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ONSOZ

Diinyanin birgok bolgesinde igme suyu rezervuarlari, yer alti sulari, islenmemis lagim
sulari, nehir ve yiizey sulari, deniz suyu ve koylar dahil olmak f{izere ¢esitli su tiplerinde
Arcobacter tiirlerinin varlig1 belirlenmistir. Arkobakterlerin epidemiyoloji ve ekolojisini anlamak
icin bu tiirlerin ¢evresel orneklerdeki yaygiligini belirten ¢aligmalar zamanla 6nem kazanmaigstir.
Kanatli hayvanlar 6zellikle kazlar, suyla yakin temasta olduklari i¢in arkobakterlerin bulasimi ve
yayiliminda rol oynarlar. Arkobakterlerin taginmasi, insan ve hayvanlara bulagsmasi, bu canlilarda
kolonize olmasi ve hastalik olusturmasi zincirin énemli bir halkasini olusturur. Arkobakterlerin
insan ve hayvanlara bulagsmasinda su 6nemli bir rol oynamakta ve Arcobacter spp. ile iligkili
hastaliklarin ortaya ¢ikisinda 6zellikle icme sulart 6nemli bir risk faktorii olarak karsimiza
cikmaktadir. Kontamine gida ve su kaynaklarinin tiiketimi insan sagligin1 olumsuz etkileyen
onemli bir unsurdur. Klinik olarak saglikli olduklar1 halde, Arcobacter tiirleri yoniinden pozitif
olan hayvanlar, o bolgede yasayan insanlar ve yetistirilen diger hayvan siiriileri i¢in bir risk
faktorli olusturmaktadir. Bu faktorlerin ortaya ¢ikis kaynaklarinin, dis ortama yayilim yollarmin
arastirtlmasi dikkat edilmesi gereken bir husustur. Su kaynaklarinin kontaminasyonuna neden
olan faktorlerin belirlenmesi, bunlarin yayiliminin engellenmesi veya direk olarak bu etkenlerin
ortadan kaldirilmasi i¢in gerekli olan yontem ve tekniklerin olusturulmasi ve uygulanmasi,
arkobakterlerin sulardaki ekoloji ve epidemiyolojilerinin aydinlatilmasi, izole edilen tiirlerin
genetik karakterizasyonlarinin yapilmasi hem insan hem de hayvan sagligi acisindan 6nemlidir.
Bu agidan 6zellikle igme ve kullanma sulari ile hayvanlarin siirekli yakin temas halinde olduklari
ve Arcobacter tiirlerinin bulasimi ve yayiliminda ciddi bir 6neme sahip olmasi muhtemel golet,
dere ve ¢ay sularimin analizi, iilkemizde ve Kars bolgesinde konuyla ilgili yapilan ilk ¢aligma

olacagi i¢in ayr1 bir neme sahiptir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ASB . Arcobacter Selective Enrichment Broth

ASM . Arcobacter Selektif Kati Besiyeri

BHI : Brain Heart Infusion

CHO : Chinese Hamster Ovarium

CAT Suplement : Caphoperazone-Amphotericin-Teicoplanin Saplement
Caco-2 : Insan epitel kolorektal adenokarsinom

CVA : Campylobacter Vancomycin Agar

°C : Celsius

DNA : Deoksiribo Nukleik Asit

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetat

EMJH-P80 : Elling-Hausen Mc Cullaugh Johnson-Harris-Polysorbate 80
FTS : Fizyolojik Tuzlu Su

HelLa : Henrietta Lacks orijinli servikal kanser hiicre kiiltiirii
HEp-2 : Human Embrionic Placenta

JMEB : Johnson-Murano Enrichment Broth

kDA : Kilodalton

L - Litre

LMG : Belgika Gent Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvar:
mMmCCDA : Modifiye Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar
ng : Mikrogram

pm : Mikrometre

mg - Miligram

ml : Mililitre

mm : Milimetre

mol : Mol

MLST : Multilocus Sequence Typing

mPCR : Multipleks Polymerase Chain Reaction

PCR : Polymerase Chain Reaction

Porcine IPI1-21 : Porcine Intestinal Cell Line IP1-21
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GIRIS

1. 1. Arkobakterler ile ilgili Genel Bilgiler:

Tanm ve Tarihce:

Arkobakterler ilk kez 1977 yilinda Ellis ve ark. tarafindan aborte koyun, sigir ve domuz
fetuslarindan izole edilmistir (29,30,45,48). Ellis ve ark. yaptiklar1 bu ¢aligmada fenotipik olarak
birbirinden farkli ozelliklere sahip spiral sekilli mikroaerofilik iki farkli mikroorganizma
grubunun varligini bildirmislerdir. Bunlardan birinci grup Campylobacter fetus olarak identifiye
edilirken (32,48,53,67), ikinci grup mikroorganizmalar ise daha Onceden tanimlanamayan
Campylobacter taksonuna dahil edilmistir (32,48,53). Diger arastiricilar ise aborte sigir ve domuz
fetuslarindan (29,30), mastitisli inek siitlerinden (22,47), sigir prepusiyal kilif yikama sivisindan
(22,67), ikinci grupta yer alan bakterilere benzerlik gosteren bakteriler izole etmislerdir (69).
Daha sonra Neill ve ark. (32), yaptiklari caligmalarda bu mikroorganizmalarin mikroaerobik
ortamdaki ilk izolasyonlarindan sonra (53), tamaminin atmosferik oksijen varliginda (71)
ireyebilme yeteneklerinden dolayr bu bakterileri gercek kampilobakterlerden ayirmislar ve

‘aerotolerant kampilobakterler’ olarak tanimlamislardir (32,69).

Daha sonra 90 tane aerotolerant kampilobakter susu Neill ve ark. tarafindan (53)
biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri goz oniinde bulundurularak incelenmis (54,69) ve bu
bakteriler ‘Campylobacter cryaerophila’ olarak tek bir isim altinda toplanmistir (32,54,69). Takip
eden yillarda Kiehlbauch ve ark. (45), etrafli bir DNA-DNA hibridizasyon ¢alismasi yiiriiterek 78
aerotolerant Campylobacter susunun fenotipik analizini gerceklestirmisler ve iki ayr
hibridizasyon grubu belirlemislerdir. Bu suslarin  bir kismi daha oOnceden tanimlanan
Campylobater cryaerophila’ya ait olurken, diger bir kisminin DNA homologluk diizeyinin
Campylobacter cryaerophila’ya yaklasik %40 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmis ve bu tiir
Kiehlbauch ve ark. tarafindan Campylobacter butzleri olarak isimlendirilmistir (45,69). Daha
sonra Vandamme ve ark. (1991,1992) yaptiklari ileri immunotiplendirme ve hiicresel proteinlerde

SDS-PAGE, yag asitleri analizi ve ayrica DNA-rRNA ve DNA hibridizasyon ¢aligmalar ile



izolatlarin karsilastirilmasi neticesinde aerotolerant kampilobakterler i¢in Arcobacter cinsini
onermislerdir (32,66,69). Bu arastirmacilar daha once Campylobacter cryaerophila olarak
isimlendirilen bakteri grubunu Arcobacter cryaerophilus (DNA hibridizasyon grup 1A ve 1B)
olarak, Campylobacter butzleri olarak isimlendirilen bakterileri Arcobacter butzleri olarak,
Campylobacter nitrofigilis‘i ise Arcobacter nitrofigilis olarak yeniden adlandirmis ve Arcobacter
cinsine dahil etmiglerdir. Ardindan yeni bir tiir olan Arcobacter skirrowii’nin eklenmesiyle cins
icerisinde 4 tiir tanimlanmigtir (32,69). Daha sonra yapilan farkli ¢alismalar sonucunda cins
icerisine Arcobacter halophilus sp. nov. ve Arcobacter cibarius adli iki yeni tiir daha dahil
edilmistir (37). Arcobacter cinsi; Campylobacter, Helicobacter, Wolinella ve Sulfuro spirillum
cinslerinin de igerisinde yer aldigi Protobacteria rRNA superfamilya VI (69) ve Campylobacter
cinsinin de dahil oldugu Campylobacteraceae familyasi igerisinde yer almaktadir (18,33).

Arcobacter Cinsinin Genel Ozellikleri:

Kelime anlami olarak “’kavisli ¢ubuk’ (arc-shaped bacterium) anlamma gelen
Arkobakterler Gram negatif, S-seklinde veya helikal sekilli, spor olusturmayan (18,32,33,45,69),
0.2-0.9 um eninde ve 0.5-3.0 um uzunlugunda (37,39,69), mikroaerofilik, tek bir polar veya iki
ucuna yerlesmis kilifsiz polar flagella ile (18,32,33,39,58) kurbaga larvas1 veya tirbuson benzeri
sekilde aktif hareket eden bakterilerdir (32,58,66,69).

Suslar katalaz ve oksidaz aktivitesine sahiptir (45,66,69). Metil Red ve Voges Proskauer
testleri ile iireaz aktivitesi negatiftir. Indol olusturnazlar. Nitrat1 indirgerler ancak, hippurat,
eskulin ve nisastay1 hidroliz edemezler. Arkobakterler karbonhidratlar1 fermente etmedikleri gibi
oksidasyon reaksiyonlarini da gerceklestiremezler. Karbon kaynagi olarak organik asitleri ve

amino asitleri kullanirlar (66,69).

Arkobakterler; helikobakter ve kampilobakterlerden farkli olarak aerobik ortamlarda da
lireyen mikroorganizmalardir (54). Onbes, yirmibes ve 30°C’lerde kolay iirerler (32,45,66), fakat
37 ve 42°C’lerde tliremeleri degiskenlik gosterir (69). Optimal gelisimleri mikroaeroik ortamda
(%3-10 CO,) gergeklesmektedir (33,66,69). Mikroaerobik iireme sirasinda hidrojene ihtiyag
duyulmaz (33,69). Aerobik lireme 30°C’de, anaerobik iireme ise 35-37°C’de gerceklesir (69).



Arkobakterler, 55°C ve iizerinde kolaylikla inaktif hale gelebilmektedirler. Optimum pH 6-7 (4.
butzleri) ve 7-7.5 (A. cryaerophilus) ve smir degerler 5-8.5’tir (39). Kanli agarda 30°C’de 2-3
giinliik inkiibasyondan sonra 2-4 mm capinda, grimsi-beyaz renkte, konveks, diizgiin kenarl
koloniler meydana getirirler. Ancak koloni biiytlikliigii pasajlarla degisebilir ve taze agarda yaygin
koloniler meydana getirebilirler (66). Arcobacter skirrowii ve bazi A. butzleri suslar1 alfa

hemolitik aktiviteye sahiptir (58,69). Suslarin bircogu non-hemolitiktir (66).

Arcobacter Tiirleri ve Ozellikleri:

Arcobacter cryaerophilus: DNA hibridizasyonu esas alinarak 4. cryaerophilus, 1A
ve 1B olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir (58,66). Bu tiir 0.5-3.0 um boyutlarinda ve helikal
sekillidir; sahip oldugu tek polar flagella ile aktif sekilde hareket eder. ilk izolasyonlarinda
mikroaerobik ortama ihtiya¢ duymalarina ragmen aerobik ve anaerobik ortamlarda da iiredikleri
gozlenmistir. Optimal {ireme 1silar1 30°C’dir, ancak bazi suslarda 5-40°C’de iireme oldugu
gorilmiistiir. Bunun yanisira biitlin suslar 15°C’de iirer ve kati besiyerinde 48-72 saatlik
inkiibasyon sonunda kiiclik, yaygin, sar1 ya da bej renkte koloniler meydana getirirler (7,53).
Arcobacter cyaerophilus katalaz ve oksidaz aktivitesine sahipken (7,38,53), nitrat rediiksiyonu
yoniinden negatif sonug verir. Metil Red ve Voges Proskauer testleri negatiftir. Triple Sugar Iron
(TSI) Agarda ve sistein iceren besiyerinde H,S iiretmez; indol, ornitin, lizin, arjinin, iireaz,
ribonukleaz ve deoksiribonukleaz olusturmazlar (7,53). Jelatini sivilastirmaz; eskulin, hippurat,
nigasta ve kazein hidrolizini ger¢eklestirmezler. Mac Conkey agarda tiremezler (7,53,69). DNA

baz kompozisyonlar1 %28-29 moldiir (69).

