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OZET

Amag: Campylobacter jejuni, akut bakteriyel gastroente-
ritlerin en onemli etkenlerinden biridir. Bu c¢alismada
campylobacter enfeksiyonlarimin patogenezinde onemli
role sahip olan viriilans ve toksin genlerinin prevalansinin
aragstirtlmast amaglandi.

Gereg ve Yontem: Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, Mart 2010-Mart
2011 tarihleri arasinda akut gastroenteritli hastalardan
izole edilen ve molekiiler yontemle tamimlanan 126 C. jejuni
izolati kullamildi. Izolatlardaki flaA, flaB, cdtABC, cdtA,
cdtB, cdtC, virBl1, cjO588, cadFRIB, ciaB, pldA ve dnaJ
genlerinin prevalansi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemiyle analiz edildi.

Bulgular: Test edilen 126 C. jejuni izolatuun; 122’si
(%96.8) flaB, 120’si (%95.2) cadFRIB, 116’st (%92.1)
dnaJ, 111I'i (%88.1) flaA, 110’u (%87.3) cdtA, 103’ii
(%81.7) cdtC, 87’si (%69.0) pIdA, 72’si (%57.1) cdtABC,
72’si (%57.1) ciaB, 65°i (%51.6) cjO588, 56’st (%44 .4)
cdtB ve 23’ii de (%18.2) virBll genleri yoniinden pozitif
bulundu. Izolatlardan yalmizca birinin, arastirilan 12 virii-
lans genine de sahip oldugu saptandi.

Sonuc: Calismamizda analiz edilen toksin ve viriilans gen-
lerinin prevalans oranlari literatiirde bildirilen sonuglar
ile genel olarak uyumlu olmasina ragmen, cdtB gen preva-
lansimin diisiik oldugu gozlendi. Yurdumuzda konuyla ilgili
tek bir arastirma yiiriitiilmiis olup, bu ¢alismada elde edi-
len sonuglarin, campylobacter enfeksiyonlarimin epidemi-
yolojisi ve patogenezine yonelik ¢calismalara katkida bulu-
nacag diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Campylobacter jejuni, viriilans geni,
toksin geni

SUMMARY

Investigation of the 12 Virulence Genes in Campylobacter
Jejuni Isolates Recovered from Gastroenteritis Cases

Objective: Campylobacter jejuni is one of the most impor-
tant agents of acute bacterial gastroenteritis. In this study,
the prevalence of virulence and toxin genes that played an
important role in the pathogenesis of campylobacter infec-
tions were investigated.

Materials and Methods: For this purpose, the prevalance
of flaA, flaB, cdtABC, cdtA, cdtB, cdtC, virBll, cj0588,
cadFRIB, ciaB, pldA and dnaJ genes of 126 C. jejuni stra-
ins isolated from acute gastroenteritis cases, and analyzed
using a molecular method in Kayseri Training and Research
Hospital, Kayseri, Turkey, between March 2010 - March
2011, were analyzed in the study. The related genes were
identified by polymerase chain reaction (PCR).

Results: Among 126 C. jejuni isolates tested were positive
for flaB (n=122; 96.8%), cadFRIB (n=120; 95.2%), dnaJ
(n=116; 92.1%), flaA (n=111; 88.1%), cdtA (n=110,
87.3%), cdtC (n=103 81.7%), pldA (n=87;69.0%), ciaB
(n=72; 57.1%), cdtABC (n=72; 57.1%), cj0588 (n=65;
51.6%), cdtB 56 (44.4%), virB11 (n=123; 18.2%) genes. It
was also found that only one isolate had all of the investi-
gated 12 virulence genes.

Conclusion: Although, the prevalence rates of toxin and
virulence genes analyzed in C. jejuni in this study are gene-
rally compatible with the results previously reported in the
literature, it was seen that identification rate of the cdtB gene
was low. In our country only one relevant study has been
conducted so far, we think that the results obtained from this
study will contribute to the studies related to the epidemio-
logy, and pathogenedis of campylobacter infections.

