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1. ÖZET 
 

 

Bu çalışmada, insanlarda akut bakteriyel gastroenteritisin en yaygın 

etkenleri olarak bilinen Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli’nin, klinik 

olarak sağlıklı sığır ve koyunların dışkı ve iç organlarından multipleks Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (multipleks PCR) ile araştırılması ve izolatlar arasındaki 

genetik heterojenite düzeyinin Flagellin A (flaA) tiplendirme ve Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) metotları ile belirlenmesi amaçlandı. 

Toplam 1154 sağlıklı sığırdan toplanan bağırsak içeriği, safra sıvısı, 

karaciğer ve rektal svap örnekleri Preston Zenginleştirme Buyyonu ve Preston 

Selektif Agara ekildi. İncelenen sığır örneklerinin 301 (%26,1)’i konvansiyonel 

kültür metotları ile Campylobacter spp. pozitif olarak saptandı. Multipleks PCR 

ile incelenen izolatların % 59,5 (179/301)’inde C. jejuni ve % 10 (30/301)’unda 

C. coli identifiye edildi. Sığır karaciğer örneklerinin hiçbirinde C. jejuni ya da C. 

coli tespit edilemedi. Campylobacter jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen 

izolatlar, flaA geninin 1,7 kb amplikon bölgesinin Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP) analizi (flaA tiplendirme) ve 10-mer primerini esas alan 

RAPD yöntemi ile tiplendirildi. Bütün izolatlar flaA tiplendirme yöntemi ile 

başarılı bir şekilde tiplendirilmesine rağmen, rektal svap ve bağırsak içeriğinden 

izole edilen C. jejuni suşlarının RAPD analizi neticesinde verimli sonuçlar elde 

edilemedi. Sığırlarda, flaA tiplendirme ve RAPD metodu ile sırasıyla 28 ve 42 

adet bant profili tanımlandı. 

Bu çalışmada, 610 sağlıklı koyundan toplanan bağırsak içeriği, safra sıvısı 

ve rektal svap örnekleri de C. jejuni ve C. coli yönünden incelendi. 
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Konvansiyonel kültür metotları neticesinde incelenen koyun örneklerinin 302 (% 

49,5)’sinde Campylobacter spp. izolasyonu gerçekleştirildi. Multipleks PCR 

analizi neticesinde izolatların % 34,1 (103/302)’i C. jejuni ve % 33,1 (100/302)’i 

C. coli olarak identifiye edildi. Campylobacter jejuni ve C. coli olarak identifiye 

edilen izolatlar, flaA tiplendirme ve RAPD yöntemi ile başarılı bir şekilde 

tiplendirildi ve sırasıyla 48 ve 45 adet bant profili elde edildi.    

Sonuç olarak, sığır ve koyunlardan elde edilen C. jejuni ve C. coli 

izolatları arasında yüksek bir genetik heterojenitenin mevcut olduğu ve bazı bant 

profillerinin diğer profillere göre daha dominant olduğu gözlendi. Ayrıca bu tez 

çalışmasından elde edilen veriler, C. jejuni ve C. coli’nin çevreyi ve gıda zincirini 

kontamine etmesinde sığır ve koyunların önemli role sahip olduklarını ve bu 

hayvanların Campylobacter infeksiyonlarının epidemiyolojinde göz önünde 

bulundurulması gerektiğini ortaya çıkarmıştır.  

 

Anahtar Kelimeler: Sığır, koyun, C. jejuni, C. coli, multipleks PCR, 

RFLP, RAPD. 
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2. ABSTRACT 
 
 
 The objectives of this study were to isolate Campylobacter jejuni and 

Campylobacter coli, which are recognized as the major agents of bacterial 

gastroenteritis in humans, from internal organs and faecal samples of clinically 

healthy cattle and sheep and to identify the isolates by multiplex Polymerase 

Chain Reaction (multiplex PCR). In addition, the degree of genetic heterogeneity 

among these isolates was determined by using Flagellin A (flaA) typing and 

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) assays.   

Intestinal content, gall bladder, liver and rectal swap samples collected 

from a total number of 1154 clinically healthy cattle were inoculated onto Preston 

Enrichment broth and Preston Campylobacter Selective agar. Of the cattle 

samples, 301 (26.1 %) were determined to be positive for Campylobacter spp. In 

the analysis of the isolates by multiplex PCR assay, C. jejuni and C. coli were 

identified from 59.5 % (179/301) and 10 % (30/301), respectively. None of the 

liver samples examined was found to be positive for either C. jejuni or C. coli. 

The isolates identified as C. jejuni or C. coli were subtyped by Restriction 

Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis (flaA typing) of 1.7 kb 

amplicon portion of the flaA gene and by RAPD based on a single random 10-mer 

primer. Although all the isolates were successfully subtyped by flaA typing, no 

productive results could be obtained from C. jejuni isolates of intestinal contents 

and rectal swap samples by RAPD analysis. The total number of band patterns 

defined by flaA typing and RAPD were 28 and 42, respectively in cattle. 

In addition, intestinal content, gall bladder and rectal swap samples 

collected from a total number of 610 clinically healthy sheep were examined for 
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the presence of C. jejuni and C. coli strains. Of the sheep samples, 302 (49.5 %) 

were determined to be positive for Campylobacter spp. by conventional culture 

methods. In the analysis of the isolates by multiplex PCR assay, C. jejuni and C. 

coli were identified from 34.1 % (103/302) and 33.1 % (100/302), respectively. 

All the isolates identified as C. jejuni or C. coli were successfully subtyped by 

flaA typing and RAPD assay. The total number of band patterns defined by flaA 

typing and RAPD were 48 and 45, respectively in sheep.    

In conclusion, it was observed that a high degree of heterogeneity existed 

among C. jejuni and C. coli isolates of clinically healthy cattle and sheep origin 

and some of the flaA and RAPD profiles were represented by remarkably high 

percentages of the isolates. The results of the present study also suggest that 

healthy cattle and sheep can play significant role in the contamination of 

environment and human food chain by Campylobacter spp. and these animals 

should therefore be considered seriously in order to have a better understanding of 

the epidemiology of Campylobacter infections.  

 

Key Words: Cattle, sheep, C. jejuni, C. coli, multiplex PCR, RFLP, 

RAPD. 
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3. GİRİŞ 

 

3.1. Genel Bilgi 

3.1.1. Etiyolojik Ajan 

Campylobacter bakterisi ilk kez 1880 yılında Theodore Escherich 

tarafından ishalli çocukların dışkısında tanımlanmıştır (67). Benzer organizmalar 

20. yüzyılın başlarında sığır ve koyunların abort vakalarından izole edilmiş ve 

Vibrio fetus olarak isimlendirilmişlerdir (131). Bugün termofilik Campylobacter 

olarak nitelenen organizmalar ilk kez Jones ve ark. tarafından 1931 yılında sığır 

ve koyunların bağırsaklarında saptanarak Vibrio jejuni adını almış ve sığırların kış 

dizanterisinden sorumlu tutulmuştur (95). Daha sonra domuz dizanterisinden 

sorumlu tutulan bir başka etken Vibrio coli olarak adlandırılmıştır (50). 

Campylobacter cinsine ait türler spiral görüntülerinden dolayı 1963 yılına kadar 

Vibrio cinsi içinde yer almıştır. Ancak bu türlerin oksijenli ortamda ürememeleri, 

karbonhidratları fermente edememeleri ve DNA baz yapısındaki guanin + sitozin 

(G+C) oranlarının farklılıkları, bu yıldan itibaren Campylobacter olarak 

isimlendirilmelerine yol açmıştır (99, 182). Campylobacter türlerinin izolasyonu 

için selektif besi yerleri ve filtrasyon tekniklerinin 1970 yılından itibaren yaygın 

olarak kullanılmaya başlanması ile birlikte bu türlerin insan ve birçok hayvan 

türünde çok yaygın olarak bulundukları ve infeksiyonlara neden oldukları ortaya 

konmuştur (31, 41).    

Campylobacterler, taksonomik ve filogenetik çalışmalar sonucunda 

Proteobacteriaların epsilon alt sınıfına bağlı rRNA süperfamilya VI içinde 

sınıflandırılmışlardır. Bu süperfamilya Campylobacteraceae ve 
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Helicobacteraceae familyalarını içine almaktadır. Campylobacteraceae familyası  

Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum ve Thiovulum cinslerini 

içermektedir (69). Campylobacter cinsi içinde bulunan C. jejuni, C. coli, C. lari 

ve C. upsaliensis türleri 42 °C’de üreyebilme özellikleri göz önüne alınarak 

termofilik campylobacterler olarak tanımlanmaktadırlar (201). Campylobacter 

jejuni ve C. coli’nin insanlarda görülen akut bakteriyel gastroenteritislerin en 

yaygın etkenleri olduğu ve infeksiyonların % 90-95’inden C. jejuni, % 5-

10’undan ise C. coli’nin sorumlu olduğu bildirilmiştir (67). Campylobacter cinsi 

içinde termofilik campylobacterler dışında tanımlanan 11 tür daha bulunmaktadır 

(Tablo 1). Campylobacterler Gram (-), spiral ya da virgül, nadiren de eğik 

çomakçıklar şeklinde bulunan, sporsuz, kapsülsüz, bir veya her iki ucunda polar 

flagellaya sahip hareketli mikroorganizmalardır. Bu türler 0,2-0,5 µm genişliğinde 

ve 0,5-5 µm uzunluğunda olup diğer bakterilerden daha ince bir yapıya sahiptirler 

(Şekil 1A). Fimbrialara sahip olmayan Campylobacter türleri plazmid taşırlar ve 

bazı plazmidlerin antibiyotik dirençliliğinde rol oynadıkları bildirilmiştir (85, 

168).   
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Tablo 1. Campylobacter türlerinin özellikleri (109, 201) 
 

 

Tür Biyokimyasal Üreme  Tolerans  Duyarlılık  

 Katalaz    Hippurat Üreaz Nitrat Selenit H2S (TSI agar) İndoksil asetat 25 °C 42  °C Glisin 
(%1) 

NaCl 
(%4) 

Nalidiksik asit Sefalotin 

C. coli +             - - + + d + - + + - S R

C. concisus -             - - d d - - - d d - d S

C. curvus -             d - + - d d - d + - R S

C. fetus ssp. fetus +             - - + d - - + d + - R S

C. fetus ssp. veneralis d             - - + - - - + - - - d S

C. gracilis d             - - d - - d - d + - d S

C. helveticus -             - - + - - + - + d - S S

C. hyointestinalis ssp. hyointestinalis +             - - + + + - d + + - R d

C. hyointestinalis ssp. lawsonii  +             - + + + + - - + d - R S

C. jejuni ssp. doylei d             + - - - - + - - d - S S

C. jejuni ssp. jejuni +             + - + d - + - + + - S R

C. lari +             - d + d - - - + + - d R

C. mucosalis -             - - - - + - - + d - d S

C. rectus d             - - + - - + - d + - d S

C. showae +             - - + - d d - d d - S S

C. sputorum d             - d + d + - - + + d d S

C. upsaliensis -             - - + + - + - d + - S d

C. lanienae +             - ? + ? - - - + - ? R R

 
d: Değişken, S: Duyarlı, R: Dirençli

 



Campylobacterlerin üreme sıcaklıkları 30-43 ºC arasında değişir. 

Genellikle optimal üreme sıcaklıkları 37 ºC olup termofilik olanlar 42-43 ºC’de 

üreme özelliğine sahiptirler. Campylobacterler mikroaerofilik özellikte olup, 

optimal üremeleri için % 5 O2, % 10 CO2 ve % 85 N2 içeren ortamlara ihtiyaç 

duyarlar (128) (Tablo 2). Campylobacterler oksidatif stres gibi faktörlerin 

bulunduğu ortamlarda spesifik şekillerini kaybedip kokoid forma 

dönüşmektedirler (19) (Şekil 1B). 

 

Şekil 1. Campylobacter jejuni’nin elektron mikroskobik görüntüsü, A- 

Karakteristik spiral morfoloji B- Oksidatif strese maruz kalmış C. jejuni’nin 

kokoid morfolojisi (19). 

 Campylobacterlerin izolasyonu için zenginleştirilmiş ortamlara ve selektif 

besi yerlerine ihtiyaç vardır. Besi yerlerinde campylobacterlerin oluşturduğu 

koloni morfolojileri oldukça değişkenlik göstermektedir. Koloniler genellikle 

pigment meydana getirmezler ve kanlı agarda hemoliz oluşturmazlar. Kolonilerin 

oluşması için ortalama 48-72 saat süreye gereksinim vardır (11). 

 8



Campylobacterler karbonhidratları fermente edemedikleri için 

gereksinimleri olan enerjiyi trikarboksilik asit döngüsünden sağlayan bir 

respiratorik mekanizmaya sahiptirler. Oksidaz pozitif, lipaz aktiviteleri, jelatin, 

üre, Metil Red (MR) ve Voges-Proskauer (VP) testleri negatiftir. Üreme sıcaklık 

limitleri, katalaz, nitrat, hippurat, selenit redüksiyonu, H2S, tuz ve glisin tolerans 

özellikleri türler arasında farklılıklar gösterir (11, 85) (Tablo 1).  

 

Tablo 2. Termofilik Campylobacter türlerinin üreme özellikleri (85).               

Özellik Minimum Optimum Maksimum 

Sıcaklık (°C) 32 42- 43 45 

pH 4,9 6,5-7,5 ~9 

NaCl (%) - 0,5 1,5 

Su Aktivitesi (aw) >0,987 0,997 - 

Atmosfer - % 5 O2 + % 10 CO2 - 

 

Campylobacterlerin DNA baz kompozisyonları % 29 ile % 46 arasında 

farklılık gösterir. Termofilik Campylobacter DNA’larının G + C oranları diğer 

Campylobacter türlerinden ve birbirlerinden farklıdır. Campylobacter jejuni 

suşlarının ortalama G + C oranları % 31 mol, C.  coli’nin % 32,6-34 mol ve C. 

lari ’nin % 32,1 mol’dür. Campylobacter jejuni genomunun 1,6 milyon baz 

çiftinden oluştuğu ve bunların 1654 geni kodladığı ve bu genlerin hiç birisinin faj 

ve plazmid DNA’sı içermediği bildirilmiştir (19, 128). 
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Campylobacterler oldukça hassas mikroorganizmalar olduğu için çevresel 

stres, kurutma, düşük pH, ısıtma, dondurma vb. faktörlerden diğer bakterilere 

oranla daha fazla etkilenmektedirler (51). Bu mikroorganizmalar konakçı 

dışındaki çevresel ortamlarda çoğalamazlar ve kısa sürede ölürler. Campylobacter 

jejuni suda 4 °C‘de dört hafta, sütte 25 °C‘de 24 saat, 40 °C‘de üç hafta infektif 

özelliğini korur. Campylobacterler pH’nın 4,9’un altında olduğu ortamlarda canlı 

kalamazlar. Campylobacter jejuni ve C. coli’lerin optimal üremeleri için gerekli 

pH değerleri 6,5 ile 7,5 arasında değişmektedir (Tablo 2). Campylobacterler % 

10’luk formaldehitin % 2,5 solusyonu ile muamele edilirse 15 dk’da inaktive 

olurken,  C. jejuni 1/50,000‘lik amonyum veya % 0,125’lik gluteraldehit içeren % 

0,15’lik organik fenolde bir dakikada inaktive olmaktadır (10). 

 

3.1.2. Epidemiyoloji 

3.1.2.1. Bulaşma ve Taşınma Yolları 

Campylobacter türlerinin mikroaerofilik özellikleri, kuruma vb. dış 

çevresel koşullara karşı oldukça duyarlı olmaları ve 32-44 °C sıcaklıklar dışında 

ürememeleri, bu etkenlerin çevrede canlı kalmalarını sınırlamaktadır (23). 

Campylobacterlerin kontaminasyon siklusunun önemli bir aşaması olan 

çoğalmanın meydana geldiği yer sıcak kanlı hayvanların ve kuşların 

bağırsaklarıdır. Bu sebepten dolayı campylobacterlerin en büyük çevresel 

rezervuarları sıcak kanlı hayvanlar ve kuşlardır. Campylobacterler bu hayvanların 

bağırsak yollarında kommensal olarak bulunmakta ve dışkı ile etrafa 

saçılmaktadırlar (40, 145). 
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İnsanlardaki Campylobacter infeksiyonları diğer infeksiyonların aksine 

sporadik olarak meydana gelmekle beraber, nadir olarak kontamine çiğ süt ve 

klorlanmamış suların içilmesi ile büyük salgınlar meydan gelmektedir (135). 

Amerika’da 1978-1986 yılları arasında C. jejuni’nin sebep olduğu gıda kaynaklı 

57 salgının 26’sının çiğ süt ve 11’inin kontamine sütlerin tüketilmesi ile meydana 

geldiği bildirilmiştir (195). Yine Amerika’da 1978 yılında suların yetersiz 

klorlanması veya klorlanmaması ile ilişkili olarak meydana gelen bir 

Campylobacter salgınından dolayı 3500 kişinin etkilendiği rapor edilmiştir (202). 

Su ve sütün kontaminasyonunda sığır, koyun, domuz ve kanatlı hayvanların 

dışkılarıyla etkenleri etrafa saçmalarının önemli rol oynadığı bildirilmiştir (116, 

164, 191, 192). Sporadik vakaların yaklaşık % 70’inin kontamine kanatlı eti ve bu 

etlerin elle işlenmesi ile meydana geldiği ortaya konmuştur (4). 

 Campylobacterler sığır ve koyun gibi çiftlik hayvanlarının dışkılarından 

kolaylıkla izole edilmiştir (70, 191, 192). Campylobacterlerin epidemiyolojisinde 

sığır ve koyunların önemi sadece mezbahada karkasların ve çiftlikte sütlerin 

kontaminasyonu için bir kaynak olmaları ile sınırlı değildir. Bu hayvanların 

akıntılarının yüzey sularını ve toprağı kontamine etmesi de etkenlerin çevreye 

yayılması açısından önemlidir (190). Karkaslar üzerinde yapılan prevalans ve 

vaka-kontrol çalışmalarında, kırmızı etlerin insan infeksiyonları için önemli bir 

risk oluşturduğuna dair çok az kanıt bildirilmiştir (190). Bunda karkaslar üzerinde 

termofilik campylobacterlerin üremesini ve canlı kalmalarını önemli derecede 

olumsuz etkileyen kurutma ve soğutma işlemlerinin uygulanmasının rolü vardır 

(75). Bağırsak içeriği ile karkasların kontaminasyonu bu organların çıkarılması 

esnasında meydana gelir. Kontaminasyonların çoğunlukla mezbaha çalışanlarının 
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elleri ve kullandıkları malzeme ile karkasların kros kontaminasyonu şeklinde 

meydana geldiği bildirilmiştir (190). 

 Moleküler tiplendirme metotlarının geliştirilmesinden önce insan 

Campylobacter infeksiyonlarının meydana gelmesinde kanatlı dışındaki 

hayvanların önemi hakkında çok az bilgi mevcuttur (155). Fitzgerald ve ark. 

(2001) insan ve bazı hayvanlar  üzerinde yaptıkları bir tiplendirme çalışmasında 

elde ettikleri profillerin insan izolatları ile birlikte sığır, koyun ve kanatlı 

dışkısından elde edilen izolatlarda da bulunduğu bildirmişlerdir (65). Bu veriler 

insanlarda infeksiyon kaynağı olarak sadece kanatlıların değil ruminantların da 

önemli rol oynadığını ve çevreyi kontamine ettiğini göstermektedir. 

Campylobacterlerin diğer rezervuarları insektler, rodentler, pet hayvanları, 

domuzlar ve deniz ürünleridir. Deniz ürünlerinin tüketilmesi ile ilişkili iki 

Campylobacter salgını bildirilmiş ve bunun suların Campylobacter ile kontamine 

olması ile ilişkili olduğu ortaya konmuştur (198). 

 

3.1.2.2. Prevalans 

Sığırlarda campylobacterlerin prevalansının Amerika’da % 5-37 (83, 214), 

Danimarka’da % 23 (144), Japonya’da % 47 (70), Portekiz’de % 20 (32), 

Norveç’te % 1 (176) civarında olduğu rapor edilmiştir. Campylobacter 

prevalansının ülkeden ülkeye önemli farklılıklar göstermesinde; sürünün 

büyüklüğü, tipi, mevsim, hayvanların yaşı, örnek türü, örnek miktarı, bakım ve 

beslenme koşulları, izolasyon metotları ve coğrafik farklılıklar önemli rol 

oynamaktadır (190).  Örneğin C. jejuni’nin prevalansının meralardaki sığırlarda 

kapalı alanlarda barındırılanlara oranla daha yüksek olduğu bildirilmiştir (68). 
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İzolasyon oranları sürüden sürüye de farklılık göstermektedir. İngiltere’de 

Campylobacter türlerinin üç farklı sürüde sırasıyla % 79,  % 40 ve % 37 

oranlarında izole edildiği rapor edilmiştir (14). Stanley ve ark. (1998), sığır 

bağırsak içeriği örnekleri ile ilgili yaptıkları bir çalışmada uygulanan izolasyon 

metodundaki farklılıkların prevalans üzerinde etkili olduğunu bildirmişlerdir. 

Araştırmacılar topladıkları svap örneklerini direkt izolasyon ve zenginleştirme 

yöntemleriyle incelemiş ve direkt izolasyon ile % 26,7, zenginleştirme yöntemi ile 

ise % 89,4 oranında Campylobacter izole etmişlerdir (192). 

