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OZET

BUZAC! ISHALLERINDE ROL OYNAYAN ENTEROTOKSIJENIK ESCHERICHIA COLI
TURLERININ ARASTIRILMASI VE ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARININ
BELIRLENMESI

Asc1 IB. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Program
Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Arastirmamizda Aydin ili, buzag: isletmelerinde bulunan ishal gibi klinik bulgular1 mevcut olan
buzagilardan enterotoksijenik Escherichia coli identifikasyonunun fenotipik ve genotipik
yontemlerle tespiti, izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaclandi.
Arastirma materyalini Eyliil-Aralik 2015 tarihleri arasinda, Aydin ili ve ¢evresinde bulunan sigir
isletmelerinde bulunan ishal semptomu gozlenen 50 adet buzag: olusturmustur. Ishalli buzagilardan
alinan toplam 50 adet diski svabi soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarina getirilmistir. Svap drneklerinden fenotipik
yontemlerle E. coli identifikasyonlar1 yapilmistir. E. coli olarak identifiye edilen izolatlar genotipik
olarak PCR ile dogrulanmig ve enterotoksijenik E. coli varligi da PCR ile arastirilmistir.
Arastirmanin son asamasinda identifiye edilen E. coli suslarinin disk difiizyon yontemi ile
antibiyogramlar1 yapilmistir. incelenen 50 adet rektal svap drneginin 47 (% 94) adedinden E. coli
izolasyon ve identifikasyonu gerceklestirildi. E. coli spesifik primerler kullanilarak gergeklestirilen
PCR sonrasinda incelenen toplam 47 E. coli izolatinin hepsi (% 100) uidA geni agisindan pozitif
olarak saptanmistir. Molekiiler olarak dogrulanan E. coli suslari, ETEC spesifik est1B gen varligi
acisindan arastirildiginda sadece 1 (% 2) adet sus enterotoksijenik E. coli olarak saptanmustir.
Antibiyogram testleri sonucunda E.coli izolatlarinin Gentamisin’e % 89, Sefoperazon’a % 61,
Amoksisilin- Klavulanik asit’e % 51, Danofloksasin’e % 44, Enrofloksasin’e % 42 oranlarinda
duyarl ve Penisilin G’ye ve Eritromisin’e % 100, Tetrasiklin’e ve Trimetoprim-Sulfometoksazol’e
% 80, Kanamisin’e ise % 76.5 oranlarina direngli oldugu saptanmaistir.

Sonug olarak arastirmamizda ishalli buzagilardan alinan rektal svap orneklerinden fenotipik ve
genotipik yontemlerle % 94 oraninda E. coli ve bu izolatlarin % 2’sinden ETEC identifiye
edilmistir. E. coli izolatlarin antibiyogram testleri sonucunda ¢oklu antibiyotik direnci gelistigi

gbézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, buzag: ishali, identifikasyon, PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ENTEROTOXIGENIC ESCHERICHIA COLI SPECIES WHICH
TAKE ROLE IN CALF DIARRHEA AND DETECTION OF THEIR ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY

Asa IB. Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology Programme,
MSc Thesis, Aydin, 2016.

The scope of this study was determination of enterotoxigenic Escherichia coli identification by
detection of phenotypic and genotypic methods and determination of antibiotic susceptibilities of
isolated strains from animals which had clinical findings such as diarrhea in Aydin province.
Between September-December 2015, 50 calves with diarrhea symptoms were found in cattle farms
in and around Aydin province. A total of 50 stool swabs taken from diarrheal calves were brought
to the laboratory of the Department of Microbiology and Microbiology at the Adnan Menderes
University Veterinary Faculty under the cold chain. Identification of E. coli was carried out by
phenotypic methods from swab samples. The isolates identified as E. coli were genotypically
confirmed by PCR and the presence of enterotoxigenic E. coli was also investigated by PCR.
Antibiograms of E. coli strains identified in the last phase of the study were made by disk diffusion
method. Isolation and identification of E. coli from 47 (94%) of 50 rectal swab samples examined.
A total of 47 E. coli isolates (100%) examined after PCR using E. coli specific primers were found
to be positive for uidA gene. Molecularly confirmed E. coli strains were identified as only 1 (2%)
strains of enterotoxigenic E. coli when examined for the presence of ETEC-specific est1B gene.
Antibiogram tests revealed that E. coli isolates were sensitive to 89% for Gentamycin, 61% for
Cefoperazone, 51% for Amoxicillin-Clavulanic Acid, 44% for Danofloxacin, 42% for Enrofloxacin
and Penicillin G and Erythromycin 100%, tetracycline and trimethoprim-sulfomethoxazole to 80%
and Kanamycin to 76.5%.

As a result, 94% of E. coli and 2% of these isolates were identified by phenotypic and genotypic
methods from rectal swab samples taken from diarrheal calves in our study. In conclusion of

antibiogram tests of E. coli isolates, multiple antibiotic resistance development was observed.

Keywords: Escherichia coli, calf diarrhea, identifikasyon, PCR



1. GIRIS

Halk arasinda “Buzagi Ishalleri” veya “Buza@ Septisemisi” olarak bilinen
Kolibasillozis hastaligina buzagilarda dogumdan sonraki 2-10 giin arasinda rastlanmaktadir.
Her iilke ve isletmede rastlanabilen hastaliga Escherichia coli bakterisi neden olur. Bu etken
cevrede ve saglam hayvanlarin bagirsaklarinda her zaman bol miktarda bulunmaktadir.
Hastalik daha c¢ok uygunsuz bakim ve beslenme kosullari nedeniyle direnci azalan
buzagilarda ortaya ¢ikmaktadir. Direnci azalan buzagi, bu etkeni solunum, agiz veya gobek
kordonu yoluyla alir ve hastaliga yakalamaktadir (Argenzio, 1985; Radostits ve ark, 1999).

Buzag ishallerinde immunolojik direncini azaltan nedenler asagida siralanmis ve bu
nedenler;

1. Ahirin temiz olmamasi,
. Ahirin rutubetli, ¢ok sicak ya da soguk olmasi,
. Buzaginin ag1z siitlinli igmemesi,

. Buzagilara igirilen siit miktarinin ¢ok fazla olmast,

2
3
4
5. Igirilen siitlerin soguk ya da bozuk olmasi,
6. Gli¢ dogum,

7. Yeni dogan buzagilarla, yetiskinlerin birarada tutulmasi,

8. Mevsim durumu (Ozellikle kis sonlar1 ve ilkbahar baslar1)

olmak iizere siniflandirilabilmektedir.

Kolibasilloz hastaligina yakalanan buzagilarda durgunluk, analarmmi emmede
isteksizlik, viicut 1silarinda diislis, sari-beyazimtrak ve kokusuz bir ishal goriiliir. Hasta
buzagilarin kuyruk kisimlarinda sulu ishal semptomlar1 goriilmektedir. Hastaligin teshisinde,
dogumdan sonraki 3-5 giin icinde ortaya cikan ishal olaylarmma Buzagi Septisemisi
(Kolibasillozis) denilebilmektedir. Ancak, diger etkenlerden ileri gelen ishallerle karigmamasi
i¢in laboratuvar teshisine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla, 6len yavru buzagi miimkiinse
putrifikasyona ugramadan laboratuvara gonderilmesi gerekmektedir. Baz1 hasta buzagilar, 5-
10 giin igerisinde iyilesmektedir. Bazilari ise, birden agirlasmakta ve en geg 6 saat igerisinde
Olmektedir. E. coli etkeninin yerlesik oldugu ahirlarda her yil hastalik ¢ikmaktadir (Radostits
ve ark, 1999).

Diinya genelinde yaygin olarak goriilen bakteriyolojik kaynakli sindirim sistemi
hastaliklar1 gerek insan sagligi gerekse hayvan sagligini olumsuz yonde etkileyen halen

Oonemli bir saglik sorunudur. Bakteriyolojik kaynakli hastaliklar Veteriner Hekimlikte
1



ekonomik kayba neden olmalari, 6liim ile seyreden klinik tablo meydana getirebilmeleri
bununla birlikte zoonoz olmalar1 agisindan 6nemli yer tutmaktadir.

Arastirmamizda buzagi ishallerinin 6nemli etmenlerinden biri olan enterotoksijenik E.
coli etkeninin ishalli buzagilarda fenotipik ve genotipik metotlarla ortaya konulmasi ve
antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda en etkin antimikrobiyel ilaclarin tespit edilmesi ile
buzag yetistiriciliginde dnemli rol oynayan tedavi masraflarinin minimum seviyede tutulmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterobacteriaceae Familyasindaki Etkenlerin Yol A¢tig1 Enfeksiyonlar

Enterobacteriaceae familyasinda yer almakta olan ajanlar, oksidaz negatif ve

fermentatif bakteriler olarak bilinmekte ve bu etkenler 6zellikleri kesin olarak belirlenen 41

genus altinda incelendigi bilinmektedir (Tablo 1) (Erdogan ve ark, 2003).

Tablo 1. Enterobacteriaceae familyasindaki genuslar

IEnterobacteriaceae Familya51_

Genus
1-Enterobacter

2-Alterococcus
3-Arsenophonus
4-Brenneria
5-Buchnera
6-Budvicia
7-Buttiauxella
8-Calymmatobacteriu
9-Cedecea
10-Citrobacter
11-Edwardsiella
12-Erwinia
13-Escherichia
14-Ewingella
15-Hafnia
16-Kiebsiella
17-Kluvvera
18-Leclercia
19-Leminorella
20-Moellerella
21-Morganella

Genus

22-Obesumbacterium
23-Pantoea
24-Pectobacterium
25-Photorhabdus
26-Plesiomonas
27-Pragia
28-Proteus
29-Providencia
30-Rahnella
31-Saccharobacter
32-Salmonella
33-Serratia
34-Shigella
35-Sodalis
36-Tatumella
37-Trabulsiella
38-Wigglesworthia
39-Xenorhabdus
40-Yersinia
41-Yokenella

Enterobakteriler 3 ana bolim altinda simiflandirilmaktadir.

1- Esas Patojenler: E. coli, Yersinia sp. ve Salmonella sp. tiirlerine ait serotipler

2- Firsatc1 Patojenler

3- Patojen Olmayanlar: Insan ve hayvanlarda klinik belirti olusturmayan diskidan ve

cevreden izole edilen tiirler oldugu bilinmektedir.

Enterobacteriaceae familyasindaki mikrooganizmalarin ortak &zellikleri;

Gram

negatif, comak tarzinda, sporsuz olmalari, aerobik veya fakiiltatif anaerobik tireme 6zelligine

sahip olmalandir.

Ayrica bu etkenler rutin laboratuvar besi yerlerinde kolaylikla



iireyebilmektedir. Genellikle hareketli olan bu etkenler arasinda hareketsiz olanlara da
rastlanilmakta olup (Ornegin: Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullorum) yine bu
etkenler katalaz pozitif ve genellikle nitratlari nitritlere rediikte etme 6zelligine sahip oldugu
bilinmektedir (izgiir, 2006).

2.2. E. coli Kaynakh Enfeksiyonlarda Etiyoloji

Uzun yillar Escherichia cinsinde tek bir tiir, E. coli olarak bilinirken bu tiire E.
vulneris, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii eklenmistir. Bunlardan E. vulneris ise 6zellikle
sularda bulundugu ve balik patojeni olabilecegi hakkinda bildirimler vardir (izgiir, 2006).
Gram negatif, 1.1-1.5x2.0-6.0 mikron boyutlarinda, g¢omak seklinde olan E. coli,

Enterobacteriaceae familyasi i¢inde yer alan Escherichia genusunun en 6énemli bir tiirii olarak

bilinmektedir (Resim 1, Resim 2).

Resim 2. E. coli 'nin mikroskobik gériintimii (Anonim 2)



Peritrik flagellaya sahip olmasi nedeniyle hareketli olan E. coli, fakiiltatif anaerobik
Ozelliktedir. Hareketsiz olan suglar1 da vardir. E. coli nutrient agar ve kanli agar,
enterobakteriler i¢in bazi selektif ve diferensiyel besi yerlerinde (Mac Conkey agar, EMB
agar vs) 37 °C'de 24 saatte gozle goriilebilmekte ve S tipli koloniler meydana getirmektedir.
E. coli'nin baz1 suslart kanli agarda hemoliz olusturmaktadir. E. coli laktozu ayristirdig1 igin
Mac Conkey agarda pembe renkli, EMB'de ise metalik refle goriinlimiinde koloniler meydana
getirmektedir. Nutrient buyyonda, 24 saatte 37 °C'de bulaniklik yaparak tiremektedir. E. coli
genellikle, baz1 karbonhidratlar1 (laktoz, mannitol, glukoz) asit ve gaz olusturarak fermente
etmektedir. Indol ve Metil Red (MR) testleri pozitiftir olmaktadir. Ure, H,S ve Voges
Proskauer (\VVP) testlerinde genellikle negatif olan E. coli, sitrattan da yararlanilamamaktadir.
Ayrica, oksidaz negatif olan E. coli, nitratlar1 nitritlere rediikte etme 6zelligine de sahip, E.
coli'nin antijenik yapisi olduk¢a komplike olmakta ve ozellikle patojen suslarda bu yapilar
onem tagimaktadir (izgiir, 2006).

