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OZET

Bu caligmada broyler karkaslarda Arcobacter tiirlerinin ve sitoletal distending toksin
(CDT) geninin varlig1 arastirildi. Ticari olarak tiiketime sunulan 34 adet broyler tavuk 6rneginde,
22 adet (% 64.7) Arcobacter tiirii izole edilerek mPZR ile tiir diizeyinde identifiye edildi. Bu
etkenler tiir bazinda degerlendirildiginde incelenen 6rneklerde % 55.9 oraninda A. butzleri, % 8.8

oraninda A. cryoaerophilus varligi tespit edildi. A. skirrowii ise saptanamadi.

Aym tavuk 6rneklerinin bir kisminda Arcobacter tiirlerine Campylobacter tiirlerinin de
eslik ettigi tespit edildi. A. butzleri izole edilen 6rneklerden % 20.6’sinda C. jejuni, % 2.9’unda
C. coli tespit edilirken 6rneklerin %32.4’linde yalnizca A. butzleri saptandi. A. cryoaerophilus
izole edilen 6rneklerden % 5.9’unda C. jejuni, %2.9’unda C. coli tespit edilirken 6rneklerden hig

birisinde yalnizca A.cryoaerophilus saptanamadi.

Izole edilen Arcobacter tiirlerinin % 32.3’iinde Campylobacter tiirlerinin de tespit
edilmesi bu tiirlerin biyofilm sekillendirerek birlikte bir yasam formu olusturabilecekleri
diistindiirdii. Bu nedenle izole edilen suslar arasindan segilen dokuz adet Campylobacter tiirii ve
dokuz adet Arcobacter tiiriiniin biyofilm olusum yetenegi iki farkli atmosferik kosulda (aerobik
ve mikroaerofilik) incelendi. Orta derecede biyofilm olusumu, mikroaerofilik ortamda sadece bir
Arcobacter tiiriinde tespit edildi. Suslarin geri kalan kismi zayif biyofilm formasyonu
sekillendirdi. Campylobacter ve Arcobacter tiirlerinin biyofilm olusumunda birincil kolonizer
mikroorganizmalar olmadigi, ancak ikincil kolonize ediciler olarak biyofilm ortaminda
varolabilecegi sonucuna varildi. Bu ¢alismada, Arcobacter tiirlerinde cdt gen varligi molekiiler
yontemlerle arastirildi ve ayrica DDL-1 hiicre hatt1 kullanilarak MTT testi ile olas1 diger toksinler

aragtirildi. Arcobacter tiirlerinde toksin varligi tespit edilemedi.

Anahtar Kelimeler: Arcobacter spp., Biyofilm, Toksin, Tavuk Eti, Kiitahya.
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SUMMARY

In this study, Arcobacter species and the presence of cytoletal distending toxin (CDT)
gene in broiler carcasses were investigated. In 22 commercially available broiler chickens, 22
(64.7 %) Arcobacter species were isolated and identified at species level with mPZR. When these
factors were evaluated in terms of species, A. butzleri presence was 55.9 % and A. cryoaerophilus

was % 8.8 in the samples examined. However, A. skirrowii could not be detected.

It is detected that Arcobacter species were also accompanied by Campylobacter speciesin
some of the same chicken samples, C. jejuni in 20.6 % and C. coli in 2.9 % of A. butzleri isolated
samples were detected but only A. butzleri by itself is detected in 32.4 % of samples. C. jejuni in
5.9 % and C. coli in 2.9 % of A. cryoaerophilus isolated samples were detected but A.

cryoaerophilus is always detected with other species in the samples.

The detection of Campylobacter species in 32.3 % of the isolated Arcobacter species
suggested that these species could form a life form together to shape the biofilm. For this reason,
nine Campylobacter species and nine Arcobacter species, selected from isolated strains, were
examined for their biofilm forming capability in two different atmospheric conditions (aerobic

and microaerophilic).

Moderate biofilm formation was detected in only one Arcobacter species in the
microaerophilic medium. The rest of the strains developed a weak biofilm formation. It was
concluded that Campylobacter and Arcobacter species are not primary colonizer microorganisms
in biofilm formation, but may exist in biofilm environment as secondary colonizers. In this study,
the presence of cdt gene in Arcobacter species was investigated by molecular methods and also
other probable toxin was investigated on DDT-1 cell line by MTT test. The presence of toxin was

not detected in Arcobacter species.

Keywords: Arcobacter spp., Biofilm, Toxin, Chicken Meat, Kiitahya.
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1.GIRIS

Arcobacter cinsi, insan ve hayvanlarin bagirsaklarina yerleserek burada
enteropatojen etki gostermesiyle ilgi ¢eken ve bu yoniiyle de hastalik yapici ajan olarak
tanimlanmistir (Ho vd., 2006; Snelling vd., 2006). Arcobacter cinsi, konak ¢esitliligi
bakimindan olduk¢a yaygindir. Bu yoniiyle Proteobacteria’nin ¢ok bilinmeyen bir alt
grubu olarak tanimlanir (Debruyne vd., 2008; Wesley ve Miller, 2010).

Arcobacter’lerin taksonomisi ve patojenitesinin giiniimiizde oldukca ilerleme
kaydettigini sOyleyebiliriz. (Kayman, 2012; Sasi Jyothsna, vd., 2013; Levican, vd., 2013).
Son zamanlarda izole edilen Arcobacter tiirleri arasina, Arcobacter pacifucus, Arcobacter
faecis, Arcobacter canalis, Arcobacter lekithochrous ve Arcobacter haliotis gibi yeni
tirler eklenmistir. Giiney Pasifik Gyre Deniz Suyundan izole edilen Arcobacter
pacifucus, gram negatif, kapsiilsiiz, spor icermeyen ve hafif kavisli gubuklardir. Aerobik
kosullar altinda 37 °C'de 48 saat boyunca kulugkaya yatirilan koloniler soluk sari
renktedir. Pigmentleri yoktur. Arcobacter lekithochrous yumusakga kulugkahanelerinden
izole edilmistir. Bu tiir bakteriler kii¢iik ve kahveremsi koloniler olustururlar. Arcobacter
haliotis tiirii ise Haliotis gigantea tiirlerinin deniz kulagindan izole edilmistir (Zhang ve
Yu vd., 2016; Dieguez ve Balboa vd., 2017; Tanaka vd., 2017).

Bakterilerin neden oldugu bazi atesli hastaliklar, kalp damarlarinin endotel
tabakasinda mikrobik enfeksiyonlarin goriilmesi ve karin zar1 peritonunun iltihaplanmasi
gibi bazi semptomlarin goriildiigii vakalardan alinan disk1 6rneklerinde Arcobacter cinsi
bakterilere rastlanmistir (Woo vd., 2001; Lau vd., 2002; Ho vd., 2006; Abdelbaqgi vd.,
2007; Kownhar vd., 2007; Samie vd., 2007; Kopilovic vd., 2008; Jiang vd., 2010;). Ek
olarak bazi diisiik vakalarinda, meme iltihaplarinda ve sindirim sistemi rahatsizligi
goriilen hayvanlarda da ¢esitli Arcobacter tiirlerinin varlig1 tespit edilmistir (Vandamme
vd., 1992; Van Driessche vd., 2003). Sigir ve domuzlarda yapilan bazi ¢aligmalar, bu
canlilarda meydana gelen {ireme bozukluklarimin Arcobacter tiirlerinden kaynakli
olabilecegi belirtilmistir (De Oliveira vd., 1997; Ellis vd., 1978; On vd., 2002). Diinya

capinda yapilan arastirmalara bakildiginda ise Acrobacter tiirlerinin tavuk {irtinlerinden



alinan orneklerde diski Orneklerinden aliman Orneklere kiyasla daha yaygin halde

bulundugu tespit edilmistir (de Boer vd., 1996; Son vd., 2006).

Arcobacter tiirlerinin hayvansal kokenli kontamine gidalara ve insan
hastaliklarina neden olabilecegi diisiiniildiigiinde gida giivenligi konusunda ciddi bir

potansiyel endise olusturdugu 6ne siiriilmektedir.
1.1. Tarihge

Arcobacter cinsi, Campylobacter ve Sulfurospirillum cinsleri ile birlikte
Campylobactereaceae familyasina ait bir bakteri cinsidir. Arcobacter cinsi ilk olarak
1977 yilinda Ellis ve arkadaslar tarafindan aborte sigir ve domuz fetuslarindan izole
edilmistir. Baslangigta Campylobactercinsine dahil edilen Arcobacter cinsi, diisiik
sicakliklarda ve oksijen varliginda iireyebilme ozelligi ile Campylobacter cinsinden
ayrilmiglardir (Ellis vd., 1977; Ellis vd., 1978).

Vandamme ve arkadaslart tarafindan, 1991 yilinda iki aerotolerant
Campylobacter tiirii Arcobacter cinsi olarak tanimlanmstir. Bu tiirlerden Campylobacter
nitrofigilis, Arcobacter nitrofigilis olarak Campylobacter cryaerophilus ise Arcobacter
cryaerophilus seklinde adlandirilmistir (Vandamme vd., 1991). Daha sonra bu iki tiire A.
butzleri ve A. skirrowii'yi ekleyen Vandamme ve arkadaslar1, 1992 yilindaki ¢aligmalari
sonucunda tiir sayisini 4 olarak tanimlamislardir (Vandamme vd., 1992a). Ardindan
yapilan calismalarin neticesinde birgok tiirlin tanimlamasi yapilmistir. Houf ve
arkadaslar1 2005 yilinda ¢iirtimiis 1zgara etinden izole ettikleri Arcobacter halophilus’un
tanimlamasint yapmistir (Houf vd., 2005). Donachie ve arkadaslari’nin 2005 yilinda
yaptig1 bir ¢aligmada ise zorunlu halofil olarak kabul edilen Arcobacter halophilus’un

tanimlamasi yapilmistir (Donachie vd., 2005).

Ayrica g¢esitli ortamlarda birbirinden farkli 12 yeni Arcobacter tiiri

tanimlanmistir. Bunlardan;

e Arcobacter mytili, midye ve tuzlu sudan (Collado vd., 2009a),
e Arcobacter thereius, bobreklerden ve diisiik olarak dogan domuzlarin bobrek ve

karacigerinden ve ordeklerin kloak igeriginden (Houf vd., 2009),



e Arcobacter marinus, deniz suyundan (Kim vd., 2009),

e Arcobacter trophiarum, sismanlastirilmis domuzlarin diski 6rneklerinden (De
Smet vd., 2011),

e Arcobacter defluvii, kanalizasyondan (Collado vd., 2011),

e Arcobacter molluscorum (Figueras vd., 2011a), Arcobacter ellisii (Figueras vd.,
2011b), Arcobacter bivalviorum (Levican vd., 2012) ve Arcobacter cloacae
(Levican vd., 2013a), midyelerden,

e Arcobacter venerupis, istiridyelerden (Levican vd., 2012),

e Arcobacter suis, domuz etinden (Levican vd., 2013a),

e Arcobacter anaerophilus'un akarsu tortusundan (SasiJyothsna vd., 2013) elde
edildigi bildirilmistir.

Tim bu bilgilere ek olarak Arcobacter cinsinin taksonomisi, patojenitesi ve

bulasma yollar1 bakimindan daha yeni bilgilere ihtiya¢ oldugu goz ardi edilemez bir
gergektir (Collado vd., 2009).

1.2. Arcobacter Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Arcobacter cinsi bakterilerin ilk kez Ellis ve arkadaslar1 tarafindan domuzlardan
ve aborte sigir fetuslarindan izole edildigi bildirilmistir (Ellis ve Neill, 1978).
Campylobacteraceae familyasina bagli olan Arcobacter cinsi Epsilonbacteria grubunun
tiyelerinden olup Campylobacter ve Helicobacter spp. tiirleri ile birlikte bu grubu
olustururlar. Arcobacter cinsine ait A. butzleri, A. skirrowi ve A. cryaerophilus tiirleri

patojen Ozellikleri ile bilinir.

Arcobacter cinsi tiirlerinin  mikroskobik incelemesine bakildiginda, spiral
biciminde ya da helezon seklinde oldugu goézlemlenmistir. Genisligi 0.2-0.9 pm,
uzunlugu 0.5-3 pum olan bu gram negatif bakterilerin tiim tiirlerinin diistik oksijen
konsantrasyonunda biiyiidiikleri bildirilmistir (Vandamme vd., 2005). Arcobacter
tiirlerinin tamaminda oksidaz enzimi tespit edilmis ancak katalaz enziminin bazi tiirlerde
bulunmadigi goriilmiistiir. Baslangigta Arcobacter tiirleri 15 °C ile 30 °C araligindaki

sicakliklara uyumlu olarak tanimlanmis, ancak (Vandamme vd., 1992a) sonralari



tanimlanan yeni tiirler bu genel kaniyr degistirmistir. Spiral veya helezon seklinde olan
bu bakteriler, tek polarl flagellaya sahip olup, hareketlerini bu kamgi ile saglamaktadirlar
(irkin ve Korukluoglu, 2009). Yapilan bir ¢alismada Arcobacter tiirlerinin kurbaga
larvalarina benzer sekilde veya tirbison tarzi hareket ettikleri bildirilmistir (Aydin ve

Atabay, 2001; Son vd., 2007b).

A. butzleri i¢in optimum pH degerinin 6-7 araliginda ve A. cryaerophilus igin ise
7-7.5 araliginda oldugu bilinmektedir. Mikroaerofilik veya aerobik ortamlarda
gelisebilmektedirler. Ortam sicakligiin 55 °C ve daha yiiksek olmasi Arcobacter cinsinin
inaktive olmasmna sebep olur (Irkin ve Korukluoglu, 2009). Arcobacter tiirleri bazi
yonleriyle Campylobacter tiirleri ile karistirilsa da iki cinsi birbirinden ayiran en belirgin
Ozellik Arcobacter cinsine ait tiirlerin acrobik olarak tireyebilmeleridir (Atabay ve Aydin,
2001). A.cryaerophilus mikroaerobik ortama ihtiyag duymakla birlikte Campylobacter ve
Helicobacter tiirlerine gore daha yiiksek oksijen toleranslar1 vardir. Ik izolasyonlarinda
normal atmosferde iireyebilen tiirleri de bulunmaktadir. Mikroaerobik ortamdaki
optimum tiireme 1si1s1 37°C’dir. Bununla birlikte 15 °C, 25 °C, 30 °C ve 42 °C’de
degiskenlik gosterecek sekilde iireyebildikleri goriilmiistiir (Vandamme ve ark., 1992;
Atabay ve ark., 1998). Ureme 1s1s1 aerobik ortamda 30 °C ve anaerobik ortamda ise 35-
37 °C arasindadir. En diistik gelisme sicakligr 5 °C olarak tanimlanmistir (Vandamme ve
ark. 1991; Corry ve Atabay, 1997)

Arcobacter, Campylobacter ve Helicobacter cinsinin oksijene olan toleransi,

flagella tipi ve 15 °C’de gelisme durumlar Cizelge 1.1."de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Epsilonbacteria cinslerinin karakteristik ayirt edici 6zellikleri (Wesley, 1996).

o ] Gelisme Durumlari Oksijen Flagella (Kamc1)
Cins isimleri . S
(15 °C’de) Ihtiyaclan Tipleri
Kilifsiz ve Tekli polar
Arcobacter Gelisme var Aerotolerant
flagella
. ) N Kilifsiz ve Tekli polar
Campylobacter Gelisme yok Mikroaerofilik
flagella
. ) N Kilifl ve Tekli polar
Helicobacter Gelisme yok Mikroaerofilik
flagella

Arcobacter'ler karbonhidratlari, fermentasyon ve oksijenli solunumda kullanamaz.
Bunlarin yerine C kaynagi olarak organik asitleri ve aminoasitleri kullanmay1 tercih ederler
(Vandamme vd., 1992a). Esculin molekiiliinii hidroliz edemezler ve DNA hidrolizleri degiskenlik
gostermektedir. Jelatin testi Arcobacter’ lerde negatif sonu¢ vermektedir (Vandamme ve ark.,
1992b).

Arcobacter tiirlerinin koloni sekilleri ve renkleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir.
Koloni renklerinin en iyi gozlemlenebildigi ortam komiirlii besiyeridir. Bazi Arcobacter tiirlerine

ait koloni renkleri Cizelge 1.2 de verilmistir.

Cizelge 1.2. Arcobacter tiirleri arasinda goriilen farkli koloni renkleri (Savasan ve Ciftci, 2003).

Arcobacter Tiirleri Koloni Renkleri
o Arcobacter cryaerophilus e Sar1 ve Bej
e Arcobacter nitrofigilis e Beyaz
o Arcobacter butzleri o Beyaz-Bej
o Arcobacter skirowii o Gri

Arcobacter tiirlerinin ¢ogunun nonhemolitik oldugu sadece Arcobacter skirrowii

suslarinin ¢ogunun a-hemoliz oldugu bildirilmistir (Savasan ve Ciftci, 2003).



Sicakhik

Arcobacter tiirleri i¢in en uygun sicakligin 15 °C ile 37 °C arasindaki degerlerin
oldugu bildirilmistir. Arcobacter tiirleri ile Campylobacter tiirleri karsilastirildiginda en
belirgin ayirt edici 6zelligin 30 °C'de atmosferik oksijen ortaminda tireyebilmeleri ve 15
°C'de gelisebilmeleri oldugu gozlemlenmistir. Diger yandan Arcobacter tiirlerinin
termofilik Campylobacter’lerden farkli olarak oksijen varliginda da iireyebildikleri
bildirilmistir (Doksaniigoglu, 2006; Ertas, 2009). Arcobacter’lerin 4 °C’de bakteri
yogunlugunun kademeli olarak 21 giinde azaldigi da Vandamme ve arkadaglar1 (1992a)
tarafindan yapilan bir ¢alismada tespit edilmistir (Lehner, vd., 2005; Doksanii¢oglu,
2006).

Ph

Arcobacter tiirlerinin optimum 5.5-9.5 pH araliginda yasamaya uyumlu olduklari
bildirilmistir. Inkiibasyon sicakliginin da Arcobacter tiirlerinin pH araliginin
belirlenmesinde 6nem tasidigi vurgulanmistir. 30°C’de ve pH 5'de iireyebilmelerine

ragmen ayni pH degerinde 37 °C'de iireyememektedirler (Ertas, 2009).
Oksijen

Stampi ve ark. (1993), gerceklestirdikleri bir calismada elde ettikleri islem
gormemis atik su Orneklerinin hepsinde, saf oksijen verilen sularin ise % 67'sinde
Arcobacter cryaerophilus tiirlerinin bulundugu tespit edildi. Bu yiizden her ne kadar
aerotolerant olsalar da, A. cryaerophilus tiiriiniin 6zellikle ilk izolasyon igin
mikroaerofilik bir ortam gerektirdigi bildirilmistir (Stampi, vd., 1993; Doksaniigoglu,
2006).

1.3. Dezenfektanlara Duyarhihk

Arcobacter cinsi tiirleri kemoorganotrof olarak bilinirler. Karbonhidratlart
fermante etmedikleri gibi okside de etmezler. Enerji kaynagi olarak aminoasitleri veya

trikarboksilik asit dongiisii elemanlarini tercih ederler (Akincioglu, 2011).



