
Girifl

Campylobacter coli ve Campylobacter jejuni tüm
dünyada insanlarda görülen ishallerin en önemli etkenleri
aras›ndad›r. Son y›llarda yap›lan çal›flmalarda ishal ve
enteritis vakalar›ndan ço¤unlukla termofilik
Campylobacter’lerin, bunlardan da özellikle C. coli ve C.
jejuni’nin sorumlu oldu¤u ortaya konmufltur (1-3).
‹nsanlar için tafl›d›¤› risklerin yan›s›ra C. coli ve C.
jejuni’nin çiftlik hayvanlar›nda da abortuslara neden
oldu¤u bildirilmifltir (4,5). 

Campylobacter enteritisleri daha çok g›da kaynakl› bir
hastal›k olarak bilinmektedir. ‹nsanlar ço¤unlukla su,
hayvansal kaynakl› süt, et gibi g›dalar› tüketmek suretiyle
enfekte olmaktad›rlar. (6-8). Pekçok hayvan türü
ba¤›rsaklar›nda Campylobacter’lerin konakç›l›¤›n›
yapmaktad›rlar. Bu hayvanlardan yabani kufllar ve
kanatl›lar en önemli tafl›y›c›d›rlar (6,9). 

C. coli ve C. jejuni birçok ortak fenotipik karaktere
sahiptir. Campylobacter’lerin üreme ihtiyaçlar› ve ortak
karakterleri onlar›n mikrobiyolojik tespitini ve
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Özet: Bu çal›flmada Campylobacter’lerin kanatl› ba¤›rsaklar›ndan ve karaci¤erlerinden izolasyonu ve Campylobacter coli ve
Campylobacter jejuni’nin hem klasik yöntemlerle hem de Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile identifikasyonu amaçland›. C. coli ve
C. jejuni’nin PZR ile identifikasyonunda her iki türe ait ceuE genine spesifik dört farkl› primer kullan›ld›.

Kültür ve PZR yöntemiyle incelenen 150 kanatl› ba¤›rsak ve karaci¤er numunesinden toplam 25 (% 16,6) C. coli ve 32 (% 21,3)
C. jejuni identifiye edildi.

Sonuç olarak PZR yönteminin daha k›sa sürede sonuç vermesi ve do¤rulu¤u nedeniyle bu iki türün ayr›m›nda klasik identifikasyon
yöntemlerine alternatif olabilece¤i sonucuna var›ld›.
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Identification of Chicken Originated Campylobacter coli and Campylobacter jejuni by
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Abstract: The purpose of this study was to isolate Campylobacter species from the intestines and livers of chicken and to identify
Campylobacter coli and Campylobacter jejuni by both conventional methods and Polymerase Chain Reaction (PCR). Four specific
primers derived from the ceuE gene present in the genomes of C. coli and C. jejuni were used for PCR identification.

In the examination of 150 intestine and liver samples by culture and PCR, 25 (16.6%) and 32 (21.3%) were identified as C. coli
and C. jejuni, respectively.

It was concluded that the PCR assay used in this study may successfully be applied for the differentiation of these species as an
alternative to conventional methods, owing to its accuracy and speed.
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identifikasyonlar›n› oldukça zaman al›c› ve hassas bir ifllem
haline getirmektedir. Birbirine çok yak›n olan bu
Campylobacter türlerinin biyokimyasal ve serolojik olarak
ay›rt edilmesi oldukça problemlidir. Bu ay›r›m ço¤unlukla
C. coli’nin Na-hippurat’› hidrolize etmesi esas›na dayan›r
ki, bu da her zaman do¤ru sonuç vermemektedir (10-
12). Hippurat hidrolizi testine tamamlay›c› olmak ve bu
iki türün ay›rt edilebilmesini kolaylaflt›rmak için
oligonükleotidler, klonlanm›fl DNA parçalar›, spesifik
hibridizasyon problar› gibi birçok moleküler
identifikasyon ve ay›r›m metodlar› gelifltirilmifltir (13,14).
Bunlar›n d›fl›nda Campylobacter’lerin 16S yada 23S rRNA
genlerine spesifik PZR uygulamalar›yla spesifik
identifikasyon çal›flmalar› da yap›lm›flt›r (15,16). Bu
tekniklerin baz›s› Campylobacter’lerin kesin
identifikasyonunu sa¤layabilmifl ise de, yöntemlerin
ço¤unlu¤u karmafl›k ve birço¤u radyoaktif madde ile
iflaretli prob kullan›m› gerektirdi¤inden rutin klinik
kullan›mlar için uygun de¤ildir. Ayr›ca bu metotlar›n
ço¤unlu¤u özellikle termofilik Campylobacter’ler gibi
birbirine çok yak›n türlerin ay›r›m›nda yetersiz
kalmaktad›rlar (17,18).

