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SUMMARY

In this study, virulence factors important for extra-intestinal infections such as serum resistance, aerobactin
iron uptake systems, some adhesins (type 1 fimbria, P fimbria, S fimbria, afimbrail adhesins), haemolysis and
cytotoxic necrotizing factor 1 in 200 Escherichia coli isolates from poultry with colibacillosis, were
investigated by both phenotypic methods and molecular methods. Strains were detected to be negative in
haemolysin synthesis tests performed with sheep blood agar, and they were negative in molecular tests
investigating the haemolysin gene. All strains grew on iron deficient medium and 88% of these were found to
harbor iucD gene encoding aerobactin. Heat-labile toxin was detected in 40% of the isolates in the toxin
analyses performed in Vero cells, however, cytotoxic necrotizing factor 1 could not be determined in the
strains with phenotypic and molecular tests. Haemagglutination activity was determined in 90% of strains in
haemagglutination tests performed with human O group erythrocytes and erythrocytes derived from
different animals. Twenty six percent of these strains were found to have MRHA activity. FimH gene encoding
type 1 fimbria, papEF gene encoding P fimbria, were detected respectively in 88% and 26% of the strains, and
14% of all isolates were also found to harbor the papC gene also encoding the P fimbria. However, sfa and afa
genes encoding S fimbria and afimbrial adhesins, respectively, could not be detected in the study. Serum
resistance was phenotypically determined in all strains in the tests performed with sera derived from
different animals and traT gene encoding serum resistance were detected in 90% of strains by PCR. In the
study, serum resistance, aerobactin iron uptake systems and the existence of fimbrial adhesins were
determined as the most important virulence factors of avian pathogenic E. coli isolates.
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OZET

Kanath Orijinli Escherichia coli suslarimin viriillens 6zelliklerinin fenotipik ve
molekiiler metotlarla belirlenmesi*

Bu calismada, kolibasillozisli kanath hayvanlardan izole edilen 200 adet Escherichia (E.) coli susunda, 6zellikle
ekstra-intestinal infeksiyonlar i¢in énemli olan viriilens faktdrlerinden serum direnci, aerobaktin demir elde
etme sistemleri, ¢esitli adezinler (Tip 1 fimbrialar, P fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler), hemoliz
ve sitotoksik nekrotizan faktor 1 gibi virililens 6zellikleri fenotipik yontemlerle ve molekiiler yontemlerle
arastirildi. Calismada, suslar koyun kanli agar kullanilarak yapilan testle hemoliz {iretimi ve molekiiler olarak
hemoliz 6zelligini kodlayan gen yoniinden negatif bulundu. Suslarin tamaminin demir kisitlayici besiyerinde
liredigi ve bu suslarin %88’inin aerobaktin 6zelligini kodlayan fucD genine sahip olduklar1 saptandi. Vero
hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan toksin analizlerinde suslarin %40’1nda 1siya duyarh toksin belirlenirken
suslarin hi¢ birinde fenotipik ve molekiiler olarak sitotoksik nekrotizan faktér 1 belirlenmedi. insan O grubu
ve degisik hayvanlara ait eritrositler kullanilarak yapilan hemaglutinasyon testi ile suslarin %90’inda
hemaglutinasyon aktivitesi saptandi ve bunlarin %?26’s1 mannoz resistans hemaglutinasyon ozelliginde
oldugu belirlendi. Tip 1 fimbrialar1 kodlayan FimH geni suslarin %88’inde, P fimbrialar1 kodlayan PapEF geni
%26’sinda bulundu ve bu izolatlarin %14’ ayni zamanda PapC genini de bulundurdugu saptandi. Ancak,
suslarda S fimbrialar ve afimbrial adezinleri kodlayan Sfa ve Afa genleri belirlenemedi. Degisik hayvanlara ait
serumlarla yapilan testte suslarin tamaminda serum direnci fenotipik olarak saptandi ve serum direncinden
sorumlu TraT geni suslarin %90’'1nda PCR ile belirlendi. Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore, kanath
orijinli E. coli suslarinda en 6nemli viriilens 6zelliklerinin aerobaktin demir elde etme sistemleri, fimbrial
adezinler ve serum direnci oldugu belirlenmistir.
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GiRiS

