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ARASTIRMA

Gevresel Orneklerde Arcobacter butzleri'ye Spesifik Litik
Etkili Fajlarin Arastiriimasi *

Bu galismada, tavuk kimesleri ve sigir giftliklerinden toplanan toprak, atik su, altlik, diski gibi
cevresel drneklerde Arcobacter butzleri tiirline spesifik fajlarin varligi ¢ift tabakali agar yontemi
kullanilarak arastirildi. incelenen 800 saha érneginin iki tanesinde ilk izolasyonda gézle gériilebilir
nitelikte faj varligini gosteren erimeler tespit edildi. Erimelerin oldugu agar kisminin her biri bisturi
ile kesilerek Tryptic Soya Broth besi yerlerine aktarildi. izole edilen fajlan gogaltmak amaciyla
yapilan daha sonraki birgok analizlerde, baslangigta erime olusturan iki fajin erime géstermedigi ve
plak olusturmadidi tespit edildi. Ayni analizler farkli kanatli turlerinden izole edilen yedi A. butzleri
saha susunda da denendi. Ancak herhangi pozitif bir sonug elde edilemedi. Sonug olarak toplanan
cevresel orneklerde A. butzleriye spesifik litik etkili fajlarin varhgi ile ilgili énemli ipuglan elde
edilmesine ragmen bununla ilgili kesin bir veriye ulagilamadi. izole edilen fajlarin profaj olma
intimali dikkate alindidinda, ileride yapilacak calismalarda bu konuya odaklaniimasi gerektigi
kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Arcobacter butzleri, faj, cevresel 6rnekler

Investigation of Lytic Phages Speciflc to Arcobacter butzleri in Environmental
Samples

In this study, the presence lytic phages specific to Arcobacter butzleri was investigated in
environmental samples by using double layer agar method. In two of the 800 field samples
examined, melts indicating the presence of visible phage were detected at the initial isolation. Each
of the agar with melts was cut and transferred to Tryptic Soy Broth broths. In many subsequent
analyzes to amplify the isolated phages, it was found that the two initially dissolving phages did not
dissolve and did not form plaques. The same assays were tested in seven A. butzleri field strains
isolated from different poultry species. However, no positive result was obtained. In conclusion,
although there were important clues about the presence of lytic-effect phages specific to A. butzleri
in the collected environmental samples, no definite data could be obtained. Considering the
possibility of isolated phages to be prophage, further studies focusing on this subject are required.

Key Words: Arcobacter butzleri, phage, environmental samples

Girig

Arkobakterler, Kampilobakter ve Helikobakter cinsi bakterilerin de iginde yer aldigi
Epsilobacteria grubunun bir tiyesidir. Onceleri aerotolerant Kampilobakter olarak bilinen
Arkobakterler, uluslararasi gida mikrobiyoloji komitesi (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods) tarafindan insan saghgini ciddi sekilde tehdit
eden gida orijinli dnemli bir patojen olarak degerlendiriimektedir (1). Su ana kadar 25
Arkobakter turd tespit edilmesine ragmen, insan, hayvan ve gevresel érneklerden en sik
izole edilen tlr Arcobacter butzleri'dir. A. butzleri saglikh insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda kommensal olarak bulunabilecedi gibi, gastroenteritis, bakteriyemi,
abort, mastitis vd. klinik belirtilere de neden olmaktadir (2-5). Arkobakterler cogunlukla
hafif enfeksiyonlara neden olduklari icin herhangi bir tedaviye ihtiya¢ duyulmadan
iyilesmeler goérilebilmektedir. Ancak, 6zellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda
ciddi enfeksiyonlara neden olduklari igin bu bakterilerin kontrol altina alinmasi amaciyla
antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi ve kontroliinde
son 20-30 yildir yogun bir sekilde antibiyotik kullanimina bagh olarak butiin dinyada
direng gelisimi rapor edilmektedir (6, 7). Arkobakterler diger patojen bakterilerin aksine
yeni kesfedilen bir bakteri olmasina ragmen yapilan birgok arastirmada bu etkenlerin de
piyasadaki birgok antibiyotige karsi yiksek oranlarda direng gdsterdikleri bildirilmigtir (8-
11). Piyasada mevcut birgcok antibakteriyel maddelere karsi gelisen direnclilik ve buna
bagl olarak enfeksiy6z hastaliklarin tedavisi ve kontroliinde yasanan darbogdazlar bilim
insanlarini alternatif miicadele yéntemlerine yéneltmistir. Son yillarda patojen bakterilere
karsi bakteriyofajlarin kullanildigi ve “faj terapisi” olarak adlandirilan tedavi yéntemi hizla
gelismektedir. Antibiyotiklerden daha o6nce kesfedilen fajlarin, onceleri tedavide
kullanilabilmesine yonelik calismalar yapilmis olmakla birlikte, antibiyotiklerin kesfinden
sonra fajlara olan ilgi azalmistir. Ancak son yillarda antibiyotiklere kargi artan direng,