E. coli memeli ve kanatlilarin normal barsak florasinda bulunan, Gram negatif, gomak
seklinde cogunlukla hareketli, aerobik/fakiiltatif anaerobik iireyen bir mikroorganizma oldugu
bilinmektedir. Patojen olmayan suslar genellikle enfeksiyona sebep olmazken, patojen suslar
ciddi enfeksiyonlara sebep olabilirler. Enterotoksijenik suslar insanlarda gastroenteritis ve
seyahat diyarelerine, hayvanlarda ise irogenital sistem enfeksiyonlari, kolibasillozis ve
koliseptisemilerine neden olmaktadirlar (DebRoy ve Maddox, 2001; Blanco ve ark, 2006).
Insanlara patojen suslarin bulastirilmasinda gogunlukla sigir ve koyun gibi evcil hayvanlar,
mart1 gibi yabani kanatlilar 6nemli rol oynamakta oldugu bilinmektedir (Boynukara ve ark,
2002; Hossain ve ark, 2008; Giilhan ve ark, 2009; Rajkhowa ve ark, 2009). Etken, insanlara
cesitli evcil ve yabani hayvanlarin digkilan ile direkt temas veya kontamine gidalarin (iyi
pisirilmemis et ve pastorize edilmemis siit liriinleri) tliketilmesi sonucu bulasabilmektedir.
Hastalikli veya tasiyict hayvanlarla temas halindeki insanlar muhtemel risk altinda
oldugundan dolay: 6zellikle saglikli hayvanlarda patojen etkenlerin 6nceden belirlenmesi ve
tedavi edilmesi olduk¢a 6nemlidir (Boynukara ve ark, 2004; Morato ve ark, 2008; Rajkhowa
ve ark, 2009).

E. coli suslarinda patojeniteyi belirleyen 6nemli 6zelliklerden birisi enterotoksin
sentezi oldugu bilinmektedir. ETEC’ler, 60 °C’de 30 dk’da inaktive olan labil toksin (LT) ve
100 °C’ye 15 dk direngli olan stabil toksin (ST) olmak tizere baslica iki tip enterotoksin
sentezlemekte ve enterotoksin tipi hayvan tiirlerine gore farklilik gostermektedir. LT daha ¢ok

buzagi ve sigir orijinli suslarda sentezlenirken; ST sentezi ise tiirlere gore degiskenlik



gosterdigi bildirilmistir (DebRoy ve Maddox, 2001; Rigobelo ve ark, 2006; Hossain ve ark,
2008).

Insan ve hayvan orijinli suslarin ¢cogunda plazmidlerce kodlanan LT; Vibrio cholerae
suglar1 tarafindan iiretilen kolera toksinine (CT) yapisal, antijenik ve aktivite bakimindan
benzemekte olup LT, LT-I ve LT-II olmak iizere iki alt tipe ayrilmaktadir. Bu toksin barsak
villus epitel hiicrelerinde siklik adenozin monofosfat artisi ile klor salinimini uyararak,
sodyum Kkloriir emilimini engellemekte oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, kript hiicrelerinde
sodyum sekresyonu artarak, klor ve su kayb1 olusmakta ve ayrica ince barsaklarin lumenine
stv1 ve elektrolit akist sonucu siddetli ishaller meydana gelmektedir. ST, LT e gore diisiik
molekiil agirligina sahiptir ve immunojenitesi daha zayiftir. ST, STA (ST-I) ve STB (ST-11)
olmak iizere iki ana sinifa ayrilmaktadir. STA nin tespitinde infantil fare testi (IFT), STB’nin
belirlenmesinde ise domuz barsak ligatiir testi en yaygin kullanilan yontemler olarak
bilinmektedir. STA, siklik guanozin monofosfat seviyelerinde artisa neden olarak guanilat
siklaz1 aktive etmektedir. STA’nin; LT, adheziv faktorler ve antibiyotiklere direnglilik gibi
farkli kombinasyonlar1 igeren genleri tasiyan plazmidlerce kodlandig: bildirilmistir. (Erganis
ve ark, 1989; Majali ve ark, 2000; Hossain ve ark, 2008).

E. coli iki 6nemli gruba ayrilir: Kommensal ve Patojenik. Gastrointestinal hastaliklarin
bulastirilmasindan sorumlu olan patojenik grup da iki alt grupta incelenir: Ekstraintestinal
Patojenik (EXPEC) ve Diyarejenik E. coli (DEC). ExPEC alt1 alt patotipe ayrilmistir:
Uropatojenik E. coli (UPEC), yenidogan menejiti ile ilgili E. coli (NMEC), kanatl patojenik
E. coli (APEC), sepsisle ilgili patojenik E. coli (SePEC), meme patojenik E. coli (MPEC) ve
endometrial patojenik E. coli E. coli (EnPEC). DEC’nin sekiz alt patotipi bulunmaktadir:
Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enterohemorajik E. coli
(EHEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Diffuzaderant E. coli (DAEC) ve Enteroagregatif E.
coli (EAEC). Son yillarda iki yeni alt patotip varligi bildirilmistir: Aderantinvaziv E. coli
(AIEC) ve Shigatoksijenik Enteroagregatif E. coli (STEAEC) (Clements ve ark. 2012) (Sekil
1).
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Sekil 1. a) E. coli gruplar ve iligki patotipleri b) Patojenik E. coli’lerin patotip ve alttipleri

Enterotoksijenik E. coli suslari, sentezledikleri enterotoksinlerle o6zellikle geng
hayvanlarda siddetli ishallere neden olabildigi bildirilmistir (DebRoy ve Maddox, 2001).
Enterik enfeksiyonlardan izole edilen suslarin, enterotoksijenik karakterleri enzim
immunoassay (EIA), pasif hemaglutinasyon (PA), gesitli lateks aglutinasyon testleri, farkli
hayvanlarda barsak ligatiir (lup) testleri, infantil fare testi (IFT), Vero, HeLa ve Y1 hiicre
kiiltiirleri, tavsan vaskiiler permeabilite testi, DNA prob teknigi, Radio immuno Assay (RIA),
immunoblot ve farklit PCR teknikleri ile ortaya konabildigi ¢esitli arastirmalarla belirlenmistir
(Scotland ve ark, 1989; Blanco ve ark, 1997; Giiler ve ark, 2008; Hossain ve ark, 2008).
Enterotoksin tiplerinin saptanmasinda genellikle cabuk sonu¢ veren ve giivenirliligi yiiksek
olan lateks agliitinasyon testleri (Scotland ve ark, 1989; Carroll ve ark, 1990) ve farkli ELISA
teknikleri (Mills ve Tietze, 1984; Carroll ve ark, 1990; Urban ve ark, 1990; Salvadori ve ark,
2003) kullanilmaktadir.

2.3. E. coli Antijenleri

2.3.1. Somatik O Antijenleri

Bu antijenler lipopolisakkarit 6zelliginde olup, 1siya direngli yiizey antijenleridir. E.
coli'lerin serogruplandirilmasinda (yaklasik 160'dan fazla) 6nem tasirlar ve agliitinasyon testi

(makro veya mikro) ile ortaya konulabilindigi bilinmektedir. Fakat kapsiiler ve fimbrial
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antijenlere sahip E. coli'lerde, somatik antijenlerin ortaya konulmasi giiclik yarattig
bilinmektedir. Bu nedenle bu tiir suslarin 120 °C'de 2 saat 1sitildiktan sonra agliitinasyona tabi

tutulmasinda yarar oldugu bildirilmektedir (izgiir, 2006).

2.3.2. Flagellar ""H"" Antijenleri

Hareketli suslarda bulunan, protein yapisinda, istya dayaniksiz bu antijenler de
agliitinasyonla ortaya konulabilir. E. coli “H” antijeniyle 60'a yakin serogruba ayrilmaktadir.
Bu iki antijenik yapiya gore gruplandirilan E. coli 0157:H7 gida ile hayvanlardan insanlara
bulasan ve insanlarda hemorajik kolitisden sorumlu serotip oldugu bilinmektedir (Izgiir,
2006).

2.3.3. Kapsiiler "K" Antijenleri

Polisakkarit (M4 asetil neuraminik asit) 6zelliginde olan bu antijenik yapi1, kapsiil
tastyan E. coli suslarinda “O” somatik antijeninin tizerinde bulunmaktadir. “K” antijenine
gore de 100'e yakin serogrup tesbit edilmektedir. Bu nedenle "K" antijeni tasiyan suslar "O"
antiserumlar1 ile aglutine olmamaktadir. “K” antijenlerinin 6nemli iki komponenti
bulunmaktadir;

1-K(A) antijenleri: 120 °C'de 2 saatte tahrip olabilen antijenlerdir. Esas olarak 08, 09, 020 ve
0101 gibi O-serogruplarinda bulunmaktadir.

2-K(B) antijenleri: 100 °C'lik 1sida tahrip olan bu kapsiiler antijenler de polisakkarit
yapisindadir (izgiir 2006).

2.3.4. Fimbrial (Pilus) Antijenleri

Onceleri "K" antijeninin L fraksiyonu olarak adlandirilan bu antijenler protein
yapisinda olmakta ve hiicre duvarinin flamentéz uzantilarinda, yani fimbrialarinda
(piluslarinda) yer aldig1 son yillarda yapilan arastirmalarla anlasilmaktadir. Bazi E. coli'lerde
bulunan fimbrialar1 iki grupa ayrilir ve bunlarin baslica iki gérevi bulunmaktadir;
1-Sex piluslari: Sayilari 4 civarinda bulunan seks piluslar araciligiyla E. coli suslart arasinda

veya Enterobacteriaceae familyasinin diger cinslerine ait tiirler arasinda konjugasyon



yapabilen E. coliler, baz1 ekstrakromozomal genetik elementlerin aktarilmasini
saglamaktadir.
2-Diger piluslar (virulans piluslari): Sayilar1 200 civarinda olan diger piluslar sayesinde de
etkenler bagirsak epitellerine tutunabilmektedir (adhesiv 6zelligi). Bu antijenler de “K”
antijenleri gibi bir susun “O” antijenine gore identifiye edilmesini dnlemektedir. E. coli’lerde
bulunan bu antijenlerin saptanmasi, oOzellikle enteropatojenik E. coli (EPEC)'lerin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Ciinkii bu piluslar E. coli’lerin virulans faktorii
olarak kabul edilmekte ve hemaglutinasyon 6zelliklerine gore de E. coli tiirleri 2 grup altinda
incelenmektedir (izgiir, 2006).
a-Tip-1: Cesitli hayvan kanlarint hemagliitine (HA) edebilen bu tip fimbrialarin, bu 6zellikleri
mannozla inhibe edilebilmektedir (Mannoz duyarli-MS). Bunlar F1 antijenleri olarak da
adlandirilmaktadir (izgiir, 2006).
b-Tip-11: Bu fimbrialarin HA 6zellikleri ise, mannozla onlenemez O6zelliktedir (Mannoz
direngli-MR). Bu tip fimbrialara da domuzlardan izole edilen K88 susu, buzagilardan izole
edilen K99 susu antijenleri rnek verilebilmektedir (izgiir, 2006).

E. colilerde bulunan “O”, “K” ve “H” antijenlerinin sentezi bakteri kromozomu
tarafindan yonetilmesine ragmen, fimbria antijenlerinin sentezi hem kromozom, hem de

plazmidler aracilig1 ile olmaktadir (Istanbulluoglu, 1978).

2.4. E. coli Toksinleri
2.4.1. Enterotoksinler

Enterotoksinler genellikle gen¢ hayvanlarin (buzagi, kuzu, domuz yavrusu) bagirsak
infeksiyonlarindan sorumlu E. coli’ler tarafindan sentezlenmektedir. Enterotoksin olusturan
E. coli’ler ETEC (Enterotoksijenik E. coli), olusturmayanlar ise, NETEC (non
enterotoksijenik E. coli) olarak adlandirilmaktadir. Enterotoksinlerin iki fraksiyonu

bulunmaktadir.

2.4.1.1. Stabil Toksin (ST)

Istya dayamkli olup, STa ve STb diye iki varyanti bulunmaktadir. Immunojenik
ozelligi yoktur ve aside direngli degildir, ayrica proteinazlara da ¢ok duyarli oldugu

bilinmektedir. STa'nin kisa siirede olusan etkisi, bagirsak epitelinde quanil siklazi aktive
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ederek ortaya ¢ikmaktadir. Bu biyolojik etki kisa siirelidir ve hiicre i¢i guanosin monofosfat
artis1 sonunda bagirsak boslugunda sivi ve elektrolit sekresyonu artmakta ve bagirsaktan sivi
emilimini dolayli olarak azalmaktadir. STa, sigir, koyun ve insan 6rneklerinden izole edilen
bazi ETEC'lerde saptandigi bildirilmektedir. STb'nin ise sitotoksik etkisi heniiz
belirlenememistir (izgiir, 2006).

2.4.1.2. Labil Toksin (LT)

Istya duyarli olup, etki tarzi ve antijenik yapisi nedeniyle, kolera toksinine ayni
zamanda K88 adhezinine de sahiptir. LT2 ise daha ¢ok sifirlardan izole edilen bazi
ETEC'lerde belirlenmektedir. Hiicre ici cAMP"1 katalize eden adenilat siklaz1 aktive ederek,
bagirsak lumenine elektrolit salimma ve &zellikle de Na®, CI'” ve su salimma neden
olmaktadir. LT1 ve LT2 olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. LT1 iireten ETEC suslar
cogunlukla domuzlara ait olup, ayn1 zamanda K88 adhezinine de sahiptir. LT2 ise daha ¢ok
sigirlardan izole edilen bazi ETEC'lerde belirlendigi bilinmektedir (Izgiir, 2006).