Escherichia coli, sicakkanh canlilarin normal
gastrointestinal florasinin bir iiyesi olmasina ragmen
ozellikle intestinal infeksiyonlarin yani sira iiriner sistem
infeksiyonlari, septisemi ve meningitis gibi ekstraintestinal
infeksiyonlara (Ekstra-intestinal E. coli) da neden
olmaktadir (Orskov ve Orskov 1985). Ekstra-intestinal E.
colilerin bagirsak dis1 ortamda yasayabilmesi ve
infeksiyon olusturabilmesi i¢in bazi 06zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir.  Viriilens faktorleri  olarak
adlandirilan bu 6zellikler; adezinler (Tip-1 Fimbrialar, P
fimbrialar, S fimbrialar, afimbrial adezinler, curli
fimbrialar, 1siya duyarli hemaglutininler), serumun
bakterisidal etkilerine karsi direnclilik, demir elde etme
sistemi (aerobaktin), toksinler ve hemolizin'dir(La
Ragione ve Woodward 2002).

Olen kanathlarin i¢ organlarindan E. coli izolasyonu ilk
defa 1894 yilinda rapor edilmistir ve gliniimiizde E. coli
infeksiyonlari, kanatll hayvanlarda en sik rapor edilen
hastaliklardan biridir. Ayrica E. coli infeksiyonlar1 kanatl
endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olurlar
(Yogaratnam 1995). Kanath hayvanlarda infeksiyon
olusturan E. coli izolatlar1 Avian Pathogenic Escherichia coli
(APEC) olarak adlandirilan bir bélimi “Kolibasillozis
Sendromlar1” ile iliskilidir. Bu sendromlar ile iliskili klinik
goriinlim ve lezyonlar farkli sekillerde karsimiza ¢ikar
(sar1 kesesi infeksiyonu, koliseptisemi, kronik solunum
hastaligl, salpingitis, derinin kronik yangisi, siskin bas
sendromu, osteomiyelitis) (Barnes ve Gross 1997).
Fimbrialar konak dokularina baglanarak etkenin
kolonizasyonunu saglarlar. Fimbrialarin eritrositlere
baglanma 6zelliklerinden yararlanilarak varliklari in-vitro
testlerle belirlenebilir. Hemaglutinasyon 6zelliginin,
ortamda D-mannoz varliginda kaybolup kaybolmamasina
gore fimbrialar mannoz sensitif (tip 1 fimbria) ve mannoz
resistans (P fimbria, S fimbria ve afimbrial adezinler)
adezinler olarak siniflandirilabilirler. Bunlara ek olarak
curli fimbria adi verilen ince, halka seklinde kivrilmis, sag¢
benzeri ylizeysel uzantilarda ekstra intestinal E. coli'lerde
belirlenen o6nemli adezinlerdendir (Dho-Moulin ve
Fairbrother 1999; Winn ve ark. 2006).

Serumun bakterisidal etkisine karsi direncin 6zellikle
ektra intestinal E. coli olmak iizere septisemik izolatlarin
en dnemli viriilens 6zelliklerinden birisi oldugu ve serum
direnci ile etkenin virillensi arasinda yakin bir iligki
oldugunu vurgulanmistir (Ellis ve ark.1988; Dho-Moulin ve
Fairbrother 1999; Delicato ve ark. 2003).

Diislik demir varliginin bakterilerin {iremesini sinirladigi
bilinmektedir (Payne, 1988). Invazif karakterde olan
bir¢ok bakterinin, diisiik demirli ortamda iireyebilmek i¢cin
ylksek afiniteli demir baglayici sistemler (arerobaktin)
gelistirdigi belirlenmistir (Lafont ve ark.1987; Dho-Moulin
ve Fairbrother 1999).

Ektra intestinal E. coli izolatlarinda ve APEC’de yapilan
calismalarda 1siya duyarh toksin (LT) ve 1siya dayanikl
toksin (ST) belirlenmistir (Tsuji ve ark. 1990; Emery ve
ark. 1992; Fantinatti ve ark. 1994). Ozellikle memelilerde
ekstra-intestinal infeksiyonlardan izole edilen E. coli'lerde
sitotoksik nekrotizan faktér 1 o6nemli bir viriilens
ozelligidir (Blanco ve ark. 1990).

