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OZET

Bu calismada, Kiitahya ilinde ticari olarak tiiketime sunulan gesitli gida iiriinlerinde
Arcobacter spp. tasiyiciligi, antibiyotik duyarliliklart ve biyofilm olusturma yeteneklerinin
belirlenmesi amaglandi. Bu kapsamda, 35 adet kiyma, 35 adet tavuk eti, 35 adet peynir ve 10

adet su 6rnegi incelendi.

Yapilan galigma sonucunda, tavukta ve suda, sirast ile 6 (%17.1) ve 1 (%10) adet
Arcobacter spp. identifiye edildi. Tavuk ve suda identifiye edilen Arcobacter spp.’lerin 6
(%17.1)’smin  Arcobacter butzleri ve tavukta identifiye edilen Arcobacter spp.’lerin 1
(%10)’inin  Arcobacter cryaerophilus oldugu konvansiyonel ve molekiiler ydntemler

kullanilarak tespit edildi.

Arcobacter suslarinin tamami streptomisin, gentamisin ve tetrasikline karsi duyarls,
eritromisine ise orta duyarli bulundu. Arcobacter suslar siproflaksasine, sefalotine ve

ampisiline sirasiyla %71.4, %71.4 ve % 28.5 oraninda direncli bulundu.

Yedi adet Arobacter susunun aerobik ve mikroaerofilik olarak farkli konsantrasyonlarda
biyofilm olusturma kapasiteleri incelendi. Suslar, aerobik olarak, 0.07 baslangi¢
konsantrasyonunda zayif biyofilm sekillendirdi. Konsantrasyonun arttirilmasi (0.15) aerobik
kosullarda biyofilm olusumu iizerine sadece bir adet susta olumlu etki gosterdi. Suslar
mikroaerofilik olarak, 0.07 baslangi¢c konsantrasyonunda da zayif biyofilm sekillendirdi.
Konsantrasyonun arttirlmasi (0.15) ile mikroaerofilik kosullarda 3 susun biyofilm olusumu

zayiftan ortaya, 2 susun ki ise zayiftan giiclitye doniistii.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, Biyofilm olusumu, Arcobacter spp.
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SUMMARY

In this study, it is intended to determine existence of Arcobacter spp. in various
commercial food products along with their sensitivity to antibiotics and their abilities for
biofilm formation. For this purpose, 35 ground meat samples, 35 chicken meat samples, 35

cheese samples and 10 water samples have been analyzed.

As a result of this study, 6 (17.1 %) and 1 (10 %) Arcobacter spp. was identifed from
chicken and water samples, respectively. Six identified Arcobacter spp. (17.1 %) from chicken
and water samples were typed as Arcobacter butzleri and one Arcobacter spp. (10 %) from
chicken samples were typed as Arcobacter cryaerophilus with conventional and molecular

methods.

All of Arcobacter strains were found to be sensitive to streptomycin, gentamycin and
tetracycline and intermediate sensitive to erythromycin. Arcobacter strain found to be resistant
to ciprofloxacin, cefazolin and ampicillin at the rate of 71.4 %, of 71.4 %, and 28.5 %

respectively.

Seven Arobacter strains were investigated according to the capacity of biofilm
formation under aerobic and microaerophilic conditions in different concentrations. Strains have
formed weak biofilm formation in beginning concentration of 0.07 under aerobic condition.
Increasing concentration to 0.15 has made positive effect in only one strain for development of
biofilm under this condition. Strains have also formed weak biofilm formation in beginning
concentration of 0.07 under microaerophilic condition. Increasing the concentration to 0.15
under this condition, 3 strains biofilm formation turn out from weak to medium and 2 strain

from weak to strong.

Key words : Antibiotic resistance, Biofilm formation, Arcobacter spp.
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1. GIRiS

Arcobacter’ler ilk defa 1977 yilinda Ellis ve arkadaslar1 tarafindan aborte sigir ve
domuz fetuslarindan izole edilmistir. Benzer fenotip 6zelliklerine gore, Arcobacter’ler 1991
yilinda ayri1 bir cins olarak tanimlanincaya kadar kdkensel olarak Campylobacteriaceae genusu
icerisinde aerotolerant Campylobacter’ler olarak siiflandirilmis olup Campylobacter
nitrofigilis, Campylobacter cryaerophyla ve Campylobacter butzleri tiirleri Arcobacter cinsine
dahil edilmistir. Arcobacter’lerin ilk izolasyonlarinda mikroaerofilik ortam gerektirmelerine
ragmen aerob ortamda da tireyebilmeleri, 15-30°C sicakliklar arasinda gelisebilmeleri ve yag
asidi profillerinin farkli olmasindan dolayr Campylobacter’lerden ayrildiklar bildirilmistir

(Kayman 2012, Ellis, vd., 1977; Ertas ve Dogruer, 2009; Van den Abeele vd., 2014).

Yakin zamanda izole edilen tiirler ile birlikte gliniimiizde Arcobacter cinsi; Arcobacter
butzleri, Arcobacter nitrofigilis, Arcobacter skirrowii, Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter
cibarius, Arcobacter halophilus, Arcobacter mytili, Arcobacter thereius, Arcobacter marinus,
Arcobacter trophiarum, Arcobacter defluvii, Arcobacter molluscorum, Arcobacter ellisii,
Arcobacter bivalviorum, Arcobacter venerupis, Arcobacter anaerophilus, Arcobacter cloace,
Arcobacter suis, Arcobacter ebronensis, Arcobacter aquimarinus, Arcobacter lanthieri,
Arcobacter valdiviensis olmak iizere toplam 22 tiir icermektedir (Kayman, 2012; Sasi Jyothsna,
vd., 2013; Levican, vd., 2013). Son zamanlarda Wirsen ve ark. (2002) tarafindan, deniz
kiyilarinda siilfit oksitleyici ototrofik bakteriler oldugu ve bunlarin hidrofilik siilfiir flamentleri
tirettikleri tespit edilmistir. Filogenetik inceleme sonucunda Arcobacter cinsi icerisinde yer
aldiklar1 saptanan bu bakteri deniz izolat1 olmasi sebebi ile “Candidatus Arcobacter sulfidicus”

olarak isimlendirilmistir (Lehner, vd., 2005).

A.butzleri, A.skirrowii ve A.cryaerophilus tiirlerinin insanlarda gastroenterit veya
bakteriyemiye, hayvanlarda ise gastroenterit ve abortlara neden oldugu bildirilmistir. Bir tuzlu
bataklik bitkisinin koklerinde bulunan Arcobacter nitrofigilis ise, nitrojen tutucu bir bakteri
olmasindan dolay1 insan ya da hayvan hastaliklariyla iliskilendirilmemistir (Lucia, vd., 2004;

McClung, vd.,1983; Vandamme, vd., 1992a; Aydin, vd., 2007).

Arcobacter tiirlerinin hayvan kokenli kontamine gidalara ve insan hastaliklarina neden
olabilecekleri diisliniildiiginden gida giivenligi konusunda ciddi bir potansiyel endise oldugu

one siiriilmektedir.



1.1. Arcobacter’lerin Genel Ozellikleri

Arcobacter’ler Campylobacter ve Helicobacter tiirlerini igine alan Epsilobacteria
grubunun bir iyesidir. Patojen olan tiirleri arasinda A.butzleri ve A. cryaerophilus yer
almaktadir. Gram negatif, s-seklinde, spor olusturmayan, 0.2-0.9 um genisliginde ve 1-3 um
uzunlugundadirlar. Tek polarh flagella ile hareket saglamaktadirlar (irkin ve Korukluoglu,

2008).

Arcobacter ’lerin koloni sekilleri ve renkleri tiirler arasinda farklilik gostermektedir. A.
cryaerophilus kolonileri sar1 ve bej, A. nitrofigilis kolonileri beyaz, A.butzleri kolonileri beyaz-
bej arasi, A. skirowii kolonileri ise gri renkte goriilmektedirler. Arcobacter tiirlerinin gogu
nonhemolitiktir. Ancak A.skirrowii suslarmin ¢ogu o hemoliz meydana getirmektedir

getirmektedir (Savasan ve Ciftci, 2003).

Sekil 1.1. A.butzleri'nin 0.45 mikron gozenekli filtrede taramali elektron mikroskobu goriintiisii

(Manke ve Dickinson, 1996).
Atmosfer

Arcobacter’ler; Helicobacter ve Campylobacter‘lerden farkli olarak aerobik ortamlarda
lireyen mikroorganizmalardir. ilk izolasyonlarinda tiirler arasinda atmosferik gereksinimler
bakimindan farklilik vardir. A. cryaerophilus ilk izolasyonunda genellikle mikroaerofilik ortama
ihtiya¢ duyar. Diger tiirler ise normal atmosferde iireyebilirler. Mikroaerofilik ortamda optimal
tireme 1s1s1 37°C’dir, anaerobik ortamda ilireme ise 35-37°C’de meydana gelmektedir (Ertas,

2009).



Stcaklik

Arcobacter’lerin liremeleri i¢in 15°C ile 37°C arasindaki sicakliklarin uygun oldugu
bildirilmistir. Uremeleri i¢in en diisiik sicaklik limitinin 5°C, optimal sicakligin ise inkiibasyon
kosullarina bagli oldugu saptanmustir. Arcobacter tirleri Campylobacter tiirleri ile
karsilastirildiginda; optimal olarak 30°C'de atmosferik oksijen varliginda iireyebilmeleri ve
15°C'de  gelisebilmeleri en tipik ayirict niteliklerdir. Ayrica termofilik patojenik
Campylobacter’lerin aksine Arcobacter’ler 42°C’de iireyebilirler (Ertas, 2009; Doksaniicoglu,
2006).

Vandamme ve arkadaglari (1992a) tarafindan yapilan bir calismada, sogugun
Arcobacterler lizerine etkisi arastirilmigtir. 4°C’de hiicrelerin duragan fazda muhafazas: ile
bakterilerin yogunlugunun kademeli olarak 21 gilinde azaldig tespit edilmistir. Dondurma
isleminde ise bakterilerin ilk 24 saat yasama yeteneklerinin biraz azaldigi daha sonra ise sabit

kaldig bildirilmistir (Lehner, vd., 2005; Doksaniigoglu, 2006).
pH

Arcobacter tilirlerinde iireme i¢in gerekli olan optimal pH degerleri 5.5-9.5°tir. Fakat
bunun yanminda inkiibasyon sicakligida 6nem tasimaktadir. Ornegin bu mikroorganizmalar

30°C’de pH 5'de iireyebilmelerine ragmen 37°C'de bu pH'da lireme gostermezler (Ertas, 2009).
Nisin

Etken nisine duyarlidir. Lactococcus lactis subs. lactis tarafindan iiretilen bir
bakteriyosin olan nisin Ozellikle gram pozitif bakterilere etkilidir. Ancak gram negatif
bakterilerde 6.5°C ve altindaki sicakliklara duyarlidir. Nisin Arcobacter’lere karsi genis bir
spekturuma sahiptir. Yine et iiriinlerinde antimikrobiyal olarak kullanilan sodyum laktat, sitrik
asit ve laktik asit tuzlar1 gibi organik asitler ve onlarin tuzlar1 da Arcobacter iizerinde inhibe
edici Ozellige sahiptir. Sodyum laktat tek basma ya da nisin ile birlikte kullanildiginda

Arcobacter’lerin gelisimini engelleyici bir etki gostermektedir (Ertag, 2009).
Klor

Igme suyunda bulunan Arcobacter tiirlerinin dezenfeksiyonu hakkinda g¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Rice ve ark.(1999) yaptiklar1 inaktivasyon deneyleri sonucunda A.butzleri'nin
klora karsi duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Bu bulgularn Campylobacter jejuni ve

Helicobacter pylori ile benzerlik gosterdigini ve normalde igme suyu dezenfeksiyonu igin



kullanilan klor uygulamalarinin, bu organizmalarin kontrolinde de yeterli oldugunu
saptamiglardir. Bununla birlikte, bir salgin durumunda, infeksiy6z ajanlarin kontamine su
kaynaklan igerisinde yayilmasia engel olusturuncaya kadar klorla dezenfeksiyon isleminin

devam ettirilmesi gerektigini vurgulamislardir (Rice, vd., 1999).

Yapilan bir aragtirmada da klordioksit ile dezenfeksiyon islemi sonucunda atik su
icerisinde bulunan A.cryaerophilus’ un % 97-98 oraninda indirgendigi bildirilmistir (Stampi,

vd., 1993).
Oksijen

Stampi ve ark. (1993), Italya'da yaptiklari bir ¢alismada, almis olduklari islem
gérmemis atik su 6rneklerinin tamaminda, saf oksijen uygulanan orneklerin ise % 67'sinde A.
cryaerophilus saptamiglardir ve buna dayanarak da, her ne kadar aerotolerant olsalar da, bu
mikroorganizmalarin 6zellikle ilk izolasyon icin mikroaerofilik bir ortam gerektirdiklerini,
dolayisiyla saf oksijen uygulamasina termofilik Campylobacter'ler kadar olmasa da duyarlilik

gosterdiklerini 6ne stirmislerdir (Stampi, vd., 1993; Doksanii¢oglu, 2006).
1.2. Taksonomi

Arcobacter tiirli olarak kabul edilecek olan bir mikroorganizmanin bilinen ilk
izolasyonu, Ellis ve arkadaslar1 tarafindan 1977 yilinda sigir ve domuz fetusunda spirillum
benzeri organizmalarin tanimlanmasiyla yapilmustir (Ellis, 1977, 1978; Ferreira, vd., 2015). Bu
organizmalar ilk izolasyonda mikroaerobik ortamda, daha sonra yapilan pasajlarinda atmosferik
oksijende ve 15°C’de iireyebilme yetenegine sahiptiler. Benzer hareket ve morfoloji
gostermelerine ragmen daha yiiksek oksijen konsantrasyonuna ve daha diisiik sicakliklara
toleranshi olmalariyla Campylobacter tiirlerinden ayrilmislar ve aerotolerant Campylobacter’ler
olarak tamimlanmiglardir. 1983 yilinda, aerotolerant Campylobacter nitrofigilis, Spartina
alterniflora adl1 bitkinin koklerinde ve kok iligkili sedimentlerde tanimlanmistir. (McClung, vd.,
1983; Ferreira, vd., 2015). iki yil sonra, Neill ve ark. (1985) ¢cogunlukla hayvan abortlarindan
izole edilen aerotolerant suslar tanimlamislar ve Campylobacter cryaerophila adli yeni bir tiir
onermiglerdir. Daha sonra, 1988 yilinda, Kiehlbauch ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismalarda
Campylobacter cryaerophila ilk kez insan oOrneklerinde bildirilmistir (Tee, vd., 1988).
Cogunlugu insan diskilar1 olmakla beraber ayn1 zamanda hayvanlardan da izole edilen bir grup
sus i¢in ise Campylobacter butzleri adi onerilmistir (Kiehlbauch, vd., 1991; Ferreira, vd.,

2015).



Vandamme ve arkadaglar tarafindan, 1991 yilinda iki aerotolerant Campylobacter tiirii
Arcobacter cinsi olarak tamimlanmistir. Campylobacter cryaerophila (simdi Arcobacter
cryaerophilus) ve Campylobacter nitrofigilis (simdi Arcobacter nitrofigilis). 11k tiir farkl
kokenlerden izole edilmistir (digki, lireme yollar1, ¢iftlik hayvanlarinin aborte fetusu ve
mastitisli ineklerin siitiinden). Ikinci tiir ise bir tuzlu bataklik bitkisi olan Spartina
alterniflora’nin (azot sabitleme bakterisi) kokleri ve kok iliskili sedimentlerinden izole
edimistir. Vandamme ve ark. (1992a) tarafindan Arcobacter skirrowii tiiriiniin tanimlanmasi ve
Campylobacter butzlerimin Arcobacter butzleri olarak yeniden smiflandirilmasi ile cins

biiyiitiilmiis ve degistirilmistir (Collado ve Figueras, 2011).

Cizelge 1.1. Arcobacter’lerin bilimsel siniflandirilmasi.

CAlem ) < Bacteria

QSube > Proteobacteria
h
( Siif > Epsilonproteobacteria

L |

C Takim > Campylobacterales
|
< Aile ) Campylobacteraceae

@l Arcobacter

O tarihten bu yana farkli ortamlardan birgok yeni tiir tanimlanmistir. Arcobacter

halophilus hypersaline lagiiniinden (Donachie, vd., 2005), Arcobacter cibarius tavuk
karkaslarindan (Houf, vd., 2005), Arcobacter thereius 6rdeklerin kloakindan ve aborte domuz
fetuslarinin bobreklerinden (Houf, vd., 2009), Arcobacter molluscorum ve Arcobacter mytili
kabuklu deniz {iiriinlerinden (Figueras, vd., 2011a, Collado, vd., 2009), Arcobacter marinus
deniz yosunu denizyildizlar1 ve deniz suyundan olusan bir karisimindan (Kim, vd., 2010), A.
ellisii midye ve yumusakc¢alardan (Figueras, vd., 2011b), A. bivalviorum ve A. venerupis midye
ve deniztaragindan (Levican, vd., 2012), Arcobacter trophiarum domuz diskisindan (De Smet,
vd., 2011), Arcobacter defluvii ve Arcobacter cloacae kanalizasyondan (Collado, vd., 2011;
Levican, vd., 2013), Arcobacter anaerophilus ve Arcobacter suis yaban domuzu ve domuzdan
(Sasi Jyothsna, vd., 2013; Levican, vd., 2013), A. ebronensis kabuklu deniz iiriinlerinden, A.
aquimarinus deniz suyundan (Levican, vd., 2015), A. lanthieri domuz ve siit sigir giibresinden

(Whiteduck-Léveillée, vd., 2015), ve A.valdiviensis tavuk kloak siiriintii numunelerinden izole



edilerek isimlendirilmistir (Figueras ve Gonzalez, 2013; Kayman, 2012; Levican, vd., 2013;

Sasi Jyothsna, vd., 2013).

Vandamme ve  arkadaglar1  yaptiklar1  taksonomik  caligmalari  sonunda
Campylobacter’ leri Eubacteria grubuna bagli Protobacteria sinifindaki rRNA Siiperfamilya VI
igine dahil etmiglerdir. rRNA Siiperfamilya VI iiyeleri de kendi aralarinda gosterdikleri
filogenetik heterojeniteye gore {i¢ rRNA homoloji grubuna ayrilmistir. Birinci ve ikinci rRNA
homoloji grubunu meydana getiren Campylobacter ve Arcobacter Campylobacteriaceae
familyasina dahil edilirken {igiincli gruptaki Helicobacter bu familyaya dahil edilmemistir

(Vandamme, vd., 1991; Vandamme ve Goossens, 1992a; Ergiiler, 2007).
1.3. Arcobacter Tiirleri
1.3.1. Arcobacter butzleri

Onceleri aerotolerant Campylobacter olarak tanimlanan C.butzleri Vandamme ve ark.
tarafindan (1992a) A.butzleri olarak isimlendirilmistir A.butzleri ilk kez 1986 yilinda ishal
hastalig1 olan iki aylik rhesus maymunlarindan izole edilmistir. Bu calismada 8 izolat rapor
edilmistir. Aragtirmacilar bu calismalarinda A.butzleri’nin primat populasyonunda endemik
olarak seyrettigini ve olusturdugu infeksiyon ya da kolonizasyonun diisiik insidensli oldugunu

belirlemislerdir (Vandamme, vd., 1992b; Doksanii¢oglu, 2006).

Sekil 1.2. Arcobacter butzleri’nin elektron mikroskobunda goriintiimii.

