulina) hyodysenteriae. Vet Microbiol, 70(3-4), 225-
238. doi:10.1016/S0378-1135(99)00146-7

Fellstrom, C., Pettersson, B., Thomson, J., Gunnarsson, A., Persson, M., &
Johansson, K. E. (1997). Identification of Serpulina species associated with
porcine colitis by biochemical analysis and PCR. J Clin Microbiol, 35(2), 462-
467.

Fellstrom, C., Pettersson, B., Uhlén, M., Gunnarsson, A., & Johansson, K. E.
(1995). Phylogeny of Serpulina based on sequence analyses of the 16S rRNA
gene and comparison with a scheme involving biochemical classification. Res
Vet Sci, 59(1), 5-9.

Fellstrom, C., Pettersson, B., Zimmerman, U., Gunnarsson, A., & Feinstein, R.
(2001). Classification of Brachyspira spp. isolated from Swedish dogs. Animal
Health Research Reviews / Conference Of Research Workers In Animal
Diseases, 2(1), 75-82.

Fellstrom, C., Zimmerman, U., Aspan, A., & Gunnarsson, A. (2001). The use of
culture, pooled samples and PCR for identification of herds infected with
Brachyspira hyodysenteriae. Animal Health Research Reviews, 2, 37-44.

Fossi, M., & Skrzypczak, T. (2006). D-ribose utilisation differentiates porcine
Brachyspira pilosicoli from other porcine Brachyspira species. Anaerobe, 12(2),
110-113. doi:10.1016/j.anaerobe.2005.06.004

Fossi, M., Ahlsten, K., Pohjanvirta, T., Pelkonen, S., Anttila, M., Kokkonen, T.,
& ... Pelkola, K. (2005). Neither hippurate-negative Brachyspira pilosicoli nor
Brachyspira pilosicoli type strain caused diarrhoea in early-weaned pigs by
experimental infection. Acta Vet Scand, 46(4), 257-267.

Fossi, M., Pohjanvirta, T., Heinikainen, S., Pelkonen, S., Sukura, A., &
Lindecrona, R. (2004). Molecular and ultrastructural characterization of porcine
hippurate-negative Brachyspira pilosicoli. J Clin Microbiol, 42(7), 3153-3158.
doi:10.1128/JCM.42.7.3153-3158.2004

Gebbers, J. O., Ferguson, D. J., Mason, C., Kelly, P., & Jewell, D. P. (1987).
Spirochaetosis of the human rectum associated with an intraepithelial mast cell

and IgE plasma cell response. Gut, 28(5), 588-593.



51

Grimont, P. A., Popoff, M. Y., Grimont, F., Coynault, C., & Lemelin, M.
(1980). Reproducibility and correlation study of three deoxyribonucleic acid
hybridization procedures. Curr Microbiol, 4(6), 325-330.

Hampson, D. J., & La, T. (2006). Reclassification of Serpulina intermedia and
Serpulina murdochii in the genus Brachyspira as Brachyspira intermedia comb.
nov. and Brachyspira murdochii comb. nov. Int J Syst Evol Micr, 56(5), 1009-
1012.

Hampson, D. J., & Trott DJ. (1995). Intestinal spirochaete infections of pigs: an
overview with an Australia perspective. In D. P. Hennessy & P. D. Cranwell
(Eds.), Manipulating Pig Production. pp. 139-169 . Werribee, Vic., Australia:
Australasian Pig Science Association.

Hampson, D. J., Oxberry, S. L., & La, T. (2006). Potential for zoonotic
transmission of Brachyspira pilosicoli. Emerg Infect Dis, 12(5), 869.

Hampson, D. J., Stephens, C. P., & Oxberry, S. L. (2006). Antimicrobial
susceptibility testing of Brachyspira intermedia and Brachyspira pilosicoli
isolates  from  Australian chickens. Avian  Pathol, 35(1), 12-16.
doi:10.1080/03079450500465643

Harland, W. A., & Lee, F. D. (1967). Intestinal spirochaetosis. Brit Med J,
3(5567), 718.

Harris, D. L., Glock, R. D., Christensen, C. R., & Kinyon, J. M. (1972).
Inoculation of pigs with Treponema hyodysenteriae (new species) and
reproduction f the disease. Veterinary medicine, small animal clinician: VM,
SAC, 67(1), 61-64.

Harris, D. L., Kinyon, J. M., Mullin, M. T. & Glock, R. D. (1972). Isolation and
propagation of spirochetes from the colon of swine dysentery affected pigs. Can.
J. Comp. Med. 36: 74-76.