Arcobacter butzleri: Arcobacter butzleri Gram negatif, helikal sekilli ve spor
olusturmayan (45,58,69), 0.2-0.4 um x 1.0-3.0 pum boyutlarinda olan ve bir veya her iki ucta
yerlesmis polar flagellalariyla aktif hareket eden bir mikroorganizmadir (38,45). Kanli agarda 3
glinliik inkiibasyondan sonra 2-4 mm ¢apinda, yuvarlak, beyaz koloniler meydana getirir (45,58).
Mikroaerobik ortamda 15, 25, 30, 36 ve 40°C’de iireme meydana gelirken, etken 5°C’de {ireme
meydana getirmez (58). 42°C’de ise lireme degiskenlik gosterir (58,69), ancak, optimum iireme
1s1s1 25-30°C’dir (45). Arcobacter butzleri sekerleri fermente etmedigi gibi oksidasyon

rediiksiyonunu da gerceklestirmez. ilk izolasyonda mikroaerobik ortama ihtiyag duyarken,



subkiiltiiriin olusumundan sonra aerobik olarak gelisebilmektedir (38). Katalaz aktivitesi zayif
veya negatiftir. Bakteri %1 glisin varliginda ireme gosterirken, %1.5 ve %3.5 NaCl varliginda
degisken bir {ireme goriiliir (45,69). Bu ozellikleriyle A. butzleri diger Arcobacter tiirlerinden
ayrilir (48). Sisteinden H,S iiretimi degiskendir. Yine %1 oxgall varliginda tireme degiskenlik
gosterir. Bunlarda %0.04 2, 3, 5- Triphenyltetrazolium Chloride (TTC) igeren besiyerinde kirmizi
pigmentli degisken bir lireme gozlenir. Mac Conkey agarda lireme meydana gelir. TSI agarda
H,S iretimi meydana gelir. Sodyum selenit iceren besiyerinde iireme meydana gelmez. Kan
ilaveli ve ilavesiz HIA ve Brucella besiyerinde iyi derecede meydana gelirken, ¢ikolata agarin

kullanimi iremeyi olumsuz yonde etkiler. DNA baz kompozisyonlari %28-29 moldiir (45).

Arcobacter skirrowii: Arcobacter skirrowii 1.0-3.0 pm x 0.2-0.4 um boyutlarinda
(69), helikal sekilli ve kanli agarda 3 giinlik inkiibasyindan sonra 2-3 mm ¢apinda, gri ve
diizensiz sekilli koloniler meydana getiren bir mikroorganizmadir. Suslarin birgogu kanli agarda
alfa hemoliz meydana getirir (58,69). Mac Conkey agarda ve %1 oxgall varliginda da iireme
meydana gelmez. Sisteinden H,S iiretimi negatiftir. Bir¢cok sus %0.04 TTC ve %1.5 NaCl
varliginda liremez. Biitiin suslar 30pg’lik nalidiksik asit disklerine duyarlilik gdsterirken birgok
sus da sefalotine duyarlilik gosterir. Arcobacter skirrowii’nin alfa hemolitik olmasi, onu diger
Arcobacter tiirlerinden ayiran en 6nemli 6zelligidir. DNA baz kompozisyonlar1 %29-30 moldiir
(69). Arcobacter skirrowii saglikli ya da klinik olarak hasta bazi ¢iftlik hayvanlarindan izole

edilebilen ti¢ Arcobacter tiiriinden birisidir (61,69).

Arcobacter nitrofigilis: ilk kez 1980 yilinda tuzlu bir bataklik bitkisi olan Spartina
alterniflora nmin koklerinden ve kokle iliskili sedimentlerinden izole edilen A. nitrofigilis, dnce
Campylobacter nitrofigilis olarak adlandirilmis (49,67), daha sonra Arcobacter cinsine dahil
edilerek Arcobacter nitrofigilis adm almustir. Insanlarda ve hayvanlarda bulunmayan tek
Arcobacter tiiriidiir (66). Biitlin suslar 15 ve 30°C’de iirer. Suslarin bir kismi1 36°C’de zayif bir
iireme gosterir, bir kismi da 42°C’de higbir iireme gostermez (48). Kilifsiz tek bir polar flagellaya
sahip olup hareketini bu yapiyla saglar. Bu tiir, Arkobakterler i¢cinde nitrogenaz aktivitesi bulunan
ve hayvanlardan izole edilmeyen tek tiirdiir. Arcobacter nitrofigilis, 16S rRNA sekansi
incelendiginde, bakterinin Arkobakterlerin diger tiirleri ile %89 oraninda benzerlik gdsterdigi

bildirilmistir (48,69).



Arcobacter cibarius: Arcobacter cibarius Gram negatif, 1.0-5.0 pm x 0.5 pm
boyutlarinda, kivrimli bir Arcobacter tiriidiir. Kanli agarda 28°C’de 72 saatlik inkiibasyondan
sonra 2 mm ¢apinda, beyaz, diiz kenarli, konveks, yayilmayan koloniler meydana getirir. Suslar
Arcobacter selektif agarda 1-2 mm capli, opak, diiz kenarli koloniler meydana getirirler. Oda
sicakligindaki (18-22°C) mikroaerobik kosullarda ve 37°C’de iireme gozlenirken, 42°C’de lireme
gozlenmemistir. Anaerobik kosullarda gerek saplementsiz % 5 kanli agarda ve gerekse % 0.1
Trimetilamin N-oksit (TMAO) igeren kanli agarda zayif da olsa iireme meydana gelmistir.
Suslar 37°C’de aerobik ortamda iireme gotermezken, bazi suglar 25°C’de aerobik ortamda iireme
gostermistir. Suslarin higbiri kanli agarda hemoliz meydana getirmez. Oksidaz rediiksiyonu
pozitiftir. Indoksil asetat hidroliz edilir. Baz1 suslar katalaz aktivitesine sahiptir. Alkalin fosftaz,
iireaz, hippurikaz aktiviteleri belirlenmemistir. TSI agarda H,S olusturmazlar. %1 glisin i¢eren

besiyerinde tireme gozlenmemistir. Mac Conkey agarda ise lireme degiskenlik gosterir (37).

Arcobacter halophilus: Arcobacter halophilus Gram negatif, 0.4-0.5 pm x 1.5-2.5
um boyutlarinda, helikal sekilli bir Arcobacter tiiriidiir ve %3.5 NaCl igeren %5 kanli agarda 18-
22°C’de mikroaerobik kosullarda 72 saatlik inkiibasyon sonunda yaklasik 1-2 mm ¢apinda, diiz
kenarli, beyaz, konveks, koloniler meydana getirir. Tek polar flagellasiyla hareket eder. Oksidaz
iiretimi ve indoksil asetat hidrolizi pozitiftir. Nitrat1 indirger, fakat katalaz, {ireaz, alkalin fosfataz
vaya DNAaz iiretemez ve hippurati hidroliz edemezler. Kanli agarda hemoliz olusturulmaz. TSI
agarda H,S iretimi negatiftir. Mac Conkey agarda mikroaerobik ortamda iireme meydana

gelmez. Arcobacter halophilus, Arcobacter cinsine ait ilk zorunlu halofilik tiyedir (14).

Virulens Faktorleri:

Su ana kadar, Arcobacter tiirlerinin patojenite mekanizmalar1 veya virulens faktorleri
hakkinda az sayida bilgi mevcuttur (46,58). Arcobacter butzleri ve A. cryaerophilus’un in vitro
adhezyon, invazyon ve sititoksisiteleri lizerinde birkag ¢alisma mevcut iken, A. skirrowii ile ilgili

elde edilen bir ¢calisma yoktur (33).



Yapilan bir ¢calismada nehir suyu Orneklerinden elde edilen 18 adet A. butzleri izolat,
varsayilan virulens faktorleri bakimindan incelenmistir. Afrika yesil maymunu bobrek hiicreleri
(Vero) ve Cin hamster ovaryumu (CHO) hiicrelerinde ortaya ¢ikan tepkilerin analizinden sonra
sitotonik, sitotoksik, sitoletal distending faktdrlere dayali toksin profilleri belirlenmistir.
Adhezivite ve invazivite testleri ayn1 zamanda intestin 407 hiicreleri iizerinde de uygulanmustir.
Tek bir sus, kiiltiirdeki hiicreler iizerinde sitotoksik etkilere neden olmustur. Sitotoksik olarak
negatif olan sus, CHO hiicrelerinde uzamaya (sitotonik- benzeri bir etki) neden olmustur. Test
edilen hiicrelerde invazivlik gézlenmemistir. Bu calisma ile ¢evresel kaynaklardan izole edilen
Arkobakterler igerisinde fenotipik heterojenlik oldugu ortaya konmus ve bazi suslarin da

potansiyel olarak virulent olabilecegei bildirilmistir (46).

Carbone ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, elde ettikleri 17 adet Arcobacter susundan 6

sinin hem HEp-2 hem de Hela hiicre hatler1 lizerinde adeziv etkiye sahip olduklarini

bildirmislerdir (9).

Vandenberg ve ark. da insan diski 6rneklerinden elde ettikleri 12 adet A. butzleri susunun

tamaminin HEp-2 hiicrelerine yapisma kabiliyetinde olduklarini bildirmislerdir (26).

Ho ve ark. yaptiklar1 bir calismada 8 adet Arcobacter susunu incelemislerdir. Bu
suslardan 4’1 A. butzleri LMG 6620, A. skirrowii LMG 6621, A. cryaerophilus LMG 7537 ve A.
cibarius LMG 21996 seklinde Belgika Gent Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuarindan (LMG);
diger 4’li ise disi domuzlarin amniyotik sivilarindan ve yenidogan domuzlardan saglanmistir.
Calismada izolatlarin insan Caco-2 ve porcine IPI-21 hiicre hatlar iizerindeki adheziv ve invaziv
yetenekleri incelenmistir. Calisma sonunda 8 Arcobacter susunun da her iki hiicre hattina adhere
olma (yapisma) yeteneginde olduklari goriilmiistiir. Bu izolatlar igerisinde de ozellikle A.
cryaerophilus’un diger Arcobacter suslarina gore, invaziv etkisinin daha fazla oldugu aym
aragricilar tarafindan Onceki yillarda bildirilmistir. Bu c¢alismada ayn1 zamanda farkh
kaynaklardan elde edilen izolatlarin virulens mekanizmalarinda da farklilik oldugu bildirilmistir

(34).



Arcobacter tiirlerinin in vitro aktivitelerinin hiicre morfolojilerinde degisiklige neden
oldugu bildirilmistir. Arcobacter spp.’nin {irettigi toksinler ve bu toksinlerin dogasinin ne oldugu
heniiz agikliga kavusturulmamistir (9,33,42). Yapilan ¢alismalarda iki Arcobacter sugunun insan
ve hayvana ait eritrositler iizerinde hemaglutinasyon aktivitesine sahip oldugu belirlenmis ve
eritrositlerin hiicre ylizeyinde D-galaktoz igeren bir reseptorle etkilesen yaklasik 20 kDa
biiyiikliigiinde lektin-benzeri bir protein ile karakterize bir hemaglutinin varlig1 ortaya konmustur

(33).

Yine 27 adet gevresel izolatin HEp-2 ve HeLa hiicre hatlar1 tizerindeki adheziv aktiviteleri
ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, 17 adet 4. butzleri susundan 6’smin her iki hiicre hatti {izerinde

giiclli adheziv aktivite gosterdigi bildirilmistir (9,34).

Epidemiyoloji:

Arkobakterler insanlardan, saglikli ve hasta farkli hayvan tiirlerinden, degisik gidalardan
ve su orneklerinden izole edilebilmektedir (43,56). Bu tiirler daha ¢ok kanatli, sigir ve domuz eti
gibi hayvansal orijinli gidalardan izole edilmekte ve ¢ig ya da az pismis hayvansal orjinli besinler
ve kontamine sular araciligi ile insanlara bulasmaktadir (8,16). insanlarda hastalik olgusularindan
daha c¢ok A.butzleri izole edildigi i¢in (2,33) bu tiiriin halk saglhig acisindan 6nemi diger tiirlere

gore daha yiiksektir.

Kars Bolge’sinde broyler karkaslarindan (2), saglikli kazlarin kloaka drneklerinden (5,64)
ve saglikli koyunlarin gaita 6rneklerinden (62) farkli arkobakter tiirleri izole edilmistir. Atabay
ve ark. tarafindan yapilan bir calismada farkli ii¢ ciftlikten saglanan saglikli evcil kazlarin
kloaklarindan alinan 90 tane kloakal svap drneginde Arcobacter spp.’nin prevalansi ve dagilimi
aragtirllmistir. Bu caligmada incelenen 90 adet 6rnegin 16’s1 (%18°1) Arcobacter yoniinden
pozitif bulunmustur. Elde edilen bu 16 Arcobacter izolatinin 7’si (%44°1) A. cryaerophilus, 7’si
(%A44°1) A. skirrowii ve 2’si de (%12.5°1) A.butzleri olarak identifiye edilmistir. Bu ¢alisma evcil
kazlarin kloaklarmin, farkli Arcobacter tiirlerine bir barinak oldugunu gostermektedir (5).
Calismada, incelenen 3 farkl kaz siiriistine bagli olarak Arkobakterlerin kazlardaki tasinma orant

ile ilgili farkli sonuglar bulunmustur. Elde edilen sonuclar incelenen kaz siiriilerinde sirasiyla



%33, %16 ve %13 seklinde olmustur. Bu farkli sonuglarin nedeni olarak da iireme ortami veya
kosullar1, Arcobacter barindiran diger hayvanlar veya su gibi kontamine kaynaklarin kolay girisi
gibi baz1 faktorler ileri siiriilmiistiir. Elde edilen Orneklerin bulundugu bodlgedeki kazlar ayni
zamanda disarida serbest dolasan bagka evcil hayvanlarin da bulundugu kiiciik ¢apli bir ¢iftlikte
barindirilmis olup, etken mikroorganizmalarin kazlara bulagsma kaynagi olarak diger hayvanlarin
digkilar1 bulasan aracilifiyla ortama yayilmasi veya etkenle kontamine suyun tiiketilmesi
gosterilmistir. Bu ylizden bolgedeki aile iiyeleri ve diger hayvanlarla yakin temas halinde
olduklar icin kazlar, Arkobakterlerin insanlara ve diger hayvanlara bulagmasinda potansiyel bir

rol oynamaktadir.