A.butzleri gram negatif, hareketli, kivrimli ve gomak sekilli bakterilerdir. 0,2-0,4 x 1-3
um boyutlarindadir. 15, 25, 30 ve 37°C’de mikroaerofilik irerler. 42°C’de {iiremeleri
degiskendir. Aerobik olarak 30°C’de {irerler. A.butzleri filtrasyon metodu ve Selektif
Arcobacter medium kullanilarak izole edilebilir. Koloni morfolojisi, gram boyama, oksidaz ve
katalaz aktiviteleri identifikasyonda oncelikle temel kabul edilmektedir. Kanli agarda 3 giin
inkubasyondan sonra yuvarlak, beyaz-bej, 2-4 mm ¢apli koloniler olusturmaktadir. A.butzleri

cogunlukla nonhemolitiktir. A.butzleri identifikasyonunda aerobik sartlarda iireme yetenegi,



zaylf katalaz aktivitesi, pozitif oksidaz, nitrat rediiksiyonu, pozitif indoksil asetat, negatif

hippurat hidrolizi kritik testlerdir (Lerner, vd., 1994; Savasan ve Ciftci, 2003) .

DNA ©baz kompozisyonu %28-29 mol arasinda degisimektedir. A.butzleri,
A.cryaerophilus ile %40 oraninda DNA benzerligi gostermektedir. 16s rRNA analizleri,
A.butzleri’nin genetik olarak A. skirrowii’ye daha yakin oldugunu gdstermistir. Bu tiire ait
izolatlarin %24’iinde 2,3,4 ve 8 kbp’lik dort farkli biyiikliikte plazmid saptanmistir (Mansfield
ve Forsythe, 2000; Doksaniigoglu, 2006).

Bu tiire ait mikroorganizmalarin ¢ogu diareli insan ve hayvan olmakla birlikte, aborte
fetuslardan, insan kanindan, su ve batakliklardan izole edilmistir. Yapilan c¢aligmalar
A.butzleri’nin yaygin bir su bakterisi oldugunu gostermektedir (Jacob, vd., 1993; Al Rashid,
vd., 2000). Hastaligin insanlarin, diger primatlarin ve bazi ¢iftlik hayvanlarimin kontamine
sulara maruz kalmasi sonucunda ortaya ¢iktigi saptanmistir. Ayrica A.butzleri ile kontamine
olan iyi pisirilmemis kanatli ya da domuz triinlerinin insanlarda hastaliga sebep oldugu tespit
edilmistir. Etkenin goriildiigii hastalarda enteritis, diare, abdominal kramplar, ates, kusma gibi

klinik belirtiler gozlenmistir (Savasan ve Ciftci, 2003)..
1.3.2. Arcobacter cryaerophilus

Latince ‘‘soguk havay1 seven’’ anlamina gelen (Vandamme, vd., 1991) Arcobacter
cryaerophilus, hayvan digkilari, ¢iftlik hayvanlarinin aborte fetusleri ve {ireme yollar1, mastitisli
ineklerin siitleri ile insanlarda doku ve diskilardan izole edilen bir tiirdiir (Stampi, vd., 1993;

Buller, 2014).

A.cryaerophilus ilk tamimlanan Arcobacter tirii oldugu icin baslangigta aerotolerant
Campylobacter olarak isimlendirilmistir. Bu tiir iki alt grup igermektedir: A. cryaerophilus alt
grup 1 ve alt grup 2. Bu iki alt grup i¢gin DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyon ¢aligsmalar
yapilmis ve DNA baz kompozisyonlarmin benzer oldugu belirlenmistir. Her iki alt grubun
protein profilleri ve yag asidi kompozisyonlariyla birbirlerinden ayrildig: bildirilmistir (Savagan

ve Ciftci, 2003).

Bu tiir 0.5-3.0 um boyutlarinda ve helikal sekillidir; sahip oldugu tek polar flagella ile
aktif sekilde hareket eder. DNA baz kompozisyonlar: %28-29 moldiir. Ilk izolasyonlarinda
mikroaerobik ortama ihtiya¢ duymalarina ragmen aerobik ve anaerobik ortamlarda da iiredikleri
gbzlenmistir. Optimal {ireme 1silar1 30°C’dir, ancak bazi suslarda 5-40°C’de iireme oldugu

goriilmiistiir. Bunun yanisira biitiin suslar 15°C’de iirer ve kati besiyerinde 48-72 saatlik



inkiibasyon sonunda kiiciikk, yaygm, sart1 ya da bej renkte koloniler meydana getirirler

(Boudreau, vd., 1991; Neill, vd., 1985; Vandamme, vd., 1992c; Tazegiil, 2010).
1.3.3. Arcobacter skirrowii

Arcobacter skirrowii ismini, C.jejuni tiiriine ait bakterilerin ishal insanlardan alinan
diski1 6rneklerinden izole edilmesinde kulanilan basit izolasyon teknigini ve bu bakterilerin
onemini ilk kez tamimlayan Ingiliz mikrobiyolog M.B. Skirrow’ dan almustir. Arcobacter
skirrowii, saglikli ya da klinik olarak hasta bazi ¢iftlik hayvanlarindan izole edilebilen ve
patojen olan ii¢c Arcobacter tiriinden birisidir. Diigiikk yapmis sigir, domuz ve koyunlarin
fetuslarindan, diareli diskilardan ve bogalarin prepusyal yikanti sivilarindan izole edilmistir
(Collins, vd., 1996; Suarez, vd., 1997; Vandamme, vd., 1992c; Savasan ve Ciftci, 2003;
Doksaniigoglu, 2006).

A. skirrowii gram negatif,1-3um uzunlugunda ve 0.2-0.4 pm genisliginde helikal sekilli
c¢omaklardir. DNA baz kompozisyonlart %29-30 mol’diir. Kanli agarda 3 giin inkiibasyondan
sonra 2-3 mm c¢apinda, grimsi renkte diiz ya da yassi ve diizensiz sekilli koloniler olusturur.

Tiirlin biitlin suslar1 kanl agarda o hemoliz meydana getirirler (Savasan ve Ciftci, 2003).

1.3.4. Arcobacter nitrofigilis

13

Latince (nitrojeni) nitrata fiske edebilme yeteneginde olan’® anlamini tasir
(Vandamme, vd., 1991). 1980 yilinda, bir tuzlu bataklik bitkisi olan Spartina alterniflora’nin
koklerinden ve kok iligkili sedimentlerinden izole edilen Campylobacter benzeri
mikroorganizmalara Campylobacter nitrofigilis ismi verilmistir. Daha sonra Arcobacter cinsinin
tanimlanmasiyla s6z konusu bakteri bu cins igerisinde degerlendirilmis ve Arcobacter

nitrofigilis adin1 almistir. Insan ve hayvanlarda bulunmayan ve patojen olmayan tek Arcobacter

tirdiir.

Diger Arcobacter’lerin olusturdugu koloniler bejden sariya degisen renklerde ve
diizensiz, nemli bir morfolojiye sahip iken bu tiire ait mikroorganizmalar beyazimsi ve diizgiin
koloniler olustururlar. Klasik fenotipik testlerden yararlanildiginda A. nitrofigilis tipik koloni
morfolojisi ve nitrojenaz aktivitesi ile diger Arcobacter’lerden ayrilmaktadir. Ayrica
A. nitrofigilis, A. skirrowii ve A. cryaerophilus ’tan % 1.5 NaCl varliginda {ireme yetenegi ile
ayrilmaktadir. rRNA Siiperfamilya VI taksonu i¢inde nitrojeni metabolizmasinda direkt olarak
kullanabilen tek tiirdiir. Genellikle kavisli ya da spiral seklinde, 1-3um uzunlugunda ve 0.2-

0.9um genisligindedirler. Tek polar kilifsiz flagellumlar1 ile hareket ederler. DNA baz



kompozisyon oranlari G+C igerigi bakimindan %28-31 mol’diir (McClung, vd., 1983;
Doksaniigoglu, 2006).

1.3.5. Arcobacter halophilus

(X3

Latince ‘‘ tuzu seven’’ anlamina gelen ve ilk zorunlu halofilik iiye olan Arcobacter
halophilus gram negatif, helikal sekilli ve 0.4-0.5 um x 1.5-2.5pm boyutlarinda bir Arcobacter
tiiridiir. Arcobacter halophilus, %3.5 NaCl iceren %5’lik kanli agarda 18-22°C’de
mikroaerobik kosullar altinda 72 saat inkiibe edildikten sonra yaklasik 1-2 mm ¢apinda, tam

beyaz olmayan, konveks ve diiz kenarl1 koloniler olusturur.

Ureme, 37°C'de ve oda sicakliginda aerobik ve mikroaerobik, 37°C'de anaerobik

kosullar altinda goriiliirken 42°C de mikroaerobik kosullar altinda kan agarda iireme gozlenmez.

Tek polar flagellasiyla hareket eder. Oksidaz iiretimi ve indoksil asetat hidrolizi
gerceklesir fakat hippurati hidroliz edemezler. Nitrati indirger katalaz iireaz, alkalin fosfataz

veya DNAaz iiretemezler (Donachie, vd., 2005).

Sekil 1.3. Arcobacter halophilus hiicrelerinin taramali elektron mikroskobunda goriiniimii (a) ve
Tek polar flagella gosteren A. halophilus hiicrelerinin negatif boyanmis goriinimii (b)

(Donachie, vd., 2005).

1.3.6. Arcobacter cibarius

3

Latince ‘‘gida ile ilgili’” anlamina gelen Arcobacter cibarius tirii gram negatif, hafif

kavisli, 1.5 pm uzunlugunda ve 0.5 um genisliginde olan ¢ubuklar seklindedir.

Arcobacter cibarius mikroaerobik kosullar altinda 28°C'de 72 saat inkiibe edildikten

sonra, kanli agar {izerinde ¢ap1 yaklasik 2 um beyaz, konveks, yayllmayan, diiz kenarli koloniler
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olusturur. Suslar Arcobacter selektif agar tizerinde 1-2pm c¢apinda, diiz kenarli, opak koloniler

meydana getirirler.

Mikroaerobik kosullarda, 37°C’de ve oda sicakliginda (18-22°C) iireme gozlenirken
42°C’de iireme gozlenmez. Anaerobik kosullar altinda hem suplementsiz %5’lik kanli agarda
hemde %1 oraninda trimetilamin N-oksit iceren kanli agarda zayifta olsa tireme meydana

gelmistir.

Sekil 1.4. LMG 21996T susunun transmisyon elektron mikrografinda goriiniimii.

Aerobik sartlarda 37°C’de iireme gorilmezken, bazi suslarda aerobik sartlarda 25°C’de

iireme goriilmiistiir. Kanli agarda hemoliz goriilmez.

Suglar oksidaz iiretirler ve indoksil asetati hidroliz ederler. Baz1 suslarda katalaz
aktivitesi goriiliir. Alkalen fosfataz, iireaz, DNaz ve hippurikaz aktiviteleri belirlenmemistir.

Suslarin MacConkey agarda lireme kabiliyetleri ise farklilik gosterir (Houf, vd., 2005).
1.3.7. Arcobacter mytili

Arcobacter mytili gram negatif, kapsiil olusturmayan hafif kavisli, bazilar1 S sekilli
olan, sporsuz, 0.4-0.6 pm genisliginde ve 1-3 um uzunlugunda bir Arcobacter tiiriidiir. Tek
polar flagellasiyla hareket ederler. Aeorbik sartlarda 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra
kanli agarda ¢ap1 2-4 um olan, bej, dairesel, konveks ve yayilmayan koloniler meydana
getirirler. Pigment tiretilmez. Tiim suslarin aerobik veya mikroaerobik kiiltlir kosullar1 altinda
oda sicakliginda (18-22°C) ve 30 ile 37 °C de kanl agarda iiremesinde 6nemli bir farklilik

goriilmektedir.

Suslar aerobik kosullar altinda, MacConkey agar1 lizerinde 30°C'de ve % 2.0-4.0 NaCl
iceren ortam {iizerinde ilireme gosterirler. Anaerobik ortamda 30°C’de ve aerobik ortamda

42°C’de az da olsa Ureme goézlenirken, 4°C’de ireme gozlenmemistir. Oksidaz tretimi
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ve zayifta olsa katalaz aktivitesi pozitifken indoksil asetat hidrolizi negatiftir. Suslar hemolitik

degildir. Nitrat indirgenmez ve iireaz iiretilmez (Collado, vd., 2009).

Sekil 1.5. F2075T susuna ait hiicrlerin Taramal1 elektron mikroskobunda goriiniimii (a) ve

transmisyon elektron mikroskobunda negatif boyali goriiniimii (b) (Collado, vd., 2009).

1.3.8. Arcobacter thereius

Arcobacter thereius turi gram-negatif, 0,5 um genisliginde ve 2.5 pum uzunlugunda
hafif kavisli hiicrelere sahiptir. Mikroaerobik kosullar altinda 28°C’de 72 saat inkiibe edildikten
sonra kanli agar lizerinde yaklasik 2 um ¢apinda, diizgiin-yuvarlak, beyazimsi, yart konveks ve
yayllmayan koloniler olusturur. Arcobacter selektif agar iizerinde 1-2um capinda diizgiin
yuvarlak, opak, ve saydam formda koloniler meydana gelir. Mikroaerobik ortamda 30°C'de ve
oda sicakliginda (18-22°C) iireme gozlenirken, 37°C’de 3 giin inkiibasyonda sonra iireme

gozlenmemistir. Nitrat indirgenirken selenit indirgenmez.

Sekil 1.6. LMG24486T (A. thereius sp. nov.) susuna ait hiicrelerin taramali elektron
mikrografisinde goriiniimii (Houf, vd., 2009).

Oksidaz ve katalaz tiretimi ile indoksil asetat hidrolizi pozitiftir. Alkalen fosfataz, lireaz,
DNaz ve hippurikaz faaliyetleri belirlenmemistir. Hemoliz ve iireme, kanli agar lizerinde 32 mg

nalidiksik asit I" ihtiva eden susa baglidir (Houf, vd., 2009).
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1.3.9. Arcobacter trophiarum

Arcobacter trophiarum gram negatif, hafif kavisli 1.4-2.0um x 0.3-0.5um boyutlarinda
hiicrelere sahip bir Arcobacter tiriidiir. Mikroaerobik kosullar altinda 28°C’ de 48 saat
inkiibasyondan sonra kanli agar iizerinde ¢ap1 yaklasik 2um olan, beyaz hafif, konveks, diizgiin,
yuvarlak, yayilmayan ve Arcobacter segici agar {izerinde ¢ap1 yaklasik 1-2um olan, opak,

diizgtin-yuvarlak, yar1 saydam koloniler olustururlar.

Mikroaerobik ortamda, 30°C ve oda sicakliginda (18-22°C) iireme gozlenirken, 37

veya 42°C'de iireme gozlenmez.

Sekil 1.7. 64T Susuna ait hiicrelerin taramali elektron mikrografisinde goriiniimii (De Smet, vd.,

2011).

Aerobik sartlar altinda 37°C lireme gozlenmez ancak kanli agarda 25 ve 30°C’ de lireme
gozlenmektedir. Oksidaz ve katalaz iiretimi ile indoksil asetat hidrolizi pozitiftir. Nitrat
indirgenmez. Ureaz aktivitesi bilinmemektedir. Kanli agarda alfa hemoliz goriilmez (De Smet,

vd., 2011).

1.3.10. Arcobacter marinus

Arcobacter marinus hem aerobik hem de mikroaerobik sartlarda lireme gosteren bir
tirdiir. Gram negatif, hafif kavisli, yaklagik 0.5-1.7um uzunlugunda ve 0.1-0.3pm genislignde
hiicrelere sahiptir. Tek polar flagellasiyla hareket eder. MacConkey Agar plakalarinda 37°C’de
3 giin inkiibasyonun sonunda, dairesel, konveks, kremsi beyaz renkte ve yaklasik 1mm capinda
koloniler meydana getirirler. Koyun kanli agar plaklarinda ise 37°C’de 3 giin inkiibasyonun

sonunda, diizensiz, diigme seklinde, gri ve yaklasik 4mm ¢apinda koloniler meydana getirirler.

Ureme, 10-40°C (optimum 30-37°C)’de ve 5.9-8.5 (optimum 7.0) pH araliginda gergeklesir.

Oksidaz iiretilirken, katalaz, iireaz, alkalin fosfataz ve H,S iiretilmez. Nitrat indirgenir. indoksil



13

asteat hidrolizi pozitif iken hippurat negatiftir. Hemoliz goriilmez

(Kim, vd., 2010).

Sekil 1.8. CL-S1T susuna ait negatif boyali hiicrelerin transmisyon elektron mikrografisinde

goriiniimii (Kim, vd., 2010).
1.3.11. Arcobacter defluvii

Arcobacter defluvii tiirli gram negatif, kapsiilsiiz, spor olusturmayan, 0.3-0.5 pm
genisgliginde ve 1-2 pm uzunlugunda hafif kavisli cubuklar seklinde hiicrelere sahiptir. Tek polar
flagellasiyla hareket ederler. Aerobik kosullar altinda 30°C’ de 48 saat inkiibe edildikten sonra
kanli agar iizerinde 2mm ¢apinda, bej, dairesel, konveks ve yayilmayan koloniler meydana
getirirler. Ureme kanli agar iizerinde oda sicakhiginda (18-22°C) ve aerobik ortamda 30 ve
37°C’de gergeklesir. Mikroaerobik kosullarda 6nemli bir farklilik goriilmemektedir. Gerek
anaerobik sartlarda 30°C’de gerekse aerobik sartlarda 42°C'de zayifta olsa lireme meydana
gelmistir. %5 koyun kani iceren TSA’da hemoliz goriilmemistir. Oksidaz iiretimi ve indoksil
asetat hidrolizi pozitiftir. Zayifta olsa katalaz aktivitesi goriilmiistiir. Kazein, lesitin veya nisasta

hidrolizi negatiftir. Ure hidrolizi pozitiftir. Nitrat indirgenmistir (Collado, vd., 2011).
1.3.12. Arcobacter bivalviorum

Arcobacter bivalviorum tirine ait F4T, F118-2, F118-4 suslari, gram-negatif, hafif
kavisli, kapsiilsiiz, spor olusturmayan, 0.3-0.5um genisliginde ve 0,9-2,0um uzunlugunda
hiicrelere sahiptir. Tek polar flagellasiyla hareket ederler. Aerobik kosullar altinda 30°C’de 48
saat inkiibe edildikten sonra kanli agar iizerinde 2-4 mm ¢apinda, bej, dairesel, konveks ve
yayllmayan koloniler meydana getirirler. Pigment iiretilmez. Tiim suslarda oda sicakliginda (18-
22°C), 30 ve 37°C’de kanl1 agar iizerinde, hem aerobik hem de mikroaerobik kosullar altinda
42°C’de tlireme gozlenmis, ayrica anaerobik kosullar altinda 30°C’de zayifta olsa iireme

meydana gelmistir. %5 koyun kani iceren TSA besiyerinde hemoliz goriilmemektedir. Oksidaz



14

tiretimi ve katalaz aktivitesi pozitiftir. indoksil asetat hidrolizi pozitifken, kazein, lesitin veya

nisasta hidrolizi negatiftir. Nitrat indirgenmez. Ureaz iiretimi goriiliir (Levican, vd., 2012).
1.3.13. Arcobacter venerupis

Arcobacter venerupis tirtine ait F67-11T susu, gram negatif, hafif kavisli, kapsiilsiiz,
spor olusturmayan,0.3-0.6 m genisliginde ve 0.9-2.2 m uzunlugunda hiicrelere sahiptir.Tek
polar flagellasiyla hareket eder. Aerobik kosullar altinda 30°C’de 48-72 saat inkiibe edildikten
sonra kanli agar {izerinde ¢ap1 1-3mm olan, bej, yuvarlak, konveks ve yayilmayan koloniler
meydana getirirler. Pigment iiretilmez. Suslarin tiremesi kanh agar iizerinde oda sicakliginda
(18-22°C), 30°C ve 37°C’de ya da 42°C’de mikroaerobik kosullar altinda gerceklesmistir. Suglar
aerobik kosullar altinda oda sicakliginda (18-22°C) ve 30°C’de iyi, 37 ve 42°C’de zayif lireme
gosteririler. Anaerobik kosullar altinda ise 30°C’ de iireme gozlenmez. %5 koyun kani iceren
TSA besiyerinde hemoliz goriilmemektedir. Oksidaz iiretimi ile katalaz ve iireaz aktivitesi
pozitiftir. Nitrat indirgenir. Indoksil asetat hidrolizi pozitifken, kazein, lesitin veya nisasta

hidrolizi negatiftir (Levican, vd., 2012).
1.3.14. Arcobacter ellisi

Arcobacter ellisi adini, aborte sigir fetuslarindan spirillum/vibrio benzeri bir organizma

olarak Arcobacter’ in ilk {iyelerini tanimlayan W. A. Ellis’den almugtr.