* Bu proje, TUBITAK-TOVAG tarafindan 1002 hizli destek programi kapsaminda (TUBITAK-
1180456) desteklenmistir.
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enfeksiyonlarin tedavi ve kontrolinde fajlarin tekrar
kullaniimasini gindeme getirmistir. Bazi Ulkelerde faj
terapisi rutin olarak tedavide kullaniimasina ragmen
piyasada lisansl bir faj bulunmamaktadir. Antibiyotiklere
gére fajlarin birgok avantaji olsa da, direnglilik, dar
spektrumlu olma ve yari émurlerinin kisa olmasi gibi
dezavantajlari bunlarin tedavide kullaniimasini
sinirlandirmaktadir (11).

Yapilan literatir taramasinda birgok bakteride
spesifik fajlarin varlii ve tedavide kullanilabilirlikleri ile
ilgili aragtirmalarin yapildigi ancak Arkobakter turlerine
spesifik fajlarin varligini ortaya koyan bir galismanin
olmadigi goérilmistir. Bu amagla yapilan bu ¢alismada
Bingdl ve gevresindeki mevcut tavuk kimesleri ve sigir
ciftliklerinin bulundugu yerlerden toplanan toprak, atik
su, althk, diski gibi cevresel Orneklerden A. butzleri
tirtne spesifik litik etkili fajlarin varhgi arastirildi.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, Bingdl Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul Baskanhgi tarafindan 07.02.2020 tarih,
85680299/020/ say! ve nolu kararina gore etik kurul
onayi almigtir.

Bakteriyofaj izolasyon Kaynaklarn: Bingdl ve
cevresindeki mevcut tavuk kiimesleri ve sigir ciftliklerinin
bulundugu vyerler belirli periyotlarla (¢ kez ziyaret
edilerek toprak, altlik, atik su ve digki érnekleri toplandi.
Toprak, altik ve digki 6rnekleri steril 6rnek toplama
kaplarina, atik sular ise steril siselere aktarilarak en kisa
surede aseptik sartlarda ve soguk zincir altinda
laboratuvara tagindi. Calismada her bir numuneden 200
adet olmak Uzere toplam 800 o6rnek, A. butzleri’ye
spesifik fajlar yoninden incelendi.

Bakteriyofaj izolasyonu: Toplanan &rneklerden
bakteriyofaj izolasyonu icin asagida agiklanan protokol
uygulandi (12, 13).

1. Laboratuvara getirilen atik su 6rneklerinin her
birinden 200 ml alinarak 3600 rpm’de 20 dk slreyle
santrifyj edildi. Althk ve diski Ornekleri ise 10 g/mL
olacak sekilde 6nce Tryptic Soya Broth (TSB) besi
yerinde (Merck 1.054559) 6n zenginlestirmeye tabi
tutularak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
inkubasyon takiben drnekler 3600 rpm’de 20 dk santrifiij
edilerek siipernatant elde edildi.

