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MAST® ANTIMIKROBIK REZISTOTIPLENDIRME METODUNUN BROYLERLERDEN
iZOLE EDILEN ARCOBACTER BUTZLERI SUSLARINA UYGULANMASI

Halil ibrahim Atabay'@  Fuat Aydin!

Application of the Mast® Resistotyping Scheme to Arcobacter butzleri strains isolated
from commercial broilers

Summary: In this study, the applicability of Mast Resistotyping scheme, which was originally developed for the sub-
typing of Campylobacter species, to Arcobacter butzleri strains isolated from broiler chickens was tested. The re-
sistotyping scheme includes six antimicrobial agents comprising tetracycline (18ug); nalidixic acid (30ug); met-
ronidazole (5ug); 2,3,5, triphenyltetrazolium chloride (1000ug); 5-fluorouracil (80ng) and sodium arsenite (30ug),
which are impregnated to paper discs, and the theory of the system is based on determination of the resistance of the
bacterial strains to those antibiotics. All strains tested were found sensitive to tetracycline and 2,3,5, trip-
henyltetrazolium chloride. Sixty-five percent, 15 %, 12 % and 9 % of the A. butzleri strains tested gave 66, 26, 06 and
46 code numbers, respectively, and 4 different resistotypes were obtained. Mast Campylobacter Resistotyping sche-
me was not found very suitable for the sub-typing of A. butzleri strains in this form, since there were few sub-types ob-
tained with this system and the most strains gave the same code numbers (e.g. 22 of the 34 strains gave 66 code
numbers). In addition, it is suggested that resistotyping scheme has to be made suitable for the sub-typing of Ar-
cobacter species either by modifying the antimicrobial agents incorporated or by re-adjusting their concentrations.
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Ozet: Bu calismada, Campylobacter turlerinin alt tiplendiriimesi amaciyla gelistiriimig olan Mast rezistotiplendirme me-
todunun, ticari broyler karkaslarindan izole edilen 34 adet Arcobacter butzleri suguna uygulanabilirligi test edildi. Bu re-
zistotiplendirme metodu, kagit disklere emdirilmig: tetracycline (18ug); nalidixic acid (30ug); metronidazole (5ug); 2,3,5,
triphenyltetrazolium chloride (1000ug); 5-fluorouracil (80ug) ile sodium arsenite (30ug) olmak Gizere 6 adet antimikrobiyal
maddeden olugan ve bakteri suslannin bu maddelere karg: direncinin saptanmasi teorisiyle gelistirilen bir alt tiplendirme
metodudur. Test edilen suglann tamami tetracycline ve 2,3,5, triphenyltetrazolium chlorid'e duyarl bulundu. Mast re-
zistotiplendirme metodu ile A. butzleri suslarinin % 65, % 15, % 12 ve % 9'u sirasiyla 66, 26, 06 ve 46 kod numaralarini
verdi ve 4 ayr rezistotip elde edildi. Elde edilen alt tip sayisinin azligindan ve suslarin bilyiik ¢ogunlugunun (6rmegin 34
sugun 22'si 66 kodunu verdi) ayni kod numarasini vermesinden dolayl, Mast Campylobacter rezistotiplendirme me-
todunun bu haliyle A. butzleri suglannin alt tiplendirilmesi amaciyla yeterli olmadigi, kullamlan antimikrobiyal ajanlarin ya
tamamen degigtiriimesi ya da konsantrasyonlarinin yeniden ayarlanmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Arcobacter butzieri, tiplendirme, broyler, karkas