Hidalgo, A., Rubio, P., Osorio, J., & Carvajal, A. (2010). Prevalence of
Brachyspira pilosicoli and "Brachyspira canis" in dogs and their association with
diarrhoea. Vet Microbiol, 146(3-4), 356-360. doi:10.1016/j.vetmic.2010.05.016
Holt, J. G., Krieg, N. R., Sneath, P. H., Staley, J. T., & Williams, S. T. (1994).
Bergey’s Manual Of Determinative Microbiology. Williams and Wilkins,
Maryland.



52

Hommez, J., Castryck, F., Haesebrouck, F., & Devriese, L. A. (1998).
Identification of porcine Serpulina strains in routine diagnostic bacteriology. Vet
microbiol, 62(2), 163-169.

Hovind-Hougen, K., Birch-Andersen, A., Henrik-Nielsen, R., Orholm, M.,
Pedersen, J. O., Teglbjaerg, P. S., & Thaysen, E. H. (1982). Intestinal
spirochetosis: morphological characterization and cultivation of the spirochete
Brachyspira aalborgi gen. nov., sp. nov. J Clin Microbiol, 16 (6), 1127-1136.
Hsu, T., Hutto, D. L., Minion, F. C., Zuerner, R. L., & Wannemuehler, M. J.
(2001). Cloning of a Beta-Hemolysin Gene ofBrachyspira (Serpulina)
hyodysenteriacand Its Expression in Escherichia coli. Infect immun, 69(2), 706-
711.

Hudson, M. J., Alexander, T. J., & Lysons, R. J. (1976). Diagnosis of swine
dysentery: spirochaetes which may be confused with Treponema
hyodysenteriae. Vet Rec, 99(25-26), 498-500.

Jacobson, M., Gerth Lofstedt, M., Holmgren, N., Lundeheim, N. & Fellstrom, C.
(2005). The prevalences of Brachyspira spp. and Lawsonia intracellularis in
Swedish piglet producing herds and wild boar population. Journal of Veterinary
Medicine Series B - Infectious Diseases and Veterinary Public Health 52: 386-
391

Jamshidi, A.; Hampson D.,J. (2005). The eggs from laying hens infected with
Brachyspira pilosicoli may not be a potential source of infection for human.
Iranian Journal of Veterinary Research. University of Shiraz, 6(1), 28-34.
Jansson, D. S., Fellstrom, C., & Johansson, K. E. (2008). Intestinal spirochetes
isolated from wild-living jackdaws, hooded crows and rooks (genus Corvus):
Provisionally designated * Brachyspira corvi” sp. nov. Anaerobe, 14(5), 287-
295.

Jensen, T. K., Boye, M., Ahrens, P., Korsager, B., Teglbjerg, P. S., Lindboe, C.
F., & Maogller, K. (2001). Diagnostic examination of human intestinal
spirochetosis by fluorescent in situ hybridization for Brachyspira aalborgi,
Brachyspira pilosicoli, and other species of the genus Brachyspira (Serpulina). J
Clin Microbiol, 39(11),

Jensen, T., Moller, K., Boye, M., Leser, T., & Jorsal, S. (2000). Scanning

Electron Microscopy and Fluorescent in Situ Hybridization of Experimental



53

Brachyspira (Serpulina) pilosicoli Infection in Growing Pigs. Vet Pathol, 37(1),
22-32.

Johansson, K., Duhamel, G., Bergsjo, B., Engvall, E., Persson, M., Pettersson,
B., & Fellstrom, C. (2004). Identification of three clusters of canine intestinal
spirochaetes by biochemical and 16S rDNA sequence analysis. J Med
Microbiol, 53(Pt 4), 345-350.

Jones, M. J., Miller, J. N., & George, W. L. (1986). Microbiological and
biochemical characterization of spirochetes isolated from the feces of
homosexual males. J Clin Microbiol, 24(6), 1071-1074.

Kanavaki, S., Mantadakis, E., Thomakos, N., Pefanis, A., Matsiota-Bernard, P.,
Karabela, S., & Samonis, G. (2002). Brachyspira (Serpulina) pilosicoli
spirochetemia in an immunocompromised patient. Infection, 30(3), 175-177.
Kinyon, J. M. & Harris, D. L. (1979). Treponema innocens, a new species of
intestinal bacteria, and emended description of the type strain of Treponema
hyodysenteriae. Int J Syst Bacteriol 29: 102—10

Kinyon, J. M., & Harris, D. L. (1974). Growth in Treponema hyodysenteriae in
liquid medium. Vet Rec, 95(10), 219-220.