Icme sularma bulasmis olan Arcobacter lerin dezenfeksiyonu hakkinda fazlaca
bilgi bulunmamaktadir. Rice ve ark. (1999) tarafindan gerceklestirilen inaktivasyon
deneyleri sonucunda Arcobacter butzleri'nin klora karsi duyarli oldugu tespit edilmistir.
Icme sularina katilan klor miktarlarinin Campylobacter jejuni ve Helicobacter pylori gibi
organizmalarin kontroliinde de yeterli oldugu bildirilmistir (Rice, vd., 1999). Nitekim
yapilan bir aragtirmada ClO; ile dezenfeksiyon islemi yapildiginda, atik su igerisinde
bulunan Arcobacter cryaerophilus’un % 97-98 oraninda inhibe edilebildigi tespit
edilmistir (Stampi, vd., 1993).

Arcobacter tiirlerinin mezbahalardan alinan numunelerde fazla bulunmasi
dezenfeksiyon isleminde yapilan hatalardan kaynaklandigi bildirilmistir. A.butzleri'nin
paslanmaz ¢elik yiizeylerine yapistiginda ve % 5 etanol iceren kiiltiir ortaminda hayatta
kalabildigi gozlemlenmistir. Yapilan bir ¢alismada ise A. butzleri izolatlarinin sodyum
hipoklorit konsantrasyonlarini tolere edebildigi bildirilmistir. Kesimhanelerde, PCR ile
tespit edilen % 20 oraninda Arcobacter tiirlerinin, 200-500 ppm aktif chlorine iceren
hipoklorid ile yapilan temizlik islemi sonrasinda % 2.5 oranmna kadar diistigi
saptanmistir. Bu oranlarda uygulanan hipokloridin Arcobacter tiirlerini tamamen

temizleyemedigi vurgulanmistir (Rasmussen, vd., 2013).
1.4. Arcobacter Cinsinin Simiflandirilmasi

Bilinen ilk Arcobacter tiirii izolasyonu, 1977°de sigir ve domuz fetuslarindan elde
edilen spirillum benzeri mikroorganizmalarin tanimlanmasi sonucu ortaya ¢ikmistir
(Ellis, 1977; Ellis, 1978; Ferreira, vd., 2015). Bu organizmalarin 15 °C’de ve
mikroaerobik ortamda iireyebilme Ozelliklerine sahip olduklar1 bildirilmistir. Bazi
Campylobacter tiirleri ile de benzerlikler gosterdikleri ancak yiiksek oksijen
konsantrasyonu ve diisiikk sicakliklara dayanikli olmalariyla ayirt edildikleri tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak tanimlamalari aerotolerant Campylobacter’ler seklinde
yaptlmistir. 1983 yilinda ise Spartina alterni flora bitkisinin koklerinde aerotolerant
Campylobacter nitrofigilis tiirtiniin tespit edildigi bildirilmistir. (McClung, vd., 1983;
Ferreira, vd., 2015). 1985 yilinda Neill ve ark. (1985) Campylobacter cryaerophila adli

yeni bir tiir tanimlamislar ve 1988 yilinda ise Kiehlbauch ve arkadaglari ilk olarak insan



orneklerinde Campylobacter cryaerophila adli yeni bir tiiriin tanimlamasin1 yapmiglardir
(Tee, vd., 1988). Insan diskilarindan ve bazi hayvanlardan elde edilen suslar i¢in de
Campylobacter butzleri adi onerilmistir (Kiehlbauch, vd., 1991; Ferreira, vd., 2015).
Cinsin biiyiimesi ise Vandamme ve ark. (1992a) tarafindan Arcobacter skirrowii’ nin
tamimlanmas1 ve Campylobacter butzleri'nin Arcobacter butzleri olarak yeniden

isimlendirilmesi ile olmustur (Collado ve Figueras, 2011).

Arcobacter cinsine ait yapilan yeni ¢alismalar bu cinse ait yeni tiirlerin varligin
ortaya koymaktadir. Zhang ve arkadaslari (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Giiney
Pasifik deniz suyu ylizeyinden alinan SW028T susunun Arcobacter cinsine ait oldugu
tespit edilmigtir. SW028T susunun Arcobacter molluscorum tiirii ile benzerlik gosterdigi
ancak tammlanamayan bir fosfolipid bulundurmasi ve susun filogenetik pozisyonu
temizlik genleri rpoB, gyrB ve atpA'nin analizi ile dogrulanmasi1 sonucunda bu susun yeni
bir tlir oldugu rapor edilmistir. Fenotipik, kemotaksonomik ve filogenetik analizler
temelinde, SW028T susu, Arcobacter pacificus isminin 6nerildigi Arcobacter cinsinin
yeni bir tiiriinii temsil eder (Zhang vd., 2016). Yine Japonya'da yapilan bir ¢alismada
Haliotis gigantea tiiriiniin deniz kulagi bagirsagindan gram negatif, aerobik, ¢ubuk
seklinde, hafif kavisli bir bakteri izole edilmistir. MAST olarak adlandirilan bu sus, 16S
rRNA, gyrB, hsp60 ve rpoB gen sekanslarina dayanan filogenetik analizler neticesinde
Arcobacter cinsi oldugu saptanmigtir. Bu susun 16S rRNA gen dizisinin Arcobacter
tirlerinin tip suslari ile karsilastirildiginda A. nitrofigilis tiiriine % 95.1 oraninda
benzerlik gosterdigi ortaya ¢cikmistir. Sus MAST, fenotipik olarak filogenetik en yakin
Arcobacter tiirlerinden, % 0.05 safranin ve % 0.01 2,3,5-trifenil tetrazolyum kloriir (TTC)
lizerinde biiyliyebilme kabiliyeti ile ayirt edilebilir. MAST'nin filogenetik,
kemotaksonomik ve fenotipik ayirt edici Ozelliklerine dayanarak, bu tiire Arcobacter

haliotis ismi verilmistir (Tanaka vd., 2017).

Gliniimiize kadar farkli ortamlardan birgok yeni tiir tanimlamasi yapilmaistir.

Arcobacter tiirleri ve elde edildikleri kaynaklar Cizelge 1.3’ de verilmistir.



Cizelge 1.3. Arcobacter tiirleri ve izole edildigi kaynaklar ile referanslar1 (Kayman, 2012;

Figueras ve Gonzalez, 2013; Levican, vd., 2013; Sasi Jyothsna, vd., 2013).

Kaynaklar

Tiirler

Referanslar

Hypersaline lagiliniinden

Arcobacter halophilus

(Donachie, vd., 2005)

Tavuk karkaslarindan

Arcobacter cibarius

(Houf, vd., 2005),

Ordeklerin kloakindan ve
aborte domuz fetuslarinin
bobreklerinden

Arcobacter thereius

(Houf, vd., 2009),

Kabuklu deniz tiriinlerinden

Arcobacter molluscorum ve
Arcobacter mytili

(Figueras, vd.,2011a,
Collado, vd., 2009)

Deniz yosunu,

deniz yildizlar1 ve deniz
suyundan

olusan bir karigimdan

Arcobacter marinus

(Kim,vd., 2010)

Midye ve yumusakgalardan

A. ellisii

(Figueras, vd., 2011b)

Domuz digkisindan

Arcobacter trophiarum

(De Smet, vd., 2011)

Midye ve deniz taragindan

A. bivalviorum ve A.
venerupis

(Levican, vd., 2012)

Kanalizasyondan

Arcobacter defluvii ve
Arcobacter cloacae

(Collado, vd., 2011;
Levican, vd.,2013)

Yaban domuzu ve domuzdan

Arcobacter anaerophilus ve
Arcobacter suis

(Sasijyothsna, vd., 2013;
Levican, vd., 2013)

Kabuklu deniz tirtinlerinden ve

A. ebronensis, A.

(Levican, vd., 2015)

deniz suyundan aquimarinus

Domuz ve siit sigir giibresinden | A. lanthieri (Whiteduck-Léveillée, vd.,
2015),

Tavuk kloak siiriintii A.valdiviensis (Collado ve ark.,2011)

numunelerinden
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< Alem:Bacteria >
< Sube: Proteobacteria >
<Smnf: EpsilonproteobacD
@: Campylobac@

Sekil 1.1. Arcobacter cinsine ait taksonomi.

Vandamme ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmalar sonucunda Campylobacter’ler,
Eubacteria grubu i¢inde yer alan Protobacteria simifindaki rRNA Siiper familya VI’nin igine
dahil edilmistir. Bu familyanin {iyeleri de aralarindaki filogenetik heterojeniteye gore ii¢ farkl
rRNA homoloji grubuna ayrilmistir. Ilk iki rRNA homoloji grubunu olusturan Campylobacter ve
Arcobacter cinsleri Campylobacteriaceae familyasina yerlestirilirken ii¢iincli grubu olusturan
Helicobacter bu familyaya dahil edilmemistir (Vandamme, vd., 1991; Vandamme ve Goossens,
1992a; Ergiiler, 2007).

1.5. Arcobacter Tiirleri

Arcobacter cinsine ait 22 tiir tanimlamasi yapilmis ancak yapilan yeni caligmalar
sonucunda Arcobacter cinsine 5 yeni tiir daha eklenerek tiir sayisinin 27 oldugu bildirilmistir. Bu

tirler Cizelge 1.4’de verildigi gibidir.
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Cizelge 1.4. Arcobacter tiirleri.

Arcobacter Tiirleri

Arcobacter butzleri Arcobacter molluscorum Arcobacter defluvi
Arcobacter anaerophilus Acobacter bivalviorum Arcobacter skirrowii
Arcobacter trophiarum Arcobacter valdiviensis Arcobacter ebronensis
Arcobacter cryaerophilus Arcobacter cibarius Arcobacter therius
Arcobacter nitrofigilis Arcobacter venlerupis Arcobacter suis
Arcobacter agimarinus Arcobacter clocae Arcobacter lanthieri
Arcobacter ellisi Arcobacter marinus Arcobacter mytili
Arcobacter halophilus Arcobacter canalis Arcobacter haliotis
Arcobacter pacificus Arcobacter faecis Arcobacter lekithochrous

En yaygin goriilen ve iizerinde en fazla ¢alisma yapilan tiirler arasinda Arcobacter

butzleri, Arcobacter cryaerophilus ve Arcobacter skirrowii yer almaktadr.

1.5.1. Arcobacter butzleri

[lk olarak aerotolerant Campylobacter olarak tamimlanan Campylobacter butzleri,
Vandamme ve ark. tarafindan (1992a) Arcobacter butzleri olarak isimlendirilmistir. Arcobacter
butzleri ilk kez 1986 yilinda ishal hastalig1 olan iki aylik Rhesus cinsi maymunlardan izole

edilmistir. Bu ¢alismada 8 izolat rapor edilmistir (Vandamme, vd., 1992b; Doksaniigoglu, 2006).

Arcobacter butzleri, insanlarda goriilen enfeksiyonlarda en sik rastlanilan tiir olarak
tanimlanmistir. A. butzleri tiiriiniin morfolojisine bakildiginda seklinin biraz kavisli, helezon
yapida veya S bigiminde, spor olusturmayan, gram negatif, basil seklinde oldugu belirtilmistir.
Uzunlugu 1-3.0 pm, genisligi ise 0.2-0.4 um araligindadir. Optimum iireme sicakligi 25-30 °C
arasindadir. Kanli agarda yari seffaf, beyaz ya da gri renkte koloniler meydana getirirler

(Fernandez ve Jaramillo, 2016).

DNA baz kompozisyonu % 28-29 mol arasinda degismektedir. A. butzleri, A.
cryaerophilus ile % 40 oraninda DNA benzerligi gostermektedir. 16s rRNA analizleri, A.
butzleri’nin genetik olarak A. skirrowii’ye daha yakin oldugunu gostermistir. Bu tiire ait
izolatlarin % 24’tinde 2, 3, 4 ve 8 kbp’lik dort farkl biiyiikliikte plazmid saptanmistir (Mansfield
ve Forsythe, 2000; Doksaniigoglu, 2006). Yapilan caligmalar A. butzleri’nin yaygin bir su
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bakterisi oldugunu gostermektedir (Jacob, vd., 1993; Al Rashid, vd., 2000). Arcobacter butzleri

domuz eti ve saglikli siit sigirlarindan da izole edilebilir (Wesley ve Baetz, 1999).

Endiistrilesmis iilkelerde insanlarin A. butzleri’ye maruz kalmalarindaki en 6nemli
kaynak kontamine besinlerdir (Mauleon ve ark., 2006). Hastaligin insanlarin, diger primatlarin
ve bazi ¢iftlik hayvanlarinin kontamine sulara maruz kalmasi sonucunda ortaya ¢iktigi, ayrica A.
butzleri ile kontamine olan iyi pisirilmemis kanatli ya da domuz iriinlerinin insanlarda hastaliga

sebep oldugu tespit edilmistir (Celik, 2000; Mauleon ve ark., 2006; Hansen ve ark., 2007).

A. butzleri suslarinin antibiyotiklere kars1 olan direngliligi ile ilgili yapilan ¢alismalar A.
butzleri suslarinin, Cefuroximesodium ve Trimetophrim-sulphamethoxazol antibiyotiklerine

kars1 direngli olduklarin1 gostermektedir (Abay vd., 2012).

A. butzleri tiiriiniin fenotipik tamimlamasinda kullanilan testler kesin sonuglar
vermeyebilir. Bu nedenle cins ve tiir belirlemek igin PCR testleri tercih edilir. A. butzleri tiiriiniin
izole edilmesi i¢in mutlaka 24-48 saatlik bir 6n zenginlestirme periyodunun gerektigi
bildirilmistir. Inkiibasyon siiresi 25-30 °C arasinda 72 saate kadar aerobik ve mikroaerofilik
ortamda uygulanabilir (Fernandez ve Jaramillo, 2016). A. butzleri tiirine ait optimum pH degeri
6-7 arasindadir (irkin ve Korukluoglu, 2009).

Arcobacter butzleri, Arcobacter skirrowii ve Arcobacter cryaerophilus tiirlerinin
hepatitenterit ve bakteriyemi ile baglantili oldugu bildirilmistir (Lerner vd., 1994; On vd., 1995;
Wybo vd., 2004). A. butzleri’nin domuz, at ve sigirlarda enterit ve ishal gibi hastaliklara sebep
olabildigi, A. skirrowii’nin ise sigirlarda ve koyunlarda ishal ve hemorajikkolit’e neden oldugu
belirtilmistir (Vandamme ve ark., 1992b; Ho ve ark., 2006a).

1.5.2. Arcobacter cryaerophilus

Latince ‘‘soguk havayi seven’’ anlamina gelir (Vandamme, vd., 1991). Arcobacter
cryaerophilus, hayvan diskilarindan, mastitisli ineklerin siitleri ile insanlarda doku ve diskilardan
izole edilen bir tiirdiir (Stampi, vd., 1993; Buller, 2014).

A. cryaerophilus ilk bulunan Arcobacter tiirii oldugundan, baslangigta Aerotolerant
Campylobacter olarak da adlandirilmigtir. Bu tiir iki alt grup icermektedir: A. cryaerophilus alt
grup 1 ve alt grup 2. Bu iki alt grup icin DNA-DNA ve DNA-TRNA hibridizasyon ¢alismalari

yapilmis ve DNA baz kompozisyonlarinin benzer oldugu belirlenmistir. Bu iki alt grubun ayirt
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edilmesinde protein yapilar1 ve yag asitlerinin farkliliklarindan faydalanilmaktadir (Savasan ve

Ciftci, 2003).

A. cryaerophilus 1995 de Giiney Amerika’da sigir fetusundan izole edildi. Daha sonralari
domuz fetuslar1 ve lireme problemleri olan ineklerin uteri ve yumrularindan izole edilmistir (de
Oliveria vd., 1999). Son yillarda yapilan bir arastirmada ise, igme sularinda goriilen salgin
hastaliklar sirasinda Slovenya'da bazi hastalarin diski 6rneklerinden de izole edildigi bildirilmistir
(Akincioglu, 2011). A. cryaerophilus 0.4-1.8 um boyutlarinda, sporsuz oldugu gézlemlenmistir.
S sekilli veya helikal sekildedirler. DNA baz kompozisyonlarinin % 28-29 mol oldugu
bildirilmistir. Tek polar flagella ile aktif olarak yer degistirme hareketi yapabilmektedirler. ilk
izolasyonda mikroaerofilik ortama ihtiya¢ duyarlar. Ancak aerobik, anaerobik ve mikroaerobik
sartlar altinda tlireyebildikleri gozlemlenmistir. Optimum tireme 1s1s1 30 °C’dir. Bazi suslarda 5-
40 °C arasinda tireme saptanmigtir. Kat1 agarda 48-72 saat araliginda kiiciik, yaygin, sar1 ya da

bej renkte koloniler meydana getirirler.
1.5.3. Arcobacter skirrowii

Arcobacter cinsine ait patojenik 6zelikte olan tiirlerden birisidir (Aydin vd., 2007). Gram
negatif, 1-3 x 0.2-0.4 um boyutlarinda helikal sekilli bakterilerdir. Kanli agarda 36 saat
inkubasyondan sonra gri, yassi, diizensiz sekilde, 2-3 mm ¢apinda koloniler meydana getirirler.
Kanli agarda a-hemoliz gézlenir (Savasan ve Ciftci, 2003). Arcobacter butzleri, Arcobacter
cryaerophilus ve Arcobacter skirrowii’nin karakteristik 6zelliklerinin karsilagtirildiginda DNase
aktivitesi ve 37 °C’de iireme fi¢ tiirdede gbzlemlenirken, 42 °C’de iireme sadece Arcobacter
butzleri’de gozlemlenmistir. Sistinden H,S {iretimi Arcobacter tiirlerinin higbirinde
gozlemlenmemistir. Katalaz aktivitesi testi sadece Arcobacter cryaerophilus Alt grup 2’de negatif

sonug vermistir.
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Cizelge 1.5. Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus (Alt Grup 1 ve Alt Grup 2) ve
Arcobacter skirrowii’nin karakteristik 6zelliklerinin karsilastirilmasi (Savasan ve Ciftci, 2003).