E. coli’lerin patogenezisinde hemolizin'in eritrositleri
pargalayarak etkenlerin demir ihtiyacim1 saglamasinda
onemli bir viriilens 6zelligi oldugu disiiniiliir (Orskov ve
Orskov 1985). Hemolizin lretiminden yoksun birakilan
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mutantlarda viriilensin azaldig1 belirlenmistir (Reingold ve
ark. 1999).

Son yillarda gelisen molekiiler teshis ve tiplendirme E.
coli'lerle ilgili olarak yapilan arastirmalarda siklikla
kullanilmistir. Ozellikle viriilens faktérlerini kodlayan
genleri belirlemek icin DNA problar1 ve PCR teknikleri
gelistirilmistir (La Ragione ve Woodward 2002). E. coli
izolatlarinda apatojen suslardan farkli olarak bulunan
viriilens o6zellikleri ve ilgili genler belirlenmis ve bu
genlerin bulunma sikliklarindan yararlanilarak etkenlerin
PCR ile molekiiler patotiplendirmeleri yapilmistir (Janssen
ve ark. 2001; Delicato ve ark. 2003).

Ozellikle antibiyotik direncli E. coli’lerin ya da plazmidlerin
kanathlardan insanlara gecisinin yaygin oldugunu
belirlenmistir. Buna bagl olarak da kanathlardan izole
edilen E. colf’'lerin viriilens 6zelliklerini kodlayan genlerin
de insan suslarina gecgebilecegi vurgulanmistir (Van den
Bogaard ve ark. 2001; Smith ve ark. 2007). Bu ¢alismada,
kanatli hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli susunda,
ozellikle ekstra-intestinal infeksiyonlar icin 6nemli olan
viriilens faktorlerinden serum direnci, aerobaktin demir
elde etme sistemleri, mannoz duyarl hemaglutinasyon (tip
1 fimbrialar) ve mannoz direngli hemaglutinasyon (P
fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) 6zellikleri,
hemoliz ve sitotoksik nekrotizan faktdr 1 gibi viriilens
ozelliklerinin fenotipik ydntemlerle arastirilmasi ve bu
ozellikleri kodlayan genlerin molekiiler yodntemlerle
belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismada kullanilan Suslar ve Orijinleri

E. coli izolasyonu i¢in materyaller 2004-2007 yillarn
arasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na nekropsi icin getirilen
kanatlh hayvanlardan ve Et ve Siit Kurumu Kanath
Kesimhanesi  (Sincan)’'ne kesime getirilen broiler
piliclerden saglandi (Tablo 1). Kanath hayvanlarin ig
organlarindan Kanli agar ve MacConkey agara ekimler
yapilarak {reyen Kkoloniler Kklasik biyokimysal testler
kullanilarak identifiye edildi. E. coli olarak identifiye edilen
200 adet sus ¢alisma amaciyla kullanildi ve bu amagla
testler yapilincaya kadar %20 gliserinli tripticase soy
buyyon (TSB)’a aktarildi ve -20°C’de sakland1 (Quinn ve
ark. 1994; Winn ve ark. 2006).

Tablo 1. Incelenen E.coli suslarinin orijinleri
Table 1. Origin of studied E. coli strains

Kanath Materyal
Materval Tiirii / Kiimes alman izolat
y Yetistirme Sayis1  Hayvan Sayisi
Tipi Sayisi
Broiler 45 140 122
Yumurtaci 1 3 1
Hindi 2 5 5
Nekropsi Deve Kusu 1 1 1
Ordek 1 2 1
Gilivercin 1 3 2
Kanarya 1 2 2
Kesimhane Broiler 8 70 66



http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-43T1NXR-7&_user=777281&_coverDate=10%2F22%2F2001&_alid=136723880&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5190&_sort=d&_st=4&_docanchor=&_acct=C000043020&_version=1&_urlVersion=0&_userid=777281&md5=4e2b01137a78343aa0cf9eafe20ba16e#bbib9
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-43T1NXR-7&_user=777281&_coverDate=10%2F22%2F2001&_alid=136723880&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5190&_sort=d&_st=4&_docanchor=&_acct=C000043020&_version=1&_urlVersion=0&_userid=777281&md5=4e2b01137a78343aa0cf9eafe20ba16e#bbib9
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-43T1NXR-7&_user=777281&_coverDate=10%2F22%2F2001&_alid=136723880&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5190&_sort=d&_st=4&_docanchor=&_acct=C000043020&_version=1&_urlVersion=0&_userid=777281&md5=4e2b01137a78343aa0cf9eafe20ba16e#bbib9
file:///D:/tez/Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib9
file:///D:/tez/Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib9

