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Arcobacter Tiirlerinin Atik Kuzulardan izolasyonu
ve Muitipleks PCR ile Identifikasyonu
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Ozet

Arkobakterler acrobik ortamda ve daha diisiik 1silarda treyebilmeleri bakimindan kampilobakterlerden ayirilirlar.
Bu cins, patojen olan Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus ve A. skirrowii tiirlerini icermekte ve bu
mikroorganizmalar insan ve hayvanlarda abort, enterit ve mastit gibi bir ¢ok hastalikla iliskilendirilmektedir. Bu
calisma, Arcobacter tiirlerini atik kuzulardan izole etmeyi ve izolatlari multipleks PCR ile tiir diizeyinde identifiye
etmeyi amaclamigtir. Caligma materyalini, 2005-2006 kuzulama déneminde Kars bilgesinden temin edilen 32 atik
kuzu 6rnegi olusturdu. Bakteriyolojik ekim amaciyla fotal akciger ve abomazum igerigi kullanildi. Bir adet Sroex
Arcobacter-benzeri organizma yoniinden pozitif bulundu ve bu izolat multipleks PCR teknigi ile A. cryaerophilus
olarak identifiye edildi. Bu sonuclar, A. cryaerophilus ve diger Arcobacter tiirlerinin koyun atiklar: etiyolojisindeki
onemini vurgulamaktadir. Ayni zamanda, koyun abortlarina kargi alinmasi gereken koruma ve kontrol yontemlerinde
Arcobacter tiirlerinin de dikkate alinmasi gereklili gini ortaya koymaktadir.

Anahtar sozciikler: Arcobacter, atik, multipleks PCR

Isolation of Arcobacter spp. from Aborted Sheep Fetuses and
Identification of the Isolates by Multiplex PCR

Summary

Arcobacters are differentiated from campylobacters by their ability to grow under aerobic condition and at lower
temperatures. This genus includes three pathogenic species, Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus and A. skirrowii,
increasingly found to be associated with a variety of human and animal diseases such as abortion, enteritis and
mastitis. The present study aimed to isolate Arcobacter spp. from aborted sheep fetuses and to identif y the isolates at
the species level by multiplex PCR. Thirty two aborted sheep fetuses were used to isolate Arcobacter spp. during
2005-2006 lambing season in Kars region. Fetal lung and stomach contents were used for bacteriological
inoculations. Arcobacter-like organisms were found in one sample and multiplex PCR analyses of this isolate
identified the organism as Arcobacter cryaerophilus. This suggests that A. cryaerophilus and other Arcobacter Spp.
should be taken into account during examining sheep abortions. Arcobacter spp. should be considered for applying
appropriate measures in order to control and prevent abortions.
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GIRIS

Arcobacter cinsi bakteriler, Campylobacteraceae
familyasi icerisinde olup su anda Arcobacter butzle-
ri. A. cryaerophilus, A. skirrowii ve A. nitrofigilis
olmak tizere dort adet tiir icermektedirler'*. Bu bak-
teriler onceleri Campylobacter cinsi icerisinde sinif-
landirilmiglar ve ‘aerotolerant kampilobakter tiirleri’
olarak adlandirilmiglardir’. Ancak daha sonra Neill
ve ark. atmosferik oksijen ortaminda da iireme yete-
negi gosteren bu bakteriler icin Campylobacter
cryaeropihila adini 6nermislerdir Arcobacter tiirle-
ri 15 ve 30°C gibi diisiik sicakliklarda ve atmosferik
oksijen ortaminda iireme yetenekleri ile Campylo-
bacter tiirlerinden ayirt edilirler'. Vandamme ve
ark.'? yaptiklart kapsamli taksonomik caligmalar ile
Campylobacter tiirleri igersisinde siniflandirilan bu
bakterilerin yeni bir cins olusturdugunu belirlemis-
ler ve Arcobacter cinsini Onermisglerdir.