Campylobacter’lere spesifik yeni bir hedef genin tespit
edilmesi bu cins içindeki bakterilerin tespiti ve
idendifikasyonunda önemli bir imkan sa¤lam›flt›r (19,20).
Hem C. coli hem de C. jejuni’de tan›mlanan ve 34.5-36.2
kDa a¤›rl›¤›nda bir lipoprotein komponentini kodlayan bu
gen ceuE geni olarak isimlendirilmektedir (21,22). Bu
gen bölgesine spesifik olarak haz›rlanan primerler
kullan›larak yap›lan PZR denemelerinde C. coli ve C.
jejuni’nin farkl› molekül a¤›rl›¤›nda bantlar meydana
getirdi¤i tespit edilmifl ve bu gene spesifik primerlerin
birbirine çok yak›n olan bu iki farkl› termofilik
Campylobacter türünü ay›rt edebildi¤i ortaya
konulmufltur. Ayn› çal›flmada bu iki etken d›fl›ndaki di¤er
Campylobacter türleri ile di¤er birçok Gram negatif
bakteri de kullan›lm›fl ancak sadece C. coli ve C. jejuni ile
spesifik bantlar elde edildi¤i bildirilmifltir (10).

Bu çal›flmada C. coli ve C. jejuni’nin ortak DNA bölgesi
olan ceuE genine spesifik olarak haz›rlanm›fl dört farkl›
primerin kullan›m›na dayal› PZR ile bu iki türün
saptanmas› ve ay›rt edilmesi amaçland›. Dolay›s›yla insan
ve hayvan sa¤l›¤›n› yak›ndan etkileyen bu iki termofilik
Campylobacter türünün tespiti ve identifikasyonunda
daha duyarl› ve h›zl› moleküler bir yöntem olan PZR
tekni¤inin uygulanabilirli¤i araflt›r›ld›.

Materyal ve Metot

‹zolasyon: Bu çal›flmada 150 adet broiler tavuktan
kesim esnas›nda al›nan ba¤›rsak içerikleri ve karaci¤erler
Campylobacter’ler yönünden incelendi. Numuneler
al›nd›ktan hemen sonra laboratuvarda aseptik koflullarda
yaklafl›k 1 gr ba¤›rsak içeri¤i % 7’lik lize edilmifl at kan›
ile zenginlefltirilmifl ve Preston selektif supplement
(OXOID) ilave edilerek haz›rlanm›fl 10 ml Preston
Campylobacter Enrichment Broth içerisine inoküle edildi.
Tüpler aerobik koflullarda 42 °C’de 48 saat inkübe
edildikten sonra birkaç öze dolusu kültür yine % 7’lik lize
edilmifl at kan› ile haz›rlanm›fl Preston Campylobacter
Selektif Agara geçilerek sub-kültürü yap›ld›. Karaci¤er
numunelerinin yüzeyi k›zg›n spatül ile yak›ld›ktan sonra
öze yard›m›yla organ›n iç k›sm›ndan Preston
Campylobacter Selektif Agar’a ekildi. Petri kutular› CO2