Enterotoksinlerin belirlenmesinde c¢esitli tekniklerden yararlanilmaktadir. En ¢ok
kullanilan teknikler ise asagida belirtilmistir;
1-Bagirsak ligatiir(lup) testi: izole edilen E. coli suslarmin kiiltiir filtratlar, laparotomi
yapilarak, bagirsaklar1 8-10 cm'lik boliimler halinde ligatiire edilmis tavsanlarin, bu bagirsak
boliimlerine enjekte edilerek 24 saat izlenmektedir. Enterotoksin sentezleyen suslarin
boliimlerinde, sivi ve gaz sekresyonuna bagli olarak sekillenen siskinlikler pozitif olarak
degerlendirilmektedir (Resim 3) (izgiir, 2006).
2-Fare testi (Infant mouse testi): Bu test daha ¢ok ST1 in belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. E. coli'lerin kiltiir filtratlar1 3-4 glinliik yavru farelere % 1'lik Evans Blue ile
birlikte verilerek, fareler 28°C'de 4 saat tutulduktan sonra Oldiiriilmekte ve bagirsak
agirhiklarinin viicut agirhgina orani saptanarak, sonuglar degerlendirilmektedir (izgiir, 2006).
3-Doku kiiltiirii testi: Bu amacgla Y1 adrenal hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Kiiltiir siiper

natantlarinmn hiicrelerde yaptiklar1 degisikliklere gore degerlendirmeler yapilmaktadir (Izgiir,
2006).
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Resim 3. Tavsanda lup testi (Dasgupta ve Dastidar 2012)

2.4.2. Norotoksinler

E. coli'de bulunan lipoprotein 6zelligindeki belirtilen bu norotoksin, domuzlarda
enterotoksemiye neden olabilmektedir. Genellikle bu ndrotoksinler 0139:K82(B),
0141:K85(B), 0138:K81(B) serotipleri ile birlikte baz1 hemolitik E. coli'ler tarafindan
olusturulmaktadir. Isiya duyarli olan bu toksin, farelerde merkezi sinir sistemi hasarlarina
neden olmaktadir. Bu 6zelligi ile de enterotoksin ve endotoksinlerden ayrilmaktadir (Izgiir,

2006).

2.4.3. Endotoksinler

Bu toksinler biitiin E. coli suslarinda bulunmaktadir. Protein-fosfolipid-polisakkarit
yapisinda olan "O" somatik antijeninin polisakkarit fraksiyonlari, antijeniteyi
belirlemekteyken, lipoproteinler toksisiteyi belirlemektedir. Septisemi durumlarinda sok
belirtileri ile birlikte siddetli hipertermiye neden olmaktadir (Izgiir, 2006).

2.4.4. Sitoksik Nekrozan Faktor (CNF)

E. coli’lerin bazi suslar1 tarafindan iretilen bu toksin, hiicre kiiltiirlerinde ¢oklu
¢ekirdeklenmeye neden olmakla birlikte tavsan derisinde nekrozlara neden olabilmektedir.
Molekiil agirliklar1 farkli iki alt grubu bulunan bu toksinin (CNF-1 ve CNF-2) CNF-2 alt
grubu, ayrica fare ekstremitelerinde de nekroza neden olabilmektedir. E. coli etkenlerinin

bazilar1 kolisin denilen bakteriyotoksinler sentezlemektedir. Guniimiize kadar A'dan V'ye
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kadar isimlendirilmis 20'ye yakin kolisin tespit edildigi bilinmektedir. Fajlarla ayni ortak
algaclara tutunarak da etkili olabilen bu kolisinler sayesinde E. coli'ler
gruplandirilabilmektedir. Kloroform ve U.V.’den etkilenmeyen ve Kkiiltiir filtratlarinda
bulunan kolisinlerin patojenite ile ilgisi bulunmamaktadir. E. coli'lerin bakteriyofajlar1 da
bulunmaktadir. Sayilar1 her gegen giin artan bu fajlar sayesinde faj tiplendirmesi de
yapilabilmektedir. E. coli fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi olduk¢a direngli oldugu
bilinmektedir. Dogal kosullarda (su, diski ve hayvan barinaklarinda) aylarca canli
kalabilmektedir. Fenol ve kreosol gibi dezenfektanlara da direng gostermekte ve 55 °C'de 1
saat 1sitilmakla inaktive olmamaktadir (Izgiir, 2006).

E. coli'nin neden oldugu infeksiyonlar asagida belirtilmistir;
1-Evcil hayvanlarda intestinal hastaliklar (Kolibasillozisler): Bu infeksiyonlar 6zellikle
yeni dogmus ve gen¢ hayvanlarin (buzagi, kuzu, domuz yavrusu, tay, civciv gibi)
enfeksiyonlaridir (Izgiir, 2006).
2-Evcil hayvanlarda ekstra intestinal hastaliklar: Bu tiir enfeksiyonlara cesitli sekillerde
rastlanilmaktadir;
A-Urogenital sistem infeksiyonlari
a-Kedi ve kopeklerde E. coli'den ileri gelen sistitis ve pyelonefritis'ler
b-Ko6pek ve atlarda genital sistem enfeksiyonlari
B-Meme bezi infeksiyonlar1 (mastitisler): Bu tiir mastitislere tiim evcil disi hayvanlarda
rastlanilmakta ve E. coli, sigirlarda mastitisin primer etkeni olabildigi gibi, domuzlarda da
metritis-mastitis-agalactiae sendromlarinin en &nemli etkeni olarak bilinmektedir (Izgiir,
2006).
C-Akciger yangilar1 (Pnémoni): E. coli opportunist patojenite 6zelligi sayesinde akciger
enfeksiyonlarindan sekonder etken olarak izole edilmektedir (Izgiir, 2006).
D-Yara infeksiyonlari: Ozellikle agik yaradan, kontaminasyon sonucu, saf veya karigik

kiiltiirlerden izole edilmektedir (Izgiir, 2006).

2.5. Buzagi ishalleri ve Kolibasillozisler

Bu tiir enfeksiyonlar, insan basta olmak {izere, Ozellikle buzagi, kuzu, domuz
yavrularinda, taylarda ve civcivlerde goriilmektedir (izgiir, 2006).
Sigir yetistiriliciginde biiyliik ekonomik kayiplara neden olan, ishal, septisemi ve

toksemi seklinde seyreden, ani 6liimlere karakterize bir hastalik oldugu bilinmektedir (Emre
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ve ark, 1998). Neonatal septisemi 100 yili askin siiredir devam eden bir durum olup,
genellikle 2 haftalik yastan kii¢iik immun sistemi gelismemis buzagilar etkileyen bir hastalik
olarak bilinmektedir (Fecteau ve ark, 2009).

Neonatal buzagi ishalleri sigircilik isletmelerinin en onemli problemlerinden biri
olmasi, yiiksek mortalite ve morbidite oranlarina sahip oldugu, ishallerin sagaltimi ve
ishalden korunma i¢in yapilan ¢aligmalar ile birlikte hastalik sebebi dolayisiyla biiyiime ve
gelismede yavaglama, durma ve bunlarla beraber Oliimlerin olmasi nedeni ile diinyada
olduk¢a 6nem arz eden ckonomik kayiplara yol agan bir problem oldugu bilinmektedir
(Radostits ve ark, 2006; House ve ark, 2011).

Oliim nedenleri arasinda ishal, pnémoni ve septisemi gibi problemlerin oldugu
bilinmektedir. Oliimlerin hastaliklara bagl bakteriyemi ve endotoksemi ile iliskilendirildigi
bildirilmistir (Lofstedt ve ark, 1999).

Enfeksiyona bagl kiiciik isletmelerde olimler % 10-15 (% 50’ye c¢ikabilir) iken
koruma yapilan isletmelerde bu oran % 1-8 arasinda degistigi bildirilmektedir. Hastalikla
ilgili sagaltim girisiminde bulunulmamasi1 durumunda hastalik olduk¢a kotiilesen bir
prognozla ilerler ve 6liim kaginilmaz olmaktadir (Gay ve ark, 1994).

Ishalde rol oynayan etiyolojik faktdrlerin karisik olmasindan dolay1, uygun sagaltimin
yapilamamasi, sivi-elektrolit sagaltiminin dogru ve diizenli olmamasi gibi nedenlerden dolay1
yukarida bahsedilen sonuglarin oldugu bildirilmektedir (Beam ve ark, 2009).

Neonatal septisemi, bakteriyemi ve sepsis terimleri, buzagilarin sistemik
enfeksiyonlarini belirtmek igin kullanilan terimler olarak tanimlanmaktadirlar. Bu terimlerin
anlamlan arasinda ufak farkliliklar olmasina ragmen, hepsi buzag: ishalleri i¢in kullanilan
terimlerdir. Bakteriyemi; kan dolasimindaki bakterinin hiicre kiiltiirii ile belirlenmesi anlamin
tasimaktadir. Septisemi; sistemik bir bulgu olmakla birlikte sepsis veya septik soka sebep olan
patojenik etkenin dolasima girmesi sonucu cesitli sistem ve organlarda yerleserek bunlarin
toksinlerinin var oldugu anlamini tasimaktadir. Bununla birlikte sadece bakteri ile smirlt
olmamakla birlikte tiim mikroorganizmalar1 da igine almaktadir. Sepsis ise enfeksiyon ile
beraber yangisal olaylarin beraber seyretmesi olarak tanimlanmakta ve bunun nedeninin
immun yetmezlik oldugu cesitli ¢alismalarda bildirilmektedir (Lofstedt ve ark, 1996; Fecteau
ve ark, 1997; House ve ark, 2011).

Uygun olmayan c¢evre kosullari, immun sistemin yeterince gelismemesi viral,
bakteriyel, paraziter, protozoal etkenlerin tek basina ve/veya miks enfeksiyonlar tarzinda

goriilmesi hastaligin etiyolojisinde yer aldigi ¢caligmalarda bildirilmektedir (Hall ve ark, 1992;
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Radostits ve ark, 2006; Ok ve ark, 2009). Buzagilarda diyare ile seyreden enfeksiyoz
hastaliklar Tablo 2’de belirtilmistir.

Tablo 2. Buzagilarda diyare ile seyreden enfeksiy6z hastaliklar (Turgut 2000)

<1 hafta Orta siddetli Sulu, pis kokulu, Siddetli metabolik Yavru  Ana
sart renkte, pH asidoz, farelerin buzaginin
alkali hiperkalemi barsakla asilanmasi
rinda
toksin
tretimi
Tim yas Var Hafif-orta siddette ~ Yumusak, sulu Yaygin  entoro- Digki  Ananin
mukoza dokiintiilii kolitis noétrofilde kiiltiiri  asilanmast
ve kanl sola kayma tagtyicinin
eliminasyonu
<2 hafta Yok Hafif-orta siddette ~ Kanli diyare CNS bozuklugu, Hiicre  Analarin
yaygin hemorajik dokiintiil asilanmasi
enteritis erinde
etken,
anaerobi
k kiiltiir
<1hafta Yok Orta siddette Yaygin sulu Cabuk yayilir, Disgki ~ Dogumda oral
veya morbidite kiiltiirii  agilama, ananin
hafif %100’diir. fekal FA agilanmasi
testi
5-21 giin Yok Siddetli, kisa Yaygin sulu, pH Cabuk yayilir, Digki  Dogumda  oral
veya zamanda sekillenir ~ asit morbidite %100, kiiltiirii, asilama, ananin
hafif sivi-elektrolit ted. fekal asilanmasi
Cevap vermez immuno
elek-
mikrosk
opi
>3 hafta  Bifazik Orta siddette Sulu, yaygin degil Mortalite ve Patogno Gebe olmayan
morbidite  diisiik, mik inekler asilanir,
yanak i¢i gastroint buzagi asis1 ve
lezyonlar estinal  hiperimmun
lezyonla serum
r
>10 giin  ? Hafif-orta Sulu Sol.sis. hastaligi, Bogaz Yok
sanct kiiltiri

Buzag: ishallerini olusturan etiyolojik ve epidemiyolojik nedenlerin tam olarak

bilinmemesi, hastaligin kontrol ve eradikasyonunun yapilmasindan dolay1 buzag: ishalleri
giincelligini ve Onemini yitirmedigi agiktir. Hastaligin olusumundaki etken ve susunun
farkliligi, cevresel ve stres faktorlerinin fazlaligi hastaligi olduk¢a karisik bir duruma
getirmektedir. Buzagi septisemilerine en ¢ok yol agan mikroorganizma E. coli, daha az

siklikta Klebsiella sp., Salmonella sp., Gram (+) ve Gram (-) etkenler olarak bilinmektedir
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(Fecteau ve ark, 1997). Hastalik kolostral antikor aliminin diisiik oldugu buzagilarda daha ¢ok
goriildiigii belirtilmektedir (Erdogan ve ark, 2003).

Buzagilarin immun sistemlerinin yeterli oranda gelismemesi, kolostrum alimindaki
eksiklikler ve kolostrumdaki immunglobulin oraninin diisiik olmasi hastalik i¢in onemli
predispoze faktorler arasinda oldugu bildirilmektedir. Yeni dogan buzagilarda morbidite ve
mortalite ¢ok karisik bir etiyolojiye sahip oldugu bilinmektedir. Buzagi ishallerinin ortaya
cikmasinda yeterli kolostrum alinmamasi, patojenik etkene maruz kalma, beslenme, hijyen ve
temizligin eksik olmasi 6nemli risk faktorleri olarak bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada
laktojenik immunite ve saglikli buzagi arasinda yiiksek korelasyonlu bir iliski oldugu
bildirilmektedir (Lundborg, 2004).

Ishal olusumunun asil nedeni enfekte hayvanlarin diskilar1 olmaktadir. Yenidogan
buzagilar bu etkenleri; kontamine olmus altlik, zemin, suluk, yemlik ve diger buzagilarin
perineum bolgelerini yalamalari sonucu ve/veya anneleri emerken ya da siit i¢cmeleri
esnasinda almaktadir. Hastaligin bulagmasi fekal-oral, solunum, omfalojen ve daha az siklikla
da fotal donem enfeksiyonlari ile meydana gelecegi bildirilmektedir (Hofmann, 1992;
Radostis ve ark, 1999).

Cevresel kosullarin uygun olmamasi, yetersiz beslenmenin sebep oldugu stres
intestinal direncinin bozulmasina ve patojen etkenlerin dolasima girerek septisemi tablosu
olusturmasina neden olmaktadir. Ince barsaklara yerlesen E. coli, iirettigi enterotoksin sonucu
barsaklarda sivi-elektrolit kaybina yol agmaktadir. Bunlarin sonunda ishal, dehidrasyon ve
asit-baz dengesinde bozulmalar sekillenmektedir. Hastaliga karisan viruslarda emilim
bozukluguna (malabsorbsiyon) yol agabilmektedir. Enterotoksinler intestinal mukozada
adenilat siklaz aktivitesini stimiile ederek siklik AMP’yi arttirmakta ve intestinal kanalda
sekresyon artisina neden olmaktadir. Sekresyon sivisi alkali karakterde (Na ve HCOs’den
zengin) oldugundan dolayr metabolik bir asidoz gelismektedir. Ishal olusumunda; konakgi
duyarliligi, barsak liimeni ve mikroorganizmalarin bulundugu ortamin fiziksel, kimyasal ve
hijyenik sartlari, etiyolojik etkenlerin serotipleri gibi faktorlerin rol aldigi bildirilmektedir
(Radostits ve ark, 1999; Fecteau ve ark, 2009; House ve ark, 2011).