Key words: Campylobacter jejuni, virulence gene, toxin
gene

Alindig tarih: 09.04.2013
Kabul tarihi: 09.12.2013

Yazisma adresi: Tuba Kayman, Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Klinigi, Kayseri

e-posta: tubakayman@hotmail.com

$Bu calisma “XXXV. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi’nde bildiri olarak sunulmustur. (3-7 Kasim 2012 Kusadasi, Aydin)

45



GIRIS

Campylobacter jejuni, Campylobacter cinsinde
yer alan en 6nemli tiir olup, basta endiistriles-
mis iilkeler olmak iizere tiim diinyada gastroen-
teritlerin bagsta gelen etkenleri arasinda yer
almaktadir"®. Hastaliklar1 gida orijinli bir
enfeksiyon olup, ozellikle kesim asamasinda
kontamine olan tavuk etleri, etkenin insanlara
bulagsmasinda olduk¢ca Onemli bir role
sahiptir®>9, HastaliZin patogenezi ile ilgili
yapilan calismalarda hareket, bagirsak epitel
hiicrelerine yapisma, konak hiicrelerine invaz-
yon ve sitotoksin iiretiminin onemli viriilans
faktorleri oldugu ortaya konmustur. Bununla
ilgili olarak da cesitli genler tanimlanmigtir®’®.
flaA, cadF, dnal, racR, cj0588 genlerinin ade-
rens ve kolonizasyon, virB11, ciaB, pldA gen-
lerinin invazyon ve cdtA, cdtB, cdtC genlerinin
ise sitotoksin {iiretiminden sorumlu oldugu
rapor edilmistir. Ayrica C. jejuni’de bulunan
wlaN geni de Guillain-Barre sendromu ile
iliskilendirilmektedir®.

Bu calismada, gastroenterit orijinli C. jejuni izo-
latlarinda flaA, flaB, cdtABC, cdtA, cdiB, cdtC,
virB11, ¢j0588, cadFR1B, ciaB, pldA ve dnal
virtilans genlerinin prevalansiin polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) ile saptanmasi amaclan-
mustir.
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GEREC ve YONTEM

Campylobacter jejuni izolatlari: Bu calismada,
daha Once akut gastroenterit olgularindan izole
ettigimiz ve fenotipik ve molekiiler testlerle
tanimladigimiz 126 adet C. jejuni izolati
kullanildi®!'?. Bu izolatlar, Mart 2010-Mart 2011
tarihleri arasinda, “Kayseri Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari”na gon-
derilen, akut gastroenterit 6n tanisi konulmusg
hastalara ait digki Orneklerinden izole
edilmigti®.

Viriilans genleri ve primerler: Calismada flaA,
flaB, cdtABC, cdtA, cdiB, cdtC, virB11, ¢jO588,
cadFR1B, ciaB, pldA ve dnal genlerine ait pri-
merler kullanildi (Invitrogen, Germany). Bu
primerler Tablo 1°de gosterilmistir.

Hedef DNA’nin hazirlanmasi: PCR’da kulla-
nilacak hedef DNA kaynatma metodu ile elde
edildi'”. Bu amagla; her bir C. jejuni izolat1 500
L deiyonize/distile su igerisinde siispanse edil-
dive 100°C’da 10 dakika kaynatild1. Siispansiyon
10000g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatant alinarak kullanilincaya dek -20°C’da
saklandi.

PCR kosullari: flaA, flaB, cdtA, cdiB, cdtC,
cdtABC, virB11 ve ¢j0588 genleri i¢in, 95°C’da 2
dakika On denatiirasyondan sonra 35 siklus,
95°C’da 30 sn., 50°C’da 30 sn., 72°C’de 2 dakika,

Tablo 1. Calismada kullanilan viriilans ve toksin genlerinin primerleri.