Koyunlarda termofilik campylobacterlerin prevalansı ülkeden ülkeye 

farklılık göstermekte olup Portekiz’de % 15 (32), Nijerya’da % 4 (2), İngiltere‘de 

% 92 (191) ve İsviçre’de % 18 (221) civarında olduğu bildirilmiştir. Bu farklılıkta 

yukarıda sıralanan faktörlerin önemli rolü vardır. Kapalı alanda beslenen 

koyunlarda campylobacterlerin prevalansı önemli derecede düşükken, bu oran 

merada beslenen koyunlarda çok daha yüksektir. Ayrıca, süt kesimi ve doğum 

dönemindeki koyunlarda meydana gelen stresten dolayı campylobacterlerin 

prevalansının yükseldiği ve stres altındaki bu hayvanların çok sayıda etkeni 

saçarak çevreyi kontamine ettiği bildirilmiştir (190). Ruminantlarda 

Campylobacter varlığı ile mevsim arasındaki ilişki incelemiş ve 

campylobacterlerin prevalansında mevsimin de önemli rol oynadığı bildirilmiştir 

(89, 191, 192). Stanley ve ark. (1998), koyunlarda Campylobacter prevalansındaki 

mevsimsel farklılıkları ortaya koymak amacıyla yaptıkları bir çalışmada aylar 

arasında istatistiksel olarak farklılık olduğunu tespit etmişlerdir. 

Campylobacterlerin prevalansının bahar aylarında ve kışın başlangıcında pik 

yaptığı, buna karşın şubat ve ekim aylarında ise en düşük olduğu saptanmıştır 
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(191). Aynı araştırmacıların sığırlar üzerinde yaptıkları bir çalışmada  mevsimsel 

farklılığın besi sığırlarında istatistiksel anlamda önemli olmadığı, fakat süt 

ineklerinde campylobacterlerin prevalansı üzerinde etkisi olduğu bildirilmiştir 

(192). 

 Campylobacter türleri ayrıca sığır ve koyunların safra, karaciğer, rumen, 

mezenteriyal lenf yumrusu vb. iç organlarında değişik oranlarda izole 

edilmişlerdir. Stanley ve ark. (1998), sığır ve koyunlarda ince bağırsak (% 80-60) 

ve rumenden (% 30) Campylobacter türleri izole ederken sekum ve kolonlardan 

etken izole edememişlerdir (191, 192). Koyunların karaciğerlerinde % 11 ile % 73 

oranında Campylobacter izole edilmiş ve gıda kökenli Campylobacter 

infeksiyonlarında karaciğerin önemli bir rol oynadığı bildirilmiştir (38, 104). 

Ruminant lenf yumrularında campylobacterlerin araştırılmasına yönelik 

çalışmalar oldukça azdır. Garcia ve ark. (1985)’nın yaptığı bir araştırmada 100 

sağlıklı sığır lenf yumrusunda % 1 oranında C. jejuni elde edilmiştir (68). 

 Campylobacter türleri bütün dünyada olduğu gibi ülkemizde de ciddi bir 

sorun teşkil eden infeksiyonlar ile karşımıza çıkmaktadır. Şu ana kadar ülkenin 

büyük bir coğrafik alanını içine alan geniş çaplı bir epidemiyolojik çalışma 

yapılmış değildir. Bu sebeple ülkemizde campylobacterlerin prevalansı ve 

infeksiyonun yayılmasında ruminantların rolünün ne olduğu konusunda yeterli 

veri bulunmamaktadır. Ruminantlarla ilgili yapılan bölgesel düzeydeki 

çalışmaların çoğunda sadece bir örnek tipi incelenmiş olup çeşitli numunelerin 

birlikte incelendiği geniş çapta bir çalışma söz konusu değildir. Bölgemizde Ertaş 

ve ark. (2003), sınırlı sayıda safra örneği kullanarak yaptıkları bir çalışmada % 34 

oranında C. jejuni ve % 32 oranında C. coli  izole ettiklerini bildirmişlerdir (58). 
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Yine Muz ve ark. (1992), bu bölgede yaptıkları bir çalışmada inceledikleri 112 

adet sığır safrasında % 31 oranında C. jejuni, % 14 oranında C. coli izole 

etmişlerdir (137). Diker (1985), İç Anadolu bölgesinde yaptığı bir çalışmada 

incelediği sığır safra örneklerinde % 35, koyun safra örneklerinde ise % 57 

oranında Campylobacter izole ve identifiye etmiştir (44). Türkiye’nin farklı 

bölgelerinde safra örneklerinde yapılan bu çalışmalarda sınırlı sayıda örnek 

kullanılmış olduğundan elde edilen veriler campylobacterlerin Türkiye’deki 

prevalansını tam olarak yansıtamamaktadır.  

 

3.1.3. Patogenez ve Virulens 

İnsan ve hayvanlarda gastrointestinal infeksiyonlara sebep olan C. jejuni 

ve C. coli türlerinin patogenezi bugüne kadar tam olarak anlaşılamamıştır. Bu 

durum muhtemelen iyi bir hayvan modelinin olmamasından kaynaklanmaktadır 

(99). Birçok bakteri türünün oral yolla infeksiyon oluşturabilmesi için yüzbinlerce 

sayıda bakterinin vücuda girmesi gerekirken, termofilik campylobacterlerin 500 

adedi bile bağırsaklara kolonize olmak ve infeksiyon oluşturmak için yeterlidir 

(21). Kontamine gıda ve suların konakçı tarafından alınması ile birlikte bu 

etkenler mide asit engelini aşarak bağırsaklara geçerler. Bağırsaklardaki etkenler 

penetrasyon yolu ile distal ileum ve kolon epitelini örten mukozaya kolonize 

olurlar. Bağırsak yüzeyine tutunan bu etkenler, epitel hücrelere saldırarak ve 

toksin üreterek direkt yolla ya da konakçıda yangısal bir reaksiyon meydana 

getirerek indirekt yolla bağırsakların emilim kapasitesini bozarlar (217). Bazı 

bilimsel kanıtlar, bu etkenlerin intestinal epitel hücrelerinde bozukluklar 

oluşturup, buradan kan dolaşımına katılarak vücutta yayıldığını göstermiştir (184). 
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Campylobacterlerin bağırsaklara yerleşebilmesi için kemotaksis ve 

motiliteye ihtiyaçları vardır. Bu etkenler, konakçı bağırsak epitelinde yangısal 

reaksiyon sonucu meydana gelen kimyasal maddeleri algılama ve yangı bölgesine 

hareket etmelerini sağlayan mekanizmalara sahiptirler (99). Kemotaksisin önemi, 

in vivo ortamlarda yapılan çalışmalarda kemotaktik olmayan mutantların hasta bir 

fareye verildiğinde kolonize olmadığının ortaya konmasıyla kanıtlanmıştır (194). 

Ancak in vitro ortamlarda yapılan çalışmalarda kemotaksisin önemli olmadığı 

bildirilmiştir. Bu durum muhtemelen kemotaksisin oluşmasına neden olan cheY 

gibi bazı düzenleyici komponentlerin in vitro ortamda değişikliğe uğramasından 

kaynaklanmaktadır. Bu komponentleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar etkenin 

motilite ve invazyon yeteneğini etkilemezken, kemotaksis özelliğin kaybolmasına 

neden olmaktadır (99, 220).   

Campylobacterler, ya intestinal mukoza tabakası içinde kalarak 

canlılıklarını devam ettirirler ya da bağırsak epitel hücrelerini işgal ederler. 

İnvazyon esnasında etkenler öncelikle epitel hücrelerine akın ederler. In vivo 

ortamda yapılan çalışmalarda campylobacterlerin epitel hücrelerine invazyonu 

hücrede hasara, hücrelerin fonksiyonlarında kayıplara ve ishale neden olmaktadır 

(177, 207). Bu sebeple invazyon, C. jejuni’nin patogenezinde önemli bir role 

sahiptir. Bakteriyel protein sentezinin invazyon için gerekli olduğu rapor 

edilmiştir. Campylobacterlerin hücre kültürlerinde üretildikleri zaman invazyon 

yeteneğine sahip en az 14 protein sentezledikleri radyoimmunoassay (RIA) 

yöntemi kullanılarak tespit edilmiştir (102). Campylobacterlerin epitel hücrelerini 

işgal edebilmesi için öncelikle hücrelere yapışmaları gerekmektedir. Şimdiye 

kadar campylobacterlerde adhezif özelliklere sahip birkaç komponent tespit 
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edilmiştir ki bunlar etkenlerin epitel hücrelerine kolonizasyon ve invazyonunda 

önemli role sahiptirler (99). In vivo ve in vitro ortamlarda yapılan çalışmalarda 

campylobacterlerin epitel hücrelere adhezyonunda rol oynayan en önemli faktörün 

flagella olduğu tespit edilmiştir (33). Flagella, Campylobacter kolonilerinin nemli 

ve mikroskopta hareketli görünmesini sağlayan bir virulens faktördür. Diğer 

bakterilerde olduğu gibi flagellar filamentler, flagellin proteinlerinin 

multimerlerini içerir ve bakterilerin hareket etmesinde bir motor görevi görürler. 

Flagellalar konakçı epitel hücrelerine yapışmayı sağlayan kanca proteinlerinden 

oluşurlar (142). Flagellaların hareketi, campylobacterleri konakçının peristaltik 

hareketlerinden korur ve epiteli örten mukoza tabakasına girmelerini ya da 

buradan geçmelerini sağlar. Flagellalar ayrıca epitel hücrelere invazyonda önemli 

rol oynarlar. Bu yüzden flagellaların sağladığı motilite, campylobacterlerin 

hücrelere ulaşmaları ve yakın temas kurmaları için gereklidir (208, 219).  

In vitro ortamlarda yapılan çalışmalarda, lipopolisakkaridlerin (LPS) insan 

embriyonik bağırsak (INT-407) hücrelerine adhezyonunda önemli bir rol aldıkları 

rapor edilmiştir (119). Diğer Gram negatif bakterilerde olduğu gibi 

Campylobacter LPS’lerinin lipid A komponenti endotoksik aktiviteye sahiptir. 

Campylobacterlerin sistemik infeksiyonlarında salıverilen LPS’den dolayı sepsis 

ve şoklar meydana gelmektedir (134). Campylobacter jejuni’deki LPS,  sakkarid 

yapısındaki çok sayıda O- antijenlerinden birine sahiptir. Bu O- antijenler hem 

polisakkarid hem de oligosakkarid yan zincirleri ile benzerlik gösterebilirler. Bu 

yüzden Campylobacter türleri, LPS ya da lipooligosakkarid (LOS) veya her 

ikisini birlikte üretebilirler (12). Lipopolisakkaridlerin, infeksiyonun ilerlemesine 
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neden olan serum dirençliliği, fagositik yıkıma karşı direnç oluşumu ve hücre 

toksisitesine katkı sağladığı bildirilmiştir (99). 

Campylobacter jejuni’nin dış membranından elde edilen dört proteinin 

(PEB1, PEB2, PEB3, PEB4) Hep-2 hücrelerine yapışma yeteneğinde olduğu 

ortaya konmuştur (159). İmmunojenik karakterdeki bu proteinlerden biri olan 

PEB1, epitel hücrelerinde bulunan ve büyük bir yapışma proteini olan CEB1 ile 

benzerdir (159). PEB1’in yokluğu, farelere kolonize olmanın yanı sıra epitel 

hücrelerin adhezyonu ve invazyonu da olumsuz etkiler (158). Gastrointestinal 

epitel hücrelerindeki ekstraselüler matriksin bir proteni olan fibronektin 

glikoprotein yapısındadır ve gastrointesinal patojenlerin büyük bir çoğunluğu bu 

glikoproteine bağlanma özelliğindedir. Campylobacterlerin fibronektine 

bağlanması kolonizasyonun erken dönemlerinde meydana gelir ve bunu invazyon 

için gerekli olan novo protein sentezi takip eder (103). Son yıllarda 

campylobacterlerin hücre duvarlarında bulunan ve Campylobacter adhezyon geni 

(CadF) tarafından kodlanan CadF proteininin fibronektine bağlandığı 

gösterilmiştir (103). In vivo ortamlarda yapılan çalışmalarda C. jejuni’nin 

kanatlılara kolonize olması için CadF proteinin bulunması gerektiği bildirilmiştir 

(207). CadF’yi kodlayan genin, diğer bakterilerin dış memran proteinlerinin 

homoloğu olduğu tespit edilmiştir (103). Fimbrialar pek çok patojen bakterilerde 

bulunan önemli bir virulens faktördür ve bakterilerin hücrelere adhezyonunda 

görevlidirler (99). Klasik fimbrialar campylobacterlerde olmamasına rağmen, kıl 

benzeri fimbrial yapılar, bakterinin safra tuzu ile muamele edilmesi neticesinde 

gözlenmiştir (49). Putative peptidaz enzimini kodlayan prepilin peptidaz geni 

(pspA) bu fimbrial yapıların biyosentezinde görevlidir ve bu genin inaktivasyonu 
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afimbrial mutantların oluşmasına neden olmaktadır. Ancak bu fimbrial 

filamentlerin alt ünitelerini kodlayan genler identifiye edilememiştir (49). 

Campylobacterlerle ilgili yapılan ilk araştırmalarda, virulens yönünden 

incelenen mekanizmalardan birisi, ishallere neden olan Vibrio cholerae ve 

Clostridium difficile gibi bakterilerin de salgıladıkları toksin üretimidir. 

Araştırmalar enterotoksin ya da sitotoksin olarak isimlendirilen ekzotoksinler 

üzerine yoğunlaşmıştır (206). Enterotoksinler, hücre içinde siklik adenozin 

monofosfat (cAMP) seviyesinin yükselmesine ve hedef hücre reseptörlerine 

bağlanabilme yeteneğine sahip proteinler olarak tanımlanmaktadırlar (206). Vibrio 

chlorea toksin (CT) ve yakın ilişkili Escherichia coli’nin ısıya duyarlı toksini 

(LT) Campylobacter enterotoksinlerinin prototipleridir (188). Vibrio chlorea 

toksin ve LT iki alt üniteden oluşurlar. Büyük olan A alt ünitesi enzimatik 

aktiviteye sahiptir, daha küçük ve pentamer bir yapıya sahip olan B alt ünitesi ise 

hücre reseptörlerine bağlanma yeteneğine katkı sağlar. B alt ünitesi ile hücre 

reseptörlerine bağlanan enterotoksinler, A alt ünitesi ile hücre içerisine taşınır ve 

hücre adenilat siklaz düzenleyici sistemi bozarlar. Sonuç olarak hücre içi cAMP 

seviyesi yükselir ve hücreler arasında ve içinde iyon dengesinde değişiklikler 

meydana gelir. Bu değişiklikler sıvının bağırsaklara sekresyonunu artırarak 

ishallerin oluşmasına neden olur (206, 207).  

Sitotoksinler hem hücre içinde hem de hücreler arasında etkili olan ve 

hedef hücreyi öldüren proteinler olarak tanımlanmaktadırlar. Hücre içi aktivite 

gösteren sitotoksinler hücreye yapışmayı takiben işlenerek hücre sitoplazmasına 

ulaşırlar ve hücreyi öldürürler. İkinci tür sitotoksinler hedef hücre porlarında 

formasyonlara, hücre içinde sitotoksin ve granül içeriklerinin salıverilmelerine 
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neden olurlar. Bu reaksiyon konakçı dokularında hafif lokal bozukluklara neden 

olur. Sitotoksinler ayrıca lökosit, granülosit ve makrofajları da öldürdükleri için 

konakçının immun cevabını baskılarlar (99, 206). Son yıllarda en az altı farklı 

toksin yada toksin sınıfının varlığı tespit edilmiştir. Bunlar in vitro hücre 

kültürlerindeki etkilerine göre: 1- HeLa hücrelerini aktive etmesine rağmen Vero 

hücrelerini aktive edemeyen 70 kDa büyüklüğündeki toksin (76) 2- HeLa ve Vero 

hücrelerini aktive eden sitotoksin ya da toksinler (66) 3- Cytolethal distending 

toksin (CDT) (94) 4- Shiga benzeri toksin (133) 5- Hemolitik etki gösteren 

sitotoksinler (101) 6-Hepatotoksinler (101) şeklinde sıralanmaktadır. Bunlardan 

CDT, genetik bölgesi klonlanmış ve sekans analizi yapılmış ilk toksindir. Benzer 

toksinler E. coli’de de tespit edilmiş (162) ve bu toksinin G2/Mitoz fazında HeLa 

hücre bölünmesini engellediği ve hücre ölümüne neden olduğu bildirilmiştir 

(215).  

 

3.1.4. Antimikrobiyal Dirençlilik 

Son yıllara kadar insan ve hayvanlarda Campylobacter infeksiyonlarının 

tedavisi amacıyla en sık kullanılmış olan antibiyotikler florokinolonlardır. 

Florokinolonlar bakterilerdeki topoizomeraz IV ve DNA giraz (topoizomeraz II) 

enzimlerini inhibe ederek etkisini gösteren antimikrobiyal ajanlardır (88). Bu 

ajanlar geniş spektrumlu ve antimikrobiyal aktiviteleri yüksek olduklarından 

dolayı insan ve hayvanlardaki tüm bakteriyel infeksiyonların tedavisinde 

kullanıldıkları gibi Campylobacter ve diğer gastrointestinal infeksiyonların 

tedavisinde de sıklıkla kullanılmaktadırlar (87). Buna karşılık, florokinolonlara 

direnç ilk kez 1990’lı yıllarda insan ve hayvanlarda bu ilaçların çok fazla 
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kullanılmaya başlandığı Asya ile İsviçre, Hollanda, Finlandiya ve İspanya gibi 

Avrupa ülkelerinde ortaya çıkmıştır (54). Tayland’da 1994 yılında insan 

izolatlarında yapılan bir çalışmada C. jejuni’lerin büyük bir çoğunluğunun 

siprofloksasine dirençli olduğu bildirilmiştir (84). İngiltere’de ise tavuklara 

enrofloksasin ve sarafloksasin verilmeye başlanması, florokinolonlara dirençli 

Campylobacter infeksiyonunda artışlara neden olmuştur (178). Gelişmiş ülkelerde 

florokinolonlara dirençli C. jejuni izolatlarının ortaya çıkması, hayvan-gıda 

üretiminde dikkatli antimikrobiyal ilaç kullanımının gerekliliğini ortaya 

koymuştur.  Campylobacterlerde antimikrobiyal dirençliliğe neden olan birçok 

faktör vardır. Örneğin, DNA giraz subunit A (gyrA) genindeki nokta mutasyonları 

campylobacterlerde florokinolonlara karşı direncin oluşmasına neden olmaktadır. 

Ayrıca bakteriyel hücre duvarındaki geçirgenliğin azalması ve eflüks pompasının 

aktivitesindeki yükselme florokinolonlarla birlikte tetrasiklin gibi diğer 

antibiyotiklere karşı dirençliliğin artmasına neden olmaktadır (88). Türkiye’de 

florokinolonlar 1989 yılında broylerlerde koruyucu amaçla yoğun olarak 

kullanılmaya başlanmasına rağmen, 1992 yılına kadar florokinolonlara dirençli 

Campylobacter izolatları tespit edilememiştir (46). Savaşan ve ark. (2004), kanatlı 

hayvanlarda kinolonlara karşı oluşan direnç ile ilgili yaptıkları bir çalışmada, 

1987 yılındaki kanatlı izolatlarında enrofloksasin ve siprofloksasine karşı bir 

dirençliliğin olmadığını, 2000 yılında ise enrofloksasine % 76, siprofloksisine ise 

% 73 oranında bir direnç olduğunu tespit etmişlerdir (180). Bu sonuçlar, 

Türkiye’de kontrolsüz florokinolon kullanımının Campylobacter suşlarında 

yüksek düzeyde direnç oluşumuna ve yayılımına yol açtığını, bunun da gıda 

güvenliği ve hekimlik yönünden ciddi sonuçlar doğurabileceğini göstermektedir. 



 22

Campylobacter coli izolatları arasında antimikrobiyal ajanlara karşı 

meydana gelen direnç, C. jejuni izolatları ile kıyaslandığında oldukça yüksektir 

(1). Bae ve ark. (2005), sığırlarda yaptığı bir çalışmada siprofloksasine 

dirençliliğin C. coli izolatlarında  % 44, C. jejuni’lerde % 5 ve diğer termofilik 

campylobacterlerde ise % 25 olduğu bildirmişlerdir (17). 

Campylobacter türleri ayrıca tetrasiklin, ampisilin, klindamisin, nalidiksik 

asit, azitromisin, metronidazol vankomisin, rifampin, trimethoprim ve 

sefalosporin gibi antibiyotiklere de direnç göstermektedirler (4). Larkin ve 

ark.’nın (2006) besi sığırlarında yaptıkları bir çalışmada campylobacterlerin 

ampisiline % 18, azitromisine % 67, klindamisine % 47, tetrasikline % 44 ve 

streptomisine % 57 oranında dirençli olduğu bildirilmiştir (106). 

 

3.1.5. Bağışıklık  

Campylobacterler konakçı tarafından alındıktan sonra bunlara karşı doğal 

ve spesifik immun yanıt meydana gelir. Mide asiditesi gibi spesifik olmayan 

savunmalar, campylobacteriosisin patogenezinde önemli rol oynamalarına rağmen 

etkenlerin bağırsak epiteline kolonize olması ve infeksiyonun önlenmesinde 

yeterli değildir (203). Konakçı tarafından alınan bu etkenlere karşı fagositik 

hücrelerden interlökin-8 (IL-8)  adı verilen bir ön yangı sitokini salıverilir (81). 

Bu gibi doğal konakçı cevabı, infeksiyonun yayılmasını sınırlayabilmekle birlikte 

kısmen de olsa semptomlar meydana gelebilir. Ekstraselüler patojen olarak bilinen 

campylobacterlerin meydana getirdiği infeksiyonlara karşı humoral immun yanıt 

oluşur. İnfeksiyonu takiben konakçı bağırsak lümeninde salgısal IgA (SlgA) ve 

IgG, serumda ise IgM ve IgG sınıfı antikorların seviyesi yükselir. IgM ve IgG 
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sınıfı antikorlar 45 gün süresince serumda ve bağırsak lümeninde yüksek seviyede 

kalırlar ve yaklaşık 90 gün sonra normal seviyelerine gelirler. Salgısal IgA ise çok 

daha kısa bir sürede normal seviyesine ulaşır (96, 204) Erken yaşlarda 

Campylobacter etkenlerini alan hayvanlarda kademeli olarak gelişen bu antikorlar 

hayvanları daha sonraki infeksiyonlardan genellikle korur ve bağırsaktaki 

etkenlerin zamanla buradan eliminasyonunu sağlarlar. Meydana gelen bu 

sekunder immun yanıt hastalığın yayılmasını sınırlayan bir bariyer görevi görür. 