gaz kiti ile sa¤lanan mikroaerofilik jar içerisinde 42 °C’de
48 saat inkübe edildiler. fiüpheli koloniler seçilerek saf
kültürleri yap›ld›. Bu kültürlerden mikroskopta Gram
negatif, virgül fleklinde görülenler Campylobacter
flüphesiyle ayr›larak identifikasyon testleri uyguland›.
‹dentifikasyonda; katalaz, nitrat redüksiyonu, TSI agarda
H2S, hippurat hidrolizi, Nalidixic acid ve Cephalotin
hassasiyet testleri kullan›ld› (23,24).

DNA ekstraksiyonu: PZR için DNA ekstrakte etmek
amac›yla iki yöntem kullan›ld›. Kanl› agarda 42 °C’de 24-
48 saat inkübe edilen izolatlara ait koloniler öze
yard›m›yla topland›. Birçok araflt›r›c› taraf›ndan kullan›lan
direkt kaynatma metodunda 500 µl distile su içerisinde
süspansiyonu yap›lan bakteri su banyosunda 10 dakika
süreyle kaynat›ld›ktan sonra so¤utulup 8.000 rpm’de 5
dak. santrifüj yap›ld›ktan sonra elde edilen süpernatant
hedef DNA olarak kullan›ld› (25).

‹kinci yöntem olarak da proteinaz K ile desteklenen
fenol ekstraksiyon yöntemi uyguland›. % 5 koyun kanl›
agarda 42 °C’de 24-48 saat inkübe edilen izolatlara ait
koloniler öze yard›m›yla toplanarak 400 ml PBS içinde
yo¤un bir flekilde süspanse edildi. Süspansiyon santrifüj
edilerek bakteriler pelet halinde topland› ve üst s›v› at›ld›.
Pelet, 375 µl STE buffer (100 mM NaCl+50 mM Tris-
HCl+1 mM EDTA), 5 µl Proteinaz K (20 mg/ml) ve 20 µl
% 10 SDS ile süspanse edildi. Kar›fl›m iyice vortekslendi
ve 50 °C’de su banyosunda 4 saat inkube edildi. Her 30
dakikada bir kar›flt›r›ld›ktan sonra su banyosunda 10 dak
kaynat›ld›. Kar›fl›m so¤uduktan sonra üzerine 400 µl
fenol ilave edildi ve iyice vortekslendikten sonra 13.000
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rpm’de 8 dak. santrifüj edildi. Üst k›s›m yeni bir tüpe
aktar›ld› ve üzerine 400 µl kloroform ilave edildi ve
13.000 rpm’de 8 dak. santrifüj edildi. Üst k›s›mdaki 300
µl s›v› k›s›m yeni bir tüpe aktar›ld›. DNA’n›n
presipitasyonu amac›yla süspansiyona 0,1 volüm (30 µl)
3M Na-Asetat ve 2,5 volüm (750 µl) saf alkol ilave edilip
kar›flt›r›ld›ktan sonra –20 °C’de bir gece bekletildi ve daha
sonra 13.000 rpm’de 20 dak. santrifüj edildi. Üst k›s›m
döküldükten sonra pelet üzerine 500 µl % 70’lik alkol
ilave edilerek 13.000 rpm’de 5 dak. santrifüj yap›ld›.
Alkol döküldükten sonra pelet kurumaya b›rak›ld› ve daha
sonra 100 µl distile su ilave edilerek PZR’da hedef DNA
olarak kullan›ld›.

PZR: PZR iflleminde C. coli ve C. jejuni’nin ceuE genine
spesifik, C. jejuni’de 793 bp uzunlu¤unda, C. coli’de ise
894 bp uzunlu¤unda gen bölgelerini amplifiye eden
primerler kullan›ld›. C. coli için COL1 (5’- ATG AAA AAA
TAT TTA GTT TTT GCA -3’) ve COL2 (5’- ATT TTA TTA
TTT GTA GCA GCG –3’), C. jejuni için JEJ1 (5’- CCT GCT
ACG GTG AAA GTT TTG C - 3’) ve JEJ2 (5’- GAT CTT
TTT GTT TTG TGC TGC –3’) primerleri kullan›ld›
(Integrated DNA Technologies Inc.)(10). 