[Kanath Orijinli E.coli Viriilens Ozellikleri]

Van VetJ, 2015, 26 (2) 71-76

Standart Suslar

Pozitif kontrol olarak Prof. Dr. JACQUES MAINIL (Chaire de
Bactériologie et de Pathologie des Maladies Bactériennes,
Faculté de Médecine Vétérinaire, Université de Liege, B-
1070 Brussels, Belgium)’'den saglanan E. coli pIPAC (sfa),
140 KH 89 (hly), 10902 (cnfve sfa), 26968.2 (pap), 239 KH
89 (cnf), pABN1(iucD) ve 83 KH 90 (afa) suslar1 ve negatif
kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanild1.

Viriilens Faktorlerinin Yontemlerle

Arastirilmasi

Fenotipik

izole edilen suslarin hemolizin aktivitesi %7 oraninda
koyun kani iceren kanli agar kullanilarak yapildi (izgiir
1981; Vidotto ve ark. 1990).

izole suslar, demir baglayici olan 2,2’-dipyridil (200uM)
iceren M9 buyyona aktarilarak 37°C'de 24 saat siireyle iki
kez pasajlandiktan sonra buyyon kiiltiirlerinden alinarak
200 pM 2,2’-dipyridil iceren M9 agara ekimleri yapildi ve
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda M9
agarda lireme olup olmamasina gore degerlendirmeler
yapildi (Stuart ve ark. 1980).

izolatlardan elde edilen sonik ekstraktlar1 1s1 islemi
uygulanmayan ve 1s1 (100°C’de 5 dakika) islemine tutulan
iki seri olarak Vero hiicrelerinin iizerine ilave edildi ve
370C’'de 72 saat %5 CO:z igeren ortamda inkiibasyona
birakildi. Vero hiicre kiiltiirleri 24, 48 ve 72. saatlerde
kontrol edildi, tespit ve boyama islemlerinden sonra
sitotoksik nekrotizan faktér 1 yoniinden incelendi (Blanco
ve ark. 1990).

Tablo 2. Calismada kullanilan primerlerin 6zellikleri
Table 2. Properties of primers used in the study

Hemaglutinasyon aktivitesinin belirlenmesi amaciyla insan
0 grubu, tavsan, kobay, koyun ve tavuktan anti koagulanh
olarak alnan kanlar kullanilarak mannozsuz ve %3
mannozlu olarak %5’lik  eritrosit siispansiyonlari
hazirlandi. Suslar aktive edildikten sonra brain-heart
infuzyon buyyonda 5 giin siireyle 37°C’de inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda besiyerinde pelliikiil olusumu
gozlenmesi lizerine buyyon kiltiiriinden bir damla
alinarak kolonizasyon faktoér antijen agar (CFA)’a ekimler
yapildi. CFA’da 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben
iireyen birka¢ koloni 6ze ile alinarak %3 D-mannozlu
(Merck, Almanya) ve mannozsuz eritrositler ile ayr1 olarak
lam zerinde hemaglutinasyona tabi tutuldu. Test
sonucunda suslar mannoz rezistans hemaglutinasyon
(MRHA), mannoz sensitiv hemaglutinasyon (MSHA) ve
hemaglutinasyon (HA) negatif E. coli suslar1 olarak
degerlendirildi. Kullanilan eritrositlerden en az biri ile
MRHA gosterenler MRHA pozitif suslar olarak kabul edildi
(Vidotto ve ark. 1990).