İmmun sistemi baskılanmış hastalarda hastalığın daha uzun, şiddetli seyretmesi ve 

nükslerin görülmesi bu görüşü destekler (187). Humoral immun yanıta ilave 

olarak hücresel immun yanıt bakteriyel infeksiyonu ortadan kaldırmada ya da 

sınırlamada önemlidir (207). Hücresel immun yanıt genel olarak zorunlu ya da 

fakültatif hücre içi patojenlere karşı gelişen spesifik bir immun yanıttır. 

Campylobacter etkenleri ekstraselüler patojen olmalarına rağmen, yapılan 

çalışmalar bu etkenlerin bağırsak epitel hücreleri ve makrofajların içinde de canlı 

kalabildiğini göstermiştir (203). Özellikle infeksiyonun şiddetli seyrettiği hipo ve 

agammaglobulinemili hastalarda hücresel immun yanıtın infeksiyondan 

korunmada önemli bir role sahip olduğu rapor edilmiştir (15, 126). Vuckovic ve 

ark. (2006), C57BL/6 farelerinde yaptıkları bir araştırmada CD8+ ve CD4+ T 

lenfositlerinin fareleri Campylobacter infeksiyonlarına karşı korumada önemli rol 

aldıklarını bildirmişlerdir (203). Campylobacter jejuni’nin en yüksek 

immunojenik proteni iki gen (flaA ve flaB) tarafından kodlanan flagellindir. Bu 

genlerden her birinin antijenitede değişikliklere yol açtığı deneysel olarak ortaya 

konmuştur. Ancak doğal infeksiyon esnasında bu değişikliklerin meydana 

geldiğine dair bir kanıt yoktur (207). İnfeksiyon özellikle immun sistem 
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baskılayan HIV ve benzeri hastalık durumlarında oldukça şiddetli bir şekilde 

seyreder (165). Genç yaşlarda etkene maruz kalan insan ve hayvanlar, ileriki 

yaşlarda etkenle tekrar infekte olduklarında hastalıktan etkilenmezler ve geçici bir 

taşıyıcılık gösterirler (35).  

 

3.1.6. Klinik Belirtiler 

Campylobacter jejuni ve C. coli gebe sığırlarda sporadik abortlarla 

seyrederken gebe koyunlarda enzootik abortlara neden olurlar. Gebe hayvanlarda 

abortus öncesi veya sonrasında hafif bir ishal görülür. Campylobacterler 

kuzularda besi ishali olarak adlandırılan enteritlere neden olurlar. İnfeksiyon sulu 

bir ishalle karakterizedir. Bu etkenler ayrıca genç kuzularda sporadik seyirli 

dizanterik enterit ve kolitise de neden olabilirler. Bu infeksiyon tipinde vücut 

sıcaklığı artar, dışkı yumuşar, mukoid bir hal alır ve taze kan pıhtıları görülür. 

Campylobacter jejuni ve C. coli yeni doğan ve sütten kesilen buzağılarda da 

enterik infeksiyonlar oluştururlar. İnfeksiyon koyunlarda olduğu gibi genellikle 

dizanterik formda seyreder. Hayvanlarda bakteriyemiye bağlı olarak yüksek ateş, 

mukuslu veya kanlı dışkı dikkati çeker (11, 169). Termofilik campylobacterler 

sığırların mastitis vakalarından da izole edilmişlerdir (172). 

 

3.1.7. İnsanlarda Campylobacter İnfeksiyonları 

Campylobacter jejuni ve C. coli bütün dünyada insanlardaki akut 

bakteriyel gastroenteritisin en önemli etkenleridir. Amerika’da her yıl 2,5 milyon 

campylobacteriosis vakasının meydana geldiği bildirilirken (120), İngiltere’de 

sadece 2001 yılında 54 binin üzerinde campylobacteriosis vakası rapor edilmiştir 
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(8). Campylobacterlerin insanlarda meydana getirdiği enteritis vakalarının 

Salmonella, Shigella ve E. coli gibi diğer bakterilerle kıyaslandığında oldukça 

yüksek olduğu bildirilmiştir (120). Örneğin İngiltere’de 1999 yılında 55000 

civarında Campylobacter vakası meydana gelirken aynı periyot içinde bu miktar 

Salmonella için 17500 civarındadır (4). Campylobacteriosis gelişmiş ülkelerde 

olduğu kadar gelişmekte olan ülkelerde özellikle de çocuklar arasında büyük bir 

problem olarak ortaya çıkmaktadır (207).  

İnsanlarda C. jejuni ve C. coli’nin yaptığı hastalıkların klinik belirtileri, 

şiddetli yangısal ishalden, genellikle orta şiddette yangısal olmayan sulu ishale 

kadar değişir. İlki, gelişmiş ülkelerde görülen en yaygın klinik belirti iken, ikincisi 

ise, genellikle gelişen ülkelerde görülen hastalık belirtileridir. Klinik olarak 

Campylobacter infeksiyonları, Salmonella, Shigella ve Yersinia türleri gibi diğer 

bakteriyel patojenlerin sebep olduğu akut gastrointestinal hastalıklardan ayırt 

edilemez (24). Yangısal hastalıkla sonuçlanan C. jejuni ve C. coli infeksiyonları, 

akut abdominal ağrı, sık sık görülen ateş ve genel rahatsızlık belirtileri ile 

seyreder. İshalli dışkı genellikle taze kan, mukus ve lökositli yangısal eksudat 

içerir. Campylobacterler, enteritli hastalardan izole edildiği gibi klinik belirtilerin 

bitiminden sonraki birkaç hafta içerisinde de dışkıdan izole edilebilir. İnfeksiyon, 

bir haftadan daha uzun ve şiddetli hastalık belirtileri ile seyretmesine rağmen, 

hastalık kendi kendini sınırlar ve komplikasyonlar yaygın değildir (97).  

Campylobacter infeksiyonlarının lokal komplikasyonları gastrointestinal 

yollarda bulunan etkenlerin direkt yayılması sonucu oluşur. Gastrointestinal 

hemorajiler, peritonitis, pankreatitis, kolitis gibi komplikasyonlar şekillenebilir. 

Campylobacter infeksiyonlarının ekstraintestinal komplikasyonları oldukça 
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nadirdir ve neonatal sepsis, osteomyelitis, septik artritis, endokarditis ve 

meningitis gibi belirtileri içerir (186). İnfeksiyon sonrası en önemli bozukluğun 

Guillain-Barre Sendrom (GBS) olduğu bildirilmiştir. Bu sendrom periferal 

sinirleri etkileyerek felçlere neden olan bir hastalıktır ve üç farklı klinik formu 

vardır. Akut demiyalize formu sekunder aksonal dejenarasyona, akut motor 

aksonal formu akut motor-sensörlerde bozuklara neden olur. Son form ise 

oftalmoplejilerin ve ataksilerin meydana geldiği Miller-Fischer sendromdur. 

Gelişmiş ülkelerde GBS hastalığının yıllık insidensinin 100 bin vakada 1,3 olduğu 

bildirilmiştir (140). 

 

3.1.8. Tanı 

Campylobacter infeksiyonlarının tanısı, genellikle dışkı, kan ve diğer 

örneklerden etken izolasyonu ile yapılır. Enteritli hastaların dışkılarının direkt 

incelemesinde; lökosit varlığının yanı sıra karanlık saha veya faz-kontrast 

mikroskopta hızlı hareket eden bakterilerin görülmesi tanıya yardımcı bulgulardır 

(74). Bazik fuksin ya da karbol fuksin kullanılarak modifiye edilmiş bir Gram 

boyama, dışkıdan direkt olarak organizmanın tespiti için kullanılır, fakat kesin 

tanı için dışkı kültürü yapılması gerekir (138). Campylobacterler hayvan, gıda ve 

çevresel örneklerde düşük oranlarda bulunduklarından dolayı diğer 

mikroorganizmalar bu bakterilerin izolasyonunu büyük oranda baskılamaktadır. 

Campylobacterler vankomisin, polimiksin B, trimetoprim laktat ve sefalosporin 

gibi bazı antibiyotiklere karşı dirençlidirler, dolayısıyla bu antibiyotikler 

campylobacterlerin izolasyonu için kullanılan besi yerlerine sıklıkla ilave 

edilmektedirler (143). Campylobacterlerin dışkıdan ilk izolasyonu vankomisin, 
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polimiksin B ve trimetoprim içeren selektif bir besi yerini geliştiren Skirrow 

tarafından gerçekleştirildi (183). Skirrow besi yeri dışkıdan campylobacterlerin 

izolasyonu için etkili olmasına rağmen, kontamine gıdalar ve çevresel örnekler 

için uygun değildir. Bu durum gıda ve çevreden campylobacterlerin izolasyonu 

için daha etkili ve uygun bir besi yeri olan Preston besi yerinin geliştirilmesine yol 

açmıştır (26). Blaser ve ark. (1979) klinik laboratuvarlarda çok yaygın olarak 

kullanılan Campy-BAP besi yerini (22), Bolton ve ark. (1984) ise sefazolin ve 

sodyum deoksikolat içeren CCD besi yerini (25) tanımlamışlardır. Ayrıca Karmali 

ve ark. (1986), campylobacterlerin selektif izolasyonu amacı ile vankomisin, 

sikloheksimid, sefoperazon içeren CSM ve trimetoprim, polimiksin B, 

vankomisin içeren SKM besi yerlerini geliştirerek kullanmışlardır (98). Bu 

selektif besi yerlerinin dışında son yıllarda campylobacterlerin dışkıdan 

izolasyonu amacı ile daha etkili ve duyarlı olan CAT (sefoperazon, amfoterin B, 

teikoplanin) ve modifiye edilmiş CCDA (sefoperazon, amfoterin B) gibi selektif 

besi yerleri geliştirilerek kullanılmaktadır (13, 39).    

 Campylobacterlerin izolasyonu için bazen ön zenginleştirme metodu 

kullanmak gerekmektedir. Zenginleştirme aşaması, ishalli hayvandan toplanan 

dışkı örnekleri gibi klinik numuneler için gerekli olmamakla birlikte, gıda ve 

çevresel örneklerden etken izolasyonu için önem arz etmektedir. Bu çeşit 

örneklerde Campylobacter etkenleri düşük miktarlarda bulunduğu için 

zenginleştirme aşaması izolasyon oranını yükseltebilir (3, 73). 

Campylobacterlerin izolasyonu için kullanılan diğer bir metot membran-filtrasyon 

tekniğidir. Birçok bakterinin aksine campylobacterler 0,45 µm çapındaki 

filtrelerden rahatlıkla geçebilirler. Genellikle dışkıların % 10 süspansiyonu 
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membran filtresi üzerine konur ve filtre edilmiş örnekler selektif besi yerine ekilir. 

Riberio ve Price (1984), filtrasyon tekniği ve Preston selektif besi yeri 

kombinasyonunun Campylobacter izolasyon oranını artırdığını bildirmişlerdir 

(170).  

Selektif besi yerleri kullanılarak campylobacterlerin izolasyonu oldukça 

uzun sürmektedir. Özellikle bu etkenlerin çok düşük oranlarda bulunduğu gıda ve 

çevresel örneklerden izolasyonunda zenginleştirme aşaması da gerektiğinden, 

izolasyon için yaklaşık beş günlük bir süreye gereksinim vardır. Kültür 

metotlarının bu dezavantajından dolayı gıda ve çevreden campylobacterlerin 

saptanabilmesi için alternatif metotların geliştirilmesine ihtiyaç duyulmuştur. 

Konakçıda campylobacterlere spesifik poli ve monoklonal antikorların oluşması, 

bu antikorları tespit eden teşhis metotlarının geliştirilerek kullanılmasına yol 

açmıştır (78, 139). Campylobacter antijenlerinin antikorlarla aglütinasyonunda 

Campyslide BBC Microbiology system, Meritec-Campy Meridian Diagnostics ve 

Microscreen Mercia Diagnostics gibi çeşitli testler kullanılmaktadır. Bu testler, C. 

jejuni, C. coli ve C. lari gibi enteropatojen campylobacterlerin teşhisi için 

tasarlanmıştır. Meritec-Campy yönteminin çok basit bir şekilde uygulanabilmesi 

avantajı iken, C. lari gibi bazı türleri tespit edememesi dezavantajıdır (139). 

Microscreen, Campylobacter türlerinin büyük bir çoğunluğu ile reaksiyona 

girerek bu türleri tespit edebilir. Ayrıca Campylobacter olmayan türlerle kros 

reaksiyon oluşturmaması ve Campyslide’ye göre kullanımının daha kolay olması 

gibi avantajları vardır (78). Lateks aglütinasyon metotları standart kültür metotları 

kadar duyarlı olmamasına rağmen dışkı ve gıda örneklerinden campylobacterlerin 

direkt tespiti için sıklıkla kullanılmaktadır (139). Yine dışkı örneklerinden 
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campylobacterlerin direkt tespiti için Enzim Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) tekniği kullanılmaktadır. Bu tekniğin spesifitesinin % 99, sensitivitesinin 

ise % 96 olduğu, 50 adet Campylobacter kültür pozitif ve 114 adet kültür negatif 

dışkı örneğini inceleyen araştırmacılar tarafından rapor edilmiştir (197). 

İmmunolojik metotlar rutin laboratuvarlarda kolaylıkla uygulanabilir olup, çok 

pahalı değillerdir. Bu testler konvansiyonel kültür metotlarıyla karşılaştırıldığında, 

sonuçların daha çabuk elde edilmesi, kolay yorumlanabilmesi ve çevresel 

koşullara daha az duyarlı olması gibi birçok avantaja sahiptirler (150). 

 Campylobacterlerin insan ve hayvanlardaki prevalansının artış göstermesi, 

bu türlerin daha çabuk ve güvenilir bir şekilde saptanmasına olanak sağlayacak 

yeni teşhis yöntemlerinin geliştirilmesi ihtiyacını doğurmuştur. Son zamanlarda, 

konvansiyonel kültür metotları ile kıyaslandığında sensitivite ve spesifitesi daha 

yüksek olan ve çok daha kısa sürede sonuç veren nükleik asit tabanlı moleküler 

metotlar teşhis amacı ile sıklıkla kullanılmaya başlanmıştır. Etkenin flagellin gen 

bölgelerini hedef alan spesifik primerler kullanılarak gerçekleştirilen polimeraz 

zincir reaksiyonu (PCR) campylobacterlerin teşhisi amacıyla uygulanmıştır (37, 

156). Ayrıca etkenin 16S ribozomal DNA (rDNA) (34), ceuE (demir bağlayan 

protein) (58), aspartokinaz (125), oksidoredüktaz (125) ve hippurikaz genini (18) 

hedef alan PCR uygulamalarına gidilmiştir. Bu yöntemle çok sayıda örneğin 

etkene spesifik primerler yardımıyla çok kısa süre içerisinde teşhis edilmesi 

mümkündür. Aynı zamanda PCR metodunda, kültür işlemine gerek kalmadan 

numuneden direkt DNA ekstraksiyonu ile doğru bir şekilde etken teşhisi yapmak 

mümkündür (90). Bununla birlikte, son zamanlarda multipleks PCR gibi 

yöntemler ile birden fazla etkenin aynı anda saptanabilmesine olanak tanıyan 
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metotlar geliştirilmiştir (125, 163). Bu metotların dışında nested PCR ve PCR-

ELISA gibi modifiye edilmiş farklı PCR teknikleri de campylobacterlerin 

saptanması için kullanılmıştır (86, 216). Yine son yıllarda real-time PCR tekniği 

Campylobacter ve diğer mikroorganizmaların teşhisinde sıklıkla kullanılmaya 

başlanmıştır. Bu tekniğin avantajları; PCR sonrası elektroforez vb. ekstra 

görüntülemeye gerek duyulmaması ve DNA’nın kantitatif olarak yoğunluğunu 

hesaplamaya olanak vermesidir (93, 148).  

 

3.1.9. Tedavi ve Koruma 

Campylobacter infeksiyonları sığır ve koyunlarda genellikle kendiliğinden 

geçtiğinden dolayı tedaviye gerek yoktur. Ancak özellikle genç hayvanlarda 

meydana gelen Campylobacter infeksiyonlarının tedavisi gerekmektedir. Bu 

amaçla, hayvanlara oral ya da parenteral yolla kloramfenikol, eritromisin, 

gentamisin ve tetrasiklin gibi antibiyotik tedavisinin yanı sıra sıvı tedavisi 

uygulanmalıdır. Gebe hayvanlarda ise tedavinin başarı şansı erken teşhise 

bağlıdır. Eğer erken dönemde hastalık teşhis edilip antibiyotik tedavisi 

uygulanırsa abort olayları büyük oranda önlenir (6, 62).  

 Campylobacter jejuni ve C. coli koyun ve sığırların bağırsaklarında 

kommensal olarak bulunabildiğinden hijyenik tedbirlerle infeksiyonu önlemek 

mümkün değildir. Campylobacterlerin meydana getirdiği abortlardan korunmanın 

en etkin yolu aşılamadır. Bu amaçla C. jejuni, C. coli ve C. fetus subsp. fetus’u 

içeren bivalan aşılar kullanılmaktadır. Hastalığı atlatan hayvanlar bağışıklık 

kazandıkları için böyle hayvanlara aşı yapılmasına gerek yoktur. Aşılama sadece 

sürüye yeni giren hayvanlar ile ilk kez gebe kalan hayvanlara uygulanır. Enterik 
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Campylobacter infeksiyonlarına karşı ise bir aşı geliştirilememiştir. Böyle 

infeksiyon durumlarında hasta hayvanların sürüden ayrılması, farklı hayvan türleri 

arasındaki temasın azaltılması, yem ve suların dışkı ile bulaşmasının engellenmesi 

başlıca koruyucu önlemlerdir (11, 62).   

 

3.2. Campylobacter jejuni ve C. coli’nin Moleküler Tiplendirilmesi 

Epidemiyolojik araştırmaların temel amacı mikroorganizmaların kaynak, 

rezervuar ve yayılma yollarını belirleyerek bunlara karşı kontrol önlemleri 

geliştirmektir. Bu nedenle infeksiyon olgularından izole edilen aynı cins veya 

türden olan etkenlerin birbirinin aynı olup olmadıklarının belirlenmesi yani alt 

tiplendirmenin yapılması gereklidir. Genel anlamda ele alınacak olursa alt 

tiplendirme; infeksiyon epidemilerinin, çapraz yayılımın bulunup bulunmadığının, 

infeksiyon kaynaklarının, özellikle virulant suşların tanımlanmasında ve aşılama 

programlarının izlenmesinde büyük önem taşımaktadır. İnfeksiyon olgularından 

izole edilen etkenlerin tiplendirilmesi, sadece etkin sağaltıma yönelik ve koruyucu 

önlemlerin alınmasında değil, aynı zamanda bunlara yönelik eradikasyon 

planlarının kısa sürede hazırlanması bakımından da oldukça önemlidir (147, 166). 

Campylobacterlerin doğru bir şekilde tiplendirilmesi, hem klinik ve 

epidemiyolojik veriler açısından hem de infeksiyon kaynağının doğru bir şekilde 

tespit edilmesi açısından oldukça önemlidir. Campylobacter türlerinin 

tiplendirilmesi için fenotipik ve genotipik yöntemler kullanılmaktadır.  
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3.2.1. Fenotiplendirme 

Campylobacterlerin tiplendirilmesinde en yaygın olarak kullanılan 

fenotipik yöntemler, serotiplendirme ve biyotiplendirmedir. 

 

3.2.1.1. Serotiplendirme 

Campylobacterlerin serotiplendirilmesinde kullanılan iki yöntemden biri 

olan Penner yöntemi, pasif hemaglutinasyon tekniklerinin kullanılmasına dayanan 

ısıya dayanıklı (HS) antijenler esas alınarak yapılır. Penner’in ısıya dayanıklı 

yönteminde, lipopolisakkarid O (somatik) antijeni kullanılır. İndirekt 

hemaglutinasyon tekniği kullanılarak yapılan bir araştırmada, C. jejuni’nin 47 

ısıya dayanıklı (HS ya da O) serotipi, C. coli’nin ise 18 HS serotipi identifiye 

edilmiştir (161). Lior yöntemi, ısıya duyarlı (HL) antijenlerin kullanılmasına 

dayanan bir bakteriyel aglutinasyon yöntemidir. Bu yöntem ile C. jejuni ve C. 

coli’nin 100’ün üzerinde serotipi tanımlanmıştır (108). Bu iki tekniğin en büyük 

dezavantajları tiplendirilemeyen suşların fazla olması, zaman kaybı ve kompleks 

olmasıdır. Serotiplendirme yöntemleri için antiserum ayıraçlar yaygın olarak 

mevcut değildir. Bu gibi sorunlardan dolayı ulusal ve uluslararası epidemiyolojik 

araştırmalar için serotiplendirme yöntemlerinin kullanımı sınırlıdır (157). 