Ishalin baslamas: ile birlikte kisa bir siire igerisinde sekillenen sivi-elektrolit denge
bozukluguna bagli olarak ( Na+,K+, H+, NaHCOj3) olusan metabolik asidoz ve hiperkalemi
sonucu olusan kalp blokajina bagl olarak 6liimlerin meydana geldigi bildirilmektedir (Hall ve
ark, 1992; Radostits ve ark, 2006). Ayrica kronik vakalarda siddetli kilo kayb1 veya sekonder
Sepsise bagli olarakta dliimler meydana gelebilecegi bildirilmektedir (Weldon, 1992).
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E. coli dogada yaygin bulunan bir mikroorganizmadir. Buzaginin immunite diizeyi,
mikroorganizmanin 6zelligi, susun dokulara invazyon kabiliyeti, enterotoksin {iretme ve
septisemi yapma 6zelligi ile diger ¢evresel faktorler gibi hastaliga predispoze olusturabilecek
sartlar ile enfeksiyon meydana gelmektedir. Hastaligin olusmasinda kolostrumun yetersiz
alinmasi ¢ok biiyik dnem arz ederken, kolostrum hem bagisikligi arttirmakta hem de E.
coli’lerin barsakta tiremelerini baskilamakta oldugu bildirilmektedir (Fecteau ve ark, 2009;
Radostits ve ark, 1999; House ve ark, 2011).

Buzagi ishallerine neden olabilecek etkenler arasinda Gram negatif bakteriler oldugu
bilinmektedir. E. coli gibi lipopolisakkarit (LPS) i¢eren etkenler 6nemli faktorler olmaktadir.
llaveten, lipopolisakkaritler gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki endotokseminin
gelismesinde onemli bir faktor oldugu bildirilmektedir. Endotoksinin endotelyal hiicreler
izerine etkisi sitokin araciligiyla prokoagulan aktivasyonu ile enflamatuar yaniti uyarmakta
oldugu bildirilmistir. Endotoksin endotel hiicrelerindeki hasara bagli aktivasyonu
baglatmaktadir. Koagulasyonun intrinsik ve ekstrinsik yollarina bagli subendotelyal kollajen
ve tromboplastin salgilatarak doku plasminojen aktive edici ve plasminojen aktivator
inhibitorii olarak bilinmektedir (Green ve ark, 1993).

Septisemilerle beraber gelisen 6liim olaylarinin mekanizmalari birbirlerinden farklilik
gostermektedir. Ornegin, hem hiicresel metabolizma hemde besin alimindaki bozukluklara
bagli olarak meydana gelen hipotermi sonucu dehidrasyon ve endotoksemik sok meydana
gelmektedir. Ishalli buzagilarda hipotermi gozlendigi yapilan ¢alismada saptanmustir. Pek ¢ok
ishalli buzagida dehidrasyon ve asidoza bagli olarak intraseliiler ve ekstraseliiler potasyum
(K+) konsantrasyonundaki bozukluklar sonucu gelisen aritmiden 6lmektedir. Ek olarak kronik
olgularda siddetli kilo kaybi veya sekonder sepsise bagl Olimlerin sekillendigi
bildirilmektedir (Weldon ve ark, 1992; House ve ark, 2011). Etkin bir immun yanit ve yangi
arasindaki denge, sok gibi olumsuz bir etki ile sonuglanabilmektedir. Buzagmm immun
sistemi enfeksiyonu belirlemede veya enfeksiyonla miicadelede basarisiz oldugunda
konakgida sistemik yangisal yanit sendromu olugmaktadir (Naylor, 1989).

Septik sokta hipotansiyon ve/veya hipoperfiizyon olusmasi septik sokun daha siddetli
bir hal almasma neden olmaktadir. Septik sok, degisik derecelerde hipovolemik (kapilar
sizint1 ile olusan siv1 kaybi), kardiyojenik (septik vaskiiler diren¢ kayb1) ve dagitim sokunun
(sistemik vaskiiler direng azalmasi) birlikte goriilmesi olarak da adlandirilabilmektedir. Sepsis
ve septik sok terimleri arasindaki ayrim, septik sokta siddetlenerek giden bir organ
disfonksiyonu ile karakterize sepsis durumu séz konusu oldugu bildirilmektedir (Fecteau ve
ark, 2009).
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Endotoksinler, yangi genlerinin aktivasyon ve ekspresyonu ile Gram (-) bakterilerin
mannoz ve glikoprotein yapida olan hiicre duvarlart tarafindan salgilanmaktadir.
Stiperantijenlar, toksinler ve dolasimdaki makrofaj-lenfosit aktivasyonu, sitokinlerin ve
yangisal mediatorlerin serbest birakilmasi siirecini baslatabilmektedir. Sepsisin baslamasi
arakidonik asit metabolitlerinin iiretimi, miyokardiyal depresan faktorleri, endojen opiyatlar
ile sepsisin birgok mediatoriiniin tiretimi ve serbest birakilmasini ig¢ine almaktadir. Sepsis
devam ederken; timor nekroz faktorii (interloykin-1-2-4-6-8), tromosit aktive edici faktor,
interferon-g, eikosanoidler (B4, C4, D4, E4 gibi 1okotrienler, tromboksan A2, prostaglandin
E2, 12), graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor, endotelin-1, komplement fragmanlar1 C3a
ile C5a, toksik oksijen radikalleri, polimorfoniikleer nétrofil kaynakli proteolitik enzimler,
trombositler, transforme biiytime faktorii-b, vaskiiler permeabilite faktorii, makrofajlardan
salinan prokoagiilan ve inflamatuar sitokin, bradikinin, trombin, pithtilasma faktorleri, fibrin,
plazminojen aktivator inhibitér, miyokardial depresan madde, b-endorfin, 1s1 sok proteinleri
ve adezyon molekiilleri (endotelin kaynakli adhezyon molekiilii, intraseliiler adezyon
molekiilii ve vaskiiler adezyon molekiilii ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir. Sepsis sirasinda ¢ikan
tim bu mediatorlerin olumsuz etkileri olmakta ve sepsisin sistemik ile klinik bulgularinin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Sepsisin gelistigi olgularda endotelde gegirgenlik artisi,
miyokardiyal depresyon ve ara metabolizmanin bozulmasi sonucu hipovolemi, hipotansiyon

ve solunum yetmezligi gibi 6nem arz eden komplikasyonlarin ortaya ¢ikacagi bildirilmektedir

(Kliegman ve ark, 2007).

2.6. Etiyoloji

Hastalik etkeni E. coli'dir. Buzagilarda hastalik yapan E. coli'lerin O8, 09, 015, 020,
026, 035, 078, 086, 0101, 0115, 0117 ve O119 serotiplerine dahil olduklart bilinmektedir.
Ayrica buzagilarda ishal olusturan E. coli’lerin enterotoksijenik (ETEC) ozellikte olup, bu
toksinlerden enterotoksin STa sentezledikleri, adezinlerden ise K99 veya K99+F41 pilus
antijenlerine sahip olduklari bilinmektedir. Yine ishal olusturan suslar arasinda enteropatojen
E. coli (EPEC)'lerde ve enterohemorajik E. coli (EHEC)’lerde bulunmaktadir. Bu suslar,
infeksiyonun sekillenmesinde, 6zellikle, pilus antijenleri (adezinleri) ile etkili olmaktadir.
Septisemiye neden olan suslarin da toksin ve adezinleri bulunmaktadir. Ayrica bu suslar
sitotoksik nekrozan faktor 1 ve 2 (CNF-1, -2) sentezlemektedir (Snodgrass ve ark, 1986;
Ballmer ve ark, 2007).
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2.7. Epidemiyoloji

Buzag1 septisemisine, sigir yetistiriciligi yapilan her iilke ve bolgede rastlamak
miimkiindiir. E. coli normal intestinal kanal florasini olusturan bir mikroorganizma olmasina
ragmen, sayisinin fazla miktarda artmasi ile enfeksiyon olusturabilmektedir. Ayrica digki ile

kontamine olmus yem ve sularla patojen E. coli'lerin oral yolla alinmasi enfeksiyonun
sekillenmesinin 6nemli nedenleri arasinda bulunmaktadir. Genelde, intestinal kanalda E. coli
sayisini kontrol eden iki esas mekanizma bulunmaktadir. Birinci faktor, floradaki diger
bakteriler ve E. coli arasindaki bakteriyel interferansa bagl bir etkilesim, diger faktor ise
yetersiz pasif bagisiklik olarak bilinmektedir. Yeni dogan buzagilarda intestinal kanal
sterildir. Fakat annenin vajinal ve perianal florasindaki mikroorganizmalar, agiz ve rektum
araciligi ile bagirsak kanalina ¢ok ¢abuk kolonize olabilmektedir. Dogumu takip eden birkag
saat icinde koliform grubu etkenler, laktobasiller ve zorunlu anaerob bakteriler bu
kolonizasyonu olusturmaktadir. Gram pozitif, anaerobik oOzellikte olan laktobasiller
apatojendir ve genellikle ince bagirsakta bulunarak, direttikleri asit nedeniyle pH'y1
diisirmekte ve bu nedenle de E. coli'ler tircyememektedir. Bir diger taraftan, yavrulara
verilmesi gereken kolostrum ve siit, E. coli'ye karsi annede sentezlenen spesifik ve
nonspesifik antikorlar igerdiginden dolayi, bunlar sayesinde E. coli 'lerin {iremesi yine inhibe
edilmektedir. Boylelikle, olusan gastrointestinal flora, kolostrum ve siit ile alinan
immunglobulinler ile denge halinde tutulmaktadir. Hijyenik kosullarin iyi olmamasi, dogum
Oncesi annelerin bagka bolgelere transportu, intestinal kanalda bulunan E. coli yiikiiniin
artmasi, stres faktorleri, iklim degisiklikleri, beslenmede diizensizlikler ve en Onemlisi de
patojen E. coli'lerin gesitli sekillerde viicuda alinmasi, hastalik i¢in hazirlayici nedenler

oldugu bildirilmektedir (Cabalar ve ark, 2001).

2.8. Patogenez

Buzagi kolibasillozis’inde gesitli yollarla viicuda alinmig E. coli'lerden toksik 6zellikte
olanlar (Enterotoksijenik E. coli-ETEC suslar) oncelikle enterositlerin mikrovilluslarina K99
veya K99+F41 adezinleri araciligiyla kolonize olarak bagirsak epiteline adeze olmaktadir. Bu
kolonizasyon ancak yasamin ilk saatlerinde sekillenebilmesine ragmen adezinler igin 6zel
hiicre reseptorleri dogumdan 12 saat sonra kaybolmakta oldugu bildirilmektedir (Busato ve
ark, 1998). ETEC suslar tarafindan sentezlenen STa toksinleri intestinal kanal lumeninde su

ve elektrolitlerin asir1 salgilanmasini provoke eder ve bu durum akut ishale, dehidrasyona ve
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asidoza neden olmaktadir (Enterotoksemik kolibasillozis). Genellikle olusan sok tablosunu
olim takip etmektedir (Gulliksen ve ark, 2009).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve Enteropatojenik E. coli (EPEC)'lerin neden oldugu
buzagi septisemilerinde ise 1i¢ organlarda, eklemlerde ve sinirlerde bozukluklar
sekillenmektedir. Ancak bu patolojik bozukluklara yol agan E. coli'lerin patogenesisi heniiz
tam acikliga kavusturulamamistir. Bu suslar arasinda sitotoksik nekrozan faktor (CNF-1 ve
CNF-2) sentezleyenlerin olabilecegi diisiiniilmektedir. Akut veya subakut goriilebilen
koliseptisemisinde enfeksiyon sekillenen olgular gelisememektedir (Gulliksen ve ark 2009)
(Resim 4).
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Resim 4. Farkli E. coli suslarina ait hiicresel mekanizmalar (Kaper ve ark, 2004)

2.9. Klinik Belirtiler

Hastalik klinik olarak dehidrasyon ve ishal ile karakterize goriilmektedir. Lakin akut
form gosteren ve ETEC suslarindan ileri gelen enterotoksemik kolibasilozisde; yeni dogmus
buzagilar 2-6 saat i¢inde komaya girerek o6lebilmektedir. Septisemik form da bazen akut
seyredebilmektedir. Fakat sistemik bozukluklarna ilaveten, ¢ogu olgularda, arthritis ve
topallik goriilebilmektedir. Subakut kolibasillozis ise ¢ogunlukla dogumdan sonraki ilk ii¢
hafta iginde goriilmektedir. Kotii kokulu, sik araliklarla defekasyon ve dehidrasyon goze

carpmaktadir. Viicut sicakligr yiiksektir. Halsizlik, istahsizlik, bazi durumlarda topallik ve
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bazen de meningitise bagli inkoordinasyon durumlart goriilebilmektedir. Enfeksiyon

sekillenen olgularda genellikle gelisim yeterli olamamaktadir (Izgiir, 2006).

2.10. Teshis

2.10.1. Klinik Teshis

Akut durumlarda, ozellikle enterotoksemik formunda klinik bulgulari monitdrize
etmek miimkiin olmamaktadir. Ani o6liimler dikkati ¢ekmektedir. Septisemik ve subakut
olgularda, ishal, pneumoni ve arthritis ile bu belirtileri gésteren diger bazi hastaliklarla
karisabilmektedir. Salmonella sp., Clostridium perfringens tip C, bazi viral infeksiyonlar ve
gidaya bagl enteritislerden ayirt edilebilmesi i¢in laboratuvar muayenelerinin yapilmasini

zorunlu kilmaktadir (Izgiir, 2006).

