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Tavuk Orij inli Campylobacter Suşlarının Hemolitik Aktivitelerinin Saptanması 
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Hemolytic Activities of Campylobacter Strains Isolated from Poultry 

Summaıy: 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 conditlons, 
temperature and gaseous environment, appeared to be important for the detection of this activity. Incubation in aerobic atmosphere 
and 42 Oc 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 oC. 
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Özet: Tavuklardan izole edilen toplam 20 adet Campylobacter jejuni ve C.coli suşunun hemolitik aktiviteleri agar ve mikropleyt yöntemi 
ile araştırıldı. Hemolitik aktiviteyi belirlemek amacıyla tavşan , koyun ve tavuk eritrositleri kullanıldı. Agar metodunda tavşan 

eritrositlerinin tavuk ve koyun eritrositlerine göre hemalizine daha daha duyarlı olduğu belirlendi. Hemolitik aktivite üzerine inkubasyon 
ısısının ve atmosfer koşullarının önemli etkisi olduğu bulundu. Hemolizi belirlemek için en uygun ortamın aerobik koşullarda ve 42 
Oc 'de inkubasyon olduğu saptandı. C.jejuni suşlarının %80'i ve C.coli suşlarının %60'1 tavşan eritrositlerini 42 o C'de 4 gün 
inkubasyon sonucunda lize eUi. 
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Giriş 

Insanlarda ve hayvanlarda akut enteritise 
neden olan Campylobacter jejuni ve C. coli aynı 

zamanda hayvanların ve tüm kanatlıların 
gastrointestinal kanalında kommensal olarak bulunur 
(2,3.4,11). Termofilik campylobacter olarak da 
tanımlanan bu mikroorganizmaların neden olduğu 
infeksiyonların patogenezisi henüz tam olarak 
anlaşılmamıştır. 

Campylobacter türlerinin patojenitesinde, 
flagella, lipopolisakkarid ve dış membran proteinleri 
(OMP) oldukça önemlidir (10,15). Flagella, 
gastrointestinal sisteme kolonizasyonda, LPS ve 
OMP hücrelere yapışma , invazyon, serum dirençiiliği, 
fagositoza dirençlilik ve demir kazanmada etkindir 
(8, 15). Gastrointestinal sistem infeksiyonlarından 
izole edilen Campylobacter suşlarının , enterotoksin 
(ısıya duyarlı sitotonik toksin) ve sitotoksin olmak 
üzere en az iki ekzotoksin sentezlendiği ve bu 
toksinlerin suşların patojenitesiinde önemli bir role 
sahip olduğu bildirilmiştir (6,7,13). Klasik kaynaklarda 
Campylobacter'lerin hemolitik aktiviteye sahip 
olmadıkları belirtilmesine karşın, son yılarda yapılan 
çalışmalarda, Campylobacter türlerinin çeşitli hayvan 
eritrositlerini lize eden hemolizinlere sahip olduğu 
gösterilm iştir (1 ,5,10,12,14). Bu nedenle, hemolitik 
aktivitenin saptanmasında, hemolizi etkileyen 
faktörlerin bulunduğu anlaşılmaktadır. C.jejuni 
suşlarında hemolizin üretiminin pH, CO, 
konsantrasyonu ve inkubasyon süresi ile ilgili 
olduğunu saptanmıştır (10). C.jejuni suşlarının 

besiyerindeki oluştuduklan hemoliz, Streptococcus 
pyogenes (beta hemolitik) ve S.pneumoniae (alfa 
hemolitik)'nın hemolizleri ile karşılaştırarak alfa­
benzeri ve beta-benzeri hemoliz olarak 
sınıflandınımıştır (10). Ayrıca tavuk orijinli suşların 
hemolitik aktiviteleri ile ilgili bir çalışma da 
yapılmamıştır. 