Giris

Vandamme ve ark. (1991; 1992a) yapmis ol-
duklan detayli taksonomik calismalar ile 6nceleri
Campylobacter genusu igerisinde "aerotolerant-
Campylobacter” olarak siniflandirilan bir grup bakteri
susunu ayrn bir genus olarak ele almig ve bunlarn Ar-
cobacter genusu olarak isimlendirmiglerdir.  Ar-

miglerdir (Logan ve ark., 1982; Morgan ve ark., 1985;
Tee ve ark., 1988; Vandamme ve ark.; 1992b; Ler-
ner ve ark., 1994, Skirrow, 1994; On ve ark., 1995;
Lauwers ve ark., 1995; Wesley, 1996; Engberg ve
ark., 2000). Birgok hastalik olgusundan izole edil-
mesinden dolayl genus igerisinde en 6nemli tur A.
butzleri olarak kabul edilmektedir (Skirrow, 1994;

cobacter'ler fenotipik olarak Kampilobakterlere gok
benzemelerine ragmen aerobik olarak Ureyebilme
Ozelliklerinden dolay! onlardan ayint edililer (Van-
damme ve ark., 1992a). Arcobacter genusu ice-
risinde su anda Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus,
A. skirrowii ve A. nitrofigilis olmak (zere dért ayr tr
bulunmaktadir. Arcobacter'ler ilk olarak abort yapmis
sigir ve domuzlardan (Ellis ve ark., 1977; 1978; Hi-
gins and Degre, 1979), daha sonralari ise insan ve
hayvanlarda neonatal septisemi, gastroenterit, mas-
titis olmak Uzere gesitli hastaliklardan izole edil-

Wesley, 1996). A. nitrofigilis ilk defa bitkilerden izole
edilmig olup su ana kadar herhangi bir hayvan ya da
insan infeksiyon olgusundan izole edilmemistir
(McClung ve ark., 1983). Arcobacter tarlerinin insan
ve hayvanlara bulagmalarinin su ve gida kaynakl ol-
dugu kabul edilmektedir (Wesley, 1996). Arcobacter
thrleri kanath hayvanlarin diski ve karkaslarindan,
i¢me suyu rezervuarindan ve kirmizi etlerden de izole
edilmigtir (Jacob ve ark., 1993; Collins ve ark., 1996;
Atabay ve Corry., 1997, Atabay ve ark., 1998: Rids-
dale ve ark., 1998).
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Bilindigi gibi mikroorganizmalar arasinda ayni
turdn farkh orijinlerden, yerlerden ve farkh za-
manlarda toplanan farkli suslar arasinda genetik
farkhihklardan ileri gelen degisik klon ve klonal grup-
lar mevcuttur. Suslar arasindaki bu farkliliklarin
identifikasyonuna alt tiplendirme (sub-typing) ve kul-
lanilan metotlara da tiplendirme (typing) metotlari
ad verilmektedir (Guler, 1998). Bu tiplendirme me-
totlarr da mikroorganizmalarin  kultirel ve bi-
yokimyasal o6zelliklerinin incelenmesine (fenotipik
tiplendirme) ve genotipik karakterlere (genotipik tip-
lendirme) bagh olarak iki grup altinda top-
lanmaktadir. Mikroorganizmalarin alt tiplendiriimesi
infeksiydz hastaliklarin epidemiyolojisinde bulasma
kaynaklarinin ve yollarinin tespiti agisindan oldukg¢a
onemlidir. Ayni zamanda herhangi bir hastalik va-
kasinin aragtinimasinda énceden belirlenen virulent
klonlarin incelenen suslar arasinda bulunup bu-
lunmadigini ortaya koymak ve bir patojenin era-
dikasyonuna karsi uygulanan immunizasyon prog-
ramlarinda hedef susun bir variyant alt tip ile yer
degisiminin s6z konusu olup olmadigini kontrol et-
mede de énemlidir (Gller, 1998).

Rezistotiplendirme metodu, Campylobacter tir-
lerinin identifikasyonu ve hizli bir sekilde alt tip-
lendiriimesi amaciyla gelistiriimis bir tiplendirme me-
todudur (Bolton ve ark., 1992, Wareing ve ark.,
1995). Alh adet farkli antimikrobiyel madde em-
dirilmis kagit disklere kargi bakterilerin direncinin
saptanmasi esaslyla geligtirimis bu Mast re-
zistotiplendirme metodunda kullarilan bu diskler bir-
birlerine antimikrobiyel bir ajan igcermeyen halka
seklindeki bir araci kol ile bagl bulunmaktadir.