PZR ifllemi 25 µl toplam hacimde gerçeklefltirildi.
Kar›fl›m 3.5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl,
0.2 mM dNTP kar›fl›m›, herbir primerden 1 µM ve 0,5 U
Taq DNA polymerase enzimi (Fermentas, Litvanya) ile
haz›rland›. 22,5 µl PZR kar›fl›m›na 2,5 µl DNA ilave
edilerek toplam 25 µl hacim elde edildi. PZR ifllemi Hybaid
marka Touchdown Thermal Cycler kullan›larak her
siklusu 94 °C’de 30 sn. denatürasyon, 57 °C’de 30 sn.
primer ba¤lanmas›, ve 72 °C’de 1 dak. sentez
basamaklar›ndan oluflan 30 siklus halinde uyguland›.
Yaklafl›k 10 µl PZR ürünü % 1,5’luk agaroz jel içerisinde
elektroforez yap›ld›ktan sonra ethidium bromide ile
boyanarak ultraviole transillimunatör’de de¤erlendirildi.
Oluflan bantlar›n molekül a¤›rl›klar›n› tespit etmek için
100 bp DNA ladder kullan›ld›. DNA ekstraksiyonu ve PZR
ifllemlerinin sa¤l›kl› bir flekilde yürüdü¤ünü kontrol etmek
için referens C. coli ve C. jejuni ile negatif kontrol olarak
distile su kullan›ld›. 

Bulgular

‹zolasyon çal›flmalar› sonucunda incelenen toplam 150
numuneden 25 (% 16,6) C. coli ve 32 (% 21,3) C. jejuni
izole ve identifiye edildi. Ba¤›rsak içeriklerinden 9 (% 6)
adet C. coli, 21 (% 14) adet C. jejuni izole edilirken,

karaci¤er numunelerinden 16 (% 10,6) adet C. coli ve 11
(% 7,3) adet C. jejuni izole ve identifiye edildi (Tablo)

C. coli ve C. jejuni olarak identifiye edilen sufllardan
ekstrakte edilen DNA’lar, bu iki türde mevcut olan ceuE
genine spesifik primerler kullan›larak gerçeklefltirilen PZR
ifllemi sonucunda, COL1 ve COL2 primerleriyle test edilen
izolatlardan sadece klasik kültür yöntemiyle C. coli olarak
identifiye edilenlerde pozitif bantlar (894 bp) olufltu. Bu
primerlerle C. jejuni olarak identifiye edilen izolatlarda
herhangi bir pozitif bant elde edilmedi. Ayn› flekilde JEJ1
ve JEJ2 primerleriyle yap›lan PZR iflleminde de yine
sadece klasik kültür yöntemiyle C. jejuni olarak identifiye
edilen izolatlarda pozitif bantlar (793 bp) elde edildi.
‹zolatlarla birlikte kullan›lan pozitif kontrollerle de
kullan›lan primerlere uygun uzunlukta pozitif bantlar elde
edildi. (fiekil 1)

DNA ekstraksiyonu için kullan›lan iki farkl› yöntemden
en etkili yöntemin Proteinaz K ile desteklenmifl fenol
ektraksiyon yöntemi oldu¤u görüldü. Direkt kaynatma
yönteminin bazen negatif sonuç vermesi nedeniyle bu
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Tablo. ‹zolatlar›n organlara ve türlere göre da¤›l›m›