A. A.cryaerophilus | A.cryaerophilus ] B
Karakteristik ozellikler butzleri Altgrup 1 Alt grup 2 A-skirrowil
DNase aktivitesi + + + +
37 ° C’de iireme + + + +
42 ° C’de iireme + - - -
Mac ConkeyAgarda iireme + + - -
Sistinden H>S iiretimi - - - -
Katalaz aktivitesi + + - +
Nitrat rediiksiyonu + - - +
% 1 glisinde iireme + - - -
% 1 oxgallda iireme + - - -
% 8 glukozda iireme + - - -
% 3.5 NaCl ’de {ireme + - - -
% 0.04 TTC ‘de iireme + - + -
% 1.5 NaCl ’de iireme + - - -
Duyarlilik
Nalidiksikasid S
Sefalotin R R R S

1.6. Epidemiyoloji

Arcobacterler, Gida Mikrobiyolojik Sartlar Uluslararas1 Komisyonu tarafindan

gelisimini tamamlamaya devam eden patojenler olarak siniflandirilmistir. Bu giine kadar tespit

edilen 27 Arcobacter tiiriinden yalnizca 3 tanesinin insanlari enfekte ettigi belirtilmistir. Bu 3

tirlin ise; Arcobacter butzleri, Arcobacter cryarerophilus ve Arcobacter skirrowii oldugu

bilinmektedir. Insanlara, kontamine olmus i¢cme sular1 ve az pismis ya da ¢ig olarak tiiketilen

yiyeceklerden bulastiklar: tespit edilmstir. Arcobacter cinsi iiyelerin, insanlardaki viriilens

ozellikleri ve bagirsaklardaki kolonizasyonu hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (Abeele vd.,

2014).
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Vandenberg ve ark. tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alismanin sonucuna gore insanlarin
diski numunelerinden izole edilen Arcobacter spp.’nin hastaliga eslik eden en baskin tiiriiniin,
Arcobacter butzleri oldugu bildirilmistir. Houf ve Stephan, ise saglikli insanlara ait diskilardaki
Arcobacter spp.'nin varligimi ve 6zelliklerini incelemis ve bu ¢alismada 6rneklerin % 1.4’linde
Arcobacter cryoaerophilus’a rastlandigini bildirmistir (Houf ve Stephan, 2007). A. butzleri,
siddetli ishal ve bakteremiye neden olabilen bir insan patojenidir. A. butzleri, insanlarda, mide
bulantisi, kusma, karin agris1 ve atesin eslik ettigi diyare hastaligina neden olur. A. butzleri ‘nin

karakteristik 6zellikleri ise, sulu ve kalici diyare atiklaridir (Bucker vd., 2009).

Houf ve Stephan (2007), A. cryaerophilus suslarinin HEp-2 hiicrelerine ve insan kolon
kanseri hiicre hatt1 olan Caco-2 hiicrelerine yapigma potansiyelini arastirmiglardir. Bu hiicrelerin
secilmesindeki amag¢ bakteri ile insan hiicreleri arasindaki etkilesimleri iyi taninan ve sik
kullanilan iki model olmasidir. Izole edilen 7 sustan en az 4’iiniin bir hiicre hattina yapistigi

gbzlemlenmistir.

Arcobacter cinsi enfeksiyonlarin daha c¢ok kiimes hayvanlar1 etlerinin ¢ig
tilketilmesinden ve 1iyi pisirilmeden yenilmesinden kaynaklanmaktadir. Arcobacter’lerden
kaynaklanan hastaliklarda, genellikle antibiyotik tedavisi olarak siproflaksin ve eritromisin gibi
flurokinonlar kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglara karsi da direng gelistirdikleri belirtilmektedir.
Arcobacter enfeksiyonlarinin genel olarak yaygin semptomlar1 karin agrisi, mide kramplari ve
kalic1 ishaldir. Insan bagirsaginda bulunan ayrica endokardit, peritonit ve diyare tiirii rahatsizlik
geciren hastalardan da izole edilebilmistir. Tayland ve Italya’da ise okula giden baz1 cocuklarda
Arcobacter enfeksiyonlarina rastlandigi bildirilmistir. Bazi Arcobacter tiirleri kirli sudan ve
diyare goriilen hastalardan izole edilmistir (Rice vd., 1999; Fong vd., 2007; Kopilovic vd., 2008).
Acrobacter kaynakli ¢ogu enfeksiyonun Campylobacter’e bagli zehirlenmeler ile benzer
ozellikler gosterdikleri de belirtilmektedir (Irkin ve Korukoglu, 2009).

Arcobacter tiirleri diger yandan insan ve hayvanlardaki epidemiyolojik rollerinden dolay1
potansiyel zoonotik ajan olarak tanimlanmis (Ho vd., 2006; Cardoen vd., 2009;) ve A. butzleri en

onemli gida kaynakli zoonoz olarak adlandirilmistir.

Yapilan ¢alismalar, Arcobacter suslarinin yiiksek tuz (NaCl) konsantrasyonlarini tolere
edebildigi, ¢cok diisiik buzdolab1 sicakliklarinda gelisim gosterdigi ve cesitli tipteki yiizeylere
baglanabilme 6zelligine sahip oldugu sonuglarina ulasilmustir. Italya’da bir okulda tekrarlayan

karin kramp agrilart salgiminda Arcobacter butzleri’nin insandan insana bulasabilecegi
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bildirilmistir (Vandamme vd., 1992). Epidemiyolojik veriler Arcobacter butzleri ile enfekte
olmus 10 ¢ocuk hastadan alinan gaita drneklerinden elde edilen biitiin suslarin ayni fenotip ve
genotipe sahip olduklarini géstermistir (Vandamme vd., 1993). Diger bir insandan insana bulagim
ise A. butzleri’nin muhtemelen plasenta yolu ile enfekte olmus yeni dogan bir bebekte

gorilmistiir (On vd., 1995).

Arcobacter’lerin hayvanlara ve insanlara bulagsma yollarindan biri sudur (Ho vd., 2006).
Ayrica Arcobacter’ler, nehirler, goller, yer alt1 ve deniz sulari ile ayn1 zamanda planktonlardan
da elde edilmislerdir (Collado, 2008). Diinya ¢apinda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen
veriler A. butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii 'nin diski bulagsmis sularda, diski bulasmamig
sulara oranla daha yaygin oldugunu gostermektedir. Arcobacter tiirlerinin su ortamlarindan
izolasyonu saglansa da bu bakteriler daha ¢ok ¢iftlik hayvanlarmin digkilarinda ve atiklarin da

gdzlemlenmistir.

Arcobacter tiirleri hayvan yetistiriciliginde kiirtaj ve enteritten saglanirken, insan
enfeksiyonlarinda ise enterit ve bakteremi ile iligkilidir. Insan ve hayvan hiicre kiiltiirlerinde
yapilan in vitro deneyleri, birka¢ Arcobacter tiiriiniin 6karyotik hiicrelere yapigabilecegi ve
konakgr hiicrelere zarar verecek toksinler iiretebildigini gdstermistir. Az sayidaki in vivo ¢aligma
ise, Arcobacter tiirlerinin patofizyolojisini ve patojenik potansiyelini aydinlatmak i¢in

gergeklestirilmistir (Wesley ve Miller, 2010).

Hayvanlarda Arcobacter’ler, bagirsak, plasenta ve fetiislerinden izole edilirken ayni
zamanda siZirlarda mastitis salginlari sirasinda ¢ig siitten ve tavuk diskisindan da izole edilmistir.
A. cryaerophilus, Yeni Zelanda’da bogalarinin siinnet derilerinin yikanmasiyla izole edilmistir.
Arcobacter, ¢ok sayida saglikli hayvandan da izole edilmistir. Arcobacter tiirleri sigir, kuzu,

domuz ve kiimes hayvani gibi hayvanlarin etlerinden elde edilen gidalarda tespit edilmistir

(Lehner vd., 2005).
1.6.1. Insanda Arcobacter tiirleri

Farkli iilkelerde yasayan saglikli ve hasta insanlardan Arcobacter tiirlerinin izole
edilebildigi bildirilmistir (Vandamme vd., 1992; On vd., 1995; Wybo vd., 2004).
Arcobacter lerin insan enfeksiyonlarinda diisiik yayginlik gosterdigi, bunun nedeninin ise
uygun olmayan tipleme ve tespit yontemlerinden kaynaklandigi belirtilmektedir

(Vandamme ve ark., 1993; Phillips, 2001a; VVandenberg ve ark., 2004).
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Arcobacter butzleri, Arcobacter skirrowii ve Arcobacter cryaerophilus tiirlerinin
hepatitenterit ve bakteriyemi ile baglantili oldugu bildirilmistir (Lerner vd., 1994; On vd.,
1995; Wybo vd., 2004; Lehner vd., 2005).

Insan diskilarindan izole edilen en yaygin tiirlerden birinin A. butzleri oldugu
belirtilmistir. Ayni zamanda A. butzleri'nin bu yoldan elde edilen dordiincii
Campylobacter benzeri tiir oldugu da tespit edilmistir (Vandenberg vd., 2004). A. butzleri
kokenli enfeksiyonlar genellikle karin agrisi, bulant1 ve kusmanin yani sira daha siddetli
semptomlarin da ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Vandamme vd., 1992; Vandenberg vd.,
2004; Collado, 2010). Diger bir tiir olan 4. cryaerophilus’un ise diyare semptomlu insan
diskisindan, yenidogan bebek kanindan ve bakteriyemi hastasindan da izole edildigi
bildirilmistir (On vd., 1995; Lau vd., 2002). A. skirrowii’nin kaynagi tam olarak
tanimlanamasa da yasli kronik ishali olan bir insandan ve Giiney Afrika'da HIV viriisi

bulasmis insanlardan izole edilebilmistir (Wybo vd., 2004).

Saglikli insanlarin diskilarindan farkli Arcobacter tiirlerinin izole edilebildigi
bildirilmistir. Ornegin, Isvigre'de yapilan bir calismada saglikli bireylerden izole edilen
A. cryaerophilus (Houf ve Stephan, 2007) ve A. butzleri'nin saglikli insanlarda rastlanma
sikliginin, C. jejuni tiirlinden daha sik oldugu goriilmiistiir (Vandenberg vd., 2004).
Insanlarda goriilen ilk vaka, Idaho’da bir kiz izci kampinda bulunan bireylerden % 81’ini
etkileyen gastroenteritin olugmasidir. Burada goriilen ana semptomlar kusma, bulanti,
karm agrilart ve ishaldir. Bu vakada Arcobacterbutzleri igme suyu kaynagi olan kuyu
suyundan izole edilen tek mikrop olup, salginin kaynagi olarak diistiniilmiistiir. Bunun
sebebi, kampin igme suyunun otomatik klorlama sisteminin bozuk olmasidir. Bu yer alt1
kaynak sularindan Arcobacter butzleri’nin belirlendigi ilk ABD raporudur (Rice vd.,
1999). ikinci salgin ise Giiney Bass Adasi Ohio’da rapor edilmistir ve ¢oklu orijin
gostermesine karsin diskilardan Arcobacter elde edilemeyip, diskiyla kirlenmis kuyu
suyu orneklerinden izole edilmistir. Son vakada ise A. cryaerophilus ve diger farkli
patojenler Slovenya’da igme suyu sisteminin yeni bir binaya baglanmasindan sonra
olusan kontaminasyonunun bir salgina yol a¢masi sirasinda hastalananlarin diski

orneklerinden izole edildigi saptanmuistir (Fong vd., 2007; Kopilovic vd., 2008). Bununla
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birlikte bu salginlarin hi¢ birinde Arcobacter’in etiyolojik sorunlu bir ajan oldugu tam

olarak ispatlanmis degildir.

A. butzleri en ¢ok insan 6rneklerinden izole edilirken A. cryaerophilus nadiren
insanlardan izole edilmistir. Insan bagirsaginda bulunmazlar ancak bakteriyemi,
endokardit, peritonit ve ishal gibi hastaliklarla karsilagan hastalarin bagirsaklarindan izole

edilebilmislerdir. Insanlar arasindaki bulas yolu agiz-disk1 rotas1 seklindedir.

Arcobacter tiirlerinin kiiresel a¢idan insan saghgi lizerine etkileri hakkinda gok
fazla bir bilgi elde edilebilmis degildir. Bagisiklik ve yas faktorlerinin, Arcobacter
tirlerinin yayilhimi {izerine etkileri heniiz ispat edilememistir (Vandenberg vd., 2004;
Kownhar vd., 2007). Arcobacter tiirlerine bagli hastaliklar heniiz 6nemli bir sorun olarak
goriilmemektedir. Bunun nedeni ise uygulanan tespit ve tanimlama yoOntemlerinin
yetersizligidir. Bu konuda standart bir izolasyon yonteminin olusturulmasi son derece

Onem arz etmektedir.
1.6.2. Tavuklarda Arcobacter tirleri

Arcobacter tiirlerine en fazla kiimes hayvanlarinda rastlanmaktadir. Ozellikle kiimes
hayvanlar1 birden fazla tiirli barindirmakla kalmaz, ayn1 zamanda bazi tiirlerin ¢ok yonlii
genotiplerini de barindirir (Manke vd., 1998; Atabay vd., 2002; Houf vd., 2002). Kiimes
hayvanlar driinleri iizerine yapilan benzer g¢alismalar, Arcobacter’lerin elde edilme oranlar
arasinda farkli {ilkelerde birbirinden farkli sonuglara ulagilmistir. Kiimes hayvanlari
karkaslarindan % 90-97 oranlarinda A. butzleri elde edilmistir. Fransa’da incelenen kiimes

hayvanlari karkaslarinin % 81’inden Arcobacter tiirleri izole edilmistir (Squinazi ve ark., 1995).

Atabay ve Corry (1998), siipermarketten alinan tavuk orneklerinde A. butzleri ve
A. cryaerophilus, kesimhaneden alinan etlerden ise A. butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii
izole etmeyi basardiklarini belirtmislerdir. Belgika’da yapilan bir calismada tavuklarin boyun
derisinden ve broylerlerden alinan benzer 6rneklerde Arcobacter izole edilmis, broyler gogiis eti

orneklerinde ise Arcobacter ile kontamine oldugu belirlenmistir (Houf, vd., 2001).

Atabay ve arkadaslar1 (2003) yaptiklart ¢aligmada, tavuk karkas orneklerini
incelemislerdir. Incelenen tavuk karkaslarindan A. butzleri izole edilmistir. Hollanda’da yapilan

bir ¢alismada (2008), tavuklarm gastrointestinal sistemlerinde Arcobacter prevalansi
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arastirilmistir. Yumurta tavuklarinda ve broylerlerde degisen oranlarda Arcobacter tespit
edilmistir (Ho, vd., 2008). Rivas vd., (2004), 3 farkli bolgeden topladiklari kiimes hayvanlari
orneklerinin % 73’linden A. butzleri izole ettiklerini belirtmiglerdir. Anadut ve Giimiigsoy
tarafindan 2005 yilinda ytiriitiilen bir projede, Kayseri’deki 5 farkli satis noktalarindan alinan 50
tavuk karkas orneklerinden Arcobacter izole edilmistir. Yapilan bu ¢alismanin amaci
Arcobacter‘lerin kontaminasyon oranini belirlemektir. Elde edilen veriler tavuk 6rneklerinin %

25’inden Arcobacter izole edildigi belirtilmistir (Doksaniigoglu, 2006).

Arcobacter'in hayvanlarda goriilen en ciddi etkileri diistik, mastitis ve ishaldir.
Arcobacter tiirleri genellikle hayvansal kaynakli besinlerde tespit edilmistir. Domuz, sigir ve kuzu
etlerinde goriilseler de genellikle en fazla tavuklarda bulunduklari tespit edilmistir (Patyal vd.,
2011). Cesitli hayvanlardan elde edilen et 6rneklerinde en sik rastlanan Arcobacter tiiriiniin A.
butzleri oldugu ve onu A. cryaerophilus un izledigi tespit edilmistir (Doksaniigoglu, 2006). A.
skirrowii’ye genellikle rastlanmamaktadir. Ciinkii diger tiirlere gore izole edilmesi daha zor
olabilmektedir. Arcobacter tiirlerine tavuk etlerinde siklikla rastlanmakla beraber, bu hayvanlarin
bagirsaklarinda nadiren bulunurlar. Bunun nedeninin de etlere kesim esnasinda diger dis

kaynaklardan bulagmalar oldugu diisiiniilmektedir.

Tavuk etlerindeki Campylobacter tiirlerinin izolasyonu ¢alismalarinda sadece besiyeri
ekimlerinin yeterli olamayacag bildirilmistir. Cilinkii bu besiyerlerinde metabolik aktiviteleri cok
daha hizli ve listiin olan farkli tiir bakterilerin de iireyebilecegi dikkate alinmalidir. Bu nedenle
eger besiyeri ekimi yapilacaksa, o zaman ortama istenmeyen tiirlerin liremesini engelleyecek
antimikrobiyal maddelerin eklenmesi uygun olacaktir. Bu amagla kullanilabilecek antimikrobik
etkenlerin ise Kolistin, Basitrasin, Trimethoprim, Sefalothin, Sefazolin, Rifampisin, Novobiosin,
Polymiksin ve Vankomisin gibi Campylobacter’lerin direngli, diger bagirsak bakterilerin ise
duyarli olduklari bilinen etkenler olabilecegi vurgulanmistir (Corry vd., 1995). Yapilan ¢aligmalar
neticesinde, Campylobacter infeksiyonlarinin en dnemli kaynaginin kontamine olmus ¢ig etler
veya yetersiz pigirilmis kanath etleri oldugu tespit edilmistir (Jones vd., 1991; Hinton vd., 2004).

1.6.3. Sularda Arcobacter tiirleri

Arcobacter tiirleriyle iligkili ishale neden olan faktdrlerin en Onemlisinin su
olabilecegi yapilan arastirmalar sonucunda belirlenmistir. Arcobacter tiirlerinden
Arcobacter butzleri igme su depolar1 (Jacob vd., 1993), nehir veya yiizey sular1 (Moreno
vd., 2003; Diergaardt vd., 2004), yeralt1 sular1 (Rice vd., 1999), kanalizasyon (Moreno
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vd., 2003) ve kiyisal ¢evrelerdeki deniz suyundan izole edilmistir. Yeni bir silfit
oksitleyici ototrofik bakteri olarak adlandirilan Candidatus Arcobacter sulfidicus tiiriiniin
ipliksi kiikiirt tirettigi bildirilmistir. Bu organizma, kiiltiiri yapilmadan saptanmis olup,
elde edilen orneklerin 16S rRNA gen dizileri ile analiz edilmistir (Wirsen vd., 2002).
Ayrica istiridye, kanalizasyon, petrol sahasi ve morina larva kiiltiirii yetistiriciligi ile
iligkili olarak birka¢ yeni habitatin tespit edildigi de bildirilmistir (Romero vd., 2002).
Arcobacter spp'nin hayvanlara ve insanlara bulagsmasinda su 6nemli bir rol oynar.
[zmir'de yapilan bir calismanin amaci 115 farkli su 6rneginden Arcobacter spp. izole ve
karakterize etmektir. Toplanan 115 6rnekten 24 adet kanalizasyon, 13 adet nehir ve 2 adet
kaynak suyu olmak tizere 39 adet (% 33,9) Arcobacter butzleri varligi tespit edildi. Bu
calismanin sonucunda, ¢cevresel su 6rneklerinde Arcobacter spp. saptanmaistir. Bu nedenle

insan sagligin1 korumak i¢in énlemler alinmalidir (Talay vd., 2016).
1.7. Bulasma Yollari

Arcobacter cinsine ait tiirler daha ¢ok kanatli, sigir ve domuz eti gibi hayvansal
orijinli besinlerden izole edilmektedir. A. cryaephilus, A. skirrowi ve A. butzleri ¢ig ya da
az pismis hayvansal orjinli besinlerin tiiketilmesi sonucunda insanlara bulagmaktadir.
Genellikle tavuk etlerinde rastlanmaktadir ancak domuz eti ve sigir etinde de bulunur.
Arcobacter tiirleri arasinda kirmizi etten en ¢ok A. butzleri ve A. cryaerophilus izole
edilmistir. A. skirrowi ise et 6rneklerinden diisiik oranlarda izole edilmistir. Bunun sebebi
de A. skirrowi’nin etlerdeki prevalansinin diisiik olmasi ya da etkenin diger iki tiire gore

etlerden izole edilmesinin daha zor olmasidir (Ertas, 2007).

