
Girifl

Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli, tüm
dünyada insanlarda akut diareye neden olan en önemli
etkenlerdendir. C. jejuni ve C. coli hayvanlar›n ba¤›rsak
kanal›nda ve hayvansal kaynakl› g›dalarda s›kl›kla bulunur
ve insanlar için potansiyel bir risk olufltururlar (1).

‹nsan sa¤l›¤› aç›s›ndan önemli bir problem olan C.
jejuni ve C. coli, özellikle kanatl› hayvanlar›n etlerinden
s›kl›kla izole edilmektedirler. Bu patojenlerin kanatl›
hayvanlarda kontrolü için ilk aflamada, etkenlerin
ba¤›rsaklara kolonizasyonunun önlenmesi ve dolay›s›yla
kanatl› etlerinin ifllenmesi aflamas›nda kontaminasyonun
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Özet: Bu çal›flmada, tavuklardan izole edilen termofilik Campylobacter sufllar›nda bulunan immunojenik yap›lar›n immunoblot tekni¤i
ile ortaya konmas› amaçland›.

Sufllar›n tüm hücre proteinlerinin sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis; SDS-PAGE) ile analizinde, C. jejuni sufllar›n›n bant profillerinin 10,8 kD ile 116,5 kD aras›nda da¤›l›m gösterdi¤i
saptand›. Tüm C. jejuni sufllar›nda 78, 63, 52, 48,5, 43,5, 29,8, 25,6, 22, 18,5, 17,2  ve 16,5 kD bantlar› ortak majör bantlar
olarak belirlendi. C. coli sufllar›n›n elektroforetik analizleri sonras›nda protein bant profilleri 10,3 ile 118 kD aras›nda da¤›l›m
gösterdi¤i ve majör bantlar›n  76 , 63-62, 52,  48,5,  44  ve 30,5 kD oldu¤u gözlendi. 

‹mmunoblot çal›flmalar›nda, C. jejuni ve C. coli sufllar›nda ortak 67, 63, 43 ve 31 kD’l›k antijenik yap›lar saptand›. C. jejuni sufllar›na
spesifik olarak ayr›ca 27 kD’l›k, C. coli sufllar›nda ise 38 kD’l›k spesifik bantlar belirlendi. C. jejuni ve C. coli sufllar›na karfl› haz›rlanan
immun serumlar ile yap›lan çapraz immunoblot denemelerinde herhangi bir fark saptanamad›. 

Sonuç olarak, C. jejuni ve C. coli sufllar›nda elektroforetik analiz sonras›nda elde edilen protein profillerinin ve immuniteye esas olan
protein yap›lar›n›n benzer oldu¤u belirlendi.

Anahtar Sözcükler: Campylobacter,  immunoblotting, SDS-PAGE, tavuk 

Immunoblot Analysis of Campylobacters of Chickens

Abstract: The aim of this study was to determine immunogenic structures by  immunoblotting in thermophilic Campylobacter strains
isolated from chickens.

The bands obtained from  C. jejuni strains were found to be distributed between 10.8 and 116.5 kD by SDS-PAGE analysis of whole
cell proteins. The  bands 78, 63, 52, 48.5, 43.5, 29.8, 25.6, 22, 18.5, 17.2  and 16.5 kD were detected as the major common
bands in all C. jejuni strains. Electrophoretic analysis of C. coli strains revealed that protein band profiles ranged between 10.3 and
118 kD, and 76, 63-62, 52, 48.5, 44 and 30.5 kD bands were all major bands.

Common antigenic structures with 67, 63, 43 and 29-31 kD were observed in the immunoblot analysis (Western blotting) of C.
jejuni and C. coli strains. In addition, specific bands with 27 kD and 38 kD were detected in C. jejuni and C. coli strains, respectively.
There was no difference in the cross immunoblot analysis carried out with immune sera prepared against C. jejuni and C. coli strains.

