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Tavuk Orijinli Campylobacter Suslarninin Hemolitik Aktivitelerinin Saptanmasi
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Hemolytic Activities of Campylobacter Strains Isolated from Poultry

Summary: A total of 20 Campylobacter jejuni and C.coli strains isolated from chickens were examined for hemolytic activity by blood
agar and microplate assay. Rabbit, sheep and chicken erythrocytes were used to determine hemolytic activity. Rabbit erythrocytes
were more susceptible to Campylobacter hemolysin than chicken and sheep erythrocytes on agar assay. The incubation conditions,
temperature and gaseous environment, appeared to be important for the detection of this activity. Incubation in aerobic atmosphere
and 42 °C were suitable for testing hemolysis. Distinct hemolysis was detected in 80% of C.jejuni strains and 60% of C.coli strains on

rabbit blood agar after incubation for 4 day aerobically at 42 °C.
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Ozet: Tavuklardan izole edilen toplam 20 adet Campylobacter jejuni ve C.coli sugunun hemolitik aktiviteleri agar ve mikropleyt yontemi
ile arastinldi. Hemolitik aktiviteyi belirlemek amaciyla tavsan, koyun ve tavuk eritrositleri kullanildi. Agar metodunda tavsan
eritrositlerinin tavuk ve koyun eritrositlerine gére hemolizine daha daha duyarl oldugu belirlendi. Hemolitik aktivite Gizerine inkubasyon
1sisinin - ve atmosfer kosullanmin onemli etkisi oldugu bulundu. Hemolizi belirlemek igin en uygun ortamin aerobik kosullarda ve 42

°C'de inkubasyon oldugu saptandi. C.jejuni suslarinin  %80'i

inkubasyon sonucunda lize etti.

ve C.coli suslaninin %60'1 tavsan eritrositlerini 42 ° C'de 4 giin

Anahtar kelimeler: Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, hemoliz, tavuk

Giris

Insanlarda ve hayvanlarda akut enteritise
neden olan Campylobacter jejuni ve C. coli ayni
zamanda hayvanlarin ve tim  kanatllarn
gastrointestinal kanalinda kommensal olarak bulunur
(2,3,4,11). Termofilik campylobacter olarak da
tanimlanan bu mikroorganizmalarin neden oldugu
infeksiyonlarin patogenezisi hen(iz tam olarak
anlasilmamigtir.

Campylobacter tarlerinin  patojenitesinde,
flagella, lipopolisakkarid ve dis membran proteinleri
(OMP) oldukga 6nemlidir (10,15). Flagella,
gastrointestinal sisteme kolonizasyonda, LPS ve
OMP hucrelere yapigsma, invazyon, serum direngliligi,
fagositoza direnclilik ve demir kazanmada etkindir
(8,15). Gastrointestinal sistem infeksiyonlarindan
izole edilen Campylobacter suslarinin, enterotoksin
(1stya duyarli sitotonik toksin) ve sitotoksin olmak
Uzere en az iki ekzotoksin sentezlendigi ve bu
toksinlerin susglarin patojenitesiinde 6nemli bir role
sahip oldudu bildirilmistir (6,7,13). Klasik kaynaklarda
Campylobacterlerin  hemolitik  aktiviteye sahip
olmadiklari belirtiimesine karsin, son yilarda yapilan
caligmalarda, Campylobacter tiirlerinin gesitli hayvan
eritrositlerini lize eden hemolizinlere sahip oldugu
gosterilmistir (1,5,10,12,14). Bu nedenle, hemolitik
aktivitenin  saptanmasinda, hemolizi etkileyen
faktorlerin - bulundugu  anlagiimaktadir.  C.jejuni
suslarinda  hemolizin  dretiminin @ pH, CO,
konsantrasyonu ve inkubasyon suresi ile ilgili
oldugunu saptanmistir (10). C.jejuni suslarinin

besiyerindeki olustuduklari hemoliz, Streptococcus
pyogenes (beta hemolitik) ve S.pneumoniae (alfa
hemolitik)’nin  hemolizleri ile kargilastirarak alfa-
benzeri ve  beta-benzeri  hemoliz  olarak
siniflandinimigtir (10). Ayrica tavuk orijinli suglarin

hemolitik aktiviteleri ile ilgili bir c¢alisma da
yaptimamigtir.
Bu calismada, tavuklardan izole edilen

C.jejuni ve C.coli suslarinin hemoliz &zelliklerinin,
agar ve mikropleyt yontemi ile belirlenmesi
amagclanmistir.