Arcobacter ellisi gram negatif, hafif kavisli, kapsiilsiiz, spor olusturmayan, 0.3-0.9um
genigliginde ve 1-1.8um uzunlugunda hiicrelere sahip bir Arcobacter tiiridiir. Bazi hiicreler
7um uzunluguna varan ipliksi formlara sahiptir. Hareket tek polar flagellayla saglanir. Aerobik
kosullar altinda 30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra kanli agar {izerinde ¢ap1 2-4mm olan,
bej, dairesel, konveks ve yayilmayan koloniler olustururlar. Pigment {iretilmez. Tiim suslar oda
sicakliginda (18-22°C) kanl agarda {ireme gosterirler. Suslarin mikroaerobik kosullar altinda 30
ve 37°C’ de iiremesinde Onemli farklilik goériilmemektedir. Anaaerobik kosullarda 30°C ve
aerobik kosullarda 42°C’ de zayifta olsa lireme goriilmektedir. %5°lik koyun kani igeren TSA
besiyerinde hemoliz goriilmez. Oksidaz iiretimi ile katalaz aktivitesi pozitiftir. Nitrat indirgenir.
Indoksil asetat hidrolizi pozitifken, kazein, lesitin veya nisasta hidrolizi negatiftir (Figueras, vd.,

2011b).
1.3.15. Arcobacter anaerophilus

Arcobacter anaerophilus gram negatif, spor olusturmayan, hareketsiz, flagellasiz,

1.0-2.0pm uzunlugunda ve 0.1-0.3um genisliginde hiicrelere sahiptir. Nitrat agar iizerinde,
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anaerobik olarak iireyen piirlizsiiz, diizgiin, yuvarlak ve soluk sar1 renkte koloniler meydana
getirirler. Anaerob broth kiiltiirii soluk sar1 renkte ve jelatinimsi olup alt kisminda sedimentler
bulunur. Katalaz aktivitesi negatif iken oksidaz iietimi pozitiftir. Sitrat kullanilir, kazein
hidrolize edilir. Nitrat indirgenir ve H,S {iiretilir. Amilaz, lireaz ve jelatinaz iiretilmemektedir.
Ureme sinirh karbon kaynaklan {izerinde olusur ve iyi bir iireme i¢in kompleks ortam gereklidir

(Sasi Jyothsna, vd., 2013).
1.3.16. Arcobacter cloacae

Arcobacter cloacae tirtine ait SW28-13T suslar1 gram negatif, hafif kavisli, kapsiilsiiz,
spor olusturmayan, 1.0-1.5um uzunlugunda ve 0.3-0.5pm genisliginde hiicrelere sahiptir.
Hareketleri tek polar flagellayla saglanir. Aerobik kosullar altinda 30°C’de 48 saat inkiibasyon
sonunda kanli agar iizerinde ¢ap1 2-4 mm olan, bej, dairesel, konveks ve yayilmayan koloniler
olustururlar. Pigment tiretilmez. Tiim suslarin hem aerobik hem de mikroaerobik sartlar altinda,
oda sicakliginda (18-22°C), 30 ve 37°C'de kanli agari iizerinde {iremesinde 6nemli bir farklilik
goriilmemektedir. Anaerobik sartlarda 30°C’de ya da aerobik ve mikroaerobik sartlarda 42°C’de
ireme goriilmemektedir. %5°lik koyun kani igeren TSA besiyerinde hemoliz goriilmez. Oksidaz
liretimi ile katalaz aktivitesi pozitiftir. Nitrat indirgenir. indoksil asetat hidrolizi pozitifken, iire,

kazein, lesitin veya nisasta hidrolizi negatiftir (Levican, vd., 2013).
1.3.17. Arcobacter suis

Arcobacter suis tlirtine ait F41T susu gram negatif, hafif kavisli, kapsiilsiiz, spor
olusturmayan, 0.3-0.6 um genisliginde ve 1.2-2.1 pm uzunlugunda hiicrelere sahiptir. Bazi
hiicreler 7um uzunluguna varan ipliksi formlara sahiptir. Tek polar flagellasiyla hareket eder.
Aerobik kosullar altinda 30°C’de 48-72 saat inkiibasyonun sonunda kanli agar {izerinde ¢ap1 1-3
mm olan, bej, dairesel, konveks, yayilmayan koloniler olustururlar. Pigment {iretilmez. Suslarin
30°C aerobik ve mikroaerobik sartlar altinda ve oda sicakliginda (18-22°C) kanli agarda
iremesinde Onemli bir farklilik goriilmemektedir. Bununla birlikte, 30°C'de anaerobik
kosullarda ya da 37 veya 42°C’de lireme goriilmemektedir. %5°lik koyun kani igeren TSA
besiyerinde hemoliz goriilmez. Oksidaz iiretimi ile katalaz aktivitesi pozitiftir. Nitrat indirgenir.
Indoksil asetat hidrolizi pozitifken, iire, kazein, lesitin veya nisasta hidrolizi negatiftir (Levican,

vd., 2013).
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1.3.18. Arcobacter molluscorum

Hiicreler gram negatif, hafif kavisli, kapsiilsiiz, spor olusturmayan, 0.3-0.5 pum
genisliginde ve 1-3.4um uzunlugundadir. Bazi hiicreler 7m uzunluguna kadar flamentoz
formlara sahiptir. Tek polar flagellasiyla hareket ederler. 30°C* de 48 saat aerobik kosullarda
kanli agarda inkiibe edildikten sonra, 2-4mm c¢apinda, bej, dairesel, konveks, yayilmayan
koloniler olustururlar. Kanli agar lizerinde pigment iiretilmemektedir. Suslarin oda sicakliginda
(18-22°C), 37°C ve 30°C de aerobik ve mikroaerobik kosullarda kanli agarda iiremesinde
onemli bir farklilik goriilmemektedir. Ancak kanli agara % 2 NaCl eklendigi zaman iiremede
artis meydana gelmektedir. 42°C aerobik kosullarda ve 30°C de anaerobik kosullarda lireme
zayiftir. %5°lik koyun kani iceren TSA besiyerinde hemoliz goriilmez. Oksidaz ve katalaz
aktivitesi pozitifken, hidroliz indoksil asetat, kazein, lesitin, nisasta ya da iire negatiftir.
Sirastyla mikroaerobik kosullar altinda 72 saat ve anaerobik kosullar altinda 5 giin sonra tiim

izolatlar icin nitrat indirgenmektedir (Figueras, vd., 2011a).
1.3.19. Arcobacter ebronensis

Arcobacter ebronensis tiirtine ait F128-2T susu gram negatif, hafif kavisli, kapsiilsiiz,
spor olugturmayan, 0.3-0.5um genisliginde ve 1.5-2.5um uzunlugunda hiicrelere sahiptir. Tek
polar flagellasiyla hareket eder. Aerobik kosullar altinda kanli agarda 30°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra, ¢cap1 2-4mm olan bej, dairesel, konveks ve yayilmayan koloniler olustururlar.
Pigment iretilmemektedir. Susun 30°C’de aerobik ve mikroaerobik sartlar altinda ve oda
sicakliginda (18-22°C) kanli agarda iiremesinde 6nemli bir farklilik goriilmemektedir. Ortama
%1 NaCl ilave edilmesi ile bu susun iiremesinde az da olsa bir artis gézlemlenmistir. Hem
aerobik ve mikroaerobik (37°C veya 42°C’ de) hem de anaerobik kosullar altinda tireme
goriilmemektedir. %5’lik koyun kani igeren TSA besiyerinde hemoliz goriilmemektedir.
Oksidaz iiretimi pozitif iken katalaz iiretimi negatiftir. indoksil asetat hidrolizi ve iire pozitifken,

kazein, lesitin ya da nisasta hidrolizi negatiftir (Levican, vd., 2015).
1.3.20. Arcobacter aquimarinus

Arcobacter aquimarinus tiirline ait suslarin hiicreleri, gram negatif, hafif kavisli,
kapsiilsiiz, spor olusturmayan 0.4-0.6pm genisliginde ve 1.0-2.0um uzunlugundadir. Tek polar
flagellasiyla hareket ederler. Aerobik kosullar altinda kanli agarda 30°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra, capi 2-4mm bej, dairesel, konveks ve yayilmayan koloniler olustururlar.
Pigment iretilmemektedir. Suglarin oda sicakliginda (18-22°C) kanli agarda, 37°C ve 30°C de

aerobik ve mikroaerobik sartlar altinda ve 30°C’de anaerobik kosullarda iiremesinde 6nemli bir
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farklihik  goriilmemektedir. 42°C’de herhangi bir inkiibasyon kosullarinda {ireme
goriilmemektedir. %5’lik koyun kani igeren TSA besiyerinde hemoliz goriilmemektedir.
Suslarin oksidaz ve katalaz aktivitesi pozitiftir. Indoksil asetat hidrolizi pozitifken iire, kazein,

lesitin veya nisasta hidrolizi negatiftir. Nitrat indirgenir (Levican, vd., 2015).
1.3.21. Arcobacter lanthieri

Hiicreler gram negatif, mikroaerobik, hafif kavisli, ¢ubuk seklinde 0.2-0.4um
genisliginde ve 1.4-2.0um uzunlugundadir. Tek polar flagellasiyla hareket ederler. 3 giin
boyunca 30°C’ de m-AAM besiyerinde iiredikten sonra, bej, yar1 saydam ve kiiciik koloniler
meydana getirirler. Hiicreler 25-37°C’de m-AAM, ASIA, CCDA, MacConkey agar iizerinde
(optimum 30°C) ve TSA plus 1% glisinde iyi biiyiime gosterirler. Voges-Proskauer testi,
trifeniltetrazolyum kloriir (TTC) indirgenmesi ve nitrat indirgenmesi i¢in pozitiftir. Suslari
oksidaz, katalaz, esteraz, nitrat liretim ve indoksil asetat hidrolizi i¢in pozitif iken jelatin
hidrolizi, H,S {iiretimi, sodyum siiksinat asimilasyonu, hippurat hidroliz, c-glutamil transferaz,
pirrolidonil arilamidaz, L-arginin arilamidaz, L-aspartat arilamidaz, alkalin fosfataz, beta-
galaktosidaz, arginin dihidrolaz, lizin dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz, sitrat kullanimi,
tripton deaminaz ve indol iiretimi i¢in hi¢ bir aktivite gostermemektedir (Whiteduck-Léveillée,

vd., 2015).
1.3.22. Arcobacter valdiviensis

Hiicreler gram-negatif, hafif egimli c¢ubuklar seklinde, kapsiillenmemis, spor
olusturmayan ve 0.3-0.5 um genisliginde ve 1.3-2 um uzunlugundadir. Eski Kkiiltiirlerinde
kiiresel olmayan ya da kokoid hiicreler gozlenmistir. Tek polar flagellasiyla hareket ederler.
Anaerobik kosullar altinda kanli agarda 30°C'de 72 saat boyunca inkiibe edildikten sonra, ¢ap1 2
mm olan, kirli beyaz, yar1 saydam, tiim marjlar1 ile konveks, dairesel koloniler meydana
getirirler. Kati1 ortam {izerinde higbir yayilma gozlenmemistir. Pigment iiretilmemektedir.
Suslarin oda sicakliginda (18-22°C) kanli agarda ve 30°C 'de aerobik veya mikroaerobik kiiltiir
kosullar1 altinda iiremesinde onemli bir farklilik goézlenmezken suslarin 37°C 'de iireme
gostermedigi bildirilmistir. Aerobiyoz iizerinde 35°C’ de ve anaerobik kosullar altinda 30°C'de
zay1f biiylime gdzlenmistir. Kanli agarda hemoliz goériilmez. Suslarin hidroliz indoksil asetat,

oksidaz ve katalaz aktivitesi pozitiftir. Ureaz iiretilmez ve nitrat indirgenmez (Collado, 2010).
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1.4. Epidemiyoloji

Arcobacter’ler hayvanlar ve hayvansal gidalar (sigir, koyun, kiimes hayvanlari, sigir eti,
siit, domuz eti vb.), hayvanlarin aborte fetusleri, insanlar ve insanlardan alan klinik érnekler,
tath sular ve deniz sulari, midye ve istiridye gibi bir¢ok farkli kaynaktan izole edilirken (Etonsi
2013), en yiiksek yaygilik domuz ve sigir1 takip eden tavuk etinde bildirilmistir. Ayrica igme
su rezervlerinde, su dagitim hatlarinin yiizeylerinde, kirlenmis akarsu ve kanal sularinda da

bulunabildigi belirtirmektedir (Shah, vd., 2011).
1.4.1. insanlarda Arcobacter

Arcobacter’ler Gida Mikrobiyolojik Sartlart Uluslararasi Komisyonu (ICMSF)
tarafindan, gelismekte olan patojenler olarak smiflandirilmistir. Giinlimze kadar 22 Arcobacter
tiirii tamimlamis olup yalnizca 3 tiiriin insanlart enfekte ettigi bildirilmistir: A.butzleri, A.
cryaerophilus ve A. skirrowii insan enfeksiyonlar1 ile iliskili birincil tiir olarak belirtilmigtir

(Rice, vd., 1999; Van den Abeele, vd., 2014).

Atabay ve Corry (1998) ozellikle kendini sinirlayan enterit ve nadiren bakteremi ya da
apandisit gibi insan hastaliklarinin zoonotik bir kokenden meydana geldigini bildirmislerdir.
Arcobacter tiirlerinin temel bulasma yollarinin gida ve su oldugunu One silirmiisler, ayrica
hastaligin ¢ogunlukla kisiden kisiye temas, capraz bulasma, hijyenik olmayan gidalarin
uygulama alanlar1 ve gelismekte olan bolgeler / iilkelere seyahat yoluyla edinildigi bildirilmistir

(D’Sa, 2002).

Taylor ve arkadaslar1 (1991), Tayland’da yaptiklar1 ¢alismada gastroenteritli ¢ocuklarin

sindirim sistemlerinden %?2.4 oraninda A.butzleri izolasyonu bildirmistir.

Vandamme ve arkadaslarinin (1992b) Italya’ da yaptiklari bir ¢alismada; ayni okulda
bulunan 10 ¢ocugun 3’linde ishal belirtisi bulunmaksizin, tekrarlayan karin kramplarn sikayetleri

sonucunda A.butzleri izolasyonu bildirilmistir.

Insanlarda, A.butzleri ve A.cryaerophilus akut ishal olan hastalarin diski 6rneklerinden
izole edilirken, A.skirrowii sadece iki kez insan hastaliklariyla iliskilendirilmistir. Bunlardan biri
Wybo ve ark. (2004) tarafindan, kronik gastrointestinal hastalig1 olan yash bir hastadan alinan
orneklerde bir digeri ise Samie ve ark. (2007) tarafindan Giiney Afrika’da (HIV veya HIV
olmaksizin) hastalardan alian diski numunelerinde saptanmistir (Lehner, vd., 2005; Wybo, vd.,

2004; Collado, 2010).
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Arcobacter tiirlerinin akut apandisiti olan hastalardan ve periton sivis1 veya kandan

izole edilebildigi bildirilmistir (Pervical, vd., 2004).

Bununla birlikte, insan ishal nedeni olarak Arcobacter’lerin 6nemi heniiz netlik

kazanmamustir.
1.4.2. Hayvan, gida, su ve cevre drneklerinde Arcobacter

Arcobacter’ler siklikla farkh ¢iftik hayvanlarinin (tavuk, domuz, sigir, koyun, kaz ve
hindi gibi) diski numunelerinden ve bagirsak sistemlerinden izole edilmis, fakat yalnizca bazi
tiirlerin hastalik yapict ozelliklere sahip olduklari belirlenmistir. Hayvansal iirlinler arasinda
tavuk, sigir, domuz, hindi etleri ve bunlardan hazirlanan kiymalarin Arcobacter tiirleri ile
kontamine oldugu bildirilmistir. Bu hayvanlara ait etlerin Arcobacter tiirleri ile
kontaminasyonunun, kesimhanelerde meydana geldigi saptanmustir. Ayrica market ve
kasaplarda kontamine etler araciligiyla diger iriinlerin ¢apraz kontaminasyonu da s6z
konusudur. Hayvanlarda Arcobacter’lerin en ciddi etkilerinin diisiikler, mastisit ve ishal oldugu
saptanmistir (Logan, vd., 1982; Vandamme, vd., 1992¢; Collado, 2010). Schroeder-Tucker ve
arkadaglan tarafindan (1996), Arcobacter enfeksiyonu ile ilgili patolojik bulgularin kisirlik,
Ostrus sirasinda kronik akinti, kronik 6lii dogan sorunlari ve ge¢ donem abortus olarak

belirlenmistir (Ho, vd., 2006; Schroeder-Tucker, vd.,1996).
Kanath etlerinde (broylerler’de);

Campylobacter’ler gibi hem domuz etinden hem de sigir kiymasindan elde edilen
Arcobacterler kirmiz1 ete oranla tavuklarda ve kiimes hayvanlarinda daha sik goriilmektedir

(Atabay, vd., 1998; Gonzalez, vd., 2000).

Atabay ve Corry (1998), siipermarketten alinan 10, kesimhaneden toplanan 15 adet
tavuk karkas orneklerini Campylobacter ve Arcobacter suslart agisindan incelemislerdir.
Yapilan bu incelemeler sonucunda siipermarketten alinan karkaslardan A.butzleri ve
A. cryaerophilus, kesimhaneden alinan karkaslardan A.butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii

izole etmislerdir.

Belgika’da yapilan bir ¢alismada (2001); kanatl iiriinlerinde Arcobacter ve termofilik
Campylobacter prevalansi incelendiginde Arcobacter tiiriiniin yayginliginin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada yumurta tavuklarimin boyun derisinden %100 ve broylerlerden
alinan benzer 6rneklerde %90 oraninda Arcobacter izole edilmis, broyler gogiis eti 6rneklerinin

de %65’inin Arcobacter ile kontamine oldugu belirlenmistir (Houf, vd., 2001).
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Cizelge 1.2. Arcobacter cinsinde yer alan tiirler, izole edildikleri ortamlar ve iligkili olduklar
hastaliklar.

Hastahklar

Tiirler Kaynaklar insan
Hayvan
A.butzleri Tavuk eti Gastroenterit, Domuz, sigir ve  primatlarda
septisemi gastroenterit, domuzlarda abortus
A. nitrofigilis Bitki kokii *_ -
A. skirrowii Atik s181r, domuz ve koyun fotiisleri Gastroenterit ~ Koyun ve sifirlarda gastroenterit,
domuz ve sigirlarda abortus
A. cryaerophilus  Atik sigir fotiisii Gastroenterit, Domuz, sigir, koyun ve atlarda
septisemi abortus, sigirlarda mastit
A. cibarius Tavuk eti - -
A. halophilus Tuzlu gol suyu - -
A. mytili Midye, tuzlu su - -
A. thereius Atik domuz fotiisu, domuz sindirim - -
sistemi, ordek sindirim sistemi
A. marinus Deniz suyu, deniz yildizi, deniz - -
yosunu

A. trophiarum Domuz karkasi - -
A. defluvii Lagim sular1 - -
A. molluscorum Midye, istiridye - -
A. ellisii Midye,yumusakga - -
A. bivalviorum Midye, deniz tarag1 - -
A. venerupis Midye, deniz tarag1 - -
A. anaerophilus Yaban domuzu ve domuzdan - -
A. cloace Lagim sulart - -
A. suis Yaban domuzu ve domuzdan - -
A. ebronensis Kabuklu deniz iiriinleri - -
A. aquimarinus Deniz suyu - -
A. lanthieri Domuz ve siit sigir giibresi - -
A. valdiviensis Tavuk kloak siiriinti numuneleri - -

Atabay ve arkadaslari (2003) yaptiklar1 ¢alismada, 75 tavuk karkas (44 taze ve 31
dondurulmus) 6rnegi incelemislerdir. Incelenen 44 adet taze tavuk karkaslarinin 42’sinden ve

31 adet dondurulmus tavuk karkaslarinin 7’sinden (%23) A.butzleri izole etmislerdir.