In conclusion, protein profiles and immunogenic structures obtained by electrophoretic analysis of C. jejuni and C. coli strains were
found to be similar.
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önüne geçilmesiyle mümkün olaca¤› bildirilmifltir (2,3).
Bu etkenlerin tavuk ba¤›rsaklar›na birinci haftadan sonra
kolonize oldu¤u belirlenmifltir (4,5). Yap›lan çal›flmalarda
tavuk ve insanlardan izole edilen C. jejuni/coli sufllar›
aras›nda benzerli¤in oldu¤u gösterilmifltir (6,7,8).
Hayvansal kaynaklardan izole edilen C. jejuni/coli
sufllar›n›n tüm hücre proteinleri, d›fl membran proteinleri
ve lipopolisakkarit yap›lar› elektroforetik yöntemlerle
de¤iflik araflt›r›c›lar taraf›ndan incelenmifl ve bu
yöntemlerle Campylobacter sufllar› aras›nda benzerliklerin
ortaya konabilece¤i bildirilmifltir (9-12). 

Son y›llarda kanatl› hayvanlarda Campylobacter
infeksiyonlar›n›n önlenmesi amac›yla afl› çal›flmalar›
bafllam›flt›r. Ancak konu ile ilgili oldukça az say›da çal›flma
bulunmaktad›r (13,14,15). Glünder ve Spiering (14) ve
Ge ve ark. (15), inaktif ya¤ emülsiyonlu afl›lar ile kanatl›
hayvanlarda Campylobacter kolonizasyonunun
azalt›labilece¤ini bildirmifllerdir. Campylobacter
infeksiyonlar›nda oluflan ba¤›fl›kl›kta rol oynayan baflta
flagella olmak üzere major antijenik yap›lar belirlenmifltir
(16,17). ‹mmunitede rol oynayan major antijenlerin
araflt›r›ld›¤› bir çal›flmada, molekül a¤›rl›klar› 28-31
aras›nda olan dört antijen purifiye edilmifltir. Bu
antijenlerden 28 ve 30 kD’l›k antijenlerin hem C. jejuni ve
hem de C. coli ile infekte hasta serumlar› ile yap›lan
analizde ortak antijen oldu¤u ortaya konmufltur (16). 

Bu çal›flmada, tavuklardan izole edilen termofilik
Campylobacter sufllar›n›n protein profillerinin ve
immunojenik yap›lar›n›n belirlenmesi amaçland›.

Materyal ve Metot

Sufllar: Çal›flmada 12 farkl› kümese (Ankara ve Bolu
çevresinde) ait tavuklar›n d›flk›lar›ndan izole edilen 112 C.
jejuni ve 7 kümesten izole edilen 56 C. coli suflu kullan›ld›.
Bu sufllar, Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal› kültür koleksiyonundan
sa¤land›. Tüm sufllar –70 ºC’de saklanan Brucella
buyyondan (Oxoid), Mueller-Hinton agara (Difco)
pasajland› ve üretilmeleri mikroaerofilik koflullarda
gerçeklefltirildi. Üretilen termofilik Campylobacter
sufllar›n›n identifikasyonlar› morfolojik, kültürel,
biyokimyasal ve tolerans özellikleri de¤erlendirilerek
yap›ld› (18).

SDS-PAGE: Ay›r›c› jel %10’luk dizici jel ise % 4’lük
haz›rland›. Ay›r›c› jelin haz›rlanmas› için, 20 ml monomer
solusyonu (58.4 g akrilamid (Sigma), 1.6 g bisakrilamid