Aktive edilen suslar PBS igerisinde McFarland tiip 3’e gore
siispanse edildi ve TSA’a katilarak kat1 besiyeri hazirlandi.
Bu agar icine agilan kii¢iik yuvaciklara tavuk, insan, sigir ve
tavsan serumlari 40 pl miktarinda eklenerek 4°C’de 4 saat
bekletildikten sonra 37°C'de 24 saat inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda serum ilave edilen kuyucuklarin
etrafinda lreme olmasi, bu suslarin serum direngli
oldugunu gosterdi (Sanchez ve ark. 1984).

Primer Sekans Pozisyon  Uriin Uzunlugu Kaynak Makale
Pap1l 5’- GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG -3’
papC 328 bp Yamamoto ve ark. 1995
Pap2 5’- ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA -3’
Pap3 5’- GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT -3’
papE-F 336 bp Yamamoto ve ark. 1995
Pap4 5’- AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA -3’
Sfal 5’- CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC -3’
sfaD-E 410 bp Yamamoto ve ark. 1995
Sfa2 5’- CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA -3’
Afal 5’- GCTGGCAGCAAACTGATAACTCTC -3’
afaB-C 750 bp Yamamoto ve ark. 1995
Afa2 5’- CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG -3’
Hly1 5’- AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT -3’
hlyA 1177 bp Yamamoto ve ark. 1995
Hly2 5’- ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA -3’
Aerl 5’- TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT -3’
iucD 602 bp Yamamoto ve ark. 1995
Aer2 5’- AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG -3’
Cnfl 5’- AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG -3’
CNF1 498 bp Yamamoto ve ark. 1995
Cnf2 5’- CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT -3’
FimH1 5’- TGCAGAACGGATAAGCCGTGG -3’
FimH 508 bp Johnson ve Stell 2000.
FimH2 5’- GCAGTCACCTGCCCTCCGTGG -3’
TraT1 5’- GATGGCTGAACCGTGGTTATG -3’
TraT 307 bp Kaipainen ve ark. 2002
TraT2 5’- CACACGGGTCTGGTATTTATGC -3’
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Aktive edilen suglarin 18 saatlik Luria Bertani (LB) buyyon
kiltiirlerinden DNA ekstraksiyonu yapildi (Sambrook ve
Russell 2002). Ektrakte edilen DNA’lar kalip olarak
kullanilarak, alfa-hemoliz (hlyA), demir sidereforlarinin
varlig (iucD), sitotoksik nekrotizan faktor 1 (cnf 1), tip 1
fimbria (fimH), P fimbria (papEF ve pap(), S fimbria (sfa),
afimbrial adhezinler (afa) ve serum direnci (traT) gibi
viriilens o6zelliklerini kodlayan genlere spesifik primer
setleri kullanilarak kaynak litaratiire gore PCR islemi
yapildi (Tablo 2). Amplifikasyon sonrasinda olusan
irinlerin degerlendirilmesi i¢in agoroz jel elektroforez
yapildi. Amplifikasyon ftriinleri 160 voltta 70 dakika
elektroforez islemine tabi tutuldu ve bilgisayarh UV
transilliiminatér kutusu i¢ine yerlestirilerek goriintiilendi
(Sambrook ve Russell, 2002).

BULGULAR
Viriilens Faktorlerine Yonelik Fenotipik Bulgular

E. coli suslarinin ¢ift kath kanli agarda incelenmesi
sonucunda, incelenen suslarin hi¢birinde hemolitik
aktivite saptanamadi. Calisilan suslarin  tamaminin
(%100), yapilan analizler sonucunda demiri baglayan 2,2’-
dipyridil iceren besiyerinde iiredigi goriildi. Vero hiicre

kiltirleri  kullanilarak yapilan toksin analizlerinde,
sitotoksik nekrotizan faktér 1’in spesifik sitopatojenik
etkileri olan multi niikleasyon ve yuvarlaklasma
saptanamadi. Serum direnci testlerinde suslarin
tamaminin seruma karsit direncli oldugu belirlendi.
Hemaglutinasyon analizlerinde c¢alisilan suslarin 180
(%90)’inde hemaglutinasyon aktivitesi saptandi (Tablo 3).