Kars bolgesinde saglikli koyunlarin gaita ornekleriyle yapilan bir calismada 104 adet
koyun gaita Ornegi c¢alismaya dahil edilmistir. Calisma sonunda 104 Ornegin sadece bir
tanesinden (%0,9) Arcobacter izolasyonu gergeklestirilmis olup izolatin tiir diizeyinde A.

cryaerophilus olarak identifiye edildigi bildirilmistir (62).

Ayni bolgede yapilan farkli bir ¢calismada 100 adet kaz ve 10 adet hindinin digki 6rnekleri
incelenmistir. Calismada hindilere ait diski 6rneklerinin higbirinde (%0) Arcobacter izolasyonu
geceklestirilemezken, 100 adet kaz digkist 6rneginin 26’sindan (%26) Arcobacter spp. izole
edilmistir. Pasacayir1 mevkiinden saglanan 35 kaza ait digki 6reginin 12’sinden ve c¢alismaya
dahil edilen diger bolgelerden saglanan 65 adet kaza ait digki 6rneginin 14’tinden Arcobacter spp.
izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu sonuca gore Arkobakterler i¢in uygun rezervuarlar olarak
kabul edilen kazlarin bu tiirlerin kolonizasyonu, diger hayavanlara ve insanlara bulagmasi ve

cevreye yayilmasi yoniinden 6nemli bir tasiyici grup oldugu belirtilmistir (64).

Atabay ve ark. (2) tarafindan yapilan bir ¢alismada 44°ii taze ve 31’i donmus olmak {izere
toplam 75 adet tavuk karkasi 0rnegi incelenmistir. Calisma sonunda 44 taze tavuk karkasi
orneginin 42’sinden (%95’inden) ve 31 donmus karkas 6rneginin de 7’sinden (%23’linden) A.
butzleri izole edilmistir. Incelenen karkaslarin tamaminin %20’sinden ve tavuk butlarmm
%]10’undan A. butzleri izole edilmistir. Bununla birlikte, incelenen donmus 9 tavuk kanadi
orneginin dordiinden (%44’tinden) A. butzleri izole edilmistir. Buna gére donmus tavuk tavuk

kanatlarinda A. butzleri’nin bulunma oraninin daha yiikksek oldugu belirtilmistir. Ayrica,



incelenen iki donmus tavuk gogsii 6rneginin hi¢birinde A. butzleri izole edilememistir. Calismada
A. cryaerophilus ve A. skirrowii’nin izole edilemedigi bildirilmistir. Bunun nedeni olarak da bu

iki tiirlin ¢alisma kapsamina alinan 6rneklerde bulunmadig: ileri stirlilmiistiir.

Arcobacter Tiirlerinin Neden Oldugu Hastaliklar:

Arkobakterlerin hasta hayvanlardan, tavuk karkaslarindan ve enteritli insanlardan izole
edilmesi Arcobacter tiirlerinin 6nemli insan patojenleri olabileceklerini gdstermektedir (51). Bu
yiizden bu mikroorganizmalarin bulagmasinda suyun 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir,
ozellikle de igme suyu Arcobacter iligkili diyarel hastaliklarin ortaya ¢ikisinda 6nemli bir risk
faktorii olusturmaktadir (50,51). Arcobacter iliskili ilk klinik olgu 1987 yilinda bildirilmistir, bazi
calismalarda A. butzleri’nin insanlar i¢in, potansiyel bir patojen olarak dikkate alinmas1 gerektigi
bildirilmisitir. Bu bakteri akut ve siddetli diyarel hastaliklarla, tekrarlayan abdominal kramplar,
kronik diyare, bakteriyemi va neonatal sepsis ile iligskilendirilmektedir. Zoonotik bir bakteri
olarak A. butzleri’nin, hayvan veya hayvan atiklariyla direkt temasta bulunan insanlarda ortaya

cikabilecek infeksiyonlar i¢in bir risk faktorii olabilecegi diistintilmelidir (21).

Taylor ve ark. (63), Bankok’ta bir ¢ocuk hastanesine gelen 1-3 yaslaridaki gocuklar
iizerinde bir ¢alisma yapmislar ve 14 haftalik bir calisma peryodunda 3 giinden fazla akut diyare
gorlilen biitliin ¢ocuklarda yiiksek ates, kusma ve karin agris1 sikayetlerinin oldugunu tespit
etmislerdir. Bununla ilgili yapilan ikinci ¢alisma 22 hafta siirmiis olup bu calismada da 5 yasin
altindaki akut diyareli cocuklar arastirmaya dahil edilmistir. Bu calismada ribotip ve DNA-DNA
hibridizasyonu ile 17 atipik izolatin 15 tanesinin grup 2 aerotolerant kampilobakter tiiriine ait
oldugu goriilmiistiir. Grup 2 aerotolerant kampilobakterler ile infekte cocuklarin 1-2 yaslarinda
olduklar bildirilmistir. Bu ¢alismada, diyare sikayeti olan 631 ¢ocuktan elde edilen izolatlarin
15’inin aerotolerant kampilobakter oldugu belirtilmistir. 93 Campylobacter izolatinin yaklagik

%16’s1 grup 2 aerotolerant kampilobakter tiiriine ait bulunmustur.

Yan ve ark. (73), tarafindan yapilan bir ¢alismada 2 yildir karaciger sirozu hastasi olan 60
yasindaki bir erkegin sikayetleri {lizerine bir calisma yapilmistir. Hastada yiiksek ates ve

Ozefagusda variceal kanama goriilen bu hastadan digki 6rnekleri alinarak incelenmistir. Yapilan
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mikrobiyolojik ve molekiiler calismalar sonucunda alinan 6rnekten A. butzleri izole edilmistir.
Hastanin ¢iftlik hayvanlariyla higbir sekilde temasta bulunmadigi, fakat infeksiyonun muhtemel
nedeni olarak hastanin kontamine su veya gidalar tiiketmis olabilecegi belirtilmistir. Sonugta bu
calismada A4. butzleri nin bir insan patojeni oldugunu gosteren, karaciger sirozu hastasi bir kigide

neden oldugu bakteriyemi olgusu bildirilmektedir.

Vandamme ve ark. (68), 1983 yilinda italya’nin Rovigo bélgesindeki bir anaokulu ve
ilkokuldaki salgin iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Salgin bu okullardaki toplam 65 cocukta
ortaya ¢ikmistir. Bu ¢ocuklardan 25’1 2-5 yas arasinda ve anaokulu 6grencisi iken, 40’1 da 6-8
yaslar1 arasinda ve ilkokul ogrencisiydi. Eyliil-Ekim aylar1 arasinda takrarlayan abdominal
kramplarla karakterize klinik sendromlardan sikayet eden 5’i anaokulu 6grencisi, 2’si ilkokul
birinci ve 3’1 de ilkokul ikinci sinif 6grencisi olmak iizere toplam 10 6grenci bu ¢aligsmaya dahil
edilmistir. Hastalardan diski 6rnekleri alinip incelenmis ve bu salginin temel nedeninin A.

butzleri serogrup 1 suslarinin oldugu belirlenmistir.

Higgins ve ark. (31), tarafindan yapilan bir ¢alismada kronik sulu diyare goriilen 20
yasindaki disi bir macaque maymunu iizerinde ¢alisilmistir. Yapilan ¢alismada disi maymunun
60 tyelik bir gruptan secildigi belirtilmistir. Calisma sonunda maymundan alman digki
orneklerinden A. butzleri izole edilmistir. Anderson ve ark. (1), yaptiklar1 8 aylik calismada
stirekli diyare goriilen 222 macaque maymunlarindan diski 6rnekleri alarak incelemis ve 14 iinde

A. butzleri infeksiyonu belirlemislerdir.

Aydin ve ark. (6), dogal olarak infekte gelikbas alabaligindan A. cryaerophilus izole
etmigler ve etkenin celikbag alabalig1 lizerindeki etkilerini gérmek i¢in baliklara intramuskular
injeksiyon yapmislardir. Yapilan bu deneysel infeksiyonlarin baliklarda karacigerde hasara,
bobrekte kanlanma, kalpte hemoraji, bagirsaklarda sigkinliklere ve hatta dliimlere neden oldugu
gorliilmiistiir. Bu sonuclara gore de A. cryaerophilus’un gelikbas alabaliklar1 i¢in Onemli bir

patojen oldugu belirtilmistir.
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Wesley ve ark. (70), yaptiklart bir ¢alismada tavuklardan alinan 407 kloakal svap
orneginin % 15’inden Arcobacter spp. izole etmislerdir. Kloakal svap orneklrinin % 1’inde A.

butzleri identifiye etmislerdir.

Arcobacter Tiirlerinin Izolasyonlar:

Arcobacter suslar1 aerobik gelisime muktedir olmalarina karsin ilk izolasyonlar: igin
optimal gelisim ortami mikroaerobik ortamdir (% 3-10 O,). Mikroaerofilik ihtiyaglar, ticari
olarak ulasilabilir gaz Kkitleri veya bifazik {ireme ortamlari ile karsilanabilir. Hidrojenle

zenginlestirilmis bir ortam ilk izolasyonda yardimci olabilir (48).

Arkobakterler,  kampilobakterlerinlerin  izolasyonunda  kullanilan  ortamlardaki
inhibitorlere karsi duyarli olmalarindan dolayi, bu ortamlar bu bakterilerin izolasyonlar1 i¢in
uygun degildir. Ancak kampilobakterlerin izolasyonlari amaciyla kullanilan ortam ve metotlarin

modifiye edilmesiyle olusturulmus yeni ortam ve metotlar kullanilmaktadir (58).

Ellis ve ark. Leptospira izolasyonu amaciyla kullanilan 100pg/ml 5S-flourourasil
saplementli Leptospira medium EMJH-P80’1 kullanarak vibrio-benzeri mikroorganizmalar izole
etmislerdir. Bu, S5-folurourasil ile desteklenmis yar1 kati besiyeri dogal olarak aborte domuz
dokularindan Arcobacter spp.’yi zenginlestirmek i¢in kullanilmaktadir. EMJH-P80 besiyerinin
kullanimi, Leptospira spp.’nin izolasyonu i¢in kullanilan diger selektif besiyerlerinin, et

orneklerinden Arcobacter spp. izolasyonu i¢in uygun olabilecegini gostermistir (4,11).

Bu calismalarin ardindan Arcobacter tiirlerinin izolasyonu i¢in 4 izolasyon protokolii
tanimlanmistir. De Boer ve ark. (1996) gidalardan arkobakter izolasyonu i¢in bir Arcobacter
selektif enrichment broth (ASB) ve bir Arcobacter selektif yari kati besiyeri (ASM) ni
gelistimiglerdir. Bu besiyeri, icerisine selektif substanslar olarak sefoperazon (32mg/l),
piperasilin  (75mg/l), trimetoprim (20mg/l) ve siklohekzimid (100mg/L) katilarak
olusturulmustur. Domuz etinden Arcobacter izolasyonu ic¢in Collins ve ark. (1996), CVA
(Campylobacter Vancomycin Agar)’da pleyti takiben zenginlestirici besiyeri olarak 5-florourasil

(200mg/L) ile desteklenmis EMJH-P80 besiyerini kullanmistir (Brain Heart Infusion Agar
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icerisinde  sefalotin  (20mg/L), vankomisin (10mg/L) ve amfoterisin B (5mg/L)
bulundurmaktadir). Farkli broth ve kati besiyerlerinin bazi formulasyonlarinin karsilastiriimasini
temel alarak, Johnson ve Murano (1999a), selektif ajanlar olarak 5-flourourasil (200mg/L) ve
sefoperazon (32mg/L) ilave edilmis yeni bir zenginlestirici broth ve izolasyon besiyerini
onermislerdir. Bu arastiricilar, ¢iftlik hayvanlarindan Arcobacter spp. izolasyonu amaciyla bu 3
metodu karsilastirmiglar ve yaptiklari ¢calisma sonunda ortamda bulunan diger bakterileri yiiksek
derecede inhibe eden ve Arkobakterlerin izolasyonuna izin veren prosediirlerini bulmuglardir
(1999b). Atabay ve ark. da (1998) dordiincii metot olarak, selektif saplement olarak CAT
saplementi (sefoperazon (8mg/L), amfoterisin B (10mg/L) ve teikoplanin (4mg/L) ) kullanmiglar
ve ¢iftlik hayvanlarindan alinan 6rneklerde bu yontemi uygulayarak 3 Arcobacter tiiriiniin de (A.

cryaerophilus, A. butzleri ve A. skirrowii) izolasyonunu gerceklestirdiklerini bildirmislerdir (36).