Ba¤›rsak (n: 150) Karaci¤er (n: 150) Toplam

C. jejuni 21 (% 14) 11 (% 7,3) 32 (% 21,3)

C. coli 9 (% 6) 16 (% 10,6) 25 (% 16,6)

Toplam 30 (% 20) 27 (% 18) 57 (% 38)

fiekil 1. Referens Campylobacter sufllar› ve izolatlarla yap›lan PZR
sonuçlar›n›n % 1,5’luk agarozdaki görüntüsü. M: 100 bp
Marker, 1: C. jejuni pozitif kontrol, 2-7: C. jejuni, 8: negatif
kontrol, 9: C. coli pozitif kontrol, 10-14: C. coli



çal›flmada kullan›lan tüm numunelerden DNA izole etmek
amac›yla Proteinaz K yöntemi uyguland›.

Tart›flma

Campylobacter ailesi insan ve hayvan sa¤l›¤› yönünden
büyük önem tafl›maktad›r. Bu ailedeki türlerden özellikle
C. coli ve C. jejuni daha s›kl›kla infeksiyonlara neden
olmaktad›rlar (4,5,26). Campylobacter’ler taraf›ndan
meydana getirilen infeksiyonlarla etkili bir flekilde
mücadele etmek için etkenin do¤ru ve h›zl› bir flekilde
tespit edilmesinin önemi oldukça büyüktür.

Campylobacter’lerin genel karakterlerinden dolay› az
say›da identifikasyon testinin uygulanabilmesi ve bu
testlerin de baz›lar›n›n hatal› sonuç vermesi (10-12) gibi
dezavantajlar›n› aflmak amac›yla üzerinde çal›fl›lan
alternatif metotlar›n bafl›nda PZR tabanl› uygulamalar
gelmektedir. Bugüne kadar standart PZR, PZR
ürünlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilerek incelenmesi
(RFLP) (27,28) ve PZR ürünlerinin iflaretli problar ile
muamele edilmesi (29) gibi yöntemlerle
Campylobacter’lerin identifikasyonuna çal›fl›lm›flt›r. Bu
çal›flmalarda, RFLP yöntemiyle birçok Campylobacter türü
ay›rt edilebilmesine ra¤men C. coli ve C. jejuni’nin ay›r›m›
yap›lamam›flt›r (27). Bunun yan›s›ra RFLP yönteminin
standart PZR yöntemine oranla daha zaman al›c› ve ayr›ca
oldukça pahal› bir yöntem oldu¤u da bir gerçektir. PZR
sonras› PZR ürünlerinin türlere spesifik problarla
muamele edildi¤i araflt›rmalar›n birço¤unda
Campylobacter’lerin tür düzeyinde identifikasyonu
yap›lamam›flt›r (30). Rashid ve ark. (29), taraf›ndan
yap›lan çal›flmada prob tekni¤i kullan›larak
Campylobacter’lerin tür düzeyinde identifikasyonu
yap›lm›fl olmas›na ra¤men bu yöntem de Standart PZR
yöntemiyle k›yasland›¤›nda uzun zaman ve spesifik
problar gibi sarf malzemelere ihtiyaç duymaktad›r.
Standart PZR yöntemi kullan›larak yap›lan çal›flmalarda
ise ço¤unlukla tek bir PZR iflleminin bu iki türü ay›rt
etmede yetersiz kald›¤› gözlenmifltir. Araflt›r›c›lar ilk önce
C. coli ve C. jejuni türlerinin birlikte pozitif sonuç verdi¤i
bir PZR ifllemi yaparak bu iki türü di¤er
Campylobacter’lerden ay›rt etmekte ve daha sonra
yapt›klar› ikinci bir PZR ifllemiyle de C. coli ve C. jejuni’yi
birbirinden ay›rt etmektedirler (31). 