 

3.2.1.2. Biyotiplendirme 

Rutin laboratuvarlarda Campylobacter türlerini ayırmak için çoğunlukla 

biyokimyasal testlere başvurulur. Önceki yıllarda yapılan çalışmalarda 

campylobacterler; katalaz (+), katalaz (-) ve termofilik campylobacterler gibi özel 

gruplar halinde ayrılıyordu (174, 175). Campylobacterlerin taksonomisinde 
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meydana gelen önemli değişiklikler, bu testlerin doğruluğu ve geçerliliğinin 

azalmasına sebep olmuştur. Ayrıca C. jejuni ve C. coli’yi ayırmak için tek 

biyokimyasal test olan hippurat testi kullanılmaktadır (Tablo 1). Campylobacter 

jejuni hippurat pozitif, C. coli ise negatif olmasına rağmen bazı durumlarda 

hippurat negatif C. jejuni suşları tespit edilmiştir. Bu nedenle sadece bu testi 

kullanarak C. coli’leri hippurat negatif olan C. jejuni’lerden ayırt etmek olası 

değildir (185). Bazı Campylobacter türleri doğal olarak nalidiksik aside dirençli 

olduğundan dolayı identifikasyonda bu test de kullanılmaktadır. Ancak 

kinolonlara dirençli Campylobacter türlerinde, çapraz dirençle nalidiksik aside 

direnç de arttığı için bu testle campylobacterleri ayırmak zordur (171). 

Campylobacter türlerinin alt tiplendirilmesinde kullanılan diğer fenotipik 

yöntemler arasında; antimikrobiyal maddelere duyarlılık (resistotyping), faj 

tiplendirmesi, etkenlerin çeşitli özelliklerinin (morfolojik, toksin, flagella, kapsül 

vs.) tespiti, immunblotlama (immunoblotting) ve multilokus enzim elektroforezi 

(MEE) sayılabilir (130, 132, 205).    

Fenotipik testler kullanılarak campylobacterleri ayırt etmede iki ana sorun 

ile karşılaşılmaktadır. İlki, kullanılan testlerin standardizasyon eksikliğidir. 

Uygulanan fenotipik testlerin sonucunun kullanılan metodolojiden etkilendiği 

bildirilmiştir (167). Çoğu araştırmacı bu testleri laboratuvarlarında farklı 

biçimlerde uygularlar. Bu da aynı testi kullanılarak aynı suşlardan farklı sonuçlar 

elde eden araştırmacılar arasındaki belirgin çelişkiyi açıklar. Sonuç olarak bu 

testlerin doğruluğu ve geçerliliği şüphelidir (150). İkinci büyük sorun, mevcut 

fenotipik testlerin mikroorganizmaları identifiye etmedeki yetersizliğidir. Şu ana 

kadar tanımlanan çoğu testler bilinen bir sınıfın fenotipik profili ile bilinmeyenin 
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sonuçlarının karşılaştırılması esasına dayanır. Bu nedenden dolayı, 

Campylobacter gibi taksonomisi kompleks olan bakterilerde bu testlerin 

kullanılması zordur (167). Bu testler nadir bulunan ve yeni tanımlanan türlerle 

karşılaşıldığında ya da türler arasında belirgin ayrıcalıklı özellikler yoksa hatalı 

sonuçlara neden olabilir (149). 

 

3.2.2. Genotiplendirme 

Campylobacterlerin tiplendirilmesinde kullanılan fenotipik yöntemlerin 

yukarıda sayılan birçok dezavantajlarının olması, bu türlerin tiplendirilmesinde 

alternatif yöntemlere gereksinim duyulmasına yol açmıştır. Bu amaçla son 

yıllarda birçok genotipik metot geliştirilerek kullanılmaya başlanmıştır.  

Genotiplendirme yöntemleri fenotiplendirmeye göre; tekrarlanabilirlik, 

tiplendirilebilirlik ve ayrım gücü yönünden daha üstündür. Genotiplendirme 

yöntemlerinin geliştirilmesiyle infeksiyonların epidemiyolojisinin açıklanmasında 

büyük ilerlemeler kaydedilmiştir. Bu metotlar ile, tür içinde değişken ancak 

suşlarda stabil olan belirli genetik göstergeler kullanılarak, epidemiyolojik olarak 

ilişkili aynı tür içindeki izolatların genetik olarak da ilişkili olup olmadıkları 

araştırılmaktadır. Moleküler tiplendirme yöntemleri; infeksiyonların kaynağı ve 

yayılma yolları hakkında hipotezlerin test edilmesi, infekte hayvanların 

epidemiyolojik olarak birbiri ile olan ilişkilerinin belirlenmesi, antibiyotik 

tedavisinin etkinliğinin belirlenmesi, antibiyotik direncinden sorumlu genler hedef 

alınarak yapılan tiplendirme ile dirençli suşların tanımı ve yaygınlıklarının 

belirlenmesi, populasyondaki epidemik suşların zaman içindeki prevalansını 

izleyerek epidemiyolojik olarak koruma ve kontrol yöntemlerinin 
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değerlendirilmesi, virulensten sorumlu genlerin belirlenmesi ve bunları taşıyan 

suşların populasyon içindeki yaygınlıklarının ortaya konulması gibi amaçlara 

ulaşmada yardımcı olur (9, 53, 210). 

Son yıllarda campylobacterlerin epidemiyolojisini ortaya koymak için 

çeşitli tiplendirme metotları geliştirilerek kullanılmıştır. Bu moleküler tiplendirme 

metotlarının başlıcaları;  flaA tiplendirme, Random Amplified Polymorphic DNA 

(RAPD), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), ribotiplendirme, Amplified 

Fragment Length Polymorphism (AFLP) ve Multilocus Sequence Typing (MLST) 

yöntemleridir.  

 

3.2.2.1. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) – Flagellin A  

(flaA) Tiplendirme 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) metodu, farklı suşların 

DNA’larının PCR ile amplifikasyonunu müteakip restriksiyon enzimleriyle 

muamele edilmesi ve agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak bant 

görünümlerindeki farklılıkların ortaya konulmasını amaçlayan bir metot olarak 

karşımıza çıkar (9). Yani bilinen bir gen dizisinin amplifiye edilmesi ve 

restriksiyon endonükleazlarla kesilmesini içerir. RFLP metodu, uygulanması ve 

yorumlanması kolay olan, yaklaşık bir gün gibi bir sürede sonuç veren bir metot 

olarak birçok mikroorganizmanın ayrımına olanak tanımıştır (147, 200). 

Campylobacter türlerinin PCR-RFLP analizi için hedef olarak en sık tercih 

edilen gen bölgesi flagelladır. Campylobacterlerin flagellası yüksek homolojiye 

sahip flaA ve flaB adı verilen iki gen bölgesi içerir. Her iki bölgenin de korunan 

ve değişken bölgeleri mevcut olduğu için, bu bölgeler PCR ürünlerinin RFLP 
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analizi için uygundur (121). Ayrıca Campylobacter spp.’deki flaA geni, önemli 

bir sekans heterojenitesi gösterir ve dolayısıyla moleküler analizler için iyi bir 

epidemiyolojik marker olarak kullanılır (141). Campylobacter jejuni ve C. coli 

flaA genlerindeki korunma bölgeleri diğer Campylobacter türlerinde de kısmen 

bulunduğundan dolayı C. jejuni ve C. coli’nin tiplendirilmesi için geliştirilen 

primerler diğer Campylobacter türlerinin tiplendirilmesinde de kullanılmaktadır 

(153). 

Campylobacter türlerinin tiplendirilmesi için bugüne kadar farklı 

prosedürlere sahip en az yedi fla tiplendirme yöntemi geliştirilmiş ve 

kullanılmıştır (16, 20, 30, 100, 141, 146). Fakat en yaygın olarak kullanılan fla 

tiplendirme metotları Nachamkin ve ark. (1996) ile Ayling ve ark. (1996) 

tarafından geliştirilmiştir (16, 141). Bu iki teknik arasında PCR yönteminin 

uygulanması ile ilgili farklılıklar mevcuttur. Ayling ve ark. (1996) flaA ve flaB 

gen bölgelerinin her ikisini de çoğaltmak amacı ile üç farklı primer 

kullanmışlardır. FlaA gen bölgesi birkaç noktada flaB gen bölgesinden önemli 

derecede farklılık gösterdiğinden dolayı, her iki gen bölgesinin birlikte çoğaltılıp 

fla tiplendirmeye tabi tutulmasının ilave bir ayrım gücü sağladığı bildirilmiştir 

(16). Diğer yandan Nachamkin ve ark. (1996) sadece flaA gen bölgesini amplifiye 

ederek tiplendirmeye tabi tutmuşlardır (141). Ayrıca her iki metotta kullanılan 

restriksiyon enzimlerinde de farklılık vardır. Her iki metotta da DdeI enzimi 

kullanılmasına rağmen ikinci enzim olarak Ayling ve ark. (1996)  HinfI, 

Nachamkin ve ark. (1996) ise AluI restriksiyon enzimini kullanmışlardır (16, 

141).  
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PCR ürünlerini fragmentlere ayırmak için kullanılan restriksiyon enzimleri 

önemli derecede farklılık gösterir. Campylobacterlerin PCR-RFLP ile 

tiplendirilmesi için şimdiye kadar AluI, DdeI, HinfI, EcorI ve PstI gibi enzimler 

yalnız ya da çeşitli kombinasyonlarda kullanılmıştır (5, 30). Sadece HinfI ile 

yapılan kesme işleminin yeterli olmadığı görülmüştür (154). Buna karşılık DdeI, 

veteriner izolatları için en iyi ayrım gücü sağlayan enzim olarak bildirilmiştir (16). 

 

3.2.2.2. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanlı tiplendirme metotlarından bir 

diğeri olan RAPD yönteminde bilinen özgül bir DNA bölgesini çoğaltmak yerine 

randomize edilen bir veya daha fazla primerle DNA’daki birçok bölgenin 

çoğaltılması gerçekleştirilmektedir (212). İzolatların büyük bir çoğunluğunu 

araştırmak ve tiplendirmek amacı ile kullanılan en etkili, basit ve ucuz 

tekniklerden biri olan RAPD yöntemi, bakteriyel genomun tamamındaki 

polimorfizmi araştırmaya uygun olduğundan, Campylobacter ve diğer çok 

sayıdaki bakterinin moleküler tiplendirilmesi için sıklıkla kullanılmış ve ayrım 

gücünün oldukça yüksek olduğu bildirilmiştir (79, 80, 82, 111). Campylobacter 

türlerinin RAPD ile tiplendirilmesinde en sık kullanılan primerin OPA-11 olduğu 

rapor edilmiştir (79, 80). RAPD metodu teorikte yüksek bir tiplendirme sağlarken, 

pratikte incelenen suşların %14’ü DNaz aktivitesinden dolayı tiplendirilememiştir 

(60). Kullanılan primerlerin seçimi RAPD analizinin sonucunu etkiler. İki 

primerin kullanılması kompleks bantların oluşmasına sebep olmaktadır (118). 

Uygulama kolaylığı ve kısa sürede sonuç verebilme açısından geniş kullanım 

alanı bulan bu yöntemin en önemli dezavantajı henüz standardizasyonun 
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sağlanamamış olmasıdır. Laboratuvar içi ve laboratuvarlar arası tekrarlanabilirlik 

oranı düşüktür. Bu sorunları gidermek için kullanılan hedef DNA ekstraksiyon 

protokolü ile birlikte DNA, MgCl2 ve Taq DNA polimeraz enzim 

konsantrasyonlarının da çalışma süresince sabit tutulması gerekmektedir (160, 

212).   

Salgınlardan elde edilen C. jejuni ve C. coli izolatlarının RAPD ile yapılan 

tiplendirilmesinde bantlarda küçük farklılıklar meydana gelebilir ve bu farklılıklar 

verilerin yorumlanmasında karışıklığa yol açabilir. Bu gibi farklılıklar hedef 

olarak saflaştırılmış DNA kullanıldığı zaman bile meydana gelebilir. Bu 

farklılığın oluşmasında; thermal cycler’deki hatalar, hedef DNA’nın 

saflaştırılması ve uygulanan yöntemler muhtemel sebep olarak düşünülebilir. 

Bantların analizlerinin bilgisayar ortamında yapılması verilerin kıyaslanmasına ve 

daha iyi yorumlanmasına yardımcı olabilir (110, 160).  

 

3.2.2.3. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

 Bakteriyel kromozomların restriksiyon enzimleriyle muamelesinin birçok 

bakteri için faydalı bir tiplendirme tekniği olduğu kanıtlanmıştır (196). Elde 

edilen DNA fragmentleri, genelde çok büyük olmasına (20-200 kb) rağmen, özel 

elektroforetik koşullar kullanılarak büyüklüklerine göre ayrılabilirler (189). 

Campylobacter türlerinin sahip olduğu herhangi bir plazmid, PFGE ile tespit 

edilebilir. Ekstrakte edilen ve saflaştırılan DNA’yı içeren bloklar direkt olarak 

agaroz jele yüklenir. Elektrik alanın yönünü bir nabız tarzında değiştiren ortamlar 

kullanılarak elektroforez işlemi gerçekleştirilir (63). PFGE, ilk olarak C. jejuni ve 

C. coli için geliştirilmiş (218), daha sonra C. upsaliensis ve diğer türlere adapte 
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edilmiştir (28). PFGE metodunda kromozomal DNA’yı kesmek için çeşitli 

restriksiyon enzimleri kullanılmıştır. Yapılan çalışmalarda SmaI, SaII, KpnI, ApaI 

ve BssHII ile tatmin edici sonuçlar alınmıştır (72, 117). PFGE ayrım gücü oldukça 

yüksek olmasına rağmen, pahalı, ekipman ve uzun zaman gerektiren bir tekniktir 

(210).  

3.2.2.4. Ribotiplendirme 

Campylobacter kromozomları üzerinde ribozomal RNA (rRNA)  gen 

bölgesinin çeşitli kopyaları (16S ve 23S rRNA) farklı pozisyonlarda 

bulunmaktadır. Ribozomal RNA genindeki bölgelerin korunması ve bağlanma 

bölgelerinin yüksek oranda değişkenlik göstermesinden dolayı bu genler alt 

tiplendirme amaçları için uygun hedeflerdir (42). Ribozomal genler esas alınarak 

yapılan genotiplendirme için en uygun teknik, rRNA genleri için spesifik bir prob 

ile Northern blot hibridizasyonunu takip eden kesilmiş genomik DNA’nın agaroz 

jel elektroforezidir. Genel olarak ribotiplendirmenin fenotipik olarak analizi zor 

olan Campylobacter türlerini tiplendirmede çok faydalı olduğu bildirilmiştir 

(210). Önceki ribotiplendirme yöntemleri C. jejuni ve C. coli suşlarının tam olarak 

ayrımında başarısız kalmıştır (59). Ancak son yıllarda 16S rRNA genine spesifik 

prob ile iki restriksiyon enzimi kullanılarak campylobacterler tiplendirilmiştir 

(64). Ribotiplendirmede kromozomları kesmek amacıyla kullanılan restriksiyon 

enzimleri farklılıklar göstermektedir. PstI, HaeIII, HindIII ve PvuII tek başlarına, 

çift ya da bazen üç enzimi içeren kombinasyonlar halinde kullanılabilmektedir 

(59, 71). Bu metot, nispeten düşük ayrım gücü ve uygulama zorluğu nedeni ile 

rutin genotiplendirme için uygun değildir. Ayrıca ribotiplendirmenin yüksek 
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maliyeti ve kompleks yapısı bu metodun kullanılmasını azaltan diğer sebeplerdir 

(210).  

3.2.2.5. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 

 Bu teknik ilk olarak bitkilerin genetik analizi için geliştirilmiş (107), daha 

sonra bakterilerin tiplendirilmesi amacıyla da kullanılmıştır (92). Amplified 

Fragment Length Polymorphism (AFLP), biri 4 bp bölgesini diğeri 6 bp bölgesini 

tanıyan iki restriksiyon enzimi ile kromozomal DNA’nın kesilmesi esasına 

dayanır. Amplifikasyonda kullanılan primerlerden biri radyoaktif ya da flöresan 

işaretlidir. İşaretli PCR ürünleri poliakrilamid jel ile analiz edilir. Bu, 50-500 

nükleotid uzunluğundaki fargmentlerin ayrımına izin verir.  AFLP, herhangi bir 

bakteriyel tür için adapte edilebilir, fakat kullanılan restriksiyon enzimleri ve 

spesifik nükleotitler her bir tür için ayrı ayrı düzenlenmelidir (210). AFLP analizi 

son yıllarda C. jejuni suşlarının alt tiplendirilmesi için sıklıkla kullanılmıştır (52). 

Bu tekniğin en büyük avantajı ayrım gücünün yüksek, dezavantajı ise kompleks 

olmasıdır. Ayrıca maliyeti diğer testlerle karşılaştırıldığında oldukça yüksektir 

(210).  

 

3.2.2.6. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

Her ne kadar diğer yöntemlere göre biraz pahalı olsa da son yıllarda 

multilocus sequence typing (MLST) metodu giderek rağbet görmektedir. Bu 

yöntemde, bütün campylobacterlerde bulunan ve protein kodlayan genlerin birkaç 

tanesinin belli bölgelerinin dizi analizi yapılmakta ve internet üzerinde 

karşılaştırmaların yapılabileceği kısmen standardize edilmiş bir veri tabanı 

bulunmaktadır (113, 193). Bakterilerde meydana gelen mutasyon ve 
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rekombinasyon gibi değişiklikler kromozomlarda genetik farklılıklara neden 

olmaktadır. Hücredeki metabolik fonksiyonların devamını sağlayan protein 

kodlayan genler (housekeeping) meydana gelen bu genetik değişikliklere karşı 

dayanıklıdırlar. Bu sebeple MLST yönteminde hedef gen olarak 

kullanılmaktadırlar (56, 193). Campylobacterlerde MLST için hedef olarak 

kullanılan protein kodlayan genler;   sitrat sentaz (glt A), ATP sentaz (unc A)  

aspartaz (asp A), serin hidroksimetil transferaz (gly A), glutamin sentetaz (gln A), 

fosfoglutamaz (pgm) ve transketolaz (tkt) olarak sıralanmaktadır (199). MLST, 

Campylobacter  türlerini de içeren birçok bakterinin tiplendirilmesi için sıklıkla 

kullanılmıştır (48, 122, 123). Ancak campylobacterlerle ilgili yapılan çalışmaların 

çoğunda insanlardan elde edilen izolatlar üzerine yoğunlaşılmış olup, veteriner 

izolatları üzerine yapılan çalışmalar oldukça azdır (36, 115). 

Yukarıda belirtilen tiplendirme metotları kıyaslandıklarında birçok 

avantajları ve dezavantajları mevcuttur. İyi bir tiplendirme metodunun kompleks 

olmaması, tekrarlanabilirliliğinin yüksek olması, kısa sürede sonuç alınması, ucuz 

olması ve uygulanmasının kolay olması gerekir. MLST ve PFGE gibi yöntemlerin 

ayrım güçleri oldukça yüksek olmasına rağmen, kompleks olduklarından bu 

teknikler rutin kullanım için pratik değildir. Bu amaçla diğer metotlarla 

karşılaştırıldığında ucuz ve uygulanabilirliği kolay olan RFLP ve RAPD teknikleri 

araştırıcılar tarafından campylobacterlerin tiplendirilmesinde çok daha sıklıkla 

kullanılmaktadır (16, 82). Bu tiplendirme metotlarından RAPD’nin ayrım 

gücünün PFGE ve diğer birçok tiplendirme metodu ile karşılaştırıldığında oldukça 

yüksek olduğu bildirilmiştir (145, 151). 
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3.3. Amaç 

Bu çalışmada; 

a) Elazığ ili ve çevresindeki sığır ve koyunlardan toplanan rektal svap 

örnekleri ile Elazığ merkezindeki bir mezbahada kesilen sığır ve koyunlardan 

toplanan karaciğer, bağırsak içeriği ve safra örneklerinden Campylobacter spp. 

izolasyonu ve C. jejuni ve C. coli’nin spesifik multipleks PCR ile identifikasyonu,  

b) Campylobacter jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen izolatların flaA gen 

bölgesinin spesifik PCR ile çoğaltılması,  

c) Bu etkenler arasındaki genetik farklılıkların flaA ve RAPD tiplendirme 

yöntemleri ile ortaya konması,  

d) FlaA ve RAPD metotlarının ayrım kapasitelerinin karşılaştırılması 

amaçlandı. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

4.1. Örneklerin Toplanması 

4.1.1. Sığırlarda Örnek Toplanması 

 Çalışmada materyal olarak Temmuz-Eylül 2003 tarihleri arasında Elazığ 

ilindeki bir mezbahada kesilen toplam 904 sığırdan; 379 safra sıvısı, 325 karaciğer 

ve 200 bağırsak içeriği örneği toplandı. Bu çalışmada ayrıca Ekim 2003 tarihinde 

güneydoğuda bir üretim çiftliğindeki sığırlardan 250 adet rektal svap örneği 

toplandı (Tablo 3). 

 

4.1.2. Koyunlarda Örnek Toplanması 

Mart-Nisan 2004 tarihleri arasında Elazığ ilindeki bir mezbahada kesilen 

460 koyundan; 250 safra sıvısı ve 210 bağırsak içeriği örneği toplandı. Rektal 

svap örnekleri ise, Mayıs 2004 tarihinde Elazığ’ın doğusundaki bir yerleşim 

yerinde üç farklı sürüdeki 150 koyundan toplandı (Tablo 3). Hayvan sahipleri 

koyunlardan karaciğer toplanmasına izin vermedikleri ve çalışmanın bütçesi bu 

örneklerin satın alınmasına olanak sağlamadığı için koyunlardan karaciğer 

örnekleri toplanamadı. 

Çalışmada örnek toplanan hayvanların hiçbirinde klinik olarak belirgin bir 

semptom ya da mezbahada karkas incelemesinde makroskobik olarak herhangi bir 

lezyon gözlenmedi. 

Karaciğer örnekleri steril naylon poşetlerle, safra örnekleri ise steril 

enjektörler vasıtası ile alındı. Dışkı örnekleri steril svaplar yardımı ile sığır ve 

koyunlardan rektal yolla alındı. Bağırsak içerikleri kesimden hemen sonra dışarı 
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çıkarılan ince bağırsaklardan svap yardımı ile alınarak % 0,9 NaCl içeren tüplere 

transfer edildi. Örnekler toplanırken tüm hijyenik tedbirlere uyuldu ve rutin 

bakteriyolojik incelemeler için uygun şartlar altında (+4 °C’de) kısa süre 

içerisinde laboratuvara ulaştırıldı. 