Komarek, V., Maderner, A., Weissenbock, H., & Spergser, J. (2009). Infections
with weakly haemolytic Brachyspira species in pigs with miscellaneous chronic
diseases. Vet Microbiol, 134(3-4), 311-317. d0i:10.1016/j.vetmic.2008.08.01
Koopman, M. H., Kasbohrer, A. A., Beckmann, G. G., Van der Zeijst, B. M., &
Kusters, J. G. (1993). Genetic similarity of intestinal spirochetes from humans
and various animal species. J Clin Microbiol, 31(3), 711-716.

Kraatz, W., Thunberg, U., Pettersson, B., & Fellstrom, C. (2001). Human
intestinal spirochetosis diagnosed with colonoscopy and analysis of partial 16S
rDNA sequences of involved spirochetes. Animal Health Research Reviews /
Conference Of Research Workers In Animal Diseases, 2(1), 111-116.

Kunkle, R. A., & Kinyon, J. M. (1988). Improved selective medium for the
isolation of Treponema hyodysenteriae. J Clin Microbiol, 26(11), 2357-2360.
Kunkle, R. A., Harris, D. L., & Kinyon, J. M. (1986). Autoclaved liquid medium
for propagation of Treponema hyodysenteriae. J Clin Microbiol, 24(4), 669-671.
La, T., Phillips, N. D., & Hampson, D. J. (2003). Development of a duplex PCR

assay for detection of Brachyspira hyodysenteriae and Brachyspira pilosicoli in



54

pig feces. J Clin Microbiol, 41(7), 3372-3375. doi:10.1128/JCM.41.7.3372-
3375.2003

La, T., & Hampson, D. J. (2001). Serologic detection of Brachyspira (Serpulina)
hyodysenteriae infections. Animal Health Research Reviews, 2, 45-52.

Leach, W. D., Lee, A., & Stubbs, R. P. (1973). Localization of bacteria in the
gastrointestinal tract: A possible explanation of intestinal spirochaetosis. Infec
Immun, 7(6), 961-972.

Lee J. I. & Hampson D. J. (1996). The prevalence of intestinal spirochaetes in
dogs. Aust Vet J 74: 25-26

Lee, B. J., & Hampson, D. J. (1995). A monoclonal antibody reacting with the
cell envelope of spirochaetes isolated from cases of intestinal spirochaetosis in
pigs and humans. FEMS Microbiol Lett, 131(2), 179-184.

Lee, J. I., & Hampson, D. J. (1992). Intestinal spirochaetes colonizing aborigines
from communities in the remote north of Western Australia. Epidemiol Infect,
109(1), 133.

Lee, J. 1., & Hampson, D. J. (1994). Genetic characterisation of intestinal
spirochaetes and their association with disease. J med microbiol, 40(5), 365-371.
Lee, J. I, Hampson, D. J., Combs, B. G., & Lymbery, A. J. (1993). Genetic
relationships between isolates of Serpulina (Treponema) hyodysenteriae, and
comparison of methods for their subspecific differentiation. Vet microbiol,
34(1), 35-46.

Lee, J. I, Hampson, D. J., Lymbery, A. J., & Harders, S. J. (1993). The porcine
intestinal spirochaetes: identification of new genetic groups. Vet Microbiol,
34(3), 273-285.

Lemcke, R. M., Bew, J., Burrows, M. R., & Lysons, R. J. (1979). The growth of
Treponema hyodysenteriae and other porcine intestinal spirochaetes in a liquid
medium. Res Vet Sci, 26(3), 315.

Leser, T. D., Mgller, K. K., Jensen, T. K., & Jorsal, S. E. (1997). Specific
detection of Serpulina hyodysenteriae and potentially pathogenic weakly B-
haemolytic porcine intestinal spirochetes by polymerase chain reaction targeting
23S tDNA. Mol Cell Prob, 11(5), 363-372. doi:10.1006/mcpr.1997.0129
Macfie, J.W.S. (1916). The morphology of certain spirochaetes of man and other
animals. Ann Trop Med Parasit 10: 305-343



55

Margawani, K. R., Robertson, I. D., Brooke, C. J., & Hampson, D. J. (2004).
Prevalence, risk factors and molecular epidemiology of Brachyspira pilosicoli in
humans on the island of Bali, Indonesia. J Med Microbiol, 53(4), 325-332.

Miao, R. M., Fieldsteel, A. H., & Harris, D. L. (1978). Genetics of Treponema:
characterization of Treponema hyodysenteriae and its relationship to Treponema
pallidum. Infect Immun, 22(3), 736-739.