Cesitli arastincilar, bu rezistotiplendirme me-
todunu degisik kaynaklardan izole edilen C. jejuni
subsp. jejuni ve C. coli suglarina uyguladiklarinda
elde edilen en yaygin kod numaralarinin 00, 02, 40
ve 44 oldugunu bildirmiglerdir (Moore ve ark., 1995;
Ribeiro ve ark., 1996; Owen ve ark., 1997).

Bu galigmada, orijinalde Kampilobakter'ler igin
gelistirilmis olan Mast rezistotiplendirme metodunun
ticari broylerlerden, farkl zamanlarda ve farkl kay-
naklardan elde edilen A. butzleri suslarninin bu an-
timikrobiyel ajanlara karsi duyarliliginin tespit edil-
mesi, bu suslar arasindaki klonal iligkinin
aragtinimasi ve bu metodun arkobakter'lere uy-
gulanabilirliginin incelenmesi amaglanmistir,

Materyal ve Metot

Arcobacter suglarn: Calismada 34 adet Ar-
cobacter butzleri susu kullaniidi. Bu suglar in-
giltere'de bir tavuk kesimhanesindeki tavuklardan
ve bir sUpermarkette satisa sunulan tavuklardan
izole edilmiglerdir (Atabay ve Corry, 1997). Anilan
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suslar fenotipik (APl Campy ve comprehensive pro-
babilistic identification matrix) ve molekuler biyolojik
(SDS-PAGE) yontemler kullanilarak identifiye edil-
mislerdir (Atabay ve ark., 1998).

Standart sus: Calismada kontrol amaciyla Kul-
lanilan standart Arcobacter butzleri sugu American Type
Culture Collection'dan (ATCC-49616, ABD) temin edildi.

Campylobacter coli: Calismada kullanilan stan-
dart C. coli susu ise National Type Culture Col-
lection'dan (NCTC-113686, ingiltere) temin edildi.

Mast antimikrobik rezistotiplendirme metodu:
Bunun igin Mast Camp Bioring (MID/CAMP, Mast la-
boratuvarlari, Bootle, Ingiltere) hazir kitleri kullanildi.
Mast rezistotiplendirme metodu Uretici firmanin pros-
pektistine gore uygulanmis ve degerlendirilmigtir. Bu
sistem alti kollu kagit disklerden olusmaktadir, Bu kol-
larin yuvarlaklagtinimig uglarina: tetracycline (T, 18ug);
nalidixic acid (NA, 30ug); metronidazole (MZ, 5ug);
2,3,5, triphenyltetrazolium chloride (TTC, 1000ug); 5-
fluorouracil (FUR, 80ug) ve sodium arsenite (SAR,
30ug) emdirilmistir. Inhibisyon zonu 12 mm'den daha
az olanlar rezistans (R) olarak siniflandinimakta ve
alan hacmine bagli olarak her bir antimikrobiyel ajan
icin, sirasiyla 1, 2, 4 skor degeri verilmektedir. In-
hibisyon zonu 12 mm'den daha buyik olanlar sensitif
(8) ve bundan dolayi rezistotiplendirme sistemde ‘0’
olarak degerlendirimektedir. Bu metotta iki bolimld
rezitotip kodu kullamimaktadir.  Bunlardan birinci
bélim T (tetracycline), NA (nalidixic acid) ve MZ (met-
ronidazole), ikinci bélum ise TTC (triphenyltetrazolium
chloride), FUR (5-fluorouracil ) ve SAR (sodium ar-
senite) antimikrobik ajanlarina karsi olusturulan skorlar
toplamini ifade etmektedir.