(Sigma), 140 ml distile su), 15 ml ay›r›c› jel solusyonu
(4xRGB, 36.3 g Tris (Sigma), distile su ile 200 ml’ye
tamamland›), 0.6 ml SDS (%10’luk; Merck) ve 24.1 ml
distile su ile kar›flt›r›ld›. Vakum ile degaz ifllemi uyguland›.
Kar›fl›ma 300 µl amonyum persülfat (%10’luk, APS;
Sigma) ve 20 µl TEMED (Sigma) kat›larak polimerizasyon
ifllemi bafllat›ld›. Kar›fl›m önceden haz›rlanm›fl olan 1.5
mm boflluklu cam plakalar (16x18 cm) aras›na üstte
yaklafl›k 4 cm kalacak flekilde döküldü. Polimerizasyonun
tamamlanmas› için 1-2 saat beklendi. Dizici jelin
kar›fl›m›nda ise 2.66 ml monomer solusyonu, 5 ml dizici
jel solusyonu (4xSGB, 3 g Tris, distile su ile 50 ml’ye
tamamaland›) 0.2 ml SDS (%10’luk) ve 12.2 ml distile su
kar›flt›r›ld›, degaz ifllemi uyguland› ve polimerizasyonun
bafllat›lmas› için APS (100 µl) ve TEMED (10 µl) ilave
edildi. Solusyon cam plakalar›n bofl kalan k›sm›na
dolduruldu ve örnek çukurlar›n› oluflturmak için aras›na
1.5 mm kal›nl›¤›nda tarak yerlefltirildi. Polimerizasyonun
tamamlanmas› için birkaç saat beklendikten sonra tarak
ç›kart›ld›. Oluflan boflluklar distile su ile y›kand›. 

Campylobacter sufllar› kat› besiyerinde üretildikten
sonra izci boya (%0.1 bromfenol mavisi; Sigma) içeren 2x
lizis buffer (3 ml 4xSGB, 4 ml %10’luk SDS, 2 ml gliserol
(Sigma), 1 ml 2-merkaptoetanol (Sigma), 0.5 ml distile
su; pH:6,8) içinde süspanse edildi. Örnekler ›s› ifllemine
tabi tutulduktan sonra her çukura önce tank buffer sonra
20 µl örnek mikroenjektör ile yüklendi. Her jelin bir
gözüne ayn› flekilde ifllenmifl protein molekül a¤›rl›k
standard› (Sigma) yerlefltirildi. Elektroforez ifllemi
denatüre koflullarda, kademeli sistemde vertikal slab jel
ünitesinde (Hoefer SE-600) sabit amperde yap›ld› (19). 

Elektroforez ifllemi bittikten sonra jel cam
sandviçlerden ayr›larak fiksatif-boya (800 ml metanol
(Sigma), 140 ml asetik asit (Sigma), 0.5 g coomasie blue
R-250 (Sigma), 1060 ml distile su) solusyonunda 2-4
saat bekletildi. Renk giderme amac›yla jel 1. boya giderici
solusyonunda 1 saat, 2. boya giderici solusyonunda zemin
rengi fleffaflafl›ncaya kadar bekletildi.

Elektroforez iflleminden sonra her bir standart
proteinin relatif mobilitesi (Rf) hesapland› (Rf: jel
bafllang›c›ndan protein band›na kadar olan mesafe/jel
bafllang›c›ndan izci boyan›n ulaflt›¤› noktaya kadar olan
mesafe ). Rf de¤erleri logaritmik ka¤›t üzerine yerlefltirip
kalibrasyon do¤rusu elde edildi. Campylobacter’lere ait
protein bantlar›n›n Rf’leri ayn› flekilde hesaplan›p
kalibrasyon do¤rusu vas›tas›yla molekül a¤›rl›klar›
bulundu.
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‹mmunizasyon: Çal›flmada, elektroforetik analizler
sonras›nda farkl› kümeslerden seçilen 3 adet C. jejuni
(TDJ7,TDJ13, TDJ26) ve 2 adet C. coli (TDC2, TDC6)
sufllar› immunizasyon antijeni olarak kullan›ld›. Antijen
haz›rlamak için sufllar, Mueller Hinton agarda üretildi ve
formollü PBS ile topland›. Toplanan süspansiyonlar 3 kez
y›kand› ve dipte kalan tortu kullan›larak yo¤unluk,
spektrometrede 530 nm de 10 x 1,5 OD'ye ayarland›. Bu
ifllem sonras›nda haz›rlanan süspansiyon immunizasyonda
kullan›lmak üzere +4 ºC’de sakland›. 

‹mmunizasyon ifllemi, her sufl için ayr› ayr› olmak
üzere, Campylobacter yönünden mikrobiyolojik olarak
negatif bulunan 4 haftal›k yafltaki 2 adet tavu¤a C. jejuni
ve C. coli tüm hücre antijeni 4 gün ara ile 6 kez
intramuskuler olarak (0,3 ml, 0,4 ml, 0,5 ml, 0,5 ml, 0,8
ml, 1 ml) inokule edildi. Son inokulasyondan 10 gün
sonra al›nan kanlar›n serumu ç›kar›ld› ve serumlar -20
ºC’de sakland›.