Houf ve ark. (36), yaptiklar1 bir ¢alismada yeni bir izolasyon protokolii bildirmislerdir.
Bu c¢aligmada amfoterisin B (10mg/), sefoperazon (16mg/L), S5-flourourasil (100mg/L),
novobiosin (32mg/L) ve trimetoprim (64mg/L) nin igerisinde bulundugu yeni bir selektif
saplement gelistirmislerdir. Bu yeni izolasyon yonteminde, selektif saplementli Arcobacter
brothda zenginlestirme islemiyle birlikte 6rnekler mikroaerobik kosullar altinda, 28°C’de, 24-48
saat inkiibe edilmistir. Calisma sonunda tavuklarin boynundan almman 34 deri Orneginin
tamamindan (%100) ve broilerlerden alinan 71 tane benzer 6rnegin %90 indan Arcobacterler
izole edilmistir. Bu yeni izolasyon metodu ¢iftlik hayvanlarindan Arcobacter tiirlerinin
izolasyonu i¢in hizli ve giivenilir bir metot oldugunu kanitlamakta ve daha kapsaml

epidemiyolojik arastirmalara katkida bulunabilmektedir.

Eifert ve ark. (17), yaptiklar1 bir ¢alismada tavuklardan (3, 5 veya 7 haftalik) aldiklari
kloakal svap ornekleri, fekal ornekler ve gevresel yiizey siirtme svap 6rneklerini incelemislerdir.
Bu amagla izolasyon islemleri i¢in Johnson-Murano enrichment broth (JMEB) kullanmislardir.
Tiipler 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir ve identifikasyon i¢cin de PCR teknigi uygulanmustir.

Calisma sonunda alinan tiim 6rneklerden A. butzleri izolasyonu gerceklestirilmistir.

Modifiye Charcoal Cefoperazone (32mg/L) Deoxycholate Agar (mCCDA), A. butzleri

izolasyonu i¢in ticari olarak saglanabilmektedir. Sefoperazon (8mg/L), amfoterisin B (10mg/L)
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ve teikoplanin (4mg/L) ile desteklendiginde mCCDA besiyerinin 4. butzleri igin segici Ozelligi
artmaktadir. Bdyle bir besiyerinde pozitif kontrol A. butzleri 12481 susu beyaz-gri renkte
koloniler olusturmaktadir. Oksijeni ortamdan uzaklagtiran bir kompenent olan sodyum

metabisiilfit yoklugunda, besiyeri Campylobacter spp. gelisimini baskilamaktadir (48).

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

kolaylastirmaktadir (11).

Arcobacter Tiirlerinin Identifikasyonu ve Tiplendirilmesi:

Arkobakterlerin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 amaciyla, izolasyonlar1 yapildiktan sonra
bakterilerin fenotipik 6zelliklerini esas alan biyokimyasal testler, lireme testleri ve molekiiler
mikrobiyolojik yontemlerden faydalamilmaktadir (27,28,49). Arcobacter tiirlerinin birbirinden
ayriminda katalaz, nitrat rediiksiyonu, kadmiyuma duyarlilik, 20°C’de mikroaerobik lireme, Mac
Conkey agarda tlireme, %1 glisinde iireme, %3.5 NaCI’de iireme gibi fenotipik &zellikler

kullanilir (57).

Arkobakterlerin tanimlanmasinda ayn1 zamanda API Campy test strips metodundan da
yararlanilmigtir. Fakat bu teknikte API Campy veri tabaninin grup icerisinde meydana gelen
taksonomik degisiklikleri icermemesi nedeniyle basarili sonuglar vermedigi bildirilmistir. Bunun
yani sira tiim hiicre proteinlerinin SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) teknigi ile analiz edilmesi saglanmis ve diger metotlarla tanimlanamayan trern
bu sayede identifiye edilebildigi bildirilmis olup bu yontemin API Campy test strips veya
biyotiplendirmeden ¢ok daha iyi sonuglar verdigi ve sonuglar1 yorumlamanin da daha kolay

oldugu savunulmustur (3).
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Su ana kadar az sayida biyolojik tiplendirme caligmast tanimlanmistir. Ancak,
biyotiplendirme, serotiplendirme ve protein profillerinin karsilagtirilmast gibi metotlarin ayrim

giicleri sinirlidir ve diisiik varyasyonlu fenotipik karakteristiklere dayanmaktadirlar (35).

Lior ve Woodward tarafindan arkobakterlerin sahip oldugu 1siya duyarh antijenler esas
alinarak serotiplendirme semasi1 gelistirilmistir. Buna gore serogrup 1 ve 5’in insan izolatlari
icinde en yaygin serotipler oldugu, yine serogrup 1’in kanatli, digsk1 ve su orjinli izolatlar i¢inde

yaygin oldugu belirlenmistir (57).

Arcobacter Tiirlerinin Belirlenmesinde PCR ve Multipleks PCR :

PCR teknikleri gida, su ve ¢evresel drneklerdeki mikroorganizmalari belirlemek amaciyla
konvensiyonel kiiltiir metotlarinin yerine veya kombinasyonuyla kullanilmaktadir (23). Kabeya
ve ark. (43), tarafindan yapilan bir ¢alismada 10 saha izolat1 kullanilmis olup uygulanan tek
asamali PCR tekniginin sonuglar1 degerlendirilmistir. Izolatlar cins-spesifik PCR ile Arcobacter
cinsine dahil edilmis ve bu calismada gelistirilen tek asamali PCR tekniginin Arcobacter
suslarmin tiir diizeyinde identifikasyonunu saglamada muktedir oldugu bildirilmistir. Calisma
sonunda kullanilan 10 6rnegin 3’1 A. cryaerophilus, 3’1 A. butzleri ve 3’1 de A. skirrowii olarak
identifiye edilmistir. Tek asamali PCR ile aym1 zamanda daha 6nceden sadece DNA-DNA
hibridizasyonu ile ayrimi yapilan 4. cryaerophilus 1A ve 1B, bu PCR teknigi ile kolaylikla
ayirtedilebilmektedir. Bu ¢alismada gelistirilen tek asamali PCR teknigi insan ve hayvanlardaki
Arcobacter infeksiyonlarmin epidemiyolojisi lizerine yapilan caligmalarda basit, hizli ve

kullanish bir teknik olarak degerlendirilmisitir.

Arcobacter tiirlerinin belirlenmesi ve identifikasyonu amaciyla PCR teknikleri
gelistirilmistir. Bu tekniklerden 16S ve 23S rRNA genlerini hedef alan mPCR teknigi farkli
Arcobacter tiirlerinin es zamanli olarak belirlenmesi ve identifikasyonu i¢in gelistirilen bir PCR

teknigidir (23).
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Harmon ve Wesley (28), A. butzleri’yi diger arkobakterlerden ayirtedebilmek igin bir
mPCR sistemi gelistirmislerdir. Bu teknik Arcobacter tiirlerinin identifikasyonunda 6nemli bir

teknik olmustur.

Houf ve ark. (42) arkobakterlerin es zamanli belirlenmesi ve identifikasyonu igin bir
mPCR teknigi bildirmislerdir. Ciinkii PCR teknigi i¢in kullanilan templete DNA direkt olarak 24
saat kiiltlire edilen zenginlestirilmis buyyonlardan ekstrakte edilmistir. Bu teknik hizl

identifikasyon avantajini ortaya koymustur.

Unver ve ark. (65), tarafindan yapilan bir calismada 2005-2006 kuzulama doneminde
toplanan 32 atik kuzu 6rnegi Arcobacter yoniinden incelenmistir. Calismada Arcobacter siipheli
izolattan yapilan DNA izolasyonu ve© mPCR’in ardindan 257 baz cifti biiyiikliiglinde DNA
fragmani elde edilmistir. Houf ve ark. nin ¢alismasina gore 4. cryaerophilus’un mPCR’da 257
baz ¢ifti DNA fragman1 drettigi dikkate alinarak atik kuzu Orneginden izole edilen

mikroorganizma A. cryaerophilus olarak identifiye edilmistir.

Gonzalez ve ark. (23), tarafindan yapilan bir ¢alismada 22 tavuk karacigeri, 10 tavuk
karkast ve 15 atik su 6rnegi incelenmis ve incelenen bu 6rnekler mPCR ve konvensiyonel kiiltiir
metotlariyla Arcobacter yoniinden analiz edilmistir.  Calisma sonunda, 13 izolat tavuk
karkasindan, 4 izolat ise tavuk karacigerinden elde edilmis olup bu izolatlar mPCR ile A. butzleri
olarak identifiye edilmistir. 15 atik su 6rneginin 10’undan 14 Arcobacter susu izole edilmistir.
Multipleks PCR sonucu ise bu izolatlardan 7’°si A. butzleri ve 7°si de A. cryaerophilus olarak

identifiye edilmistir.

Rice ve ark. (57), tarafindan yapilan bir ¢alismada yeralti suyundan alinan 6rneklerde,
PCR ile Arcobacter cinsine ait oldugu tespit edilen izolatlar mPCR teknigi ile tiir diizeyinde A.

butzleri olarak identifiye edilmistir.

Winters ve ark. (72), tarafindan yapilan ¢alismada tamami yerel bir marketten saglanan et
(6nceden pisirilmis hindi ve tavuk gogsii, ¢ig hindi ve ¢ig domuz eti), siit ve siit iirlinleri (siit,

yogurt, siizme peynir, ¢edar peyniri, sebze (domates, marul, kereviz, havu¢, mantar) ve
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meyvelerden (gilek, karpuz, tiziim, kivi, elma) alinan Ornekler Arcobacter yoOniinden
incelenmistir. Orneklerden elde edilen Arcobacter siipheli izolatlar mPCR teknigi ile 4. butzleri

olarak identifiye edilmistir.

Arcobacter Tiirlerinin Genotiplendirilmesi:

Fenotipik tiplendirme metotlar1 giiniimiizde hala kullanilmaktadir, fakat bu metotlar,
yapildiktan sonra yine de kesin sonug i¢in genotip tamelli, ayrim giicii ve tiplendirme kabiliyeti
yiiksek cesitli tekniklerle desteklenmektedir. Bu teknikler arasinda Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Randomly Amplified Polymorphic DNA-PCR ve PCR-RFLP gibi
teknikler yer almaktadir. Son donemlerde gelistirilen Multilocus Sequence Typing Teknigi
(MLST) 6nemli bir yer tutar (24).

Su ana kadar SDS-PAGE, DNA-DNA hibridizasyon ve robitiplendirmeden sonra protein
paternlerinin numerik analizi dahil ¢ok ¢esitli metotlar Arcobacter tiirlerinin siniflandirilmasinda
kullanilmistir. Bu tiirlerin identifikasyonu amaciyla 23S rRNA genini esas alan bir PCR teknigi
gelistirilmistir. Bakteriyel patojenlerin belirlenmesi ve identifikasyonu i¢in tiir spesifik

primerlerin ve problarin gelistirilmesinde 23S rRNA bolgeleri 6nemli olmustur (42).

Tedavi, Koruma ve Kontrol Yontemleri:

Arcobacter tiirleri su, gidalar ve saglikli hayvanlardan izole edilmekle beraber abort,
enterit, septisemi ve mastitis gibi baz1 hastalik tablolariyla iligskilendirilmistir (44,65). Birgok
hastalik olgusundan izole edilmesinden dolay1 genus igerisinde en 6nemli tiir Arcobacter butzleri
olarak kabul edilmekedir. Bu etkenden ileri gelen infeksiyonlarin tedavisinde tipki
kampilobakterlerden ileri gelen hastalik tablolarinda onerildigi gibi tetrasiklin, Onerilmesi
gereken bir antibiyotiktir (3). Bunun yanisira tedavi amaciyla Onerilen diger ilaglar arasinda
eritromisin veya flourukinolonlar yer alir. Son ve ark. (60), yaptiklari bir ¢alismada broyler
karkaslarindan izole ettikleri 174 Arcobacter izolatini antimikrobiyal ajanlara duyarlilik ve

direnclilik agisindan incelemislerdir. Calisma sonunda biitiin izolatlarin gentamisin ve tetrasikline
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duyarli olduklarimi saptamislardir. Ayrica baska arastiricilar da benzer ¢alismalarda
Arkobakterler’in kanamisin, amikasin, gentamisin ve streptomisinin de dahil oldugu
aminoglikozitlere duyarli olduklarini1 bildirmiserdir. Atabay ve Aydin yaptiklar c¢alismalarda
biitiin 4. butzleri suslariin nalidiksik asite duyarli olduklarini bildirirken, Fera ve ark. yaptiklari
caligmada flourokinolonlarin levofloksasin, marbofloksasin, enrofloksasin ve siprofloksasinin A.
butzleri ve A. cryaerophilus suslarina karsi iyi derecede aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bu
caligmada biitliin Arcobacter suslarinin tetrasikline duyarli oldugunu bildirmislerdir. Buna gore
tetrasiklinin insanlarda ortaya ¢ikan Arcobacter infeksiyonlarinin tedavisinde aminoglikozitlerle

beraber kullanilabilecegi ve bu sekilde daha etkili sonuglar elde edilebilecegi bildirilmistir (60).

Fernandez ve ark. (21), kronik diyare goriilen iki olguyu incelemisler ve ¢alisma sonunda
hastalardan A. butzleri izole etmislerdir. Infeksiyonun nedeni olarak belirtilen A. butzleri’nin,
yapilan E-test metodu sonucunda eritromisin (0.5 pg), ampisilin (>256 pg), gentamisin (0.75
ng), siprofloksasin (0.125 png), kloramfenikol (64 pg) ve tetrasikline (8 pg) duyarlilik
diizeylerinin ayni oldugunu gostermislerdir. Tedavi i¢in ise eritromisin kullanilmistir.
Antibiyotigin kullanim sekli ise kilogram basina 50 mg olacak sekilde 10 giin siireyle 4 doza
boliinmiis olarak hastaya verilme seklinde olmustur. Tedaviden sonra abdominal agri ve
kramplarin ortadan kayboldugu ve tedavi sonunda iki olguda da hastalardan alinan digki

orneklerinde A. butzleri’nin olmadig: bildirilmistir.