2.10.2. Nekropsi Bulgulari

Nekropside, genellikle, hastaliga ait tipik bulgular1 gormek miimkiin olmamaktadir. ¢
organlarda septisemiye ait genel lezyonlarin bulunmasmin yaninda, bazi durumlarda
akcigerlerde pnomoni ve eklemlerde de artritisle ilgili patolojik bulgulara rastlaniimaktadir
(Brenner ve ark, 1995).

2.10.3. Laboratuvar Muayeneleri

Bu amagla laboratuvara yeni 6lmiis veya agoni halindeki hayvanlara ait organlar
(karaciger, dalak, akciger, vs) ve bagirsak icerikleri gonderilmesi 6nerilmektedir (Erganis ve
ark, 1989).

Bakteriyoskopi: Septisemiden 6len hayvanlara ait organlardan yapilan preparatlarda
Gram negatif ¢omaklarin goériilmesi E. coli'yi diistindiirebilmektedir. Fakat kesin tani igin
yeterli olmamaktadir (Erganis ve ark, 1989).

Kiiltiir: Bu amacla kanli agar, MacConkey ve EMB agar gibi besi yerlerine ekimler
yapilmakta ve 24-48 saat 37°C'de inkubasyondan sonra iireyen koloniler E. coli yoniinden
degerlendirilmektedir (Resim 4). Buyyon kiiltiiriinde 24 saatte homojen bulaniklik yapan E.
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coli biyokimyasal testlerle (karbonhidrat fermentasyon testleri, H,S, indol, MR, VP, Nitrat,
vs) identifiye edilmektedir. Ancak iireyen E. coli’lerin patojenik 6zellikte olup olmadiklarinin
belirlenmesi amaciyla; virulans faktorlerinin (adezin-B’ler) gesitli testlerle arastirilmasi
gerekmektedir. Ornegin; in vitro kosullarda bu amagla HA testi kullanilabilmektedir. Ek
olarak, wvirulens faktorlerinin PCR gibi molekiiler yontemlerle de dogrulanmasi

yapilabilmektedir (Ok ve ark, 2009).

Resim 5. E. coli’nin EMB agarda makroskopik morfolojisi (Kaper ve ark, 2003)

Hayvan deneyi: Ozellikle ETEC suslarinin belirlenmesi amacryla, bagirsak lup testi,
fare testi ve doku kiiltiirii testlerinin kullanilmas1 gerekmektedir (1zgiir,2006).

Serolojik testler: Buzagilarda hastalik yapan E. coli serotiplerine karsi hazirlanmis
antiserumlarla iireyen kolonilerin lam {izerinde yapilan agliitinasyon testi ile hangi serogruba
ait olduklar1 ve dolayisiyla da antijenik 6zellikleri kesin olarak saptanabilmektedir. Fimbria
antijenlerinin saptanmasi amaciyla aglutinasyon, latex aglutinasyon, ELISA, FAT
kullanilmaktadir (Thorns ve ark, 1992).

Ayrica toksinleri kodlayan genlere spesifik DNA problari da ETEC suslar1 belirlemek
icin kullanilabilmektedir (Erganis ve ark, 1989).

2.11. Tedavi

Buzagilarda kolibasillozisin sagaltimi antibiyotiklerle miimkiin olabilmektedir. Fakat
ozellikle E. coli'lerde bulunan direng faktorlerinin (R plazmidlerinin) konjugasyonla

aktarilmasi sebebiyle, sagaltim oncesi hayvanlardan hastalik etkeni olarak izole ve identifiye
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edilen E. coli'lerin antibiyogramlar1 yapilarak etkili antibiyotigin se¢ilmesinin oldukg¢a faydasi
bulunmaktadir. Bununla beraber sagaltim amaciyla kan basincini normal diizeye getirmek
amaciyla gerekli ilag takviyeleri de yapilmasi Onerilmektedir. Bu amagla sivi-elektrolit
takviyesi, hiperimmun serum kullanimi, bakteriyel interferans ic¢in probiyotik tedavisi bu

yontemler arasinda bulunmaktadir (Boynukara ve ark, 2000).

2.12. Koruma

1. Gebe sagmal ineklerin kuruya ¢ikarilmasi,
2. Gebe ineklerin beslenmesine dikkat edilmesi (yesil yem, kaliteli silaj, A vitamini takviyesi)
3. Gli¢ dogumlarda veteriner hekime haber verilmesi,
4. Dogumun; temiz ve diger hayvanlardan ayri bir yerde yapilmasi,
5. Dogum sonrasi, buzagilarin temizlenmesi, kurulanmasi ve gobek kordonunun
antiseptiklendikten (ilaglandiktan) sonra baglanmasi,
6. Agiz siitii buzagiy1 hastaliklardan koruyucu maddeler tasidigindan c¢ok gereklidir. Bu
nedenle buzaginin en kisa zamanda anasim emmesi saglanmalidir. i1k 24 saat i¢inde 3-4 6giin
agiz siti mutlaka emzirilmelidir. Dogumdan sonraki 3 giin agiz siitiine devam edilmelidir.
Buzagilar, suni yolla emzirilmelidir.
7. Yeni dogmus buzagilar, emmeyi takiben anasindan ayrilip 6zel buzagi boliimlerine
almmahdir. Ozel buzag boliimii; o6nce dezenfekte edilmeli (ilaglanmali), iyice
havalandirilmali, rutubetsiz olmasi saglanmali, temiz altlik sap serilmeli ve 5 giinde bir
mutlaka degistirilmelidir.
8. Ahirda E. coli etkeninin varlig1 biliniyorsa, gebe inekler hamileligin son iki ay1 i¢cinde bu
bakteri susu ile hazirlanmis asilarla asilanmalidir. Eger ana asilanmamissa, buzagiya dogar
dogmaz E. coli mikrobu ile hazirlanmis antiserum koruyucu olarak uygulanmalidir.
Ahirlardaki buzagi septisemisi (koliseptisemi) olaylari, koruyucu uygulamaya ragmen
onlenemiyorsa, veteriner hekim kontroliinde veya laboratuvardan alinan antibiyogram (test)
sonucuna gore antibiyotik uygulanabilmektedir. Buzagi kolibasillozisinden korunmada en
onemli faktdr, hijyenik &nlemlerin alinmasidir. Ozellikle dogum esnasinda bu hijyenik
kurallara (umbilikal yoluyla E. coli'nin alimmin 6nlenmesi) ¢ok dikkat edilmelidir. Ayrica,
gebe hayvanlarin gebeliklerinin son donemlerinde transportlar1 yapilmamali ve dogum sonrast
tim yavrulara yeterli diizeyde kolostrum verilmelidir. Ancak bu pasif immunizasyonla,

yavrular ¢evrede yaygin ve 6zellikle kolibasillozise neden olan E. coli suslarina karsi annede
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sentezlenen antikorlar1 alabilirler. Suni emzirmenin s6z konusu oldugu isletmelerde de
mutlaka kolostrumun verilmesi; mimkiinse tiim annelerden alinan kolostrumlarin
harmanlanarak yavrulara verilmesinde biiyiikk yarar vardir. Ayrica, ¢ogu iilkede, hasta
buzagilara E. coli'ye karsi hazirlanmis hiperimmun serumlar pasif immunoterapi amaciyla
verilmektedir. Aktif immunizasyon amaciyla da son yillarda bir¢ok asi hazirlanmaktadir.
Gebe hayvanlara gebelikleri siiresince ¢esitli donemlerde K99 antijeni tasiyan canli veya
inaktif E. coli (bakterin) asilar1 yapilarak fetusun aktif immunizasyonu saglanmaktadir. Ancak
ticari olarak hazirlanmis E. coli asilarindan hayvanlarin asilanmasiyla biiyiik bir yarar

saglanamadig bildirilmektedir (izgiir, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. izolasyon Ornekleri

Arasgtirmamiz Eyliil-Aralik 2015 tarihleri arasinda, Aydmn ili ve ¢evresinde bulunan
sigir isletmeleri ziyaret edilerek gergeklestirildi. Aragtirmanin hayvan materyalini sézkonusu
isletmelerden bulunan ve ishal semptomu gozlenen 50 adet buzagi olusturmustur. Ornek

alinan bir buzagi Resim 6’de ve buzagilara ait bilgiler Tablo 3’de goriilmektedir.

Resim 6. Ornekleme yapilan Holstayn irk bir buzagi.

Ornekler, hayvanlarm rektumundan teknigine uygun bir sekilde tasima solusyonlu
svaplara alindi (Resim 7) ve soguk zincir uygulanarak Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuarina ulastirildi. Bu
ornekler, E. coli varlig1 ve izole edilecek olan E. coli saha suslarmin enterotoksijenik olup
olmadig1 yoniinden arastirildi. Arasgtirmanin yapilmasinda Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ADU-HADYEK)'nun 14.08.2015 tarih ve
64583101/2015/092 sayil1 karart ile herhangi bir sakinca gériilmemistir.
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Resim 7. Buzagilarin rektumundan teknigine uygun bir sekilde tasima solusyonlu svaplara

Orneklerin alinmasi
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Tablo 3.

Ornek alman buzagilara ait bilgiler

SIRA | ORNEKLEMENIN YAPILDIGI | BUZAGI YAS | CINSIiYE KLINiK TEDAVE IDENTIFiYE EDILEN
NO TARIH IRKI (giin) Ti BELIRTILER BAKTERI
Enteritis, Pneumoni,
1 15.09.2015 Holstayn 2 Disi Istahsizlik, Halsizlik, Hayir E. coli
Dehidrasyon
Enteritis, Pneumoni,
. . Istahsizlik, Halsizlik, .
2 16.09.2015 Holstayn 2 Disi Dehidrasyon, Yarr Hayir E. coli
Koma Hali
Enteritis, Pneumoni,
3 16.09.2015 Holstayn 30 Erkek Istahsizlik, Halsizlik, Hayir E. coli
Dehidrasyon
Enteritis, Pneumoni Evet
4 20.09.20126 Holgtayn 2 Disi Ha'lsizlik ' (Oral E. coli
Tetrasiklin+Siilfadimidin)
5 20.09.2015 Holstayn 15 Disi Enteritis, Halsizlik Hayir E. coli
Evet
6 21.09.2015 Holstayn 7 Disi Enteritis (Oral E. coli
Tetrasiklin+Siilfadimidin)
. Enteritis, Septisemi, .
7 22.09.2015 Holstayn 3 Disi istahsizlik, Halsizlik Hayir E. coli
. .. . - Evet .
8 22.09.2015 Simmental 12 Disi Enteritis, Halsizlik (Oral Enrofloksasin) E. coli
9 22.09.2015 Simmental 13 Erkek Enteritis, Halsizlik Evet . BUO
(Oral Enrofloksasin)
.Enteritis, Pneumoni, Evet
10 23.09.2015 Holstayn 15 Erkek Istahs1zl1k, Halsizlik, (Trimethoprim+Sulfadiazin) E. coli
Dehidrasyon
11 23.09.2015 Holstayn 25 Disi | Prteritls, Istahsizhk, Hayir E. coli
Tenesmus
12 24.09.2015 Holstayn 30 Erkek | Enteritis, Pneumoni, Hayir E. coli
o olstay Istahsizlik Y '




Tablo 3 devami

Enteritis, Pneumoni,

13 24.09.2015 Holstayn 30 Disi istahsizlik Hayir E. coli
14 25.09.2015 Holstayn 30 Disi | Cneritis, Pneumoni, Hayir E. coli
v ay 3 Istahsizlik y ’
Enteritis, Istahsizlik, .
15 25.09.2015 Holstayn 3 Erkek Halsizlik Hayir E. coli
16 28.09.2015 Holstayn 2 Disi Enteritis Hayir E. coli
17 2.10.2015 Holstayn 45 Disi Enteritis Hayir E. coli
Evet
18 3.10.2015 Holstayn 15 Erkek Enteritis (Oral E. coli
Tetrasiklin+Siilfadimidin)
19 5.10.2015 Holstayn 15 Erkek Enteritis, Pneumoni Hayir E. coli
20 5.10.2015 Holstayn 20 Disi Enteritis Hayir E. coli
Evet
21 6.10.2015 Holstayn 15 Erkek Enteritis (Danofloksasin ve Oral E. coli
Tetrasiklin)
Evet
22 10.10.2015 Simmental 12 Erkek Enteritis (Enrofloksasin ve Oral E. coli
Tetrasiklin)
23 12.10.2015 Holstayn 20 Disi Kronik Enteritis Hayir E. coli
24 15.10.2015 Simmental | 10 Erkek | Enteritis, Istahsizlik, Hayir E. coli
Halsizlik
Enteritis, Pneumoni,
25 17.10.2015 Holstayn 9 Erkek Istahsizlik, Halsizlik, Hayir BUO
Dehidrasyon
Enteritis, Septisemi,
26 17.10.2015 Holstayn 2 Erkek Halsizlik, Hayir BUO
Dehidrasyon
27 17.10.2015 Holstayn 60 Erkek Enteritis Hayir E. coli
28 17.10.2015 Holstayn 10 Disi Enteritis Hayir E. coli
29 17.10.2015 Holstayn 10 Disi Enteritis Hayir E. coli
30 17.10.2015 Holstayn 7 Disi Enteritis Evet E. coli

(Enrofloksasin)
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Tablo 3 devam

. Lo Evet :
31 24.10.2015 Holstayn 2 Erkek Enteritis, Septisemi (Buzag Septiserumu) E. coli
. Evet ;
32 25.10.2015 Holstayn 2 Erkek Enteritis (Penisilin+Streptomisin) E. coli
33 26.10.2015 Simmental 20 Disi Enteritis Hayir E. coli
34 26.10.2015 Simmental 10 Disi Enteritis Hayir E. coli
Enteritis, Pneumoni, Evet
35 29.10.2015 Holstayn 20 Disi IStahslleﬁlé;aI;I;:)Srl]th’ (Trimethoprim+Sulfadiazin) E. coli
Enteritis, Pneumoni, Evet
36 29.10.2015 Holstayn 3 Disi IStah[S);Z;;I(;;;I;LSrI]Z“k, (Trimethoprim+Sulfadiazin) E. coli
37 31.10.2015 Holstayn 15 Erkek Enteritis,Halsizlik, Hayir E. coli
38 31.10.2015 Holstayn 15 Erkek Enteritis,Halsizlik, Hayir E. coli
39 31.10.2015 Holstayn Erkek Enteritis Hayir E. coli
40 2.11.2015 Simmental Erkek Enteritis Hayir E. coli
41 2.11.2015 Simmental Disi Enteritis Hayir E. coli
42 2.11.2015 Simmental 12 Erkek Enteritis Hayir E. coli
43 2.11.2015 Simmental 16 Disi Enteritis Hayir E. coli
44 6.11.2015 Holstayn 10 Erkek Enteritis Hayir E. coli
45 6.11.2015 Holstayn 2 Disi Enteritis Hayir E. coli
46 8.11.2015 Holstayn 12 Erkek Enteritis Hayir E. coli
47 11.11.2015 Simmental 10 Disi Enteritis Hayir E. coli
48 11.11.2015 Simmental 8 Disi Enteritis Hayir E. coli
Enteritis, Pneumoni, Evet
49 1.12.2015 Holstayn 20 Disi IStath;;E’r;SI;LS;th’ (Trimethoprim+Sulfadiazin) E. coli
50 1.12.2015 Holstayn 8 Erkek Enteritis Hayir E. coli
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Ayiraglar, Solusyonlar ve Antibiyotik Diskleri

3.1.2.1. Besiyerleri

3.1.2.1.1. izolasyon Besiyerleri

3.1.2.1.1.1. Kanh Agar Base (Merck1.10886)
Blood agar.................... 40 g.
Distile SU........ccccvruenee. 100 ml

Karigimin pH’s1 7,2 — 7,4°e ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50 °C’ye

kadar sogutulup, i¢ine % 7 oraninda sterildefibrine koyun kani ilave edildi.