 

Tablo 3. Çalışmada incelenen örnekler ve hayvan türlerine göre dağılımı 

            

Kaynak   Sığır    Koyun   Toplam 

            

Safra    379   250   629 

Karaciğer   325     -   325 

Bağırsak içeriği  200   210   410 

Rektal svap   250              150   400 

Toplam            1154   610            1764 

            

 

 

4.2. Campylobacter İzolasyonu ve İdentifikasyonu 

4.2.1. Campylobacter İzolasyonu 

Karaciğer ve safra örnekleri, %7 at kanı (SR0048, Oxoid) ve Preston 

Campylobacter Selective Supplement (SR117, Oxoid) içeren Preston 

Campylobacter Selective Agar’a bir öze yardımı ile ekimleri yapılarak 

mikroaerobik koşullarda (mum yöntemi) 42 °C’de 48-72 saat süre ile inkubasyona 

tabi tutuldu. Bağırsak içeriği ve rektal svap örnekleri ise aseptik şartlar altında %7 

at kanı, Campylobacter Growth Supplement (SR0048, Oxoid) ve Preston 

Campylobacter Selective Supplement içeren 10 ml Brucella Broth’a (Difco, 

Detroit, MI) transfer edildi ve 42 °C’de mikroaerobik ortamda 48-72 saat 
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inkubasyona tabi tutularak ön zenginleştirme yapıldı. İnkubasyonu takiben sıvı 

besi yerinden bir öze dolusu alınarak Preston Campylobacter Selective Agar’a 

inokule edildi ve aynı koşullar altında inkube edildi. Üreme görülen vasatlar, 

koloni morfolojisi, mikroskobik görünüm (Gram boyama) ve hareketlilik 

yönünden incelendi. Campylobacter spp. yönünden şüpheli görünen 4-5 koloni, 

Blood Agar Base No: 2 (CM271, Oxoid) besi yerine geçilerek saflaştırıldı ve 

moleküler aşamalarda kullanılmak üzere  %15 glycerol içeren Nutrient Broth 

(CM0001, Oxoid) besi yerine aktarılarak -20 °C’de muhafaza edildi. 

 

4.2.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PCR) ile C. jejuni 

ve C. coli’nin İdentifikasyonu 

4.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu 

  Campylobacter spp. izolatlarının tür bazında multipleks PCR ile 

identifikasyonu amacıyla öncelikle şüpheli izolatlardan DNA ekstraksiyonu işlemi 

gerçekleştirildi. Bu amaçla, şüpheli izolatların Nutrient Broth’da hazırlanan 

kültürlerinin her birinden Eppendorf tüpler içerisine 300 µl alındı. Her bir 

süspansiyon eşit miktarda TNES buffer ve Proteinase K (200 µg/ml) ile muamele 

edildi ve 37 °C’de 2 saat tutularak inaktive edildi. Daha sonra 30 dk kaynatmayı 

müteakip eşit miktarda fenol (Tris-HCl ile sature edilmiş)  süspansiyona ilave 

edildi. Süspansiyon 5 dk elle çalkalandıktan sonra 11, 600 g’de 10 dk santrifüj 

edildi. Üst faz, fenollü kısma dokunmaksızın dikkatli bir şekilde alınarak diğer bir 

Eppendorf tüpüne aktarıldı ve bu basamaktan sonra sodyum asetat ve etanol ile 

presipitasyon işlemine geçildi. DNA süspansiyonuna 3 M sodyum asetat’tan 0,1 

volüm ve  % 95’lik etanolden ise 2,5 volüm katılarak -20 °C’de bir gece 
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bekletildi. Daha sonra süspansiyon 11,600 g’de 10 dk süreyle santrifüj edildi ve 

süpernatant uzaklaştırıldı. Elde edilen pelet sırasıyla % 90 ve % 70’lik etanol ile, 

her basamaktan sonra 11,600 g‘de 5 dk’lık bir santrifüj işlemi uygulanarak 

yıkandı. Son olarak elde edilen pelet bir saat süre ile kurumaya bırakıldı ve 50 µl 

steril distile suda süspanse edildi. Bu süspansiyondan 5 µl alınarak PCR’de hedef 

DNA olarak kullanıldı. 

 

4.2.2.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PCR) 

Toplam 50µl’lik volümde hazırlanan PCR karışımına; 5 µl 10× PCR 

buffer, 5 µl 25 mM MgCl2, deoksinükleotitlerin her birinden 250 µM, 1,25 U Taq 

DNA polymerase enzimi (MBI, Fermentas) ve Misawa ve ark. (2002) tarafından 

bildirilen C. jejuni’nin oksidoredüktaz geni ile C. coli’nin aspartokinaz genine 

spesifik olmak üzere toplam iki çift primerin (Tablo 4) her birinden 1 µM ve 5 µl 

template DNA ilave edildi (125). PCR reaksiyonları, PCR-Sprint thermalcycler 

(Thermo Hybaid, İngiltere) cihazında gerçekleştirildi. PCR amplifikasyonunda 94 

ºC’de 1 dk ön denaturasyon aşamasını takiben, toplam 35 PCR siklusu 94 ºC’de 

30 sn denaturasyon, 58 ºC’de 30 sn hibridizasyon ve 72 ºC’de 1 dk sentez olarak 

gerçekleştirildi. Son siklüsü müteakip 72 ºC’de 5 dk ekstra sentez işlemi yapıldı. 

Amplifiye edilen PCR ürünleri % 1,5’luk agaroz jelde elektroforez işlemine tabi 

tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk süreyle boyandı ve Ultra 

Viole (UV) transilluminatörde incelenerek sonuçlar gözlemlendi. Oluşan bantların 

moleküler ağırlığını saptamak amacıyla 100 bp ’lik DNA ladder (MBI, Fermentas 

SM 0321) kullanıldı. PCR ürünlerinin agaroz jel elektroforezi neticesinde oluşan 

159 bp moleküler uzunluğundaki bantlar C. jejuni ve 502 bp moleküler 
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uzunluğundaki bantlar C. coli göstergesi olarak kabul edildi. Metodun herhangi 

bir aşamasında meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek 

amacıyla gerek DNA ekstraksiyonu basamaklarında ve gerekse PCR’de pozitif 

kontrol olarak C. jejuni [NCTC (National Collection of Type Cultures, London, 

UK) 11322] ve C. coli [NCTC 11366] referans suşları ve negatif kontrol olarak 

distile su kullanıldı. 

 

4.3. Campylobacter  jejuni ve C. coli’nin Moleküler Tiplendirilmesi 

4.3.1. Flagellin A (FlaA) Geninin PCR Amplifikasyonu 

Tür spesifik PCR ile C. jejuni ya da C. coli’ye ait olduğu belirlenen DNA 

örneklerinde flaA geninin varlığını araştırmak amacıyla Nachamkin ve ark. (1996) 

tarafından bildirilen ve flaA geninin 1700 bp’lik bir kısmını amplifiye eden bir 

çift spesifik primer (Tablo 4) kullanılarak PCR işlemi gerçekleştirildi (141). PCR 

karışımı hazırlandıktan sonra amplifikasyon işlemi; 94 ºC’de 1 dk denaturasyon, 

45 ºC’de 2 dk hibridizasyon ve 72 ºC’de 1 dk sentez olmak üzere toplam 35 

siklusta gerçekleştirildi. Son siklustan sonra 72 ºC’de 5 dk ekstra sentez işlemi 

uygulandı.  

 

4.3.2. Flagellin A Geninin Restriction Fragment Length Polymorphism 

Analizi (FlaA Tiplendirme) 

Elektroforez işlemini müteakip flaA geni yönünden pozitif olduğu 

belirlenen PCR ürünleri restriksiyon işlemine tabi tutuldu. DdeI  (Promega, 

Madison) restriksiyon enzimi ile kesimi gerçekleştirmek amacıyla 12,5 µl PCR 

ürünü için, 0,2 µl restriksiyon enzimi ve 1,5 µl 10x restriksiyon buffer katılarak 
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hacim steril distile su ile 20 µl’ye tamamlandıktan sonra 37 ºC’de 2 saatlik 

inkubasyon işlemi uygulandı. Restriksiyona maruz bırakılan ürünler % 2’lik 

agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Ethidium bromide ile boyamayı takiben 

oluşan profiller UV transilluminatörde analiz edildi ve Polaroid GelCam ile 

fotoğraflandı. 

 

4.3.3. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Analizi  

Campylobacter jejuni ve C. coli izolatlarının RAPD analizinde reaksiyon 

karışımı; 5 µl DNA, 10x PCR buffer, 3,5 mM MgCl2, 200 µM deoxynucleoside 

triphosphates, 1,25 U Taq DNA polymerase (MBI, Fermentas) ve 1 µM OPA-11 

primer (Tablo 4)  içeren toplam 50 µl lik bir hacimde hazırlandı. PCR karışımı; 94 

ºC’de 1dk ön denaturasyon aşamasını takiben, 94 ºC’de 1 dk denaturasyon, 36 

ºC’de 1 dk hibridizasyon ve 72 ºC’de 2 dk sentez olmak üzere toplam 45 siklüs 

amplifikasyona tabi tutuldu. Son olarak 72 ºC’de 5 dk ekstra sentez işlemi 

uygulandı. Elektroforez işleminden sonra ethidium bromide ile boyamayı 

müteakip sonuçlar UV transilluminatör altında fotoğraflanarak analiz edildi.  

Campylobacter jejuni ve C. coli izolatları için uygulanan RFLP ve RAPD 

reaksiyonları farklı zamanlarda iki kez tekrar edildi ve sonuçlar iki bağımsız 

araştırmacı tarafından yorumlandı. 

4.4. İstatistiksel Analiz 

 Sağlıklı görünüşteki sığır ve koyunlardan elde edilen Campylobacter 

türlerinin izolasyon oranları arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak 

önemliliğini ortaya koymak amacı ile χ2 testi kullanıldı. P< 0,05 bulunan olasılık 

değerleri istatistiksel olarak önemli kabul edildi. 



Primer  Spesifiklik   Gen Bölgesi   Sekans (5’-3’)      Literatür 

                     

                     

                     

CC519  C. coli (r)   aspartokinaz  ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTG   (125) 

OPA11  RAPD    random  CAA TCG CCG T       (80) 

C4   C. jejuni (r)   oksidoredüktaz GGA TAA GCA CTA GCT AGC TGA T   (125) 

C1   C. jejuni (f)    oksidoredüktaz CAA ATA AAG TTA GAG GTA GAA TGT  (125) 

FLA2  Flagellin A(r)   flaA   CTG TAG TAA TCT TAA AAC ATT TTG  (141) 

CC18  C. coli (f)   aspartokinaz  GGT ATG ATT TCT ACA AAG CGA G   (125) 

FLA1  Flagellin A (f)   flaA   ATG GGA TTT CGT ATT AAC AC   (141) 

Tablo 4. Campylobacter jejuni ve C. coli izolatlarının PCR analizinde ve tiplendirilmesinde kullanılan primerler 
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f: Forwad primer; r: Reverse primer

 



4.5. Kültür ve PCR Aşamalarında Kullanılan Ayıraçlar 

4.5.1. İzolasyonda Kullanılan Ayıraçlar 

Campylobacter Agar Base (Oxoid, CM0689, Basingstoke, Hampshire) 

`Lab-Lemco' powder   10 g 

  Peptone    10 g 

Sodium chloride   5 g 

Agar     12 g 

 

Campylobacter Agar besi yerinden 18,5 g tartılarak 475 ml distile su 

içerisinde eritilip, 121 °C’de 15-20 dk otoklavlandı. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar 

soğutulduktan sonra içerisine 25 ml lize edilmiş at kanı ve 1 vial Preston 

Campylobacter Selective Supplement ilave edildi. Dikkatli bir şekilde karıştırılıp 

steril petri kutularına 15-20 ml taksim edildi. 

 

Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid, SR0117, 

Basingstoke, Hampshire) 

Polymyxin B    2,500 IU 

 Rifampicin    5 mg 

 Trimethoprin    5 mg 

 Cycloheximide   50 mg 

Aseptik şartlarda 1:1 oranında aseton/distile su karışımından 2 ml alınarak 

Preston Campylobacter Selective Supplement içeren viale ilave edildi ve iyice 

çözünmesi için dikkatli bir şekilde karıştırıldı. Daha önce hazırlanmış 500 ml 

Campylobacter Agar ya da Nutrient Broth’a bir vial ilave edildi. 



Campylobacter Growth Supplement (Oxoid, SR0084, Basingstoke, 

Hampshire) 

Sodium pyruvate   0,125 g 

 Sodium metabisulphite  0,125 g 

 Ferrous sulphate   0,125 g 

 

Campylobacter Growth Supplement içeren viale aseptik şartlarda 2 ml 

steril distile su ilave edilip, dikkatli şekilde karıştırılarak çözdürüldü ve 500 ml 

Nutrient Broth’a ilave edilerek karıştırıldı. 

 

Laked Horse Blood (Oxoid, SR0048, Basingstoke, Hampshire) 

Hazırlanan Campylobacter Agar Base ya da Nutrient Broth’a % 7 oranında 

lize edilmiş at kanı ilave edildi. 

 

Nutrient Broth (Oxoid, CM0001, Basingstoke, Hampshire) 

`Lab-Lemco' powder   1 g 

 Yeast extract    2 g 

 Peptone    5 g 

 Sodium chloride   5 g 

 

Nutrient Broth besi yerinden 13 g tartılarak 1 L distile su içerisine ilave 

edildi ve çözülmesi için iyice karıştırıldı. 121 °C’de 15-20 dk otoklavlanarak steril 

tüpler içerisine 10’ar ml dağıtıldı. 
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Blood Agar Base No. 2 (Oxoid, CM0271, Basingstoke, Hampshire) 

 Proteose pepton   15 g/L 

 Liver digest    2,5 g/L 

 Yeast extract    5 g/L 

 Sodium chloride   5 g/L 

 Agar     12 g/L 

  

Blood Agar Base No: 2 besi yerinden 40 g tartılarak 1 L distile su 

içerisinde eritildi ve 121 °C’de 15 dk otoklavlandı. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar 

soğutulduktan sonra içerisine % 7 steril koyun kanı ilave edildi. Dikkatli bir 

şekilde karıştırılıp steril petri kutularına 15-20 ml taksim edildi. 

 

Brucella Broth (Difco, Detroit, Michigan) 

 Bacto-Tryptone   10 g 

 Bacto- Peptamin   10 g 

 Bacto- Dextrose   1 g 

 Bacto- Yeast extract   2 g 

 Sodium chloride   5 g 

 Sodium bisulfite   0,1 g 

 

Brucella Broth besi yerinden 28 g tartılarak 1 L distile su içinde iyice 

çözdürüldükten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlandı. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar 

soğutulduktan sonra içerisine % 5 steril at kanı ilave edildi. Dikkatli bir şekilde 

karıştırılıp steril tüplere 10-15 ml taksim edildi. 
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4.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) İşleminde Kullanılan Ayıraçlar 

4.5.2.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanılan Ayıraçlar  

 

Proteinase K Solüsyonu (100 mg, Sigma, P2308, St. Louis, MO) 

Mililitresinde 100 µg olacak şekilde hazırlandı. 

 

TNES buffer tampon solüsyonu 

20 mM Tris, pH 8,0  

150 mM NaCl  

10 mM EDTA  

%0,2 SDS 

 Yukarıdaki maddeler tartılıp ihtiyaç duyulan miktarda hazırlandı ve her 

örnek için 300 µl kullanıldı. 

  

 Phenol equilibrated, stabilized: Chloroform: Isoamyl alcohol 25:24:1 

(A0889, Applichem, Darmstadt) 

  Phenol equilibrated, stabilized 500 ml/L 

  Chloroform    480 ml/L 

  Isoamyl alcohol   20 ml/L 

  pH (20 °C)    7,6-8,0 

 Bu karışımdan her bir örnek için 600 µl miktarında kullanıldı. 
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Natriumacetat krist. (Merck, Darmstadt) 

 DNA’nın presipitasyonu amacı ile süspansiyona 0,1 volüm (3M) 

miktarında ilave edildi.  

 

Absolute ethanol (Delta) 

 DNA’nın belirli ekstraksiyon aşamalarında kullanılmak üzere %95, %90 

ve %70 oranlarında hazırlandı. 

 

4.5.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizinde Kullanılan Ayıraçlar 

 

10x PCR Buffer  (MBI Fermentas) 

   

750 mM Tris-HCl (pH 8,8; 25 °C) 

  200 mM (NH4)2SO4 

% 0,1 Tween 20

Her PCR numunesi için 5 µl kullanıldı.  

 

MgCl2 (MBI Fermentas)

MgCl2 (25 mM),  her PCR numunesi için 5 µl miktarında kullanıldı. 

 

dNTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI Fermentas) 

 Her deoksinükleotitten eşit oranda alındı ve steril distile su ile 1/20 

oranında sulandırıldı. Her PCR numunesi için 4 µl kullanıldı.  
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Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas) 

 Her PCR numunesi için 1,25 U (0,25 µl) kullanıldı.  

 

Primerler (IDT, Coralville) 

Çalışmada kullanılan tüm primerler Integrated DNA Technologies (IDT) 

firmasından temin edildi. Primerler her PCR numunesi için ortalama 25–50 pmol 

olacak şekilde sulandırıldı.  

 

4.5.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriction Fragment Length 

Polymorphism (PCR-RFLP) Analizinde Kullanılan Ayıraçlar 

 

DdeI Restriksiyon Enzimi (10U/µl; Promega, Madison) 

 Her PCR ürünü için 0,2 µl enzim kullanıldı. 

 

10x Restriksiyon Buffer  (DdeI; Promega, Madison) 

60 mM Tris-HCl (pH 7,9) 

1,5 M NaCl 

60 mM MgCl2

10 mM DTT 

0,1 mg/ml Acetylated Bovine Serum Albumin (BSA) 

Her PCR ürünü için 1,5 µl 10x restriksiyon buffer’ı kullanıldı. 
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4.5.2.4. Elektroforez İşleminde Kullanılan Ayıraçlar 

 

5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Solüsyonu 

  Tris  54,4 g 

  Borik Asit 27,2 g 

  EDTA  4,6 g 

Yukarıdaki maddeler tartılıp distile su ile 1 L’ye tamamlandı ve pH 8,3’e 

ayarlandı. Elektroforez solüsyonu olarak 1/5 oranında sulandırılarak kullanıldı.  

 

Agarose LE, (Promega, Madison) 

 PCR ürünlerinin gözlenmesi için hazırlanan agaroz jeli 1x TBE ile % 1,5 

oranında hazırlandı. 

100 bp DNA Ladder (50µg/100µl; MBI Fermentas) 

DNA Ladder 1/6 oranında sulandırıldı ve agaroz jel kuyucuğuna 5 µl 

yüklendi. 

 

6x Loading Dye  (Yükleme Boyası) Solüsyonu (1 ml; MBI Fermentas) 

Yükleme boyası 1/5 oranında sulandırıldı ve her 20 µl PCR ürünü için 5 µl 

kullanıldı. 

 Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt) 

Ethidium bromide solüsyonundan 0,5 ml alınarak distile su ile 15 ml’ye 

tamamlandı. Agaroz jelin boyanması için 300 ml distile suya 600 µl ethidium 

bromide katılarak kullanıldı. 
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5. BULGULAR 

 

5.1. Campylobacter İzolasyon ve İdentifikasyon Bulguları 

5.1.1. Sığırlarda Campylobacter İzolasyon ve İdentifikasyon Bulguları 

Sağlıklı görünüşteki sığırlardan toplanan 1154 örneğin % 26,1’i 

(301/1154) uygulanan konvansiyonel kültür metotları neticesinde Campylobacter 

spp. yönünden pozitif olarak saptandı. Campylobacter spp.’nin en yüksek 

izolasyon oranı % 44 (110/250) ile rektal svap örneklerinden, en düşük izolasyon 

oranı ise % 6,5 (21/325) ile karaciğer örneklerinden elde edildi. Sığır 

örneklerinden elde edilen Campylobacter spp. izolasyon oranları arasındaki 

farklılıklar istatistiksel olarak önemli bulundu  (P< 0,001) (Tablo 5).  

 

Tablo 5. Konvansiyonel kültür yöntemi ile sağlıklı görünüşlü sığırlardan elde 

edilen Campylobacter spp. izolatlarının örnek türüne göre dağılımı 

Örnek Örnek İzolasyon  
Türü Sayısı Sayısı %*

 
 
Safra 379 135  35,6  

Karaciğer 325   21    6,5      

Bağırsak içeriği 200    35  17,5     

Rektal svap 250              110 44,0   

 

Toplam                 1154                    301                         26,1 
 
* P< 0,001 
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5.1.2. Koyunlarda Campylobacter İzolasyon ve İdentifikasyon Bulguları 

 Konvansiyonel kültür metotları kullanılarak incelenen toplam 610 adet 

sağlıklı görünüşteki koyun örneğinin % 49,5’inden (302/610) Campylobacter spp. 

izolasyonu ve identifikasyonu yapıldı. Campylobacter spp.’nin en yüksek 

izolasyon oranı % 63,8 (134/210) ile bağırsak içeriği örneklerinden elde edilirken, 

safra ve rektal svap örneklerinden ise daha düşük izolasyon oranı (% 42) saptandı. 

Koyun örneklerinden elde edilen Campylobacter spp. izolasyon oranları 

arasındaki farklılıklar da istatistiksel olarak önemli bulundu (P< 0,001) (Tablo 6). 