Ozellikle 3 Arcobacter tiirii; Arcobacter butzleri,
A. cryaerophilus, A. skirrowii insan ve hayvanlarin
cesitli hastaliklar: ile iliskilendirilmislerdir. Arko-
bakterler ilk olarak aborte sigir ve hemen sonra
aborte domuz fotuslarindan izole edilmislerdir™®.
Arastiricilar daha sonralar yaptiklari arastirmalarda
bu mikroorganizmalar1 gerek saglikli gerekse abort,
enterit ve mastit gibi semptomlarla karakterize has-
ta sigir, domuz, koyun ve atlardan izole etmislerdir™
'". Bu bakteriler ayn1 zamanda cesitli kanatli hay-
vanlarin gerek intestinal icerik gerekse karkas or-
neklerinden ve cesitli su orneklerinden izole edil-
mislerdir'®". Arcobacter tiirleri insanlarda gastroen-
terit ve septisemi olgularindan; primatlarda ise kro-
nik ishallerden izole edilmislerdir'*".

Arcobacter tiirleri Gram negatif, helikal, hafifce
kivrik ince-kiiciik comakciklar tarzinda bir morfolo-
Jjiye sahip hareketli mikroorganizmalar olup spor
olusturmazlar. Bu bakteriler tipki Campylobacter
tiirleri gibi biyokimyasal olarak inaktif olup tiir dii-
zeyinde yalmz fenotipik testler kullanilarak identifi-
kasyonlar1 oldukca giictiir. Bu nedenle Arcobacter
tiirlerinin ayirimi ve tiir diizeyinde identifikasyonlari
amaciyla Houf ve ark® tarafindan bir multipleks-
PCR teknigi gelistirilmistir.

Bu calisma ile Kars ve yoresinden anabilim dali-
miza getirilen atik koyun fotal doku 6rneklerinden
Arcobacter tiirlerinin izolasyonunun.gerceklestirile-

rek bu bakterilerin koyun atiklarindaki roliiniin
arastirilmast amaclanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Atk kuzu ornekleri: Kars merkez, ilce ve koyle-
rinde yetistirilen koyunlardan atik yapanlardan
KAU Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji laboratu-
arina getirilen 32 adet atik kuzu bakteriyolojik mu-
ayenelerde kullanildi.

Arcobacter spp. izolasyonu: Atik kuzularin akci-
ger ve mide iceriklerinden aseptik sartlarda kanli
agara [%7 defibrine koyun kani ilave edilmis Blood
Agar Base No:II (Oxoid)| inokulasyonu yapildi. Be-
si yerleri 37°C’de 48-72 saat mikroaerobik olarak
inkiibe edildi. Bu siire sonunda iireyen Arcobacter
siipheli koloniler (yuvarlak, beyaz grimsi renkte)
Gram boyama ile mikroskobik olarak incelendi.
Gram negatif, “S” seklinde kivrimli miroorganizma-
lar Arcobacter siipheli kabul edilerek bunlarin feno-
tipik karakterizasyonu ve multipleks PCR ile tiir
diizeyinde identifikasyonu gerceklestirildi.

Arcobacter tiirlerinin fenotipik karakterizas-
yonu: Arcobacter siipheli izolati fenotipik olarak
karakterize etmek amaciyla katalaz, oksidaz ve ha-
reketlilik testleri uygulandi. Ayrica 25°C ve
37°C’de aerobik ve mikroaerobik ortamlarda iire-
yebilme ve alfa hemoliz olusturabilme yonlerinden
incelendi.