Bu çalışmada, tavuklardan izole edilen 
C.jejuni ve C.coli suşlarının hemoliz özelliklerinin , 
agar ve mikropleyt yöntemi ile belirlenmesi 
amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Mikroorganizmalar: Bu çalışmada , tavuk 
dışkılarından Blood-Free Campylobacter Selective 
agarda (Oxoid, sefoperazon 32 mg/Ll izole edilen 10 
adet C.jejuni ve 10 adet C.coli suşu kullanıldı. 
Suşların pasajlarının yapılmasında Muller-Hinton 
agar (Oxoid) kullanıldı. Izole edilen suşların 
identifikasyonlan, biyokimyasal ve tolerans 
özelliklerine göre yapıldı (9). Bakteri süspansiyonları 
fosfat buffer solusyonunda (PBS, pH 7.2) hazırlandı. 

Eritrositler: Tavşan, koyun ve tavuklardan 
steril sodyum sitrat (1 :10) ile alınan kan, üç kez PBS 
ile yıkandı. Son yıkama işleminde üstte kalan sıvı 
kısım uzaklaştırılarak yıkanmış eritrosit elde edildi. 
Agar metodunda %2 mikropleyt metodunda ise 
% l'lik eritrosit kullanıldı. 

Agar Metodu: PBS içinde %1 oranında agar 
ve %2 eritrosit bulunan besiyeri kullanıldı. Besiyeri 
otoklavda sterilize edildi ve 45 Oc de %2 oranında 



 

Y.Y.O. Vet Fak. Oerg. 1996 7 (1-2): 78-aO 

yıkanmış eritrosit ilavesi yapılarak petri kulularına 
(10 cm çapında) 15 ml miktannda döküldü. Tüm 
besiyeneri kurutulduktan sonra kullanı ldı. PBS içinde 
hazırlanan bakteri süspansiyonlarından (10' cfulml) 
bir petri kutusuna beş suş olmak OZere dairesel 
ekimler yapıldı . Ekim işlemi oç farklı taron 
eritrositlerini içeren aganara dört seri olarak yapıld ı. 

Ekim yapılan besiyerleri aerobik ve mikroaerobik 
(%5 Oı, %10 COı, %85 Nı) koşu llarda 37 Oc ve 42 
uC'lerde 96 saat soreyle Inkube edildi. Sonuçlar ekim 
bölgesinde oluşan lizise göre degerlendirildi. 

Mikroplayt metodu: Bu metodla. 96 
çukurlu ve 'U' taban l ı mikropleyiler (Greiner) 
kullanıldı. TOm çukurlara 50 III PBS konuldu. 
Mikroplaytin ilk çukurlarına test edilecek bakteri 
sOspansiyonlarından (109 cfu/ml) 50 III ilave edildi ve 
iki katıl su landırı ldl. Daha sonra tOm çukurlara 100 
).II, %l'lik eritrosit ilave edildi. Testler iki seri olarak 
yapıldı ve 37 Oc ve 42 °C'de 96 saat soreyle inkube . 
edildi. Bu sOre sonunda eritrosit/erde oluşan lizise 
göre sonuçlar deQerlendirildi. Bu yöntemde ayrıca 
hemolitik aktivite ti!resi de saptand ı. Steril PBS ve 
eritrosit sOspansiyonu negatif kontrololarak 
kullanıldı . 

Istatistik: Gruplar arasındaki farklllıQın 
deQeriendirilmesinde ki..\(are yöntemi kullanıld ı . 

Bulgular 

Agar ve mikropleyt metodu sonuÇları Tablo 
ı . de gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlara gOre, 
suşların hemolitik aktivitesini belirtemede tavşan 
eritrositlerinin kullanlldlQı agar metodu ile mikropleyt 
yöntemi arasında önemli bir fark oimadlQI 
belirlendi (p>O.OS). Aerobik koşullarda 42 °C'de 
inkube edilen 20 suşun 14'0 agarda ve 13'0 

Tablo 1. C.jeuni ve C.coli suşlarının hemoliz sonuçları 

mikropieytte tavşan eritrositlerini lize etti. Agar 
metodunda 37 °C'deki inkubasyonda 14 pozitif 
reaksiyon saptanırken , 42 °C'de 41 pozitif reaksiyon 
saptandı. Mikropley! yOnteminde ise 37 °C'deki 
inkubasyanda 14, 42 °C'de Ise 23 pozitif reaksiyon 
belirlendi. Her ikl metodda da hemolizis üzerine 
inkubasyon ısısının önemli bir faktör oldu!)u saptandı 
(p<O.OS). 

