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CAMPYLOBACTER JEJUNI SUSLARININ DNA HIDROL1Z VE ALKALIN FOSFA-
TAZ AKTIVITELERI

Serdar Diker* ’ Ersin Istanbulluoglu**

DNA hydrolysis and alkaline phosphatase activities of Campylobacter jejuni
’ strains

Summary: In this study, two different methods were used for both
DNA hydrolysis and alkaline phosphatase activities of Campylobacter jejuni
strains isolated from gallbladder of sheep and caitle. Two tests used for DNA
hydrolysis and alkaline phosphatase activities were described by Hebert
et al.Other two methods for detecting DNA hydrolysis and alkaline phosphatase
activtiies developed by Pham and by Holmberg, respectively, were applied to
C. jejuni in our laboratory. Several biochemical tests like H,S production, hip-
purat hydrolysis and growth on charcoal yeast extract (CYE) agar were also
studied for their usefulness for the examination of C. jejuni strains.

Of the 63 strains tested, 53 from sheep and 10 from cattle, 22 (34.9 %)
hydrolyzed DNA. Alkaline phosphatase activity was detected in 25 (39.6 %)
of the strains . In the other biochemical tests, most of the isolates (80.9 %) hyd-
rolyzed sodium hippurate and (84.1 %) grew on charcoal yeast extract agar.
Of the 63 C. jejuni strains studied, 49 (77.7 %,) produced HS in an ordinary
media. .

DNA hydrolysis and alkaline phosphatase activity tests applied to. C. je-
Juni strains were found to be much suitable than the original ones. The results
also showed that these tests with a few additional ones could be used for biotyping
of C. jejuni.

Ozet: Bu arastirmada, Campylobacter jejuni suslariun DNA hidroliz ve
alkaline fosfataz aktivitelerini belirlemek igin tki farkly yontem kullamlds. Ayri-
ca bu tirin identifikasyonundaki kullamlabilirliklerini saptamak igin cegitli
biyokimyasal testler yapildr. Koyunlardan izole edilen 53 ve sigirlardan izole
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cdilen 10 adet olmak iizere toplam 63 sugun 22 s1 (%, 34.9) DNA y hidrolize
etti ve 25 1 (% 39.6) alkalin fosfataz aktivitest gosterdi. Laboratuvarimizda
C. jejuni 1z0latlarina upgulanan iki yontem digerlerinden daha kullanisly bulundu.
Diger biyokimyasal testlerde, C. jejuni suglavimn %, 80.9 u hippuraty hidrolize
ettt, % 77.7 si HyS olugturdu ve %, 84.1 1 CYT agarda iired:.

Girig

Campylobacter jejuni, son yillarda gerek veteriner hekimlikte gerek-
se insan hekimliginde 6nemi gitikce artan patojenik bir mikroorganiz-
madir. Yeni izolasyon yontemlerinin geligtirilmesi ile ortaya ¢tkan bu
patojen, ozellikle insanlardaki gastroenterit olgularimin biiyiik kisminin
sorumlusu olarak kabul edilmektedir (3, 12, 15, 17, 20). Bunun yani-
sira, enteritll hayvanlardan da izole edildigi gesitli aragtirmacilar ta-
rafindan bildirilmigtir. C. jejuni sigir, koyun, kopek, kedi, at ve ke-
miricilerde infcksiyonlara neden olabilmektedir (1,2, 8, 13, 17, 23).
Saghkli hayvanlarin da barsaklarinda ve safra keselerinde bulunan
bu mikroorganizmamn, gerek hayvansal gida maddeleri ile ve gerckse
direk olarak insanlara bulagug: ve C. jejuni nedenli insan infeksiyon-
larinin bu kaynaklardan koken aldigy gosterilmigtir (4, 5, 7, 18, 24).
Bu mikroorganizmamn Tirkiye’deki saghkl ve siirgiinlii hayvan po-
pulasyonlarinda varligi saptanmigtir (6). )

Yukarida agiklanan nedenler ile tzerindeki ilgi gittikge artan
C. jejuni’nin gesitli kaynaklardan izole cdilen suglarinin biyotiplendiril-
mesi geregi ortaya gikmigtir. Biyotiplendirme igin gesitli yéntemler
éneren aragtirmacilardan Skirrow ve Benjamin (21) C. jeguni’yi H,S
olugturma é6zclliklerine gore iki biyotipe ayirmiglardir. Hebert ve ark.
(10) ise, C. jgumi’yi hippurat hidrolizi, DNA hidrolizi ve CYE
(Charcoal Ycast Extract) agarda iireme testlerinden olugsan bir tab-
loda biyotiplendirmeye g¢ahsmiglar ve mikroorganizmanin 8 biyoti-
pini ayirmuglardir. Bu kaynaklar, ayrica diger bazi biyokimyasal test-
lerin C. jejuni’nin biyotiplendirilmesinde kullanilabilecegini bildirmig-
lerdir.