Arcobacter tiirlerinin multipleks PCR ile identi-
fikasyonu: Arcobacter siipheli 2-3 koloni 200 ul

Zeril fizyolojik tuzlu su igerisinde bir mikro tiipte

siispanse edildi. Bakteri siispansiyonuna 50 ug Pro-
teinase K (MBI Fermantes) ve 400 ul NETS lizis
tampon solusyonu (NETS buffer; 0.01M NacCl,
ImM EDTA, 0.0IM Tris-HCI pH7.6 ve %0.05 Sod-
yum Dodesil Siilfat) eklendi. Karisim 65°C’de 30
dakika inkube edildikten sonra esit miktarda
(600ml) kloroform ve izoamilalkol (24:1 oraninda)
karigimi ilave edilerek karistirildi. Karigimdan sonra
tiipler 13.000 rpm de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. Olusan siipernatant (akict boliim) baska bir
steril mikro tiibe aktarilarak iizerine 0.1 voliim 3M
sodyum asetat ve 2.5 voliim mutlak alkol ilave edi-
lerek —20°C’de 2 saat inkiibe edildi. Presipite olan
DNA mikro tiipiin 13.000 rpm 5 dakika santrifiijiin-
den sonra c¢oktiiriildii. Pelet %90 ve %70’lik etanol



ile iki defa yikandiktan sonra 15-20 dakika kuruma-
st icin beklendi. DNA peleti 50 ul steril distile de-
iyonize su ile sulandirihip PCR de template (sablon)
olarak kullanildi. Multipleks PCR Hauf ve arkadas-
larinin bildirdigi sekliyle gerceklestirildi®™. Kisaca,
amplifikasyon, PCR buffer, 1.5 mM MgClz, 20
pmol ARCO, BUTZ, CRY1 ve CRY2 primerlerin-
den herbirinden 20 pmol, SKIRR primerinden 10
pmol, 1.5 U Taq DNA polimeraz ve 8 ul saflastiril-
mis DNA (template) iceren 40 ul reaksiyon voliimii
icinde gerceklestirildi. Termal sartlar ise; 94°C’de 2
dk baslangi¢c denaturasyonu, 32 siklustan olusan
94°C’de 45 sn denatiirasyon, 61°C’de 45 sn anne-
aling ve 72°C’de 30 sn ekstensiyon ve 72°C’de 7
dk son ekstensiyon seklinde uygulandi. PCR diriin-
leri %1 agaroz jel elektroforez ile ayrildiktan sonra
etidyum bromiir boyama ile UV illuminatérde goz-
lemlendi. DNA fragman biiyiikliikleri eszamanli
kosturulan DNA marker’t (Gene Ruler “100 bp”
MNI Fermantes) ile kiyaslanarak tespit edildi. Mul-
tipleks PCR’de pozitif kontrol olarak Danimarka
Veteriner Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen A.
butzleri (DCC25) susunun yukarida aktarilan DNA
izolasyon yontemi ile saflastirilmis DNA’s1 kullanil-
di. Bu teknikte negatif kontrol olarak biitiin PCR
icerigine sahip template (sablon) DNA yerine steril
damutik su iceren ve ayni termal ortamda tutulan ka-
risim kullanildi.

BULGULAR

Bu caligmada islenen toplam 32 adet atik kuzu-
lardan Digor ilgesine ait bir ornekten Arcobacter-
benzeri mikroorganizmalar izole edildi. Arcobac-
ter siipheli bu izolatin fenotipik karakterizasyo-
nunda katalaz, oksidaz ve hareketlilik testlerinin
pozitif oldugu ve hem 25°C hem de 37°C’de aero-
bik ve mikroaerobik ortamlarda alfa hemoliz olus-
turmadan lireyebilme yetenegine sahip oldukleri
gozlendi. Arcobacter siipheli izolattan yapilan
DNA izolasyonu ve multipleks PCR’nin ardindan
257 baz cifti biiyiikliigiinde DNA fragmani elde
edildi (Sekil 1). Houf ve arkadaslarinin ¢alismasina
gore A. cryaerophilus’un multipleks PCR’de 257
baz ¢ifti DNA fragmani iirettigi dikkate alinarak
atik kuzu orneginden izole edilen mikroorganizma
A. cryaerophilus olarak identifiye edildi. Multip-
leks PCR’de pozitif kontrol olarak kullanilan A.
butzleri sugsunun 401 baz ¢ifti DNA fragmani olus-
turdugu gozlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Arcobacter siipheli izolattan yapilan multipleks
PCR sonucu elde edilen jel fotografi. DNA marker; DNA
standardi (Gene Ruler “100 bp” MNI Fermantes), (+) A.
butzleri; pozitif kontrol A. butzleri (DCC25), (-) kontrol;
negatif kontrol, template (sablon) DNAsiz PCR karigimi.
DNA fragmanlarini biiyiikliikleri baz ¢ifti (bp) olarak pane-
lin saginda sunulmugtur.