Fera ve ark. (19), tarafindan yapilan bir calismada amikasinin A. butzleri ve A.
cryaerophilus’a en etkili aminoglikozit oldugu ve bu antibiyotigin sistemik Arcobacter
infeksiyonlarinin tedavisinde faydali bir antibiyotik oldugu; bunun yanisira karbapenemlerin
ciddi Arcobacter infeksiyonlarmin tedavisinde en dogru se¢im oldugu ve ikinci sirada yer alan

anti-Arcobacter ilaglarinin da cefepime ve flourokinolonlar oldugu bildirilmistir.

A.butzleri ve A. cryaerophilus Almanya’da igme sularinda, Tayland’da kanal sularinda,
Italya’da 1rmak sularinda tespit edilmistir. Klorlanmamis i¢cme sularinda Arcobacter’in 16 giinden
fazla canliligini siirdiirerek ishallere yol agtigi, klorlama islemi ile 5 dakika igerisinde yok oldugu
belirtilmektedir (39). Asetik asit ve sitrik asitin (0%0.2) A4. butzleri’yi inhibe ettigi ifade
edilmektedir (58).
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A. butzleri suslarmin inaktif hale getirilmesi amaciyla limon, portakal, bergamot yaglar
ve bilesimlerinin etkileri incelenmistir. Bergamot yaginin ve linalonol bilesiginin en etkili oldugu
tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada tar¢in, kamomil, adacay1r ve biberiye ekstraktlarinin A.
butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii’ye kars1 ¢ok gii¢lii antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit
edilmistir (39).

Hayvan ve su kaynakli bir bakteri oldugu i¢in igme sulari ve kontamine gidalar igin
gerekli Onlemlerin alinmasi gerekmektedir (39). Bununla ilgili olarak yapilan inaktivasyon
calismalar1 sonucunda A. butzleri’nin klora duyarli oldugu tespit edilmistir. Bu yiizden, normal
kosullarda igme sulart iizerinde uygulanan dezenfeksiyon islemleri bu mikroorganizmalarin

kontroliinde yeterli olmaktadir (57).

1. 2. Arcobacter Tiirlerinin Su Kaynaklari Ac¢isindan Epidemiyolojisi:

Arkobakterler koylar, yer alti sulari, yiizey sulari, lagim sular1 ve deniz suyu da dahil

diinya tizerinde farkl bir¢ok su kaynaginda belirlenmislerdir (59).

Driessche ve Houf birlikte yaptiklari bir ¢alismada inceledikleri su drneklerinde sadece 4.
cryaerophilus izole etmislerdir. Toplama tank suyundan aldiklar1 drneklerde 3 farkli genotipte ve

su dagitim borularindan sagladiklart o6rneklerde de 2 farkli genotipte izolat elde ettiklerini

bildirmislerdir (16).

Rice ve ark. (57), Arcobacter izolasyonu amaciyla yer alt1 sulari tizerinde ¢alismiglardir.
Inceledikleri kontamine yer alti suyu kaynagindan A. butzleri izole etmislerdir. Ayrica bu
calismada izole ettikleri A. butzleri susunun klora olan duyarlilik/direnclilik 6zelligini
aragtirmiglar ve ¢alisma sonunda A. butzleri’nin klora duyarli oldugunu saptamislardir. Ayni
zamanda klorlanmamis suda A. butzleri’nin bulunmasi etkenin bir kontaminasyon kaynagi
olabilecegini gostermektedir. Ozellikle bu bakterinin igme suyu kaynaklarindan izole edilmesi

onun su kokenli bir patojen olarak potansiyel bir role sahip oldugunun da gostergesidir.



19

Diergaardt ve ark. (13), Giiney Afrika’da farkli su kaynaklarin sagladiklar1 6rneklerle bir
calisma yapmislardir. Bu su kaynaklar1 icme suyu, yer alt1 suyu, ylizey suyu ve islenmemis
lagim suyu olmak tizere 4 farkli su kaynagindan olugsmaktaydi. Elde edilen izolatlarin ¢ogu yiizey
sularindan saglanan 6rneklerden elde edilmistir. Yapilan ¢alismada elde edilen 100 izolatin ve

ikisi 4. butzleri olarak identifiye edilmistir.

Yine Diergaardt ve ark. (12), ¢evresel su ornekleriyle yaptiklari bagka bir calismada elde
edilen 221 izolatin 8’1 Campylobacter cinsine ait olurken 4’1 de Arcobacter cinsine dahil olan A.

butzleri olarak identifiye edilmistir.

Lagim suyu ve atik sularla yapilan bir ¢alismada islenmemis 15 lagim suyu Orneginin
tamaminda (%100 pozitif); hava ve oksijenle miidahele edilmis 15 atik su Orneginin 13’iinde
(%87) ve dezenfekte edilmis 15 atik su Orneginin 10’unda A. cryaerophilus varligini ortaya

koymuslardir (51).

Driessche ve ark. Belgika’da bir ¢iftlikten sagladiklart 7 su 6rnegi lizerinde yaptiklari bir
calisgmada On zenginlestirme isleminden sonra Arcobacter yoniinden 5 pozitif sonug elde
etmislerdir. 2 Ornekten A. butzleri, bir tanesinden de A. cryaerophilus izolati elde edilmistir.

Fakat elde edilen izolatlarin farkli genotiplere sahip oldugu bildirilmistir (15).

Fera ve ark. (20), Akdenizin kiyisal g¢evresinden yiizeysel deniz suyu ve plankton
ornekleri lizerinde calismislardir. Yaptiklart ¢alismada Arcobacter spp. iliskili deniz suyu ve
kiiciik ve biiyiik planktonlarda siradan kiiltiirel metotlar ve Arcobacter-spesifik PCR testleri
aracilifiyla gerekli sonuclar1 elde etmislerdir. Fenotipik testlere dayali olarak bazi izolatlar 4.
butzleri olarak identifiye edilmistir. Su ve plankton 6rneklerindeki Arcobacter spp. varligt PCR
analizi ile kolaylikla ortaya konmustur. Bu ¢aligmanin insan ve hayvan hastaliklartyla iligkili olan
A. butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii nin kiyisal deniz suyundan izole dildigi ilk calisma
oldugu da  bildirilmistir.  Calismada  ayrica, sularda  Arcobacter  prevalansinin
degerlendirilmesinin, bu yeni tiirlerin zoonotik potansiyellerinin ve klinik 6nemlerinin

belirlenmesinde faydali olacagi da belirtilmistir.
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Gonzales ve ark. (24), tavuk ve su 6rnekleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada 20 Campylobacter
ve 12 Arcobacter izolat1 elde etmislerdir. Arcobacter izolatlarin 7’°si A. butzleri ve kalan 5

tanesi de A. cryaerophilus olarak identifiye edilmistir.

Jacob ve ark. (41), tarafindan Almanya’da 2 yillik bir zaman dilimi igerisinde yiiriitiilen
bir calismada igme suyunu isleyen 6 fabrikadan alinan su ornekleri incelenmis ve toplam 147
adet Campylobacter-benzeri sus izole edilmistir. Elde edilen izolatlar biyotiplendirme ve
serotiplendirme yontemleriyle karakterize edilmislerdir. Yapilan bu ¢aligma sonunda 100 adet sus
A. butzleri olarak tiplendirilitken, 17 sus A. butzleri-benzeri ve 6 sus da Campylobacter
Jjejuni/coli ilarak tiplendirilmistir. Sonucta, islenmemis suda, saf sudan daha sik ortaya
cikmalarina ragmen muamele prosediirlerinin biitlin evrelerinde arastiricilar 4. butzleri susu elde

etmislerdir.

Yine Jacob ve ark. (40), tarafindan Almanya’da birkag aylik bir siireyi kapsayan Dbir
calismada 4 farkli igme suyu rezervuarindan 56 su 6rnegi alinmis ve calismada elde edilen 29 sus
biyotiplendirme (API Campy), serotiplendirme ve SDS-Disc-gel electrophoresis yontemleriyle 4.

butzleri olarak karakterize edilmistir.

Morita ve ark.’nin (52), birlikte yaptiklar bir ¢alismada Japonya ve Tayland’da ¢evresel
su ve tavuk eti Orneklerindeki Arcobacter spp. nin prevalansi arastirllmistir. Calismada
Japonya’dan saglanan 17 nehir suyu 6rneginin 4’iinde (%?23’iinde) ve 41 tavuk eti drneginin
20’sinde (%48’inde); Tayland’dan saglanan 7 kanal suyu 6rneginin tamaminda (%100’iinde) ve
10 tavuk eti 6rneginin de tamaminda (%100’tinde) Arcobacter izolasyonu gerceklestirilmistir.
Biitiin pozitif 6rneklerden elde edilen izolatlar arasinda A. butzleri nin varlig1 tespit edilmistir.
Calismada elde edilen sonuglar, her iki iilkede de, tavuk etleri ve ¢evresel su drneklerinin, genetik

olarak farkli Arcobacter populasyonuyla yiiksek derecede kontamine oldugunu gdstermistir.

Gonzalez ve ark. (23), tarafindan Ispanya’da yapilan bir ¢aligmada, 22 tavuk karacigeri,
10 tavuk karkasi ve 15 atiksu 6rnegi incelenmistir. Tavuk orneklerinden 17 Arcobacter susu izole
edilmistir ve A. butzleri identifiye edilen tek Arcobacter tiirii olarak bildirilmistir. Direkt PCR

teknigi ile 32 tavuk Orneginin Arcobacter tiirleri ile kontamine oldugu belirlenmistir. En fazla
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belirlenen tiir A. butzleri iken, baz1 6rneklerde A. cryaerophilus ve nadir olarak da A4. skirrowii
varlig1 belirlenmigtir. 15 su 6rneginin 10 tanesinden 14 adet Arcobacter susu izole edilmistir. Bu

14 susun 7°si A. butzleri ve kalan 7’si de A. cryaerophilus olarak identifiye edilmistir.

Yapilan bu calismalar, arkobakterlerin insan ve hayvanlara bulasmasinda suyun onemli
bir rolii oldugunu dogrulamaktadir. Ohio’da i¢gme suyundan kaynaklanan bir salginda, halka
icilebilir su saglayan fekal olarak kontamine yeralti suyu kaynaklarinda Arcobacter spp.
belirlenmistir. Su mikrobiyolojisi kalitesi intestinal patojenlerin varligimin prediktorii olarak fekal
kirlenmeni indikatorlerinin seviyesine baghdir. Collada ve ark. tarafindan bu konuyla ilgili
yapilan bir c¢aligmada arkobakterlerin fekal kontaminasyonla bir iliskisinin olup olmadigi
aragtirllmistir. Calismada Arcobacter spp. ile fekal kirlenmenin bakteriyel indikatdrleri arasinda
bir iliski oldugu dogrulanmistir ve bu iliskinin farkli orjinlerden elde edilen 6rneklerdeki 6nemli
derecede yiiksek konsantrasyondaki fekal indikatorlerin varlifinda pozitif sonu¢ verdigi
belirtilmistir. Ayn1 zamanda bu durum gdllerden ziyade nehirlerde daha yiiksek prevalansla
aciklanmaktadir. Japonya’da yapilan bir calismada 17 nehir suyu Orneginde %?23’liikk bir
Arcobacter spp. insidensi elde edilirken, bu calismada % 58,6’lik bir insidens elde edilmistir (10).

Insanlarda kontamine sulara maruz kalmak temel risk faktorii olarak karsimiza
cikmaktadir.  Arcobacter’lerin  sulardaki  prevalanslarinin  belirlenmesi  6zellikle bu
mikroorganizmalarin zoonotik potansiyellerinin ve klinik 6nemlerinin belirlenmesi agisindan

oldukga faydali olmaktadir (20).