Incelenen suşların hemolitik aktivitelerinin 
eritrositlerin Orijin ıerine göre degiştigı belirlendi. Agar 
metodunda koyun ve tavuk eritrositleri 11 
reaksiyonda, tavşan eritrositleri 33 reaksiyonda 
pozitif bulundu. Mikropleyt metodunda tavuk 
eritrositlerinde 17 ve lavşan eritrositlerinde 20 pozitif 
reaksiyon saptandı. Mikropley! metodunda koyun 
eritrositlerinde hemoliz belirlenemedi. Mikrapleyt 
metodunda lavşan eritrosiııeri ile tavuk eri trositleri 
arasında Onemli bır fark bulunamazken (p ,. 0.05), 
agar metodunda tavşan eritrositleri ile di!)er grup 
eritrositler arasındaki farkın Onemli olduQu belirlendi 
(p<0.01). Mikrapleyt yönteminde, hemolilik aktivite 
1:4-1:8 su landırmalarda belirlenirken en yüksek 
hemolitik aktivite, bir C. jejuni suşunda tavşan 
eritrositleri Ozerinde 1:32 sulandımada saptandı. 

C. jejuni ve C. coli suşları arasında 42 °C'de 
ve aerobik koşuııarda inkube edilen tavşen eritrositi 
içeren agarda, 10 C. jejuni suşunun B'inde ve 10 
C.coli suşunun e'sında hemolitik aktivite belirlendi. 
Mikropiey! metodunda ise 7 adet C.jejuni ve 6 adet 
C.coli suşunda pozitif sonuç elde edildi. Mikropley! 
yönteminde C. jejuni ve C. coli suşlan arasında 
pozitiflik oranı olarak 42 °C'de onemli bir fark 
bulunamazken, 37 °C'de C.jejuni suşlarının 5'1 va 
C.coli suşlannın sadece 2'si pozitif bulundu . 

Metod Mikroorganizma Aerobik 37° C Aerobik 42 oC Mik raaerarııi k 37 oc Mikroaerafi lik 42°C 
K' T Ta K T Ta K T Ta K T Ta 

C. jejuni" 
Agar C. colic 

l' 1 O 3 8 4 2 5 1 1 5 2 
2 1 O 2 6 2 O 1 O O 6 2 
3 2 O 5 ,. • 2 • 1 1 11 • O 5 5 O 7 6 
O 2 2 O 6 4 
O 7 7 O 13 10 

Toplam 
C.jejuni 

Mikropley! C. coli 
Toplam 

' : K: koyun, T: tavşan, Ta: tavuk eritroslti; b. i! : 10 adet C.jejuni ve C.coli; a : pozitif suş sayısı 

Tartııma 

Son yıllarda yapılan ça lışmalarda , 
Campylobacter ICirlerinin patojenitesinde 
hemolizinlerin de önemli bir fa lctOf olabilecegi 
düşanOlmektedir (1,5, 10). Koou ile ilgili olarak 
bugOne kadar az sayıda çalışma yapılmıştı r. Bu 
çalışmada tavuk orijinli C.jeluni ve C.co!i suşlarının 

hemoliz Ozelliklerl agar ve mikropleyt yöntemi ile 
araşt ırıldı . 