2. Elde edilen supernatant, sirasiyla 0.45 pL ve
0.22 pllik steril sirngali filtrelerden  (Whatman)
gegirilerek stizildi.

3. Suzulen sivi tzerine 8 mL %50 polietilen glikol
(PEG) 8000, 4 mL 5M NaCl ve 1 mL distile su ilave
edildi.

4. Hazirlanan karisim 1 dk siireyle vortekslendikten
sonra 24 saat boyunca +4 °C’de bekletildi.

5. Bir gecelik inkiibasyonun ardindan karisim 5800
rom‘de 90 dk santriflj edildi. Santriflj sonrasi Ustteki
sUpernatantlar atilarak tlplerin dibindeki peletler 1 mL
steril Tris-EDTA (TE) buffer ile sulandirildi.
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Arcobacter  butzleri  Konakg¢i  Kiiltiirliniin
Hazirlanmasi: Bu galismada ATCC (American Type
Culture Collection) 49616 A. butzleri referens susu
kullanildi. A. butzleri konakg! kilttirl igin 50 mL’lik falcon
tiplere 20’ser mL TSB besi yeri hazirlanarak taksim
edildi. Sterilite kontroll igin sivi besi yerleri bir gece 37
°C'de 24 saat inkilbasyona birakildi. Inkiibasyonu
takiben steril TSB’ye A. butzleri bakteri stogundan 1 mL
ilave edilerek 37 °C 250 rpm’de cgalkalamali etlivde
inkiilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi gogaltilan
konak bakteriden 5 mL alinarak yeni bir steril TSB sivi
besi yerine ekim yapildi. Calkalamali etlivde 37 °C’de 4
saat inkibe edildikten sonra konakgi bakteri, faj ile
birlikte besi yerine ekilmeye hazir hale getirildi.

Cift Tabakali Agar Yontemiyle Bakteriyofaj
Tespiti: Bakteriyofaj plaklarinin goérintilenebilmesi igin
Gift tabakali agar yoéntemi kullanildi. Oncelikle konak
bakteri ve supheli faj solisyonunun goémilecegi
yumusak agar hazirlandi. Bu amacgla 100 mL yumusak
agar icin; 1 g Tryptone (Lab M), 1 g NaCl (Merck), 1 g
Yeast Extract (Biolife) ve 0.6 g agar (Difco-Bacto agar)
tartildi ve 250 yL MgSOs ile 150 pyL CacClz ilave edilerek
kaynatildi. Hazirlanan agar cam tiplere 3’er mL ilave
edilerek otoklavda steril edildi. Yumusak agar, bakteri
kiltura ilave edilene kadar katilasmamasi igin 50 °C’de
benmaride (Memmert) bekletildi. Ardindan yumusak
agarl tiplerin igerisine 100 pL stpheli faj solisyonundan
ve 100 pL’de bakteri sispansiyonundan ilave edilerek
hafifce pipetaj yapildi. Bakteri-faj adsorbsiyonunun
gerceklesmesi igin cam tiipler 39 °C’de 15 dk benmaride
bekletildi. Sire sonunda daha &nceden hazirlanip
petrilere doékilmus Tryptic Soya Agar (Oxoid CM0131)
Uzerine, faj ve bakteri slispansiyonunu iceren yumusak
agar yayilarak 45 dk kadar donmasi icin bekletildi. Besi
yerleri katilagtiktan sonra 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi
ve takip eden gun faj plaklarinin olusup olusmadigi
kontrol edildi.