3.1.2.1.1.2. ModifiyeTryptic Soy Broth (Merck 1.09205)

Pepton(kazein) 179
Pepton(soya unu) 30
NaCl 5¢
Safra tuzlar1 No. 3 15¢
D(+)-glukoz 259
Di-potasyumhidrojenfosfat 44
Novobiocin 0.02g
Distile su 1000 ml

Aragtirmamiz i¢in alinan diski 6rneklerinde bulunan bakterinin zenginlestirilmesinde
modifiye tryptic soy broth (mTSB) kullanilmistir. Zenginlestirme besiyeri mTSB’de Gram-
negatif mikroorganizmalarin gelismesini azaltmak i¢in novobiocin veya akriflavin
bulunmaktadir. mTSB besiyeri 33 g/l konsantrasyonda distile suda eritilerek hazirlanmis ve
erlenlere 225 ml olacak sekilde dagitilmistir. Daha sonra erlenlerdeki besi yerleri otoklavda
121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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3.1.2.1.2. identifikasyon besiyerleri

3.1.2.1.2.1. Sorbitol MacConkey (SMAC) Agar (Difco 279100) ve CT SMACAgar

Katkis1 (Merck1.09202)

Pepton 2049
NaCl 50
Safra tuzlar1 No. 3 15¢9
Sorbitol 109
Kristal violet 0.001 g
Notralred 0.03¢g
Agar-agar 15¢
Distile su 1000 ml

Sorbitol MacConkey agardan 51,6 g/l orani ile 500 ml distile su iginde 1sitilarak
eritilmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. CT-SMAC Agar Katkisi
agara ilave edilmeden Once bir sise katki iizerine 1 ml distile su eklenip karistirilmastir.
Otoklav sonrasinda 45 °C’ye kadar sogutulan 500 ml agara aseptik sartlarda CT katkis1

eklenerek karistirilmig ve petri kaplarina 12,5 ml/petri olacak sekilde dokiilmiistiir.

3.1.2.1.2.2. Eozin - Metilen Blue (EMB) Agar

Pepton...........cooviiinin 10¢g
Laktoz.......coovveviiiiininnn. 5¢g
SUKroz......oovvveiiininnnn 5¢g
Dipotasyum fosfat............ 2g

EozinY.........oooiiii. 04¢g
Metilen mavisi............ 0.065 g
Agar.........cooiiiiin. 135¢

Distile su.................. 1000 ml

Karigimin pH’s1 7.2’ya ayarlandive 121 °C’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle steril
edildi.

30



3.1.2.1.2.3. Lassen’in 3’lii tiip besiyerleri

Tiip I

Peptone

Lactose

Glucose

Sodium thiosulphate
Ferric ammonium sulphate
NaCl

Agar

Phenol red (0.2°1ik)

Distile su

209
109
19

0.2¢g
03¢
69

179

12.5 ml
1000 ml

Karisimin pH’s1 7.6’ya ayarlandi ve 121 °C’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle steril

edildi.

Tiip I

Peptone

Neopeptone

Mannitol

Agar

Potassiumnitrate
Phenol red ( % 0.2’lik )

Distile su

54
5¢
24
259
179

20 ml

1000 ml

Karigimim pH’s1 7.6’ya ayarland1 ve 121 °C’de 15 dk otoklav edilmek suretiyle steril

edildi.

Tiip I

L- Tryptophan

0.3g

PotassiumDihydrogenphosphate

PotassiumHydrognephosphate

Ure
Ethanol ( % 95’lik )

0.1g
01g
29
lg
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Phenol red ( % 0.2’lik) 20 mi
NaCl 059
Distile su 1000 ml

Besiyerinin sterilizasyonu milipore (0.2 ) filtreden siiziilerek yapildi (Koneman ve
ark, 1997).

3.1.2.1.3. Antibiyogram Besiyeri
3.1.2.1.3.1. Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437)

Meat infusion 2,0g/L
Casein Hydrolysate 17,5 g/L
Starch 1,5¢g/L
Agar-agar 13,0 g/L

Dehidre besiyeri, 34,0 g/L konsantrasyonda damitik su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda
115 °C ‘da 10 dakika sterilize edilip, steril Petri kutularina 12,5’er ml dokiiliir. Zor gelisen
mikroorganizmalarin gelisimini arttirmak icin bilesime kan ilave edilebilir. Bu amagla,
otoklav ¢ikiginda 45-50 °C’a sogutulur ve %5-10 olacak sekilde defibrine kan ilave edilir.
Kan ilavesi, Enterokoklarin aminoglikozitlere kars1 duyarligin belirlenmesinde sahte negatif
sonuclara neden olabilir. Kan ilave edilmeden hazirlanmis besiyeri berrak, menevisli (yanar-

doner) ve sarimsi kahverengindedir. pH, 25 °C’da 7,4+0,2"dir.

3.1.2.1.4. Antibiyotik Diskleri
Antibiyotik duyarlilik testlerinde Penisilin G (10 U), Tetrasiklin (30 png),
Enrofloksasin (5 pg), Trimethoprim-Sulfometoksazol (25 pg), Danofloksasin (5 ng),
Amoksisilin-Klavulanik asit (30 pg), Gentamisin (10 ug) ve Kanamisin (30 ug) (Oxoid®)

antimikrobiyel ajanlarini ihtiva eden diskler kullanilmistir.

3.1.2.2. Ayiraclar

3.1.2.2.1. indol ayiraci
P-Dimethylaminobenzaldehyde 10¢
Isoamylalcohol 150 ml
HCI (konsantre) 50 ml
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3.1.2.3. Solusyonlar
3.1.2.3.1. EDTA (0,5 M)

Disodium EDTA-2 HoO...voneiiie e, 186,1 g
EDTA 800 ml distile suda manyetik karistiricida ¢alkalanarak eritilip, NaOH ile pH
8.0’e ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanip 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.

3.1.2.3.2. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu
1S BaSC. ettt 121,1 g
BOTTK ASTE. . ettt 61,83 g
EDTA..... W Y. AW &V &V & 584 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH 8.0
ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu

110D, G N 2] P 50 ml
DIISTILE S e ettt 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.

3.1.2.3.3. Gel LoadingBuffer (6X)

Bromfenol Mavisi........ooouiiiiiiiii e 25 mg
SUKTOZ. . ot e e 4¢g
HoO e 10 ml

Karstirilarak solusyon hazirlandi.

3.1.2.3.4. Tris (1M)

1S BaSC. ettt e 121 g
Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7.6’ya ayarlanarak karigim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.
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3.1.2.3.5. 1M NacCl

NaCl distile suda ¢oziildiikten sonra son hazim 1000 ml’ ye tamamlandi.
3.1.2.3.6. TE Buffer (10mM tris+ 1ImM EDTA)

05 I (1 T .10 ml
EDTA(0,5 M)ttt e e e e e e 2 ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamland.

3.1.2.4. Boyalar

Gram boyama (Merck-111885) yapilmustir.

3.1.3. PCR
3.1.3.1. Kullanilan Cihazlar

PCR 25 ornek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal dongiileme

cihazinda gergeklestirilmistir.
3.1.3.2. MgCl,, Tag DNA Polimeraz, 10XTaq Buffer, ANTP Set

25mM MgCl;, Taqg DNA polimeraz (5U), 10X TaqBuffer (100 mM (Tris-HCI, pH8.3,
500mM KCl), 100mM deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

(Fermentas) kullanilmistir.

3.1.3.3. Primerler

E.coli suslarinda putative toksin genleri uidA ve estlb genlerinin belirlenmesinde

kullanilan primerler Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. PCR’da kullanilan oligoniikleotid dizileri (Chandra ve ark, 2013)

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3’) Biyiikliik (bp)

E.coli uidA ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGC
AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG 18

ETEC estlb TGTCTTTTTCACCTTTCGCTC 171

CGGTACAAGCAGGATTACAACAC

3.1.4. Elektroforez

Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintiileme islemi Vilber

Lourmat marka goriintiileme cihazinda gerceklestirildi.
3.1.4.1. Agarose Jel Hazirlamsi

AGAroSe (SIZMA). . ..uentt ittt 1,5veya2g
TBE (0,5X) ettt et 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun fiizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firinda yaklagsik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutuldu. Halen sivi halde
olan karigim, jel kalibinin igerisine yavasga, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve
icerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda
1s1sinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice

yerlestirildi.

3.1.4.2. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas®) kullanildi.

3.1.4.3. Etidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Sigma marka %
I’lik Ethidium Bromiir 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan % 2’lik agaroz jelin igerisine Spul

miktarinda eklenerek kullanildi.
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3.1.4.4. Standart Sus

Izolasyon ve identifikasyon ¢alismalarinin her asamasinda kullanilan E. coli ATCC®

25922 iiretici firmadan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. E. coli izolasyonu

Laboratuvara getirilen orneklerden Escherichia coli’nin saf olarak elde edilmesi
amaglandi. Bunun icin, svap ornekleri mTSB’de zenginlestirilerek ve 42 °C’de 24 saat
calkalanarak inkube edildi. 24 saat sonunda iireme gézlenen suslarin fenotipik 6zelliklerinin
incelenebilmesi i¢in kanli agar, CT SMAC, EMB, MacConkey agara pasajlari yapildi. 24 saat
inkiibasyon sonunda tireme sekillenen besiyerlerinden preparatlar hazirlanarak Gram boyama
yapilmistir. Gram boyama sonucunda belirlenen Gram-negatif basillerin izolasyon ve

identifikasyonuna gidilmistir.

3.2.1.1. Fenotipik identifikasyon

Izole edilen suslarm koloni morfolojileri degerlendirilmis ve biyokimyasal testler ile

identifikasyon yapilmistir.

3.2.1.1.1. Sefiksim-Telliirit Katkili Sorbitol MacConkey Agarda iireme

mTSB besiyerinde iireyen gram-negatif ve biyokimyasal testler agisindan E. coli
stipheli kolonilerden CT-SMAC agarlara 6ze ile ekim yapildiktan sonra petri kutulari 37
°C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon sonunda renksiz olan koloniler sorbitol
negatif, pembe-kirmiz1 koloniler ise sorbitol pozitif olarak degerlendirilmistir (Holt ve ark
1994, Koneman ve ark 1997).
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3.2.1.1.2. Eozin - Metilen Blue (EMB) Agarda iireme

MTSB besiyerinde lireyen gram-negatif ve biyokimyasal testler acgisindan E. coli
stipheli kolonilerden EMB agarlara 6ze ile ekim yapildiktan sonra petri kutular1 37 °C’de 24
saat inkubasyona birakilmistir. inkubasyon sonunda laktozu kullanamayan bakteriler renksiz
koloniler, laktozu kullanabilen E. coli i¢in tipik koloniler ise yesilimsi ve parlak metalik

renkte koloniler olarak degerlendirilmistir(Holt ve ark 1994, Koneman ve ark 1997).
3.2.1.1.3. Biyokimyasal testler

Siipheli kolonilerin CT-SMAC agarlara pasajlar1 yapilarak saf kiiltiirleri elde edildi.
Saf kiiltiirlere gram boyama yapildi. Gram negatif kolonilerden Lassen’in {iglii tiip
besiyerlerine ekimleri yapildi. Lassen ii¢lii tiip besiyerleri 37 °C’de 24 saat inkube edildi.
Inkubasyondan sonra tiipler degerlendirildi ve E. coli suslarmin identifikasyonlari

gerceklestirildi (Holt ve ark 1994, Koneman ve ark 1997).