Viriilens Faktorlerine Yonelik PCR Bulgular1

Hemoliz 6zelligini kodlayan hly geni ve sitotoksik
nekrotizan faktér 1 kodlayan cnf 1 geninin varhigini
belirlemek amaciyla yapilan PCR islemi sonrasinda,
suslarin tamami bu genler agisindan negatif bulundu.
Aerobaktin 6zelligini kodlayan iucD geni suslarin 176
(%88)’'sinda iucD geni saptandi. Serum direncinin
varliginin belirlenmesi amaciyla yapilan PCR islemi
sonucunda suglarin 180 (%90) adedinde traT geninin
varlig1 belirlendi. Calisilan suslarin 48 (%24)’inde fimH ve
papEF geni birlikte saptanirken, 128 (%64) susta sadece
fimH geni ve 4 (%2) susta papEF geni saptandi. Afimbrial
adezinleri kodlayan afa geni ve S fimbrialar1 kodlayan sfa
geni belirlenemedi. Fenotipik olarak hemaglutinasyon
belirlenen suslarin tamaminda bu genlerin varligl da
belirlendi. Calisilan 6zellikler yoniinden yapilan fenotipik
ve molekiiler analizlerin sonuglar1 Tablo 4’ de gosterildi.

Tablo 3. incelenen E.coli suslarinda viriilens 6zelliklerinin fenotipik bulgular

Table 3. Phenotipic results of virulence properties in studied E. coli strains

Viriilens Ozellikleri

Sus sayist (n) Hemoliz  Aerobaktin CNF-1 Hemaglutinasyon S.erum.
MSHA MRHA Direnci
Broiler (n=122) 0 122 0 90 32 122
Yumurtaci (n=1) 0 1 0 0 1 1
Hindi (n=5) 0 5 0 0 5 5
Deve Kusu (n=1) 0 1 0 0 1 1
Ordek (n=1) 0 1 0 0 1 1
Giivercin (n=2) 0 2 0 0 2 2
Kanarya (n=2) 0 2 0 0 2 2
Broiler (Kesimhane) (n=66) 0 66 0 38 8 66
Toplam (%) (n=200) 0 200 (%100) 0 128 (%64) 52 (%26) 200 (%100)

Tablo 4. Viriilens 6zelliklerine ait karsilastirmali fenotipik
ve molekiiler bulgular

Table 4. Comparison phenotipical and molecular results of
virulence properties

Viriilens Ozelligi Fenotipik Molekiiler
Hemoliz - -
Aerobaktin 200 (%100) 176 (%88)
Sitotoksik

Nekrotizan Faktor 1
Tip 1 fimbrialar ve o
P fimbrialar 180 (%90)

200 (%100)

180 (%90)

Serum Direnci 180 (%90)

TARTISMA ve SONUC

Bu calisma kapsaminda kanath hayvanlardan izole edilen
200 adet E. coli susunda, ozellikle ekstra-intestinal
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infeksiyonlar icin 6nemli olan viriilens 6zellikleri fenotipik
ve molekiiler yontemlerle arastirildi.

Blanco ve ark. (1997) ve Da Silveira ve ark. (2002)
tavuklardan izole edilen E. coli suslarinda hemolizin
varligini bildirmelerine ragmen, Vidotto ve ark. (1990) ve
Kno6bl ve ark. (2001) fenotipik olarak hemoliz 6zelliginin
APEC izolatlarinin hi¢birinde belirlemediklerini
bildirmislerdir. Ayrica c¢esitlimolekiiler ¢alismalarda
izolatlarin tamaminin hly geni yoniinden negatif oldugu
bildirilmistir (Janssen ve ark. 2001; Knébl ve ark. 2001;
Delicato ve ark. 2003). Benzer sekilde, yapilan bu
calismada da kanatlilardan izole edilen E. coli suslar1 hem
fenotipik hem de molekiiler testlerle hemoliz 6zelligi
yoniinden negatif bulunmustur.