Bu aragtirmada, DNA hidroliz ve alkalin fosfataz testlerinin C.
jejuni biyotiplendirilmesinde kullanilma olanaklan incelenmigtir. Ay-
rica, C. jejuni’nin DNA hidroliz ve alkalin fosfataz aktivitclerinin sap-
tanmasi amaciyla Hebert ve ark. (10) tarafindan kullanilandan farkh
iki yontem C. jejuni suglarina uygulanarak bunlarin pratiklik agi-
sindan kargilagtinimalar: yapilmigtir. »
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Materyal ve Metot

Kampilobakter suglar: : Bu arastirmada, 100 adet sifir safra kesesin-
den izole edilen 10, ve 100 adet koyun safra kesesinden izole edilen
53 olmak tizere toplam 63 Campylobacter jejuni sugu kullamidu.

Izolasyon : Safra keselerinin i¢ cidarindan steril ekiivyonlar ile
toplanan érnekler, 10 mg /1 vancomycin, 5 mg/ I trimethoprim lacta-
te, 2500 TU;] polymyxin B ve ¢, 7 defibrine koyun kam iceren Blood
Agar Base No.2 (Oxoid) besiyerine ckildi (19). Ekim yapilan besi-
yerleri, Gas-Pak (Oxoid) ile birlikte katalizérsiiz anacrobik jara konu-
larak 37 °C dec 3 giin hekletildi. Jarlar bu siirenin sonunda incelenmek
uzerc agildi.

Identifikasyon : Besiyeri tizerinde yaygin sckilde ireyen tipik kolo-
niler Gram yontemi ilc boyandilar ve karanhk saha mikroskopu ile
harcket muaycneleri yapildi. €. jejuni suslarimn identifikasyonu igin
oksidaz, katalaz, hidrojen siilfar, nitrat ve sodvum selenit gibi biyo-
kimyasal testler ile ayrica, 25°C, 42°C de iireme, 9%, 1 glisin, %, 3.5
sodyum kloriir ,30 mcg/ ml nalidiksik asit ve 400 mcg/ ml TTC (trip-
henyl tetrazolium chlorid) e tolerans testleri kullanildi. Ayrica bu sus-
larin hippurati hidrolize etme ve CYE agarda iireme yetenckleri in-
celendi.

DNA hidroliz testi: C. jejuni suglarimn DNA’y1 hidrolize etme 6-
zelliklerini belirlemck icin iki farkl yontem kullanilch.

I. Yéntem: Hebert ve arkadaglar (10) tarafindan geligtirilen metot
kullanildi. Metil vesilinin (Merck) © 0.3'lik solusvonu hazirlanarak,
critilmig DNA ase Test Agar (Oxoid) i¢ine % 0.005 oraninda katild1.
Kanl agarda iirctilmig 24 saatlik C. jejuni kiltiiriinden bir 6zde dolusu
alinarak, bu besiyeri tzcrinde 1 ¢m capinda bir alana ckildi. Her
bir petri kutusuna alt sustan ckim yapildi. Kultiirler mikroacrofilik
kosullarda 35°C de 3 giin beklctildi. Bu siircnin sonunda, mavi - yesil
besiyerinin renginin ekim vapilan suglarin ¢evresinde renksizlesmesi,
pozitif sonug, renk degisikliginin olmamasi negatif sonug olarak deger-
lendirildi. Her testte bir Staph. aurens susu pozitif kontrol olarak kul-
lanild.

II. ¥intem: Bu test igin Pham ve arkadaglar (16) tarafindan gelig-
tirilen yontem laboratuvarimizda C. jejuni sugiarina uygulandi. Taze
C. jejuni kiilturinden bir 6ze dolusu alinarak DNA asc Test Agar lize-
rinde bir cm c¢aph bir alana ckildi. Besiyerleri mikroacrofilik kogul-
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larda 3 giin inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda besiyeri dzerine 1 N
HCI asit dokialerek bir dakika bekletildi. Bulanik bir renk alan be-
siyerinde, suglarin ¢evresinde renksiz bir alanin olugmas: pozitif, bu-
lamk rengin degismemesi negatif sonuclar olarak degerlendirildi. Her
testte bir Staph. aureus susu pozitif kontrol olarak kullamldi.