Figure 1. Gel picture of Multiplex PCR. Sizes (bp) of amp-
lified products are indicated on the right. DNA marker; DNA
ladder (Gene Ruler “100 bp™ MNI Fermantes), (+) A. butzeri;
positive control A. butzleri (DCC25), (-) kontrol; no template
control. DNA sizes (bp) were indicated on the right.

TARTISMA ve SONUC

Arcobacter tiirleri su, gida ve saglikli hayvanlardan
izole edilmekle beraber abort, enterit, septisemi ve
mastit gibi bazi hastalik tablolari ile de iliskilendiril-
migtir*”. Bu calismada, 32 atik kuzu 6rneginin birin-
den A. cryaerophilus’un izole edilmesi bu mikroorga-
nizmalarin koyun atiklan etiyolojisinde yeri oldugunu
gostermektedir. Arcobacter tiirleri reprodiiktif sisteme
iligkin anormallikler ve atik olgularinda &nceleri Spi-
rillum/Vibrio-benzeri organizmalar olarak bildirilmis*
ve son yillarda yapilan calismalarda domuz atiklarin-
dan %43 e varan oranlarda izole edilmistir’*. Bu ¢a-
lismada Arcobacter tiirlerinin kuzu atiklarinda daha
diisiik bir oranda izole edilmesi (%3.1), Arcobacter
atiklarinin bolgede sporadik seyirli olabilecegini gos-
termektedir. Buna ragmen, bu ¢alismada Arcobacter
onzenginlestirme asamasinin uygulanmamis olmasi,
tretilmeleri giic olan bu etkenlerin atik olgularindaki
gercek prevelansininin belirlenenden daha yiiksek ola-
bilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, bolgede yapilan bir
caligmada" saglikli koyunlarin digki Grneklerinden A.
cryaerophilus’un izole edilmesi, bolgede arkobakter-
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lerin ekolojisi ve hastaliklarla iligkisi yoniinde kap-
samli bir calismanin gerekliligi ortaya koymaktadir.
Kars bolgesinde saglikli koyunlardan ve atik olgularin-
dan izole edilen etkenlerin birbirleriyle ve farkli cog-
rafik bolgelerdeki diger izolatlar ile taksonomik ya-
kinhiginin ileriki calismalarda belirlenmesi arkobakter-
lerin bolgedeki ekolojisi ve epidemiyolojisini daha iyi
anlamada yararli olacaktir.

Bu sonuglar, A. cryaerophilus ve diger Arcobacter
tiirlerinin koyun atiklari etiyolojisindeki 6nemini vur-
gulamaktadir. Ayni zamanda, koyun abortlarina karsi
alinmasi gereken koruma ve kontrol yontemlerinde Ar-
cobacter tiirlerinin de dikkate alinmasi gerekliligini or-
taya koymaktadir. Ayrica, Arcobacter tiirlerinin insan-
larda gastroenterit ve septisemi olgularindan izole
edildigi"" goz oniine alindiginda ve ozellikle Kars gi-
bi, daha cok ailesel yetistiriciligin yapildigi yorelerde
evcil hayvanlar ile insanlarin oldukca yakin temaslari
nedeniyle, bu etkenlerin insanlardaki bu tip hastalik
tablolarinda da goz oniine alinmasi son derece yararli
olacagi diistintilmektedir.
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