Kanath izolati E. coli'lerde Vero hiicre kiiltiirlerinde,
Fantinatti ve ark. (1994) suslarin %17.6’sinda, Blanco ve
ark. (1997) ise %7’sinde toksik aktivite belirlemisler,
ancak Knobl ve ark. (2001) ve Da Silveira ve ark. (2002)
tavuk izolatlarida goriilen bu toksik aktivitenin sitotoksik
nekrotizan faktéor 1 olmadigim1 bildirmislerdir. Ayrica
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molekiiler ¢alismalarda APEClerde c¢nf 1  geni
saptanmadig1 bildirilmisdir (Ngeleka ve ark. 1996; Knobl
ve ark. 2001; Delicato ve ark. 2003). Benzer sekilde bu
calismada da hastalikli kanathlardan izole edilen E. coli
suslart hem fenotipik hem de molekiiler analizler ile
sitotoksik nekrotizan faktér 1 yoniinden negatif
bulunmustur.

Cesitli arastirmalarda APEC izolatlarinin tamaminin demir
kisitlayici  besiyerinde iiredikleri tesbit edilmistir
(Linggood ve ark. 1987; Vidotto ve ark. 1990; Knébl ve ark.
2001). Da Silveira ve ark. (2002), demir kisitlayici iceren
besiyerinde, saglikli kanathlardan izole edilen E. coli'lerin
%16.6’sinin  tredigini, hastalikli kanathlardan izole
edilenlerin ise tiimiinlin demir kisitlayict iceren
besiyerinde iredigini saptamislardir. Molekiiler
calismalarda ise iucD genini Janssen ve ark. (2001), APEC
izolatlarinin %88.7’sinde, Knobl ve ark. (2001) ise suslarin
%75’inde saptamislardir. Delicato ve ark. (2003), saghkl
kanatlilardan izole edilen E. coli'lerde bu geni %12
diizeyinde belirlerken, APEC suslarinin  %63’linde
saptamislardir. Yapilan bu ¢alismada ise, hastalikli kanath
hayvanlardan izole edilen E. coli suslarinin tamami demir
kisitlayici besiyerlerinde iliremis ancak aerobaktin geninin
(iucD) varligr suslarin %88’inde belirlenmistir. Bu oran,
diger calismalarla uyumlu olup aerobaktin demir elde
etme sisteminin, APEC’ler i¢in dnemli bir viriilens dzelligi
oldugunu gosteren calismalar1 desteklemektedir.

Hastalikli kanatlilardan izole edilen E. coli'lerde yapilan
cesitli calismalarda suslarin tamaminda serum direnci
belirlenmis ve bu 6zelligin APEC’lerde viriilensi artirdigi
bildirilmistir (Binns ve ark. 1982; Vidotto ve ark. 1990
Knobl ve ark. 2001). Karsilastirmali bir ¢alismada, Pfaff-
McDonough ve ark. (2000), kolibasillozis izolatlarinin
%78.7’sinde, digki izolatlarinin ise %18.7 oraninda serum
direncini kodlayan genlerin varhgini belirlemislerdir..
Ngeleka ve ark. (1996) ise, 39 adet APEC izolatinin
%72’sinde traT geninin varligini saptamistir. Bu ¢alismada
izolatlarin tamaminin fenotipik olarak seruma Kkarsi
direngli oldugu ve serum direncinden sorumlu traT geni
izolatlarin %90’inda belirlendi. Bu oran diger ¢alismalara
gore yiiksektir. Bu durum farkll calismalarda serum
direncinden sorumlu farkl gen boélgelerinin
calisilmasindan ya da c¢alismalar arasindaki bolgesel
farkliliklardan kaynaklanabilir.

Arda ve ark. (1987), koliseptisemili piliclerden izole edilen
E. coli suslarinin %90'ninda hemaglutinasyon aktivitesi
belirlemisler ve bu izolatlarm %35’lik kisminin MRHA
yaptigint  bulmuslardir. Vidotto ve ark. (1990),
kolibasillozisli tavuklardan izole edilen 45 adet E. coli
susunun %58’inin  hemaglutinasyon yaptigini ancak
calismalarinda MRHA belirleyemediklerini bildirmislerdir.
Bunun aksine Knobl ve ark. (2001), c¢ahstiklar tiim
izolatlarin  hemaglutinasyon yaptigim1  ve bunlarin
tamaminin MRHA 6zelliginde oldugunu bulmuslardir.
Ancak, Da Silveira ve ark. (2002), hastalikli kanathilardan
izole edilen E. coli suslarinin tamaminin hemaglutinasyon
aktivitesine sahip olduklarini ve bunlarin %?12’sinin
mannoz direngli karakterde olduklarini belirlemislerdir.
Bu tez kapsamindaki c¢alismada suslarin %90’inda
hemaglutinasyon aktivitesi belirlenmis ve bunlarin
%?26’'sinda MRHA saptanmistir. Bu bulgular diger
calismalarla benzer niteliktedir ve fimbrialarin APEC’in
onemli bir viiriilens 6zelligi oldugunu diistindlirmiistiir.