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada (2008), tavuklarin Gastrointestinal sistemlerinde
Arcobacter prevalansi aragtirilmigtir. Yumurta tavuklarinda % 20 ila % 85 ve broylerlerde % 3.3

ila % 51 arasinda degisen oranlarda Arcobacter tespit edilmistir (Ho, vd., 2008).
Kirmz etlerde;

Her ne kadar kanath etleri ve su orneklerinin Arcobacter ile kontamine olma riski
yiiksek olsa da tiikketim bakimindan onemli bir yer tutan kirmizi etler de Arcobacter’ler ile

konatmine olma riski bulunan gida gesitleridir.
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Wesley ve arkadaslart (2000), yaptiklari bir c¢aligmada mandira sigirlarinda
Arcobacter’lerin bulunma sikligim arastirmuslardir. Inceledikleri 1682 sigirm % 14,3’iinde

Arcobacter tiirlinlin bulundugunu tespit etmislerdir.

Rivas ve arkadaglar1 (2004), domuz, kuzu, sigir ve kuzu etlerinde Arcobacter
prevalansini belirlemek amaciyla bir aragtirma yapmuslardir. Bu arastirmada farkli tesislerden
topladiklart domuz etlerinin % 29’undan sigir etlerinin % 22’sinden ve kuzu etlerinin

% 15’inden A.butzleri izole ettiklerini bildirmislerdir.

Ongor ve arkadaslar1 (2004), Tiirkiye’nin dogu kesiminde yaptiklari bir ¢aligmada
marketlerden topladiklar1 97 sigir kiymasi drnegini incelemislerdir. Inceledikleri rneklerin
%5’inin Arcobacter ile kontamine oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢caligma Tiirkiye’deki sigir eti

orneklerinden Arcobacter spp. izole edilen ilk ¢alisma olmastyla 6nem kazanmustir.
Siit ve siit iiriinleri;

Italya’da yapilan bir calismada 14 ¢iftligin 12’sindeki 49 adet siit filtresinden toplamda
52 adet 6rnek izole edilmistir. Bunlarin 22’sini A.butzleri, 14’tinii A.cryaerophilus geri kalanini

da Campylobacter tiirleri olusturmaktadir (Serraino, vd., 2013).

Arcobater tirlerinin saglikli ruminantlarin sindirim sisteminde herhangi bir semptoma
sebep olmadan varligin1 siirdiirmesi, kesim sirasinda karkaslarin ve muhtemelen de

ciftliklerdeki siitlerin fekal kontaminasyonunda dnemli bir paya sahiptir (Shah, vd., 2011).
Sularda;

Suyun bu organizmalarin iletiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi One siiriilmiis ve
icme suyu Arcobacter ile iligkili ishal hastaligi ediniminde 6nemli bir risk faktorii olarak
gosterilmistir (Moreno et al. 2003). Arcobacter hiicrelerinin paslanmaz ¢elik, bakir ve plastik
gibi ¢esitli su dagitim borularimin yiizeyine yapisabildigini tespit etmistir. Yapilan incelelede 72
saat sonra paslanmaz celik yiizeylerde ekstraselliiler fibrillerin meydana geldigi saptanmustir

(Lehner, vd., 2005).

Rice ve arkadaslari (1999) yaptiklart bir ¢alismada, kontamine bir yeralti suyundan

Arcobacter izole etmislerdir.

Diergaardt ve ark. (2003),tarafindan yapilan bir ¢alismada gevresel su orneklerinden
izole edilen 221 6rnegin 8’1 Campylobacter cinsine ait olurken, 4’ii  Arcobacter cinsine dahil

olan A.butzleri olarak tanimlanmustir.
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Collado ve arkadaslar1 (2008), Italya’da yaptiklar1 bir calismada tatlisu, deniz suyu ve
kanalizasyondan topladiklar1 205 su Ornegini incelemislerdir. Bu bakteri Orneklerinin
%55.1’inde ilk defa fekal kirlenmenin bakteriyel indikatdrlerle iliskili oldugu bulunmustur.
Yapilan ¢aligma sonucunda A.skirrowii (% 1.8), A.cryaerophilus (30%) ve baskin tiir olarak

A.butzleri (% 94) izole edilmistir.

Driessche ve Houf (2007), yaptiklart bir ¢alismada inceledikleri su orneklerinden
yalnizca A.cryaerophilus izole etmislerdir. Haslama tanklarindan aldiklar1 6rneklerde 3 farkli
genotipte ve dagitim borularindan aldiklar1 6rneklerde de 2 farkli genotipte izolat elde ettiklerini

bildirmislerdir.

Nijerya’ da yapilan bir calismada kanath et kesimhanesindeki atik sular Arcobacter
tiitiniin izole edilebilmesi igin uygun bulunmustur. Incelenen numunelerin 26’sinda (%14)

pozitif sonug elde edilmistir (Amisu, vd., 2003).
Diska;

Driessche ve Houf (2003) Belcika’da yaptiklart bir ¢alismada g¢iftlik hayvanlarinin
diskisinda Arcobacter bulunma sikligini arasgtirmiglardir. 51 sigir digki 6rneginden 5°i (%10)

Arcobacter varlig1 a¢isindan pozitif bulunmustur.

Fera ve arkadaslar1 (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada 85 kedinin 67’sinde Arcobacter
DNA’s1 tespit etmisler ve A.butzlerimin kedilerde en sik saptanan tiirler oldugunu

belirlemislerdir.

Houf ve arkadaglar1 (2008), Belcika’da yaptiklar bir ¢calismada 267 evcil kopek ve 61
evcil kediden diski ve bukkal swab drnekleri toplamiglaridr. Kedilerden alinan bukkal swab ve
diski 6rneklerinin higbirinde Arcobacter’e rastlanmamistir. Buna karsilik 5 kdpegin (%1.9)

bosaltim atiklarinda ve 2 kdpegin (%0.7) bukkal boslugunda Arcobacter izole edilmistir.
1.4.3. Bulasma yollar

Her ne kadar kanitlanmig olmasa da, Arcobacter ile kontamine olmus su ve gidalarin
tilketimi insan ve hayvanlar i¢in bulasma yolu olarak kabul edilmistir. A.butzleri'nin kigiden
kisiye bulasmas, bir Italyan okulunda tekrarlayan karin kramplari salgini meydana gelmesiyle
One siiriilmiistiir. Epidemiyolojik veriler, enfekte hastalardan aliman diski orneklerinden

toplanan biitiin suslarin ayni fenotip ve genotipe sahip oldugunu gostermektedir.
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A.butzleri’nin plasenta yolu ile bir yenidogana bulagmasinin da diger bir kisiden kisiye

bulagsma yolu oldugu diistiniilmektedir (Vandamme, vd., 1992b; On, vd., 1995).

Hayvan kokenli gida iirlinleri Arcobacter tiirlerinin bulagsmasinda 6nemli bir potansiyel
iletim yolu olarak gosterilmistir. Bu hipotez birgok perakende et iiriiniinde, saglikli ciftlik
hayvanlarinin diski 6rnekleri ve bagirsak sisteminde bu bakterilerin yiiksek prevalansina
dayanmaktadir. Et iiriinlerindeki Arcobacter kontaminasyonunun kesim islemi sirasinda
karkaslara kontamine hayvan digkisinin temas etmesiyle gerceklestigi belirtilmistir. Evcil
hayvanlarin tiikiirik ya da diskisi ile temas da bir diger potansiyel bulagsma yolu olarak one

stirtilmiistiir (Collado ve Figueras, 2011).

Suyun da Arcobacter tiirlerinin hayvanlara ve insanlara bulagmasinda énemli bir rol
oynayabilecegi one siiriilmiistiir. Icme suyu Arcobacter ile iliskili ishal hastalif1 ediniminde

onemli bir risk faktorii olarak gosterilmektedir (Moreno, vd., 2003).
1.4.4. Patogenez ve viriilens faktorler

Arcobacter  tlrleri insan enfeksiyonlarmdan enterit ve bakteriyemi ile
iligkilendirilmistir. Saglikli ¢iftlik hayvanlarinin barsaklarinda kommensal olarak bulunmalarina
karsin, enterit ve abortuslardan da izole edildigi bildirilmistir. In vitro insan ve hayvan hiicre
kiilttirti deneyleri Arcobacter tiirlerinin 6karyotik hiicre kiiltiirlerine yapisabildigini, bu hiicreleri
istila edebildigini ve yine bu hiicrelere zarar veren toksinler {iiretebildigini gdstermistir.
Maalesef, Arcobacter tiirlerinin patofizyolojik ve patolojik potansiyelini ac¢ikliga kavusturacak
in vivo caligmalarin sayisi olduk¢a azdir (Ferreira, vd., 2015). Birgok c¢alismada
Arcobacter’lerin ¢esitli hiicre hatlarinda, sitotoksite ve yapisma kapasitesi Ozellikleri
aragtirtlmasina karsin, tiirlerinin patojenite ve virlilans mekanizmalar1 hala tam olarak

anlasilamamustir.

1.4.4.1. Konak hiicrede adezyon ve invazyon

Konak hiicrelerde Arcobacter tiirlerinin adezyon, invazyon ve sitotoksik potansiyelini
karakterize etmek i¢in in vitro kiiltlirlerin kullanildig1 gesitli ¢alismalar yapilmig fakat elde
edilen veriler arasinda farkliliklar oldugu saptanmustir. Gézlemlenen bu farkliliklarin nedeninin
Arcobacter suslarinin orjinlerine ve kullanilan hiicre hatlarmin farkliligina bagli olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Musmanno ve ark. (1997), yaptiklar1 calismada nehirden izole ettikleri A.butzleri

izolatlarinin Afrika yesil maymunu bdbrek hiicreleri (Vero) ve Cin hamster ovaryumu (CHO)
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hiicrelerinde sitotonik, sitotoksik ve sitoletal distending faktorlerin iiretildigini saptamislardir.
Arcobacterlerin adezyon ve invazyon Ozellikleri HelLa ve Barsak 407 hiicreleri iizerinde
incelenmis ve sadece bir susun hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi oldugu belirlenmistir.
Sitotoksik olmayan diger suslarin ise CHO hiicrelerinde uzamaya (sitotonik benzeri etki) neden
oldugu belirlenmistir. Incelenen suglardan yalmzca birinin in vitro olarak hiicrelere adhere
oldugu tespit edilmis ve suslarin higbirinde invazyona rastlanmamustir. Biitiin bu veriler 1518inda
cevreden izole edilen Arcobacterlerin fenotipik olarak heterojenite gosterdigi ve bazi suslarin

viriilent olduklart saptanmistir (Lehner, vd., 2005; Collado ve Figueras , 2011).

1.4.4.2. Arcobacter’ler tarafindan uretilen toksinler

Bir¢ok bakteriyel patojenin hastalilk yapmasindaki temel mekanizma toksinlerin
iiretimidir. Toksinler dogrudan epitel sekresyona isaret edebilir, epitel hiicrelere ya da intestinal
bariyer fonksiyonuna zarar verebilir veya ikincil hiicreler ya da mediatérleri toplayabilir. Bu da
daha sonra intestinal sekresyon, enflamasyon veya hasar olusumunu tetikler (Ferreira, vd.,

2015, Guerrant, vd., 1999).

Johnson ve Murano (2002) tavuk, sigir, su ve ishalli insan digkilarindan izole ettikleri
Arcobacter spp.’de PCR ile cytolethal distending toksin (CDT) genlerinin varligini arastirmis,
inceledigi suslarin hi¢ birisinde bu gene rastlayamamistir. Bununla birlikte suslarin Hela ve
INT407 hiicreleri iizerine toksik etkisi oldugu tespit (Collado ve Figueras, 2011; Lehner, vd.,
2005).

Carbone ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢alismada, elde ettikleri 17 adet Arcobacter
susundan 6’smin hem HEp-2 hem de HeLa hiicre hatlar1 {izerinde adeziv etkiye sahip

olduklarini bildirmislerdir (Carbone, vd., 2003).

1.4.4.3. Claudin ekspresyonu

Viicut boyunca i¢ ve dis yiizeyleri kapsayan hiicresel sinirlar epitelyal ve endotel
tabakalar tarafindan saglanmaktadir. Bu tabakalar ile komsu hiicreler arasindaki kompleksler
gap junction, dezmozomlar, aderans baglantilar1 ve siki baglantilar (TJs) olarak bilinmektedir

(Turksen ve Troy, 2004).

Claudin multigen ailesi paraseliiler gecirgenligi diizenleyen ve epitel ve endotel hiicre
katmanlar1 arasinda hiicre polaritesinin korunmasinda 6nemli rolleri olan siki baglantilarin
yapisal ve islevsel bilesenleri olan tetraspan membran proteinlerini kodlamaktadir. TJs birden

cok bilesenden olusur, ancak claudin olarak bilinen tetraspan membran proteinleri TJ olusumu
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ve islevi i¢in onemlidir. TJ olusumundan sorumlu olan bu protein, paraseliiler permeabilite
gecirgenliginin diizenlenmesinde, epitel ve endotel hiicrelerdeki hiicre polaritelerinin korunmast

ve devamliliginin saglanmasinda rol oynamaktadir (Lal-Nag ve Morin, 2009).

—
TD\_/'\/_
Sitotoksinle Bagirsak
Yapisma
= [ Mukus
Claudinler :ZZE - ) = ;f. Bagirsak
S Claudin hiicresi
ekspresyonunu
invazyo h azaltma
IL-8 salgisimin indiikledigi b4 Ekstljaselluler
inflamasyon Paraseliiler tasinmay1 matriks

Sekil 1.9. Intestinal epitel hiicrelerinde ve farkli hiicre hatlarinda Arcobacter’lerin viriilans
mekanizmalari. Arcobacter tirlerinin suslarinin, interlokin-8 (IL-8) araciligiyla inflamasyon,
yapisma, invazyon ve sitotoksisite iiretebilme kapasitesi gosterilmistir. Epitel bariyer
disfonksiyonu ve paraseliiler tasinmaya eslik eden artis ile siki baglant1 bolgelerinde (tight
junctions) Claudin ekspresyonunu azaltma yetenegi (diyarenin fluks tip sizintisina neden olur)

insan kolonik epitel hiicrelerinde A.butzleri igcin gosterilmistir (Collado ve Figueras, 2011).

A.butzleri’nin diyareye yol agma mekanizmasinin anlasilmasi i¢in bazi g¢aligmalar
yapilmistir. Bu calismalarda enfekte insan kolon epitel hiicre kiiltlirleri kullanimigtir (HT-
29/B6). Arcobacter’lerin, TJ proteinleri olan claudin -1, -5, ve -8’in ekspresyonu azalttig1
saptanmistir. Bu proteinlerin azalmasi epitel bariyer bozukluklarina ve epitel hiicrelerde
apoptozise yol agar. Bunun sonucu olarak sizint1 seklinde diyare olusumuna neden olur. Bunlara
ilaveten, H.pylori ve Campylobacter spp’lerde, bir proinflamatuvar sitokin tiirii olan IL-8’in
ekspresyonunun uyarilmasi ana viriilens foktor olarak diistiniilmektedir. Bu sitokin uyariminin
A.butzleri, A.cryaerophilus, A.skirrowii ve A.cibarius’ta da viriilens faktor oldugu bildirilmistir.

Bununla birlikte Arcobacter’lerin, insan Caco-2 hiicreleri ve domuz barsak epitel hiicrelerinde
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IL-8 iiretiminin uyarilmasina iliskin yapilan deneylerde, IL-8 ve adezyon ve invazyon arasinda

herhangi bir korelasyona rastlanmamistir (Collado ve Figueras, 2011) (Sekil 1.9.).

1.4.4.4. Plasmidler

Plasmdiler kromozomdan bagimsiz olarak kendini esleyebilen bir DNA parcasidir.
Bir¢ok bakteriyel tiirde bulunabilmesinin yam sira, arkelerde, okaryotik tiirlerde ve hemen
hemen tiim ekosistemlerde bulunmaktadir. Plasmidlerin bir diger 6zelligi de tasidigi genetik
bilgileri baska hiicrelere akatarbilmesidir. Bunun sonucu olarak alict hiicre, kendi disindaki
baska bir hiicrenin (verici) fenotipini kazanabilir. Aktarilan bu plazmid, horizontal gen transferi
ile yeni jenerasyonlara aktarilabilir, kromozomdan bagimsiz olarak replike olabilir, boyutlar
1kbp ile 100 kbp arasinda degisebilir. Plasmdiler; antimikrobiyal ve agir metal direng¢ genleri,
toksin genler ve viriilens genler gibi tasidiklar ilave fenotipler nedeni ile bakteriyel patojenler

icin 6nemlidirler (Slater, vd., 2008).

Arcobacterlerde plasmid varligina iliskin az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Douidah,
vd., 2014; Toh, vd., 2011; Harrass, vd., 1998; Ferreira, vd., 2015). Yeni kesim yapilmis
broylerlerden izole edilen Arcobacter’lerin %24’iinde 2.0-5.0 kbp biiyiikligiinde plasmidler
saptanmistir. Bu calismada tiim suslarda tek plasmid izole edilmis olup, tiim plasmidlerin ayni
restriksyon sekillerine sahip oldugu bildirilmistir (Harrass, vd.,1998). Mikrobiyal yakit hiicresi
(kimyasal enerjiyi- elektrik enerjisine c¢eviren dogal bakteri topluluklari) olarak kullanilan
sistemlerden izole edilen Arcobacter spp. plasmidlerinin iizerinde 3 ana protein kodlama bolgesi
saptanmistir. Bunlardan biri tahminen replikasyon iliskili protein bolgesi olup diger ikisi

hipotetik protein bolgesidir (Toh, vd., 2011).

Son yillarda insan ve hayvanlardan izole edilen Arcobacter tiirlerindeki plazmidler
incelenmis ve sekans analizleri yapilmistir. Tavuk, domuz ve sigirlardan izole edilen A.butzleri,
A. cryaerophilus ve A. skirrowii’de plazmid saptanirken, insan, koyun ve attan elde edilen
izolatlarda plazmid saptanamamustir. Ug A.butzleri ve bir A. cryaerophilus’tan elde edilen
kiigiik plazmidlerin sekansi sonucu, bu genlerin; plazmdin replikasyonundan ve gelecek
nesilere aktarimindan sorumlu oldugu varsayilan genler olduklar1 gosterilmistir. Douidah ve ark
(2014) , broylerlerden izole ettikleri bir A.butzleri susunda 27.5 kbp biiyiikliigiinde bir plazmid
saptamiglardir. Bu plazmid sekans verileri Wolinella succinogenes tiirlerinde tip IV
sekresyonundan sorumlu olan genlerle iligkili bulunmustur (Douidah, vd., 2014; Ferreira, vd.,

2015; Toh, vd., 2011).
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1.4.4.5. Biyofilm

Biyofilm, geri doniisiimsiiz olarak kat1 bir ylizeye tutunan, belirli bir yapisal biitiinliik
igerisinde kendi drettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks iginde
gomiilii olarak yasayan, biiylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlari agisindan serbest dolasan
tiirdesleri ile aralarinda farkliliklar bulunan mikrobiyal hiicrelerin olusturdugu bir topluluktur

(Donlan, 2002).

Bakterilerin belirli ¢evresel uyaranlara (besin durumu, sicaklik, ozmolarite, pH, demir
ve oksijen) bir yanit olarak biyofilm gelisimini baglatabildigi disiiniilmektedir (O’Toole, vd.,
2000; Kokare, vd., 2009).