Bakteri suglan 37°C'de, % 5 defibrine koyun
kani iceren kanli agarda mikroaerobik olarak 48-72
saat inkubasyona tabi tutuldu. Inkibasyon suresi
sonunda olugan kolonilerden her bir sus igin % 0.1
peptonlu su (LabM,ingiltere) icerisinde McFarland
standard no.1 ayarinda suspansiyonlar hazirlandi.
Bu slspansiyondan 1.5 ml blood-free charcoal-
based campylobacter biotyping agar (Mast DM606,
Ingiltere) iceren 90 mm ¢apindaki petri plaginin yi-
zeyine inokule edildi. Fazla sivi steril bir pastér
pipet ile alindi ve plaklar oda 1sisinda kurumaya terk
edildi. Her bir petriye merkezi olarak bir adet Mast
rezistotiplendirme diski yerlestirildi. Petri plaklan
mikroaerobik olarak 37°C'de inklbe edildi ve in-
kubasyonun 1. ve 2. glinlinde sonuglar okundu.

Bulgular
Calismada, Tablo 1'de de goruldiga gibi 66,
26, 06 ve 46 olmak Gzere toplam 4 ayn rezistotip

elde edildi. Otuzbes susun 22'si, A, butzleri re-
ferans susu dahil (ATCC-49616), 66 kodunu verdi.
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Suglarin % 15'i ise 26 kodunu olugturdu. Dort adet
su$ 06 kodunu verdi. Otuz dén susun 3'U (% 9)
ise 46 kodunu verdi. Arastirmada kontrol amaciyla
kullanilan standart C. coli susu beklenildigi gibi 32
kodunu verdi.

Tablo 1. Arcobacter butzlen sue.lannm vermis oldugu re-
sistotip kodlan ve ylzdeleri.

Rezistotip kodu® Ayni kodu veren Rezistotip

suglann sayisi1  frekansi (%)"*
66 22 65
26 5 15
06 4 12
46 3 9

* : Mast rezistotiplendirme metodu ile elde kod numaralan.
**: Aymi kod numrasini veren suglarin yizdeleri.

Tartisma ve Sonug

Calgmada kullanilan suglann % 65'inin 66 kod
numarasi vermesi gosteriyor ki; Arkobakter tlr-
lerinde, Campylobacter'ler igin geligtirlen Mast re-
zistotiplendirme metodunda kullanilan antimikrobiyel
ajanlara  kargl, tetracycline ve 235, trip-
henyltetrazolium chloride hari¢, bir direng s6z ko-
nusudur, Test edilen suslann % 15'i ise tetracycline,
metronidazole ve 23,5, triphenyltetrazolium chlo-
ride'e duyarl olup 26 kod numarasi vermistir. Sifiralt
(06) kodunu veren susglar ise teracycline, nalidixic
acid, metronidazole ve 2,35, triphenyltetrazolium
chloride’e duyarliik gostermigtir. Otuz dort susun 3'G
ise tetracycline, nalidixic acid ve 2,35, trip-
henyltetrazolium chioride’e duyarliik gésterdiginden
suslann % 9'u 46 kodunun vermistir.

Arkobakter butzleri suglan rezistanslik profilleri
agisindan incelendiginde suglann tamaminin te-
racycline'in 18 pg'ina ve 2,3,5, triphenyltetrazolium
chloride’in 1000 pg'ina karsi duyarlilik gésterdigi sap-
tanmigtir. Bu da gosteriyorki bu etkenden ileri gelen
infeksiyonlardaki tedavide tipki Kampilobakter'lerden
leri gelen hastalik durumlannda onerildigi gibi (Skir-
row ve Blaser, 1992) tetracycline tercih edilmesi ge-
reken bir antibiyotiktir. Test edilen suslann tamami
ise 5-fluorouracil (80ug) ve sodium arsenite (30ug)'e
karg! direnclilik gostermistir. 5-fluorouracil genelde ar-
kobakterllerin izolasyonu amaciyla gelistirilen be-
siyerlerinde selektif ajan olarak kullaniimaktadir (Col-
lins ve ark., 1996). Test edilen A. butzleri suslarinin
sirasiyla % 15 ve % 12'si ise metronidazole (5ug) ve
nalidixic acid (30pg)'e duyarlilik gostermistir,