Icme sularinin énemli enfeksiyon kaynaklari olmasi nedeni ile Arcobacter’ler
bazi ¢alismalarin konusunu olusturmaktadir. Klorlanmamis i¢gme sularinda Arcobacter’in
16 giinden fazla canliligini siirdiirerek diyarelere yol agtig1, klorlama islemi ile 5 dakika
igerisinde yok oldugu belirtilmektedir. A. butzleri ve A. cryarophilus Almanya’da igme
sularinda, Tayland’da kanal sularinda, Italya’da irmak sularinda tespit edilmistir
(Akincioglu, 2011). Zoonotik bir bakteri olarak kabul edilen bu bakteriler, hayvan veya
hayvan digkisiyla dogrudan temasta bulunan insanlarda enfeksiyonlar i¢in bir risk faktorii

olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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1.8. Arcobacter Cinsinin Patojenitesi ve Viriilens Faktorleri

Arcobacter tiirlerinin patojenitesine bakildiginda yapigma, bakteri patojenitesinde onemli
bir faktordiir. Bu siire¢ enfeksiyonun olusmasi i¢in gerekli bir adimdir. Konakg1 hiicrelerin
bakteriyel invazyonu ve bunu takiben hiicre i¢i ¢ogalma ve diger dokulara yayilimi saglanmir
(Pizarro-Cerda ve Cossart, 2006). Konakg1 hiicre, yapisma siirecinde etkin bir role sahiptir (Lu ve
Walker, 2001). Konakg1, bakteriyel invazyona yanit olarak bagirsak epitel hiicrelerinde hiicre i¢i
sinyallerin aktivasyonu i¢in mukozal bir enflamatuvar cevaba yol acar. Bu durum, hastalik

stirecinin gelisimini veya yoklugunu tanimlayan patojen/konake1 etkilesimidir (Lu ve Walker,

2001).

Arcobacter tiirlerinin konake1 hiicrelere yapismasi, invazyonu ve sitotoksik potansiyelini
karakterize etmek igin in vitro kiiltiirleri kullanilarak cesitli ¢alismalar yapilmistir. En sik
gozlenen etkilerin sitotoksisite ve yapisma oldugu gozlemlenmistir. Genel olarak, farkli
caligmalarda kullanilan suslarin kaynagi ve hiicre hatlari ile baglantisi onemli farkliliklar
gdstermektedir (Ho vd., 2007; Collado ve Figueras, 2011). Ornegin, saghkli insanlardan elde
edilen 7 adet A. cryaerophilus suslari, Hep-2 ve Caco-2 hiicrelerine yapismasi bakimindan test
edildi. Yedi susdan dordiiniin Hep-2 hiicrelerine yapistig1r gosterilirken sadece ikisi Caco-2
hiicrelerine yapisiyordu (Houf ve Stephan, 2007). Buna karsilik, diger ¢alismalarda, hayvanlar
tizerinde test edilen tiim suglarin Caco-2 ve IPI-21 hiicrelerine yapistiklart bildirilmistir (Ho vd.,
2007; Levican vd., 2013b). Ho ve arkadaslart (2007) tarafindan yapilan bu calisma ile A.
cibarius'un Caco-2 ve IPI-21 hiicreleriyle A. butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii suslarina
kiyasla 6nemli derecede giiclii bir hiicre iligkisi bulundugu ve A. cryaerophilus'un her iki hiicre

hattini da istila edebilme yetenegine sahip oldugu goézlemlenmistir.

Fallas-Padilla ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 bir calismada, Kosta Rika'nin perakende
tavuk gogsii etinden izole edilen Arcobacter suslarmin farkli patojenik potansiyeli oldugunu
gosterirken 32 farkli izolattan 24 (% 75)’iiniin Hep-2 hiicrelerine yapistig1 ancak sadece %

22'sinin yayilimet oldugu ortaya ¢ikmistir.

Levican ve arkadaglar1 (2013b) tarafindan yapilan bir ¢aligmada bilinen 18 Arcobacter
tiirtinden elde edilen izolatlarin Caco-2 hiicrelerine yapisma ve istila 6zelligi degerlendirilmis,
yalnizca A. bivalviorum ve A. nitrofigilis izolati Caco-2 hiicrelerine yapigma ozelligi
gostermemistir. Her bir tiirlin en az bir izolat1 bu hiicrelere yiiksek oranda yapismis olarak kabul

edilmistir (Levican vd., 2013b). Basarili kolonizasyon ve enfeksiyon i¢in konakg¢i hiicrelere
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yapisma ve istilanin gerekli oldugu goz Oniine alindiginda, birkag Arcobacter tiiri potansiyel

patojenler olarak disiiniilmektedir.

A. butzleri i¢in varsayilan virulens genlerinin yayginligi Levican ve arkadaglar1 (2013b)
tarafindan 15 farkli Arcobacter tiirlerinin viriilens genotipinin degerlendirilmesi esnasinda ortaya
cikmustir. Arastirmacilar, A. thereius, A. mytili ve A. cibarius’'un Caco-2 hiicrelerini istila
edememesi ve test edilen tiim virulens genlerinin olmamasi (ciaB, irgA, hecA, ¢j1349 ve cadF)
arasinda bir korelasyon olusturdular (Levican vd., 2013b). Bu deneyden elde edilen veriler, istila
ve virlilens faktorlerle iligkili genlerin varlig1 arasinda belirsiz bir iligkinin oldugunu ve bu

durumun istila siirecinde daha fazla genin rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Campylobacter ve Arcobacter spp., insanlarda sik goriilen gastroenterit nedenleridir. Bu
enfeksiyonlar genellikle az pismis kiimes hayvanlarindan kaynaklanir. Ancak, viriilans
mekanizmalari hala tam olarak anlagilamamustir. Jiribi ve arkadaslarinin (2017) yaptigi ¢alismada
Campylobacter ve Arcobacter tiirlerinde genotipik viriilans belirteglerinin varhigimi PCR
kullanarak degerlendirildi. Viriilans ve sitolethalden farkli toksin (CDT) genlerinin prevalansi 71
adet Campylobacter izolatinda incelendi. 37 adet Campylobacter jejuni ve 8 adet Campylobacter
coli de dahil olmak iizere toplam 45 Campylobacter izolati i¢in spesifik primerleri kullanarak
viriilans genlerinin (iam, cadF, virB1, flaA, cdtA, cdtB ve cdtC) varligini1 PCR ile saptandi. Tiim
Campylobacter izolatlar1 cadF geni igin pozitif sonug verirken virB11 plazmid geni higbir susta
tespit edilememistir. Yine ayni ¢alismada dokuz Arcobacter viriilans geninin (cadF, ciaB, ¢j1349,
mviN, pldA, tlyA, irgA, hecA ve hecB) varligi, 22 adet Arcobacter butzleri ve 4 adet Arcobacter
cryaerophilus izolatinda kontrol edildi. PIdA ve mviN genlerinin baskin oldugu, ancak TIyA,
ciaB, cadF ve cj1349, IrgA ve hecA ve hecB genlerinde diisiik oranlarda oldugu tespit edildi.
Bulgular, Campylobacter suslarinin ¢ogunun, insanlarda patojenik etkilere neden olabilecek bu

olas1 viriilans genlerine sahip oldugunu ortaya koydu (Jiribi vd., 2017).

Arcobacter, gida ve su yoluyla bulasan bir patojen olarak ortaya ¢ikmasina ragmen, diger
enterik patojenlerle karsilastirildiginda Arcobacter'lerin patojenik mekanizmalar1 ve viriilens

potansiyeline iliskin veriler halen eksiktir.

1.9.CDT

Sitolethal Distending Toksinleri (CDT), Escherichia coli, Aggregatibacter
aktinomycetemcomitans, Haemophilus ducreyi, Shigella dysenteriae, Campylobacter tiirleri,

Helicobacter tiirleri ve Salmonella enterica gibi ¢esitli gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen
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bir bakteri protein toksini familyasini olusturmaktadir. CDT ve kommensal E. coli suslar
tarafindan iiretilen bir hibrid peptid-poliketit genotoksini olan Colibactin, hedef hiicrelerde DNA
hasarina neden olan essiz karaktere sahip oldugu tanimlanan ilk bakteri genotoksinleridir

(Nougayrede vd., 2006).
1.9.1. Campylobacter tiirlerinin CDT’si

Sitolethal distansiyon toksin aktivitesi, 72 saat siireyle CHO, HeLa, Vero ve HEp-2
hiicreleri ile inkiibe edilen Campylobacter jejuni, C. coli, C. fetus, C. laridis (Johnson ve Lior
1988a) ve C. concisus (Engberg vd., 2005) kiiltiirlerde tespit edildi. Sitozol distansiyon toksini,
C. jejuni suslarinda sik goriiliir. Bang ve ark. (2004) Danimarka'da yaptig1 bir ¢alismada
hindilerden izole edilen 117 C. jejuni susunu incelemistir. Yapilan bu c¢alismada CDT’nin
aktivitesi, Vero hiicreleri kullanildiginda suslarin % 97.4'tinde pozitif, Colon 205 (allojenik insan
kolon karsinomasi) hiicreleri kullanildiginda % 89.7'sinde pozitif ve tavuk embriyo hiicre dizisi

kullanildiginda ise suslarin % 93.2'sinde pozitif sonug verdigi gézlemlemistir.

Pickett ve ark. (1996), insanlardan izole edilen C. jejuni suslarinin insan C. coli suslarina
gore yiiz kat daha fazla CDT f{irettigini bulmuslardir. Benzer sekilde Eyigor ve ark. (1999), C.
coli'nin tavuk suslarinin, C. jejuni'nin tavuk suslarina kiyasla ¢ok az toksin {irettigini
saptamislardir. Buna karsilik, C. coli'nin domuz suslarindaki CDT seviyesi, C. Jejuni’ nin domuz
suslarindaki CDT seviyesine kiyasla daha yiiksektir. insanlardan veya tavuklardan izole edilen C.
coli suglarinin CDT seviyesinin, domuzdan izole edilen C. coli suslarinin CDT seviyesinden daha
kiiciik olmasi, CDT fireten suglarin 6zellikle domuza adapte olabilecegini diisiindiirmektedir

(Bang ve digerleri 2003).

Whitehouse ve ark. (1998), C. jejuni, CDT ile muamele edilen HeLa ve Caco-2 (insan
kolon adenokarsinomasi) hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin G2 fazinda bloke edildigini ve M fazina
girmediklerini gostermislerdir. Hiicrelerin % 90'dan fazlas1 muameleden 48 saat sonra hiicre
dongiisii tutuklamasini gosterdi. Hela hiicrelerinin, aktif olmayan tirosin fosforile Cdkl'i
biriktirerek hiicre dongiisiinii durdurmalar1 dongiiniin M fazina ilerlemesi icin gerekli olan

siklin/Cdk1 kompleksinin defosforilasyonunun basarisizligindan kaynaklanmistir (Whitehouse

vd., 1998).

C. jejuni enfeksiyonlarinin bagirsak mukozasinin iltihaplanmasina bagl olarak digkida,
irin, mukus veya kan goriilen akut enterik bir hastalik olan inflamatuvar ishal olusturabilecegi

bildirilmistir (Riley ve ark. 1995).
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CdtB'nin 6ngoriilen amino asit dizisi, proteinin DNase I proteinleriyle iliskili oldugunu
gosterdi. Saflastirilmig CdtB proteininin kiiltiirlenmis hiicrelere mikroenjeksiyonu, CdtB
proteininin ¢ekirdegin i¢inde lokalize edildigini ve kromatin yapisinda degisiklige yol agtigini
gosterdi. C. jejuni CdtB'sinin hiicre ¢ekirdeginde lokalize olan ve DNA niikleer molekiiliinde ¢ift
sarmal kirilmalara yol acan bir DNaz I enzimi olarak davranan CDT holotoksininin toksik kismi

oldugu sonucuna varilabilir.

C. jejuni CDT'sinin, enfekte kisilerin diyare ve diger gastrointestinal semptomlarin
mikrobik indiiksiyonunda rol oynayip oynamadigi tam olarak bilinmemektedir (Purdy vd., 2000;
Fox vd., 2004).

Hickey ve ark. (2000), bir inflamatuar sitokini olan IL-8'in CDT ile islemden gegirilmis
epitel hiicreleri tarafindan ortaya c¢ikarildigini ve CDT zehirlenmesinin bu gastrointestinal
sistemin iltihaplanmasinin sebebi oldugunu belirtmektedirler. CDT'nin etkisinin villus epitel
hiicrelerini 6ldiirmesi, dolayisiyla bagirsak epitelinin bariyer fonksiyonunu azaltmasi ve birlikte
besin emilimini kaybetme olasiligi vardir (Whitehouse ve ark., 1998). Bu nedenle CDT, C. jejuni
bagirsak enfeksiyonunun semptomlarinin CDT iireten E. coli'ye benzer sekilde semptomlar

gostermesinde rol oynamuistir.
1.9.2. Arcobacter tiirlerinin CDT’si

Arcobacter' lerin kiimes hayvanlari, su ve gastroenterit sergileyen insanlar da dahil olmak
lizere ¢ok sayida farkli kaynaklarda bulundugu bilinmektedir. Campylobacter, Helicobacter ve
diger tiirlerde Sitolethal Distending Toksin (CDT) iiretimi, yapilan ¢alismalarla belgelenmistir.
Kiimes hayvanlarindan, sigirlardan, sulama suyundan ve insan ishalinden elde edilen Arcobacter
izolatlarinda CDT genlerinin varligin1 saptamak amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
kullanilmistir. Hiicre filtratlar1 ve sonik ekstraktlarindan ve Cin Hamsteri Yumurtaligi, HeLa ve
Intestinal 407 (INT407) hiicrelerinden elde edilen izolatlarda CDT genlerinin varlig
incelenmistir. HeLa ve INT407 hiicrelerinde toksisite gbzlenmistir. Arcobacter sonik ekstraktlari
ile muamele edilmis hiicrelerin ve filtratlarin normal hiicre dongiileri sergiledigi saptanmaistir.
Boylece, Arcobacter' lerin kiiltiirdeki bazi hiicrelerde toksik etki lirettigi gosterilmis, ancak bu
varligin Campylobacter CDT'ninkinden farkli bir sekilde oldugu goriilmiistiir (Lee G. Johnson ve
Elsa A. Murano, 2002).

Arcobacter butzleri ve Vibrio spp. suslarinin kiiltiirin epitel hiicrelerine yapisma ve

sitotoksisiteyi indiikleme kabiliyetini arastirmak amaciyla bir g¢alisma yapilmistir. 17 adet
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Arcobacter butzleri ve 10 adet Vibrio spp. olmak iizere toplamda 27 adet deniz izolati, HEp-2 ve
HeLa hatt1 hiicrelerine yapisma kapasitesi acisindan test edilmistir. Daha sonra, bu suglarin Vero
hiicrelerinde morfolojik degisiklikler {iretebilen toksik faktorler salgilamasi test edilmistir. 17
adet Arcobacter butzleri suslarindan sadece alt1 tanesi her iki hiicre hattina da yapisabilmistir.
Vibrio alginolyticus suslarinin % 57'si HEp-2 ve HeLa hiicre hatlarina yapisabilmistir. Vibrio spp.
suslarmin higbiri toksik etki olusturmamustir. Bu ¢alismada, Arcobacter butzleri'nin toksijenik ve

yapiskan suglarinin su ortamlarindan izole edilebildigi tespit edilmistir (Carbone vd., 2003).
1.9.3. CDT’nin yapis1 ve enzimatik aktivitesi

CDT, CdtA, CdtB ve CdtC’ den olusan ii¢ proteini kodlayan bir operonun {iriiniidiir. Bu
ii¢ alt linitenin tiimii, holotoksinin tam aktivitesini saglamak icin gereklidir. Nesic ve arkadaslari
tarafindan Helicobacter ducreyi CDT’ sinin (HACDT) kristal yapist ¢oziilmiis ve holotoksinin
ticlii bir kompleks yapiya sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. CdtA ve CdtC alt birimleri, bitki
toksini risinin B-zinciri tekrarlar1 ile yapisal homolojiyi paylasan lektin tipi molekiillerdir. CdtB
alt birimi, DNase I ailesinin dort katmanli kabul ettigi katin1 benimser ve dis helisler ve sandwich
i¢in her iki tarafindaki ilmeklerin arasina yerlestirilmis merkezi bir 12 telli sandwichtir. CdtB'nin
kristal yapisi, memeli DNaz I’in aktif bolgesi ile korunmus bes kalintiy1 paylastigini, in vitro ve
Okaryotik hiicrelere ektopik olarak eksprese edildiginde veya mikro enjekte edildiginde, DNaz
kapasitesine sahip oldugunu 6nceki veriler dogrular. Katalitik aktivite veya Mg,* baglanmasi igin
korunan kalintidaki herhangi bir mutasyon, CdtB'nin DNA'y1 in vitro olarak par¢alama ve DNA

hasar tepkilerini in vivo uyarma kabiliyetini ortadan kaldirir.

Ug alt birim, ii¢ kiiresel protein-protein arayiizii (CdtA-CdtB, CdtA-CdtC ve CdtB-CdtC)
igeren bir kompleks olusturur. Ayrica, CdtA ve CdtC alt birimleri, birbirleriyle ve CdtB alt birimi
ile etkilesime giren amino ve karboksil terminalinde kiiresel olmayan amino asit uzantilarini
sunar. CdtA ve CdtC alt birimlerinin olusturdugu yiizeyde ¢cok korunmus iki yap1 gézlemlenebilir.
CdtA, sekiz iri yan zincirden olusan biiylik bir aromatik kiime ve bu alt birimlerin yan yana
yerlestirilmesinden olusan derin bir oluk seklindedir. Aromatik par¢anin mutasyonlari, Uglii
kompleksin stabilitesini degistirmez ancak toksinin, insan hiicresi HeLa hattinda hiicre
dongiislinii durmasma neden olma yetenegini tamamen ortadan kaldirir. Bu durum reseptore
toksin baglanmasinin modiile edilmesinde 6nemli bir rol oynar. CDT, holotoksinin hedef
hiicrelerin plazma zarina baglanmasi i¢in CdtA ve CdtC’nin gerekli oldugu ve DNA lezyonlarin

indiikleyebilen aktif CdtB’nin girisine izin verdigi bir A-B2 toksini olarak kabul edilebilir.
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Yapilan bir ¢aligmada, enzim baglantili immiinolojik yapisma analizleri veya FACS
analizi kullanilarak, Campylobacter jejuni (CjCDT), E. coli (EcCDT-II) ve AaCDT'den gelen
CdtA ve CdtC altbiriminin, insan hiicre hatlar1 olan HeLa'nin veya U937 yiizeyine 0zgiil
baglandigi gosterilirken CdtB’ ye baglanmadigi tespit edilmistir. Bu durumun aksine, Di Rienzo
ve arkadaslarinin yaptigi A. actinomisetomcomitans CdtA'sinin, Cin hamster yumurtalik (CHO)
hiicrelerinin yiizeyine baglandigi ama CdtC alt birimine baglanmadigi saptanmistir. Bu iki
calismadaki tutarsizlik, kullanilan hiicre tiplerinde yiizey molekiillerinin farkli profiliyle iliskili
olabilecegini diislindiirdii (Lina Guerra vd., 2011). CDT holotoksininin biyogenezi hakkinda ¢ok
az bilgi mevcuttur. CdtA ve CdtCmin plazma membranindaki baglanmaya nasil katkida

bulundugu hala net olmayip, CDT reseptdriiniin dogasi hala bilinmemektedir.