Biyofilmin Yapisi;

Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraseliiler matriks, biyofilm hiicrelerinin
ylizeye tutunmasini saglar. Yiizeye sikica tutunan bakteri burada c¢ogalarak Once
mikrokolonileri, mikrokolonilerde biiyliyerek ve genisleyerek biyofilm tabakasini olusturur. Su,
bakteriyel hiicre kapsiilleri i¢inde bulunmakta ve mikroorganizmalarin monosakkaritlerden
olusturdugu yiiksek molekiil agirliklt polimerler olan ekzopolisakkarite (EPS) baglanmaktadir.
EPS {iretimi, organizmanin yiizeye doniislimsiiz olarak tutunmasi i¢in gereklidir ve bu biyofilm
olugumunun bir gostergesidir. Olgun bir biyofilmin kiitlesinin %75-90’1n1 EPS olusturmaktadir
(Giin ve Ekinci, 2009; Akan ve Kinik, 2014).

Biyofilm Olusum Evreleri;

1. Tutunma: Bakteri hiicresinin ylizeye ilk tutunmasinda bakteri hiicresi yiizey ile tam
olarak temas etmemekte, ancak bakteri hiicresi ile ylizey arasinda uzun mesafeli etkilesimler
meydana gelmektedir. Bu asamada bakterinin ylizeye tutunmasi1 bakteriyel hiicre yiizeyinin
(tekstiir, hidrofobiklik, pH, sicaklik, besin maddelerinin varlig1) fizikokimyasal 6zelliklerine
baghidir. Yiizeye tutunan hiicreler ¢cok az miktarda EPS’ye sahiptirler ve bagimsiz hareket etme

yetenegindedirler (Akan ve Kinik, 2014).

2. Yapisma: Yiizeye tutunan hiicreler bakteri hiicre zarindaki proteinlerin uyarimi
sonucunda ekzopolisakkarid yapida materyal sentezlemeye baslar ve bu da hiicrelerin birbirine
ve yiizeye tutunmasii saglar. Ekzopolisakkarid ayni zamanda bakterinin olumsuz c¢evre
kosullarindan korunmasini da saglamaktadir. Mikroorganizmalar yiizeye doniisiimlii olarak

baglanirken, ylizeyde yasamak icin yeterli besin maddesini olup olmadigini arastirir. Bakteri



28

hiicreleri flagella ve pili gibi organelleri ile ve EPS olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz olarak

baglanabilirler (Giin ve Ekinci, 2009).

3. Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler boliiniip ¢ogalarak biyofilmin en kiiclik
organizasyon birimi olan mikrokolonileri olusturur. Bu mikrokolonilerin iizerine ortamdaki
planktonik bakteriler de yapisarak kolonizasyon saglanir. Yiizeye tutunan bakteri hiicreleri,
membrana bagli proteinlerden EPS iiretir. Ancak EPS olusturmayan bazi bakteri tiirlerinin de

yiizeylere baglanabildigi belirtilmektedir (U. Altun ve Sener, 2008).

4. Olgun Biyofilm: Bu asamada biyofilm hiicreleri besin maddelerinin etkisiyle
apartman yada mantar seklinde yapilara donisiirler. Cesitli yliksekliklerde kuleler olusturan
mikrokolonilerin aralarinda besinlerin ulastirilmasi ve metabolik atik {iriinlerin uzaklastirilmasi
icin dolasim sistemi olarak gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir. Hiicrelerin bu yapiya
ulagilabilmesi i¢in yaklasik 10 giin yada daha uzun bir siire gerekmektedir (Akan ve Kinik,
2014; Fernandez, vd., 2008).

5. Kopma veya Ayrilma Evresi: Biyofilm olusumunun son asamasi yiizey
kolonizasyonudur. Tutunan bakteri gelisir ve daha sonra boliinlir. EPS de, diger planktonik
hiicrelerin yakalanmasi da saglanir. Bu asamada bir bakteri hiicresi yiizeyde koloni
olusturduktan sonra (ilk koloni), aynmi ylizeye diger bakteriler de koloni olusturur (ikincil
koloni). Biyofilm biiyiidiik¢e, polimer matriksinde kapsiil olusturmus mikroorganizmalarda da

artig goriiliir (Giin ve Ekinci, 2009; Poulsen, 1999).
Quorum Sensing;

Bakterilerin bircogu kommunitelerde yasam birlikleri seklinde yasamaktadirlar.
Buralarda kimyasal sinyaller iireterek ve bu sinyallere yanit vererek iletisim kurmaktadirlar.
Hiicreler arasindaki bu iletisim “Quorum Sensing” mekanizmasiyla gerceklestirilmektedir.
Bakteriler irettikleri sinyal molekiillerinin yogunlugunu Olgerek ¢evrelerindeki diger
mikroorganizmalarin  miktarin1  hissedebilmektedirler. Cevre kosullar1  degistiginde,

metabolizmalarinda bir takim degisiklikler yaparak yeni ortama kendilerini adapte etmeye

calismaktadirlar (Karaboz ve Sukatar, 2004; Saracli, 2006).
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“Quorum sensing” sistemi sayesinde;

e Bakteri davraniglarini koordine ederek, besin kaynaklarina kas1 adaptasyon gelistirir.
e Ayni besin i¢in yarisan diger bakterilere karsi savasabilir.
e En onemlisi, infeksiyon sirasinda viriilans faktorlerinin regiilasyonu sonucu konakta

immiin yanittan kagabilir.
Biyofilm tabakasinin olusturulma nedenleri (Giilgér ve Korukluoglu, 2014)

e (Cevreden almis oldugu sinyaller sonucunda tehlikede oldugunu algilayan bakterinin
kendisini koruma altina almak istemesi,

e Besinlere erigilebilirligin artirilmast ve metabolik olarak diger mikroorganizmalar ile
igbirligi iginde bulunmak,

e Yeni genetik ozelliklerin kazanilmasi ve farkli davranis sekillerinin ortaya ¢ikabilmesi

A.butzleri ATCC 49616’nin ve 6 adet saha izolatinin (kesimhaneden izole edilen)
kullanildigi, Kjeldgaard ve arkadaslarinin calismasinda (2009), suslarin tamaminin

mikropleytlerde biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir.

Portekiz’de yapilan bir aragtirmada ise, kiimes hayvanlart ve c¢evresinden ayrica
mezbahadan elde edilen 36 adet Arcobacter izolatinin mikroaerofilik atmosferde sadece 26 sinin
biyofilm olusturduklar1 saptanmistir. Biyofilm olusumu degerlendirildiginde bu &rneklerin 21

tanesi zayif, 5 tanesi ise orta diizeyde biyofilm sekillendirmistir (Ferreira, vd., 2013).

Tavuk ve tavuk iligkili ortamlardan izole edilen Arcobacter tiirlerinin biyofilm
olusumlarna iligkin olduk¢a az sayida makale olup, veriler arasinda ise farkliliklar
bulunmaktadir. Bu nedenle konu iizerine yapilan ¢alismalarin arttirllmasi ve Arcobacter’lerin

cevresel stres faktorlerine direnmede biyofilmlerin rolii tizerinde durulmasi gerekmektedir.
Arcobacter’lerin canh fakat Kiiltiirii yapilamayan formlari;

Canli fakat kiiltiiri yapilamayan (VBNC) tanimlamasi, olumsuz ¢evre kosullar1 altinda
hayatta kalmak icin, bircok gram-negatif bakteri tarafindan gelistirilen bir stratejidir. Bu
sartlarda bakteriler kat1 besiyerinde koloni olusturma yeteneklerini kaybetseler bile canliliklarini
korurlar. Bakterilerin VBNC durumuna ge¢mesine neden olan 2 temel faktdr vardir. Bunlar;

soguga maruz kalmak ve besin yoklugudur.

Cevresel calismalar, sucul ortamlardan alinan numunelerde kiiltiirel yontemler ve PCR

teknikleri ile Arcobacter tespitinde farkli sonuglar bulundugunu ortaya koymustur. Kisacasi
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PCR ile pozitif oldugu saptanan bazi orneklerde kiiltiirel yontemler ile bakteri izolasyonu
gerceklestirilememistir. Bu bilgilerin 1s18inda bazi Arcobacter’lerin sucul ortamlarda VBNC
formunda bulunabilecegini akillara getirmistir. Yapilan arastirmalara gore, patojenik
bakterilerin VBNC durumunda kendi virulans faktorlerini ve yeniden iireyebilme yeteneklerini
koruduklar bildirilmistir. Arcobacter’lerin bir ortamda hayatta kalma stratejilerinin bilinmesi
hem su kalitesinin kontrolu hem de hastaligin bulagsmasiin anlagimasi agisinda ¢ok 6nemlidir

(Fera, vd., 2008; Ayaz ve Erol, 2004).

Fera ve arkadaslari (2008) deniz suyu mikrokosmlarinda Arcobacter’leri iki farkli
sicaklikta inkiibe etmis (20 giin 4°C ‘de ve 14 giin oda sicakliginda) ve A.butzleri’nin VBNC
formunda gelistigini gostermistir. VBNC formundaki bu A.butzleri hiicreleri 270 giin besin ilave
edilmesinin ardindan kiiltiire edilebilen formalarmi geri kazanmuglardir. Bu caligmada
A.butzleri’nin besinlerin yoklugunda deniz suyunda hayatta kalmak icin bazi stratejiler
gelistirdigi ve uygun kosullar bulunana kadar ortamda VBNC durumda varligim siirdiirdiigii

belirlenmigtir.
1.5. Fiziksel ve Kimyasal Ajanlara Duyarhhk
1.5.1. Dezenfektanlar

Dezenfektanlar, hemen hemen tiim patojenik mikroorganizmalar1 inaktif etmek icin

kullanilan kimyasal maddelerdir.

Dezenfektanlarin etki mekanizmasinin kullanilan biyosit tipine bagli oldugu sayisiz
aragtirmada bildirilmistir (McDonnell ve Russell 1999). Dezenfeksiyon tedavileri yiizeylerin
biyokontaminasyonunu kontrol etmek icin, tibbi, endiistriyel ve evsel ortamlarda
kullanilmaktadir. Bu biyosit tedavilerinin ¢cogu yiizey kontaminasyonunu ortadan kaldirsa da,
bazi mikroorganizmalarin hayatta kalarak halk sagligi agisindan Onemli sorunlara yol

acabilecegi bildirilmistir (Bridier, vd., 2011).

Arcobacter tlrlerinin  mezbahalarda bulunma sikliginin  yiikksek  yayginlikla
dezenfeksiyon isleminde yapilan hatalardan kaynaklandigi bildirilmistir. A.butzleri'nin
paslanmaz ¢elik yiizeylere yapistiginda ve % Setanol iceren kiiltiir icinde hayatta kalabildigi
gozlemlenmistir.Yeni yapilan bir calismada A.butzleri izolatlarinin Sodyum hipoklorit
konsantrasyonlarim tolere edebildigi bildirilmistir. Kesimhanede, PCR ile %20 oraninda tespit

edilen Arcobacter’lerin, 200 -500 ppm aktif chlorine igceren hipoklorid ile yapilan temizlik
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islemi sonrasinda %2.5 oraninda diistiigii saptanmis ve bu oranlarda uygulanan hipkloridin

Arcobacter tiirlerini tamamen temizleyemedigi vurgulanmigtir (Rasmussen, vd., 2013).

Rice ve ark.(1999) yaptiklar1 inaktivasyon deneyleri sonucunda A.butzleri'nin klora

kars1 duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Shah ve arkadaglar1 (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, incelenen su orneklerinin
% 11.11’1 Arcobacter igin pozitif bulunmustur. Sudaki kontaminasyonun suyun ya da su
borularinin hatali dezenfeksiyonundan kaynaklandigi bildirilmistir. Bu nedenle insan ve
hayvanlara Arcobacter bulagma riskinin en aza indirilmesi i¢in suyun uygun sekilde klorlanmas1

gerektigi belirtilmistir.
1.5.2. Antibiyotikler

Antibiyotikler bakterilerin ¢ogalmasini engelleyen (bakteriyostatik) ya da bakterileri
oldiiren (bakteriyosidal) biyolojik kaynakli veya sentetik olarak elde edilen maddelerdir .

Antibiyotiklerin kesfi Alexander Fleming 1928 yilinda penisilini bulmasiyla baglamistir.
Bunu takiben antibakteriyel tedavi 1935 yilinda Domagk’in sulfonamidleri tedavide
kullanmasiyla gelismeye baslamistir. 1929°da Fleming’in gdzlemledigi ve 1940°da Chain ve
Flarey’in Penicillium notatum’dan elde ettigi bir maddenin bakteriler {izerine dldiiriicii etkisinin

belirlenmesi ile antibiyotikler tizerindeki ¢aligmalar artig gostermistir (Ciftci ve Aksoy, 2015).

1.5.2.1. Antibivotik direnci

Bakteriler ¢evrelerinde meydana gelen degisikliklere hizla uyum saglayabilen
canlilardir. Antibiyotik direnci de bunun bir &rnegidir. Antibiyotik direnci,  patojen
mikroorganizma ve susun, kemoterapotik maddelerin kullanildigi doz araliinda meydana
getirmis oldugu etkili ilag yogunlugundan etkilenmemesidir. Bu direng dogal olabildigi gibi,
kromozomal genlerde meydana gelen mutasyon veya kromozom disi (plazmid, transpozon)
genetik materyalin kazanilmasi sonucu da meydana gelebilmektedir. Bir antibiyotige direngli
mikroorganizma benzer yapi ve etki sekline sahip diger antibiyotiklerle ¢apraz direng
gosterebilir. Ayrica bir mikroorganizma sahip oldugu direnci cesitli yollarla digerilerine

aktarabilir (Das ve Atmaca, 2015).

Arcobacter tiirlerinin antibiyotiklere direnci Tlizerine yapilmis c¢esitli g¢aligmalar
bulunmaktadir. Atabay ve Aydin; 39 Arcobacter izolatina (broyler) antibiyotik duyarlilik

testleri uygulamiglardir. Yapilan g¢alismada, tiim izolatlarin sefuroksim sodyum, aztreonam,
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sefalotin, orbenin, amoksisilin, penisilin G ve trimetoprim / sulfametoksazole direncli
bulunmugtur. Test edilen 39 izolatin 26’s1 amoksisilin, amoksilin / klavulanik asit ve ampisiline
direngli oldugu ve izolatlardan birinin eritromisine tam direng gosterdigini belirtmisleridir.
Biitiin  Ornekler; amikasin, kloramfenikol, danofloksasin, enrofloksasin, nitrofurantoin,

nalidiksik asit, tetrasiklin ve tobramisine duyarli bulunmustur (Atabay ve Aydin, 2001).

Fera ve arkadaslar1 (2003) Messina yakinlarindaki tuzlu su ortamindan izole ettikleri
A.butzleri ve A.cryaerophilus suslarini antibiyotik duyarliligi yoniinden incelemislerdir. izole
edilen Arcobacter suslarinin ampisilin, amoksisilin ve piperasiline karsi1 yiiksek diizeyde
antimikrobiyal diren¢ gosterdigi saptanmustir. Tim A.butzleri izolatlarina kars1 bir sefalosporin
antibiyotik tlirevi olan sefepimin yiliksek diizeyde etkin oldugu (MICy, 8mg/l) ve A.
cryaerophilus izolatlarina kars1 sefepimin MICqy degerinin 64 mg / 1 oldugu tespit edilmistir.
Imipenemin hem A.butzleri hem de A. cryaerophilus izolatlarina karsi en etkin antimikrobiyal
madde oldugu saptanmstir. A.butzleri suslarinin meropeneme A.cryaerophilus suglarindan daha
duyarli oldugu bulunmustur. Test edilen iki tiirden A.butzlerimin florokinolonlara daha az
duyarli oldugu saptanmustir. A.butzleri izolatlarmin florokinolon grubu antibiyotiklere
duyarliliklar1 ¢aisindan farklar bulunmaktadir. Etkenlerin norfloxacin, ciprofloxacin, difloxacin
ve marbofloxacine duyarliligi enrofloksasine gore daha baskindir. A. cryaerophilus’a karst en
iyi performans gosteren florokinolonlarin levofloksasin ve marbofloksasin oldugu saptanmustir.
Tim A. cryaerophilus suslar1 amikasine tamamen duyarli iken A4.butzleri suslarr’nin amikasine
duyarliligmin daha disiikk seviyelerde goriildigii saptanmustir. Test edilen A.butzleri
izolatlarinda klindamisin, kloramfenikol, trimetoprim ve vankomisine yiiksek oranda direng
gosterdigi belirlenmistir. Rokitamisin igin, belirleyici bir degerin bulunmadig1 ancak A.butzleri

ve A. cryaerophilus i¢in MICq, degerinin 128 mg /1 ‘den fazla oldugu bildirilmistir.

Doksanti¢oglu (2006), taraindan yapilan antibiyotik duyarllik testi sonucunda, tavuk eti
orneklerinden izole edilen 49 A.butzleri izolatinin sefalotin ve vankomisine tam direng
gosterdigi, gentamisin ve tetrasikline ise tam duyarli oldugu saptanmistir. Bu izolatlarin,
eritromisine, kloramfenikole, nalidiksik aside ve ampisiline belli oranlarda direngli oldugu tespit
edilmistir. Yine tavuk eti Orneklerinden izole edilen A. cryaerophilus’un ise, ampisilin,
eritromisin, gentamisin, kloramfenikol, nalidiksik asit ve tetrasikline karsi tam duyarli oldugu
vankomisine ise tam direng¢ gosterdigi saptanmistir. Sefalotine ise belli oranda direng gosterdigi

tespit edilmistir.

Unver ve Atabay (2008), Kars’ta yaptiklari ¢alismada yerli kazlarm kloaklarindan
toplanan 90 ornekten A. cryaerophilus (7), A. skirrowii (7), ve A.butzleri (2) de dahil olmak



33

tizere toplam 16 Arcobacter tirli izole etmisler ve bu tiirleri 20 farkli antibiyotige karsi
duyarliliklar1 agisindan incelemislerdir. Elde edilen izolatlarin tiimiiniin kloksasilin, sefazolin,
optokine, vankomisin ve fusidik asite direncli, oksitetrasiklin, nitrofurantoin, amikasin (A.
skirrowii’nin 1 susu hari¢) ve ofloksasine (A. cryaerophilus’un 1 susu hari¢) duyarh oldugunu
saptamislardir. Tim Arcobacter izolatlarinin; A.cryaerophilus’un bir susu hari¢ enrfoloksasine
duyarli oldugu ve hem A. skirrowii suslar1 hem de A.cryaerophilus (1 sus hari¢) suslarinin
amoksisiline karsi duyarli oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte A.butzleri izolatinin
referans susu da dahil olmak iizere amoksisiline direngli oldugunu saptamislardir.
A.cryaerophilus’un 1 susu hari¢ olmak lizere, hem A. cryaerophilus hem de A. skirrowii
ampisiline direngli bulunurken , A.butzleri' nin 2 kaz izolatlarindan 1 tanesinin bu antibiyotige

kars1 duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Shah ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, A.butzleri'nin en yiiksek
direnci ampisilin/sefotaksim ve siprofloksasin olarak belirlenirken en az diren¢ gentamisin ve

enrofloksasin olarak saptanmustir.

Ferreira ve arkadaslarmin (2013) Portekiz’de yaptiklari ¢alismada mezhabalardan,
kiimes hayvanlarindan ve ¢evreden izole ettikleri 43 A.butzleri Ornegine antimiktobiyal
duyarlilik testleri uygulayarak dokuz antibiyotige karsi direngli oldugunu tespit etmislerdir. Biri
hari¢ tiim izolatlarin (%97.7), en az alti antimikrobiyal maddeye es zamanli direng gosterdigi
saptanmistir. (ampisilin, vankomisin, trimetoprim, piperasilin, sefoperazon ve amoksisilin).
Ayrica, bir susta kloramfenikol direnci, 43 izolatin (% 55.8) 24'inde siprofloksasin direnci

tespit edilmistir. Elde edilen izolatlatin tiimiiniin gentamisine duyarli oldugu saptanmuistir.