Alkalin fosfataz aktivitesi: C. jejuni suslarimin alkalin fosfataz akti-
vitelerini belirlemek icin iki farklt yontem kullamldi,

I Yintem: Hebert ve ark. (10) tarafindan geligtirilen metot
kullanildi. Fosfataz substratim hazirlamak igin 100 mg p-nitrophenyl
phosphate disodium tetrahydrate (Sigma) 25 ml distile suda eritildi ve
dzerine 0.001 M MgCl, de 0.1 M glisin iceren kangimdan 25 ml.
eklendi. Kariggm 0.3 ml miktarinda kiigiik siselere konularak ~20°C
de saklandi. C. jejuni’nin 24 saatlik kiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak,
icinde 0.3 ml fizyolojik tuzlu su bulunan vidah kii¢tik bir tiipte yogun
sekilde siispansc edildi. Bu siispansiyonun iizerine daha énce hazirlan-
mug olan fosfataz substrati eklenerek 35°C de 6 saat bekletildi. Bu si-
renin sonunda tiiptcki kangimn renginin sari olmasi pozitif ,renksiz
reaksiyon ise negatif sonug olarak degerlendirildi.

I1. Yontem: Bu test igin, Holmberg (11) tarafindan kullamlan me-
tot laboratuvarimizda C. jejuni suslarina uygulandi. Zenginlestirilmis
agara filtrasyon ile sterilize edilmig 94 1 lik phenolphthalein (Oxoid).
% 1 oraminda katildi. C. jejuni’nin kanh agardaki 24 saatlik kiltiriin-
den bu hesiyerine ckim yapilarak 35°C de 3 giin bekletldi. Bu stirenin
sonunda besiverleri amonyak buharina tutuldu. Kolonilerin pembe
renk almas1 pozitif, renksiz kalmas: ise negatif sonug olarak degerlen-
dirildi. Her testtc bir Staph. aureus susu pozitif kontrol olarak kullanil-
d1.

Bulgular

Identifikasvon amaci ile yapilan tolerans testleri ve biyokimyasal
testlerin tiimiindc incelenen 63 sus C. jejunt igin tipik olan 6zellikleri gos-
gosterdiler. 63 susun %, 100’d oksidaz, katalaz, nitrat ve sodyum sclenit
testlerinde ve TTC tolerans testlerinde pozitif bulundu. Bu suglarin
tamam (9, 100) 42°C’de tiredi, hi¢ biri 25°C de ve nalidiksik asit
varh@inda tiremedi. C. jejuni olarak aynlan 63 susun 51 i (9, 80.9)
hippurat1 hidrolize etme, 49’u (%, 77.7) H,S olugturma, 33’ii (%, 84.1)
CYE agarda iircme yeteneginde bulundular.
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incelenen 63 C. jejuni sugunun 22si (%, 34.9) DNA hidrolizine
nedcn oldu. DNA hidrolizinin belirlenmesi igin kullanilan her iki
yontemde de sonuglar paralellik gosterdi: Fakat, laboratuvarimizda
C. jejuni suglarina uygulanan I1. yéntemde sonuglarin digerine gére da-
ha kesin okundugu belirlendi.

Laboratuvarda C. jejuni suglarina adapte edilen I1. yontem ile
caligllan 63 sugun 251 (% 39.6) alkalin fosfataz aktivitesi gosterdi.
1. yontem ilc incelenen susglarin 20 si (% 31.7) pozitif, 12si (% 19.0)
stipheli bulundu. ‘

Tartisma ve Sonug

Kampilobakter tiirlerinin identifikasyonu ve bu tiirlerin igindeki
alt tiirlerin veya suglarin belirlenmesi igin gesitli biyokimyasal test-
lerden yararlamlmaktadir. C. jejuni suslar gesitli biyokimyasal test
sonuglarina gére heterojen gruplar olugturma 6zclligine sahip mikro-
organizmalardir. Suglar arasindaki bu heterojenitenin, bunlarin izole
edildigi kaynakla ve kiiltiiriin yag ile iligkisi oldugunu gésteren belirli
kanitlar yoktur. Buna kargin C. jejuni diginda kalan diger kampilobak-
ter tiirleri, tiir i¢inde, cesitli biyokimyasal sistemlerde homojen’sonug-
lar vermektedirler.