Gen Sekans (5°—3") bp Kaynak
SflaA ATG GGA TTT CGT ATT AAC AC CTG TAG TAA ATC TTAAAACAT TTT G 1700 6
flaB ATA AAC ACC AAC ATC GGT GCA GTT ACG TTG ACT CAT AGC ATA 1670 11
cdtA GGAAATTGGATTTGGGGCTATACT ATCACAAGGATAATGGACAAT 165 12
cdB GTTAAAATCCCTGCTATCAACCA; GTTGGCACTTGGAATTTGCAAGGC 495 12
cdiC TGGATGATAGCAGGGGATTTTAAC; TTGCACATAACCAAAAGGAAG 555 12
cdtABC GGAAATTGGATTTGGGGCTATACT TTGCACATAACCAAAAGGAAG 1460 12
virB11 TCTTGTGAGTTGCCTTACCCCTTTT CCTGCGTGTCCTGTGTTATTTACCC 494 8
cj0588 ATG AGATTT GAT TTTTTT GTT TCA ATT TTT GAT ATA GTA GTA AA 770 6
cadFR1B TTGAAGGTAATTTAGATATG CTAATACCTAAAGTTGAAAC 400 7
ciaB TGCGAGATTTTTCGAGAATG TGCCCGCCTTAGAACTTACA 527 7
pldA AAGAGTGAGGCGAAATTCCA GCAAGATGGCAGGATTATCA 385 7
dnal ATTGATTTTGCTGCGGGTAG ATCCGCAAAAGCTTCAAAAA 177 7
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Tablo 2. Calismada arastirilan virulans genleri tasiyan izolat
sayisl.

Virulans geni Pozitif izolat sayisi Negatif izolat sayisi

(%) (%)
flaB 122 (%96.8) 4(%3.2)
cadFR1B 120 (%95.2) 6 (%4.8)
dnal 116 (%92.1) 10 (%7.9)
flaA 111 (%88.1) 15 (%11.9)
cdtA 110 (%87.3) 16 (%12.7)
cdiC 103 (%81.7) 23 (%18.3)
pldA 87 (%69) 39 (%31.0)
cdtABC 72 (%57.1) 54 (%42.9)
ciaB 72 (%57.1) 54 (%42.9)
¢j0588 65 (%51.6) 61 (%48.4)
cdiB 56 (%44 4) 70 (%55.6)
virB11 23 (%18.2) 103 (%81.8)

olacak sekilde ayarlanmugtir™'¥. cadF, ciaB,
pldA ve dnal genleri icin ise, 94°C’da 1 dakika,
annealing asamasinda 45 sn. (annealing 1silart
cadF ve dnal igin 42°C, ciaB ve pldA icin 58°C)
ve 72°C’da 45 sn. olmak {iizere toplam 30 siklus-
tan olusturulmustur”. Amplifiye edilen iiriinler
%?2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve etidium bro-
mid ile boyandiktan sonra jel dokiimentasyon
sisteminde (Vilber Lourmat, France) goriintiilen-
migtir.

BULGULAR

Aragstirilan genlere sahip izolatlarin sayisi ve
oranlart Tablo 2 ve Grafik 1’de goriilmektedir.

Test edilen izolatlardan yalnizca birinin, aragtiri-
lan 12 viriilans genine de sahip oldugu saptan-
mugtir.