Rahimi (2014) tarafindan Iran’ da yapilan bir galismada, 540 kanath eti drneginin
71’inde (%13.1) Arcobacter spp. tespit edilmistir. Tespit edilen 71 Arcobacter izolatinin bir
veya daha c¢ok antimikrobiyal ajana direngli oldugu belirlenmistir. Arcobacter izolatlarinin
yiiksek oranda sefalotin, vankomisin, metisilin, azitromisin, klindamisin ve ampisiline daha
diisiik oranda ise nalidiksik asit, kloramfenikol, eritromisin ve siprofloksasine karsi direng
gosterdigi bildirilmistir. Ayrica tiim Arcobacter tiirlerinin gentamisin, streptomisin, tetrasiklin
ve kanamisine, A. skirrowii izolatlarinin ise azitromisin, klindamisin, kloramfenikol, nalidiksik

asit ve siprofloksasine duyarli oldugu bulunmustur.
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2.TESHIS

Arcobacter tiirlerinin gidalarda, ¢evresel ve klinik 6rneklerde varligini belirlemek i¢in

hizl1 ve 6zgiin izolasyon ve identifikasyon yontemleri gelistirilmistir.
2.1. izolasyon

Arcobacter tiirlerini izole etmek i¢in Arcobacter Enrichment Broth (AEB), modifiye
Cefoperazone Amfoterisin Teikoplanin agar (CAT), Modified Charcoal Cefoperazone
Desoxycholate Agar (mCCDA), Cefsulodin — Irgasan — Novoniosin (CIN) agar, Johnson ve
Murano (JMEB) agar ve broth gibi kati, yar1 kati1 yada sivi besiyerleri kullanilmaktadir. CIN
(cefsulodin-irgasan-novobiocin) agar Yersina tiirleri icin segici oldugu halde, domuz eti
orneklerinde ve insanlarda enterit olgusuna sebep olan Arcobacter tiirlerinin belirlenmesinde de

kullanilmistir (Corry ve Atabay, 1997, 1998; Ridsdale, vd., 1999; Ertas, 2009).

Arcobacter izolasyonu amaciyla uygulanan bir diger yontem de membran filtrasyon
teknigidir. On zenginlestirmeyi takiben uygulanan bu metot Arcobacter tiirlerinin hareket
yeteneklerini kullanarak membran filtreden gegmesi esasina dayanmaktadir. Bu teknik
kontamine mikroorganizmalart bloke ederken ayni zamanda arkobakterlerin izolasyonunu

kolaylastirmaktadir (Collins, vd., 1996; Tazegiil, 2010).

Ellis ve arkadaslar yaptiklar1 bir ¢alismada Leptospira izolasyonu amaciyla kullanilan
100pg/ml 5-flourourasil saplementli Leptospira medium EMJH-P80’1 kullanarak vibrio-benzeri
mikroorganizmalar izole etmiglerdir. Bu, 5-folurourasil ile desteklenmis yar1 kat1 besiyeri dogal
olarak aborte domuz dokularindan Arcobacter spp.’yi zenginlestirmek icin kullanilmaktadir.
EMIJH-P80 besiyerinin kullanimi, Leptospira spp.’nin izolasyonu i¢in kullanilan diger selektif
besiyerlerinin, et Orneklerinden Arcobacter spp. izolasyonu igin uygun olabilecegini

gostermistir (Collins, vd., 1996; Atabay ve Corry, 1998; Tazegiil, 2010).

Houf ve arkadaslar1 (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada, icerisinde amfoterisin B (10mg/),
sefoperazon (16mg/L), 5-flourourasil (100mg/L), novobiosin (32mg/L) ve trimetoprim
(64mg/L) nin bulundugu yeni bir izolasyon yontemi bildirmislerdir. Bu yeni izolasyon
yonteminde, selektif saplementli Arcobacter broth igerisinde zenginlestirilen Ornekler
mikroaerobik kosullar altinda, 28 C’de, 24-48 saat inkiibe edilmistir. Yapilan c¢alisma

sonucunda yumurta tavuklarinin boyun derilerinden alinan 34 6rnegin tamamindan (%100) ve

broylerlerden alinan 71 tane benzer drnegin % 90’ 1ndan Arcobacter’ler izole edilmistir. Bu yeni
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izolasyon yontemi kiimes hayvanlarindan Arcobacter tiirlerinin izolasyonu i¢in hizli ve
giivenilir bir metot oldugunu kamitlamakta ve daha kapsamli epidemiyolojik arastirmalara

katkida bulunabilmektedir.

Eifert ve arkadagslar1 (2003) yaptiklar1 bir caligmada, 3, 5 veya 7 haftalik tavuklardan
aldiklar1 kloakal swab oOrnekleri, digki ornekleri ve c¢evresel yiizey swab oOrneklerini
incelemislerdir. Bu oOrneklerin izolasyon islemleri ig¢in Johnson-Murano enrichment broth
(JMEB) kullanmiglardir. Tiipler 30°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve identifikasyon i¢in de PCR
teknigi uygulanmigtir. Calisma sonunda alinan tim Orneklerde A.butzleri izolasyonu

gerceklestirilmistir.

Rivas ve arkadaslar1 (2003) tavuk, domuz, sigir ve kuzu kiymalarinda Arcobacter
yaygmligim tespit etmek icin yaptiklar1 ¢alismada, Ornekleri sefoperazon, amfoterisin ve
teikoplanin (CAT) saplement iceren Arcobacter broth (AB) icinde zenginlestirmislerdir.
Ornekler kanli ve selektif agarda izole edilmis ardindan m-PCR teknigi ile identifiye edilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda kiyma 6rneklerinde sadece A.butzleri izolasyonu gergeklestirilmisir.

Atabay ve arkadaslar1 (2007) Kars’ta yetistirilen saglikli yerli kazlarin kloaklarindan
alman o6rnekleri incelemislerdir. Arcobacter tiirlerini daha genis bir yelpazede izole etmek i¢in
Arcobacter enrichment broth (AEB) ile zenginlestirdikten sonra selektif olmayan bir kanli
agarda membran filtrasyon teknigi uygulamiglardir. Daha sonra izolatlara m-PCR analizi
yapilarak tiir diizeyinde belirlenmeleri saglanmistir. Calisma sonunda A. cryaerophilus, A.

skirrowii ve A.butzleri izolasyonu gerceklestirilmistir.



Cizelge 2.1. Arcobacter tiirlerinin izolasyonu (Kayman 2012).

ON ZENGINLESTIRME IZOLASYON
Besiyeri Icerdigi antimikrobival Inkiibasyon — Pasaj . .
(mg\litre) yapilan Icerdigi antimikrobiyal Inkiibasyon
kati besiyeri (mg\litre)
EMJBH 5-Florourasil (100) 30°C, Kanl Antibiyotik 30°C,
48-72 saat, agar igermiyor 48-72 saat,
mikroaerobik mikroaerobik
aerobik
ASB Sefoperazon (32) 24°C, ASM Sefoperazon (32) 24°C,
Piperasilin (75) 48 saat, Piperasilin (75) 48 saat, acrobik
Trimetoprim (20) aerobik Trimetoprim (20)
Siklohekzimid (100) Siklohekzimid
(100)
EMJH 5-Florourasil (200) 30°C, CVA Sefalotin (20) 30°C,
9 giin, Vankomisin (10) 48-72 saat,
aerobik Amfoterisin B (5) mikroaerobik
CAT Sefaperazon (8) 30°C, Kanl Antibiyotik 30°C,
buyyon Amfoterisin B (10) 48 saat, agar igermiyor. 7 giine kadar,
Teikoplanin (4) mikroaerobik Membran aerobik
filtrasyon yontemi
JMEB Sefaperazon (32) 30°C, JMEB Sefaperazon (32) 30°C,
5-Florourasil (200) 48 saat, agar 48 saat, aerobik
aerobik
Arcobacter  Sefaperazon (16) 28°C, Arcobacter  Sefaperazon (16) 30°C,
buyyon Amfoterisin B (10) 48 saat, besiyeri Amfoterisin B 24-72 saat,
Trimetoprim (64) mikroaerobik (10) Trimetoprim mikroaerobik
Novobiosin (32) (64) Novobiosin
5-Florourasil (100) 32)
5-Florourasil
(100)
Brucella Sefoperazon (25) 25°C, ASM Sefoperazon (32) 25°C,
buyyon Piperasilin (75) 24 saat, Piperasilin (75) 3 giin
Trimetoprim (20) mikroaerobik Trimetoprim (20) mikroaerobik

Siklohekzimid (100)

Amfoterisin B (10)

Siklohekzimid
(100)

EMIJH:Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris, CAT:Sefoperazon-Amfoterisin B-Teikoplanin, JMEB: Johnson-
Murano broth, ASB: Arcobacter selective broth, ASM: Arcobacter selective medium, CVA: Cephalotin Vancomycin
Amphotericin B agar, 1.(Ellis, vd., 1977), 2.(de Boer, vd., 1996), 3.(Collins, vd., 1996), 4.(Atabay ve Corry 1997),

5.(Johnson ve Murano 1999) 6.(Houf, vd., 2001) 7.(Vandenberg, vd., 2004)
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2.2. identifikasyon

2.2.1. Fenotipik tani

Bazi suglarin atipik reaksiyon gostermesi ve degisken 6zellige sahip olmasi nedeniyle,
standart biyokimyasal testler kullanilarak Arcobacter cinsi iginde farkli tiirlerin belirlenmesi
zorlasmaktadir. Bu testler Arcobacter tiirlerinde cogunlukla negatif veya degisken sonuglar

vermektedir (Collado ve Figueras, 2011).

Cizelge 2.2. Arcobacter cinsinde yer alan tiirlerin fenotipik 6zellikleri.

wy
N <} S )
~ =
2= = = e B o g ‘é = S 2 & » ¢
= 2 & 2 £ = S 3 5 & S 5 S o S 8§ 3 §
§ 3 % 2§ &8 §E =32 § = 8 213 2 5§ o 3 = K S
T8 S i 83T it EESs s Eses it
T 288 T 8 2 £ 3T T2 2 ST SR E SIS oS
2 3§ ¥ 2T § S F §E” T AR I T 2 8% 8 I %
< d < d < dd d I I d I s < I DA< IS
Ureme
15°C + + + * * k * k k + k * * k - k k * - * k k
25°C + + + + + + + 4+ + + + + + + - + 4+ + - + + +
30°C + + + + + + + + + 4+ + + + + - + + + 4+ + + 4+
37°C,aerobik + d d + + - + * - 4+ 4+ + + + - + - + - 4+ + -
37°C, + d + + + + + * - - d F ok o4+ - - - - - 4 Kk
anaerobik
37°C, + d - + + + + - - + d + F 4+ - + - + - 4+ F F
mikroaerobik
42°C, d d - d - - * * - - 4+ F 4+ 4+ - - - - - - K F
mikroaerobik
Oksidaz + + + + + + 4+ + + 4+ + + 4+ + + + + + + + + 4+
Katalaz e o4+ + -+ + + + - o+ 4+ + 4+ -+ + + -+ 4+
Ureaz S T O R T T * oo
Nitrat + - + 4+ + - - 4+ - - 4+ + - 4+ + + 4+ + - + + -
rediiksiyonu
Indoksil + + + + + + - + + 4+ 4+ + + + + + + - 4+ 4+ + 4+
asetat
hidrolizi

+; pozitif, -; negatif, d; degisken,*;bilinmiyor
2.2.2. Molekiiler tam

Molekiiler tan1 yontemlerinin ¢ogu konvansiyonel kiiltlir yontemleri i¢in gereken siireyi

azaltip duyarlilig1 arttirmak amaciyla gelistirilmistir.

2.2.2.1. PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu molekiiler biyolojide kullanilan, spesifik bir DNA

molekiiliiniin belirli bir segmentinin amplifiye edilmesi ve enzimatik olarak sentezlenmesi
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seklinde tanimlanan bir in vitro DNA replikasyon teknigidir (Shams EI-Din 2013). Polimeraz
zincir reaksiyonunun dogal spesifitesi, yiiksek duyarliligi ve hizlilig1 yaygin olarak gida, su ve
cevresel Orneklerde mikroorganizma tiirlerini tespit etmek ic¢in, uygun mikrobiyolojik kiiltiir

yontemlerine bir alternatif olarak uygulanmistir (Gonzalez, vd., 2000).

Fenotipik testlerle Arcobacter tiirlerinin belirlenmesi zordur. Bunun nedeni ise,
Arcobacter tiirlerinin Campylobacter tiirleriyle kolayca karigabilmesidir. Bu karisikligi ortadan
kaldirmak i¢in Arcobacter tiirlerinin molekiiler tanisi yapilabilmektedir. Bunlarin basinda
konvansiyonel PCR teknikleri gelmektedir. Cogaltilmasi istenilen DNA dizisinin bilindigi
durumlarda kullanilan molekiiler yontemler; Multipleks PCR, Real-Time PCR, Revers
Transkripsiyon PCR, Nested-PCR’dir. Bu yontemlerden bazilari1 (Levican ve Figueras, 2013);

Multipleks PCR (m-PCR)

Arcobacter tiirlerinin belirlenmesi ve identifikasyonu amaciyla PCR teknikleri
geligtirilmistir. Bu tekniklerden 16S ve 23S rRNA genlerini hedef alan m-PCR teknigi farkli
Arcobacter tiirlerinin es zamanli olarak belirlenmesi ve identifikasyonu igin gelistirilen bir PCR
teknigidir.

Bakteriyemi ve insanlarda ishal hastaligina Arcobacter butzleri ve Arcobacter
cryaerophilus’un neden oldugu ve bu mikroorganizmalarin ¢iftlik hayvanlarinda, sularda ve
hayvan kaynakli gidalarda tespit edildigi bildirilmistir. Yapilan arastirmalar ile Multipleks PCR

ile bu hastalik etmenlerinin tanimlanmasi ve teshisi saglanmistir (Akincioglu, 2011; Sevindik,

vd., 2013).

Rice ve arkadaslari (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada yeralti suyundan alinan
orneklerin, PCR ile Arcobacter cinsine ait oldugu tespit edilmis ve izolatlar m-PCR yontemi ile

A.butzleri olarak identifiye edilmistir.

Houf ve arkadaslar1 (2000) A.butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii’nin es zamanlt
identifikasyonu igin 16S ve 23S rRNA genlerini hedef alan primerler ile tiirlerin her bir bant

amplifiyesi i¢in bir m-PCR teknigi bildirmislerdir

Unver ve arkadaslariin (2006) yaptiklar1 bir calismada atik kuzu &rneginden
Arcobacter benzeri mikroorganizmalar izole edilmis ve bu izolatlar Arcobacter yoniinden m-

PCR ile incelenmistir.
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Gonzalez ve arkadaslarinin (2007) yaptiklar1 ¢alismada, tavuk cigeri, tavuk karkasi ve
atik su Ornekleri incelenmistir. Uygulanan m-PCR islemi sonunda atik su Orneklerinden
A.butzleri ve A. cryaerophilus, tavuk Orneklerinden ise sadece A.butzleri susu identifiye

edilmistir.

Ertas ve Dogruer (2009) tarafindan yapilan ¢calismada, sigir ve koyun kiyma 6rneklerine

uygulanan m-PCR islemi sonucunda A.butzleri ve A.skirrowi identifiye edilmistir.

Tazegiil (2010), farkli su kaynaklarmdan topladigi omnekleri Arcobacter yoniinden

incelemistir. incelenen drneklerin tamami Arcobacter butzleri olarak identifiye edilmistir.
Real-Time PCR

Real — Time PCR amplifikasyon {iriinlerinin gézlemlenmesini saglayan boyalar ya da
floresan problar kullanilarak gergek zamanli olarak DNA’nin belirlenmesi ve miktarinin

gosterilmesi teknigidir.

Abdelbaqi ve arkadaslar1 (2007), fliioresan rezonans enerji transferi teknolojisini
kullanarak, prob hibridizasyon yontemi ve erime egrisi analizi ile tiirleri identifiye etmislerdir.
Yapilan calisma sonucunda A.butzleri, A.cryaerophilus, A.cibarius ve A.nitrofigilis tiirlerinin

karakteristik erime sicakliklara karsilik gelen erime noktalari anlaml farkliliklar gostermistir.

Ramees ve arkadaslar (2014), farkli kasaplardan topladiklar tavuk eti 6rneklerini Real-
Time PCR teknigini kullanarak Arcobacter varhig ydniinden incelemiglerdir. Incelenen

orneklerin bir kismu Arcobacter spp. igin pozitif bulunmustur.
2.2.3. Genotiplendirme

Arcobacter tiriinlin bir susunu digerinden ayirt etmek, bulasma yollarini incelemek ve
salgin kaynaklarm takip etmek amaciyla Gonzalez ve arkadaslar1 (2012) tarafindan derlenen,
ERIC-PCR (Tekrarlayan enterobakteriyel intergenik konsensiis)), RAPD-PCR (rastgele
amplifiye edilen polimorfik DNA), AFLP (Amplifiye par¢a uzunluk polimorfizm analizi),
PFGE (Pulsed-Field Jel Elektroforezi), MLST (Multilokus dizi tiplendirme) ve genomik
sekanslarm tamami da dahil olmak iizere bir¢ok farkli yontem kullanilmaktadir. Arcobacter

tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan genotiplendirme yontemleri Cizelge 2.3.’te verilmistir.



Cizelge 2.3. Arcobacter spp. izolatlarin tanimlanmasi i¢in kullanilan genotipleme yontemleri.
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Yontem Kullanilan alan Tiirler Referans

AFLP Epidemiyolojik A.butzleri ve A.cryaerophilus (Scullion, vd., 2001)
caligmalar, A.cryaerophilustiiriine ait (On, vd., 2003)
Yeni tiirlerin Sfarkl alt gruplar (Hume, vd., 2001)
tanimlanmasi

PFGE Salginlarin izlenmesi ve A.butzleri ve A.cryaerophilus (Shah, vd., 2012)
neden olan kaynaklarin (Lucia, vd., 2004)
belirlenmesi

MLST Suslarin ayirt edilmesi; A.butzleri ve A.cryaerophilus (Miller, vd., 2009)
Epidemiyolojik calismalar  A.skirrowii, A.thereius, A.
Izolatlarm cesitliligi cibarius A.butzleri

RAPD-PCR Ayni1 ornekte, birden fazla  A.butzleri, A.cryaerophilus ve (Houf, vd., 2002)
tiiriin genotip A.skirrowii (Merga, vd., 2013)
tanimlanmast

ERIC-PCR Suslarmn ayirt edilmesi; A.butzleri, A.cryaerophilus ve (Houf, vd., 2002)
Epidemiyolojik ¢calismalar  A.skirrowii (Ho, vd., 2008)

Genomik Fenotipik farkliliklar A.butzleri (Merga, vd., 2013)

sekanslar
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3. MATERYAL
3.1. Numuneler

Caligmada, Kiitahya ilinde, Ocak 2014- Subat 2015 tarihleri arasinda farkli parekende
satig noktalarindan toplanan 35 adet kiyma, 35 adet tavuk kanat derisi ve 35 adet peynir 6rnegi
ile farkl1 lokasyonlardan toplanan 10 adet su 6rnegi soguk zincir altinda laboratuvara getirildi ve

hemen izolasyon prosesine baslandi.

Cizelge 3.1. Toplanan su 6rneklerinin lokasyonlari sayilar1 ve 6rnekleme zamanlari.

Alnan lokasyon Ornegin cinsi Toplanma tarihi Ornek sayilari
Sogiitlii Cesmesi Yalak suyu Mart 2014 2
Alaattin Cesmesi Yalak suyu Mart 2014 1
Aslan Cesmesi Yalak suyu Mart 2014 1
Laleli Cesmesi Yalak suyu Mart 2014 1
Meydan Mabhallesi Cesme suyu Mart 2014 2
DPU Gdlet G0l suyu Nisan 2014 1
Aslanapa/Bezirgan Kuyu suyu Nisan 2014 1
Aslanapa Cay1 Cay Nisan 2014 1
3.2. Besiyerleri
Blood Agar Base No:2
Bilesimi gr/lt
Peptone 15 gr
Liver digest 2,5 gr.
Yeast Extract 5er
NaCl 5er
Agar 12 gr
pH 7,4 £0,2 at 25°C

Arcobacter spp. izolasyonu i¢in selektif kat1 besiyeri olarak kullanildu.
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Hazirlamis1

Blood Agar’dan 20 gram tartilip 500ml distile su igerisinde ¢dzdiiriildii. Daha sonra
121°C’de 15 dakika otoklavda tutularak sterilize edildi. 50°C’ye kadar sogumasi beklenerck
icerisine % 5 oraninda koyun kani ilave edildi. Hazirlanan koyun kanli agardan steril petrilere
aseptik kosullarda 25’er ml dokiildii. Petriler oda 1sisinda 24 saat kontrol icin bekletildikten

sonra izolasyon ¢aligmasi dogrultusunda kullanildu.