1. 3. Calismanin Amaci

Arkobakterlerin su kaynaklarindaki varliklarinin belirlenmesi amaciyla ¢esitli ¢caligmalar
yapilmis ve bu ¢aligmalarda arkobakterlerin su ve gida kdkenli bakteriler oldugu belirtilmistir. Bu
tirlerin 6zellikle su ile yakin iliskili olan hayvanlardan daha yiiksek oranda izole edilmesi
arkobakterlerin bulagsmasinda su kaynaklarinin 6énemli bir yer tutugu gostermektedir. Ayrica bu
durum, suyla direk temas halinde olan hayvanlarda oldugu gibi insanlar agisindan da 6nemli bir
halk sagligi tehdididir. Bu c¢alismanin gergeklestirildigi bolgede broyler karkaslarindan (2),
saglikli kazlarin kloaka 6rneklerinden (5) ve saglikli koyunlarin gaita drneklerinden (62) farkl
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arkobakter tilirleri izole edilmistir. Arkobakterlerin bu bolgede mevcut oldugu gosteren bu
caligmalarin diginda bu etkenlerin bulas kaynagi ve ekolojisi hakkinda bilgi mevcut degildir.
Diinya’da birgok c¢aligmada farkli su kaynaklarindan arkobakterlerin izole edilmesi (49) akarsu
ve igme sularinin etkenin ekolojisinde 6nemli rol oynadigi ortaya koymaktadir. Bu nedenle,
mevcut calismada Kars Bolge’sindeki ¢esitli su kaynaklarindan Arcobacter tiirlerinin izolasyonu
ve elde edilen izolatlarin multipleks PCR ile tiir diizeyinde identifikasyonlarinin yapilmasi
amaglanmistir. Calisma sonuglarinin arkobakterlerin epidemiyolojisi ve ekolojisini ve dolayisiyla
bu tiirlerin insan, hayvan ve gidalara bulasarak olusturmasi muhtemel saglik riskinin boyutlarin

daha iyi anlamaya yardimci olmasi beklenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2. 1. Materyal
2.1.1. Ornekler

Bu arastirmada Kars ili ve g¢evresindeki cesitli su kaynaklarindan alinan su drnekleri

materyal olarak kullanilmistir. Analizi yapilan materyallerin temin edildigi kdy ve bolgeler Tablo

1’de belirtilmistir.

Tablo 1. Toplanan su 6rneklerinin sayilari ve lokasyonlari ile 6rnekleme zamanlari

Ornegin alindig1 lokasyon

Ornegin cinsi

Toplanma zamanlari

Ornek sayilar

Kars sehir merkezi Sebeke suyu Mart-Nisan 2008 18
Kars Cay1 Cay Nisan 2008 4
Kiimbetli Koyii-Sanayi Bolg. Dere Mayi1s 2008 7
Kars Cay1 Cay Mayis 2008 5
Arpacgay ve cevresi Dere May1s 2008 5
Kiimbetli Koyt Dere Haziran 2008 10
Cakmak Koyii Dere Haziran 2008 5
Kiimbetli Koyii Dere Agustos 2009 7
Kiimbetli Koyii Igme suyu Agustos 2009 3
Dikme Koyt Dere Agustos 2009 7
Dikme Koyii Igme suyu Agustos 2009 3
Olgiilii Koyii Igme suyu Eyliil 2009 8
Yalinkaya Koyt Golet Eyliil 2009 10
Camcavus Koyl Dere Eyliil 2009 8
Camcavus Koyt Igme suyu Eyliil 2009 3
Kars Cay1 Cay Aralik 2009 10

Toplam Ornek Sayisi: 113
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1. 2. Alet ve Ekipman

Arastirma siiresince yapilan tiim calismalar Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda yiiriitiilmiis olup mevcut alet, arag-gere¢ ve sarf

ve kimyasal maddelerden yaralanilmistir.

2. 1. 3. Standart Sus

Danimarka Veteriner Arastirma Enstitlisii’nden temin edilen A. butzleri (DCC25) susu

standart olarak kullanildi.

2.2. METOT

2.2. 1. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Kars ili ve gevresinde bulunan su kaynaklarindan toplam 113 adet su 6rnegi alinmistir.
Aseptik kosullarda steril siselere alinan 30’ar ml’lik su 6rnegi kisa zamanda laboratuvara

getirilmistir.
2.2.2. Arcobacter Izolasyonu icin Selektif On Zenginlestirme

Steril sigeler igerisinde laboratuara getirilen her su 6rnegi 2 ml lik 15 adet ependorf tiipiine
aktarildi. Ependorf tiipleri 10.000 rpm de 8 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi,
biitiin tiiplerdeki siipernatant atildi. Tiiplerdeki pelet otomotik pipet yardimiyla 500 pl lik
medium (CAT ilave edilmis Arcobacter selektif broth) ile slispansiyon haline getirildi. Biitiin
tiiplerden siispanse edilmis yaklasik 500 pl lik pelet, CAT ilave edilmis 5 ml Arcobacter selektif
broth iizerine aktarildi. Her 6rnek i¢in ayni islemler uygulandiktan sonra tiipler 6n zenginlestirme
amaciyla mikroaerobik ortamda 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Bunun i¢in, jarlara tiipler

yerlestirildikten sonra mum yakilip jarlarin kapaklari yar1 kapatilarak mikroaerobik ortam
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saglandi. Mum sondiikten sonra jarlar etiive yerlestirilerek yukarida da belirtildigi gibi 30°C’ de
48 saat inkiibe edildi.

2. 2. 3. Membran Filtrasyon Teknigi ile Kati1 Besiyerine inokulasyon

Izolasyon ve identifikasyonda Atabay ve Corry tarafindan onerilen yontem kullanild (3).
Inkiibasyon sonunda, aseptik kosullar altinda, steril otomotik pipet yardimiyla 6n zenginlestirme
stvisindan 5-6 damla (yaklasik 100-120ul) alinarak dnceden hazirlanmis kanli agar {izerine steril
bir pens yardimiyla yerlestirilmis 0.45 pum gozenek ¢apli steril seliilloz asetat membran filtreler
(Millipore Corporation Billerica, MA, ABD) {izerine damlatildi. Bu sekilde petriler oda 1sisinda
aerobik ortamda 30 dakika bekletildi. Siire sonunda filtreler steril bir pens yardimiyla besiyeri
yiizeyinden alindi. Filtrelerden besiyeri yiizeyine gecen sivi, steril yuvarlak uglu bir 6ze
yardimiyla besiyeri yiizeyine ¢izgi ekimiyle yayildi ve petriler 30°C’de mikroaerobik ortamda,

iireme goriiliinceye kadar yaklasik 3-7 giin siireyle inkiibasyona birakildu.
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Sema 1. Su Orneklerinden Arcobacter spp. izolasyon Protokolii

Steril sise (Su materyali bulunan)

l

Icerisinde 30’ar mI su materyali bulunan sisele laboratuvara getirildi.
!

Her su materyali 2’ser mI’lik 15 adet steril eppendorf tiipiline aktarildi.
!

Eppendorflar 10000 rpm’de 8’er dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi
!
Pelet, CAT saplementli 500 ulI Arcobacter broth ile siispanse edildi.
!
Siispansiyon, CAT saplementli 5 mI Arcobacter broth igeren tiiplere aktarildi.
!
Tiipler mikroaerobik ortamda 30°C’de 48 saat inkiibe edildi.

!

Steril otomotik pipet yardimiyla 6n zenginlestirme sivisindan 5-6 damla (100-120 ul)
alinarak 6nceden kanli agar {izerine yerlestirilmis seliiloz asetat membran filtre lizerine
damlatildi.

!
Petriler, oda sicakliginda aerobik ortamda 30 dakika bekletildi.

l
Filtreler besiyeri yiizeyinden kaldirild: ve filtreden gegen sivi yuvarlak uglu 6ze yardimiyla
besiyeri ylizeyine yayildi.
!

Petriler, ireme gozleninceye kadar, mikroaerobik ortamda 30°C’de 3-7 giin siireyle inkiibe edildi.

!

Siipheli 6rnekler Gram boyama ile boyanarak morfolojik olarak incelendi.

!
Arcobacter siipheli olarak kaldirilan drneklerin identifikasyonu i¢in multipleks PCR teknigi

uygulandi.



27

2. 2. 4. izolatlarin Saflastirilmasi ve Muhafazasi

Membran filtrasyon tekniginin uygulanmasinin ve 3-7 giinlik inkiibasyonun ardindan,
kanli agarda iireyen tiim koloniler morfolojik olarak incelendi. Besiyeri {izerinde yuvarlak,
grimsi-beyaz renkte, 2-4 mm c¢apinda, konveks yapida olan koloniler muhtemel Arcobacter
kolonileri olarak degerlendirmeye alindi. Muhtemel Arcobacter izolatlar1 sonraki tekniklerde
kullanilmak amaciyla igerisinde % 20 gliserinli Brucella broth bulunan steril eppendorf

tiiplerinde -20°C’de muhafaza edildi.
2.2.5. DNA izolasyonu ve multipleks PCR

Elde edilen izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonu amaciyla Houf ve ark.’nin (36),
gelistirdigi mPCR teknigi kullanildi. Bu teknikte template DNA olarak kullanilmak tizere siipheli
izolatlardan kloroform ekstraksiyon yontemi ile DNA izole edildi. Bu amagla, kanli agarda
30°C’de mikroaerobik ortamda inkiibe edilen izolatlara ait kolonilerden 2-3 tane alinarak 200 pl
steril fizyolojik tuzlu su iceren eppendorflara konuldu ve slispanse edildi. Bakteri siispansiyonuna
3 ul Proteinaz K (MBI Fermantes) ilave edilip hafif¢e karistirildi. Daha sonra 400 pul NETS lizis
tampon solusyonu (0.01 M NaCl, I mM EDTA [pH 8.0], 0.01 M Tris-HCI [pH 7.6], % 0.05
SDS) eklendi. Karisim hafif¢e vortekslenerek 65°C’de 20 dakika blok isiticida inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra eppendorflar hafifge vortekslenip iizerlerine 600 pl kloroform/izoamilalkol
(24:1 oraninda) ilave edildi. Her bir eppendorf 15 saniye kuvvetlice vortekslendi ve bu sirada
karigim siit rengini aldi. Sonra eppendorflar 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan
siipernatant (iistteki berrak kisim) yeni bir steril eppendorfa aktarildi. Uzerine 0.1 voliim 3M
sodyum asetat ve 2.5 volim soguk absolut alkol ilave edilerek vortekslendi ve gece boyunca -
20°C’de bekletildi. Ertesi giin eppendorflar 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Boylece
presipite olan DNA pelet haline geldi. Ustteki sivi, pelete zarar vermeden bosaltildi. Sonra
eppendorflara 1 ml %70’lik soguk etanol eklendi. Karistirildiktan sonra 13000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Pelete zarar vermeden alkol bosaltildi ve eppendorflarin kurumasi i¢in oda
is1sinda 20 dakika beklendi. Pelet tamamen kuruduktan sonra 100 pl steril DNAaz’dan ari su

eklenerek vortekslendi ve DNA siispansiyonu hazirlanmis oldu.
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Multipleks PCR karisimi (40 pl) asagidaki gibi olusturuldu:

10 x PCR buffer + MgClI2 4 ul
10mM dNTP mix 0.8 ul
Primer ARCO (20pmol/ml)  5-CGT ATT CAC CGT AGC ATA GC-3’ 2 ul
Primer CRY 1 (20pmol/ml)  5-TGC TGG AGC GGA TAG AAG TA-3’ 2 ul
Primer CRY 2 (20pmol/ml)  5-AAC AAC CTA CGT CCT TCG AC-3' 2 ul
Primer BUTZ (20pmol/ml)  5-CCT GGA CTT GAC ATA GTA AGA ATG A-3’ 2 ul
Primer SKIRR (20pmol/ml) 5-GGC GAT TTACTG GAA CAC A-3’ 1 ul
Tag DNA polimeraz enzimi (Sigma) 0.3 ul
DNAaz free su 15.9 ul
Template DNA 10 pl

Her bir mPCR siklusu asagidaki gibi gergeklestirildi:

Baslangi¢ denatiirasyon asamasi 94°C 2dk

Denatiirasyon 94°C 45sn
Primerlerin baglanmasi 61°C 45sn
Zincir uzama 72°C 30sn

Multipleks PCR siklusu ‘thermal cycler’ (BioRad) kullanilarak toplam 37 siklus olacak
sekilde uygulandi. PCR fdiriinleri % 1°lik agaroz jel yardimiyla belirlendi. Elektroforez, Tris-
borik asit-EDTA (TBE) buffer solusyonu igerisinde ve 120 voltta 300 miliamperde 25 dakika
olarak uygulandi. Jel etidyum bromiir solusyonu ile boyandi ve DNA fragmanlar1 ultraviyole
transilluminatorle goriiniir hale getirildi. Jel dijital fotograf makinasi ile dokiimente edildi. Daha
sonra olusan DNA bantlarinin biiylikligi jelle beraber kosturulan 100 baz esi (bp) DNA
standard1 (Gene Ruler “100 bp” MBI Fermantes) ile karsilastirilarak belirlendi.
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3.BULGULAR

Bu calismada Kars ili ve ¢evresinde mevcut su kaynaklarindan alinan 113 adet su 6rnegi
Arcobacter varligi yoniinden incelendi. Kars Cayi’ndan alinan 38, 106, 109, 110 ve 111 nolu;
Kiimbetli-sanayi bolgesinden alinan 24 ve 25 nolu; Kiimbetli Kdyii’nden alinan 62 nolu; Cakmak
koylinden alinan 51 nolu; Dikme kdyiinden alinan 66 ve 70 nolu; Camgavus kdyilinden alinan 94,
95 ve 102 nolu su oOrneklerine ait izolatlar koloni morfolojisi, Gram boyama ozelligi ve
mikroskobik morfoloji (kivrimli, spiral sekilli) yonlerinden Arcobacter siipheli olarak
degerlendirilmistir. Stipheli 6rneklerden yapilan mPCR teknigi ile elde edilen sonuglar tablo 2°de
belirtilmistir.