1.9.4. Hiicre icine alma

CDT, hedef hiicrenin ¢ekirdeginde etki ettigi bilinen ilk bakteriyel protein toksinidir.
Hiicre i¢ine almada, plazma zarina baglanma, zehirlenme i¢in bir 6n kosuldur. Diger bir¢cok
bakteri proteini toksinleri gibi, CDT ‘de ¢ekirdege ulagsmak i¢in plazma zarini ge¢melidir.
Icsellestirme yolunda model olarak HACDT, AaCDT ve EcCDT-II kullanilarak ¢aligtimustir.
HdCDT, HeLa hiicrelerinde dinamine bagl endositoz ile igsellestirilir, ancak bu proteinin RNA

etkilesimi tarafindan yok edilmesi, zehirlenmeyi 6nlemediginden, klatrin gerektirmez.

CDT'nin baglanmasi, yapi lizerindeki biiyiik miktarda lipit yiginlarinin varligina baghdir
ve toksin, dinamine bagimli endositoz yoluyla erken ve ge¢ endozomlara igsellestirilir. CdtB alt
birimi ayrica Golgi kompleksine geg¢is yapar ve daha sonra yavas yavas endoplazmik retikuluma
(ER) tagimir. ER'den translokasyon, ER ile iliskili bozulma (ERAD) yolagini ve protein agilmasini

gerektirmez.
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Sekil 1.2. CDT’nin hiicre i¢ine alinmasi (Lina Guerra, vd., 2011).

CDT’nin baglanmasi bozulmamas lipid katlarinin varligina baglidir. Toksin, erken ve geg
endozomlara dynamin-bagimli endositoz yoluyla igsellestirilir. CdtB altbirimi, Golgi
kompleksine de gecis yapar ve daha sonra tersinir olarak endoplazmik retikuluma (ER) nakledilir.
CdtB alt biriminin niikleer translokasyonun nasil gergeklestigi ise hala a¢ik bir sorudur (Lina
Guerra, vd., 2011).

1.9.5. Hiicresel Tepkiler

DNA Hasarmin Uyarilmasi

CDT'nin bir genotoksin oldugunu gosteren ilk ¢alisma, EcCDT-1l ve CjCDT'deki CdtB
alt birimi ile memeli DNaz I arasindaki homolojiye ozgii iliskiyi tanimlayan Elwell ve
arkadaglarinin ve Lara-Tejero ve arkadaglarinin ¢alismalarindan kaynaklanmaktadir. 12 saatlik
bir zaman diliminde hazirlanan EcCDT-II’ nin, DNA plazmid substratini tamamen bozuldugu ve
HeLa hiicrelerinde belirgin bir kromatin bozulmasma neden oldugu, islevsel bir homoloji ile

iliskili oldugunu gostermektedir (Elwell, vd., 2000; Lara-Tejero, vd., 2000).
DNA Hasar Tepkisinin Aktivasyonu

Genomu, endojen veya eksojen kaynaklardan olusan DNA hasarina karsi korumak igin,

hiicreler bir dizi karmasik mekanizmay1 aktive eder. Bu mekanizmalar, genomu onarmak ve
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Oliimciil veya kalict genetik hasar olasiligini en aza indirmek icin harekete gecen DNA hasar
yanitlar1 (DDR) olarak adlandirilir. DNA hasarina verilen hiicresel tepki, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini geciktirebilen veya DNA replikasyonunu modiile edebilen ATM-Chk2 ve ATR-
Chk1 olmak iizere iki farkli kinaz sinyal zinciriyle koordine edilen ¢ok sayida tamir mekanizmasi
ve kontrol noktasini kapsar. DNA hasarina uzun siire maruz kalma, ATM-Chk2-p53 ekseni dahil
olmak {izere DDR mekanizmasini kronik olarak aktive ederek hiicre Oliimiine veya hiicresel
yaslanma olarak bilinen uzun siireli bir hiicre dongiisiiniin durma durumuna gelmesine yol agar
(Smith vd., 2010). Bu yanit, genomik istikrarsizligin ve tiimoriin baglatilmasi ve ilerlemesine karsi
uyarilabilir bir engel olusturmaktadir. CDT'ye maruz kalan hiicrelerin, hiicre dongiisiinin G1
veya G2 fazlarinda durdugu ve hiicre tiiriine bagli olarak apoptozise ugradigi gosterilmistir.
Geligsmekte olan mayada yapilan genom analizlerinde homolog rekombinasyon (HR), DNA hasar
kontrol noktasiin aktivasyonu ve S-faz kontrol noktasinin CdtB'ye verilen yanit i¢in gerekli

mekanizmalar oldugu belirlenmistir (Lina Guerra, vd., 2011).
Zehirlenmis Hiicrelerde Aktive Edilen Yasam Sinyalleri

DNA’s1 hasar goren hiicrelerin yasamlar1 genomik instabiliteyi tesvik edebilir ve timdriin
baslamas1 veya ilerlemesini destekleyebilir. CDT zehirlenmesi yamitinda hayatta kalma
sinyallerinin karakterizasyonunu, CDT fiireten bakteriler ile enfekte olmasinin genomik
instabiliteye ve dolayistyla tiimoriin ilerlemesine katkida bulunup bulunmayacagini anlamak i¢in

Onemlidir.

DNA hasar kontrol noktasi tepkilerinin sonucu olarak, hiicreler hiicre dongiisiiniin farkli
evrelerinde tutuklanir ve DNA hasarini tamir etmede basarisiz olmasi durumunda, apoptoz ile

Olir veya yaglanirlar (Lina Guerra, vd., 2011).
CDT ile Uyarilan Apoptoz

Epitelyal ve mezensimal kokenli hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu hiicre dongiistintin farkli
evrelerinde tutuklanirken, hiicre dliimleri, zehirlenmeden 96 saat sonra goriilen ¢ok ge¢ bir
olaydir. HICDT veya AaCDT'ye maruz kalan B ve T lenfositleri, apoptoza kars1 daha hassastir
(Cortes-Bratti vd., 2002).

CDT ile indiiklenen hiicre 6limii ile iligkili molekiiler mekanizmalarin anlagilmasini
amaglayan calismalarin ¢ogu AaCDT’yi model alarak gergeklestirilmigtir. Aktive edilmis insan
T lenfosit hiicrelerinin AaCDT ile muamele edilmesi, kaspaz 8, 9 ve 3'lin aktivasyonuna neden

olur ve DNA pargalanmas1 72-96 saat sonra tespit edilebilir (Shenker vd., 2001). Bu etkiler,
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transmembran potansiyelinde azalma ve reaktif oksijen tiirlerinde artis gibi mitokondriyal

degisikliklerle iliskilidir (Lina Guerra vd., 2011).
1.9.6. Kolit ve inflamasyon baglantili kanser olusumunda CDT’nin rolii

CDT iireten bakteriler, C. jejuni ve Helicobacter hepaticus da dahil olmak fizere
gastroenterit ile iligkilidir. Son on yilda, kronik inflamasyonun tiimor gelisim riski ile iligkili
oldugu ve en iyi ¢alisilan modelin Kolorektal Karsinom (CRC) oldugu agik¢a gosterilmistir.
Bakteriyel enfeksiyon durumunda, kalici inflamasyonun olusturulmasi, konak¢i genetik
faktorlerle baglantili olarak hiicre dongiisii ilerlemesinin ve apoptozun diizenlenmesine miidahale
eden toksinlerin iiretilmesi gibi ¢esitli olaylarin genomik istikrarsizligin kazanilmasi timoriin
baglatilmas1 veya ilerlemesine yol agar. Epidemiyolojik kanitlar, artan tiimor gelisim riski ile

kronik bakteriyel enfeksiyonlar1 arasinda bir baglanti olabilecegini saptamistir.

Helicobacter pylori gastrik kanserler ile iligkili olup Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tip
I kanserojen olarak sinmiflandirilmastir. Diger gastrik Helicobacter tiirlerinin, insanlardaki kronik
hepatit, karaciger karsinomu, kronik kolesistit ve kolanjiyokarsinoma gibi kronik karaciger
hastaliklariyla iligkili olabilecegine dair kanitlar vardir. Kronik enfeksiyon ve inflamasyonda

CDT'nin roliinii incelemek i¢in birka¢ hayvan modeli gelistirilmistir.

Yetiskin siddetli Kombine Immiin Yetmezlik (SCID) sahibi fareler Campylobacter tiirleri
enfeksiyonlarina duyarlidirlar. CdtB noksanligi olan C. jejuni ile karsilastirildiginda, orijinal tip
CDT iireten sus ile enfekte edilmis farelerde daha fazla bakteri pozitif numuneler tespit edilmis
ve bu da CDT'nin bakteri istilasini arttirdigin1 gostermektedir. Bununla birlikte, orijinal tip veya
mutant suslarla enfekte edilmis farelerde enfeksiyon sonrasi 7 giinde bagirsak kolonizasyonu
artmistir. Ayrica CDT, dogal olarak farelerin distal gastrointestinal yolunu enfekte eden

enteropatojenik bir tiir olan H. hepaticus tarafindan da {iretilir.

Bu veriler, CDT'nin enterik bakterilerin invazyonunu tesvik etmek ve kronik inflamasyon
ile iliskili olabilen proinflamatuar yanitlar1 olusturan viriilens faktorii oldugunu kanitlamaktadir

(Lina Guerra vd., 2011).
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1.10. Biyofilm
1.10.1. Biyofilm olusumu ve yapisi

Biyofilm, bir ylizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka i¢cinde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tamimlanir (Leone vd., 2000).
Bakteriyel biyofilm kavrami 17. ylizyilda ilk olarak Antonie van Leeuwenhoek tarafindan ifade
edilmistir. Antonie van Leeuwenhoek, kendi disinden kazidig1 plaklari, kendi gelistirdigi ilkel
mikroskobunda incelemis ve bu gozlemlerindeki yapilara kii¢iik hayvanciklar anlamina gelen
"animalcules” adin1 vermistir (Donlan ve Costerton, 2002). Herhangi bir ylizeye bagli mikrobiyal
yi1gilmalar1 tamimlamak i¢in "Biyofilm” terimi ise ilk olarak Bill Costerton tarafindan 1978 yilinda
kullanilmistir. Biyofilmler, plastik, metal, toprak partikiilleri, tibbi implantlar, doku ve gida
tiriinleri gibi her tiirlii yiizeyler tizerinde olusabilmektedir (Kokare vd., 2009). Biyofilm olusumu,
insanlarda olusan infeksiyonun devamliligi ve tedavide karsilasilan zorluklar agisindan biiyiik bir
oneme sahiptir. Biyofilm, planktonik yasam tarzi ile karsilastirildiginda yapisindaki bakteriler
fizyolojik ve fenotipik 6zellikleri bakimindan birbirinden farkliliklar gosterir. Biyofilm olugturan
bakteriler, olumsuz ¢evre sartlarina, konagin bagisiklik sistemine ve antibiyotiklere kars1 oldukca

dayaniklidirlar (Hanger Aydemir, 2018).

Biyofilm olusumu canli hiicrelerde veya cansiz hiicrelerin yiizeylerinde meydana
gelebilir. Biyofilm olusumunu etkileyen bazi faktdrler vardir. Bunlar; nem miktarinin fazlalilig:
ve besin maddelerinin ortamda bulunmasidir. Bunun yanisira biyofilmlerin olusumuna ve
gelismesine, bakteri susu, yiizey oOzellikleri, pH, besin miktari, sicaklik gibi ¢esitli ¢evresel
faktorler de etki etmektedir. Biyofilm hiicreleri antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik
hiicrelerden daha direngli olup antimikrobiyal ajanlarla temas1 engelleyen ya da azaltan bariyere

sahiptirler (O’Toole vd., 2000).
1.10.2. Biyofilm olusum basamaklari

Biyofilmin gelisim siiresi taze besiyeri ortami hazirlandig1 siire boyunca devamlik
gosterir. Ancak, ortamda bulunan besin maddelerin bitmesi ya da azalmasi durumunda yiizey

baglantilar1 zayiflar ve hiicreler eski formlarina geri doner (Giin ve Ekinci, 2009).

Biyofilm olusumu bes basamakta incelenebilir. Ilk asama hiicrelerin yiizeye yakin
mesafede doniisiimli olarak tutunmasiyla baslar. Bu asamada tutunduklar yiizeyde yasamlarini

stirdiirebilecekleri yeterli besinin olup olmadigini aragtirirlar. Daha sonra hiicre organelleri ile
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yiizeye dipol-dipol etkilesimi, hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent
baglar ve hidrojen etkilesimleri sayesinde doniigiimsiiz olarak tutunurlar. Yiizeye tutunan bakteri
gelisir ve koloni olusturmaya baglar. Zamanla bu mikrokolonilerin biiylimesi ve yiiksek yapilara

doniismesi ile olgun biyofilm yapis1 olusur.
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Sekil 1.3. Biyofilm olusum basamaklar1 (Temel ve Erag, 2018).

Arcobacter tiirlerinin biyofilm sekillendirme yetenegi iizerine yapilmis sinirli sayida
bilimsel yaym bulunmaktadir. Etkenin ¢esitli ¢evresel faktdrlere direng gostermesinde biyofilm

olusumunun roliiniin incelenmesi oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir.

Ferreira ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, farkli orjinli 43 A. butzleri
izolatindan 36’sinda biyofilm olusum testleri gerceklestirilmistir. Bu calisma ile atmosferin
(mikroaerofilik veya aerobik) ve baglangic OD'sinin A. butzleri iizerindeki biyofilm olusumu
degerlendirilmistir. Mikroarofilik kosullarda inkiibe edilen, baslangigta OD620 nm’de 0.2
konsantrasyon ile baglanilan 36 (% 72.2) A. butzleri’den 26’s1 biyofilm olusturmustur. Yirmi bir
(% 58.3) izolatin zayif biyofilm olusturdugu, diger bes tanesinin (% 13.9) ise orta derecede
biyofilm olusturdugu bildirilmistir (Ferreira vd., 2013).


http://www.diatek.com.tr/Makale-Yontem/Mikrobiyolojik-Analiz/Biyofilm-Nedir_3317.htm
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2. TESHIS

2.1. Izolasyon

[zolasyon, izole etmek yani “ayirmak” anlaminda kullanilir. Mikrobiyolojide izolasyon
denilince genellikle koloni halinde bulunan mikroorganizmalardan sadece tek bir
mikroorganizmanin saf halde elde edilmesi anlagilir. Nitekim mikrobiyolojide izolasyona oldukga
bagvurulur. Sebebi ise mikroorganizmalarin dogada saf halde bulunmalari oldukg¢a giictiir. Bu
ylizden ¢alismalar da mikroorganizmalardan saf kiiltiir elde edilme yoluna gidilir. Saf kiiltiir ise
tek bir mikroorganizma hiicresinden diger hiicrelerin ayrilmasii saglaylp sadece onun

cogaltilmasi anlamina gelir (Halkman, 2000).

Arcobacter’lerin ilk izolasyonu 1977 yilinda domuz ve sigir fetuslarindan spiroketler igin
kullanilan yarikat1 agarlarda yapilmistir (Harmon ve Wesley, 1997). Arcobacter, mikroaerofilik
ortamda 25 °C’de 5-7 giin inkiibe edildikten sonra Campylobacter ’lere benzeyen fakat hareket
eden bakteriler oldugu karanlik saha mikroskobunda gozlenmistir. Hareket halinde olmalari
sebebiyle kiiltiir membran filtre tekniginden yararlanilmis ve bakterilerin 0,45 um capindaki
filtreden kanli agar yiizeyine gegcmesi saglanmistir. Daha sonra kanli agar ise aerobik ortamda 25—
30 °C’de 2-3 giin kadar inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonucunda olusan Campylobacter

benzeri kolonilerin aslinda Arcobacter oldugu anlagilmustir.

Arcobacter’ler, Campylobacter tiirlerinin izolasyonu i¢in kullanilan inhibitérlere karsi
duyarli olmalar1 sebebiyle Arcobacter’lerin izolasyonu ig¢in kullanilan besiyerlerinin bu
inhibitorlerden arindirilmis olmalart  gerekmektedir. Bu sebeple Campylobacter’lerin
izolasyonunda kullanilan ortam ve metotlarin gelistirilmesi ile yeni formiiller bulunarak

Arcobacter’lerin izolasyonu kolaylastirilmistir (Aydin ve Atabay, 2001).

Arcobacter tiirlerinin izolasyonu igin gelistirilmis olan besiyerlerine 6rnek olarak
Arcobacter Selektif Broth (ASB), Arcobacter Enrichment Broth (AEB), Cefoperazone
Amfoterisin Teikoplanin (CAT) agar, Modified Charcoal Cefoperazone Desoxycholate Agar
(mCCDA), Cefsulodin Irgasan Novonibosin (CIN) agar, Johnson ve Murano (JM) agar gibi
besiyerleri verilebilir. Bu besiyerleri igerisinden tavuk karkaslarinda Arcobacter ve Helicobacter
tiirlerinin izolasyonu i¢in en ok mCCDA ve CAT agarlar tercih edilmektedir. Fakat CAT agarda
Arcobacter tiirleri mCCDA’ya gore daha iyi tiredigi gézlemlenmistir (Ertas, 2007). Arcobacter

tirlerinin izolasyonu igin kullanilan saplementler, kanatli derisi ve gdgiis etindeki mevcut
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kontamine floray1 tamamen inhibe etmesinden dolay1 etkenin izolasyonunu kolaylastirdig1 icin

tercih edilmektedir (Houf vd., 2001a).

Gidalardaki Arcobacter’lerin izolasyonu igin kullanilan metotlar kanatlilardaki
Arcobacter tiirlerinin sayisini belirlemek igin kullanilmaktadir (Atabay ve Corry, 1998).
Arcobacter tiirleri 30 °C’de aerobik ortamda inkiibe edildikten sonra sonra kanli agarda
olusturduklar1 genel goriiniimleri 2-4 mm boyutlarinda gri-beyazimsi renkte koloniler seklindedir.
Yalniz koloniler birbirine kaynagmis halde olabildikleri i¢in koloni boyutlar1 degiskenlik
gosterebilmektedir. Giiniimiizde Arcobacter’lerin izolasyonu i¢in kullanilmakta olan pek ¢ok agar
mevcuttur. Bunlardan CIN (Sefsulodin-Irgasannovobisin) agar, domuz etindeki ve diyare

kisilerdeki Arcobacter’leri 6zellikle izole etmek i¢in kullanilmaktadir (Rivas vd., 2004).