‹mmunoblot: Elektroforez sonras›nda protein
profillerine göre farkl› oldu¤u belirlenen sufllar, immunize
edilen tavuklardan elde edilen serumlar ile karfl›laflt›rmal›
olarak immunoblot analizine tabi tutuldu. Bu ifllem için
öncelikle sufllardan haz›rlanan tüm hücre proteinleri jele
yüklendi ve jel ortam›nda yaklafl›k 4 saat süreyle ve 30
mA sabit amperde koflturuldu ve daha sonra elektroforez
ifllemi ile ayr›lan protein bantlar› nitroselüloz membrana
(0,2 µm, Sigma) aktar›ld› (20,21). Transfer ifllemine
bafllamadan önce poliakrilamid jel transfer buffer içinde
y›kand› (0,1920 M glisin (Sigma), 0,0250 M tris (pH
8,3), 0,0013 M SDS ve %10 metanol), transfer sabit
ak›mda (0,8 mA/cm2 jel) ve oda ›s›s›nda 60 dak.
gerçeklefltirildi. Nitroselüloz membran, %5 süttozu
(Merck) içeren PBS-Tween 20 (Merck) içinde 1 saat
blokland›. PBS-Tween 20 içinde 3 kez y›kand›ktan sonra
suland›r›lm›fl immun serum (1/100) ile 1 saat muamele
edildi. Y›kama ifllemi üç kez tekrarland› ve nitroselüloz
membran 1/1000 oran›nda suland›r›lan peroksid ile
konjuge anti-tavuk IgG konjugat (Sigma) ile 1 saat inkube
edildi. ‹nkubasyonu takiben y›kanan membran,
kolorimetrik reaksiyon görülünceye kadar substrat (3-3
diaminobenzidin, Sigma) ile muamele edildi. Nitroselüloz
membran su ile çalkalanarak reaksiyona son verildi.
‹mmunoblotting s›ras›nda tüm ifllemler oda ›s›s›nda
gerçeklefltirildi. Sonuçlar gözle, oluflan kahverengi renkli
bantlara göre de¤erlendirildi. ‹mmunoblot ifllemi her
serum ile ayr› ayr› tekrarland›.

Bulgular

‹mmunizasyon bulgular›: Elde edilen serumlar›n
titreleri aglutinasyon testi ile saptand›. Serumlar›n
aglutinasyon titreleri Tablo 1’de sunulmufltur. C. jejuni
sufllar›ndan TDJ7 ve TDJ26 ile immunize edilen
tavuklardan al›nan serumlar 1:1024 titrede pozitif sonuç
verirken TDJ13 suflunda bu de¤er 1:512 olarak bulundu.
C. coli sufllar› ile yap›lan aglutinasyon testinde serumun
antikor titresi 1:512 olarak saptand›.

SDS-PAGE bulgular›: Farkl› kaynaklardan izole ve
identifiye edilen Campylobacter sufllar›n›n tüm hücre
proteinleri, SDS-PAGE ile analiz edildi. Elektroforetik
analiz sonras›nda, C. jejuni sufllar›n›n bant profilleri 10,8
kD ile 116,5 kD aras›nda da¤›l›m gösterdi. Tüm C. jejuni
sufllar›nda 78, 63, 52, 48,5, 43,5, 29,8, 25,6, 22, 18,5,
17,2 ve 16,5 kD bantlar› ortak majör bantlar olarak
belirlendi. C. coli sufllar›n›n elektroforetik analizleri
sonras›nda protein bant profilleri 10,3 ile 118 kD
aras›nda da¤›l›m gösterdi¤i ve majör bantlar›n 76, 63-62,
52, 48,5, 44 ve 30,5 kD oldu¤u gözlendi. 