3.2.1.1.3.1. Oksidaz testi

Izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin oksidaz aktiviteleri, oksidaz diski (Bacto) ile
Olciildii. Stipheli bakterilerin 24 saatlik saf kiiltiiriinden platin 6ze ile alinan birka¢ koloni
oksidaz diskine yayilarak siiriildii. 25-30 saniye i¢inde diskin pembe mor bir renk almasi

pozitif, renk degisikliginin olmamasi negatif olarak degerlendirildi (Koneman ve ark, 1997).
3.2.1.1.3.2. Nitrat testi

I¢inde nitratli buyyon bulunan tiiplere, siipheli mikroorganizmalarin saf kiiltiiriinden
birka¢ koloni ekildi ve 37 °C’de 5 giin inkube edildi. Daha sonra buyyonun {izerine nitrat
ayiraclarindan (Solusyon A, Solusyon B), 1’er ml dokiilerek besiyerinin renginin kirmizi veya
kiremit kirmizist olmasi pozitif, renk degisikliginin olmamas1 negatif olarak kabul edildi

(Koneman ve ark 1997).
3.2.1.2. Genotipik identifikasyon

Oncelikle E. coli suslarindan PCR’da kullaniimak iizere izolatlardan total DNA
ekstraksiyonu Fermentas® DNA esktraksiyon kit ile ger¢eklestirildi.
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Fermentas® DNA Isolation Kit Prosediirii:

*Bir 6ze dolusu E. coli kiiltiiri 400 ul lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5 dk
inkiibe edildi.

*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm.de 2 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant atildi.

*800 pl presipitasyon solusyonu pelet lizerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karigtirildu.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl
solusyonunda ¢ozduriildi.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile
suda ¢6ziildii. Her bir PCR reaksiyonu igin 5 pl template DNA kullanildi.

3.21.2.1. PCR

Master Mikslerin Hazirlamigi: Tim PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PCR
amplifikasyonu 25 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi
1X, 100 mM KCI, magnesium kloriir (MgCl,) 1,5 mM, dNTP 0,5 mM, primer (her biri i¢in)
0,2 uM, Taq DNA polymerase 5 U (Genet Bio Exprime Taq DNA polymerase®) olacak

sekilde gergeklestirildi. Kullanilan malzemeler ve voliimleri Tablo 5 ve 6’de belirtilmistir.

Tablo 5. E.coli uidA geni i¢in mastermiks hazirlanma oranlar1 (Chandra ve ark, 2013)

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Tag Buffer (100 mM KCI) 3ul

MgCl, (25 mM) 2 ul

dNTP (10 mM) 2 ul

Primer F (0.2 uM) 0.5 ul

Primer R (0.2 uM) 0.5 ul

Tag Polimeraz (5U) 0.5 ul

ddH,0 Son Voliime Tamamlanir

Template DNA (200 nM) S5l
TOPLAM 25 ul
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Tablo 6. ETEC estlB geni igin mastermiks hazirlanma oranlar1 (Chandra ve ark, 2013)

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

Tag Buffer (100 mM KCI) 3pul

MgCl, (25 mM) 2 ul

dNTP (10 mM) 2 ul

Primer F (0.2 uM) 0.5 ul

Primer R (0.2 pM) 0.5 ul

Taq Polimeraz (5U) 0.5 pl

ddH,0 Son Voliime Tamamlanir

Template DNA (200 nM) Sul
TOPLAM 25 ul

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, Ornek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 20’ser pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 5’ser pl alinip, ilgili tiiplerin icerine eklenmis ve agizlar
sikica kapatildi. Hazirlanan tlipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip,
programlandi. E. coli uidA ve ETEC estlB analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l

dongii ve stire diyagrami Tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7. PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Chandra ve ark 2013)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 30 63°C 30sn
Uzama 72°C 1.5 dk
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C o dk

3.2.1.2.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

0,2 mL tiiplerde olusturulan 25 pl’ lik PCR iiriinlerinden 10’ ar pl pipet yardimiyla
alinip, 3 pl 6x loading dye ile karistirildi. Olusturulan karisimin tamami alinarak, jeldeki

uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.
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3.2.1.2.3. Jelde Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yliklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 80V
500A akimda 40 dakika yiiriitiildi.

3.2.1.2.4. Goriintiileme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan ¢ikarildi. Siire sonunda yliriitiilen jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator
cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 ile fotograflandiktan sonra, bant uzunluklar1 her
PCR i¢in ayr1 degerlendirildi.

PCR analizi degerlendirmesinde, E. coli uidA primeri i¢in 1487 bp, ETEC est1B

primeri icin 171 bp, uzunlugunda bant olusumu gézlemlendi.

3.2.2. Antibiyogram

Identifiye edilen E. coli izolatlarimin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi
amaciyla Mieller-Hinton Agar kullanilarak Disk Difflizyon yontemi uygulanmstir.
Hazirlanan Miieller-Hinton besiyeri 10 cm c¢apindaki petrilere 4 mm kalinliginda olacak
sekilde dokiildiikten sonra katilasmaya birakilmistir. E. coli suslarinin 0.5 Mc Farland
degerindeki buyyon kiiltiirlerinden plak besiyerinin yiizeyine 0,1 ml yada svap ile her tarafa
yaydirilarak ekimleri yapilmistir. Ekim yilizeyinin kurumasi i¢in birka¢ dakika beklenildikten
sonra diskler ucu alevden gegirilerek steril edilmis pensetle kenardan 1.5 cm, birbirlerinden
1.5 cm olacak sekilde yerlestirilmistir. Arastirmamizda penisilin, danofloksasin, tetrasiklin,
enrofloksasin, trimethoprim-sulfamethoksazol, sefoperazon, amoksisilin-klavulanik asit,
gentamisin, eritromisin ve kanamisin antibiyotikleri kullanilmistir (CLSI, 2012).

Besiyerleri 15 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra, 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis,
disk c¢evresindeki inhibisyon zon sinirlart OSlgiilerek Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI, 2012) standartlarina gore yorumlanmuistir.
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4. BULGULAR

4.1. Izolasyon ve Identifikasyon Bulgular1

Incelenen 50 adet rektal svap drneginin 47 (% 94) adedinden E. coli izolasyon ve
identifikasyonu gerceklestirildi. E. coli suslarina ait EMB ve Mac Conkey besiyeri goriintiileri
Resim 8’ da verilmektedir.

(@ (b)
Resim 8. E. coli suslarina ait (a) EMB ve (b) Mac Conkey besiyeri goriintiileri

Orneklerde bulunan toplam E. coli sayis1 Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Orneklerde bulunan toplam bakteri say1si

Tiirler Izolasyon Sayisi (adet) Izolasyon Yiizdesi (%0)
E. coli 47 94

4.2. PCR Bulgulan

Izolasyon ve identifikasyon sonucunda elde edilen toplam 47 E. coli izolatinda, E. coli
spesifik uidA ve ETEC spesifik estlB genlerini saptamak i¢in PCR uygulanmustir. E. coli
spesifik primerler kullanilarak gergeklestirilen PCR sonrasinda incelenen toplam 47 E. coli
izolatinin hepsi (% 100) uidA geni acisindan pozitif olarak saptanmistir. Molekiiler olarak
dogrulanan E. coli suslari, ETEC spesifik est1B gen varligi agisindan arastirildiginda sadece 1
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(% 2) adet sus enterotoksijenik E. coli olarak saptanmistir. Gen saptanmasina gore identifiye
edilen suslar Tablo 9’de belirtilmistir. PCR sonucunda elde edilen elektroforez goriintiileri

Resim 9 ve 10°de gosterilmektedir.

Tablo 9. Gen saptanmasina gore identifiye edilen suslar

Hedef gen Izolasyon Sayisi (adet) Izolasyon Yiizdesi (%)
E. coli (uidA) 47 94
ETEC (est1B) 1 2

1 2 3. 4 6 6 7 8 9 40 11 12
W e et Eg e

Resim 9. E. coli uidA spesifik gen i¢in yapilan PCRsonuglari. M: 1500 bp DNA ladder,
P:Pozitif kontrol (E. coli ATCC 25922), N:Negatif Kontrol, 1-12:uiaA geni pozitif
ornekler

Resim 10. ETEC est1B spesifik gen i¢in yapilan PCRsonuglari. M: 100 bp DNA ladder,
P:Pozitif kontrol (E. coli ATCC 25922), N:Negatif Kontrol, 1:ETEC est1B geni
pozitif 6rnek
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4.3. Antibiyogram Bulgular1

Aragtirmamizda identifiye edilen E. coli suslarinin disk difiizyon teknigi ile antibiyotik
duyarliliklar1 incelenmistir. Antibiyotik duyarlilik testlerinde Penisilin G, Tetrasiklin,
Enrofloksasin, Trimethoprim-Sulfometoksazol, Danofloksasin, Amoksisilin-Klavulanik asit,
Gentamisin ve Kanamisin antimikrobiyel ajanlarini ihtiva eden diskler kullanilmistir (Resim
11).

Resim 11. E. coli suslarinin antibiyogram goriintiisii

Antibiyogram testleri sonucunda E.coli izolatlarinin Gentamisin’e % 89, Sefoperazon’a
% 61, Amoksisilin- Klavulanik asit’e % 51, Danofloksasin’e % 44, Enrofloksasin’e % 42
oranlarinda duyarli ve Penisilin G’ye ve Eritromisin’e % 100, Tetrasiklin’e ve Trimetoprim-
Sulfometoksazol’e % 80, Kanamisin’e ise % 76.5 oranlarina direngli oldugu saptanmustir.
Kullanilan antibiyotiklerin zon ¢aplarinin degerlendirilmesi Tablo 10°da, E. coli izolatlarinin

antibiyotik duyarlilik oranlar1 Tablo 11’de sunulmustur.
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Tablo 10. Kullanilan antibiyotiklerin zon ¢aplarinin degerlendirilmesi (cm) (CLSI 2012)

Antibiyotik S | R
Amoksisilin-Klavulanik Asit >18 14-17 <13
Sefoperazon >21 16-20 <15
Gentamisin >15 13-14 <12
Tetrasiklin >15 12-14 <11
Trimetoprim-sulfometoksazol >26 23-25 <22
Penisilin G >26 23-25 <22
Eritromisin >20 17-19 <16
Kanamisin >18 14-17 <13
Danofloksasin >22 18-21 <17
Enrofloksasin >22 17-21 <16

Tablo 11. Elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik oranlar1 (n=47)

Antibiyotik S I R
Amoksisilin-Klavulanik Asit 24 14 9
Sefoperazon 29 16 2
Gentamisin 42 1 4
Tetrasiklin 9 - 38
Trimetoprim-sulfometoksazol 1 8 38
Penisilin G - - 47
Eritromisin - 1 46
Kanamisin 4 7 36
Danofloksasin 21 5 21
Enrofloksasin 20 7 20




5. TARTISMA

Enterotoksijenik E. coli suslari, sentezledikleri enterotoksinlerle o6zellikle geng
hayvanlarda siddetli ishallere neden olabilmektedirler (DebRoy ve Maddox, 2001). Enterik
enfeksiyonlardan izole edilen suslarin, enterotoksijenik karakterleri enzim immunoassay
(EIA), pasif hemaglutinasyon (PA), gesitli lateks aglutinasyon testleri, farkli hayvanlarda
barsak ligatiir (lup) testleri, infantil fare testi (IFT), Vero, HeLa ve Y1 hiicre kiiltiirleri, tavsan
vaskiiler permeabilite testi, DNA prob teknigi, Radio immuno Assay (RIA), immunoblot ve
farkli1 PCR teknikleri ile ortaya konabilmektedir (Scotland ve ark, 1989; Blanco ve ark, 1997;
Giiler ve ark, 2008; Hossain ve ark, 2008). Enterotoksin tiplerinin saptanmasinda genellikle
cabuk sonug veren ve giivenirliligi yliksek olan lateks agliitinasyon testleri (Scotland ve ark,
1989; Carroll ve ark, 1990) ve farkli ELISA teknikleri (Mills ve Tietze, 1984; Carroll ve ark,
1990; Urban ve ark; 1990; Salvadori ve ark, 2003) kullanilmaktadir.

Farkli hayvanlardan izole edilen E. coli suslarinda enterotoksin tiplerinin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda ST oraninin % 1-66.7, LT oraninin ise % 1.8-
13.2 arasinda degisen yiizdelerde belirlendigi bildirilmistir (Blanco ve ark, 1993; Giiler ve
ark, 2008; Rajkhowa ve ark, 2009).

Carroll ve ark. (1990) DNA hibridizasyon teknigi ile pozitif (STIa) olarak bulduklari
sigir orijinli 16 ETEC nin tamaminin ST acisindan kompetatif EIA ile pozitif, LT bakimindan
ise lateks agliitinasyon tekniginde negatif sonu¢ verdigini rapor etmislerdir. Benzer bir
caligmada Blanco ve ark. (1993), ishalli sigirlardan izole edilen 197 E. coli susunun birinde
(% 0.5) STa ve LT belirlendigi, saglikli olanlardan ise 112 izolatin 3 (% 2.7)’tinde STa, 2 (%
1.8)’sinde de LT saptandigi bildirilmistir. Hindistan’da yapilan bir ¢alismada Rajkhowa ve
ark. (2009), sigir orijinli 54 E. coli susunun 2’si (% 3.7) ST geni, 1’i (% 1.8) ise LT geni
acisindan PCR ile pozitif bulunmustur. Mainil ve ark. (1990), sigir orijinli 870 ETEC susunun
7’sinde (% 0.8) PCR ile STb geni saptamislardir. Benzer bir ¢calismada Shin ve ark. (1994),
666 s181r izolatinin 7°si (% 1.1) DNA hibridizasyon prop teknigi ile STb geni acisindan pozitif
bulunmustur. Brezilya’da yapilan bir ¢alismada Salvadori ve ark. (2003), ishalli buzagilardan
izole edilen 250 adet E. coli susunun 8’inde (% 3.9) STa, 17’sinde (% 8.3) LT-II
belirlenmistir. Ayni iilkede yapilan benzer bir arastirmada Rigobelo ve ark. (2006) ise ishalli
buzagilarda yiiksek oranda ST (% 25.4) ve LT (% 13.2) geni tasiyiciligi saptanmistir.