Son yillarda izolasyon ig¢in zaman kaybini azaltmak amaciyla ¢ok hizli analiz
yontemlerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu sebeple Johnson ve Murano tarafindan gelistirilmis olan
ve JM formiilasyonu olarak da bilinen yontemde; kat1 besiyerine % 0.05 tiyoglikolik asit, % 0.05
sodyum piruvat, % 5 koyun kani ve 32 mg/l sefoperazon ilave edilip besiyerinin pH degeri de
6.9’a sabitleyerek bu ortamda A. butzleri, A. cryaerophilus ve A. nitrofigilis kolonileri baskin bir
sekilde ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Boylelikle M yontemi ve Polimeraz Zincir Reaksiyon
(PCR) dogrulamas: ile birlikte izolasyon siirecini 4 giine indirmenin miimkiin oldugu
bilinmektedir. Tavuk etlerinde ise Arcobacter’ leri izole etmek amaciyla Arcobacter sivi besiyeri
ve ticari olarak temin edilebilen sefoperazon, amfoterisin B ve teikoplanin bilesimlerinden olusan
CAT supplementleri kullanilmaktadir. Gelistirilmis multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyon (m-
PCR) yonteminin Arcobacter tiirlerinin tanimlanmasinda ki 6nemi ise yadsinamayacak

diizeydedir (irkin ve Korukluoglu, 2009).

Arcobacter izolasyonunda bir baska yontem membran filtrasyon teknigidir. Membran
filtrasyon tekniginde Arcobacter’lerin hareket kabiliyetleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bu yontem ile
Arcobacter’ler hareket ederek membran filitreden gegerken ortamda bulunan diger
mikrorganizmalarin gegisini engeller ve bu sekilde izolasyonu kolaylasir (Collins vd., 1996;

Tazegiil, 2010).

Insanlar igin patojenik etki gdsteren Arcobacter tiirlerinin insan diskis1 drnekleri,
Campylobacter tiirlerinin izolasyon teknigine goére belirlenmistir. Bir ¢ok arastirma
Campylobacter ve Arcobacter’lerin aym ortam lizerinde farkli diizeylerde iiremelerinin,

etkenlerin selektif besiyerlerindeki antimikrobiyal ajanlara olan duyarliliklari ile baglantili oldugu
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sonucuna varmigtir (Atabay ve Corry, 1998; Houf vd., 2001a,b; Corry ve Atabay, 2001; Atabay
vd., 2002; Long ve Phillips, 2003).

2.2. Identifikasyon

Identifikasyon, izole edilmis bir mikroorganizmanin cins ve tiir olarak tayininin
yapilmasidir. Identifikasyon genel olarak ii¢c asamadan olusmaktadir. Bunlar morfolojik ve
fizyolojik ozelliklerin belirlenmesi, biyokimyasal testlerin veya serolojik testlerin yapilmasidir.
Elde edilen bulgular "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology™ gibi temel kaynaklarda
verilen sonuglarla karsilagtirilarak bir sonuca ulasilir. Bakteriler genel olarak morfolojik ve
fizyolojik karakterlerine gore siniflandirilirlar. Oksijene duyduklart ihtiyag, karbonhidratlar
arasinda Ozellikle glikozu kullanma durumlari identifikasyon asamasinda onemli bir rol oynar

(Halkman, 2000).
2.2.1. Fenotipik Tam

Arcobacter tirleri Campylobacter tiirlerinden diisiik sicaklikta ve oksijenli ortamda
tireyebilme 6zelligi ile ayrilir. Ancak Campylobacter tiirlerine benzer morfolojiye sahip olmalari
ve fenotipik ve kimyasal testler sonucunda suslarin degiskenlik gostermesi bu iki cinsin ayirt

edilebilmesini zorlagtirmaktadir (Collado ve Figueras, 2011).

Oksidaz, katalaz, iireaz, nitrat rediiksiyonu, indoksil gibi biyokimyasal test sonuglarinda

goriilen degiskenlikler tiir tayini yapilmasinin giivenirliligini azaltmaktadir.

2.2.2. Molekiiler Tam

Fenotipik tamimlamada net bir teshisin yapilamamasi Arcobacter tiirlerinin
tanimlanmasinda yeni yaklagimlarin kesfine zemin hazirlamistir. 16S RNA geni ve 23S rRNA
genlerini hedef alan klasik PCR tabanli teknikler, Arcobacter tiirlerinin  tespiti ve

tanimlanmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Abdelbagqi vd., 2007).
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR teknigi hedef DNA’nin kopyalanmasi ve g¢ogaltilmasidir. Mekanizmas1 yiiksek
sicakliga dayanikli bir DNA polimeraz enzimi kullanilanarak DNA replikasyonunun in vitro
ortamda tekrarlanarak ¢ogaltilmasidir. DNA polimeraz enzimi yiiksek sicakliga dayanikli olan

Thermus aquaticus isimli bakteriden elde edilmistir.
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PCR olusum mekanizmasi

1.Denatiirasyon: Bu evre DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapis1 yiiksek 1s1 ile muamele

edilerek birbirinden ayrilir.

2.Annealing (Hibridizasyon): Diisiik sicaklikta oligoniikleotid primerlerinin kendi

esleniklerinin bulundugu tek zincirli DNA {izerine baglanmasidir.

3.Extensiyon (Polimerizasyon): Bu evrede Taq polimeraz enziminin ideal ¢alisma

sicaklig1 72 °C’dir. Bu sicaklikta primerler uzar ve tamamlayici zincir sentezi olur.
Multiplex PCR (mPCR)

Multiplex PCR ile daha az zamanda daha ¢ok hedef bolge amplikasyonuna ulasildigi i¢in
tiir tayini i¢in oldukga kullanigh bir yontemdir (Caphan, 2007).

Arcobacter spp.’yi tiir diizeylerinde tanimlamak igin gelistirilen DNA tabanli testler,
ribozomal RNA genlerinin kiigiik veya biiyiik alt birimlerini hedef alir. Arcobacter tiirlerinin
sayisinin gittikce artis gdstermesi ile Douidah ve ark. (2010) tarafindan 16S ve 23S RNA genlerini
incelemek amaciyla bir ¢caligma baslatilmis ve bu ¢aligma ile tiirlere 6zgii primerlerin belirlenmesi
ve mPCR analizlerinin gelistirilmesi hedeflenmigstir (Douidah vd., 2010). Son yillarda,
Arcobacter spp'nin hizli ve spesifik tanimlanmasi i¢in DNA tabanli tahliller olusturularak, 16S
ve 23S rRNA genlerini hedefleyen multipleks PCR sistemleri ile es zamanli tanimlama
saglanmistir. Atabay ve ark. SDS-PAGE yontemini kullararak A. butzleri’nin tir diizey

tanimlamasini yapmistir (Lehner vd., 2005).

Pentimalli ve arkadaglan tarafindan yapilan bir ¢alisma ile tavuk etinde Arcobacter
butzleri, Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter skirrowii ve Arcobacter cibarius'un varligiin
tespiti igin tiire Ozgli primerler kullanilarak zenginlestirici bir PCR testi gelistirilmigtir.
Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter skirrowii ve Arcobacter cibarius i¢in gelistirilen primerler,
sirastyla 212, 257 ve 145 bp'lik niikleik asit fragmanlarini biiyiitmek i¢in gyrA genine dayali
olarak tasarlanmistir. Arcobacter butzleri’ye 6zgii primerler, 16S rRNA genindeki 203-bp DNA
fragmanini gevreleyecek sekilde dizayn edildi. Dort primer ciftinin 6zgtlliigii, Arcobacter tiirii,
ilgili Campylobacter, Helicobacter tiirleri ve diger gida bakterilerinin DNA' s1 PCR analizi ile
degerlendirildi. Gelistirilen yontemin uygulanabilirligi, daha sonra 42 tavuk etinin PCR
analizinde test edilmesiyle dogrulandi. Analiz edilen perakende tavuk numunelerinin %

85.7'sinde Arcobacter spp.nin varligim ortaya ¢ikardi. Numunelerin % 50'sinde Arcobacter
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butzleri, numunelerin % 35.7'sinde hem Arcobacter butzleri hem de Arcobacter cryaerophilus
saptandi. Arcobacter skirrowii ve Arcobacter cibarius, incelenen tavuk orneklerinin higbirinde
tespit edilmedi. Gelistirilen PCR testi, tavuk ettinde Arcobacter kontaminasyon aragtirmasi i¢in
spesifik ve hizli bir alternatiftir (Pentimalli, vd., 2008).

Real- Time PCR

Real Time PCR floresan boyalar yardimiyla elde edilen, gergek zamanli olarak DNA’nin
belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi teknigidir. Floresan sinyali PCR iirlin miktariyla dogru
orantili olarak artmaktadir. Real-Time PCR’da elektroforez asamasi yoktur. Amplifikasyon

tiriinleri kullanilan problar sayesinde es zamanl olarak bilgisayar ekraninda gozlemlenir.

2.2.3. Genotiplendirme

Identifiye edilmis suslarin birbirinden ayrilmasi, bulas yollar1 ve yol actiklari
enfeksiyonlar1 incelemek amaciyla yapilmistir. Genotiplendirme icin ¢esitli ydntemler

kullanilmistir. Bu yontemler; ERIC-PCR, AFLP, RAPD-PCR, PFGE, MLST dir.
ERIC-PCR (Tekrarlayan Enterobakteriyel Intergenik Konsensiis)

Enterobakteriyal tekrarlanan interjenik palindromik konsensus (ERIC); 124-127 baz
ciftlik, ve merkezi korunmus palindromik yapiya sahip sekanslardir. ERIC dizilerinden
kaynaklanan primerlerle yapilan PCR kolay uygulanabilmesi, ¢ok sayida izolat ile ¢alisilabilmesi,
ayirt ediciliginin yiiksek olmasi nedeni ile en yaygin kullanilan molekiiler tiplendirme

yontemlerinden biridir (Oral, 2010).

ERIC sekanslari, ilk kez Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae yani
sira 28 Enterobacteriaceae’nin diger tiyeleri de tammlanmustir (Sharples ve Lloyd 1990; Hulton,
Higgins ve Sharp 1991). ERIC sekansi 127 baz ¢iftlik bir palindrom olarak belirtilmistir. Ayni
zamanda hem internal delesyonlarindan iiretilen daha kisa sekanslar1 hemde yaklasik 70 baz
ciftinden daha uzun sekanslara sahip oldugu bildirilmistir. ERIC dizisinin kopya sayisi tiirler
arasinda degiskenlik gostermektedir. Oregin; E. coli K-12 de yaklasik 30 kopya bulunurken, S.
enterica typhimurium LT2’de 150 kopya olabilecegi tahmin edilmektedir (Altindal, 2015).

AFLP (Amplifiye Parca Uzunluk Polimorfizm Analizi)

Iki enzim ile genomik DNA'nin sonuna dzel bagdastiricilarla fragmentlerin baglanmasi

ve ardindan baglayic1 dizilerine tamamlayici primerlerle fragmentlerin ¢ogaltilmasi esasina
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dayanir. Bant goriintiilemesi konvansiyonel jel elektroforez ile gerceklestirilebilir. Bu yontemin
en kisitlayic1 tarafi hedef DNA’nin diger DNA’lar tarafindan kirletilmemesi gerektigidir
(Yildirim vd., 2011).

RAPD-PCR (Rastgele Amplifiye Edilen Polimorfik DNA)

RAPD-PCR olarak da bilinen RAPD yontemi, tek kisa primerleri kullanarak bilinmeyen
genomik bolgelerin rastgele yiikseltilmesine dayalidir. Bu yontemde Klasik PCR analizinin
aksine, amplifiye edilecek genomik bdlge bilinmiyor ve amplifikasyonlar primer sekanslari
tamamlayici pozisyonlara baglidir. Mutasyonlarin olmasi durumunda amplikasyon islemi
yapilmayabilir. RAPD-PCR ile coklu lokasyonda iiretilen farkli biiyiikliikteki amplikonlar,
agaroz jelinde farkl bant goriintiilenebilir (Y1ldirim vd., 2011).

PFGE (Pulsed-Field Jel Elektroforezi)

DNA molekiilleri DNA'min boyutuna bagli olarak konvensiyonel sabit elektrik alaninda
ayrilabilir. 20 kb'den daha biiyiik DNA pargalari, bir jel boyunca ayni hareketliligi gosterir ve
sabit elektrik akimi altinda boyutu bagimsiz bir sekilde birlikte hareket eder. Daha biiyiik DNA
molekiillerini ayirmak i¢in bu yontem tercih edilir. Bu yontemin amaci, RE’lerin kullanilmast ile
biiyilk DNA fragmentleri olusturmaktir. Epidemiyolojik ve ¢evresel arastirmalarda yaygin olarak
kullanilan PFGE’nin DNA yogunlugu, jelde agaroz miktari, uygulanan voltaj ve jel sicakligi gibi

gesitli sinirlamalart vardir (Yildirim vd., 2011).
MLST (Multilokus Dizi Tiplendirme)

Bakteri kromozomu iizerinde bulunan dizilerin sayisina dayanan verileri saglayan bir
genotipleme yontemidir (Yildinm vd., 2011). Bakterilerin mutasyona ugramayan genlerinde
goriilen farkli yapilarin listelenmesi yaklasimi MLEE (Multi-Locus Enzyme Electrophoresis,
Coklu-Lokus Enzim Elektroforezi) yontemiyle saptanmistir. Her ne kadar MLEE kiiresel
bakteriyel epidemiyolojide 6nemli bir rol iistlenmis olsa da teknik olarak elverigsizdir. Farkli
laboratuvarlarda elde edilmis sonuglarin karsilastirilmasi da zordur. MLST yaklasimi, korunan
coklu gen lokuslarindaki farkliliklar1 hedeflemede MLEE nin gdsterdigi basartya dayanmaktadir.
Bununla beraber bu farkin MLST ile kesin olarak tanimlanmasi, gen kesitlerindeki niikleotit

dizilimlerinin saptanmasiyla miimkiin kilinmigtir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).

Bu calismada Kiitahya bolgesinde ticari olarak tiiketime sunulan tavuk etlerinde

Arcobacter tiirlerinin varhig arastirilmistir. izole edilen Arcobacter tiirleri molekiiler olarak tiir
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diizeyinde tiplendirilmis ve Sitolethal Distending Toxin (CDT) varligi ve biyofilm olusturma
ozellikleri incelenmistir. Celenk, (2017) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglar ile bu g¢alisma
sonuglar1 birlestirilmis ve izole ve identifiye edilen bazi Arcobacter tiirlerinin Campylobacter
tiirleri ile birlikte bulunma olasiliklari, biyofilm olusturma kapasiteleri ve iki tiir arasinda CDT

geni agisindan horizontal gen transferi olasiliklar1 degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL

3.1. Numuneler

Arcobacter suslarinin izolasyonu ve Arcobacter suslarinda saptanacak olan Sitolethal
Distending Toxin (CDT) varliginin arastirilmasi amaciyla 22-24 Haziran 2016 tarihleri arasinda
baslattigimiz bu ¢alismamiz i¢in Kiitahya ilinde ki cesitli gida sektorlerinde perakende satist
yapilan noktalardan 34 adet tavuk ornekleri (biitlin tavuk, gégis, but, kanat) satin alindi. Tavuk
orneklerinin toplanmasinda farkli zamanlarda, farkli markalardan ve pazarlardan 6rnekleme
yapilmasina 6zen gosterildi. Bu sekilde satin alinan tavuk 6rnekleri steril bir sekilde laboratuvara

taginip deney siirecine baglanildi.
3.2. Besiyerleri

Arcobacter Enrichment Broth (AEB)

Arcobacter cinsi i¢in 6n zenginlestirme olarak tercih edilen Arcobacter Enrichment Broth

(AEB) ‘un dis goriiniimii sar1 renkte, kat1 halde ve toz seklindedir.
CAT Saplament Hazirlanisi

Steril olmasi agisindan ates basinda actigimiz saplement icerisine mikropipet kullanarak
4 ml steril distile su ilave edip homojen goriiniim elde edinceye kadar karisimi saglandi. Daha

sonra AEB besiyerinde kullanilmak iizere saplement hazir hale geldi.
Arcobacter Enrichment Broth (AEB) Hazirlanisi

500 mI’lik bir erlen igerisinde Arcobacter Enrichment Broth (AEB) besiyerinden 6 gram
tartilarak 250 ml distile su ile ¢dzdiirme islemi yapildi. Bunun {izerine 121 °C’de otoklav da
sterilizasyon iglemi gergeklestirildi. Hazirladigimiz besiyerini dnce 50 °C’ye kadar soguttuktan
sonra igerisine On zenginlestirme i¢in hazirladigimiz 4 ml’lik CAT saplementten ilave edildi.
Daha sonra ise elde ettigimiz besiyeri steril cam pipet kullanarak 4,5 ml’lik steril tiiplere esit

sekilde pay edildi ve zenginlestirme icin besiyeri kullanima hazir hale geldi.
Blood Agar Base

Arcobacter cinsinin tireme ortami olarak en uygun besiyeri i¢cin Blood Agar Base tercih
edilir. Arcobacter bu besiyeri iizerinde gogunlukla beyaz, bej veya renksiz koloni olustururlar.

Blood Agar Base distan bakildiginda bej renkte, kati ve toz halindedir.
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Blood Agar Base Hazirlanisi

1000 mI’lik bir erlen igerisinde Blood agar besiyerinden 20 gram tartilip 500 ml distile
su ile ¢ozdiirme islemi yapildi. Bunun iizerine otoklav yardimiyla 121 °C’de sterilizasyon iglemi
gerceklestirildi. Daha sonra hazirlamig oldugumuz karigim 50 °C’ye kadar sogutma igleminden
gectikten sonra icerine % 5 defibrine koyun kani eklendi. Ve karsimin homojenize olmasi
saglandi. Son olarak da steril petri kaplarina 25’er ml olacak sekilde pay edildi. Bu haldeyken
petrilere dokunmayip oldugu sekilde donmasi saglandiktan sonra petriler ters ¢evrilerek 1 gece
oda sicakliginda beklemeye alindi. Bu sekilde yapilmasinin sebebi ise 1s1 dolayisiyla olusan
buharin petri tavanina damlacik yapmasi sonucu bu damlaciklarin tekrar besiyeri igerisine
karigma ihtimalini 6nlemektir. 1 gece oda sicaklaginda bekletmis oldugumuz besiyerleri artik
kullanima hazir hale gelmis olup deney siirecinde isleme alimncaya kadar +4 °C’de muhafazasi

saglanir.
Mueller Hinton Broth (MHB)

Arcobacter cinsinin bu besiyeri lizerinde iireme durumunu gostermesi bulaniklik

olusturmasidir.
Mueller Hinton Broth (MHB) un digtan gériiniimii agik sar1 renkte kati ve toz seklindedir.
Mueller Hinton Broth (MHB) Hazirlanisi

500 mI’lik erlen igerisinde Mueller Hinton Broth besiyerinden 4,5 gram tartarak 200 ml
distile su yardimiyla ¢ozdiirme islemi yapildi. Bunun {izerine sterilizasyonu i¢in 121 °C’de
otoklavlandi. Daha sonra hazirlamis oldugumuz besiyeri 5’er ml olacak sekilde steril tiiplere pay
edildi. Bu sekilde elde ettigimiz besiyeri deney siirecinde kullanilmak {izere +4 °C’de muhafazasi

saglandi.
% 15 Gliserinli TSB (Triptic Soy Broth)
Triptic Soy Broth’un digtan goriiniimii koyu sar1 renginde kat1 halde ve toz seklindedir.
% 15 Gliserinli TSB (Triptic Soy Broth) Hazirlanisi

200 ml’lik bir erlende Triptic Soy Broth’tan 3 gram tartarak 85 ml distile su yardimiyla
¢ozdiirme islemi yapildi. Bu islemden sonra besiyerinin 100 ml’ye tamamlanmasi i¢in {izerine 15
ml de gliserin ilave edildi. 100 ml’ye tamamladigimiz bu karisimm homojen olmasi igin

mikrodalga firmindan faydalamildi. Elde ettigimiz homojen karisim yani % 15 Gliserinli Triptic
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Soy Broth 1 mI’lik olan ependorflara pay edildi. Hazirlamis oldugumuz besiyerinin sterilizasyonu

icin 121 °C’de otoklavlanma islemi gerceklestirildi. Bu sekilde elde ettigimiz % 15 Gliserinli

Triptic Soy Broth deney siirecinde kullanilmak iizere -20 °C’de muhafazas1 saglandi.