Mikosza A. S., La T, Brooke CJ, Lindboe CF, Ward PB, Heine RG, Guccion JG,
de Boer WB and Hampson DJ. (1999). PCR amplification from fixed tissue
indicates frequent involvement of Brachyspira aalborgi in human intestinal
spirochetosis. J Clin Microbiol 37: 2093-2098

Mikosza, A. S. & Hampson, D. (2001). Human intestinal spirochetosis:
Brachyspira aalborgi and/or Brachyspira pilosicoli? Animal Health Research
Reviews / Conference Of Research Workers In Animal Diseases, 2(1), 101-110.
Mikosza, A. S., La, T., de Boer, W. B., & Hampson, D. J. (2001). Comparative
prevalences of Brachyspira aalborgi and Brachyspira (Serpulina) pilosicoli as
etiologic agents of histologically identified intestinal spirochetosis in Australia.
J Clin Microbiol, 39(1), 347-350.

Mikosza, A. S., La, T., Margawani, K. R., Brooke, C. J., & Hampson, D. J.
(2001). PCR detection of Brachyspira aalborgi and Brachyspira pilosicoli in
human faeces. FEMS Microbiol Lett, 197(2), 167-170.

Mikosza, A., Hampson, D., Koopmans, M., & Van Duynhoven, Y. (2003).
Presence of Brachyspira aalborgi and B. pilosicoli in feces of patients with
diarrhea [4]. J Clin Microbiol, 41(9), 4492. doi:10.1128/JCM.41.9.4492.2003
Moller, K., Jensen, T. K., Boye, M., Leser, T. D., & Ahrens, P. (1999).
Amplified Fragment Length Polymorphism and Pulsed Field Gel
Electrophoresis for Subspecies Differentiation of Serpulina pilosicoli. Anaerobe,
5(3), 313-315.

Moon, H. W., Whipp, S. C., & Argenzio, R. A. (1983). Attaching and effacing
activities of rabbit and human enteropathogenic Escherichia coli in pig and
rabbit intestines. Infect Immun, 41(3), 1340-1351.

Mortimer-Jones, S. M., Phillips, N. D., La, T. T., Naresh, R. R., & Hampson, D.
J. (2008). Penicillin resistance in the intestinal spirochaete Brachyspira pilosicoli

associated with OXA-136 and OXA-137, two new variants of the class D B-



56

lactamase OXA-63. J  Clin Microbiol, 5709), 1122-1128.
doi:10.1099/jmm.0.2008/001552-0

Muniappa, N., & Duhamel, G. E. (1997). Outer membrane-associated serine
protease of intestinal spirochetes. FEMS Microbiol Lett, 154(1), 159-164.
Muniappa, N., Duhamel, G., Mathiesen, M., & Bargar, T. (1996). Light
microscopic and ultrastructural changes in the ceca of chicks inoculated with
human and canine Serpulina pilosicoli. Vet Pathol, 33(5), 542-550.

Muniappa, N., Mathiesen, M. R., & Duhamel, G. E. (1997). Laboratory
identification and enteropathogenicity testing of Serpulina pilosicoli associated
with porcine colonic spirochetosis. J Vet Diagn Invest, 9(2), 165-171.

Munshi, M. A., Traub, R. J., Robertson, I. D., Mikosza, A. J., & Hampson, D. J.
(2003). Colonization and Risk Factors for Brachyspira aalborgi and Brachyspira
pilosicoli in Humans and Dogs on Tea Estates in Assam, India. Epidemiol Infect,
132 (1), 137-144. doi: 10.1017/S095026880300116X

Nathues, H., Oliveira, C. B., Wurm, M., Beilage, E., & Givisiez, P. N. (2007).
Simultaneous Detection of Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira pilosicoli
and Lawsonia intracellularis in Porcine Faeces and Tissue Samples by
Multiplex-PCR.(Author abstract)(Report). J Vet Med A, (9), 532.
doi:10.1111/5.1439-0442.2007.00995.x

Neef, N. A., Lysons, R. J., Trott, D. J., Hampson, D. J., Jones, P. W., & Morgan,
J. H. (1994). Pathogenicity of porcine intestinal spirochetes in gnotobiotic pigs.
Infect Immun, 62(6), 2395-2403.

Noach, L. A., Rolf, T. M., & Tytgat, G. N. (1994). Electron microscopic study
of association between Helicobacter pylori and gastric and duodenal mucosa. J
Clin Pathol, 47(8), 699-704.

Ochiai, S., Adachi, Y., & Mori, K. (1996). Unification of the genera Serpulina
and Brachyspira, and proposals of Brachyspira hyodysenteriae comb. nov.,
Brachyspira innocens comb. nov. and Brachyspira pilosicoli comb. nov.
Microbiol Immunol, 41(6), 445-452.

Olsen, 1., Paster, B. J., & Dewhirst, F. E. (2000). Taxonomy of spirochetes.
Anaerobe, 6(1), 39-57.