Delicato ve ark. (2003), kolibasillozis olgularindan izole
ettikleri suslarin %96,5’inde sagliklilardan izole etkilerinin
ise %92’sinde tip 1 fimbria genlerini belirlemislerdir.
Ayrica, Janssen ve ark. (2001), tip 1 fimbrialarin varhigin

suslarin %97,3’iinde belirlemisler ve Knébl ve ark. (2001)
ise, c¢alistiklari izolatlarin tamaminin tip 1 fimbrialari
kodlayan genleri bulundurdugunu gdstermislerdir. Bu
calismada APEC izolatlarinin %88 (176)inde tip 1
fimbrialar1 kodlayan fimH geni varlig1 belirlenmis olup, bu
oran diger ¢alismalarla uyumludur ve tip 1 fimbrialarin
APECin patogenezinde o6nemli oldugunu bildiren
arastiricilarin bulgularini desteklemektedir. Van den Bosch
ve ark, (1993), degisik iilkelerden toplanan APEC
izolatlarinin  %78'inde P fimbria kodlayan genler
belirlemislerdir. Knobl ve ark. (2001), deve kuslarindan
izole edilen E. coli izolatlarinda suslarin tamaminda
mannoz direngli hemaglutinasyon saptamalarina ragmen
pap geninin varligin1 sadece yiliksek patojen izolatlarda
(%12.5) belirlemislerdir. Janssen ve ark. (2001), pap
operonunun varligini isaret eden papC genini ¢alisilan
suslarin %30 kadarinda belirlemisler ve papC bulunduran
izolatlarin APEC’in daha viriilent bir alt sinifi olabilecegini
one siirmiislerdir. Delicato ve ark. (2003), papC genini
APEC suslarinin %18.5'inde saghkli kanathlardan izole
edilen suslarin ise %6’sinda belirlemislerdir. Ayrica tiriner
sistem infeksiyonlarindan izole edilen E. coli suslarinda
belirlenen S fimbrialar (sfa) ve afimbrial adezinler (afa)
(Yamamoto ve ark, 1995), APEClerin viriilens
ozelliklerinin  belirlenmesine  yonelik  ¢alismalarda
belirlenememistir (Ngeleka ve ark. 1996; Janssen ve ark.
2001; Knobl ve ark. 2001; Delicato ve ark. 2003). Bu
calismada da, diger calismalarla benzer sekilde kanath
hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli susunun
hicbirinde sfa ve afa genleri belirlenemedi.

Sonu¢ olarak yapilan c¢alisma kapsaminda arastirilan
ozelliklerden hemoliz ve cnf-1’ in APEC’lerde 6nemli birer
virulens o6zelligi olmadigi disiintilmistir. Buna karsin
suslarin biliyiik ¢ogunlugunda serum direnci/demir elde
etme sistemi varligi ve hemagliitinasyon 0zellikleri
fenotipik testlerle suslarin %90'inda, bu o6zellikleri
kodlayan baslica genlerin ise traT/iucD/fimH genlerinin
suslarin  %88’inde birarada bulundugu belirlenmistir.
Boylelikle bu o6zelliklerin APEC'in  6nemli viriilens
ozellikleri oldugu diisiiniilmiistiir. Ayrica APEC’in viriilens
ozelliklerine yo6nelik ¢alismalarda tek bir 6zellik yerine
coklu o6zelliklerinin arastirilmas1 gerektigi kanaatine
varilmigtir. Molekiiler testlerin fenotipik olarak pozitif
belirlenen suslarin tamaminda belirlenememesi ilgili
ozellikleri birden fazla genin kodlayabilecegi ve
calismalarda bu genlerin de arastirilmasi gerektigi
diistinilmiistiir.
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