Arcobacter Enrichment Broth (AEB)

Bilesimi gr/lt
Pepton 18 gr
Yeast extract 1 gr
NaCl 5gr

pH 7,2 +0,2 at 25°C
Hazirlanisi

Arcobacter broth 6 gr. tartilip 250ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Daha sonra 121°C’de
15 dakika otaklavda steril edildi. 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine, 4ml steril suda

¢oziindirilmiis CAT saplamentinden (LAB M X112) 2ml ilave edildi. Elde edilen AEB steril

tiiplere 9’ar ml dagitild1 ve zenginlestirme i¢in kullanilma hazir hale getirildi.

Mueller Hinton Broth (MHB)

Bilesimi

Et inflizyonu 300 g/L
Kazein hidrolisat 17,5 g/LL
Nisasta 1,5¢g/L

pH 7,3 £0,1 at 25°C

Hazirlams1

Muller Hinton broth 10.5 gr. tartilip 500ml distile su iginde ¢ozdiiriildii. Ardindan
121°C’de 15 dakika otaklavda steril edildi. 50°C’ ye kadar sogutulduktan sonra steril tiiplere
aseptik kosullarda 25’er ml MHB dokiildii. Tiipler biyofilm ¢aligmasi icin kullanima hazir hale
getirildi.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&sqi=2&ved=0ahUKEwiIgLen3oTLAhUGtxQKHbi7CVwQFggqMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsial%2F70192&usg=AFQjCNEARe6yP5R6pNp_3tbLTN0TMJHjKA&sig2=NBcP_EUf8i6QhIrIV_LIKQ&bvm=bv.114733917,d.bGs
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Mueller Hinton Agar (MHA)

Bilesimi

Et infiizyonu 300 g/L
Kazein hidrolisat 17,5 g/LL
Nisasta 1,5¢g/L

Agar 17 g/L

pH 7,3 £0,1 at 25°C
Hazirlanisi

Mueller Hinton agar 17 gr. tartiip 500ml distile su icinde ¢ozdiiriildii. Ardindan
121°C’de 15 dakika otaklavda steril edildi. 50°C’ ye kadar sogutulduktan icerisine % 5 oraninda
koyun kani ilave edildi. Steril petrilere aseptik kosullarda 25’er ml MHA dokiildii. Petriler oda

1s1sinda 24 saat kontrol igin bekletildikten sonra antibiyotik duyarliligini belirlemek amaciyla

kullanima hazir hale getirildi.
3.3. Gram Boyamada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Gram boyama yonteminde kristal viyole, gram iyot eriyigi (lugol), etil alkol, sulu fuksin
(safranin) kullanildi.

Kristal viyole

Kristal viyole 0.5gr.

%5’1ik etil alkol 100ml.

Kristal viyole steril bir erlene konuldu ve ilizerine yavas yavas alkol ilave edildi.
Boyanin ¢oziinmesi igin steril bir cam pipet yardimiyla karigtirildi. 24 saat oda 1sisinda

bekletildilten sonra cam kapakli kahverengi siselere aktarildi.

Lugol soliisyonu

Iyot 5g.
Potasyum iyodiir (KI) 10 g.
Distile su 100 cc

10 gr Potasyum iyodiir kahverengi cam kapakli siseye konularak 100ml distile su ile
¢ozdiiriildii. Uzerine Sgr. Iyot kristali ilave edilerek oda sicakliginda tam olarak ¢oziiniinceye

kadar karistirildu.
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Etil alkol

Gram boyamada kullanilan etil alkol piyasada ticari olarak satilan % 96’lik saflikta
temin edildi.

Bazik fuksin stok soliisyonu

Bazik fuksin 08¢g

Distile su 100 mL

Kahverengi cam bir siseye bazik fuksin konuldu. Yavasca distile su ilave edidi ve bir
yandan karistirilarak ¢oziinmesi saglandi.

Sulu fuksin soliisyonu

Bazik fuksin (stok) 10 ml

Distile su 100 ml

Fuksin distile suda iyice karistirilir ve filtre kagidinda siiziiliir.
3.4. Antibiyogram Testi Icin Kullanilan Malzemeler
McFarlanland standardi;

Disk difiizyon testinde kullanilacak Arcobacter tiirlerinin yogunluklarimin CLSI
standardina gore McFarland No:0.5 olmasi gerekmektedir. Calismada kullanilan 0.5’lik
McFarland standardi, 0.05 ml % 1.175 BaCI2.2H20 (Barium Chloride dihydrate) ile 9.95 ml %
1 H2S04 karistirilarak elde edildi. McFarland 0.5 standardi, disk difiizyon testinde kullanilmak

uizere +4° C’de saklandi.

Antibiyotikler; Eritromisin (E) 15 pg, siprofloksasin 5 ug (CIP), streptomisin 10 ug (S),
sefalotin 30 pg (KF), ampisilin10 pg (AM), gentamisin 10 pg (CN), tetrasiklin 10 pg (TE)

3.5. PCR Testi I¢in Kullanilan Malzemeler
Taq DNA Polimeraz Seti (Thermo Fisher Scientific)
e 10xPCR buffer

e dNTP (10mM)
e Taq Polimeraz (5U/mlt)
e Ethidium Bromide

e MgCl, (25mM)


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0ahUKEwjjptTDjLLLAhWm_nIKHfCCAjUQFghKMAM&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Fca%2Fen%2Fhome%2Flife-science%2Fpcr%2Fpcr-reagents%2Fpcr-buffers.html&usg=AFQjCNG9s1x6NCo_gcWubKSzMmOvK5tFKw&sig2=iMX9FmTnlpfBxAk6SUYILg
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3.6. Agaroz Jel Elektroforezi I¢cin Kullamlan Malzemeler

e Agaroz

10X TBE (Tris-Borate electrophoresis buffer)

Jel yiikleme boyast
DNA standardi
Etidyum bromiir (EtBr) (5 mg/ml)

3.7. Primerler

Calismada elde edilen izolatlar ARCO, BUTZ, SKIR, CRY1 ve CRY2 olmak iizerer bes
adet primer kullanilarak m-PCR teknigi ile incelenmistir. Primerlere ait baz dizilimleri

Cizelge 3.2.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Primerlerin baz dizilimleri.

Primers Primer dizilimi Referans

ARCO 5°-CGT ATT CAC CGT AGC ATA GC-3’ Houf, vd., 2000
BUTZ 5-CCT GGA CTT GAC ATA GTA AGA ATGA-3°  Houf, vd., 2000
CRY1 5-TGC TGG AGC GGA TAG AAG TA-3’ Houf, vd., 2000
CRY2 5’-AAC AAC CTA CGT CCT TCG AC-3’ Houf, vd., 2000
SKIR  5°-GGC GAT TTA CTG GAA CAC A-3’ Houf, vd., 2000
3.8. Makine ve Techizat

BagMixer

i a0 A A

Wi

Stomacher Vortex Anaerobik jar



Izolasyon ekipmanlari

e Stomacher (BagMixer 400 VW, Interscience) ve Stomacher posetleri
e Vortex (Heidolph Reaxtop Vorteks Karistirici)
e Anaerobik jar
e Gaspack (CAMPYGEN COMPACT Code: CN0020 , Oxoid)
e Filtre kagidi (Sartorius Biolab Cellulose Nitrate (CN) Membrane Filter)
e Etiiv
e Otoklav
Ekstarksiyon ekipmanlari
e Santrifijj

e Su banyosu
PCR ve Elektroforez ekipmanlari
e PCR igin kullanilan Arktik™ Thermal Cycler - Thermo Scientific

e Jel dokme standi
e Taraklar
e Yiritme tanki

e Gii¢ kaynag
Biyofilm ekipmanlari
e Biyofim Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer - Thermo Scientific

e Steril kabin (hedlab)

Thermal Cycler Yiiriitme tanki Spektrofotometre
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https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjOt9D6lKjLAhUHliwKHcUHBFAQFgghMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.com%2Fen%2Fproduct%2Farktik-thermal-cycler.html&usg=AFQjCNEqF3IWr8ob9Du3lFAFur25z8IXSQ&sig2=OSE_hCKomTkNspjUGugy9Q
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjfvYLhlajLAhUCQZoKHRcjBvoQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.com%2Fen%2Fproduct%2Fmultiskan-go-microplate-spectrophotometer.html&usg=AFQjCNGU-l_Za8wN-UMhQD0qz3TPGqtZZA&sig2=MFIbvLhOYIuilA_lBl0k8A
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4. METOT
4.1. Arcobacterlerin izolasyonu

Arcobacter izolasyonu amaci ile 10 gram tavuk kanat derisi, 10 gram kiyma ve 10 gram
peynir ornegi steril sartlar altinda tartildi. Tartim iglemi sonucunda numuneler steril plastik
posetlere konularak iizerine 90ml steril distile su ilave edildi. Ornekler homojenizator
(stomacher) igerisinde yaklasik 2 dakika siireyle homojenize edildi. Orneklerden elde edilen
Iml homojenat sivisi, 9ml (CAT; Caphoperazone-Amphotericin-Teicoplanin ) selektif
saplement iceren cifte-giiclii Arcobacter Enrichment Broth (AEB) tiiplerinin igerisine inokule
edilerek vorteks yardimiyla homojen hale getirildi. Sivi drneklerde ise 9ml (CAT) selektif
saplement igeren cifte-giiclii Arcobacter Enrichment Broth (AEB) tiiplerinin igerisine 9ml sivi
ornek inokiile edildi (1:1). Homojenizasyon saglandiktan sonra tiipler mikroaerobik sartlarda
30°C’de 48 saat 6n zenginlestirme icin inkiibe edildi. On zenginlestirme isleminden sonra
AEB’de iireyen siiheli kiiltiirler selilloz membran filtreler kullanilarak kanli agara inokiile

edildi.

[

Sekil 4.1. Steril stomacher posedinde bulunan gida 6rnegi (a), Gaspack igerisinde yerlestirilmis

sivi ornekler(b).
4.2. Membran Filtrasyon Teknigi

Calismada, 0.45 um gozenek capina sahip seliiloz asetat membran filtreler (Sartorius)
kanli agar [%5 koyun kam ilave edilmis Blood Agar Base No:2 (Oxoid)] iizerine aseptik
sartlarda steril bir pens yardimiyla yerlestirildi. Mikroaerofilik sartlarda AEB igerisinde 30°C’de
48 saat On zenginlestirme islemine tabi tutulan siipheli kiiltiirlerden steril bir pastor pipeti

yardimi ile 50ul alindi ve bu sivi kanli agara yerlestirilen membran filtreler lizerinde farkl
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noktalara damlatildi. Bu agarlar, lizerindeki filtreler ile beraber oda 1sisinda yaklasik yarim saat
bekletildi. Bu asamadan sonra yine aseptik olarak bir pens yardimu ile filtreler uzaklastirildi ve
steril 0ze araciligl ile ekim yapilarak aerobik kosullarda 30 °C’de 2-7 giin inkiibasyona
birakildi. Ureyen siipheli koloniler kanli agarda pasajlanarak DNA ekstraksiyonunda

kullanilmak tizere +4°C de saklandi.

Sekil 4.2. Kanli agara yerlestirilen seliilloz memebran filtreler.
4.3. izolatlarin Bakterioskopisi

Kanli agarda tireyen Arcobacter kolonilerin morfolojik yapis1t Gram boyama yontemi ile
saptandi. Gram boyamada, saf kiiltlirler steril bir lam iizerine alinarak iizerine steril pipet
yardimiyla bir damla su konuldu. Lam iizerine ince bir film tabakasi seklinde yayilarak 3 defa
alevden gegirilerek fikse edildi. Hazirlanan preperatin iizerine ilk once kristal viyole boyasi
damlatilip 1dk beklendi sonrasinda bol su ile yikandi ve iizerine lugol (Gram iyot ¢6zeltisi)
konarak 1 dk beklendi. Lugol akitilarak {izerine %°96’lik etil alkol yayildi, 10-15 sn
bekletildikten sonra hemen su ile yikandi. En son asamada karsit boya olan bazik fuksin ile
kaplanarak 10-30 sn beklendi ve bol su ile yikanarak kurutma kagidinda kurutuldu. Preparata

immersiyon yag1 damlatilarak 151k mikroskobunda 100 'liik objektifle incelendi.
4.4. DNA Ekstraksiyonu

Ependorflarin igerisine 200ul steril distile su konularak otoklavlandi. Steril hale gelen
ependorflara bir 6ze dolusu bakteri siispanse edildi. Su banyosunda 100°C’de 15-20dk.
bekletildi. Kaynatilan 6rnekler santirfiij edildi (10.000 rpm 10 dk), {ist siv1 steril bir ependorfa
alind1 ve hedef DNA, PCR isleminde kullanilincaya kadar -20 C’de saklandi.



49

4.5. Multipleks PCR file Tiir Tayini

Toplam 50 pl voliimde hazirlanan PCR karisimi, 2 pl hedef DNA, 5 pl 10x PCR buffer,
1.5U Taq polymerase, 0.2 mM dNTP karisimi, 1.25mM MgCl, (Fermentas, Lithuania), 50
pmol ARCO, BUTZ, CRY1, CRY2 primerleri ve 25 pmol SKIR primeri icermektedir. DNA
amplifikasyonu 94°C’de 2 dk 6n denatiirasyonu takiben, 94°C’de 45 s, 61°C’de 45 s ve
72°C’de 30 s olmak iizere 32 sikusta gergeklestirildi.

4.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon sonrasinda fragmentlerin varligin1 gosterebilmek amaci ile amplikonlar
agaroz jel icerisine yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutuldu. % 1’lik agaroz jel 1xXTBE
soliisyonu ile hazirlandi. Mikrodalga firinda ara ara kontrol edilerek agaroz tamamen eriyene
kadar kaynatildi. Elle dokunulabilir sicakliga gelinceye kadar kabin igerisinde sogutuldu ve
icerisine 3 ul ethidium bromid ilave edildi. Kabarciklar olusmamasina dikkat edilerek
karistirldi. Jel taraklari elektroforez tankinda uygun yerlere yerlestirildi. %1°lik agaroz jel
onceden hazirlanmis jel kalibina dikkatlice dokiildii. Oda sicakliginda jelin katilagsmasi i¢in bir
stire beklendi. Jel katilagtiktan sonra taraklar kuyucuklarin bozulmamasina 6zen gosterilerek
¢ikartildi ve elektroforez tankina yerlestirildi. ilk kuyuya DNA marker (Fermentas O’Range
Ruler,100bp Ladder, Lot: 0302) yiiklendi. Parafilm iizerine 6x yogunlugundaki yiikleme
tamponundan 3 pl konuldu, 15 pl 6rnek ile karigtirildi. Hazirlanan 18 pl yogunlugundaki farkli
orneklerden olan karigim diger kuyulara yiiklendi. Amplifiye edilen iiriinler %1.5 agaroz jelde
90 V’ta 40 dk elektroforez islemine tabi tutuldu. Brom fenol mavisinin jeldeki migrasyonu

takip edilerek, boya jelin 2/3’lik kismina ulastiginda elektroforez durduruldu.
4.7. Antibiyogram Testi

Bu caligmada, Arcobacter olduklar1 molekiiler olarak saptanan 7 adet 6rnegin 7 farkli
antibiyotige karst duyarliliklar1 Kirby-Bauer tarafindan gelistirilen disk difiizyon yontemi ile
belirlendi. Bu yontem disklere emdirilen antibiyotigin besiyerinde yayilarak antibiyotigin

etkisine gore inhibisyon zonlar1 olusturmasi temeline dayanmaktadir.

Arcobacter olarak tanimlanan kolonilerden 3-5 koloni secilerek MHB besiyerine
inokule edildi ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Ureyen bakteri siispansiyonlarinin
bulanikligt MHB eklenerek 0,5 McFarland bulanikligina ayarlandi. Elde edilen siispansiyondan

100pl alinarak petri tizerine inokule edildi ve dragalski spatiilii ile kanli agara yayildi. Agarin



50

yiizeyi kuruduktan sonra iizerine antibiyotik diskleri yerlestirildi ve petriler 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Duyarlilik zon ¢aplar1 Clinical and Laboratory Standards Institute (M100-S24)

tarafindan 6nerilen zon tablosuna gore yorumlandi.
4.8. Biyofilm

Deney Oncesinde biitiin suglar %5 koyun kami igeren agarlarda 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilarak taze pasajlari yapildi. Igerisinde 3ml’lik MHB bulunan tiiplere her
bakterinin 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyonlar1 hazirlanarak 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yogunlasan bakteri siispansiyonlari yine 0.5
McFarland bulanikligina gore ayarlandi. Daha sonra hazirlanan bu siispansiyonlar 96 kuyucuk
iceren 2 ayr1 mikrotitrasyon plagina ilk siraya 100ml ikinci siraya 200ml olacak sekilde
dagitildi. Negatif kontrol olarak MHB, pozitif kontrol olarak da Enterococus spp. ve Candida
spp kullanildi. Plaklardan biri aerobik digeri mikroaerofilik olarak 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda s1v1 besiyeri dokiiliip, her kuyucuk distile suyla 3 kez yikand: ve
ters cevrilerek kurutma kagidi lizerinde kurutuldu. Daha sonra her kuyucuga %0.1°lik kristal

viyole siispansiyonundan 50 ml dagitilarak 30dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda baglanmayan kristal viyole boyast iig kez distile su ile yikanarak
uzaklastirildiktan sonra bu kez kuyucuklara 50ml etanol aseton karigimi (80:20) ilave edildi ve
kuyucuklarin absorbanslari Biyofim Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer cihazi ile

590nm dalga boyunda okutuldu.
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S.BULGULAR

Bu ¢alismada Kiitahya ili merkez ¢evresinde bulunan kasap ve marketlerden 35 adet
kiyma, 35 adet tavuk kanat derisi, 35 adet peynir ve 10 adet su ornegi Arcobacter varlig
yoniinden incelendi. Siipheli 6rnekler m-PCR teknigi ile dogrulanarak antibiyotik duyarliliklart

ve biyofilm ozellikleri belirlendi.
5.1. Arcobacter Tiirlerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Incelenen toplam 115 6rnegin laboratuvar analizleri sonucunda kanli agarda beyaz-bej
arasl, yassi, su damlas1 seklinde diizensiz koloniler olusturan 15 (%13) siipheli Arcobacter susu

izole edildi (T79 T10 T11 T14 T15a T15b T19 T20a T27 T33 P15b P21 S26 S27 S28).

Sekil 5.1. Arcobacter butzleri T7g susunun kanli agar tizerindeki goriiniimii.

5.2. Bakterioskopi Sonuclar

Izolasyon sonucunda elde edilen 15 siipheli koloni i¢in uygulanan bakteriyoskopi

sonuglarinda Gram negatif ve virgiil bicimli bakteriler gézlendi.

Sekil 5.2. Gram boyali Arcobacter sugunun 1s1k mikroskobundaki goériiniimii.



52

5.3. Arcobacter Siipheli Bakterilerin Cins ve Tiir Diizeyinde Molekiiler Tanis1

Cizelge 3.2.” de, dizileri verilen primerler ile yapilan m-PCR reaksiyonu sonucunda A.
cryaerophilus igin 257 bp, A.butzleri i¢in 401 bp ve A. skirrowi i¢in 641 bp biiyiikliigiinde bant
olusumu beklendi. Yapilan ¢alismada, m-PCR islemi sonucunda 115 adet 6rnegin 6,’s1 (% 5.2)
, 401 bp’da bant olusumu sekillendirdi ve A.butzleri oarak tanimlandi. Sitipheli suslardan 1’1

(% 0.8), 257 bp’da bant olusumu sekillendirdi ve A. cryaerophilus olarak identifiye edildi.