Bu çal›flmada kullan›lan PZR yönteminde ise C. coli ve
C. jejuni türleri ayn› PZR iflleminde, baflka ilave bir
yönteme ve ilave bir PZR ifllemine gerek kalmaks›z›n

di¤er yöntemlere göre oldukça h›zl› ve do¤ru bir flekilde
identifiye edildi. Her iki türde de mevcut olan ceuE
geninden, aralar›nda yaklafl›k 100 bp fark bulunan iki
farkl› bant oluflturacak flekilde seçilmifl primerler
yard›m›yla ayn› PZR iflleminde bu iki türün hem di¤er
Campylobacter’lerden ay›rt edilmesi hem de tür
düzeyinde identifiye edilmesi mümkün olmufltur. Bu
primerler kullan›larak etkili bir DNA ekstraksiyon metodu
uyguland›¤› taktirde saf kültürler yerine do¤rudan klinik
numunelerle de bu tekni¤in uygulanmas› mümkün
olacakt›r. Böylece izolasyon basamaklar›nda gerekli olan
selektif besiyerleri, mikroaerofilik ortam gaz kitleri gibi
maliyetler ve izolasyon zaman›ndan tasarruf edilmifl
olunacakt›r. Bu çal›flmada kültürlerden yap›lan DNA
ekstraksiyonunda do¤rudan kaynatma ve Proteinaz K ile
desteklenmifl fenol ekstraksiyon yöntemi kullan›ld›.
Do¤rudan kaynatma yöntemi birçok araflt›r›c› taraf›ndan
kullan›lm›fl ve oldukça kolay bir yöntem olmas›na ra¤men
hatal› negatif sonuçlara neden oldu¤u bildirilmektedir.
Campylobacter’lerin hücre duvar›n›n kimyasal yap›s›ndan
dolay› kaynatmayla tamamen ortadan kald›r›lamad›¤› ve
kaynatma yöntemiyle etkili bir flekilde DNA ekstraksiyonu
yap›lamad›¤› bildirilmifltir (32). Nitekim bu çal›flmada
kaynatma yöntemiyle gerçeklefltirilen DNA ekstraksiyon
denemelerinde referens kültürlerden bile negatif sonuçlar
elde edildi¤i için di¤er yöntemlere göre daha etkili olan ve
Campylobacter’ler için daha uygun olan Proteinaz K ile
desteklenmifl fenol ekstraksiyon yöntemi uyguland›. Bu
yöntemde bakterinin hücre duvar›n›n önce enzimatik
olarak uzun süreli bir inkübasyonla y›k›mlanmas›
gerçeklefltirilmekte ve kaynatmayla bu ifllem
desteklenmektedir. PZR sonuçlar› da Proteinaz K
yönteminin DNA ekstraksiyonu için en etkili metot
oldu¤unu ortaya koymaktad›r.

Elde edilen izolasyon bulgular› de¤erlendirildi¤inde C.
jejuni’nin (% 21.3), C. coli (% 16.6)’den daha yüksek
oranda izole edildi¤i görülmektedir. Bu sonuçlar
Türkiye’de Y›ld›z ve Diker (33) taraf›ndan iki farkl› tavuk
mezbahas›nda 170 karkastan al›nan örneklerde
gerçeklefltirilen araflt›rman›n sonuçlar› ile benzerlik
göstermektedir. Araflt›r›c›lar inceledikleri karkas
örneklerinden benzer flekilde C. jejuni ‘nin (% 56) C.
coli’den (% 41.6) daha yüksek oranda izole edildi¤ini
bildirmifllerdir.

Bu araflt›rmada elde edilen bulgular rutin laboratuvar
çal›flmalar›nda gerekli alt yap› sa¤land›¤› taktirde
izolasyonu ve identifikasyonu oldukça zaman alan ve
problemli olan C. coli ve C. jejuni’nin h›zl› ve kesin
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identifikasyonunda PZR yönteminin bir alternatif
olabilece¤ini göstermektedir. Bu çal›flmada kullan›lan PZR
yöntemi ve primerler kullan›ld›¤› taktirde di¤er
yöntemlere göre daha k›sa sürede ve daha az iflgücü
harcanarak sonuca gidilebildi¤i görülmektedir.
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