TARTISMA

Bu calismada, gastroenterit orijinli 126 izolatin-
daflaA, flaB, cdtABC, cdtA, cdiB, cdtC, virB11,
cj0588, cadFRI1B, ciaB, pldA ve dnal viriilans
ve toksin genlerinin varlig1 molekiiler yontemle
aragtirllmistir. Campylobacter tiirlerinde toksin
genlerine ait yapilan cesitli ¢aligmalar mevcut-
tur. Datta ve ark.® klinik orijinli toplam 56
C. jejuni izolatinda 11 patojenik geni arastirmis
ve bunlarin oranini %25-%100 arasinda bulmusg-
tur. Talukder ve ark.!¥ gastroenterit orijinli 40
C. jejuni izolatinda; flaA, cadFR1B, racR, dnal,
pldA, ciaB, virB11, ceuE, cdtA, cdiB, cdtC ve
wlaN olmak iizere toplam 11 viriilans geninin
prevalansini sirastyla, %100, %100, %100,
%100, %100, %95, %0, %82,5, %97.5, %97.5,
%97.5 ve %7.5 olarak belirlemistir. Martinez ve
ark.! 76 C. jejuni izolatinin, cdtA, cdiB ve
cdtC toksin genlerinin prevalansini multipleks
PCR yontemiyle %98 olarak saptamiglardir.
Yine Quetz ve ark.!® gastroenterit orijinli 60
C. jejuni izolatinda viriilans genlerinin preva-
lans oranlarinin sirasiyla, ciaB %95, dnal %86.7,
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Grafik 1. Campylobacter jejuni izolatlarinda arastirilan viriilans genleri.
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racR %98.3, flaA %80, pldA %45, cdtABC %95
ve pVir %0 oldugunu bildirmistir. Hamidian
ve ark.(” [ran’da yiiriittiikleri ¢aligmada, 28
C. jejuni izolatinda cdtA’yr %85.7, cdiB’yi
%714, cdtC’yi %67.9, cadF’yi %89.3, racR’yi
%53.6, dnal’yi %60.7 ve pldA’y1 %64.3 oranin-
da pozitif bulmuglar ve elde ettikleri oranlarin
diger ¢alismalara gore daha diisiik olmasini, izo-
latlarmin farkli bir genomik havuza ait olabile-
cegi seklinde aciklamiglardir. Krutkiewicz ve
ark.® Polonya’da yaptiklari ¢alismada 12
C. jejuni izoltinin tiimiinde flaA, flaB, cdtA,
cdtB, cdtC, cdtABC, virB11 ve ¢j0588 gen var-
ligin1 %100 olarak belirlemigtir. Biswas ve ark.
(% Klinik orijinli 50 C. jejuni izolatinda flaC,
cadF, docC, racR, jlpA, pebl, dnal, ciaB,
pldA’y1iceren 14 genin prevalansint %67 olarak
belirlemistir. Fearnley ve ark.""” test ettikleri 24
C. jejuni izolatinin tiimiinii cadF geni yoniinden
pozitif bulmustur. Nielsen ve ark.®” kan ve digki
kokenli C. jejuni izolatlarinda capA, iam, cdtB
ve virB viriilans faktorlerini arastirmig ve her iki
koken agisindan viriilans faktorlerinde bir farkli-
lig1in olmadigint rapor etmistir.

Konu ile ilgili olarak, bilgilerimize gore yurdu-
muzda Findik ve ark.®? tarafindan yiiriitilmiis,
yalnizca bir ¢calisma mevcuttur. Aragtiricilar,
degisik orijinli C. jejuni izolatlarinda cdtA,
cdtB ve cdtC toksin genlerini multipleks PCR
yontemiyle aragtirmis, insan orijinli 30 C. jejuni
izolatinin, cdtA, cdtB ve cdtC genlerinin varlhigi-
n1 sirasiyla, %86.6, %96 ve %90 olarak bildir-
mistir.

Bu calismada, C. jejuni izolatlarinda analiz edi-
len viriilans genlerinden en sik olarak flaB,
cadFR1B ve dnal, en az oranda ise virB11 pozi-
tif olarak bulunmustur. Calismamizda analiz
edilen toksin ve viriilans genlerinin prevalans
oranlar1 yukarida adi gecen caligmalarin sonug-
lar1 ile genel olarak uyumlu olmasma ragmen,
cdtB gen prevalansinin diisiik oldugu gozlen-
mektedir. Bu durum, kullanilan primerlerin/

48

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 43(2):45-49, 2013

yontemin farklili§ina ve analiz edilen C. jejuni
izolatlarinin farkli genetik profiline bagl olabi-
lir.

Elde ettigimiz sonuglarin, C. jejuni ile gelisen
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve patogene-
zine yonelik caligmalara katkida bulunacagi
diisiiniilmektedir.
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