1 2 3 4 5 i} T 8 2 10

700bp

500b

S 401bp
25Thp

100bp

Sekil 5.3. Arcobacter spp. m-PCR sonucu elde edilen elektroforez bant goriintiisii
Ive 10; DNA marker, 2-3; Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter butzleri pozitif

kontrol, 4; negatif kontrol, 5-9; siipheli izolatlar.

Cizelge 5.1. m-PCR ile poztif olduklar1 saptanan Arcobacter tiirleri.

Ornek No Tiir
1 T7g Arcobacter butzleri
2 T10 Arcobacter butzleri
3 T15b Arcobacter cryaerophilus
4 T19 Arcobacter butzleri
5 T20a Arcobacter butzleri
6 T27 Arcobacter butzleri
7 S26 Arcobacter butzleri
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Yapilan m-PCR islemi sonucunda, tavukta %17.1 ve suda %10 oraninda Arcobacter

spp. tiirleri saptandi. Saptanan Arcobacter tiirlerinin dagilimi Cizelge 5.2.”de verilmistir.

Cizelge 5.2. Elde edilen Arcobacter tiirlerinin prevalansi (%).

A.butzleri (%) A.cryaerophilus (%) Toplam (%)

Kiyma (35) - - -
Tavuk (35) 514.3) 1(2.8) 6 (17.1)
Peynir (35) - - -

Su (10) 1 (10) 1(10)
Toplam (115) 6 (5.2) 1(0.8) 7 (6)

5.4. Antibiyogram Test Sonuclari

Yapilan galigmalarla Arcobacter oldugu dogrulanan 7 adet Arcobacter sugsunun 7 farkli
antibiyotige kars1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kurallarina uygun olarak,
disk difiizyon yontemi ile yapilmistir.

Sekil 5.4. Arcobacter T19 susunun cesitli antibiyotiklere kars1 duyarliligi.

Arcobacter’ler i¢in referans bir zon araligi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada antibiyotik
duyarhilikarinin belirlenmesinde CLSI M100-S24 standartlarinda yer alan Enterobactericea ve
Eritromisin i¢in ise Eucast standartlarinda yer alan Haemophilus influenzae referans araliklari

baz alind1 (Shah, vd., 2013).
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Cizelge 5.3. Elde edilen Arcobacter izolatlariin zon ¢aplari (mm).

T7g T10 T19 T20a T27 TI15b S26a

Eritromisin (E) 18 24 22 28 30 26 16
Siprofloksasin (CIP) 0 0 0 28 0 32 0
Streptomisin (S) 24 34 24 26 30 30 30
Sefalotin (KF) 16 10 0 10 10 0 16
Ampisilin (AM) 26 16 12 10 16 16 14
Gentamisin (CN) 24 30 28 32 34 35 32
Tetrasiklin (TE) 20 28 18 22 26 24 26
E
=
. . . & .
S § 5 5 5 5 S
Y Y Y Y Y S ™
= = = = = < =
< < < < < S <
s 8 8 3 s 8§ 3
Q Q Q Q Q Q Q
S S S S S S S
< < < < < < <
S S N N S N S
2 2 2 2 2 2 2
< < < < < < <
Direncli Orta duyarlt |j Duyarli

5.5. Biyofilm Test Sonuclar:

Ferreriara ve arkadaslarinin (2013) Arcobacter tiirleri igin refere ettigi araliklar baz

aliarak biyofilm sonuglar1 degerlendirildi (Cizelge 5.4.).

Bu calismada, Arcobacter tiirlerinin biyofilm formasyonlar1 iizerine atmosfer ve
baslangi¢ konsantrasyonun etkisi arastirildi. Mikroaerofilik ortamda ve baslangig ODsq si 0.07
olarak ayarlanan Arcobacter tiirlerinde zayif biyofilm olusumu gozlendi. Konsantrasyonun
arttirllmasi:  (0.15) ile beraber 3 adet susun orta biyofilm 2 adet susun ise gii¢lii biyofilm
olusturdugu saptandi. Aerobik ortamda baslangic ODsey si 0.07 olarak ayarlanan suslarda da
yine zayif biyofilm olusumu gézlendi. Konsantrasyonun arttirilmasi (0.15) aerobik kosullarda

biyofilm olugumu iizerine sadece bir adet susta olumlu etki gosterdi.
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Cizelge 5.4. Biyofilm olusumunun mikrotitrasyon plagi yontemiyle degerlendirilmesi.

T7g T10 T19 T20a | T27 | T15b | S26 | Enterococus | Candida MHB
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Kontrol; Aerobik Mikroaerofilik
Muller Hinton Broth (-) 0.1770 0.5495
Enterococcus (+) 1.7202 1.7909

Candid (+) 2.3803 1.3868
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Cizelge 5.5. Biyofilm olusumunda meydana gelen artigin grafiksel gosterimi.

1,1

0,9

0,8

8 74

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

T7g T10 T19 T20a T27 T15h S26
M1 0,11 0,19 0,14 0,27 0,24 0,25 0,23

o2 0,2 0,62 0,16 0,13 0,11 0,22 0,14
3 0,11 0,34 0,21 0,13 0,16 0,16 0,24
H4 0,45 0,92 0,27 0,41 0,51 1,02 0,36

ODs90
1.Aerobik ortam 0.07 3.Mikroaerofilik ortam 0.07
2.Aerobik ortam 0.15 4.Mikroaerofilik ortam 0.15

Aerobik ortamda konsantrasyonun arttirilmasiyla bir susta orta biyofilm gozlendi.
Mikroaerofilik ortamda konsantrasyonun arttirilmasiyla 3 susta orta biyofilm ve 2 susta giiclii

biyofilm gozlendi.
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Biyofilm olusumunun degerlendirilmesinde Ferreriara ve arkadaglarinin (2013) 6nerdigi
degerler kriter olarak alindi. Buna gore; ODsgy’da 0.174 - 0.287 (ortalama 0.226 + 0.029) tinite,
zaylf biyofilm gostergesi olarak kabul edildi. Orta derecede biyofilm olusumunda 0.422 to
0.634 (ortalama 0.552 + 0.083) baz alindi. 0.634 degerinin iizeri ise giiclii biyofilm olusumu

olarak degerlendirildi.

Cizelge 5.6. Tavuk ve su orneklerinden identifiye edilen 7 adet Arcobacter izolatinin biyofilm
sonuglart.

T7g T1I0 T19 T20a T27 TI5b  S26

Aerobik ortam(0.07) 0,11 0,19 0,14 0,27 0,24 0,25 0,23
Aerobik ortam (0.15) 0,2 0,62 0,16 0,13 0,11 022 0,14
Mikroaerofilik ortam (0.07) 0,11 034 021 0,13 0,16 0,16 0,24
Mikroaerofilik ortam (0.15) 0,45 0,92 0,27 0,41 0,51 1,02 0,36

Zayif biyofilm Orta biyofilm Giiglii biyofilm
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6. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda, potansiyel su ve gida kaynakli bir patojen olan Arcobacter tiirlerinin insan
ve hayvan hastaliklar1 lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Arcobacter
tiirlerinin 6zellikle kontamine sular, et ve et lrlinleri, kiimes hayvanlari, siit ve peynir yoluyla

insanlarda enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (Kayman, 2012).

Bulagma yollarinin kontamine sular ve gida firiinlerinin oldugunu ortaya koyan g¢ok
sayida ¢aligma bulunmaktadir. Insanlarda bulas sonucunda meydana gelen ishal olgusunun
Arcobacter tirleri ile iliskilendirildigi sadece birka¢ ¢alisma bulunmaktadir. Hayvanlarda ise,
ishal disinda abortus ve mastitis durumlart Arcobacter tiirleri ile iligkilendirilmistir (Taylor, vd.,

1991; Anderso, vd., 1993; Lerner, vd., 1994; Wybo, vd., 2004; Bucker, vd., 2009).

Bu calisma su ve gida orneklerinde Arcobacter’lerin varligini ve tiir diizeyinde
dagilimin1  gostermektedir. Arcobacter’lerin  biyofilm olusturma yetenekleri ve gesitli
antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 belirlenerek elde edilen sonuglarla bu bakteriyle kontamine

gidalara kars1 korunmanin 6nemi vurgulanmaktadir.

Kiitahya Merkez bolgesinden toplanan 115 6rnek Arcobacter spp. yoniinden
incelenmistir. Calisilan numunelerde 15 adet (%13) silipheli Arcobacter spp. varligt (koloni
goriintlisiine gore) saptanmistir. Bu izolatlarin 6’s1 (% 5.2)  A.butzleri ve 1’1 (%0.8)
A.cryaerophilus olarak molekiiler yontemler kullanilarak identifiye edilmistir. Tavuk
numunelerinin 2’ si A.cryaerophilus, 4’1 A.butzleri olarak identifiye edilirken; su numunelerinin
1 tanesi A.butzleri olarak identifiye edilmistir. Caligilan kiyma ve peynir numunelerinin
hicbirinden Arcobacter spp. izole edilememistir. Arcobacter tiirlerinin diger gidalara oranla

tavuk eti drneklerinde daha sik bulundugu gézlemlenmistir.

Tirkiye’nin ¢esitli illerinde yapilan ¢alismalardan bazilart incelendiginde, Arcobacter
tirlerinin, 6zellikle de A.butzleri’nin diger gidalarla kiyaslandiginda kiimes hayvanlarinda daha

stk bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 6.1.).
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Cizelge 6.1. Tiirkiye’deki ¢esitli gida iirlinlerinde Arcobacter spp. prevalansina iligskin bazi

calisma sonugclari.

Ornek Pozitif ornek sayis/  Sehir Referans
toplam (%)

Tavuk 20/50(40) Kayseri (Ok Anadut ve Giimiissoy, 2005)
56/90 (62) Ankara (Doksanii¢oglu, 2006)
68/100(68) Kayseri (Aydin, vd., 2007)
49/75 (65) Kars/Merkez (Atabay, vd., 2003)

Sigir 42/100 (42) Kayseri (Ertas ve Dogruer, 2009)
5/97(5) Tiirkiye’nin dogu kesimleri (Ongor, vd., 2004)

Su 14/113 (12) Kars (Tazegiil, 2010)
42/115 (36.5) [zmir ve gevresi (Akincioglu, 2011)

Bu calismada incelenen 35 tavuk orneginden %14.3 oraninda A.butzleri ve %2.8
oraninda A.cryaerophilus olmak iizere toplamda %17.1 oraninda Arcobacter spp. saptanmustir.
Farkl: illerde yapilan ¢alismalar ile kiyaslandiginda tavukta bulunan Arcobacter spp. yiizdesi
calismamizda diisiik bulunmustur. Calisma sonuglarindan farkli olarak, Atabay ve ark. (2003)
tarafindan yapilan ¢alismada tavuk 6rneklerinden %65, Doksaniigoglu (2006) tarafindan yapilan

calismada ise orneklerin %62’ sinde Arcobacter spp.saptanmustir.

Diger ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin bizim sonuglarimizdan yiiksek olmasi, kanatl
kesimhanelerinin hijyenik durumu, satis noktalarindaki depolama sartlari, kullanilan bigak ve
diger malzemelere bagli olarak Arcobacter ile kontamine olma oraninin farkli olmasindan

kaynaklandig diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada 10 adet su 6rnegi Arcobacter spp. varligl yoniinden incelenmistir. Yapilan
calisma sonucunda Aslanapa/Bezirgan ilgesinden alinan kuyu suyu 6rneginde 1 adet (%10) A.
butzleri saptanmistir. Bu durumun diger calismalardan elde edilen bulgularla farklilik
gostermesi Ornekleme ve izolasyon amaciyla uygulanan yontemlerin farkliligindan ya da
caligmalarin  yapildig1 bolgenin cografi ve iklimsel oOzelliklerinin farkli olmasindan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Yapilan ¢alisma sonucunda toplanan kiyma ve peynir numunelerinden Arcobacter
spp.identifiye edilememistir. Diinyanin farkl: iilkelerinde yapilan benzer ¢alismalarda da su ve

gida ornekleri Arcobacter spp. varlig1 yoniinden incelenmistir (Cizelge 6.2.).
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Cizelge 6.2. Diinya’ da cesitli gida iiriinlerinde Arcobacter spp. Prevalansi iliskin bazi ¢aligma

sonuclari.

Ornek Pozitif 6rnek sayisy/ Ulke Referans
toplam (%)

Tavuk 132/157(85) Belcika (Houf, vd., 2001)
16/22(73) Avustralya (Lucia, vd., 2004)
28/50 (56) Hindistan (Ramees, vd., 2014)
28/100(28) Iran (Rahimi, 2014)

Sigir 8/120(6.6) Malezya (Shah, vd., 2012)
7/32 (22) Avustralya (Lucia, vd., 2004)

Su 2/18(11.1) Malezya (Shah, vd., 2012)
1137205 (55.1) Ispanya (Collado, vd., 2008)

Siit 6/105 (5.7) Malezya (Shah, vd., 2012)
36/52(69.2) Italya (Serraino, vd., 2013)

Diinyanin farkli {iilkelerinde Arcobacter tiirlerinin antibiyotiklere direnci {iizerine
yapilmig ¢esitli calismalar bulunmaktadir. Yaptigimiz ¢aligma sonucunda, izolatlarin tamami
sterptomisin, gentamisin ve tetrasikline kars1 duyarli, eritromisine ise orta derecede duyarl
bulunmustur. izolatlardan 5 tanesinin siproflaksasine, 5 tanesinin sefalotine, 2 tanesinin de

ampisiline direngli oldugu tespit edilmistir.

Atabay ve Aydin (2001), broyler tavuktan izole ettikleri 39 A.butzleri izolatina disk
difiizyon yontemi kullanarak uyguladiklar antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda 39 susun
26’smi1 ampisiline karsi direngli bulmuslardir. Ayni ¢alismada izolatlarin hepsini sefalotine
diren¢ gosterdigi, izolatlardan birinin ise eritromisine tam direng gosterdigini belirtilmistir.

Biitiin izolatlarin tetrasikline duyarlt oldugu tespit edilmistir.

Shah ve arkadaglart (2013) tarafindan disk difiizyon metodu kullanarak yapilan
calismada , A.butzleri'nin en yiiksek direnci ampisilin ve siprofloksasin olarak belirlenirken en

az direng gentamisin olarak saptanmigtir.

Rahimi (2014) tarafindan disk difiizyon yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
tespit edilen 71 Arcobacter izolatinin bir veya daha ¢ok antimikrobiyal ajana direngli oldugu
belirlenmistir. Arcobacter izolatlarimin yiiksek oranda sefalotin, vankomisin, metisilin,
azitromisin, klindamisin ve ampisiline daha diisiikk oranda ise nalidiksik asit, kloramfenikol,
eritromisin ve siprofloksasine karsi diren¢ gosterdigi bildirilmistir. Ayrica tim Arcobacter
tirlerinin gentamisin, streptomisin, tetrasiklin, A. skirrowii izolatlarinin ise siprofloksasine

duyarli oldugu bulunmustur.
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Biyofilm olusumu, bakteriyel viriilans, kolonizasyon, olumsuz ¢evre kosullarinda
hayatta kalma ve antibiyotik direnci ile iliskilendirilmistir (Gaynor, vd., 2007). Arcobacter
tiirlerinin sert yiizeylerde biyofilm olusturduklar1 ve boylece kiimeslerde suluk materyalleri
tizerine yapistiklar1 bildirilmistir (Kjeldgaard, vd., 2009; Assanta, vd., 2002). Arcobacter
tirlerinin kiimes ekipmanlarinda yiliksek prevalansta saptanmasinin biyofilm sekillendirme
yetenekleri ile ilgisi oldugu diistinilmektedir. Bu c¢alisma kapsaminda, tavuk ve su
orneklerinden identifiye edilen 7 adet Arcobacter izolatinin farkli atmosferik kosullarda

biyofilm sekillendirme yeteneklerine iliskin sonuglar Cizelge 5.6.” da verilmistir.

Arcobacter tiirlerinin biyofilm olusturma kapasitelerini iceren az sayida literatiir
bulunmaktadir. Danimarka’da, A.butzleri ATCC 49616’nin ve 6 adet saha izolatinin
(kesimhaneden izole edilen) kullamldigi, Kjeldgaard ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmada
(2009), suslarin tamaminin mikropleytlerde biyofilm olusturdugu ve olusan biyofilm
tabakasinin miktarinin, inkiibasyon siiresi ve sicaklik ile orantili olarak artis gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica kullanilan besiortaminin da (tavuk et suyu ve Mueller Hinton broth)
biyofilm olusumunu olumlu yonde etkiledigi bildirilmektedir. Portekiz’de yapilan bir
aragtirmada ise, 36 adet Arcobacter izolatinin 21’inin zayif 5’inin orta diizeyde biofilm
olusturduklarin1 ve biyofilm olusumunda atmosfer ortaminin ve baslangi¢ konsantrasyonunun
(0.2 ve 0.02)etkili oldugunu bildirmistir. Aymi ¢alismada 10 adet izolatin ise biyofilm
sekillendirmedigi saptanmistir (Ferreira, vd., 2015).

Bu ¢alismada kullanilan 6 adet A.butzleri ve 1 adet A.cryaerophilus susu OD590’da 0.07
baslangi¢c konsantrasyonunda aerobik olarak zayif biyofilm sekillendirmistir. Konsantrasyonun
arttirtlmasi (0.15) aerobik kosullarda biyofilm olusumu iizerine sadece bir adet susta olumlu etki

gostermistir.

6 adet A.butzleri ve 1 adet A.cryaerophilus susunun biiylik bir kismi OD590°da 0.07
baslangic konsantrasyonunda mikroaerofilik olarak zayif biyofilm sekillendirmistir.
Konsantrasyonun arttirlmasi (0.15) ile mikroaerofilik kosullarda 3 adet sus orta biyofilm ve 2

adet sus giiclii biyofilm sekillendirmistir.

Arcobacter tirleri, kendileri ile ayni ailede yer alan C.jejuni (Reeser, vd., 2007) suslari
ile biyofilm sekillendirme 6zellikleri agisindan benzerlik gostermektedir. Saha sartlarinda ve
kesimhanelerde C.jejuni ikinci kolonizator bakteri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ortamlardi

birinci kolonizatoér bakteriler biyofilmin zeminini hazirlamaktadir. Ardindan bu hazir ortama
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C.jejuni de dahil olmaktadir. Bu ¢aligmada zayif biyofilm sekillendiren Arcobacter tiirlerinin de

ikinci kolonizator bakteri olabilecegi diistiniilmektedir (Hanning, vd., 2008).

Sonug olarak, Kiitahya ilinde tiiketime sunulan 115 adet gida ve su Orneginden 7
tanesinin Arcobacter ile kontamine oldugu saptanmistir. Bu 6rneklerin m-PCR yo6ntemi ile tiir
diizeyinde tanisi1 yapilarak 6 adet A.butzleri ve 1 adet A.cryaerophilus tespit edilmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda, Arcobacter spp. prevalanst disiik bulunmustur. Arcobacter
izolatlariin antibiyotik test sonuglarina baktigimizda izolatlarin biiyiikk bir bdliimiiniin
antibiyotiklere kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. Arcobacter izolatlarmi biyofilm olusturma
yeteneklerini tespit etmek amaciyla uygulanan testler sonucunda, izolatlarin biiyiik

¢ogunlugunda zayif biyofilm gdzlenmistir.

Tez caligmasi sonucunda izole edilen Arcobacter tiirleri diger ¢aligmalara oranla daha
diisiikk bulunmustur. Bu durumun, cografi ve iklimsel 6zelliklerin farkli olmasi, suyun ya da su
borularinin hatali dezenfeksiyonu, kesim sirasinda kullanilan materyaller, fekal kontaminasyon,
iiretim teknikleri, liretim, dagitim ve satig agamalarinda farkli hijyenik uygulamalar, ¢apraz
kontaminasyon ve personel hijyeninden kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda Arcobacter spp. ylizdesi diisiik bulunsa da etkenin potansiyel saglik riski

olusturabilecegi gozardi edilmemelidir.
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