Bakteriyofajlarin Tek Plak izolasyon Ydntemiyle
Saflagtiriimasi: Bakteriyofajlarin saflastinimasi igin tek
plak yontemi uygulandi. Bu amagla kapakl steril tip
icerisine, cift agar yontemiyle olusan faj plaklar steril bir
bistlri ile tek dustiikleri bolgelerden kesilerek birakildi.
Uzerlerine 3 mL TSB besi yeri ilave edilerek, fajlarin besi
yerine gegcisini kolaylastirmak igin hafifce calkalandi.
Onceden calkalayici etiivde hazirlanan 4 saatlik A.
butzleri kiltirinden 100 pL ahnarak ayni tip igerisine
eklendi. Ardindan faj-bakteri adsorbsiyonu icin 30 dk
beklenerek 5 mL TSB besi yeri daha ilave edildi.
Hazirlanan faj-bakteri karisimi 37 °C’de 24 saat inkibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi 8000 rpm’de 15 dk santrifijj
edilerek hlcre ve besi yeri artiklarinin uzaklastiriimasi
saglandi. Santiflj sonrasi Ustte kalan sivi 6énce 0.45
pL'lik sonra 0.22 pLl’'lik steril siringa uclu filtrelerden
gecirilerek steril bir tipte toplandi. Elde edilen sivi, faj
titresinin  yukseltimesi icin yapilacak analizlerde
kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

Bakteriyofaj Titresinin Yukseltilmesi:
Bakteriyofaj titresini artirmak amaciyla, dncelikle 1 mL faj
lizati ve 0.1 mL 4 saatlik konakgi bakteriden alinarak
steril bir eppendorf icerisinde oda sicakhginda 30 dk
inkiilbasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben faj-bakteri
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suspansiyonu TSB sivi besi yerine ilave edilerek 37
°C’de 24 saat inkube edildi. Bu asamay takiben TSB
sivi besi yerindeki bakteri ve faj sollisyonu 5000 rpm’de
10 dk santrifij edildi. Ustte kalan sivi énce 0.45 uL’lik
sonra 0.22 pL’lik filtreden gecirilerek hicre artiklar
ortamdan uzaklastinidi. Bu islem alti kez tekrar edildi.
Filtre edilen bakteriyofaj sollisyonu Uzerine 5 mL NaCl,
12 mL PEG 8000, 1 mL distile su ilave edildi ve 1 dk
vortekslenerek +4 °C’de bir gece bekletildi. Ardindan saf
faj filtratinin goktirilerek yogunlastiriimasi icin 5800
rom’de 90 dk santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi elde edilen
pelet 500 pl TE buffer ile siispanse edildi.

Bulgular

Bingdl ve cevresindeki mevcut tavuk kiimesleri ve
sigir giftliklerinin bulundugu yerlerden toplanan gevresel
orneklerden sadece iki adet digskida A.butzleri izolatina
kars! potansiyel faj varldi cift tabakali agar metoduyla
goruldiu (Sekil 1). Bakteriyofaj titresinin ylkseltiimesi
asamasl 6 kez tekrarlandiktan sonra tekrar faj plak
olusumunu goézlemlemek amaciyla cift tabakali agar
yontemi uygulandi. Daha ©Once olusan kigik faj
plaklarinin, yukseltilmis faj titresiyle beraber daha buyik
caph faj plaklarinin (blyuk lizis zonlari) gorilmesi
hedeflendi. Ancak daha 6nce olusan faj lizis zonlarinin
olusmadigi tespit edildi. Onceden olusan faj plaklarini
gorebilmek icin defalarca farkli yontem ve metotlar (12-
13) denenerek lizis zonlarinin olusmasi beklendi. Ancak
cift tabakalh agar ydntemiyle istenilen sonuca
ulasilamadi.