 

Tablo 6. Konvansiyonel kültür yöntemi ile sağlıklı görünüşlü koyunlardan elde 

edilen Campylobacter spp. izolatlarının örnek türüne göre dağılımı  

Örnek Örnek İzolasyon  
Türü Sayısı Sayısı %*

 
 
Safra 250 105  42,0    

Bağırsak içeriği 210 134  63,8        

Rektal svap 150   63 42,0   

 

Toplam 610                    302  49,5 
 
* P< 0,001 
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5.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PCR) ile C. jejuni 

ve C. coli İdentifikasyon Bulguları 

5.2.1. Sığırlarda Multipleks PCR ile C. jejuni ve C. coli’nin İdentifikasyon 

Bulguları 

Sığırlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen izolatlardan elde 

edilen DNA’ların C. jejuni ve C. coli türlerine spesifik iki çift primer ile 

multipleks PCR amplifikasyonuna tabi tutulmaları neticesinde % 59,5’inde 

(179/301) C. jejuni’ye spesifik 159 bp uzunluğunda bantlar ve %10’unda (30/301) 

C. coli’ye spesifik 502 bp uzunluğunda bantlar elde edildi (Tablo 7) (Şekil 2a). 

Örneklerin tamamı dikkate alındığında C. jejuni ve C. coli izolasyon ve 

identifikasyon oranları sırasıyla % 15,5 (179/1154) ve % 2,6 (30/1154) olarak 

hesaplandı (P<0,001). Campylobacter jejuni’nin en yüksek identifikasyon oranı % 

85,2 (115/135) ile safra sıvısından elde edildi ve bunu % 50 (55/110) ile rektal 

svap örnekleri takip etti. Campylobacter coli ise % 21,8 (24/110) ile en yüksek 

oranda rektal svap örneklerinden elde edildi. Çalışmada incelenen 325 karaciğer 

örneğinden elde edilen Campylobacter spp. izolatlarının multipleks PCR analizi 

neticesinde C. jejuni ya da C. coli yönünden pozitif sonuç elde edilemedi. 

Sığırların bağırsak içeriği örneklerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli izolasyon 

oranları arasındaki fark istatistiksel olarak önemsiz bulunurken (P>0,05), safra ve 

rektal svap örneklerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli izolasyon oranları 

arasındaki farklılık istatistiksel olarak önemli bulundu (P< 0,001) (Tablo 7).  
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Tablo 7. Sağlıklı görünüşlü sığırlardan elde edilen Campylobacter izolatlarının multipleks PCR bulguları  

 

                      

             Multipleks PCR pozitif örnek sayısı (%) 

Örnek           Kültür pozitif örnek sayısı  

        C. jejuni        C. coli   Campylobacter spp. 

 

Safra*  135   115 (85,2)  1 (0,7)   19 (14,1) 

   

Bağırsak içeriği**  35   9 (25,7)  5 (14,3)  21 (60) 

   

Karaciğer  21   0   0   21 (100)  

   

Rektal svap*  110   55 (50)   24 (21,8)  31 (28,2) 

 

Toplam  301   179 (59,5)  30 (10)   92 (30,5) 
 
*  P< 0,001 
** P > 0,05 



 

 
 

Şekil 2a. Sığırlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen kültürlerden elde 

edilen DNA’ların C. jejuni ve C. coli tür spesifik primerler kullanılarak yapılan 

multipleks PCR analizi sonucu oluşan ürünlerin ethidium bromide ile boyanmış 

bir agaroz jelde görünümü.  

M: DNA Ladder (100 bp), N: Negatif kontrol, P1: C. coli pozitif kontrol, 1-3: C. 

coli pozitif örnekler, P2: C. jejuni pozitif kontrol, 4-6: C. jejuni pozitif örnekler. 

 

5.2.2. Koyunlarda Multipleks PCR ile C. jejuni ve C. coli’nin İdentifikasyon 

Bulguları  

Koyunlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen izolatlardan elde 

edilen DNA’ların C. jejuni ve C. coli türlerine spesifik iki çift primer ile 

multipleks PCR amplifikasyonuna tabi tutulmaları neticesinde % 34,1’inde 

(103/302) C. jejuni’ye spesifik 159 bp uzunluğunda bantlar ve % 33,1’inde 

(100/302) C. coli’ye spesifik 502 bp uzunluğunda bantlar elde edildi (Tablo 8) 

(Şekil 2b). Örneklerin tamamı dikkate alındığında C. jejuni ve C. coli izolasyon 

ve identifikasyon oranları sırasıyla % 16,9 (103/610)  ve % 16,4 (100/610) olarak 

hesaplandı. Campylobacter jejuni’nin en yüksek identifikasyon oranı % 40 

(42/105) ile safra sıvısından elde edildi ve bunu % 39,5 (53/134) ile bağırsak 
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M: DNA Ladder (100 bp), N: negatif kontrol, 1-4: C. jejuni ve C. coli pozitif 

örnekler, P1: C. coli pozitif kontrol, 5-7: C. coli pozitif örnekler, P2: C. jejuni 

pozitif kontrol, 8-10: C. jejuni pozitif örnekler. 

içeriği örnekleri takip etti. Campylobacter coli ise % 54 (34/63) ile en yüksek 

oranda rektal svap örneklerinden identifiye edildi ve bunu % 29,5 (31/105) oranla 

safra sıvısı örnekleri takip etti. Bağırsak içeriğinden elde edilen Campylobacter 

spp. izolatlarının multipleks PCR analizi neticesinde % 11,9’unda hem C. jejuni 

hem de C. coli identifiye edildi. Campylobacter jejuni bağırsak içeriği 

örneklerinde önemli oranda yüksek bulunurken (P<0,05), C. coli rektal svap 

örneklerinde daha yüksek oranda izole edildi (P<0,001). Safra sıvısı örneklerinden 

elde edilen C. jejuni ve C. coli’lerin izolasyon oranları arasındaki farklılık 

istatistiksel olarak önemsiz bulundu. (P>0,05) (Tablo 8).  

Şekil 2b. Koyunlarda Campylobacter spp. olarak identifiye edilen kültürlerden 

elde edilen DNA’ların C. jejuni ve C. coli tür spesifik primerler kullanılarak 

yapılan multipleks PCR analizi sonucu oluşan ürünlerin ethidium bromide ile 

boyanmış bir agaroz jelde görünümü.  
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Tablo 8. Sağlıklı görünüşlü koyunlardan elde edilen Campylobacter izolatlarının multipleks PCR bulguları  

                         

           Multipleks PCR pozitif örnek sayısı (%)  

Örnek       Kültür pozitif örnek sayısı 

                 C. jejuni  C. coli           Campylobacter spp. C. jejuni ve C. coli 

 
Safra*  105  42 (40)   31 (29,5)  32 (30,5)    

Bağırsak içeriği**  134  53 (39,5)  35 (26,1)  30 (22,4)  16 (11,9) 

Toplam  302  103 (34,1)  100 (33,1)  83 (27,5)  16 (5,3) 

Rektal svap***  63  8 (12,7)  34 (54)   21 (33,3)  - 

*        P > 0,05 

    * **  P< 0,001 

    * *     P< 0,05 

 

 

 

 



5.3. Flagellin A (FlaA) Tiplendirme Bulguları 

5.3.1. Sığırlarda FlaA Tiplendirme Bulguları 

5.3.1.1.  Sığırlardan İzole Edilen C. jejuni’lerin FlaA Tiplendirme Bulguları 

Tür spesifik PCR ile C. jejuni olarak identifiye edilen 115 safra sıvısı, 55 

rektal svap ve dokuz bağırsak içeriğinden elde edilen toplam 179 izolatın flaA 

genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonuna tabi tutulması neticesinde 

tüm izolatlar 1700 bp uzunluğunda bantlar oluşturdu (Şekil 3). FlaA geni 

yönünden pozitif PCR ürünlerinin DdeI restriksiyon enzimi ile yapılan RFLP 

analizi neticesinde toplam 23 farklı profil elde edildi. Safra sıvısı örneklerinden 

elde edilen C. jejuni izolatlarından 15 farklı profil belirlendi ve en yaygın görülen 

iki profil sırasıyla izolatların % 37 ve % 34’ünde gözlemlendi (Şekil 4a) (Tablo 

9). Rektal svap örneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarından ise sekiz farklı 

profil saptandı ve en sık gözlenen iki profil izolatların % 58 ve % 15’inde 

gözlemlendi (Şekil 4b) (Tablo 9). Diğer profiller izolatların % 7’sinden daha 

düşük bir oran ile temsil edildi. Bağırsak içeriği izolatlarından elde edilen iki 

profil ise safra sıvısında gözlenen profillerle benzerlik gösterdi. Buna karşılık 

rektal svap ve safra izolatlarından elde edilen profiller arasında farklılık saptandı.  
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Şekil 3. Campylobacter jejuni ve C. coli türlerinin flaA genine spesifik primerler 

kullanılarak yapılan PCR analizi sonucu oluşan ürünlerin ethidium bromide ile 

boyanmış bir agaroz jelde görünümü. M: DNA Ladder (100 bp) N: Negatif 

Kontrol, P: Pozitif Kontrol, 1-7: FlaA geni pozitif örnekler.  

 

 

 

Şekil 4a. Sığırların safra örneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarındaki flaA 

geninin DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin ethidium bromide ile 

boyanmış bir agaroz jelde görünümü. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-15: FlaA geninin farklı restriksiyon profilleri. 

Kuyucuk no (Profil no); 1 (XV), 2 (XIV), 3 (XIII), 4 (XII), 5 (XI), 6 (X), 7 (IX), 8 

(VIII), 9 (VII), 10 (VI), 11 (V), 12 (IV), 13 (III), 14 (II), 15 (I). 15 ve 11 no’lu 

kuyucuklar en yaygın profilleri (I ve V) temsil etmektedir. 
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Şekil 4b. Sığırların rektal svap örneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarındaki 

flaA geninin DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin ethidium bromide ile 

boyanmış bir agaroz jelde görünümü. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-8: FlaA geninin farklı restriksiyon profilleri. 

Kuyucuk no (Profil no); 1 (XXIII), 2 (XXII), 3 (XXI), 4 (XX), 5 (XIX), 6 

(XVIII), 7 (XVII), 8 (XVI). 8 ve 6 no’lu kuyucuklar en yaygın profilleri  (XVI ve 

XVIII) temsil etmektedir. 
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 Tablo 9. Sığırlardan elde edilen C. jejuni izolatlarının flaA tiplendirme bulguları 

(n: 179) 

*     Profillerin her biri sadece bir izolatta gözlendi.

     Profil No                     İzolat sayısı (%)                          Kaynak 

I 42 (36,5) Safra 

II 4 (3,5) Safra 

III 8 (7,0) 

  4 (45,5) 

Safra 

Bağırsak içeriği 

IV 4 (3,5) Safra 

V 39 (33,9) 

  5 (55,5) 

Safra 

Bağırsak içeriği 

VI-IX** 8 (1,7) Safra 

X 5 (4,3) Safra 

XI-XV* 5 (0,9) Safra 

XVI 32 (58,1) Rektal svap 

XVII 7 (12,7) Rektal svap 

XVIII 8 (14,5) Rektal svap 

XIX-XXI * 3 (1,8) Rektal svap 

XXII 3 (5,5) Rektal svap 

XXIII 2 (3,6) Rektal svap 

** Profillerin her biri ikişer izolatta gözlendi.

 

5.3.1.2.  Sığırlardan İzole Edilen C. coli’lerin FlaA Tiplendirme Bulguları 

Tür spesifik PCR ile C. coli olarak identifiye edilen 24 rektal svap, beş 

bağırsak içeriği ve bir safra sıvısından elde edilen toplam 30 C. coli izolatının 

flaA genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonuna tabi tutulması 

neticesinde tüm izolatlar 1700 bp uzunluğunda bantlar oluşturdu (Şekil 3). FlaA 

geni yönünden pozitif PCR ürünlerinin DdeI restriksiyon enzimi ile yapılan RFLP 

analizi neticesinde toplam beş farklı restriksiyon profili gözlendi. Bu profillerin 
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üçü rektal svap, ikisi bağırsak içeriğinden ve bir tanesi safradan elde edildi (Şekil 

5). En yaygın görünen profiller bağırsak içeriği izolatlarının % 80'inde ve rektal 

svap izolatlarının % 42’sinde gözlendi (Tablo 10). Safrada gözlenen profil, 

bağırsak içeriğinde gözlenen profillerden birisi ile benzerlik gösterdi. Rektal svap 

örneklerinden elde edilen profiller, bağırsak içeriği ve safradan elde edilen 

profillerden tamamen farklılık gösterdi (Şekil 5).  

 

 

 

Şekil 5. Sığırların safra, bağırsak içeriği ve rektal svap örneklerinden elde edilen 

C. coli izolatlarındaki flaA geninin DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin 

ethidium bromide ile boyanmış bir agaroz jelde görünümü. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-3: Rektal svap örneklerinden elde edilen restriksiyon 

profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (III), 2 (IV), 3 (V). 1 no’lu kuyucuk en 

yaygın profili (III) temsil etmektedir. 4-5: Bağırsak içeriğinden elde edilen 

restriksiyon profilleri; 4 (I), 5 (II).  4 no’lu kuyucuk en yaygın profili (I) temsil 

etmektedir. 6: Safradan elde edilen restriksiyon profili (II).  
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Tablo 10. Sığırlardan elde edilen C. coli izolatlarının flaA tiplendirme bulguları 

(n:30) 

 

      Profil No              İzolat sayısı (%)                          Kaynak 

I 4 (80) Bağırsak içeriği 

II 1 (20) 

 1 (100) 

Bağırsak içeriği 

Safra 

III 10 (41,7) Rektal svap 

IV 5 (20,8) Rektal svap 

V 9 (37,5) Rektal svap 

 

5.3.2. Koyunlarda FlaA Tiplendirme Bulguları 

5.3.2.1. Koyunlardan İzole Edilen C. jejuni’lerin FlaA Tiplendirme Bulguları 

 Tür spesifik PCR ile C. jejuni olarak identifiye edilen 53 bağırsak içeriği, 

42 safra sıvısı ve sekiz rektal svap örneğinden elde edilen toplam 103 C. jejuni 

izolatının flaA genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonu tabi tutulması 

neticesinde tüm izolatlar 1700 bp uzunluğunda bantlar oluşturdu (Şekil 3). FlaA 

geni yönünden pozitif PCR ürünlerinin DdeI restriksiyon enzimi ile yapılan RFLP 

analizi neticesinde toplam 26 farklı restriksiyon profili elde edildi. Safra sıvısı 

örneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarından 15 farklı profil belirlendi ve en 

yaygın profil izolatların % 21,4‘ünde gözlemlendi (Şekil 6a). Bağırsak içeriği 

örneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarından ise 10 farklı profil saptandı ve 

en yaygın profil izolatların % 45,3’ünde gözlemlendi (Şekil 6b). Rektal svap 

izolatından elde edilen profilin (XXVI), bağırsak içeriği ve safradan elde edilen 

profillerden tamamen farklı olduğu saptandı (Şekil 7) (Tablo 11). 
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Şekil 6a. Koyunların safra örneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarındaki flaA 

geninin DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin ethidium bromide ile 

boyanmış bir agaroz jelde görünümü. M: DNA Ladder (100 bp), 1-15: FlaA 

geninin farklı restriksiyon profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (I), 2 (II), 3 (III), 4 

(IV), 5 (V), 6 (VI), 7 (VII), 8, (VIII), 9 (IX), 10 (X), 11 (XI), 12 (XII), 13 (XIII), 

14 (XIV), 15 (XV). 1 no’lu kuyucuk en yaygın profili (I) temsil etmektedir. 

 

 

Şekil 6b. Koyunların bağırsak içeriği örneklerinden elde edilen C. jejuni 

izolatlarındaki flaA geninin DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin ethidium 

bromide ile boyanmış bir agaroz jelde görünümü. M: DNA Ladder (100 bp), 1-10: 

FlaA geninin farklı restriksiyon profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (XVI), 2 

(XVII), 3 (XVIII), 4 (XIX), 5 (XX), 6 (XXI), 7 (XXII), 8 (XXIII), 9 (XXIV), 10 

(XXV). 1 no’lu kuyucuk en yaygın profili (XVI) temsil etmektedir. 
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Tablo 11. Koyunlardan elde edilen C. jejuni izolatlarının flaA tiplendirme 

bulguları (n:103) 

*       Profillerin her biri sadece bir izolatta gözlendi. 

         Profil No                       İzolat sayısı (%)                       Kaynak 

I     9 (21,4) Safra 

II    5 (11,9) Safra 

III   5 (11,9) Safra 

IV   5 (11,9) Safra 

V-VI*** 6 (7,1) Safra 

VII-IX** 6 (4,8) Safra 

X-XV* 6 (2,4) Safra 

XVI 24 (45,3) Bağırsak içeriği 

XVII  8 (15,1) Bağırsak içeriği 

XVIII 7 (13,2) Bağırsak içeriği 

XIX-XX*** 6 (5,7) Bağırsak içeriği 

XXI-XXIII** 6 (3,8) Bağırsak içeriği 

XXIV-XV* 2 (1,9) Bağırsak içeriği 

XXVI 8 (100) Rektal svap 

**   Profillerin her biri ikişer izolatta gözlendi. 

*** Profillerin her biri üçer izolatta gözlendi. 

 

5.3.2.2. Koyunlardan İzole Edilen C. coli’lerin FlaA Tiplendirme Bulguları 

Tür spesifik PCR ile C. coli olarak identifiye edilen 35 bağırsak içeriği, 34 

rektal svap ve 31 safradan elde edilen toplam 100 izolatın flaA genine spesifik 

primerler ile PCR amplifikasyonuna tabi tutulması neticesinde tüm izolatlar 1700 
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bp uzunluğunda bantlar oluşturdu (Şekil 3). FlaA geni yönünden pozitif PCR 

ürünlerinin DdeI restriksiyon enzimi ile yapılan RFLP analizi neticesinde toplam 

22 farklı restriksiyon profili elde edildi. Rektal svap örneklerinden elde edilen C. 

coli izolatlarından yedi farklı profil belirlendi ve en yaygın profil izolatların % 

41,2’sinde gözlemlendi (Şekil 7). Safra sıvısı örneklerinden elde edilen C. coli 

izolatlarından da yedi farklı profil saptandı ve en yaygın profil izolatların % 

45,2’sinde gözlemlendi (Şekil 8). Bağırsak içeriği örneklerinden elde edilen C. 

coli izolatlarından ise sekiz farklı profil belirlendi ve en yaygın profil izolatların 

% 34,3’ünde gözlemlendi  (Şekil 9) (Tablo 12).  

 

 

 

Şekil 7. Koyunların rektal svap örneklerinden elde edilen C. jejuni ve C. coli 

izolatlarındaki flaA geninin DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin ethidium 

bromide ile boyanmış bir agaroz jelde görünümü. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-7: C. coli flaA geninin farklı restriksiyon profilleri. 

Kuyucuk no (Profil no); 1 (XVI), 2 (XVII), 3 (XVIII), 4 (XIX), 5 (XX), 6 (XXI), 

7 (XXII). 1 no’lu kuyucuk en yaygın profili (XVI) temsil etmektedir. 8: C. jejuni 

flaA geninin restriksiyon profili (XXVI). 
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Şekil 8. Koyunların safra örneklerinden elde edilen C. coli izolatlarındaki flaA geninin 

DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin ethidium bromide ile boyanmış bir agaroz 

jelde görünümü.M: DNA Ladder (100 bp), 1-7: FlaA geninin farklı restriksiyon profilleri. 

Kuyucuk no (Profil no); 1 (I), 2 (II), 3 (III), 4 (IV), 5 (V), 6 (VI), 7 (VII). 1 no’lu kuyucuk 

en yaygın profili (I) temsil etmektedir. 

 

 

Şekil 9. Koyunların bağırsak içeriği örneklerinden izole edilen C. coli izolatlarındaki flaA 

geninin DdeI ile muamele edilmiş PCR ürünlerinin ethidium bromide ile boyanmış bir 

agaroz jelde görünümü. M: DNA Ladder (100 bp), 1-8: FlaA geninin farklı restriksiyon 

profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (VIII), 2 (IX), 3 (X), 4 (XI), 5 (XII), 6 (XIII), 7 

(XIV), 8 (XV). 1 no’lu kuyucuk en yaygın profili (VIII) temsil etmektedir. 
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 Tablo 12. Koyunlardan elde edilen C. coli izolatlarının flaA tiplendirme 

bulguları (n: 100) 

*       Profillerin her biri sadece bir izolatta gözlendi. 

          Profil No                     İzolat sayısı (%)                       Kaynak 
 

I 14 (45,2) Safra 

II                6 (19,4) Safra 

III 5 (16,1) Safra 

IV-V**               4 (6,5) Safra 

VI-VII*               2 (3,2) Safra 

VIII             12 (34,3) Bağırsak içeriği 

IX              6 (17,1) Bağırsak içeriği 

X              5 (14,3) Bağırsak içeriği 

XI              4 (11,4) Bağırsak içeriği 

XII              4 (11,4) Bağırsak içeriği 

XIII              2 (5,7) Bağırsak içeriği 

XIV-XV*              2 (2,9) Bağırsak içeriği 

XVI            14 (41,2) Rektal svap 

XVII              7 (20,6) Rektal svap 

XVIII              5 (14,7) Rektal svap 

XIX-XX***              6 (8,8) Rektal svap 

XXI-XXII*              2 (2,9) Rektal svap 

**   Profillerin her biri ikişer izolatta gözlendi. 

*** Profillerin her biri üçer izolatta gözlendi. 

 

 

 74



5.4. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Bulguları 

5.4.1.  Sığırlarda RAPD Bulguları 

5.4.1.1. Sığırlardan İzole Edilen C. jejuni’lerin RAPD Bulguları 

Sığır safra örneklerinden elde edilen 115 C. jejuni izolatının RAPD analizi 

neticesinde toplam 37 farklı profil gözlemlendi (Şekil 10). En yaygın gözlenen iki 

profil izolatların % 30,4 ve % 15,7’sinde saptandı. Geriye kalan profiller 

izolatların % 6’sından daha düşük bir oranı ile temsil edildi (Tablo 13). İki kez 

yapılan denemeye rağmen bağırsak içeriği ve rektal svap örneklerinden izole 

edilen C. jejuni izolatlarının RAPD ile tiplendirilmesinde oluşan profiller sağlıklı 

bir şekilde yorumlanamadı. 