Tablo 2. Kars ili ve ¢evresinde incelenen akarsu drneklerinde Arcobacter spp.’nin prevalansi

Orneklerin ahndigi | PCR Pozitif Ornek Sayis1/ | % pozitif izole edilen tiir
bolgeler Toplam Ornek Sayisi

Kars Cay1 5/19 % 26 A. butzleri
Kiimbetli Koyii-Sanayi 217 % 29 A. butzleri
Kiimbetli Koyii 1/17 % 6 A. butzleri
Cakmak Koyt 1/5 % 20 A. butzleri
Dikme Koyt 217 % 29 A. butzleri
Camgcavus Koyii 3/8 % 38 A. butzleri
Toplam 14 /63 % 22,2

Arkobakterler metabolik olarak analiz edilmeleri zor olduklar i¢in identifikasyonlar
amaciyla yapilan biyokimyasal testler sinirlidir (48,62). Bu nedenle bu calismada Arcobacter
tirlerinin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 amaciyla Houf ve ark.’nin gelistirdigi mPCR teknigi
kullanild1 (36). Bu sonuca gore 24, 25, 38, 51, 62, 66, 70, 94, 95, 102, 106, 109, 110 ve 111

seklinde numaralandirilan toplam 14 adet 6rnek A. butzleri olarak identifiye edildi.

Analizi yapilan toplam 35 adet igme suyu 6rneginin higbirinden Arcobacter spp. izole
edilemedi (Tablo 3).
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Tablo 3. Kars ili ve ¢evresinde incelenen icme suyu 6rneklerinde Arcobacter spp.’nin prevalansi

Orneklerin ahndig bolgeler PCR Pozitit.'.(")rnek Sayis1/
Toplam Ornek Sayisi
Kars sehir merkezi sebeke suyu 0/18
Kiimbetli Koyii 0/3
Dikme Koyt 0/3
Olgiilii Koyii 0/8
Camgavus Koyl 0/3
Toplam 0/35

Akarsu oOrneklerinden arkobakter izolasyon oranlarinin orneklerin toplandigi aya gore
dagilim ele alindiginda, 6rneklemeler Mart, Nisan, Mayis, Haziran, Agustos, Eyliil ve Aralik
aylarinda yapilmistir (Tablo 4). Kisin toplanan 10 6rnegin doérdiinden (%40), sonbaharda 18
ornegin dordiinden (%22.2), ilkbaharda 29 6rnegin dordiinden (%13.8) ve yazin 21 Ornegin
ikisinden (%9.5) A. butzleri izole edilmistir. Sezonal dagilimi arastirmak amaciyla herbir
lokasyondan  farkli mevsimlerde su Ornegi  Orneklemedeki  zorluklar  nedeniyle
gerceklestirilemistir. Ancak, Kars Cay1’indan Nisan-Mayis aylarinda alinan 9 6rnekte arkobakter
bulunamazken ayni bolgeden Aralik ayinda alinan 10 Ornegin dordiinden A. butzleri izole

edilmistir.
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Tablo 4. Arcobacter pozitif akarsu 6rneklerinin 6rnekleme zamani agisindan degerlendirilmesi

Ornegin ahindig1 lokasyon | Toplanma zamanlari PCR Porzitif Ornek Sayist /
Toplam Ornek Sayisi

Kars Cay1 Nisan 0/4
Kiimbetli Kdyii-Sanayi Bol. May1s 217

Kars Cay1 Mayis 0/5
Arpagay ve gevresi Mayis 0/5
Kiimbetli Koyii Haziran 0/10
Cakmak Koyii Haziran 1/5
Kiimbetli Koyii Agustos 1/7

Dikme Koyt Agustos 217
Yalinkaya Koyt Eyliil 0/10
Camgavus Koyt Eyliil 4/8

Kars Cay1 Aralik 4110

Resim 1. Elde edilen izolatlarin multipleks PCR sonucu elde edilen jel fotografi

123 4567 8 9101112 13 141516 17 18 19 20

<+ 401 bp

1 ve 14: DNA marker; 2 ve 15: negtaif kontrol; 3 ve 16: pozitif kontrol; 4-13: 24, 25, 38, 51, 62,
95, 102, 106, 109,111 numarali PCR pozitif izolatlar; 17-20 66, 70, 94, 110 numarali PCR pozitif

izolatlar.
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4. TARTISMA ve SONUC

Arkobakterler insan, hayvan, gida ve ¢evre orijinli farkli orneklerden izole
edilebilmektedirler. Bunlar arasinda A. butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii tiirleri
insanlarda enterit ve bakteriyemi ile evcil hayvanlarda ise enterit, mastit ve abort olgulariyla
iliskilendirilmislerdir (21,55,57,60,65,70,71). Insanlardaki invazif 4. butzleri infeksiyonu akut
gangren0z apandisitli bir hastada ve bir karaciger sirozu hastasinda tanimlanmistir (73). A.
cryaerophilus hematogendz pnOmonili bir hastanin kanindan izole edilmistir (21). Bu
mikroorganizmalarin insan ve hayvanlarin degisik numuneleri ve gida 6rneklerinden izolasyonu
gerceklestirildigi gibi sularda da bu bakterilerin varligi belirlenmistir. Su kaynaklar1 insan ve
hayvanlar i¢in hastaliklarin bulagmasi1 yoniinden onemli bir yere sahiptir. Patojen bakteriler
olarak bildirilen arkobakterlerin gidalardan ve su kaynaklarindan izole edilmeleri (33) onlarin
gida ve su kokenli bakteriler oldugunu diisiindiirmekte ve bu bakimdan kontamine su ve gidalarin
baslica bulas kaynagi olabilecegi belirtilmektedir (48). Bu g¢alismada su Orneklerinden A4.
butzleri’in izole ve identifiye edilmesi bolgedeki mevcut su kaynaklarmin Arcobacter’ler
tarafindan kontamine olabildigini ve etkeni tasiyan su kaynaklarinin insan ve evcil hayvanlara
bulas ve gidalarin kontaminasyonu asisindan 6nemli bir kaynak olabilecegini gostermektedir. Bu
durum ayrica arkobakterlerin bolgede dnemli bir halk sagligi tehdidi ve riski olma ihtimalini de
ortaya koymaktadir. Bu calisma ile iilkemizde arkobakterlerin ¢evresel su Orneklerinden

izolasyonu bilindigi kadariyla ilk defa bildirilmistir.

Arcobacter yoniinden sularin analizi ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Gonzalez ve ark.
(23), tarafindan Ispanya’da yapilan calismada incelenen 15 atik su orneginden 14 (%93)
Arcobacter susu izole edilmistir. Fera ve ark. (20), tarafindan ¢aligmaya dahil edilen deniz suyu
ve plankton 6rneklerinde Arcobacter’lerin varligi arastirilmis olup calisma sonunda numunelerde
Arcobacter spp belirlenmistir. Rice ve ark. (57), yeralt1 suyu drneklerinen Arcobacter spp. izole
etmeyi bagsarmiglardir. Diergaardt ve ark. (12), ¢cevresel sularla yaptiklari bir calismada analizini
yaptiklar1 60 c¢evresel su Orneginin %15’inde, Giiney Afrika’da igme suyu, yeralti suyu, yiizey
suyu ve islenmemis lagim sularindan aldiklar1 24 su 6rneginden 19 (%79) Arcobacter susu izole
etmislerdir (13). Collada ve ark. (10), Ispanya’da g¢evresel su kaynaklariyla yaptiklari bir

calismada freshwater, deniz suyu ve lagim suyundan elde ettikleri 205 su 6rneginin 113’linde
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(%55,1) Arcobacter spp. belirlemislerdir. Moreno ve ark. (51), yaptiklart bir ¢aligmada nehir
suyu 6rneklerinde 9 Arcobacter susu, 28 atik su drneginde Arcobacter belirlemislerdir. igme suyu
rezervlerinde, kirlenmis akarsu ve kanal sularinda Arcobacter’ler belirlenmis olup bu kaynaklarin
bulasimda risk faktdrii olduklar bildirilmistir (39). Ulkemizde Kayseri’de yapilan bir ¢alismada
ise incelenen 26 su Orneginden herhangibir arkobakter tiirii izole edilememistir. Mevcut
calismada farkli su kaynaklarindan saglanan 113 su oOrneginin 14’iinde %12.4 oraninda
Arcobacter spp. yonilinden pozitif sonu¢ alinmistir. Bu oran diinyada 9%15-93 arasindaki
varyasyonlu oranlar icinde en diisiik olarak belirlenmistir. Arkobakterlerle yapilan farklh
caligmalarda farkli izolasyon oranlarinin elde edilmesinin 6rnekleme ve izolasyon amaciyla
uygulanan yontemlerin ¢esitliligine, c¢alismalarin yapildig1 bolgenin cografi ve iklimsel

ozelliklerinin farkliliina ve su kaynaklarinin ekolojisine bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

Su Orneklerinden izole edilen arkobakterlerin tiir diizeyinde dagilimi incelendiginde
bildiriler arasinda farklilik mevcuttur. Ispanya’da gevresel sularla yapilan bir ¢alismada incelenen
205 su Orneginin 113’linden A. butzleri, A. cryaerophilus ve izole edilmistir. Tirlerin dagilimi
ise A. butzleri %94, A. cryaerophilus %30 ve A. skirrowii %1.8 olarak bildirilmistir (10). Giiney
Afrika’da yapilan bir ¢alismada igme suyu, yeralti suyu, ylizey suyu ve islenmemis lagim
suyundan alinan toplam 24 adet su 6rneginin 19’undan A. butzleri izole edilmistir. Diergaardt ve
ark. (12), tarafindan yapilan c¢evresel su orneklerinin incelendigi bir calismada 60 su 6rneginin
4’iinden A. butzleri'nin izole edildigi bildirilmistir. Incelenen materyallerin igme suyu
rezervuarlarindan saglandig bildirilen bir ¢alismada 56 6rnegin 29’undan A. butzleri’nin izole
edildigi belirtilmistir (40). Fera ve ark. (20), deniz suyu ile yaptiklar1 bir ¢alismada Arcobacter
tiirlerinden sadece A. butzleri’yi izole edebildiklerini bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada farkli su
kaynaklarindan izole edilen arkobakterlerin tamami A. butzleri olarak identifiye edilmistir.
Yapilan onceki ¢alismalarda A. cryaerophilus ve A. skirrowii tiirlerinin yanisira izole edilen
dominant tir olarak A. butzleri belirlenmis olmast bu c¢alismadaki sonugla paralellik
gostemektedir. 1zole edilen tiirler arasindaki varyasyon gdzlemlenmesinin ve mevcut ¢alismada
sadece 4. butzleri tlirlinlin izole edilmesinin farkli nedenleri olabilir. Arkobakterlerin bolgedeki
ekolojik ve biyolojik ozelliklerinin farkliligina bagli olarak A. cryaerophilus ve A. skirrowi
incelenen su kaynaklarinda mevcut olmayabilir yada teknigin belirleme diizeyinin altindaki

sayilarda bulunabilir. Ayrica bu sonug, A. butzleri’nin suya adaptasyon ve suda canli kalabilme
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yeteneginin diger arkobakterlere gore fazla olabilecegini ve su kaynaklarinda arkobakterin
populasyon dinamigi acisindan A. butzleri‘nin diger tiirler iizerine kompetatif inhibitor etki

gosterebilecegini diislindiirmektedir.

Kars Yoresi, arkobakterlerin farkli hayvansal 6rneklerden ve bazi gidalardan izole edildigi
bir bolgedir. Bu bolgede klinik olarak saglikli kazlarda yapilan g¢alismalarda Arcobacter
prevalansi olduk¢a yiiksek bulunmustur. Bir ¢calismada 100 saglikli kaza ait digki 6rneklerinin
26’sinda Arcobacter spp. izole edilirken, 10 hindiye ait diski1 6rneklerinin higbirinde Arcobacter
varlig1 belirlenememistir (64). Baska bir calismada 90 saglikli kazdan alinan kloakal svab
orneklerinin 16’sindan arkobakter izole edilmistir. Bu calismalarda, dere, ¢ay, nehir, kanal ve
lagimla karigan sulak bolgelere yakin kaz ciftliklerinde arkobakter prevelansinin daha yiiksek
oldugu vurgulanmistir. Mevcut ¢alisma sonucunda su kaynaklarinda arkobakterlerin belirlenmesi
bu tiirlerin su ile tasinan bir patojen olabilecegi olgusunu desteklemektedir. Su ile iliskili
kanathilarda arkobakterlerin bulas kaynagi su orijinli olabilecegi gibi bu kanatlilarin intestinal
sitemlerinde kolonize arkobakterlerinin gaita yoluyla sular1 kontamine etmeleri de sularin bulas
kaynag1 agisindan Onemlidir. Sudan kanathi hayvanlara veya kanatli hayvanlarin digkilar
aracilifiyla suya gegen bu patojen mikroorganizmalar, hem bdlgede suyla temas halinde olan
hayvanlar i¢cin hem de bu hayvanlarla ugrasan ve bu hayvanlara ait {iriinleri tiikketen insanlar i¢in

onemli bir risk olusturmaktadir.