Sekil 1. Cift tabakali agar yontemiyle A. butzleri spesifik
fajlarin meydana getirdigi lizis zonlari, A ve B; Diskidan
ilk izole edilen fajlarin meydana getirdigi lizis zonlari

Tartisma

Enfeksiyonlarin kontroliinde ve tedavisinde fajlarin
kullanilabildigine dair ilk veriler Smith ve Huggins (14)’in
farelerde yaptiklari deneysel c¢alismalarla ortaya
konmustur. Arastirmacilar E. coli 018: K1:. H7
bakterisiyle enfekte ettikleri farelere verdikleri spesifik
litik etkili fajlarin en az antibiyotikler kadar etkili oldugunu
ve Olumleri engelledigini ispat etmislerdir (14). Bu
deneysel calismayi takiben diger  bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavi ve kontrolinde de fajlarin
kullanilabilmeleri i¢in in vivo ve in vitro birgok calisma
yurGtdlmistir. Bu amagla o6zellikle g¢oklu antibiyotik
direncliligine sahip, insan ve hayvan saghgini ciddi tehdit
eden Pseudomonas, Klebsiella, Acinetobacter,
Salmonella, Staphylococcus gibi patojen bakterilerin faj
ile tedavi ve kontroline ybnelik calismalara
yogunlasiimistir (15-19). Yapilan bu calismalar, diger
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patojen bakterilerde de antibiyotik direnclilik probleminin
Onumuzdeki yillarda 6nemli bir halk sagligi problemi
haline gelebilecegini gdstermektedir. Bu nedenle faj
terapisi ile ilgili deneysel calismalarin virulensi daha
disuk olan bakteriler igin de yapilmasi gerektigini ortaya
koymaktadir. insan ve hayvan bagirsaklarinda
kommensal olarak bulunan Arkobakterler, 0Ozellikle
immun sistemi baskilanmis insan ve hayvanlarda ciddi
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Yapilan arastirmalarda
diger patojen bakterilerde oldugu gibi Arkobakterlerde de
antibiyotik direngliliginin giderek artis gosterdigi, gerekli
tedbirler alinmadidi takdirde bu enfeksiyonun da hayvan
ve insan saglhigini ciddi olarak tehdit edebilecegi ortaya
konmustur. Bu nedenle dider enfeksiyonlarda alternatif
olarak kullanilan faj terapisinin Arkobakter
enfeksiyonlarinin da kontroliinde kullanilabilmesine
yonelik arastirmalarin yapilmasi bir zorunluluk olarak
degerlendirilmektedir. Ancak yapilan literatur
taramasinda Arkobakterlere spesifik fajlarin varligi ile
ilgili herhangi bir veriye rastlanmamistir. Bu minvalden
yola g¢ikilarak yapilan bu galismada, Arkobakter tlrlerine
spesifik fajlarin  varh@inin arastirilarak daha sonraki
asamalarda tedavide kullanilabilmesine imkan
saglanmasi hedeflendi. Arkobakterlerle benzer klinik
tablolara neden olan ve ayni familyada yer alan
Kampilobakterde fajlarin izolasyonu ve enfeksiyonlarin
kontrolinde kullanilabilmesine yonelik arastirmalar
yapiimistir. Kampilobakterlerde su ana kadar ¢ok sayida
spesifik faj tanimlanmis olup, bu fajlarin kanathlarda
bakteri kolonizasyonunu azalttigina yonelik arastirmalar
yapilmistir (20-22). Bu galismada ¢ok genis bir cografik
alanda hayvan ve c¢evresel O&rneklerden toplanan
orneklerde Arkobakter spesifik fajlarin varligr arastirildi.
Arkobakterlerde faj izolasyonu ile ilgili standart bir metot
olmadigindan, bu amagla yaygin olarak kullanilan ve
bilimsel olarak kabul edilen ¢ift tabakali agar yéntemi
kullanildi (12-13). Calismada ¢ok genis bir yelpazede,
¢ok sayida numune islenmesine ragmen ilk izolasyonda
sadece iki digki drneginde faj plagi tespit edildi. Oldukga
sinirl sayida faj tespit edilmesi, saha izolatlarinda
Arkobakter spesifik fajlarin yaygin olmamasindan veya
izolasyonda kullanilan standart metotlarin yetersiz
olmasindan kaynaklanmis olabilir. A. butzleri iceren
Orneklerde spesifik fajlarin arastinimasinin izolasyon
oranini yukseltecegi disinidlmektedir. Calismada ilk
denemede erime gosteren faj plaklari elde edilmesine
ragmen, faj titresini artirmak amaciyla yapilan sonraki
bircok denemelerde fajlarin erime gdstermedidi tespit
edildi. Bu problemin ¢6zimdu igin Kampilobakter fajlari ile
ilgili  calismalari  bulunan  arastirmacilarla  fikir
aligverigsinde  bulunuldu.  Yapilan degerlendirmeler
neticesinde, meydana gelen erimelerin faj kaynakli olma
olasihiginin ¢ok ylksek oldugu, ozellikle ilk kez galisan
fajlarda bu caligmada yasanan problemlerin dogal ve
yaygin oldugu, elde edilen fajlarin temperete faj ya da
profaj olma olasiliginin da oldugu ve bu nedenle dékme
yontemiyle faj denemesinin tekrar edilmesinin uygun
olacag! kanaatine varildi. Ancak, bu dogrultuda yapilan
denemelerden herhangi bir sonu¢ elde edilemedi.
Calismada kullanilan A. butzleri referens suslarinin
surekli kultirlerinin yapiimasi ile baslangigta yogun
Ureyen bakterinin daha seffaf bir ireme gosterdigi tespit