‹mmunoblot bulgular›: Analiz sonras›nda tüm
serumlar ile C. jejuni ve C. coli sufllar›nda ortak 67, 63,
43 ve 29-31 kD’l›k antijenik yap›lar saptand› (fiekil 1). C.
jejuni sufllar›na spesifik olarak ayr›ca 27 kD’l›k, C. coli
sufllar›nda ise 38 kD’l›k spesifik bantlar belirlendi. C.
jejuni immunserumlar› ile C. jejuni sufllar›nda 28-31 kD ve
40-43 kD’da yo¤un bantlar tespit edildi. C. jejuni
sufllar›na karfl› haz›rlanan immunserumlar ile yap›lan
çapraz immunoblot analizinde herhangi bir fark
saptanamad›. 

C. coli sufllar› ile haz›rlanan immunserumlarla yap›lan
C. coli’lerin analizinde 29-30 kD a¤›rl›¤›nda yo¤un bantlar
belirlendi. C. coli sufllar›na karfl› haz›rlanan iki
immunserum aras›nda çapraz immunoblot analizinde
herhangi bir fark saptanamad›.
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Tablo 1. C. jejuni ve C. coli ile immünize edilen tavuklar›n serum
aglutinasyon titreleri.

Sufl no Aglutinasyon titreleri

C. jejuni TDJ7 1: 1024

C. jejuni TDJ13 1: 512

C. jejuni TDJ26 1: 1024

C. coli TDC2 1: 512

C. coli TDC6 1:512



Tart›flma

Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli,
insanlarda akut diareye neden olan ve hayvanlar›n
ba¤›rsak kanal›nda bulunan mikroorganizmalard›r.
‹nsanlarda C. jejuni/coli nedenli infeksiyonlarda hayvansal
kaynakl› g›dalar önemli rol oynamaktad›r. Bu çal›flmada,
tavuklardan izole edilen termofilik Campylobacter
sufllar›n›n elektroforetik protein profillerinin belirlenmesi
ve sonras›nda immunoblotting ile immunojenik yap›lar›n
ortaya konulmas› amaçland›.

SDS-PAGE ile bakterilerde tüm hücre, LPS veya OMP
yap›lar› ortaya konabilmekte ve sufllar aras›nda
benzerlikler belirlenebilmektedir. Bu çal›flmada
elektroforetik analiz için farkl› kümeslerden seçilen C.
jejuni ve C. coli sufllar›n›n tüm hücre protein profilleri
saptand›. Tüm C. jejuni sufllar›nda 78 , 63 , 52 , 48,5 ,
43,5 , 29,8 , 25,6 , 22 , 18,5 , 17,2 ve 16,5 kD bantlar›
ortak majör bantlar olarak belirlendi. C. coli sufllar›nda ise
76 , 63-62 , 52 , 48,5 , 44 ve 30,5 kD oldu¤u gözlendi.
Her iki türde de elde edilen protein bantlar›n›n benzer
oldu¤u saptand›. Bu benzerlik kanatl› orijinli C. jejuni/coli
sufllar›nda protein profilleri bak›m›ndan büyük bir farkl›l›k
olmad›¤›n› gösterdi. Konu ile ilgili bir çal›flmada Akan ve
ark. (4), ayn› kümesten izole edilen sufllar aras›nda
%96,6-100, farkl› kaynaklardan izole edilen
Campylobacter sufllar› aras›nda %87,8-93,5 düzeyinde
bir benzerlik saptam›fllard›r. Campylobacter sufllar›n›n
elektroforetik analizleri ço¤unlukla OMP ve LPS yap›lar›
üzerine yo¤unlanm›fl ve bu çal›flmalar sonras›nda
Campylobacter türlerinin birbirlerinden tür düzeyinde
ayr›mlanabilece¤i üzerinde durulmufltur (9,12). Bu

çal›flmada elde edilen sonuçlar Akan ve ark. (4)’n›n
çal›flmalar›na benzer olmas›na karfl›n di¤er çal›flmalarla bir
karfl›laflt›rma yap›lamam›flt›r. Bunun nedeni ise bu
araflt›rmada sadece tüm hücre protein profillerinin
incelenmesine karfl›n LPS ve OMP ile ilgili sonuçlar›n
olmamas›d›r.