Araştımada hemolilik aktivitenin 
belirlenmesi için kullanılan her iki yöntemde de 
inkubasyan ortamının etkili oldu!)u saptandı. 
Hemolitik aktivitenin aarobik ve 42 °C'deki 
inkubasyonda optimal sonuç verdi!)i saptand ı. Bu 
koşullarda inkube edilen suşlann agar yönteminde 
%70'i ve mikraplayt yönteminde ise %65'i pozitif 
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sonuç verdi. Sonuçlar dikkate ahndlQında metodlar 
arasında önemli bir fark o l madlQınl gösterdi. 
Campylobacter türlerinin hemolilik aktivitelerini 
saplamak amacıyla Tay ve ark.(14), mikropleyt 
yönteminin agar yöntemine göre daha duyarlı 
olduQunu saptamışlar ve agar yönteminde %56 
pozitiflik oranına karşılık mikropleyt yönteminde %94 
oranında pozitiflik elde etmişlerdir. Bu çalışmada 
elde edilen mikropley! yöntemi sonuçları, Tay ve 
ark.(14)'nın sonuçlarına göre düşük bulunmuştur. Bu 
farklıl lQın nedeni araştırıcıların slQır eritrositleri 
kullanmış olmasıdan kaynaklanabilir. Araştırıcılar 
agar yönteminde farklı eritrosit kullanmalarına 

karşılık mikropley! yönteminde sadece slQır 

eritrositlerini Kullanmışlardır. 
Suşların hemolitik aktiviteleri üzerine 

inkubasyon ortamı ve ısı derecelerinin ~tkileri 
inceıendi~inde, her iki metotda da aerobik koşullarda 
ve 42 C'deki inkubasyonun hemolilik aktiviteyi 
arttırıcı etki yaptıgı belirlendi. Diğer ısı ve inkubasyon 
koşularında inkubasyonun suşların hemolitik 
aktivitesini betirgin derecede azalttığı gözlendi. Bu 
faktörler ile ilgili diğer çalışmalarda, Tay ve ark. (14) 
yüksek inkubasyon ısısının hemolitik aktiviteyi 
etkilediğini belirtmişlerdir. Campylobacter türlerinin 
hemolilik aktiviteleri Ilzerine etkili faktörlerin 
araştırıldığı diğer bir çalışmada, Misawa ve ark(10), 
Campylobacter türlerinde iki tip hemolizin oldugunu 
ve bunların pH ve inkubasyon süresi ile değiştiğini 
saptamışlardır. 

Bu çalışmada Campylobacter türlerinin 
hemolitik aktıvıteleri koyun, tavuk ve tavşan 

eritrositleri Ozerinde test edjjdi. Her iki melodla da 
lavşan eritresitıerinin tavuk ve koyun eritrositlerine 
göre Campylobacter hemolizinlerine daha duyarlı 
olduğu belirlendi. Konu ile ilgili olarak Misawa ve 
ark.(10), eritrosit orijininin Campylobacter 
hemolizinleri için önemli olmadığını ileri sürmüşlerdir. 
Bu çalışmada elde edilen sonuçlara göre koyun 
eritrosillerinin duyarııııgı ile tavşan eritrosiııerinin 
duyarlılığı arasında önemli bir istatiksel fark olması 
bu araştırıcıların sonuçları ile çelişmektedir. 

C.jejuni suşlarının %80'1 ve C.coli suşlarının 
%60'1 agar metodunda pozitif bulundu. Mikropleyt 
yönteminde her iki suşun 42 °C'de inkube edilen 
suşları arasında fark bulunamadı. Ancak 37 °C·de 
inkube edilen kültürlerde C.jejuni suşlarında %50 ve 
C.coli suşlarında %20 oranında pozitiflik saptandı. 
Tay ve ark.(14}, (nceledikleri Campylobacter 
suşıarında %94 oranında pozilitlik saptamıştır. 
Araştırıcıların elde ettikleri degerıer, bu çalışmada 
elde edilen degerlere göre yüksektir. Bu yüksek 
deger, araştırmacıların çalışmada kullandıkları 
suşların klin ik izolallar olmaları ve metod fark!ılıgı ile 
açıklanabilir. 

Sonuç olarak bu çalışma ile, tavuk orijinli 
C.jejuni ve C.coli suşlarında hemolitik aktivite 
belirlendi. Bu çalışmada elde edilen veriler, 
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Campylobacter türlerinde hemolizin pozitifligi ile 
insan ve hayvanlarda Campylobacter 
infeksiyonlarının patogenezisi arasında ilişkiyi 

belirlemek amacıyla yapılacak daha ileri çalışmalara 
ışık tutacak nitelik taşımaktadır. 
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