Bir alt tiplendirme metodunu degerlendirmede;
elde edilen bir gok susu tiplendirebilme, gesitli za-
manlarda ve farkli merkezlerde tekrarlanabilme ve
ucuz ya da uygulanabiliriiginin kolay olmas: (Gdler,
1998) gibi Ozellikler aranmaktadir. Bu aragtirmada
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kullanilan rezistotiplendirme metodu orijinal olarak ter-
mofilik kampilobakter tarleri, C. jejuni subsp. jejuni, C.
coli ve C. lari igin geligtiriimis olup (Bolton ve ark.,
1992; Wareing ve ark., 1995), bir ¢ok arastinci ta-
rafindan Kampilobakter'lere uygulanabilirligi de test
edilmistir (Moore ve ark., 1995; Ribeiro ve ark., 1996;
Owen ve ark., 1997). Nitekim, Owen ve ark. (1997)
degisik kaynaklardan izole edilen 158 C. jejuni subsp.
Jjejunive 70 C. coli susuna bu metodu uygulamislar ve
C. jejuni subsp. jejuni i¢in 14, C. coli igin ise 16 re-
zistotip saptamiglardir. Arastincilar, C. jejuni subsp. je-
Jjunive C. coliigin en yaygin kod numaralarnni 00 ve 40
olarak belilemigler ve bu rezistotiplendirme me-
todunun basit ve suslann alt tiplendirilmesi igin hizl bir
metot oldugunu bildirmiglerdir. Yine Moore ve ark.
(1995), bu rezistotiplendirme metodunu 54 insan, 183
tavuk ve 24 domuz orijinli C. jejuni subsp. jejuni su-
suna uygulamig ve suglann tamamini  tip-
lendirmiglerdir. Bu galisma, Kampilobakter tirlerinden
C. jejuni susp. jejuni ve C. coliigin iyi bir alt tiplendirme
metodu oldugu ispat edilen (Moore ve ark., 1995;
Owen ve ark., 1997) Mast rezistotiplendirme me-
todunun Arcobacter turlerine uygulandigr ilk ca-
hgmadir, Calismada kullanilan suslarn % 65'inin (34
susun 22'si) ayni kodu vermesinden dolayl bu me-
todun bu sgekliyle arkobakter'ler igin uygun olmadigi
sonucuna varnimigtir. Kampilobakter'ler igin enfeksiy6z
ve salgin hastaliklann aragtinimasinda lokal mer-
kezlerde tiplendirme metodu olarak kullaniimasi &ne-
rilen bu metodun (Ribeiro ve ark., 1996; Owen ve ark.,
1997), kullarilan antibakteriyel ajanlann bazilarinin ya
tamamen degistirimesi ya da bunlanin kon-
santrasyonlannin degistirilip yeniden Arcobacter tir-
lerine uygun hale getirimesi gerekmektedir. Ar-
cobacter tarleri genetik olarak oldukga farkhiik
gosteren bakterilerdir (Manke ve ark., 1998). Ar-
cobacter’ler igin gelistirlecek olan rezistotiplendirme
metotlaninin bu genetik farklilig saptayacak boyutta ol-
masi saglanmaldir.

Sonug olarak Mast  Campylobacter re-
Zistotiplendirme metodunun Arkobakter suslannin alt-
tiplendirilmesi icin bu haliyle yeterfi oimadigi saptanmigtir.
Bu nedenle bu sistemde bulunan baz antibakteriyel
ajanlara karg1 Arcobacter tirerinin MIC (Minimum In-
hibition Concentrations)’ lerinin belidenmesi ve bu an-
tibakteriyel ajanlann ya tamamen degistirilip ya da kul-
lanlan bu ajanlann konsantrasyonlann yeniden
ayarlanmas| gerekmektedir. Ayni zamanda, gelistirilecek
kitin daha fazla sayida ve farkh kaynaklardan gelen susg-

lar ile degerendirimesi gerekmektedir.
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