Elektroforetik analiz sonras›nda seçilen sufllar,
haz›rlanan farkl› hiperimmun serumlar ile hem C. jejuni
hem de C. coli sufllar› immunoblot analizi ile
de¤erlendirildi. Bu de¤erlendirmede, tüm serumlar ile C.
jejuni ve C. coli sufllar›nda ortak 67, 63, 43 ve 29-31
kD’l›k antijenik yap›lar oldu¤u belirlendi. C. jejuni
immunserumlar› ile C. jejuni sufllar›nda 28-31 kD ve 40-
43 kD’da, C. coli sufllar› ile haz›rlanan immunserumlarla
yap›lan C. coli’lerin analizinde ise 29-30 kD a¤›rl›¤›nda
yo¤un bantlar tespit edildi. Ayr›ca C. jejuni ve C. coli
sufllar›na karfl› haz›rlanan immunserumlar ile yap›lan
çapraz immunoblot analizinde herhangi bir fark
saptanamad›. Bu bulgular ile C. jejuni ve C. coli sufllar›
aras›nda antijenik bak›mdan büyük bir benzerlik oldu¤u ve
tür düzeyinde sufllar aras›nda da antijenik yap› olarak bir
farkl›l›¤›n olmad›¤› ortaya konuldu. Tavuk serumlar›
kullan›larak yap›lan benzer bir çal›flma olmad›¤›ndan
dolay› elde edilen bulgular di¤er araflt›r›c›lar›n bulgular› ile
karfl›laflt›r›lamad›. Ancak antijenik yap›lar›n pürifikasyonu
ve karekterizasyonu ile ilgili çal›flmalar yap›lm›flt›r. Ritter
ve ark. (22) C. jejuni LPS’lerine karfl› haz›rlanan
serumlarda yapt›¤› immunoblotting ile C. jejuni sufllar›nda
6,5 , 14,5 , 21,5 , 31 ve 45 kD’l›k bantlar› saptam›fllard›r.
Pei ve ark. (16) C. jejuni sufllar›n›n majör antijenik
yap›lar›n› ortaya koymak için yapt›¤› çal›flmada 28000 D
(PEB1), 29000 D (PEB2), 30000 D (PEB3) ve 31000 D
(PEB4) a¤›rl›¤›nda yap›lar›n oldu¤unu göstermifllerdir. Bu
yap›lardan PEB1 ve PEB 3’ün insanlarda do¤al
infeksiyonlarda insan immun sistemi için hedef oldu¤unu
bildirmifllerdir. Ayn› araflt›r›c›lar tavuklarda
kolonizasyonda etkili antijenik yap›y› 28000 D’luk
proteinle iliflkilendirmifllerdir. Bu çal›flmada C. jejuni
sufllar›nda 28-31 kD ve C. coli sufllar›nda 29-30 kD’luk
antijenik yap›lar›n belirlenmesi di¤er araflt›rc›lar›n
bulgular› ile benzerdir. Bu sufllar›n tümümün tavuk
ba¤›rsaklar›ndan izole edilmifl olmas› da, bu antijenik
yap›n›n kolonizasyonda etkili oldu¤unu destekler
niteliktedir.

Bu sonuçlar, insan ve hayvanlarda
Campylobacter’iosise karfl› korunmada afl› gelifltirme
çal›flmalar›na temel bilgiler sa¤lamas› bak›m›ndan önem
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1 2 3 4 5 6 7kD

66

45

36

29

24

20.1

14.2

fiekil 1. C. jejuni ve C. coli sufllar›n›n immunoblot analizi (1=
molekül a¤›rl›k standartlar›, 2.,3.ve 4.= C. jejuni, 5.,6. ve
7.= C. coli).



tafl›maktad›r. Son y›llarda afl›lama üzerinde yo¤unlaflan
çal›flmalarda, kanatl› hayvanlarda izole edilen sufllarda
temel antijenik yap›lar›n belirlenmesi ve kolonizasyonda

rol oynayan di¤er faktörlerin birlikte de¤erlendirmesi ile
kanatl› hayvanlarda Campylobacter kolonizasyonu
azalt›labilir. 

M. AKAN, J. ERDE⁄ER, Z, ‹LHAN
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