Hebert ve arkadaglar1 (10) tarafindan kullamilan DNA hidroliz
testinin esasi, mikroorganizmamn salgiladigit DNA az enziminin be-
siyerindeki DNA’y1 pargalamasi sonucu, metil yesilinin DNA komp-
leksinden ayrilarak besiyerini renksizlegtirmesine dayanir. Labora-

tuvanimizda C. jejuni suslarina adaptc cdilen yéntemde ise, mikroor-'

ganizmanin pargaladigt DNA, besiyeri iizerine dokilen HCI1 “asit ile
birlegmemckte ve reaksiyon alani renksiz kalmaktadir. Her 1ki yontem
ile incclenen C. jejuni suglarinin %, 34.9 unun DNA hidrolizine neden
oldugunu belirledik. Hebert ve arkadaglari (10) aragirmamizdan elde
ettigimiz sonuglara yakin olarak, C. jejuni suglarinin DNA’y1 hidrolize
ctme oranlarini %, 46 olarak belirlemigtir. Smibert (22) ise, degisik bir
besiyeri kullanarak bu oram %, 60 olarak saptamigtir Bu sonuglar C.
jejuni suglarinin hceterojenik 6zclligini yansitmaktadirlar.: Hebert ve
ark. (10) tarafindan kullanilan yéntem ile bizim kullandigimiz yontem
kargilastirildiginda C. jejuni’ye uyguladigimiz yontemin, sonuglarin
daha kesin okunmasi ve besiyerinin daha kolay hazirlanmas: gibi is-
tiinliikleri oldugu kanisina varilmistir. Ayrica, Hebert ve ark. (10) da
kendi yontemlerinde * % 4.4 oraninda giipheli reaksiyonla kargilasti-
gim bildirmiglerdir.
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Adaptc cdilen yéntem ile incelenen C. jejuni suglarinin 95 39.6°s1
alkalin fosfataz aktivitesi gostermigtir. Hebert’in yontemi ile incelenen
suglarda isc %, 31.7 oraninda pozitif reaksiyonun yani sira %, 19 ora-
ninda siipheli reaksiyon saptannugtir. Smibert (22), iizerinde galigtiga
C. jejuni suglarinin % 67’sinin alkalin fosfataz aktivitesi gosterdigini
bildirmistir. Hebert ve ark. (10) ise, suslarin % 38 ’nin pozitif, %
34.6’nin siipheli sonuglar verdigini belirlemiglerdir. Aragtirmacilar,
onceden biyotiplendirme amaciyla kullanmayi planladiklari bu testin
cok sayida siipheli sonu¢ vermesi iizerine, testi biyotiplendirme sema-
sindan ¢ikardiklarini agiklamiglardir. Laboratuvarimizda kullamlan
yontem ise oldukga kesin sonuglar verdigi i¢in, alkalin fosfataz testinin
tekrar biyotiplendirme gemasina alinmasim saglayacak niteliktedir.

Skirrow ve Benjamin (21) tarafindan C. jejun: suslarinin biyotip-
lendirilmesinde kullamlan H,S testi ile aragnrmamizda kullamlan H,S
testlerinin yontemleri farkh oldugundan, bu biyotiplendirme gekli ile
bir kargilagirma yapmak miimkiin olmamgtir. Giinki aym C. jejun:
susundan bu iki yéntem ile farkl sonuglar alinabilmektedir.

Bircok aragtirici tarafindan C jejuni’nin ayina karakteri olarak ka-
bul edilen hippurat hidrolizi yéniinden incelenen suglarin % 80.9 u
bu testte pozitif bulundular (9, 14). Hebert ve ark. (10), insan-
lardan izole edilen C. jejuni suglarimin %, 90, hayvanlardan izole
cdilen suglarin ise %, 30 oraninda hippurati hidrolize ettigini bildir-
mistir. Bu sonugclar, testin insan ve hayvan suglar arasinda kargilagtir-
ma yapmak amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir.

Biyokimyasal testlerde oldukga farkli sonuglar veren C. jejuni sug-
larinin, belirli biyotip sinirlan icine sokulmasi, mikroorganizmamn
olugturdugu infeksiyonlarin cpidemiyolojik yonlcrinin daha iyi anla-
stlmasini ve infeksiyon ile daha iyi savagilmasini saglayacakor. Yur-
dumuzda, C. jejuni ile ilgili sadece bir aragtirma yapilmig oldugundan,
aragtirmanuzin stnirh sayidaki materyali ile elde edilen sonuglarn,
Tiirkiye geneline getirilmesi ve diger iilkelerdeki galismalarin sonuglary
ilc kargilagtintmas: giigtiir. Fakat, en azindan, 6zellikle Kanada, In-
giltere ve Amerika Birlesik Devletleri gibi degisik cografi konuma sahip
iilkclerde izole edilen C. jejuni suslart ile yurdumuzda izole edilen sug-
lar arasinda baz farklarin bulundugu anlagilmaktadir.

Daha fazla sayida materyal ile ve Tiirkiye'nin degisik yorelerin-
den alinan érncklerle izolasyon galiymalarimn yapilmasinmin ve izole
edilen suglarin gesitli biyotiplerinin saptanmasi igin halen var olan
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sistemlerin yanisira yeni testlerin arastinlmasinmin bu infeksiyon soru-
nun ¢Ozimi ic¢in gerekli oldugu kanmsindayiz.
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