Olson, L. D. (1995). Survival of Serpulina hyodysenteriae in an effluent lagoon.
J Am Vet Med Assoc 207: 1470—1472



57

Oxberry, S. L., & Hampson, D. J. (2003). Colonisation of pet shop puppies with
Brachyspira pilosicoli. Vet Microbiol, 93(2), 167-174. doi:10.1016/S0378-
1135(03)00017-8

Oxberry, S. L., Trott, D. J., Hampson, D. J. (1998). Serpulina pilosicoli,
waterbirds and water: potential sources of infection for humans and other
animals. Epidemiol Infect 121: 219-225

Ozdamar, K. Paket programlar ile istatistiksel veri analizi 1. Eskisehir: Kaan

kitapevi; 1999.

Padmanabhan, V., Dahlstrom, J., Maxwell, L., Kaye, G., Clarke, A., & Barratt,
P. J. (1996). Invasive intestinal spirochetosis: a report of three cases. Pathology,
28(3), 283-286.

Park, N. Y., Chung, C. Y., McLaren, A. J., Atyeo, R. F., & Hampson, D. J.
(1995). Polymerase chain reaction for identification of human and porcine
spirochaetes recovered from cases of intestinal spirochaetosis. FEMS Microbiol
Lett, 125(2-3), 225-229.

Paster, B. J., Dewhirst, F. E. (2000). Phylogenetic foundation of spirochetes. J
Mol Microbiol Biotechnol.;2(4):341-344

Paster, B. J., Dewhirst, F. E., Weisburg, W. G., Tordoff, L. A., Fraser, G. J.,
Hespell, R. B., ... & Woese, C. R. (1991). Phylogenetic analysis of the
spirochetes. J Bacteriol, 173(19), 6101-6109.

Pettersson, B., Fellstrom, C., Andersson, A., Uhlen, M., Gunnarsson, A., &
Johansson, K. E. (1996). The phylogeny of intestinal porcine spirochetes
(Serpulina species) based on sequence analysis of the 16S rRNA gene. J
Bacteriol, 178(14), 4189-4199.

Phillips, N. D. (2006). Diagnosis, molecular epidemiology and control of avian
intestinal spirochaetosis (Doctoral dissertation, Murdoch University).

Pindak, F. F., Clapper, W. E. & Sherrod, J. H. (1995). Incidence and distribution
of spirochetes in the digestive tract of dogs. Am J Vet Res 26: 1391-1402
Pringle, M. , Landén, A., & Franklin, A. (2006). Tiamulin resistance in porcine
Brachyspira  pilosicoli  isolates.  Res Vet  Sci, 80(1), 1-4.
doi:10.1016/j.rvsc.2005.02.004



58

Rasbick T, Jansson DS, Johansson KE & Fellstrom C. (2005). New isolates of
strongly haemolytic porcine spirochaetes dissimilar to Brachyspira
hyodysenteriae. The Third International Conference on Colonic Spirocheatal
Infections in Animals and Humans, Parma, Italy. Abstract 9.

Rasback T. (2007). Laboratory Diagnostics of Brachyspira species. Doctoral
thesis. Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala

Rasbick, T., Fellstrom, C., Gunnarsson, A., & Aspan, A. (2006). Comparison of
culture and biochemical tests with PCR for detection of Brachyspira
hyodysenteriae and Brachyspira pilosicoli. J Microbiol Meth, 66(2), 347-353.
doi:10.1016/j.mimet.2005.12.008

Rasbéck, T., Jansson, D. S., Johansson, K. E., & Fellstrom, C. (2007). A novel
enteropathogenic, strongly haemolytic spirochaete isolated from pig and
mallard, provisionally designated ‘Brachyspira suanatina’sp. nov. Environ
Microbiol, 9(4), 983-991.

Rohde, J., Rothkamp, A., & Gerlach, G. F. (2002). Differentiation of porcine
Brachyspira species by a novel nox-PCR-based restriction fragment length
polymorphism analysis. J Clin Microbiol, 40(7), 2598-2600.

Ruane, P. J., Nakata, M. M., Reinhardt, J. F., & George, W. L. (1989).
Spirochete-like organisms in the human gastrointestinal tract. Rev Infect Dis,
11(2), 184-196.

Selander, R. K., Caugant, D. A., Ochman, H., Musser, J. M., Gilmour, M. N., &
Whittam, T. S. (1986). Methods of multilocus enzyme electrophoresis for
bacterial population genetics and systematics. Appl Environ Microb, 51(5), 873.
Singleton, P. & Sainsbury, D. (2006). Dictionary of Microbiology and
Molecular Biology, (Third Ed.) John Wiley & Sons Ltd. West Sussex |,
England. ISBN: 0-470-03545-5

Songer, J. G., Glock, R. D., Schwartz, K. J., & Harris, D. L. (1978). Isolation of
Treponema hyodysenteriae from sources other than swine. J Am Vet Med Assoc,
172(4), 464-466.