Materyal ve Metot

Mikroorganizmalar: Bu cgalismada, tavuk
digkilarindan Blood-Free Campylobacter Selective
agarda (Oxoid, sefoperazon 32 mg/L) izole edilen 10
adet C.jejuni ve 10 adet C.coli susu kullanildi.
Suglarin  pasajlarinin  yapilmasinda Muller-Hinton
agar (Oxoid) kullanildi. Izole edilen suslarin
identifikasyonlar,,  biyokimyasal ve  tolerans
ozelliklerine gére yapildi (9). Bakteri sispansiyonlar
fosfat buffer solusyonunda (PBS, pH 7.2) hazirlandi.

Eritrositler: Tavsan, koyun ve tavuklardan
steril sodyum sitrat (1:10) ile alinan kan, t¢ kez PBS
ile yikandi. Son yikama igleminde Ustte kalan sivi
kisim uzaklagtinlarak yikanmis eritrosit elde edildi.
Agar metodunda %2 mikropleyt metodunda ise
%1'lik eritrosit kullaniidi.

Agar Metodu: PBS icinde %1 oraninda agar
ve %2 eritrosit bulunan besiyeri kullanild. Besiyeri
otoklavda sterilize edildi ve 45 °C de %2 oraninda
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yikanmis eritrosit ilavesi yapilarak petri kutulanina
(10 cm g¢apinda) 15 ml miktarinda dékaldd. Tom
besiyerleri kurutulduktan sonra kullanildi. PBS icinde
hazirlanan bakteri sispansiyonlarindan (10° cfu/ml)
bir petri kutusuna bes sus olmak Ozere dairesel
ekimler yapildi. Ekim islemi 0O¢ farkh toron
eritrositlerini igeren agarlara dért seri olarak yapildi.
Ekim yapilan besiyerleri aerobik ve mikroaerobik
(%5 O, %10 CO,, %85 N,) kosullarda 37 °C ve 42
“C'lerde 96 saat sureyle inkube edildi. Sonuglar ekim
bolgesinde olusan lizise gore dederlendirildi.
Mikropleyt metodu: Bu  metodta, 96
gukurlu ve "U" tabanli mikropleytler (Greiner)
kullanildi. Tum g¢ukurlara 50 pl PBS konuldu,
Mikropleytin ilk gukurlarina test edilecek bakteri
sUspansiyonlarindan (103 cfu/ml) 50 pl ilave edildi ve
iki katl sulandinidi. Daha sonra tiim gukurlara 100
ul, %1'lik eritrosit ilave edildi. Testler iki seri olarak

yapildi ve 37 °C ve 42 °C'de 96 sazt sureyle inkube

edildi. Bu stire sonunda eritrositlerde olusan lizise
gdre sonuglar dederlendirildi. Bu y6ntemde ayrica
hemolitik aktivite titresi de saptand.. Steril PBS ve
eritrosit  sspansiyonu negatif kontrol olarak
kullanild.

Istatistik: Gruplar arasindaki farkliligin
degerlendiriimesinde ki-kare yontemi kullanildi.