71



KARAGULLE B. ve Ark.

edildi. Ayrica fajlarin referens susa karsi bir direng
gelistirme olasihdi olabilecedi degerlendirildi. Bu
nedenle sorunun bakteri susu ile iligkili olabilecegdi
disunulerek kanath orijinli yedi adet saha izolatinda
analizler tekrar yapildi. Ancak bu izolatlarda da herhangi
bir olumlu sonug elde edilemedi.

Bir bakteriye spesifik ilk faj izolasyonunda yukarida
ifade edilen problemlerin yasandigini gosteren ¢ok
sayida galisma mevcuttur (22-24). Arkobakter benzeri bir
patojen olan Kampilobakterlerde ilk faj izolasyonlari
yapilirken benzer sorunlar yasandigi, bu sorunlarin fajla
ilgili oldugu gibi bakteri tirinun yapisiyla da ilgili
olabilecegi bildirilmigtir. Bununla birlikte, gec¢miste
karsilasilan birgok sorun, bu fajlar Gzerine yapilan yogun
calismalar ile ¢ozulebilmistir. Boylece, Kampilobakter
fajlarinin hizl bir sekilde saptanmasina, izolasyonuna ve
karakterizasyonuna izin veren protokoller gelistiriimis ve
basariyla kullanilmistir (12-13).

Sonug¢ olarak; toplanan cevresel orneklerde A.
butzleri’'ye spesifik litik etkili fajlarin varhigi ile ilgili dnemli
ipuclar elde edilmesine ragmen bununla ilgili kesin bir
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veriye ulasilamadi. Fajlarin en 6nemli &zelliklerinden
biriside tir spesifik, hatta sus spesifik 6zellik
gosterebilmesidir. Bu nedenle izole edilen fajlarin
varligini kesin kanitlamak igin mimkin oldugu kadar
fazla saha susunda bu denemelerin yapilmasina ihtiyag
bulunmaktadir. Ayrica rutin olarak kullanilan faj
izolasyon metodunun yetersiz olabilecegi ve bu nedenle
Arkobakterlere  spesifik  yeni  bir  metodolojinin
gelistirmesine ihtiyac oldugu dusunulmektedir.
Dolayisiyla gelecek calismalarda Arkobakterlere 6zgu
standart bir metot gelistirimesi ve elde edilen faj
stoklarinin profaj olma ihtimalinin dikkate alinarak bu
yonde arastirmalarin sdrdirilmesinin uygun olacagi
kanaatine varildi.
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