Songer, J. G., Kinyon, J. M., & Harris, D. L. (1976). Selective medium for
isolation of Treponema hyodysenteriae. J Clin Microbiol, 4(1), 57-60.



59

Stanton, T. B. (1992). Proposal To Change the Genus Designation Serpula to
Serpulina gen. nov. Containing the Species Serpulina hyodysenteriae comb. nov.
and Serpulina innocens comb. nov. Int J Syst Bacteriol, 42(1), 189-190.

Stanton, T. B., & Cornell, C. P. (1987). Erythrocytes as a source of essential
lipids for Treponema hyodysenteriae. Infect Immun, 55(2), 304-308.

Stanton, T. B., & Lebo, D. F. (1988). Treponema hyodysenteriae growth under
various culture conditions. Vet Microbiol, 18(2), 177-190.

Stanton, T. B., Fournie-Amazouz, E., Postic, D., Trott, D. J., Grimont, P. A. D.,
Baranton, G., ... & Saint Girons, L. (1997). Recognition of two new species of
intestinal spirochetes: Serpulina intermedia sp. nov. and Serpulina murdochii sp.
nov. Int J Syst Bacteriol, 47(4), 1007-1012.

Stanton, T. B., Jensen, N. S., Casey, T. A., Tordoff, L. A., Dewhirst, F. E., &
Paster, B. J. (1991). Reclassification of Treponema hyodysenteriac and
Treponema innocens in a New Genus, Serpula gen. nov., as Serpula
hyodysenteriae comb. nov. and Serpula innocens comb. nov. Int J Syst
Bacteriol, 41(1), 50-58.

Stanton, T. B., Postic, D., & Jensen, N. S. (1998). Serpulina alvinipulli sp. nov.,
a new Serpulina species that is enteropathogenic for chickens. Int J Syst
Bacteriol, 48(3), 669-676.

Stanton, T. B., Trott, D. J., Lee, J. 1., McLaren, A. J., Hampson, D. J., Paster, B.
J., & Jensen, N. S. (1996). Differentiation of intestinal spirochaetes by
multilocus enzyme electrophoresis analysis and 16S rRNA sequence
comparisons. FEMS Microbiol Lett, 136(2), 181-186.

Stege, H., Jensen, T. K., Moller, K., Baekbo, P., & Jorsal, S. E. (2000).
Prevalence of intestinal pathogens in Danish finishing pig herds. Prev Vet Med,
46(4), 279-292.

Stephens, C. P., & Hampson, D. J. (1999). Prevalence and disease association of
intestinal spirochaetes in chickens in eastern Australia. Avian Pathol, 28(5), 447-
454. doi:10.1080/03079459994461

Stephens, C. P., & Hampson, D. J. (2001). Intestinal spirochete infections of
chickens: a review of disease associations, epidemiology and control. Animal

Health Research Reviews, 2, 83-92.



60

Swayne DE and McLaren AJ. (1997). Avian intestinal spirochaetes and avian
intestinal spirochaetosis. In: Hampson DJ and Stanton TB (eds), Intestinal
Spirochaetosis in Domestic Animals and Humans. Wallingford, UK: CAB
International, pp. 267-300

Swayne, D. E., Eaton, K. A., Stoutenburg, J., Trott, D. J., Hampson, D. J., &
Jensen, N. S. (1995). Identification of a new intestinal spirochete with
pathogenicity for chickens. Infect Immun, 63(2), 430-436.

Tachibana, H., Nakamura, S., & Adachi, Y. (2003). Proposal of Brachyspira
ibaraki sp. nov. for Japanese human intestinal spirochetes closely related to
Brachyspira aalborgi. In The Second International Conference on Colonic
Spirocheatal Infections in Animals and Humans.

Takeuchi, A., Jervis, H. R., Nakazawa, H., & Robinson, D. M. (1974). Spiral-
shaped organisms on the surface colonic epithelium of the monkey and man. 4m
J Clin Nutr, 27(11), 1287-1296.

Tanahashi, J., Daa, T., Gamachi, A., Kashima, K., Kondoh, Y., Yada, N., &
Yokoyama, S. (2008). Human intestinal spirochetosis in Japan; its incidence,
clinicopathologic features, and genotypic identification. Modern Pathology: An
Official Journal Of The United States And Canadian Academy Of Pathology,
Inc, 21(2), 76-84.