 

 

 

Şekil 10. Sığırların safra örneklerinden elde edilen C. jejuni’lerin RAPD ile 

tiplendirilmesi neticesinde gözlenen en yaygın profiller. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-11: Farklı RAPD profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 

1 (XI), 2 (X), 3 (IX), 4 (VIII), 5 (III), 6 (IV), 7 (V), 8 (VI), 9 (VII), 10 (II), 11 (I). 

5-6 no’lu kuyucuklar en yaygın profilleri (III ve IV) temsil etmektedir. 
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Tablo 13. Sığırlardan elde edilen C. jejuni izolatlarının RAPD bulguları (n:179) 

*       Profillerin her biri sadece bir izolatta gözlendi. 

          Profil No                    İzolat sayısı  (%)                     Kaynak 

I 6 (5,2) Safra 

II 6 (5,2) Safra 

III 18 (15,7) Safra 

IV 35 (30,4) Safra 

V 6 (5,2) Safra 

VI 4 (3,5) Safra 

VII-VIII** 4 (1,7) Safra 

IX 4 (3,5) Safra 

X-XI*** 6 (2,6) Safra 

XII-XXXVII* 26 (0,9) Safra 

a 9 Bağırsak içeriği 

a 55 Rektal svap 

**   Profillerin her biri ikişer izolatta gözlendi. 

*** Profillerin her biri üçer izolatta gözlendi. 

a :   Tiplendirilemedi.   

 

5.4.1.2. Sığırlardan İzole Edilen C. coli’lerin RAPD Bulguları 

 Sığırlardan elde edilen 30 C. coli izolatının RAPD analizi neticesinde 

toplam beş farklı profil gözlemlendi (Şekil 11). Bağırsak içeriği ve rektal svap 

izolatlarında gözlenen en yaygın profiller, sırasıyla izolatların % 40 ve % 

33,3’ünde saptandı. Sığır orijinli C. coli izolatlarının RAPD profilleri arasında 

benzerlikler gözlemlendi. Elde edilen beş profilin hepsi rektal svap örneklerinden 
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elde edildi. Bağırsak içeriği izolatlarından elde edilen dört profil ve safradan elde 

edilen bir profil rektal svap izolatlarının RAPD profilleri ile benzerlik gösterdi 

(Tablo 14).   

 

 

 

Şekil 11. Sığırların rektal svap, bağırsak içeriği ve safra sıvısı örneklerinden elde 

edilen C. coli’lerin RAPD yöntemi ile tiplendirilmesi neticesinde elde edilen 

profiller. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-5: Rektal svap izolatlarında gözlenen RAPD 

profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (I), 2 (II), 3 (III), 4 (IV), 5 (V). 4 no’lu 

kuyucuk en yaygın profili (IV) temsil etmektedir. 6-9: Bağırsak içeriği 

izolatlarında gözlenen RAPD profilleri; 6 (I), 7 (III), 8 (IV), 9 (V). 8 no’lu 

kuyucuk en yaygın profili (IV) temsil etmektedir. 10: Safra izolatlarında gözlenen 

RAPD profili (I).  
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Tablo 14. Sığırlardan elde edilen C. coli izolatlarının RAPD bulguları (n:30) 

 

Profil No                       İzolat sayısı (%)                              Kaynak 

I 1 (100) Safra 

                1 (20) Bağırsak içeriği 

                2 (8,3) Rektal svap 

II                6 (25) Rektal svap 

III                1 (20) Bağırsak içeriği 

                4 (16,7) Rektal svap 

IV                2 (40) Bağırsak içeriği 

                8 (33,3) Rektal svap 

V                1 (20) Bağırsak içeriği 

                4 (16,7) Rektal svap 

 

5.4.2. Koyunlarda RAPD Bulguları 

5.4.2.1. Koyunlardan İzole Edilen C. jejuni’lerin RAPD Bulguları 

 Koyunlardan elde edilen 103 C. jejuni izolatının RAPD analizi neticesinde 

toplam 21 farklı profil gözlemlendi. Bu profillerin; dokuzu safra, 10’u bağırsak 

içeriği ve ikisi rektal svap örneklerinde saptandı (Şekil 12). En yaygın gözlenen 

profiller; rektal svap izolatlarının % 62,5’inde, safra izolatlarının % 26,2’sinde ve 

bağırsak içeriği izolatlarının % 18,9‘unda bulundu (Tablo 15). 
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Şekil 12. Koyunların bağırsak içeriği, safra ve rektal svap örneklerinden elde 

edilen C. jejuni ve C. coli izolatlarının RAPD yöntemi ile tiplendirilmesi 

neticesinde elde edilen  profiller. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-10: Bağırsak içeriğinden izole edilen C. jejuni’lerin 

RAPD profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (X), 2 (XI), 3 (XII), 4 (XIII), 5 (XIV), 

6 (XV), 7 (XVI), 8 (XVII), 9 (XVIII), 10 (XIX). 9 ve 10 no’lu kuyucuklar en 

yaygın profilleri (XVIII ve XIX) temsil etmektedir. 11-19: Safradan elde edilen C. 

jejuni’lerin RAPD profilleri; 11 (I), 12 (II), 13 (III), 14 (IV), 15 (V), 16 (VI), 17 

(VII), 18 (VIII), 19 (IX). 11 no’lu kuyucuk: en yaygın profili (I) temsil 

etmektedir. 20-21: rektal svaptan elde edilen C. jejuni’lerin RAPD profili; 20 

(XX), 21 (XXI). 20 no’lu kuyucuk en yaygın profili (XX) temsil etmektedir. 22-

30: Rektal svaptan elde edilen C. coli’lerin RAPD profilleri; 22 (XVI), 23 (XVII), 

24 (XVIII), 25 (XIX), 26 (XX), 27 (XXI), 28 (XXII), 29 (XXIII), 30 (XXIV). 27 

no’lu kuyucuk en yaygın profili (XXI) temsil etmektedir.  
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Tablo 15. Koyunlardan elde edilen C. jejuni izolatlarının RAPD bulguları (n:103) 

*       Profillerin her biri sadece bir izolatta gözlendi. 

          Profil No                        İzolat sayısı (%)                             Kaynak 

I 11 (26,2) Safra 

II 6 (14,3) Safra 

III-IV*                 2 (2,4) Safra 

V 6 (14,3) Safra 

VI-VII***                 6 (7,1) Safra 

VIII 9 (21,4) Safra 

IX                 2 (4,8) Safra 

X 6 (11,3) Bağırsak içeriği 

XI-XII***                 6 (5,7) Bağırsak içeriği 

XIII                 4 (7,5) Bağırsak içeriği 

XIV- XV**                 4 (3,8) Bağırsak içeriği 

XVI                 5 (9,4) Bağırsak içeriği 

XVII 8 (15,1) Bağırsak içeriği 

XVIII               10 (18,9) Bağırsak içeriği 

XIX               10 (18,9) Bağırsak içeriği 

XX                5 (62,5) Rektal svap 

XXI                3 (37,5) Rektal svap 

**   Profillerin her biri ikişer izolatta gözlendi. 

*** Profillerin her biri üçer izolatta gözlendi 
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5.4.2.2. Koyunlardan İzole Edilen C. coli’lerin RAPD bulguları 

Koyunlardan elde edilen 100 C. coli izolatının RAPD analizi neticesinde 

toplam 24 farklı profil gözlemlendi. Bu profillerin dokuzu rektal svaptan (Şekil 

12), sekizi bağırsak içeriği (Şekil 13) ve yedisi safradan (Şekil 13) elde edildi. En 

yaygın gözlenen profiller, safra izolatlarının % 48,4’ünde, rektal svap örneklerinin 

% 35,3’ünde ve bağırsak içeriği izolatlarının % 34,3‘ünde bulundu. Geriye kalan 

profiller daha düşük oranlar ile temsil edildi (Tablo 16). 

 

 

 

Şekil 13. Koyunların bağırsak içeriği ve safra sıvısı örneklerinden elde edilen C. 

coli izolatlarının RAPD yöntemi ile tiplendirilmesi neticesinde elde edilen 

profiller. 

M: DNA Ladder (100 bp), 1-8: Bağırsak içeriğinden izole edilen C. coli’lerin 

RAPD profilleri. Kuyucuk no (Profil no); 1 (VIII), 2 (IX), 3 (X), 4 (XI), 5 (XII), 6 

(XIII), 7 (XIV), 8 (XV).  2 no’lu kuyucuk en yaygın profili (IX) temsil 

etmektedir. 9-15: Safradan elde edilen C. coli’lerin RAPD profilleri;  9 (I), 10 (II), 

11 (III), 12 (IV), 13 (V), 14 (VI), 15 (VII). 10 no’lu kuyucuk en yaygın profili (II) 

temsil etmektedir.  
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Tablo 16. Koyunlardan elde edilen C. coli izolatlarının RAPD bulguları (n:100) 

*        Profillerin her biri sadece bir izolatta gözlendi. 

          Profil No                       İzolat Sayısı (%)                               Kaynak 

I                 8 (25,8) Safra 

II               15 (48,4) Safra 

III-V**                 6 (6,5) Safra 

VI-VII*                 2 (3,2) Safra 

VIII                 8 (22,9) Bağırsak içeriği 

IX               12 (34,3) Bağırsak içeriği 

X-XII***                 9 (8,6) Bağırsak içeriği 

XIII-XV**                 6 (5,7) Bağırsak içeriği 

XVI-XVIII**                 6 (5,9) Rektal svap 

XIX               10 (29,4) Rektal svap 

XX                 3 (8,8) Rektal svap 

XXI               12 (35,3) Rektal svap 

XXII-XXIV*                 3 (2,9) Rektal svap 

**   Profillerin her biri ikişer izolatta gözlendi. 

*** Profillerin her biri üçer izolatta gözlendi. 
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6. TARTIŞMA 
 

 

Tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de Campylobacter türlerinin 

meydana getirdiği hastalıklar hayvan yetiştiriciliği ve halk sağlığı açısından 

önemli bir sorun teşkil etmektedir. Bu etkenlerin insan ve hayvanlarda 

oluşturduğu hastalıkların teşhis ve tedavisinde harcanan paralar ülke ekonomisine 

büyük zararlar vermektedir. Amerika’da yılda yaklaşık 2,1 milyon olan 

Campylobacter vakalarının teşhis ve tedavisinde 700-1400 milyon dolar 

harcanması bu maddi zararın boyutunu ortaya koyan çok açık bir örnektir (120). 

Campylobacterlere karşı etkin koruyucu önlemlerin alınması ve eradikasyon 

planlarının kısa sürede hazırlanması için bu infeksiyonun epidemiyolojisinin 

kapsamlı bir biçimde ortaya konması gerekir.  

 Bu çalışmada, insanlarda akut bakteriyel gastroenteritisin en yaygın 

etkenleri olarak bilinen C. jejuni ve C. coli’nin, klinik olarak sağlıklı sığır ve 

koyunların rektal svap ve iç organlarından izolasyonu, multipleks PCR ile 

identifikasyonu ve moleküler tiplendirilmesi amaçlandı. Bunun için öncelikle 

konvansiyonel kültür metotları kullanılarak Campylobacter spp.’lerin izolasyonu 

ve identifikasyon işlemleri gerçekleştirildi. Bu işlemler neticesinde Elazığ ilindeki 

bir mezbahada ve güneydoğuda bir üretim çiftliğindeki sığırlardan toplanan 1154 

örneğin %26,1’inde Campylobacter spp. izole edildi. En yüksek izolasyon % 44 

ile sahada toplanan rektal svap örneklerinden elde edilirken, en düşük izolasyon % 

6,5 ile mezbahada kesilen hayvanların karaciğer örneklerinde tespit edildi. 

Dünyada ve ülkemizde yapılan çalışmalar neticesinde sığırlarda Campylobacter 

spp. izolasyon oranının % 1 ile % 90 arasında değişiklik gösterdiği bildirilmiştir 
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(45, 137, 176, 192). Bu farklılıkta; yaş, mevsim, incelenen hayvan sayısı,  

izolasyon metodu, kullanılan selektif besi yerlerinin türü, hijyen ve coğrafik 

koşullar gibi birçok faktör önemli rol oynamaktadır (190). Ono ve Yamamato’nun 

(1999) sığır dışkı örneklerinde yaptıkları bir araştırmada holştayn ineklerde % 44 

ve yerel Japon ineklerde % 63 oranında Campylobacter spp. izole etmeleri, bu 

etkenlerin izolasyon oranları üzerinde incelenen sığırların cinsinin bile önemli rol 

oynayabileceğini ileri sürmektedir (152). Bu çalışmada sığır rektal svap 

örneklerinden elde edilen Campylobacter spp. izolasyon oranı, Minihan ve 

ark.’nın (2004) benzer bir metodoloji kullanılarak inceledikleri 600 sığır rektal 

svap örneğinden elde ettikleri % 54’den daha düşük bulunurken (124), Sato ve 

ark.‘nın (2004) daha fazla sığır rektal svap örneği (n=1191) inceleyerek elde 

ettikleri % 28’den (179) daha yüksek bulundu. Sato ve ark.’nın (2004) daha düşük 

oranda Campylobacter spp. izole etmesinde, izolasyon amacı ile direkt ekim 

yöntemi kullanılmasının rol oynadığı düşünülmektedir. Araştırmacılar dışkı, 

bağırsak içeriği ve çevresel örneklerden Campylobacter spp. izolasyon oranını 

artırmak ve kontaminasyon olasılığını minimuma indirmek amacı ile 

zenginleştirme metoduna sıklıkla başvurmuşlardır (29, 136). Garcia ve ark. 

(1985), sığırların bağırsak içeriği örneklerinde yaptıkları bir araştırmada, direkt 

ekim yöntemi ile Campylobacter spp. izole edemezlerken, zenginleştirme metodu 

ile % 52 oranında izolasyon yaptıklarını rapor etmişlerdir (68). Bu tez 

çalışmasında rektal svap ve bağırsak içeriğinden Campylobacter spp. izolasyonu 

amacıyla zenginleştirme metodu uygulanmasına rağmen, safra ve karaciğer 

örneklerinden izolasyon için direkt ekim tekniği kullanıldı. Sığır safra 

örneklerinde; Garcia ve ark. (1985) zenginleştirme metodu kullanarak % 15 
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oranında Campylobacter spp. izole ederken (68), direkt ekim ile bu çalışmada % 

35 ve aynı bölgede Muz ve ark. (1992) ise % 47 oranında Campylobacter spp. 

izole ettiklerini bildirmişlerdir (137). Bu sonuçlar, safradan Campylobacter spp. 

izolasyonu amacıyla sadece direkt ekim yönteminin yeterli olabileceği kanısını 

doğurmaktadır. Moore (2001) da karaciğerde yaptığı bir araştırmada, direkt ekim 

yöntemi ile elde ettiği izolasyon oranının zenginleştirme yöntemi ile elde 

edilenden daha yüksek olduğunu rapor etmiştir (127). Dolayısıyla bu çalışmada 

karaciğer örneklerinde izolasyon oranın düşük olması, direkt ekim yönteminin 

kullanılmasından ziyade izolasyon amacı ile kullanılan selektif besi yerlerinin 

yetersizliği ile açıklanabilir. Moore ve Madden (1998), karaciğerden termofilik 

Campylobacter spp. izolasyonu için Skirrow ve Blaser-Wang besi yerinin 

kombine olarak kullanılmasının en etkili izolasyon metodu olduğu bildirmişlerdir 

(129).  

Klinik olarak sağlıklı görünüşteki koyunlardan toplanan 610 örnekten ise 

% 49,5 oranında Campylobacter spp. izole ve identifiye edildi. Koyunlarda en 

yüksek izolasyon % 63,8 ile mezbahada kesilen hayvanların bağırsak içeriğinden 

elde edildi. Bu oranın, Campylobacter spp. izolasyonu için benzer metodoloji 

kullanan Stanley ve ark.’nın (1998) bildirdikleri % 92’den daha düşük (191), 

Zweifel ve ark.’nın (2004) Skirrow besi yeri kullanarak ulaştıkları %18’den (221) 

ise daha yüksek olduğu gözlendi. Çalışmada rektal svap ve safra örneklerinden 

elde edilen Campylobacter spp. izolasyon oranı (% 42)  bağırsak içeriği 

örneklerine kıyasla daha düşük bulundu. Rektal svaptan elde edilen 

Campylobacter spp. izolasyon oranının daha düşük bulunması, Stanley ve ark.’nın 

(1998) koyunlarda yaptığı bir çalışma ile de ortaya konmuştur (191). Yapılan 
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araştırmalarda kesim amacı ile mezbahaya nakledilen hayvanlardaki 

Campylobacter spp. oranının, stres gibi faktörlerden dolayı nakilden öncekine 

göre daha yüksek olduğu gözlenmiştir. Wesley ve ark. (2005), hindilerde 

yaptıkları bir araştırmada, kesimhaneye nakilden önce Campylobacter spp. 

prevalansının % 65, nakilden sonra % 90 olduğunu bildirmişlerdir (213). 

Campylobacter spp. izolasyon oranının, sahada toplanan örneklerin laboratuvara 

taşınıp işlenmesi esnasında geçen süreden de etkilendiği bildirilmiştir. Ladron de 

Guevara ve ark. (1989), insan dışkı örneklerinde yaptıkları bir araştırmada, 4 

°C’lik bir ortamda 24 saat süreyle saklanan örneklerde Campylobacter spp. 

izolasyon oranının % 16 oranında azaldığını rapor etmişlerdir (105). Bu 

çalışmada, koyun rektal svap örneklerinin sahadan toplanıp laboratuvara taşınması 

esnasında yaklaşık 10-12 saatlik bir süre geçmesinin daha düşük oranda 

Campylobacter spp. izole edilmesinde etkisi olabilir. Koyun bağırsak içeriği 

örneklerinden rektal svap örneklerine göre daha yüksek oranda Campylobacter 

spp. izolasyonu, bu etkenlerin hayvanlara bulaşmasında sadece dışkı ile bulaşık 

gıdaların rolünün olmadığını, bunun yanı sıra hayvanların çevreden horizantal 

yolla da bu etkenleri alabileceği kanısını doğurmaktadır. Ayrıca çevrenin 

Campylobacter ile kontamine olmasında dışkı ile birlikte mezbahada kesilen 

hayvan akıntılarının yüzey sularına bulaşmasının da önemli rol oynayabileceği 

düşünülmektedir.  

Çalışmada koyunlardaki Campylobacter izolasyon oranının 

sığırlardakinden yaklaşık iki kat daha yüksek olduğu tespit edildi. Bu sonuç, 

ülkemizde önceki yıllarda yapılan çalışmalarda da gözlenmiştir. Diker (1985), 

incelediği 150 adet sığır ve koyun safra örneğinde sırasıyla % 35 ve % 57 
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oranında Campylobacter spp. izole etmiştir (44). Bu çalışmada, sığır ve koyun 

örneklerinde izolasyon amacı ile aynı metodoloji uygulanmasına rağmen meydana 

gelen bu farklılıkta mevsimin de önemli rolü olduğu düşünülmektedir. Koyun 

örneklerinin Campylobacter spp. izolasyonunun pik yaptığı ilkbahar aylarında 

(191) toplanması, buna karşılık sığır örneklerinin ise izolasyonun daha düşük 

olduğu yaz aylarında (89) toplanması bu görüşü desteklemektedir. Ayrıca 

hayvanların yetiştirme şekli ve koşullarının etkisi söz konusu olabilir. Şöyle ki; 

mezbahada kesilen hayvanların orijinleri hakkında bilgi mevcut olmamakla 

birlikte ülkemizde özellikle de Doğu Anadolu’da koyunların sürüler halinde ve bir 

arada tutulması, sığırların ise birkaç hayvandan ibaret küçük aile işletmelerinde 

yetiştirilmesi bu oranların elde edilmesinde etkili olabilir.   

Konvansiyonel kültür metotları ile Campylobacter spp. olarak tespit edilen 

izolatların tür spesifik primerlerle yapılan multipleks PCR analizi neticesinde, 

sığır orijinli izolatların % 59,5’i C. jejuni ve % 10’u C. coli olarak identifiye 

edildi. Campylobacter jejuni’nin C. coli’den daha yaygın olarak saptanması 

birçok çalışmada rapor edilmiştir (17, 29, 77). Bae ve ark. (2005), inceledikleri 

686 sığır rektal svap örneğinden % 34 oranında C. jejuni izole ederken, % 8 

oranında C. coli izolasyonu bildirmişlerdir. Aynı araştırmacılar besi sığırlarında 

C. coli’nin daha düşük, süt ineklerinde ise daha yüksek olduğunu rapor etmişlerdir 

(17). Bu çalışmada, örnek toplanması aşamasında herhangi bir kayıt tutulmamakla 

birlikte, örneklerin mezbahada kesim amacı ile getirilen besi ya da laktasyonda 

olmayan hayvanlardan toplanmasının C. coli’nin daha düşük oranda tespit 

edilmesine katkı sağladığı düşünülmektedir. Çalışmada multipleks PCR ile C. 

jejuni ve C. coli olarak identifiye edilemeyen izolatlar Campylobacter spp. olarak 
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kabul edildi. Bununla birlikte, 42 °C’de düşük oranda üremelerine rağmen 

Arcobacter spp. gibi Campylobacter benzeri bakteriler de olasılıklar arasında 

değerlendirilmelidir. Sığırların dışkı ve iç organlarında diğer Campylobacter 

türlerinin (C. lanienae, C. hyointestinalis, C. lari, C. sputorum, C. fetus ssp. fetus 

vb.) varlığını bildiren çalışmalar mevcuttur. Hatta bazı çalışmalarda C. 

lanienae’nın sığır dışkısında C. jejuni’den daha yaygın olarak saptandığı dikkatten 

kaçmamaktadır (90, 91). Örneğin; Inglis ve ark. (2004), sığır dışkı örneklerinde 

yaptıkları bir araştırmada % 56 oranında C. lanienae izole ederken, C. jejuni 

izolasyon oranını % 13 olarak bildirmişlerdir  (90). Ancak ülkemizde sığırlarda C. 

jejuni ve C. coli dışındaki Campylobacter türlerinin varlığını ortaya koymaya 

yönelik çalışmalar bulunmadığı için bu konu hakkında spekülasyon yapma 

olasılığı bulunmamaktadır. Gelecek yıllarda C. lanienae ve diğer türlerin varlığını 

ortaya koymaya yönelik yapılacak araştırmalar campylobacterlerin 

epidemiyolojisinin daha iyi anlaşılması bakımından önem taşımaktadır. 