Kars Bolgesi’nde klinik olarak saglikli koyuna ait digki Orneklerinden birinde A.
cryaerophilus izole edilmistir (62). Ayrica, Unver ve ark. tarafindan Kars ydresinde yapilan bir
caligmada atik yapmis koyun abortlarinin birinden de yine 4. cryaerophilus izole edilmistir (65).
A. cryaerophilus‘un bolgede mevcut oldugunu ortaya koyan bu calismalarin aksine, mevcut
calismada su Orneklerinden Arcobacter tiirleri arasinda sadece A. butzleri izole edilmis olmasi
koyunlarin kazlarla kiyaslandiginda daha az su iligkili hayvanlar olmasinin bu sonugla iliskili
olabilecegini ve/veya koyunlarda arkobakter bulas kaynagi olarak sulardan farkli kaynaklarin

onemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Arkobakterlerin su 6rneklerinden izolasyonunda mevsimsel dagilim ele alindiginda, Fera

ve ark.’nin yaptiklar1 bir c¢alismada Agustos ay1 haricindeki biitiin aylarda toplanan deniz suyu
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orneklerinde A. butzleri belirlenmistir. 4. skirrowii sadece Mart ayinda belirlenirken, A.
cryaerophilus Temmuz, Agustos, Eylil ve Ekim aylarinda toplanan ornekler disindaki biitiin
deniz suyu Orneklerinde tespit edilmistir (20). Mevcut calismada Orneklemeler Mart, Nisan,
Mayis, Haziran, Agustos, Eyliil ve Aralik aylarinda yapilmis, ancak izolasyon oranlar1 yiiksekten
diistige dogru kis, sonbahar, ilkbahar ve yaz aylarinda gozlemlenmistir. Mevcut ¢caligmada herbir
lokasyondan  farkli mevsimlerde su Ornegi  Orneklemedeki  zorluklar  nedeniyle
gerceklestirilemedigi icin ¢alisma sonuglarina dayanarak arkobakterlerin mevsimsel prevelansini
yorumlamak yetersiz olabilir. Ancak, bir lokasyonda (Kars Cay1) Nisan-Mayis aylarinda alinan 9
ornekten arkobakter bulunamazken ayni bolgeden Aralik ayinda alinan 10 6rnegin dordiinden A.
butzleri izole edilmistir. Bu 6zellik dikkate alindiginda, A. butzleri farkli aylarda sulardan izole
edilebilmekle beraber soguk mevsim sartlarda daha yiiksek oranlar ile izole edilebilmektedir. Bu
sonug, arkobakterlerin diisiik sicakliklardaki su kaynaklarina daha iyi adapte olabilecegini ve

ozellikle A. butzleri‘nin bu ortamlarda daha uzun siire canli kalabilecegini diistindiirmektedir.

Icme sularinda arkobakterlerin belirlendigi birgok bildiri mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda
A. butzleri’nin klora duyarli oldugu bildirilmistir. Klorlanmamis igme sularinda Arcobacter’lerin
16 giinden fazla canliligini siirdiirerek ishallere yol actigi, klorlama islemi ile 5 dakika icerisinde
yok oldugu belirtilmektedir (39). 4. butzleri ve A. cryaerophilus Almanya’da igme sularinda,
Tayland’da kanal sularinda, Italya’da rmak sularinda tespit edilmistir (19). Diergaardt ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢calismada igme suyu 6rneklerinden Arcobacter spp. Belirlenmemistir (12).
Mevcut c¢alismada, incelenen i¢gme suyu Orneklerinin higbirinden Arcobacter spp. izole
edilememis olmasi1 Kars Bolgesi i¢in igme-kullanma sulariin arkobakter hijyeni yoniinden iyi

diizeyde oldugunu gostermektedir.

Arkobakterlerin su kaynaklarindan izolasyonu amaciyla farkli yontem ve teknikler
kullanilmis ve farkli sonuglar elde edilmistir. Yapilan bir calismada, su 6rnekleri oncelikle 200
um ve 64 um capli 6zel fitrelerden gecirilip ardindan 0.2 pm ¢apli membran filtrelerden
gecirilerek konsantre olmasi saglanmig ve siiziintii steril deniz suyuyla yikanarak bir kismi kiiltiir
calismalar1 i¢in kullanilirken bir kismi da molekiiler ¢alismalar i¢in kullanilmistir. Kiiltiir
caligmalar1 i¢in CAT selektif saplementli Arcobacter broth, selektif suplementli CCDA

(cefoperazone, amphotericin B) besiyeri kullanilmistir. Ancak, zenginlestirme besiyeri, direk
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besiyeri inokulasyonu ve tanimlanmis sentetik besiyeri kullaniminin A4. cryaerophilus ve A.
skirrowii izolasyonunda bazen de A. skirrowii’nin izolasyonunda basarisiz oldugu bildirilmistir
(20). Bagka bir ¢calismada ise A. skirrowii’nin su 6rneklerinden izole edilememsinin neneni olarak
bu tliriin diger arkobakterlere gore yavas iireme Ozelliginden kaynaklanabilecegi belirtilmistir
(25). Mevcut galismada da onceki bu calismalarda bildirildigi gibi A. cryaerophilus ve A.
skirrowii‘nin izole edilememis olmas1 bu tiirlerin biyolojik 6zelliklerine bagl olarak calismada
kullanilan kiiltir ortamlarina uyum eksiklikleri ve/veya bu ortamlarada yavas tireme 6zellikleri
ile ilskili olabilir. Ayrica, Fera ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada konvensiyonel kiiltiir
islemlerinin yani sira aynmi su Orneklerinden direk PCR teknigi uygulanmis ve bu ydntemin
geleneksel kiiltiirel yontemlerden daha duyarli ve pratik oldugu bildirilmistir (20). Mevcut
calismada su orneklerinde arkobakterlerin belirlenmesinde kiiltlirel yontem (6nzenginlestime ve
membran filtrasyon teknigi ile kiiltiir ortamina inokulasyon), canli ve karakterizasyonu
yapilabilecek izolat eldesiyle daha detayli epidemiyolojik caliglmalara alt yapi hazirlayabilme
amaciyla tercih edilmistir. Su Orneklerinden direk PCR ile arkobakter belirlenmesi metodu
mevcut ¢alismada tercih edilmis olsaydi bu etkenlerin sulardaki prevelansinin daha yiiksek
bulunmas1 ve dolayisiyla arkobakterlerin su kaynakli bulag riskinin ciddiyetinin bu c¢alismada

ortaya konulandan daha ytiksek olmas1 muhtemeldir.

Arkobakterlerin tiir diizeyinde identifikasyonunun biyokimyasal testlerle yapilmasi bu
tirlerin biyolojik 06zelliginden dolayr zordur. Bu nedenle arkobakterlerin identifikasyonu
amaciyla daha kesin, pratik ve tekrarlanabilir teknik olarak multipleks PCR gelistirilmistir (35).
Daha o6nceki bir¢ok ¢alismada oldugu gibi mevcut calismada da bu yontem elde edilen izolatlarin

cins ve tiir diizeyinde identifikasyonunda basariyla kullanilmistir.

Sonug olarak, su kaynaklarindan arkobakter prevelansinin belirlenmesi insan ve hayvan
saglig1 agisindan risk olusturabilen bu etkenlerin epidemiyolojisini ve ekolojisini daha 1yi anlama
acgisindan 6nemlidir. Mevcut ¢alismada akarsu orneklerinden arkobakterlerin belirlenmis olmasi
bolgedeki su kaynaklarimin bu etken yoOniinden kontamine oldugunu ve bdylece insan ve
hayvanlara bulas ve gidalarin kontaminasyonu agisindan risk olusturdugunu gostermektedir.
Bulas kaynagi olarak diisliniilen su kaynaklar1 sadece etkeni tasiyan bir faktor olarak degil aym

zamanda primer infeksiyon kaynagi olarak da dikkate alinmalidir. Su ve diger bulagsma
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kaynaklarinin  belirlenmesi, bunlarin etkinliklerinin ortadan kaldirilmas1 veya en aza
indirgenmesi, hastaliklarin onlenmesi ve gerekli tedbirlerin alinmasinda izlenecek yol ve
uygulanacak yontemlerin olusturulmasinda 6nem teskil edecegi diisiiniilmektedir. Bulas kaynagi
olarak mevcut caligma dahilinde 6zellikle su kaynaklarinin hijyen ve kontroliiniin saglanmasi, bu
baglamda evcil hayvanlar ve insanlarin temas halinde olduklar1 su kaynaklarinin kontrolii,
hayvan yetistiricilerinin hijyen kurallarin1 uygulamalari1 koruma ve korunma amaciyla
yapilabilecek onemli uygulamalar olarak diisiiniilmektedir. Mevcut calismada igme sularinda
herhangibir arkobakter belirlenmemis olmasina ragmen akarsularin i¢gme sularini kontamine etme
potansiyeli acisindan i¢gme ve kullanma suyu rezervlerinin arkobakter yoniinden diizenli
sanitasyonu yapilmalidir. Bunun igin daha detayli ¢alismalara ihtiyag vardir. ileriki calismalarda
bulas kaynagi muhtemel bagka bir su 6negi olarak kanal suyu 6rneklerinin de ¢alismalara dahil
edilmesi, farkli izolasyon yontemlerinin farkli 6rneklemeler ile uygulanmasi, insan ve hayvan
orijinli klinik Orneklerden etken izolasyonu ve izole dilen suslarin biyolojik ve genetik
karakterizasyonu gerceklestirilerek arkobakterlerin epidemiyolojisi ve ekolojisi daha detayl

anlagilabilir.
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5.0ZET

Arkobakterler insan, hayvan, gida ve ¢evre orijinli farkli orneklerden izole
edilebilmektedirler. Bu cinse ait bazi tiirler insanlarda enterit ve bakteriyemi ile evcil
hayvanlarda ise enterit, mastit ve abort olgulartyla iligkilendirilmislerdir. Bu tiirler ayrica lagim
sularindan, i¢cme suyu rezervuarlarindan, deniz suyundan ve yeraltt sularindan da izole
edilmislerdir. Arcobacter genusu iginde 6zellikle 4. butzleri ve A. cryaerophilus halk sagligi
acisindan 6nemli patojenlerdir. Arkobakterlerin insanlara ve hayvanlara bulasmasinda kontamine
sular 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu bakimdan gol, dere ve kanal sular1 arkobakterlerin

bulagmasi ve infeksiyon olusturmasi agisindan dnemlidir.

Bu ¢alismada, Kars ve ¢evresindeki farkli su kaynaklarindan elde edilen toplam 113 adet
su 0rnegi Arcobacter izolasyonu amaciyla incelendi. Bu yontemde, 6rnekler CAT suplement
ilave edilmis selektif dnzenginlestirme buyyona ve membran filtrasyon yontemiyle kanli agara
inokule edildi. Arcobacter benzeri koloniler mikroskobik olarak incelendi ve Gram negatif,
spiral sekilli basiller multipleks PCR ile tiir diizeyinde identifiye edildi. Incelenen drneklerin 14
tanesi Arcobacter yoniinden pozitif olarak belirlendi. Bu 14 izolatin tamami Arcobacter butzleri

olarak identifiye edildi.

Bu caligmada, iilkemizde c¢evresel su oOrneklerinden arkobakterler ilk defa izole ve
identifiye edilmistir. Su kaynaklarindan arkobakter prevelansinin belirlenmesi insan ve hayvan
sagligt acisindan risk olusturabilen bu etkenlerin epidemiyolojisini ve ekolojisini daha iyi
anlamaya yardimci olacaktir. Calisma sonuglarina gore, arkobakterlerin koruma, korunma ve
kontrolunde bulas kaynagi olmast muhtemel sularin hijyen ve kontroliinlin saglanmasi, evcil
hayvanlar ve insanlarin temas halinde olduklar1 su kaynaklarinin kontrolii, hayvan

yetistiricilerinin hijyen kurallarini uygulamalari tavsiye edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Arcobacter, Su, Prevalans, Arcobacter butzleri
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6. SUMMARY

Arcobacters can be isolated from various samples of human, animal, food and
environment. Some species belong to this genus may be associated with several diseases such as
enteritis and bacteraemia in humans and enteritis, mastitis and abortion in animals. These species
can be isolated from sewage, seawater, reservoirs of drinking water and underground water
sources. Within the genus of Arcobacter, A. butzleri and A. cryaerophilus are especially
important pathogens for public health. The contaminated water plays an important role for
transmission of arcobacters to humans and animals. For this aspect, lake, brook and channel

water are significant environmental factors during the transmission of agent.

The present study aimed to isolate Arcobacter spp. from total of 113 water samples
obtained from different sources in various places of Kars district. For culturing the organisms,
enrichment with Arcobacter selective broth with CAT supplement and direct plating on blood
agar by using membrane filtration technique were used. The Arcobacter-like colonies were
morphologically examined and Gram negative and spiral shaped bacteria were identified at the
species-level by multiplex PCR. All of the 14 samples were identified as A. butzleri by this
technique.

This is the first report of isolation of Arcobacter species from environmental water
samples in the country. The determination of arcobacter prevalence in water samples helps better
understanding the epidemiology and ecology of these agents having a potential of risk to human
and animal health. Based on the result of present study, the hygiene and surveillance of water
sources and animal husbandry should be performed due the possibility of its transmission source

in contact with humans and animals for successful disease control and prevention.

Key Words: Arcobacter, Water, Prevalence, Arcobacter butzleri
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