Molekiiler tan1 primerleri

Arcobacter tiirlerinin molekiiler tespiti i¢in kullanilan primerlerin ve CDT genlerinin

varliginin molekiiler tespiti amaci ile kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri Cizelge 3.1’de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri hedef bolgeleri ve baz
biytikliikleri (Houf, 2000; Asakura, 2008).

Primer

ARCO
BUTZ
CRY1
CRY2
SKIR
CjspAU2
CjspAR2
CcspAUl
CcspAR1
CjSPBU5S
CjSPBR6
CcSPBUS
CcSPBR5
CjspCU1
CjspCR2
CcspCuUl
CcspCR1

Oligoniikleotit Dizileri (5°-3’)

CGTATTCACCGTAGCATAGC
CCTGGACTTGACATAGTAAGAATGA
TGCTGGAGCGGATAGAAGTA
AACAACCTACGTCCTTCGAC
GGCGATTTACTGGAACACA
AGGACTTGAACCTACTTTTC
AGGTGGAGTAGTTAAAAACC
ATTGCCAAGGCTAAAATCTC
GATAAAGTCTCCAAAACTGC
ATCTTTTAACCTTGCTTTTGC
GCAAGCATTAAAATCGCAGC
TTTAATGTATTATTTGCCGC
TCATTGCCTATGCGTATG
TTTAGCCTTTGCAACTCCTA
AAGGGGTAGCAGCTGTTAA
TAGGGATATGCACGCAAAAG
GCTTAATACAGTTACGATAG

3.3. PCR Testi icin Kullanilan Malzemeler

Multiplex PCR i¢in Kullanilan Malzemeler

Taq DNA Polimeraz Seti (Arktik™ Thermal Cycler - Thermo Scientific)

1.5 U Taq polimeraz

5 ul 10X PCR tamponu

0.2 mM dNTP karisimi

Tespit edilen tiir
ve hedef genler

A. butzleri
A. cryoaerophilus

A. skirrowii
C. jejuni cdtA

C. coli cdtA
C. jejuni cdtB
C. coli cdtB
C. jejuni cdtC

C. coli cdtC

Bant
biiyiikliikleri
(bp)

401
257

641
631

329
714
413
524

313
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1.25 mM MgCl,
dH.0

50 pmol ARCO, BUTZ, CRY1, CRY2 primerleri ve 25 pmol SKIR primeri (Cizelge

3.1°de verilmistir).
2 ul hedef DNA
m-PZR ile CDT Gen Varhgimn Saptanmasi I¢in Kullanilan Malzemeler
1.0 U Taq DNA polimeraz
1.5 mM MgCl,
200 mM dNTP
20 pmol (CjspAU2, CjspAR2, CjSPBUS5, CjSPBR6, CjspCU1 ve CjspCR2)
10X PCR tamponu (500 mM KC1, 15 mM MgCl,, 100 mM TRIS-HC1)
3 ul hedef DNA
Agaroz Jel Elektroforezi I¢in Kullanilan Malzemeler
Agaroz Jel
10X TAE / 1X TBE
10X DNA Loading
1 kb Ladder
Etidyum Bromiir (EtBr) (5 mg/mlt)

%1,5 Agaroz Jel Hazirlanisi

1,5 gram agaroz jel hassas tartim cihazinda tartilarak erlene koyulduktan sonra iizerine
100 ml TAE soliisyonu ilave edildi. Karigimin homojenize olabilmesi i¢in mikrodalga firininda
karigmasi saglandi. Daha sonra ¢eker ocaginda, homojen hale getirdigimiz karigim igerisine 5 pl
Etidyum Bromiir (EtBr) ilavesi yapilarak agaroz jel elde edilmis oldu. En son da biiyiik boy tank
icine kuyucuk olusturmasi icin taraklari yerlestirip lizerine elde ettigimiz agaroz jel dokiildii. Bir
stire beklenip agaroz jelin tank igerisinde donmasi saglandiktan sonra taraklar ¢ikartildi. Ve artik
Thermo Cycler cihazindan ¢ikan amplikonlarin yiliklenebilmesi igin gerekli islemler tamamlanmas

oldu.
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4. METOT

4.1. Orneklerin Hazirlanmasi

34 adet perakende tavuk eti laboratuara aseptik kosullar altinda getirildi. Her bir 6rnekten
10 g alindi1 ve 100 ml steril fizyolojik tuzlu suda homojenize edildi (Stomacher, Interscience-

BagMixer 400W).
4.2. Arcobacter Tiirlerinin izolasyonu

1 ml tavuk yikanti sivisi, 9 ml ¢ift giiclii Arcobacter Enrichment Broth (AEB) igine
aktarildi ve 32 °C’de mikroaerobik kosullar altinda 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
periyodundan sonra siispansiyon % 5-7 koyun kanli agarina 0.65 um seliiloz membran filtreden
stiziildd. Filtreleme islemi bittikten sonra membran aseptik olarak petriden uzaklastirildi ve filitrat
kanlt agar iizerine ¢izme ekim seklinde yayildi. Petriler 48-72 saat boyunca 32 °C'de inkiibe
edildi. Ureyen seffaf kiiciik koloniler saflastirilarak ¢ogaltild1 ve molekiiler tanida kullanilda.

Sekil 4.1. 25 — 26 numarali1 Arcobacter’lerin kanli agar iizerindeki goriintiisii.

4.3. DNA Ekstraksiyonu

Arcobacter’ ler 6n zenginlestirme besiyerinden sonra iiremeye birakilan kanli agardaki

stipheli goriiniimliileri 6ze yardimiyla itinayla ayiklanarak alindi. Steril haldeki ependorflarin
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icerisine 50 pl steril distile su konuldu. Daha sonra kanli agardan 6ze yardimiyla ayikladigimiz
Arcobacter’ler ependorflarin icerisine siispanse edildi. 110 °C ye kadar 1sitilmis olan 1s1 bloguna,
hazirlamis oldugumuz icerisinde Arcobacter bulunan eperdorflar konulup 15 dakika beklemeye
alindi. Numuneler 15 dakika boyunca 10.000 rpm de santrifiij edildi. Igerisinde DNA bulunan

supernatantlar steril ependorflara konularak mPCR tayini i¢in -20 °C’de sakland.
4.4. mPCR ile Arcobacter Tiirlerinin Saptanmasi

Arcobacter tiirlerinin tanimlanmasi i¢gin mPCR kullanilmistir. m-PCR prosediirii toplam
50 pl hacimde gerceklestirildi. Bu amagla 2 pl hedef DNA, 5 pl 10X PCR tamponu, 1.5 U Taq
polimeraz, 0.2 mM dNTP karigimi, 1.25 mM MgCI2, 50 pmol ARCO, BUTZ, CRY1, CRY2
primerleri ve 25 pmol SKIR primeri kullanildi. DNA amplifikasyonu i¢in, 94 ° C'da 2 dakika ilk
denatiirasyon, 94 ° C'de 45 saniye, 45 © C'de 45 saniye ve 72 ° C'de 30 saniye boyunca 32 siklus
ve 10 dakika siireyle 72 © C'de son uzatma uygulanmistir. Tiim {iriinler, % 1.5 agaroz jeli tizerinde

90 voltta 40 dakika tabi tutularak baz biiyiikliikleri degerlendirildi.

4.5. m-PZR ile CDT Gen Varhginin Saptanmasi

Arcobacter DNA'sinda C. jejuni tiiriine spesifik cdt genlerinin taranmasi i¢in m-PZR,
toplam 25 pl total hacimde gergeklestirildi. 10X PCR tamponu (500 mM KC1, 15 mM MgCl2,
100 mM TRIS-HC1); 1.5 mM MgCl; 200 mM dNTP; C. jejuni igin her bir primerden 20 pmol
(CjspAU2, CjspAR2, CjSPBUS5, CjSPBR6, CjspCU1 ve CjspCR2) (Cizelge 3.1); 1.0 U Taqg DNA
polimeraz PZR Kkarisimi hazirlamak igin kullanildi. Her bir 6rnek igin ve 3 uL hedef DNA
kullanildi. 94 °© C'de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu ardindan 94 ° C'de 30 saniye 55 © C'de
30 saniye ve 72 ° C'de 30 saniye 32 dongii olacak sekilde 1s1 ve son olarak 72 ° C'de 10 dakika

son uzatma islemleri uygulanmaistir.

Arcobacter DNA'sinda C. coli tiiriine spesifik cdt genlerinin taranmasinda sadece
primerler degistirilmis onun disinda ayni protokol uygulanmistir. Testte kullanilan primerler;
CcspAU, CcspARL, CcSPBUS, CcSPBR5, CcSPBUS, CcSPBR5, CespCUL ve CespCR1 olup
Cizelge 3.1°de verilmistir (Asakura vd., 2008). Tiim amplifikasyon triinleri, % 1.5 agaroz jeli
uizerinde, 60 dakika 120 volta tabi tutuldu.
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4.6. Termofilik Campylobacter ve Arcobacter Tiirlerinde Biyofilm Olusumunun

Belirlenmesi

Campylobacter ve Arcobacter suslarinin biyofilm olusturma kabiliyeti, tizerinde hafif
degisiklikler yapilan daha once tarif edilen bir yontem kullanilarak analiz edildi (Ferreira ve ark.
2013). Campylobacter suslar1 ayni tavuk 6rneklerinde tez ¢alismasimi yiiriiten Celenk (2017)
tezinden temin edildi. Kisaca, hiicreler gece boyunca 37 °C'de MH siv1 besiyerinde inkube edildi.
600 nm'de 0.2'lik (~10° CFU/mL) optik yogunluga (OD) seyreltildi. 100 uL, 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon polistiren plakalarina inokiile edildi ve mikroaerofilik ve aerobik kosullar altinda
37 °C'de 48 saat inkiibe edildi. MH siv1 besiyeri, negatif kontrol olarak kullanildi. Inkiibasyondan
sonra, kuyucuklar distile su ile {i¢ kez yikandi. % 100 etanol i¢inde, % 1 kristal viyole (CV)
¢ozeltisinden 200 pL, kuyucuklara ilave edildi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Kuyucuklar distile su ile bes kez iyice yikandi. Biyofilm diizeyi, kalan CV'yi, % 30 metanol ve
% 10 asetik asitten olusan bir ¢ozelti ile ¢dzerek belirlendi ve absorbans 570 nm'de 6l¢iildii.
Campylobacter ve Arcobacter tarafindan biyofilm olusumu, Stepanovic ve ark. (2000) tarafindan

tanimlanan siiflandirma sistemine gore kategorize edildi.
4.7. Sitotoksite testi

Bu ¢alismada izole edilen Arcobacter tiirlerinde olasi toksinlerin varligi ve bunlarm insan
barsak epitelleri iizerine sitotoksik etkisi arastirildi. Bu amagla Arcobacter tiirleri Mueller Hinton
s1v1 besiyerinde 37 °C’de 48 saat mikroaerofilik olarak iiretildi. 8000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Siipernatant atildi tizerine PBS (Phosphate Buffer Saline) konularak islem tekrarlandi. 3
yikama igleminin ardindan 6rnekler ODsgo 1 olacak sekilde ayarlandi ve hiicreler 35 °C’de 4 saat

inkiibe edildi. Siipernatant 0.2 pm’lik steril filtreden siiziilerek “filitre fraksiyon” elde edildi.

Filtre fraksiyon icerisindeki olast ekzotoksinlerin varligi arastirildi. Bu  tiir
ekzotoksinler, protein karakterinde, genellikle, 1siya duyarli ve eriyebilir substratlar
olduklarindan oncelikle Grneklere ait siipernatantlarin protein miktar: Bradford testi ile ortaya

konuldu. 40 pl/ml ve {izeri protein ihtiva eden siipernatantlar sitotoksite deneyine tabii tutuldu.

Sitotoksite degerlendirmesi amaci ile hiicre kiiltiir hatlarinda metabolik aktivitenin
Ol¢iimiine dayali bir test olan Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) testi kullanildi. MTT
testinde Arcobacter filtre fraksiyonlarimin farkli diliisyonlar1 DLD-1 (insan Kolon Epiteli) hiicre

hatt1 iizerine uygulanarak etkileri degerlendirildi.
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Oncelikle DLD-1 hiicreleri %10 FCS (Fetal Calf Serum) iceren RPMI-1640 besi yerinde,
37 °C'de, % 5 karbondioksitli inkiibatdrde inkiibe edildi. 10.000 hiicre/ml konsantrasyonda 96
kuyucuklu plaklara ekildi. Bir gece inkiibe edildi. Kuyucuklardaki vasat eklendi. Al, A9, A19,
A27, A30 numunleri ayri ayrt 10 ug/ml konsantrasyoda olacak sekilde hiicre kiiltiiri igin
hazirlanan taze besi yeri ile dilue edilerek 200 pl hacimde hiicrelerin iizerine pipetlendi. 24 saat
plak inkiibe edildi. Plaktaki vasat atildi. Kuyucuklara 100 pl hacimde 1:10 (v/v) MTT g¢ozeltisi
(5mg/ml) igeren taze besiyeri pipetlendi. Plak 4 saat inkiibe edildi. Vasat atildi. Kuyucuklara 100
pl 0.08M HCI igeren izopropanol pipetlendi. Coziinen formazan kristallerinin absorbansi 570

nm'de belirlendi.
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5. BULGULAR

5.1. Arcobacter Tiirlerinin Tammmlanmasi1 ve Termofilik Campylobacter Tiirleri ile
Birliktelikleri

34 adet tavuk eti 6rneginde, yirmi iki adet (% 64.7) Arcobacter tiirii izole edilerek mPZR
ile tlir dlizeyinde identifiye edildi. Tiir bazinda degerlendirildiginde, incelenen 6rneklerde % 55.9

oraninda A. butzleri, % 8.8 oraninda A. cryoaerophilus varlig: tespit edildi (Sekil 5.1).

500 bp
400 bp

401 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 5.1. Arcobacter tiirlerinin m-PCR sonuglari.

Otuz dort adet tavuk eti numunesi test edilmis ve on iki numunede, incelenen bakteri tiirii
bulunamadi. Geri kalan tavuketi 6rneklerinde Arcobacter tiirleri tek bagina veya Campylobacter
tiirleri ile birlikte bulundu (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Incelenen 34 adet tavuk etinde Arcobacter ve termofilik Campylobacter tiirlerinin
izolasyonu ve bir arada bulunma oranlar1.

Arcobacter (A. butzleri ve A. cryoaerophilus) ve termofilik Campylobacter (C. jejuni
ve C. coli) tiirlerinin izolasyonu oranlari

AB (%) AC (%)
CJ 7 (20.6) 2 (5.9)
cc 1(2.9) 1(2.9)
AB 11 (32.4) 0 (0)
AC 0 (0) 0(0)

Toplam 19 (55.9) 3 (8.8)




Cizelge 5.2. Campylobacter ve Arcobacter izolatlarinm, tiirler, cdt toksini ve biyofilm olusturma kabiliyetlerine gére molekiiler tan1 sonuglari. (Ayni 6rnekte iki

bakteri susunun izole edildigi ornekler gri alanlarla isaretlenmistir). *Campylobacter izolasyonu ve toksinlerinin yer aldigi bu verilerin bir kism1 aym tavuk

orneklerinde tez ¢alismasini yiiriiten Celenk (2017) tezinden karsilastirma yapilmak iizere alinmigtir.

Campylobacter * Arcobacter
PCR Sonuglan - .. PCR Sonuglan L

Ornek | Tir Cdt geni Biofilm Ornek M iir Cdt geni Biofilm

No Campylobacter | cdtA cdtB cdtC | Aerobik M.aerofilik ° Arcobacter cdtA | cdtB | cdtC | Aerobik M.aerofilik
Al A. butzleri - - - 0.1454+0.087 | 0.141+0.008

Cc2 C. jejuni + + + 0.115+£0.002 | 0.101+0.003 | A2 A.cryaerophilus | - - - 0.183+0.005 | 0.248+0.055
A3 A. butzleri - - - 0.123+0.101 | 0.146+0.009
Ab A. butzleri - - - 0.128+0.003 | 0.14440.008
A6 A. butzleri - - - 0.121£0.004 | 0.1354+0.008

C9 C. coli + + + 0.111£0.012 | 0.108+0.009 | A9 A. butzleri - - - 0.139+0.005 | 0.133+0.005

C10 C. jejuni + + + 0.105+£0.004 | 0.106+0.011 | A10 A. butzleri - - - 0.124+0.018 | 0.134+0.007
Al3 A. butzleri - - - 0.169+0.006 | 0.140+0.002

C18 C. jejuni - - - 0.117+£0.009 | 0.128+0.035 | A18 A. butzleri - - - 0.133£0.019 | 0.160+0.007
Al9 A. butzleri - - - 0.119+0.006 | 0.208+0.081

C21 C. jejuni + = + 0.116+0.005 | 0.111+0.007 | A21 A. butzleri - - - 0.136+0.006 | 0.132+0.009
A22 A. butzleri - - - 0.133+0.006 | 0.136+0.009

C24 C. jejuni + + + 0.107+0.005 | 0.101+0.002 | A24 A. butzleri - - - 0.125+0.008 | 0.461+0.068
A25 A. butzleri - - - 0.126+0.010 | 0.204+0.101

C26 C. jejuni + + + 0.122+0.008 | 0.106+0.019 | A26 A. butzleri - - - 0.128+0.012 | 0.151+0.008
A27 A. butzleri - - - 0.255+0.002 | 0.170+0.018

C28 C. jejuni - - + 0.121+0.011 | 0.113+0.002 | A28 A.cryaerophilus | - - - 0.155+0.078 | 0.169+0.011

C29 C. jejuni - - - 0.117+0.006 | 0.116+0.010 | A29 A. butzleri - - - 0.125+0.009 | 0.162+0.023
A30 A. butzleri - - - NT NT

C31 C. jejuni + + + NT NT A3l A. butzleri - - - NT NT

C32 C. coli + + + NT NT A32 A.cryaerophilus | - - - NT NT
A33 A. butzleri - - - NT NT

1%
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5.2. Termofilik Campylobacter ve Arcobacter Tiirlerinde Biyofilm Olusumu

Ayni drneklerden izole edilen dokuz adet Campylobacter tiirii ve dokuz adet Arcobacter
tiiriiniin biyofilm olusum yetenegi iki farkli atmosferik kosullarda (aerobik ve mikroaerofilik)

incelendi. (Sekil 5.2).