Bulgular

Agar ve mikropleyt metodu sonuglan Tablo
1.de gosteriimigtir. Elde edilen sonuglara gore,
suslanin hemolitik aktivitesini belilemede tavsan
eritrositierinin kullanildigi agar metodu ile mikropleyt
yontemi arasinda o6nemli bir fark olmadigi
belirlendi (p>0.05). Aerobik kosularda 42 °C'de
inkube edilen 20 susun 14’0 agarda ve 13'U

Tablo 1. C.jeuni ve C.coli suglarinin hemoliz sonuglar

mikropleytte tavsan eritrositlerini lize efti. Agar
metodunda 37 °C'deki inkubasyonda 14 pozitif
reaksiyon saptanirken, 42 °C'de 41 pozitif reaksiyon
saptandi. Mikropleyt yénteminde ise 37 °C'deki
inkubasyonda 14, 42 °C'de ise 23 pozitif reaksiyon
belirlendi. Her iki metodda da hemolizis (zerine
inkubasyon isisinin énemli bir faktér oldugu saptand
(p=<0.05).

Incelenen suslarin hemolitik aktivitelerinin
eritrositlerin orijinlerine gtre degistigi belirlendi. Agar
metodunda koyun ve ftavuk eritrositleri 11
reaksiyonda, tavsan eritrositleri 33 reaksiyonda
pozitif bulundu. Mikropleyt metodunda tavuk
eritrositlerinde 17 ve tavsan eritrositlerinde 20 pozitif
reaksiyon saptandi. Mikropleyt metodunda koyun
eritrositierinde hemoliz belirlenemedi. Mikropleyt
metodunda tavsan eritrositleri ile tavuk eritrositleri
arasinda 6nemli bir fark bulunamazken (p > 0.05),
agar metodunda tavsan eritrositleri ile diger grup
eritrositler arasindaki farkin énemli oldugu belirlendi
(p<0.01). Mikropleyt yonteminde, hemolitik akfivite
1:4-1:8 sulandirmalarda belirlenirken en yiksek
hemolitik aktivite, bir C. jejuni susunda tavsan
eritrositleri Gzerinde 1:32 sulandimada saptandi.

C. jejuni ve C. coli suslan arasinda 42 °C'de
ve aerobik kosullarda inkube edilen tavsan eritrositi
iceren agarda, 10 C. jejuni susunun 8'inde ve 10
C.coli susunun @'sinda hemolitik aktivite belirlendi.
Mikropleyt metodunda ise 7 adet C.jejuni ve 6 adet
C.coli susunda pozitif sonug elde edildi. Mikropleyt
yonteminde C. jejuni ve C. coli susglar arasinda
pozitifik orani olarak 42 °C'de onemli bir fark
bulunamazken, 37 °C'de C.jejuni suslarinin 57 ve
C.coli suslannin sadece 2'si pozitif bulundu.

Metod Mikroorganizma  Aerobik 37° C Aerobik 42 °C  Mikroaerofilik 37 °C  Mikroaerofilik 42°C
K* T Ta K T Ta K T Ta K T Ta
C. jejuni’ 1% 1 0 3 8 4 2 5 1 1 5 2
Agar C. coli® 2 1 0 2 6 2 0 1 0 0 6 2
Toplam 3 2 0 5 14 &6 2 6 1 1 11 4
C. jejuni 0 & 5 0 7 6
Mikropleyt C. coli 0 2 2 0 6 4
Toplam 0o 7 7 0 13 10
* K: koyun, T: tavsan, Ta: tavuk eritrositi; ~“: 10 adet C jejuni ve C.coli; © : pozitif sus sayisi
Tartisma hemoliz Ozellikleri agar ve mikropleyt yontemi ile
arastinildi.
Son  yillarda  yapilan  galigmalarda, Aragtirmada hemolitik aktivitenin
Campylobacter tarlerinin patojenitesinde  belirlenmesi icin kullanilan her iki yontemde de
hemolizinlerin de o6nemli bir faktor olabilecegi inkubasyon ortaminin  etkili oldugu saptandi.

dustntimektedir (1,5,10). Konu ile ilgili olarak
bugtne kadar az sayida calisma yapilmistir. Bu
caligmada tavuk orijinli C.jejuni ve C.coli suslarinin