 Campylobacter jejuni ve C. coli rektal svap, bağırsak içeriği ve safra 

örneklerinde yüksek oranda tespit edilmesine rağmen sığır karaciğer 

örneklerinden izole edilemedi. Campylobacter türleri sağlıklı sığırların 

bağırsaklarında ve safrada kommensal olarak bulunduklarından dolayı bu 

örneklerde campylobacterlerin yüksek oranda izole edilmesi sürpriz değildir. 

Kanatlıların vücut sıcaklıkları termofilik campylobacterlerin üremesine uygun 

olduğundan dolayı bu hayvanların karaciğer örneklerinde yüksek izolasyon 

oranları elde edilmiştir (27, 61). Yine yapılan çalışmalarda, koyun ve domuz gibi 

diğer hayvanların karaciğer örneklerinde C. jejuni ve C. coli’nin varlığı ortaya 

konmuş (38, 129) olmakla beraber klinik olarak sağlıklı sığır karaciğerinde bu 
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etkenlerin izolasyonu hakkında yeterli bilgi mevcut değildir. Kramer ve ark. 

(2000), perakende satılan sığır karaciğer örneklerinde yaptıkları bir araştırmada 

yüksek oranda Campylobacter spp. izole etmişlerdir (104). Bu durum 

karaciğerlerin işlenmesi ya da taşınması sırasında insan ve kullanılan ekipmanlar 

aracı ile oluşan kontaminasyondan kaynaklanabilir.  

Koyunlarda, konvansiyonel kültür metotları ile Campylobacter spp. olarak 

tespit edilen izolatların tür spesifik primerlerle yapılan multipleks PCR analizi 

neticesinde % 34’ü C. jejuni ve % 33’ü C. coli olarak identifiye edildi. Bu oranlar, 

aynı bölgede Ertaş ve ark.‘nın (2003) az sayıda koyun safra örneği ve aynı besi 

yeri ve metodoloji kullanarak elde ettikleri oranlarla  (% 34 C. jejuni ve % 32 C. 

coli) paralellik göstermektedir (58). Bununla birlikte, ülkemizin farklı 

bölgelerinde koyunlarda yapılan çalışmalarda C. jejuni % 15- % 41, C. coli ise % 

7- % 9 arasında değişen oranlarda izole edilmiştir (44, 45, 137). Yapılan 

araştırmalar, izolasyon amacı ile kullanılan Preston Campylobacter Selektif 

Agarın C. coli türünü, C. jejuni’ye kıyasla daha yüksek oranda tespit ettiğini 

göstermiştir (129). Bu çalışmada C. coli’nin ülkemizdeki diğer çalışmalardan 

daha yüksek oranda saptanmasında, birçok faktörün yanı sıra izolasyon amacıyla 

Preston Campylobacter Selektif Agarın kullanılmasının da rolü olduğu 

düşünülmektedir. Ayrıca koyunlarda C. jejuni ve C. coli izolasyon oranları 

benzerlik göstermesine rağmen örnek türü düzeyinde incelendiğinde; C. jejuni’nin 

mezbaha örneklerinde, C. coli’nin ise sahadaki örneklerde daha yüksek oranda 

bulunduğu ve bu farklılığın istatistiksel olarak önemli olduğu gözlendi. Robinson 

(1982), süt amacıyla yetiştirilen hayvanlarda C. jejuni’nin dışkı ile sürekli olarak 

çevreye atılmadığını bildirmişdir (173). Buna karşılık C. coli’nin dışkı ile çevreyi 
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sürekli olarak kontamine ettiği yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur (7, 43). Bu 

çalışmada, saha örneklerinde C. coli’nin daha yüksek oranda bulunmasında bu 

faktörün rolü söz konusu olabilir. Ayrıca yapılan çalışmalarda çevresel su 

kaynaklarında C. coli’nin C. jejuni’ye göre daha yüksek oranda tespit edilmesi de 

(29), C. coli’nin daha yüksek oranda çevreyi kontamine ettiği fikrini 

desteklemektedir. Koyunların bağırsak içeriği izolatlarının yaklaşık %5’inde 

multipleks PCR ile hem C. jejuni ve hem de C. coli’nin identifiye edilmesi, söz 

konusu örneklerden saf izolasyon yapılamadığını düşündürmektedir. 

Koyun karaciğerlerinin insan Campylobacter infeksiyonlarının muhtemel 

kaynakları olabileceği bildirilmiştir. Cornelius ve ark.’nın (2005) inceledikleri 272 

karaciğer örneğinde yüksek oranda (% 66) Campylobacter izole etmeleri (38) bu 

görüşü desteklemektedir. Bu çalışmada, sığırların yanı sıra koyun karaciğer 

örneklerinde Campylobacter izolasyonunun yapılması planlandı. Ancak hayvan 

sahipleri koyunlardan karaciğer toplanmasına izin vermedikleri ve çalışmanın 

bütçesi bu örneklerin satın alınmasına olanak sağlamadığı için koyunlardan 

karaciğer örnekleri toplanmadı. 

Bu çalışmadaki konvansiyonel kültür ve multipleks PCR verileri 

insanlarda akut bakteriyel gastroenteritisin en yaygın sebebi olan Campylobacter 

türlerinin tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de sığır ve koyunlarda yüksek 

seviyede seyrettiğini göstermektedir. Campylobacter jejuni’nin çevreyi ve 

karkasları kontaminasyonda hem sığır hem de koyunlar önemli rol oynarken, C. 

coli’nin çevreyi kontaminasyonunda ise koyunların rolünün sığırlara göre daha 

yüksek olduğu gözlendi. Sonuç olarak, sağlıklı sığır ve koyunların termofilik 

campylobacterlerin major çevresel rezervuarları oldukları ve gıda zincirini ve 
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çevreyi kontamine etmede önemli role sahip oldukları kanaatine varıldı. Ancak bu 

hayvanların insan Campylobacter infeksiyonlarındaki rollerinin tam olarak 

anlaşılması için aynı bölgedeki insan ve çevresel örnekleri de kapsayan geniş 

ölçekli bir epidemiyolojik araştırmaya gereksinim olduğu düşünülmektedir.  

Türkiye’de sığır ve koyun orijinli Campylobacter türlerinde ne oranda bir 

genetik polimorfizm olduğunu ya da bu etkenlerin kaç suşunun infeksiyonda 

dominant olduğunu ortaya koymaya yönelik bir çalışma bulunmamaktadır. Bu 

yönde yapılacak bir araştırma Campylobacter infeksiyonlarına karşı kontrol 

stratejileri geliştirerek gerekli koruyucu önlemlerin alınması ve dolayısıyla 

infeksiyonun populasyondan eradike edilmesi açısından önem arz etmektedir. 

Çalışmada tür spesifik PCR sonucunda C. jejuni ve C. coli olarak identifiye edilen 

izolatlar arasındaki genetik polimorfizm, diğer metotlarla karşılaştırıldığında 

birçok avantaja sahip olan fla tiplendirme ve RAPD metotları kullanılarak 

araştırıldı.  

Campylobacter türlerinin PCR-RFLP analizi için en sık tercih edilen gen 

bölgesi flagelladır. Campylobacter spp.’deki flaA geni önemli bir sekans 

heterojenitesi gösterir ve dolayısıyla moleküler analizler için iyi bir 

epidemiyolojik marker olarak kullanılır. Ancak son yıllarda fla tiplendirme ve 

diğer moleküler yöntemlerin, genetik instabilitenin varlığından dolayı 

campylobacterlerin tiplendirilmesinde yetersiz olabileceği ortaya konmuştur 

(211). Son yıllardaki çalışmalarda campylobacterlerin flagella gen bölgesinde 

rekombinasyonların varlığı kanıtlanmıştır (209). Multilocus sequence typing 

(MLST) tekniği kullanılarak yapılan araştırmalarda diğer genetik bölgelerde de 

rekombinasyon ve mutasyonlardan dolayı genetik instabilitenin varlığı rapor 
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edilmiştir (47). Bu sebeple yapılacak en pratik çözüm birden fazla metot 

kullanılarak tiplendirme yapmaktır. Fla tiplendirme, diğer metotlara göre daha az 

emek sarf edilmesi, yapılışının kolay olması ve çok daha ucuz olması nedeni ile 

sıklıkla kullanılmıştır. Çalışmada sığırların safra, bağırsak içeriği ve rektal svap 

örneklerinden elde edilen C. jejuni ve C.  coli izolatları flaA tiplendirme metodu 

ile başarılı bir şekilde tiplendirildi ve toplam 28 flaA profili elde edildi. Sığır 

orijinli Campylobacter türlerinin flaA tiplendirilmesi amacı ile farklı restriksiyon 

enzimleri kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda dokuz ile 35 arasında flaA 

profili tespit edildiği bildirilmiştir (65, 112). Campylobacter türlerinden elde 

edilen flaA profil sayısındaki farklılıkta; kullanılan primerler, laboratuvar 

koşulları ve izolatların coğrafik dağılımının etkisinin olduğu rapor edilmiştir (16, 

141). Bu çalışmada bağırsak içeriği ve safradan elde edilen flaA profillerinin 

rektal svap örneklerinden elde edilen profillerden tamamen farklı olduğu tespit 

edildi. Profiller arasındaki bu farklılıkta örneklerin farklı coğrafik bölgede 

toplanmasının rolü olduğu düşünülmektedir. Bazı flaA profilleri yüksek oranda 

tespit edilirken, bazısı da sadece birer izolatta gözlemlendi. Örneğin; sığırların 

rektal svap örneklerinden elde edilen C. jejuni izolatlarında en yaygın olarak 

bulunan profil % 58’lik bir oranla temsil edildi.    

 Koyun örneklerinden izole edilen C. jejuni ve C. coli’lerin flaA 

tiplendirilmesi neticesinde toplam 48 farklı profil elde edildi. Koyun orijinli 

Campylobacter izolatları arasındaki genetik heterojenitenin araştırılmasına 

yönelik çalışmalar oldukça sınırlıdır. Fitzgerald ve ark. (2001) tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada, fla tiplendirme yöntemi ile 71 koyun izolatından 14 

farklı profil elde edilmiştir (65). Yine koyun abortlarından elde edilen 25 C. jejuni 
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izolatının PFGE analizinde, 10 farklı profil elde edildiği ve predominant 

profillerin izolatların % 66’sında gözlemlendiği bildirilmiştir (114). Bu tez 

çalışmasında da elde edilen flaA profillerinin bir kısmının bu çalışmaya paralel 

olarak diğer profillerle kıyaslandığında daha dominant olduğu gözlendi. Örneğin; 

koyunların bağırsak içeriği örneklerinden elde edilen C. jejuni ve safra 

örneklerinden elde edilen C. coli izolatlarında en yaygın olarak bulunan profiller 

% 45’lik bir oranla temsil edildi. 

Çalışmada sığırlardan elde edilen flaA profilleri koyunlardakinden 

tamamen farklılık gösterdi. Ayrıca flaA tiplendirme neticesinde koyun orijinli 

termofilik Campylobacter izolatları arasındaki genetik heterojenitenin sığır 

izolatları ile kıyaslandığında daha yüksek olduğu tespit edildi. Örneğin; sığır 

orijinli C. coli izolatlarının flaA tiplendirmesi neticesinde 5 farklı restriksiyon 

profili elde edilirken, koyun orijinli izolatlarda 22 farklı profil saptandı. Bu 

farklılığın, incelenen sığır orijinli C. coli izolatlarının, koyunlara göre daha az 

sayıda olmasından da kaynaklanabileceği düşünülmektedir. FlaA tiplendirme 

neticesinde hem sığır hem de koyun izolatlarından elde edilen profillerden 

bazılarının diğer profillere kıyasla daha yüksek oranda bulunduğu saptandı. Bu 

bulguların ışığında, koyun ve sığırlarda campylobacterlere karşı koruyucu amaçla 

aşı çalışmaları yapılmadan önce, saha çalışması yaparak etkenler arasındaki 

genetik heterojenitenin araştırılması ve predominant izolatların mutlaka göz 

önünde bulundurulmasının uzun vadede başarılı sonuç elde etmek için büyük 

önem taşıdığı düşünülmektedir. 

Campylobacter türlerinin tiplendirilmesinde başvurulan diğer bir metot, 

çeşitli primer ve reaksiyon koşulları kullanılarak uygulanan RAPD tekniğidir. Bu 
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metot, bakteriyel genomun tamamındaki polimorfizmi araştırmaya uygun olup, 

uygulanması kolay ve ayrım gücü oldukça yüksektir. Bu çalışmada, sığır orijinli 

C. jejuni ve C. coli izolatlarının OPA-11 primeri kullanılarak yapılan RAPD 

analizi neticesinde toplam 42 farklı profil saptandı. Bu, Nielsen ve ark.’nın (2000) 

elde ettiği 56 (145) ve Hernandez (1995) ve ark.’nın elde ettiği 118 RAPD 

profilinden (80) daha düşüktür. İzolatların orijini, coğrafik farklılıklar ve 

profillerin yorumlanmasındaki farklılıkların yanı sıra kullanılan primerlerin türü 

ve sayısı bu çalışmalarda birbirinden çok farklı sonuçlar elde edilmesinde rol 

oynayabilir. 

Çalışmada sığır bağırsak içeriği ve rektal svap örneklerinden elde edilen C. 

jejuni izolatları, birkaç deneme yapılmasına rağmen RAPD ile başarılı bir şekilde 

tiplendirilemedi. Rektal svap ve bağırsak içeriğinden saf izolasyon için 

zenginleştirme aşaması kullanılsa da izolatların saf olarak elde edilmemiş olması, 

bu başarısızlığın nedeni olarak düşünülmektedir. Campylobacterlerin bağırsak 

içeriği ve rektal svap örneklerinden saf olarak izolasyonu amacı ile daha önceki 

çalışmalarda selektif besi yerleri ile birlikte filtrasyon tekniği kullanılmıştır (14, 

55). Bu tez çalışmasının bütçesi filtrasyon tekniğinin kullanılmasına olanak 

vermediğinden dolayı izolasyon amacı ile sadece Preston Campylobacter Selektif 

besi yeri kullanıldı.    

Koyun orijinli C. jejuni ve C. coli izolatlarının RAPD analizinde tüm 

izolatlar başarılı şekilde tiplendirildi ve toplam 45 farklı profil elde edildi. 

Profillerin birkaçının yüksek oranlarda tespit edilmesi ve diğer profiller arasında 

sadece az sayıdaki bant farklılıklarından kaynaklanan profil dağılımı 

gözlenmesinden dolayı mezbaha izolatları ile saha izolatları arasında genetik 

 94



olarak yakın bir ilişki olabileceği kanısı oluşmaktadır. Daha önce de ifade edildiği 

gibi koyun orijinli Campylobacter izolatlarındaki genetik heterojeniteyi ortaya 

koyan çalışmalar oldukça sınırlıdır. Scates ve ark. (2003) koyun karaciğer orijinli 

30 Campylobacter izolatında yaptıkları bir araştırmada, RAPD yöntemi ile sekiz 

farklı profil elde ettiklerini ve predominant profilin izolatların % 55’ini temsil 

ettiğini bildirmişlerdir (181). Bu tez çalışmasında, koyunlardan elde edilen en 

yaygın profiller; C. jejuni izolatlarının % 63’ü ile rektal svap örneklerinde ve C. 

coli izolatlarının % 48’i ile safra örneklerinde gözlendi. 

Koyunlardan elde edilen C. coli izolatlarında saptanan RAPD profillerinin 

sayısı, sığır orijinli C. coli izolatları ile koyun orijinli C. jejuni izolatlarından elde 

edilen RAPD profillerinden daha fazla bulundu. Ayrıca koyun orijinli C. jejuni 

izolatları arasındaki genetik heterojenitenin sığır orijinli C. jejuni izolatlarına göre 

daha düşük olduğu gözlendi. Sığırlarda C. jejuni izolatlarından 37 farklı profil 

elde edilirken, koyunlarda 24 farklı profil saptandı. RAPD sonuçları; sığırlarda C. 

jejuni izolatları ve koyunlarda ise C. coli izolatları arasındaki genetik 

heterojenitenin daha yüksek olduğunu ortaya koymaktadır. 

RAPD yönteminin ayrım gücünün RFLP tekniğine göre daha yüksek 

olduğu konusunda araştırıcılar arasında yaygın bir fikir mevcuttur. Çünkü RFLP 

ile belirli bir gen bölgesi hedef alınırken, RAPD yönteminde tüm genom hedef 

alınmakta ve tiplendirme yapılmaktadır. Sığır safra örneklerinden elde edilen C. 

jejuni izolatlarının RAPD ile tiplendirilmesinde saptanan profil sayısının flaA 

tiplendirme ile elde edilenden iki kat fazla olması bu görüşü desteklemektedir. 

Diğer yandan, RAPD yöntemi ile elde edilen bant profillerinin yorumlanması, 

küçük ve silik bant farklılıkları ile birlikte çok bant oluşmasından dolayı flaA 
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tiplendirmeye göre daha zordur (112, 145). Bu çalışmada, flaA tiplendirme ile 

elde edilen profillerin RAPD ile elde edilenlerle karşılaştırıldığında, ayrım ve 

yorumlanmasının daha kolay olduğu gözlendi. Buna karşılık yukarıda sözü 

edilenin aksine, koyunlarda flaA tiplendirme ile elde edilen profillerin RAPD ile 

elde edilen profillerden daha fazla olduğu saptandı. Bu bulgular, sığırlardan elde 

edilen ve önceki çalışmalarda rapor edilen RAPD yönteminin ayrım gücünün daha 

yüksek olduğu sonucu ile tezat oluşturmaktadır. Ancak, benzer sonuçlara aynı 

bölgede Ertaş ve ark.’nın (2004) kanatlı hayvanlarda yaptıkları bir çalışmada da 

rastlanmıştır (57). RAPD analizlerinde; bant profillerinin bilgisayar ortamında 

değerlendirilerek sonuçların yorumlanması, bu teknikte yukarıda belirtilen 

nedenlerle karşımıza çıkan yorum farklılıklarının minimize edilmesinde ve 

dolayısıyla verilerin daha sağlıklı yorumlanmasında faydalı olmaktadır. Bu tez 

çalışmasında, gerekli alt yapı mevcut olmadığından izolatların RFLP ve RAPD 

yöntemi ile tiplendirilmesi neticesinde elde edilen profiller gözle değerlendirildi. 

Ayrıca çalışmada RAPD analizi için sadece bir primerin kullanılmasının, RFLP 

analizine göre daha düşük oranda bant profili elde edilmesinde rolü olabileceği 

düşünülmektedir. 

Sonuç olarak, sığır ve koyun orijinli C. jejuni ve C. coli suşları arasındaki 

genetik heterojeniteyi tespit etmeye yönelik olarak flaA tiplendirme ve RAPD 

yönteminin, bazı önemli noktalar dikkate alınmak sureti ile güvenilir bir şekilde 

kullanılabileceği saptandı. Bununla birlikte metotların aynı anda kullanılmasının 

aralarındaki düşük korrelasyon dolayısıyla tercih edilmemesi ya da farklı 

moleküler tiplendirme metotları ile desteklenmesi gerektiği düşünülmektedir. Bu 

çalışmanın sonuçları, saf izolasyonun zor olduğu rektal svap ve bağırsak içeriği 
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gibi örneklerden elde edilen izolatların tiplendirilmesinde flaA tiplendirmenin 

RAPD yöntemine göre daha avantajlı olabileceğini ileri sürmektedir. Buna 

karşılık RAPD tekniğinin saf izolasyonun kolay olduğu örneklerden elde edilen 

izolatların incelenmesinde tercih edilmesinin uygun olabileceği düşünülmektedir.  

Bu tez çalışması sonucunda elde edilen veriler, C. jejuni ve C. coli’nin 

çevreyi ve gıda zincirini kontamine etmesinde sığır ve koyunların önemli role 

sahip olduklarını ve bu hayvanların Campylobacter epidemiyolojisinin 

incelenmesinde mutlaka göz önünde bulundurulması gerektiğini ortaya 

çıkarmıştır. Campylobacter jejuni’nin kaynağı olarak sığır ve koyunların her ikisi 

de önemli role sahip iken, C. coli’nin çevreye yayılmasında özellikle koyunların 

önemli rol oynadığı saptandı. Ayrıca yapılan tiplendirme neticesinde, koyun ve 

sığır orijinli izolatlar arasında yüksek bir genetik heterojenitenin mevcut olduğu 

ve bazı bant profillerinin diğer profillere göre daha dominant olduğu gözlendi. 

Sığır ve koyunların, insanlarda Campylobacter infeksiyonlarındaki rolünü ortaya 

koymak ve bu infeksiyonun epidemiyolojisini daha iyi anlayabilmek için, bu 

hayvanların yanı sıra insan ve çevresel kaynaklardan alınacak örneklerin PFGE 

gibi ayrım gücü ve standardizasyonu daha yüksek olan moleküler tiplendirme 

yöntemleri ile incelenmesini hedefleyen geniş ölçekli araştırmalara gereksinim 

duyulmaktadır.   
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