Biyofilm sonuglari, Ferreira S., (2013) tarafindan yapilan c¢aligmada oldugu gibi,
Arcobacter tiirlerinin biyofilm olusum sonuglari olarak degerlendirildi. Zayif yapisik izolatlarin
aralig1 0.174-0.287 (ortalama 0.226 + 0.029) olarak kabul edildi ve 1liml1 yapisik izolatlar 570
nm'de 0.422-0.634 (ortalama 0.552 = 0.083) OD birim olarak kabul edildi.

Orta derecede biyofilm olusumu, mikroaerofilik ortamda sadece bir Arcobacter tiiriinde
tespit edildi. Suslarin geri kalan kismi zayif biyofilm formasyonu sekillendirdi. Campylobacter
ve Arcobacter tiirlerinin biyofilm olusumunda birincil kolonizer mikroorganizmalar olmadigi,

ancak ikincil kolonize ediciler olarak biyofilm ortaminda varolabilecegi sonucuna varildi.

0,6
0,5
0,4
€
S B Campylobacter (Aaerobik)
~ 0,3
2 B Campylobacter (Mikroaerofilik)
@]
Arcobacter (Aerobik)
0,2
II T II Arcobacter (Mikroaerofilik)
T I
s & I 7
0,1 “
0,0
2 9 10 18 21 24 26 28 29

Campylobacter ve Arcobacter izolatlarinin numaralari

Sekil 5.2. Farkli atmosferik kosullarinda (aerob ve mikroaerofilik) Campylobacter ve Arcobacter
tiirlerinin biyofilm olusumu sonuglart.
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5.3. Sitotoksite Testi

Yirmi iki Arcobacter tiiriine ait filtre fraksiyonlarindaki protein miktari Bradford testi
degerlendirildi. Flitratlardan 5 tanesinde protein miktar1 40 pg/ml iizerinde bulundu. Sus bazinda
degerlendirildiginde protein miktar1 A1 igin 58 pg/ml, A9 i¢in 61 pg/ml, A19 i¢in 61 pg/ml, A27
icin 76 pg/ml, A30 icin 41 pg/ml seklinde tespit edildi. Bu bes adet drnek sitotoksite testinde
kullanildi.

1SO10993-5 standardlarma gore sitotoksite testinde canlilik oram1 % 70’in altinda olan
ornekler sitotoksik olarak degerlendirilmektedir. Yapilan incelemede (10 pg/ml olacak sekilde
seyreltilmis) filtre fraksiyonlarin uygulandigi DLD-1 hiicrelerinde canlilik oranlar1 Al igin %
98.0+4.2, A9 i¢in 89.6+6.4, A19 icin % 88.4+3.7, A27 icin % 93.3+£5.1, A30 igin % 90.6+£6.6
olarak saptanmistir. Incelenen bes Arcobacter tiiriiniin filtre fraksiyonlarinin DLD-1 hiicre hatti

tizerine sitotoksik etkisine rastlanmamastir.

08

0,7 y="0,0018x+0,2294
R?=0,9918...."'®
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0,3
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0,1
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Sekil 5.3. Bradford protein kalibrasyon egrisi (BSA, Bovine Serum Albumin, Sar1 Cergeve) ve
Arcobacter tiirlerinin filtre fraksiyonlari i¢erisindeki protein miktarmin belirlenmesi.

Sekil 5.4. Arcobacter filtre fraksiyonlarinin DLD-1 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik etkilerinin MTT
test sonuglari.
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6. TARTISMA VE SONUC

Arcobacter cinsi bakterilerin diinyanin bir¢ok iilkesinde goriildiigii yapilan cesitli
caligmalarla rapor edilmistir. Bu tiirler, Avustralya, Belgika, Cek Cumhuriyeti, Giiney Kore,
Ingiltere, Kosta Rika, Malezya ve Tiirkiye’de islenmis ve islenmemis gidalardan izole edilirken,
Giiney Afrika ve Finlandiya’ da gesitli su kaynaklarindan izole edilmistir. Almanya, Amerika,
Ispanya, Iran ve Italya’da ise hem gidalardan hem de su kaynaklarindan izole edildigi

bildirilmistir (Hsu ve Lee, 2015).

Tavuk etinden elde edilen Arcobacter tiirlerinin izolasyon yontemleri diinya ¢apinda giin
gectikge artmaktadir. Daha oOnceden Campylobacter cinsi ig¢in kullanilan laboratuvar
yontemlerinin gelistirilereck Arcobacter cinsi i¢in kullanilmasi, Arcobacter spp.’nin insan
hastaliklarindaki roliinii ve dnemini artirmistir. Arcobacter'lerin hayvansal kaynakli gidalarda
varligimin goriilmesi, bu etkene karsi kullanilacak yontem ve kontrol metotlarmin gelistirilmesi
gerektigini dogrulamaktadir. izolasyon yontemlerinin gelismesiyle Arcobacter tiirlerinin

insanlarda goriilebilen 6nemli patojenler arasinda oldugu anlasilmistir (Houf ve ark. 2005).

Arcobacter tiirlerinin en fazla tavuk etlerinde bulundugu tespit edilmistir (Ho vd., 2006g;
Mauleon vd., 2006; Hansen vd., 2007). Yapilan bir ¢alismada market ve mezbahalardan tedarik
edilen tavuk karkaslarinda yiiksek oranda A. butzleri ve A. cryaerophilus saptanmistir (Houf vd.,
2002a; Atabay vd., 2003; Kabeya vd., 2004). iran'da yapilan bir ¢alismada 5 bélgeden toplam 400
adet tavuk karkas ornegi toplanmis, bu orneklerden 185’1 Arcobacter spp. yoniinden pozitif
oldugu tespit edilmistir. Pozitif sonug veren drnekler % 82,7 oraninda A. butzleri, % 12,4 oraninda
A. cryaerophilus ve % 4,9 oraninda A. skirrowii olarak identifiye edilmistir (Rahimi vd., 2012).
Kayseri ilinde yapilan bir ¢alismada ise farkli satis noktalarindan alinan tavuk, hindi ve bildircin
karkaslarinda Arcobacter spp. varligi arastirilmis ve sonug olarak Kayseri ilinde bulunan
marketlerde satisa sunulan taze kanath karkaslarinin genellikle Arcobacter spp.’lerle kontamine
oldugu saptanmistir. Etkenin halk sagligi acisindan 6nemli bir risk faktorii olusturabilecegi
bildirilmistir (Adanut ve Glimiigsoy 2005). Campylobacter tiirlerinin izolasyonuyla ilgili yapilan
arastirmalarda ise, ¢ig kanath eti ve Uriinlerinin Campylobacter tiirleri ile kontaminasyon
diizeylerinin % 3,7 ile % 92,6 arasinda degisiklik gosterdigi ve C. jejuni infeksiyonlarmin en
onemli kaynaginin kontamine ¢ig veya yetersiz pisirilmis kanatli eti oldugu bildirilmistir (Jones
vd., 1991; Nachamkin, 2007). Kiitahya ilinde gerceklestirdigimiz ¢alisma ile tavuk etinden yirmi
iki adet (% 64.7) Arcobacter tiiri izole edildi. Tiir bazinda degerlendirildiginde, incelenen

orneklerde % 55.9 oraninda A. butzleri, % 8.8 oraninda A. cryoaerophilus varlig: tespit edildi.
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Izole edilen Arcobacter tiirleri ile ayn1 ortami1 paylasan 11 adet Campylobacter tiiriine rastland.
Tiim bu ¢alismalar 15181nda yaptigimiz incelemeler Iran ve Kayseri ilinde yapilan calismalarin
verileri ile kiyaslandiginda Arcobacter butzleri ve Arcobacter cryaerophilus tiirlerinin diger
tiirlere oranla daha fazla yayginlik gosterdigi saptandi. Elde edilen veriler iilkemizde ve diinya
capinda yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda Arcobacter tiirlerinin prevelansi en fazla tavuk
etinden elde edilen izolatlarda goriilmektedir. Bu durum Arcobacter tiirlerinin halk sagligi

agisindan risk faktorii olusturdugunu gostermektedir.

Arcobacter'lerin izolasyonu i¢in gesitli besiyerleri ve farkli prosediirler kullanilmaktadir.
Arcobacter'lerin diski 6rneklerinin izolasyonunda, bugiine kadar Campylobacter ve Leptospira
izolasyon tekniklerinin modifiye edildigi tekniklerden, Arcobacter'e 6zgii besiyerine kadar gesitli
metotlar uygulanmisdir. Bunlardan Arcobacter'lerin izolasyonunda kullanildig: bildirilen ilk
besiyeri, 5-florourasil eklenmis Leptospira Ellinghausen McCullough-Johnson-Harris (EMJH)
besiyeridir (Ellis vd., 1977). Atabay ve Corry (1998) ¢alismalarinda sefoperazon, amfoterisin ve
teikoplanin (CAT) saplementi eklenmis Arcobacter sivi besiyerini kullanmiglardir. Johnson ve
Murano (1999) yaptiklari calismada JM sivi ve kati besiyerlerini gelistirmislerdir. Houf ve
arkadaglart 2001 yilinda sefoperazon, trimetoprim, amfoterisin, novobiosin ve 5-florourasili
antibiyotiklerini Arcobacter besiyerine ekleyerek Arcobacter-spesifik izolasyon metodunu
gelistirmiglerdir. Bu yontem Arcobacter spp.'nin prevalansi {izerine yapilan ¢ok sayidaki
calismada kullanilmistir (Houf vd., 2001a; Houf vd.,. 2005; 2008; 2009).

Yaptigimiz calismada, 34 adet siipheli Arcobacter suslarinin izolasyonu Atabay ve
Corry’nin (1998) c¢alismalarinda kullandigi sefoperazon, amfoterisin ve teikoplanin (CAT)
saplementi eklenmis olan Arcobacter sivi besiyerine inokiile edilerek gergeklestirildi. %35
defibrine kanli agara ekimi yapilan stipheli Arcobacter suslar inkiibasyon sonrasinda 22 adet
ornekte Arcobacter spp.’nin morfolojisine benzedigi tespit edildi. Elde edilen bu sonug

Arcobacter’ lerin izolasyonunda kullanilan bu teknigin giivenilirligini artirmaktadir.

Arcobacter tiirlerinin biyofilm olusturma kapasitelerini igeren az sayida literatiir
bulunmaktadir. Danimarka’da Kjeldgaard ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada (2009), A.
butzleri ATCC 49616°nin ve kesimhaneden izole edilen 6 adet saha izolat1 kullanilmistir. Suglarin
tamaminin mikropleytlerde biyofilm olusturdugu ve olusan biyofilm tabakasmin miktarimin,
inkiibasyon siiresi ve sicaklik ile orantili olarak artis gdsterdigi bildirilmistir. Ayrica kullanilan
besiortaminin da biyofilm olusumunu olumlu yonde etkiledigi bildirilmektedir. Portekiz’de

yapilan bir aragtirmada ise, 36 adet Arcobacter izolatinin 21’inin zayif, 5’inin orta diizeyde
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biyofilm olusturduklarini ve biyofilm olusumunda atmosfer ortaminin ve baslangic
konsantrasyonunun (0.2 ve 0.02) etkili oldugunu bildirmistir. Aymi ¢aligmada 10 adet izolatin ise
biyofilm sekillendirmedigi saptanmistir (Ferreira, vd., 2015). Kiitahya ilinde Arcobacter
tiirlerinin identifikasyonu ve biyofilm olusturma yeteneklerinin saptanmas1 amaciyla yapilan bir
calismada kullanilan 6 adet A. butzleri ve 1 adet A. cryaerophilus susu OD590°da 0.07 baslangig¢
konsantrasyonunda aerobik ve mikroaerofilik ortamda incelenmistir. Suslarin ¢ogunda zayif
biyofilm sekillendirmistir. Konsantrasyonun arttirilmasi (0.15) aerobik kosullarda biyofilm
olusumu {izerine sadece bir adet susta olumlu etki gosterirken, mikroaerofilik kosullarda 3 adet
susta orta biyofilm ve 2 adet susta giiclii biyofilm sekillendirmistir (Dizdaroglu ince, 2016).
Kiitahya ili ve ¢evresinde yapilan baska bir calismada ise su 6rneklerinden izole edilen Arcobacter
tiirlerinin biyofilm olusturma kapasitesi incelendiginde 1 (% 14.2) adet Arcobacter susu giiglii
biyofilm gosterirken diger 6 (% 85.7) adet Arcobacter susu ve 7 adet refakat¢i mikroorganizma
suslar1 zayif biyofilm gostermistir. Bu calisma ile Arcobacter tiirlerinin biyofilim olusturma
yetenekleri ve aymi ortami paylagtiklart tek tip koloni olarak segilen refakatgi
mikroorganizmalarin primer kolonizator olarak biyofilm olusturma yetenegi incelenmistir. Elde
edilen veriler sonucunda refakatg¢i mikroorganizmalarin Arcobacter tiirleri ile ayni habitati
paylastig1 ancak primer kolonizator bakteri olarak biyofilm yeteneklerinin olmadigi saptanmigtir
(Tungel, 2017). Arcobacter tiirleri, kendileri ile ayn1 ailede yer alan C. jejuni (Reeser, vd., 2007)
suslar1 ile biyofilm sekillendirme 6zellikleri agisindan benzerlik gostermektedir. Saha sartlarinda
ve kesimhanelerde C.jejuni ikincil kolonizator bakteri olarak kargimiza g¢ikmaktadir. Bu
ortamlardaki birincil kolonizatdr bakteriler biyofilmin zeminini hazirlamaktadir. Ardindan bu

hazir ortama C.jejuni de dahil olmaktadir (Hanning, vd., 2008).

Yaptigimiz bu c¢alisma, diinyada ve iilkemizde yapilan diger ¢alismalarin verileri ile
mukayese edildiginde Arcobacter tiirlerinin genellikle zayif ve orta derecede biyofilm
sekillendirdigi sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda, ayni drneklerden izole edilen dokuz adet
Campylobacter tiirii ve dokuz adet Arcobacter tiiriiniin biyofilm olusum yetenegi iki farkli
atmosferik kosullarda (aerobik ve mikroaerofilik) incelendiginde mikroaerofilik ortamda sadece
bir Arcobacter tiiriinde orta derecede biyofilm olusumu tespit edildi. Suslarin geri kalan kisminda
ise zayif biyofilm formasyonu sekillendirdi. Campylobacter ve Arcobacter tiirlerinin biyofilm
olusumunda birincil kolonizer mikroorganizmalar olmadig, ancak ikincil kolonize ediciler olarak
biyofilm ortaminda varolabilecegi ve biyofilm olusturma kapasitesinin ortamin atmosferine ve

sicakligina bagl olarak sekillenebilecegi sonucuna varilda.
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Meksika'nin Guadalajara kentinde 12 aylik bir siire zarfinda kasaplardan toplanan 135
ornekte Arcobacter spp. varligi incelenmistir. Arcobacter oldugu kabul edilen tiim izolatlar Vero
hiicrelerine kars1 sitotoksisitelerini belirlemek amaciyla Eagle''n minimum esansiyel ortamina
asilanarak gergeklestirildi. Caligmalar neticesinde Arcobacter izolatlarmmin % 95°i Vero
hiicrelerine kars1 bir virulans mekanizmasi iiretirken, 38 tanesi enterotoksin iiretimini gésteren
hiicre uzamasini uyardi. On sekiz izolatta vakuol olusumu, 39 izolatta ise hem vakuolizasyonu
hem de uzamay irettigi gézlemlendi. Elde edilen veriler 1s1ginda Arcobacter spp. tarafindan
vakumlayict bir toksinin iretildigi bildirilmemistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglar,
Arcobacter spp.min taninmig enterotoksin {iretimi diginda sitotoksik etki gdsterebilecegini
gostermektedir (Villarruel-lopez vd., 2003). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, tavuk
etlerinden izole edilen Campylobacter tiirlerinin Cdt varlig1 incelenmistir. incelenen suslarm %
90.9’unda Cdt A ve Cdt C genleri saptanirken, % 81.8’inde Cdt B geni tespit edilmistir. Cdt
genlerinin bakteri tiirlerine gore dagilimlari incelendiginde C. jejuni’de Cdt A ve Cdt C genlerinin
bulunma oranlar1 % 85.7 Cdt B geninin ise %71.4 oldugu goériilmiistiir. C. coli’de ise bu ii¢ toksin
geninin tiim suslarda var oldugu (% 100) tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar, baz1 C. jejuni
tiirlerinde Cdt genlerinin niikleotid delesyonu, insersiyon, yer degistirme gibi mutasyonlara maruz

kalarak, toksin genlerini ve toksin aktivitelerini kaybettigini gostermektedir (Celenk, 2017).

Arcobacter tiirlerinde olasi toksinlerin varligi ve bunlarin insan barsak epitelleri tizerine
sitotoksik etkisini arastirildigimiz bu ¢alisma diinyada ve iilke genelinde gerceklestirilen diger
arastirmalar ile kiyaslandiginda, sus bazinda degerlendirilen Arcobacter tiirlerinin protein miktari
Al igin 58 ug/ml, A9 i¢in 61 pg/ml, A19 i¢in 61 ug/ml, A27 igin 76 pug/ml, A30 i¢in 41 pg/ml
seklinde oldugu tespit edildi. Bu bes adet 6rnek sitotoksite testinde degerlendirildiginde filtre
fraksiyonlarin uygulandigi DLD-1 hiicrelerinde canlilik oranlart Al igin % 98.0+4.2, A9 igin
89.6+6.4, A19 icin % 88.4+3.7, A27 i¢in % 93.3+5.1, A30 i¢in % 90.6+6.6 olarak saptanmigtir.
Incelenen bes Arcobacter tiiriiniin filitre fraksiyonlarmin DLD-1 hiicre hatt: iizerine sitotoksik
etkisine rastlanmamustir. Elde edilen veriler [ISO10993-5 standardlarina gore degerlendirildiginde
5 adet 6mnegin canlilik oram1 % 70’in altinda olmadigindan herhangi bir sitotoksik etki

gostermedigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada ayn1 ortami paylagan farkl tiir bakterileri arasinda yatay gen
aktarimlarinin gergeklesebilecegi olasiligina dayanarak, Arcobacter tiirleri, Campylobacter
tiirleri arasinda toksin gen varligi yoniinden bir etkilesim olup olmadigi Campylobacter tiirlerine

Ozgii cdt spesifik primerler ile tarandi. Arcobacter tiirlerinden cdt genine rastlanmadi.
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Arcobacter tiirleri cdt disinda baska bir toksine sahip olup olmadiklari yoniinde
degerlendirildi. Arcobacter tiirlerine ait icerikleri 40 pg/ml tizerinde protein barindiran
stipernatantlar, sitotoksiteleri degelendirilmek {izere DDL-1 hiicre kiiltiirleri {izerine inokule

edildi. Arcobacter tiirlerinin hiicreler tizerine toksik etkisi olmadigt MTT testi ile ortaya konuldu.

Bu veriler 1s5181nda Kiitahya ilinde ticari olarak tiiketime sunulan tavuk etleri {izerinde var

olan Arcobacter tiirlerinin halk saglig1 agisindan biiytik bir risk olusturmadig: kanisina varild.
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