Taylor, D. J., Simmons, J. R. & Lair, H. M. (1980). Production of diarrhoea and
dysentery in pigs by feeding pure cultures of a spirochaete differing from
Treponema hyodysenteriae. Vet Rec 106: 326-332

Thomson, J. R., Smith, W. J., Murray, B. P., Murray, D., Dick, J. E., &
Sumption, K. J. (2001). Porcine enteric spirochete infections in the UK:
surveillance data and preliminary investigation of atypical isolates. Animal
Health Research Reviews, 2, 31-36.

Tompkins, D. S., Foulkes, S. J., Godwin, P. G., & West, A. P. (1986). Isolation
and characterisation of intestinal spirochaetes. J Clin Pathol, 39(5), 535-541.
Trivett-Moore, N. L., Gilbert, G. L., Law, C. L. H., Trott, D. J.,& Hampson, D.
J. (1998). Isolation of Serpulina pilosicoli from rectal biopsy specimens showing

evidence of intestinal spirochetosis. J Clin Microbiol. 36: 261-265



61

Trott, D. J., & Hampson, D. J. (1998). Evaluation of day-old specific pathogen-
free chicks as an experimental model for pathogenicity testing of intestinal
spirochaete species. J Comp Pathol, 118(4), 365-381.

Trott, D. J., Atyeo, R. F., Lee, J. L., Swayne, D. A., Stoutenbgurg, J. W. and
Hampson, D. J. (1996), Genetic relatedness amongst intestinal spirochaetes
isolated from rate and brids. Lett Appl Microbiol, 23:431-436.
doi: 10.1111/5.1472-765X.1996.tb01352.x

Trott, D. J., Combs, B. G., Mikosza, A. S. J., Oxberry, S. L., Robertson, 1. D.,
Passey, M., ... & Hampson, D. J. (1997). The prevalence of Serpulina pilosicoli
in humans and domestic animals in the Eastern Highlands of Papua New
Guinea. Epidemiol Infect, 119(03), 369-379.

Trott, D. J., Huxtable, C. R., & Hampson, D. J. (1996). Experimental infection
of newly weaned pigs with human and porcine strains of Serpulina pilosicoli.
Infect Immun, 64(11), 4648-4654.

Trott, D. J., Jensen, N. S., Saint Girons, I., Oxberry, S. L., Stanton, T. B.,
Lindquist, D., & Hampson, D. J. (1997). Identification and characterization of
Serpulina pilosicoli isolates recovered from the blood of critically ill patients. J
Clin Microbiol, 35(2), 482-485.

Trott, D. J., Mikosza, A. S., Combs, B. G., Oxberry, S. L., & Hampson, D. J.
(1998). Population genetic analysis of Serpulina pilosicoli and its molecular
epidemiology in villages in the Eastern Highlands of Papua New Guinea. Int J
Syst Bacteriol, 48(3), 659-668.

Trott, D. J., Stanton, T. B., Jensen, N. S., & Hampson, D. J. (1996). Phenotypic
characteristics of Serpulina pilosicoli the agent of intestinal spirochaetosis.
FEMS Microbiol Lett, 142(2-3), 209-214.

Trott, D. J., Stanton, T. B., Jensen, N. S., Duhamel, G. E., Johnson, J. L., &
Hampson, D. J. (1996). Serpulina pilosicoli sp. nov., the agent of porcine
intestinal spirochetosis. Int J Syst Bacteriol, 46(1), 206-215.

Turek, J. J., & Meyer, R. C. (1978). Studies on a canine intestinal spirochete:
scanning electron microscopy of canine colonic mucosa. Infect Immun, 20(3),
853-855.

Turek, J. J., & Meyer, R. C. (1979). An intestinal spirochete infestation in the
opossum. Curr Microbiol, 3(1), 27-31.



62

Verlinden, M., Pasmans, F., Garmyn, A., Haesebrouck, F., Martel, A., & De
Zutter, L. (2012). Occurrence of viable Brachyspira spp. on carcasses of spent
laying hens from supermarkets. Food Microbiol, 32(2), 321-324.
doi:10.1016/5.fm.2012.07.005

Vos, P., Hogers, R., Bleeker, M., Reijans, M., van De Lee, T., Hornes, M., ... &
Zabeau, M. (1995). AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. Nucleic
Acids Res, 23(21), 4407-4414.

White, A. K., Hansen-Lardy, L., Brodersen, B. W., Kelling, C. L., Hesse, R. A.,
& Duhamel, G. E. (1998). Enhanced immunohistochemical detection of
infectious agents in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues following heat-
mediated antigen retrieval. J Vet Diagn Invest, 10(2), 214-217.