Ulkemizde gergeklestirilen bir arastirmada Giiler ve ark. (2008), farkl ¢iftliklerdeki
ishalli buzagilara ait diskilarindan izole edilen 75 E. coli susunun 12’si (% 16)
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enterotoksijenik olarak bulunmus, 45 saglikli buzagi izolatinin ise tamami STa agisindan
multipleks PCR ile negatif olarak saptanmistir. Benzer bir ¢aligmada Osek ve Winiarczyk
(2001) saglikli buzagilardan izole edilen 390 adet E. coli susunun tamami PCR ile LT ve ST
genleri yoniinden negatif bulunmustur. Mills ve Tietze (1984), buzag: orijinli 251 E. coli
susunun 6 (% 2.4)’sinda ELISA ile ST belirlemislerdir. Baska bir arastirmada (Taku ve ark.
1991), buzag orijinli 208 adet izolatin 31 (% 14.9)’inde IFT ile Sta, 45 (% 21.6)’inde de lup
testiyle Stb saptanmistir. Wolk ve ark. (1992), 60 buzagi izolatinin 35 (% 58.3)’inin, kuzu
orijinli 6 sustan 4 (% 66.7)’linlin ELISA ile ST yoniinden pozitif bulundugunu, test edilen tim
suslarin ayni1 yontemle LT acisindan negatif oldugunu bildirmislerdir. Kuzularda yapilan bir
calismada Orden ve ark. (2002), 146 E. coli susunun 2 (% 1.4)’sinde PCR ile ST geni
belirlenmistir.

Morato ve ark. (2008), saglikli 230 adet ve ishalli 70 adet kediden izole ettikleri
toplam 300 E. coli susunun tamamin1 LT ve ST genleri agisinda PCR ile negatif bulmuslardir.
Bagka bir arastirmada Abaas ve ark. (1989), ishalli ve saglikli kedilerden izole edilen 48
susun tamami Vero hiicre kiiltlirii ile LT ve ST yoniinden negatif olarak belirlenmistir.
Gastroenteritisli kopeklerde gerceklestirilen bir calismada Prada ve ark. (1991) izole edilen 24
hemolitik E. coli susunun 5 (% 20.8)’inde DNA hibridizasyon teknigiyle ST belirlenmis,
izolatlarin tamami1 Y1 hiicre kiiltiirlinde LT agisindan negatif bulunmustur. Holland ve ark.
(1999), saglikli kopeklerden izole ettikleri 60 izolatin 32 (% 53.3)’sinde PCR ile STa
belirlemislerdir. Ayn1 yontemin kullanildig1 baska bir ¢alismada Starcic¢ ve ark (2002), kopek
orijinli 24 izolatin 4 (% 16.7)’linde ST tespit edilmistir. Hammermueller ve ark (1995), ishalli
kopeklerden izole ettikleri 45 adet E. coli susunun 12’sinde (% 26.7) STap, 2’sinde (% 4.4)
STa saptadiklarini, bu suslarin tamaminin LT yoniinden negatif oldugunu, saglikli kopeklere
ait 57 izolatin ise ST ve LT agisindan PCR ve DNA hibridizasyon teknikleri ile negatif
bulundugunu rapor etmislerdir. Ishalli kdpeklerde gerceklestirilen diger bir arastirmada
Wasteson ve ark. (1988), 5 hemolitik E. coli susunun tamami kdpek ince barsak ligatiir
teknigi ile ETEC olarak bulunmus, suslarin 4’iinde ELISA ve DNA hibridizasyon teknikleri
ile STa saptanmis, izolatlarin tamami LT yOniinden ayni tekniklerle negatif bulunmustur.
Vidotto ve ark. (1990), septisemik tavuklardan izole ettikleri 45 E. coli susunun tamaminin
IFT’nde ST agisindan negatif oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada Blanco ve ark.
(1997), tavuk orijinli 167 E. coli susunun tamami LT acisindan negatif, septisemik
hayvanlardan izole edilen 458 susun sadece biri (% 0.2) LT yoniinden pozitif ve
serogruplandirilan 30 izolatin tamami STa bakimindan negatif bulunmustur. Akashi ve ark.

(1993) ishalli tavuklardan izole ettikleri 38 E. coli susunun 7’sinde (% 18.4) STb geni
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saptamiglardir. Emery ve ark. (1992), 420 septisemik hindi izolatinin 24’tinde (% 6) ve 80
septisemik tavuk izolatinin 6’sinda (% 7) Vero ve Y-1 hiicre kiiltiiri teknigiyle LT
belirlediklerini, suslarin tamaminin ST agisindan negatif oldugunu rapor etmislerdir. Literatiir
verileri dikkate alindiginda evcil hayvanlar arasinda E. coli suslarinda ST ve LT pozitiflik
oranlarinin degisken oldugu goriilmektedir. Ayrica, saglikli hayvanlarda yapilan ¢alismalarda
bu toksin tipleri diisiik oranlarda saptandigi (Blanco ve ark, 1993; Shin ve ark, 1994;
Rajkhowa ve ark, 2009) veya genellikle negatif bulundugu rapor edilmektedir (Osek ve
Winiarczyk, 2001; Giiler ve ark, 2008; Morato ve ark, 2008). ishalli hayvanlardan izole edilen
suslarda ise daha yiiksek pozitiflik saptandigi bildirilmektedir (Hammermueller ve ark, 1995;
Salvadori ve ark, 2003; Rigobelo ve ark, 2006).

Ishalli buzagilardaki E. coli tiirlerinin cografik alan ve sezondaki insidensinin yiiksek
onemi Snodgrass ve arkadaslar tarafindan 1986 yilinda yapilan bir ¢alismada ele alinmistir.
Bu calismada sezon ve cografyanin, buzagilardaki kolostral immunglobulinlerin pasif
transferinde etkili rol oynadigini belirtmislerdir olmaktadir (Snodgrass ve ark, 1986).
Ozellikle neonatal buzagilarda immunglobulin absorbsiyonunda sezonun buzag mortalitesine
onemli etkisi oldugu bildirilmektedir (Fink, 1980). Kis doneminde buzagilarda E. coli
tiirlerinin yiiksek oranda goriilmesinin muhtemel aciklamalarindan birisi de sicaklik, yagmur,
gok griltili firtina gibi iklimsel degiskenler ile birlikte barometrik basingtaki degisiklikler
otonom sinir sistemi {izerine etkili oldugudur. Bu degiskenler immuniteyi etkileyebilmekte ve
boylelikle buzagilar enfeksiyonlara karsi daha duyarli hale gelmektedir. Alternatif olarak
bagka bir ¢aligmada, kis mevsiminde E. coli tiirlerinin yiiksek oranda goriilmesi kisin dogan
buzagilarda serum IgG1 konsantrasyonunun diisiik olmasi ile birlikte bahar ve yaz boyunca
artmast gercegi ile agiklanabilecegi diisiiniilmektedir (Norheim ve ark, 1985). Afzal ve ark.
(1983) ile Sharma ve ark. (1984) yaptig1 arastirmalarda kisin dogan buzagilarda goriilen
mortalitenin (sirastyla %69,6 ve %15,36) yazin doganlarda goriilen mortaliteye gore (sirasiyla
%39,4 ve %5,97) oldukca yiiksek goriildiigii bildirilmektedir. Benzer sonuglar daha 6nce
yapilan bazi ¢alismalarda da bildirilmistir (Bhullar ve Tiwana, 1985; Varma ve ark, 1988).
Arasgtirmamizda ise izole edilen E. coli suslarinin mevsimsel olarak kasim mart aylar
arasinda toplanmis olmas1 mevsimsel bir gecisi isaret etmektedir.

Herrera-Luna ve ark. (2009) tiim Avusturya’daki siiriilerde saglikli ve ishalli
buzagilarin %17’sinin E. coli ile enfekte oldugunu belirlemislerdir. Ayrica E. coli suslarmin
da %15.2’sinin stx1, stx2, ehly ve eae genlerini igeren shiga toksin genlerini barindirdiklarini
bildirmektedir. Irak, Najaf’ta bulunan ishalli buzagilarin E. coli suslarinin VTEC fenotipi ve

O157:H7 serotiplerinin diisiik insidensli olduguda baska bir ¢alismada bildirilmektedir (Al-
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Charrakh ve Al-Muhana, 2010). Yapilan bir ¢alismada K99 fimbria, stA enterotoksin, stx1 ve
eac genleri sirasiyla 8, 8, 1 ve 1 izolat olarak belirlenirken herhangi bir cnfl, cnf2, stx2,
stBand genlerine rastlanilmamistir (Bradford ve ark, 1999). Baska bir ¢alismada Salmonella
ve Campylobacter tiirlerini igeren diger etkenlerin prevalansi sirasiyla %2 ve %11 iken, E.
coli ile enfekte buzagilarin %76 oldugu bildirilmektedir. Ayrica ayni ¢alismada ishalli
buzagilarin 22/55 (% 40) ve saglikli buzagilarin 14/88 (%16) K99 adhesin tasidigi (P=0,001)
bildirilmektedir (Acha ve ark, 2004). Arastirmamizda ise biyokimyasal testler ve karbonhidrat
fermentasyon testleri ile E. coli olarak adlandirilan izolatlarin hepsi, uidA geni saptanmasi ile
E. coli olarak tiir bazinda dogrulanmistir. Boylelikle ishalli buzagilarda izole edilen E. coli
suslariin predominant oldugu saptanmaktadir.

Literatiir verileri dikkate alindiginda evcil hayvanlar arasinda E. coli suslarinda ST ve
LT pozitiflik oranlarinin degisken oldugu bildirilmektedir. Ayrica, saglikli hayvanlarda
yapilan ¢aligmalarda bu toksin tipleri diisiik oranlarda saptandigi (Shin ve ark, 1994; Blanco
ve ark, 1993; Rajkhowa ve ark, 2009) ve/veya genellikle negatif bulundugu bildirilmektedir
(Osek ve Winiarczyk, 2001; Giiler ve ark, 2008; Morato ve ark, 2008). Ishalli hayvanlardan
izole edilen suglarda ise daha yiiksek pozitiflik saptandigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmektedir
(Hammermueller ve ark, 1995; Rigobelo ve ark, 2006; Salvadori ve ark, 2003). Ishalli
hayvanlardan izole edilen E. coli suslarinin kullanildigi bu ¢aligmada ishalli 6rneklerden izole
edilen 47 E. coli susunda sadece 1 adet sus enterotoksijenik olarak saptanmistir. Boylelikle
izole edilen E. coli’lerin diger serotiplerinden (enteroinvaziv, enteropatojenik, shiga-
toksijenik yada diger etkenler) kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

E. coli suslarindaki ¢oklu ilag¢ direnci onceki ¢alismalarda bildirilmektedir (Khan ve
ark, 2002; Rigobelo ve ark, 2006; Dolejska ve ark, 2008). Rigobelo ve ark. (2006) yapmis
oldugu ¢alismada E. coli suslarinin en ¢ok Sefalotin’e (% 46,1) direngli oldugu ve bunu
takiben de Tetrasiklin (% 45,7), Trimetoprim-sulfadiazin (% 43,3) ve Ampisilin’e (% 41)
direngli oldugu saptanmustir. E. coli izolatlarinin genis etkili Aminoglikozidler,
Sefalosporinler, Tetrasiklin, Sulfanomidler ve Florokinolonlar1 igeren beta laktamli
antibiyotiklere kars1 ¢coklu direngi bulundugu 6nceki ¢aligmalarda bildirilmektedir (Bradford
ve ark, 1999; Van den Bogaard, 2000). De Verdier ve ark. (2012) yapmis oldugu calisma
sonucunda E. coli suslarinin Sulfanomid, Streptomisin, Ampisilin ve Tetrasikline direngli
oldugu saptanmis olup ayni zamanda tiim suslarin % 61’inin birden fazla antibiyotige karsi
direncli oldugu bildirilmektedir. Benzer arastirmalar Isve¢’de (De Verdier ve ark, 2012),
Birlesik Devletler’de (Berge ve ark, 2010) de yapilmistir. E. coli septisemilerine bagli buzagi

ishallerinde prognoz, sagaltima ne kadar erken baslanildigi ve buzagiya bagli olarak
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degismektedir. Ayrica uygun olmayan antibiyotiklerin secilmesi, antibiyotige direng oranini
arttirabilecegi bir siirpriz olmamakla beraber arastirmamizda da bazi antibiyotiklere karst %
80’in tlizerinde direng tespit edilmistir. Calismamizdaki E. coli suslarinin Penisilin G ve
Eritromisin’e (% 100), Tetrasiklin’e ve Trimetoprim-Sulfometoksazol’e % 80, Kanamisin’e

ise % 76.5 direng oran1 saptanmuistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Aragtirmamiz  sonucunda 50 adet ishalli buzagidan toplanan rektal svap
numunelerinden yapilan izolasyon ve identifikasyon c¢alismalar1 sonucunda toplam 47 adet E.
coli susu identifiye edilmistir. Standart biyokimyasal testler sonucu E. coli olarak adlandirilan
izolatlarin kontrol geni olan E. coli uidA ile molekiiler olarak dogrulanmasi ile birlikte s6z
konusu genin saha izolatlarindan pozitif olarak bulundugunda E. coli identifikasyonunda hizli
ve giivenilir sonug verdigi ortaya konulmustur. E. coli olarak molekiiler baglamda dogrulanan
saha suslari, ETEC estlb gen varligi a¢isindan tekrar PCR testine tabi tutulmus, sonug¢ olarak
sadece 1 adet enterotoksijenik E. coli identifiye edilmistir.

Ayrica izole edilen E. coli suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci gelistigi ve elde edilen
bulgular dogrultusunda buzag: ishallerinden izole edilen E. coli suslarinda ciddi oranda
antibiyotik direnci ortaya konmustur. Gentamisin’e karst elde edilen yiiksek duyarlilik
oraninin, ilgili antibiyotigin nefrotoksik etkisi nedeniyle buzagilarda kullanilmadigindan
dolayr meydana geldigi kanaatine varilmistir. Saha suslarina karsi kullanilabilecek etkili
antibiyotikler olarak Amoksisilin-Klavulanik asit kombine preperati ve Sefaperazon (3.

kusak) belirlenmistir.
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