Hemolitik aktivitenin aerobik ve 42 °C'deki
inkubasyonda optimal sonug verdidi saptandi. Bu
kosullarda inkube edilen suslann agar yénteminde
%70' ve mikropleyt yonteminde ise %65'i pozitif
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sonuc¢ verdi. Sonuglar dikkate alindiginda metodlar
arasinda 6nemli bir fark olmadigini gosterdi.
Campylobacter  turlerinin - hemolitik  aktivitelerini
saptamak amaciyla Tay ve ark.(14), mikropleyt
yonteminin agar yontemine gére daha duyarl
oldugunu saptamiglar ve agar yonteminde %56
pozitiflik oranina karsilik mikropleyt yénteminde %94
oraninda pozitiflik elde etmislerdir. Bu calismada
elde edilen mikropleyt yontemi sonuglar, Tay ve
ark.(14)'min sonuglarina gore disik bulunmustur. Bu
farklih@in nedeni arastiricilarin - sidir  eritrositleri
kullanmis olmasidan kaynaklanabilir.  Arastinicilar
agar yonteminde farkh eritrosit kullanmalarina
kargihk mikropleyt ybdnteminde sadece sigir
eritrositlerini kullanmislardir.

Suslarin  hemolitik  aktiviteleri  Gzerine
inkupbasyon ortami ve 1si derecelerinin etkileri
incelendiginde, her iki metotda da aerobik kosullarda
ve 42 °C'deki inkubasyonun hemolitik aktiviteyi
arttiric! etki yaptigi belirlendi. Diger 1s1 ve inkubasyon
kosularinda  inkubasyonun  susglarin  hemolitik
aktivitesini belirgin derecede azaltid gdzlendi. Bu
faktorler ile ilgili diger galismalarda, Tay ve ark. (14)
yuksek inkubasyon isisinin  hemolitik aktiviteyi
etkiledigini belirtmiglerdir. Campylobacter turlerinin
hemolitik  aktiviteleri lzerine etkili faktorlerin
arastinldigi diger bir galigmada, Misawa ve ark.(10),
Campylobacter turlerinde iki tip hemolizin oldugunu
ve bunlarin pH ve inkubasyon suresi ile degistigini
saptamiglardir.

Bu calismada Campylobacter turlerinin
hemolitik  akfiviteleri koyun, tavuk ve tavsan
eritrositleri 0zerinde test edildi. Her iki metodta da
tavsan eritrositlerinin tavuk ve koyun eritrositlerine
gore Campylobacter hemolizinlerine daha duyarl
oldugu belirlendi. Konu ile ilgili olarak Misawa ve
ark.(10), eritrosit orijininin Campylobacter
hemolizinleri igin dnemli olmadigini ileri sUrmuslerdir.
Bu gahsmada elde edilen sonuglara gore Koyun

eritrositlerinin  duyarliigi ile tavsan eritrositlerinin -

duyarlii@ arasinda onemli bir istatiksel fark olmasi
bu arastincilarin sonuglar ile ¢elismektedir.

C.jejuni suglarinin %80Q'i ve C.coli suslarinin
%60'I agar metodunda pozitif bulundu. Mikropleyt
yonteminde her iki sugun 42 °C'de inkube edilen
suslan arasinda fark bulunamadi. Ancak 37 °C'de
inkube edilen kiiltirlerde C.jejuni suslarinda %50 ve
C.coli suslarinda %20 oraninda pozitiflik saptand.
Tay ve ark.(14), inceledikleri Campylobacter
suslarinda %94 oraninda pozitiflik saptamigtir.
Arastincilarin elde ettikleri degerler, bu ¢alismada
elde edilen degerlere gore ylksektir. Bu yOksek
deger, arastirmacilarin calismada kullandiklar
suslarin klinik izolatlar olmalan ve metod farkhlig: ile
aciklanabilir.

Sonug olarak bu calisma ile, tavuk orijinli
C.jejuni ve C.coli suslarinda hemolitik aktivite
belirlendi. Bu calismada elde edilen veriler,
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Campylobacter tarlerinde hemolizin  pozitifligi ile
insan ve hayvanlarda Campylobacter
infeksiyonlarinin  patogenezisi arasinda  iligkiyi
belirlemek amaciyla yapilacak daha ileri calismalara
1sik tutacak nitelik tagimaktadir.
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