Zuerner, R. L., Stanton, T. B., Minion, F. C., Li, C., Charon, N. W., Trott, D. J.,
& Hampson, D. J. (2004). Genetic variation in Brachyspira: chromosomal
rearrangements and sequence drift distinguish B. pilosicoli from B.

hyodysenteriae. Anaerobe, 10(4), 229-237.



63

ETiK KURUL KARARI

T.C
ISTANBUL UNIiVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

Sayi: /9) 29/07/2010

Sn. Prof. Dr. Seyyal AK
[stanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi

KararNo: / § 5
Bagvuru Tarihi: 06/07/2010

Sorumlulugunu iistlendiginiz, Vet. Hek. Baran CELIK'e ait “[stanbul’da saghkh ve
diareli kopeklerde Brachyspira pilm_-z’coii varhginin aragtirilmasi™ isimli projeniz Kurulumuz
tarafindan incelenmis ve Etik Kurul Ilkelerine uygun bulunmustur,

¥ - -
- - - s . s o P
Prof, Dr. Alev A. KAYMAZ Prof. Dr. Mijjdat UYSAL = Prof. Dr. Giilderen SAHIN
I. U. HADYEK Baskam Uye Uve
/ /
Prof. Dr. Nuriye AKEV Prof. Dr. Alper YILMAZ  Prof. Mehmet YALTIRIK
Uye Uye Uye
Uzm. Vet,rHek. Fatma TEKELI ~ Avukat Safiye ALTUN Mak. Miih. Seyfettin AVCI
Uye Uye Uye

Istanbul Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanlig
Istanbul Universitesi Rektorligi 34119 Beyazit-ISTANBUL
TEL : (0212) 440 00 00/ 10013
E mail : hadyek@istanbul.edu.tr



64

TELIF HAKKI iZNi

istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
TEZLERIN GOGALTILMASI VE YAYIMI iGN iZiN BELGESI

Tez Yazarinin
Lo ([ = | R — AR S BRRAN e s Bt o
Uyrugu: TC X T.C. Kimlik No:.71392029238

Diger [ Belirtiniz.............oo.ooooovverveene..
Surekli Adresi: ..Sakizagaci Mahallesi.. Tagshan caddesi Dedebey apt. No:9/6 Bakirkéy/ IST

Telefon No:05334172971................... [ [ T N E-Posta: baran.celik@istanbul.edu.tr
Tezin yapildigi Kurum: ISTANBUL UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Tez Tiirii:  Doktora [ Yiiksek Lisans []

Mezuniyet Tarihi: ...... g ) T I S
(Gun/Ay/Y1l)

Tezin Baghdu: Istanbul'da safilikii ve diyareli képeklerde Brachyspira pilosicoli varliginin arastirimasi

Tez Desteklenmisse Arastirma Projesi No: ....... BAP 12329

Tez yazan asagidaki segeneklerden birini igaretleyerek imzalamaldir.

[X..a)Yukarida bashigi yazili olan tezimin, ilgilenenlerin incelemesine sunulmak tizere Istanbul Universitesi
ve bagh alt kurumlan tarafindan arsivienmesi, kagit, mikroform veya elektronik formatta, internet dahil
olmak Uzere her turlt ortamda tamamen veya kismen godaltiimasi, dung verimesi dagitimi ve yayimi igin,
tezimle ilgili fikri mulkiyet haklarnim sakli kalmak tzere higbir dcret (royalty) ve erteleme talep etmeksizin izin
verdigimi beyan ederim.

Tez Yazar imza Tarih

[..b)Tezimin Istanbul Universitesi velveya bagl alt kurumlar tarafindan cogaltiimasi veya yayiminin
........................................................ tarihine kadar ertelenmesini talep ediyorum. Bu tarihten sonra (a)
maddesindeki kogullarin gegerli olacagini kabul ve beyan ederim. (Erteleme siresi formun imzalandig
tarihten itibaren en fazla 3 (ug) yildir) (Tezin kopyalanmasi endigesi, tezin erisime agiimasinin
engellenmesi igin bir gerekge olarak kabul edilemez.)

Tez Yazar Imza Tarih



65

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 BARAN Soyadi CELIK
Dog.Yeri |ISTANBUL Dog.Tar. |22/06/1981
Uyrugu |T.C. o RIm 171302020238
Email baran.celik@istanbul.edu.tr | Tel 02124737070/17061
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis.

Lisans [.U. VETERINER FAKULTESI 2003
Lise ATAKOY CUMHURIYET LISESI 1998
Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)

1. ARAS.GOR. 1.U. 2012-

2. -

3. -
Yabanci Okudugunu . .| KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
INGILIZCE |IYI Ivi Iyl 67
*Cok 1y1, 1y1, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
OFFICE Iyl
COREL DRAW Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel flgi Alanlar1 (Hobileri):




66



