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SAGLIKLI VE iSHALLI KUZULARDAN iZOLE EDIiLEN E.COLi
SUSLARININ BiYOKIMYASAL, KOLISINOJENIiK VE MANNOZ
REZISTAN HEMAGLUTINASYON OZELLIKLER] UZERINDE iNCELEMELER*

Mehinet Corlu**

Investigation on biochemical, colicinogenic and mannose resistant hemagglu-
tination characteristics of E. coli strains isolated from healthy and diarrhoeic
lambs.

Summary: In this study, biochemical, colicinogenic, hemagglutination
(HA), mannose sensitive hemagglutination (MSHA) and mannose resistant
hemagglutination (MRHA) characteristics of 200 E. coli strains isolated from
neonatal healthy and diseased lambs have been examined.

There was no significant differences as to the biochemical characteristics
of the strains isolated from healthy and diarrhoeic lambs. No hemolitic activity
was found in all isolates.

In HA tests, using different species of erytrocytes (human, bovine, chic-
ken, guinae-pig and ovine) multiple HA patterns were observed. MRHA,
MSHA and HA (—) rates of the organisms originated from healthy and dise-
ased lambs, were found to be 28 % —32 %, for MRHA, 27 % —31 % for
MSHA and 45 % —37 %, for HA (—). There was not significant differences
in MRHA, MSHA and HA (—) characteristics of two groups.

While 10 % of E. coli strains isolated from healthy lambs was colici-
nogenic, 13 % of them was isolated from diseased lambs.

Ozet: Bu galismada, yeni dogan saghkly ve hastalikly kuzulardan izole
edilen 200 E. coli susu, biyokimyasal, kolisinojenik, hemaglutinasyon (HA),
mannoz sensitiv  hemaglutinasyon ( MSHA) ve mannoz rezistan hemaglu-
tinasyon (MRHA) dzellikleri yiniinden incelend:.

Saglikly ve ishalli kuzulardan izole edilen E. coli suglar: arasinda, biyo-
kimyasal ozellikleri bakimindan belirgin bir fark bulunamadr. Suglarmn hig
birinde hemolitik aktiviteye rastlanmads.

* Bu ¢alisma, Mehmet Corlu’nun ayni bashklh Yiiksek Lisans Tezi’nden 6zetlen-
mistir.
** Biyolog, S.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Konya.
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Degisik critrosit tirleri (insan, sigur, lavuk, kobay ve koyun) kullamlarak
yaplan HA testlerinde farkly HA verilert goriildii. Saghkly ve hastalikly kuzu
originli suglarm, MRHA, MSHA ve HA (—) oranlan, swasyla, % 28—
% 32’si MRHA, % 27—9%, 31’i MSHA ve %, 45—%, 37’st HA ()
olarak belirlendi. Iki grubun MRHA, MSHA ve HA (—) karakterleri ara-
sinda belirgin farklar yoktu. : o

Saghkly kuzulardan izole edilen E. coli suglarimun % 10°u kolisinojenik
tken, bu oran hasta kuzulardan izole edilenlerde %, 13 olarak bulundu.

Giris

Sicak kanlilarin barsak florasinda kommecnsal yada saprofit ola-
rak bulunan ve dogumdan cok kisa bir siire sonra memeli ve kanatli-
larin barsak sistemlerine yerlesen Escherichia coli’ler, ¢esitli infeksiyon-
lara neden olurlar. Intensif koyun yetistiriciligi yapilan iilkelerin yeni
dogan kuzularinda yetersiz beslenme ve hijyen kurallarina uyulmadi-
g1 durumlarda E. coli’ler, biiyiik ekonomik kayiplar olugturmaktadir
(4, 21).

- E. coli suglarina ¢esitli infeksiyonlarda rastlanmasina ragmen,
patojenitesinin tespitinde en biiyiik giigliik, mikroorganizmanin sapro-
fit veya patojen olanlarmin, kiiltiirel, biyokimyasal ve serolojik karak-
terlerine gore tam olarak ayirt edilememesidir (18). Insan ve hayvan-
larin klinik materyallerinden izole cdilen E. coli’lerin patojenitesinin
belirlenmesinde, toksin varhgi yaninda spesifik fimbiial ¢ntijenlerin
de gosterilmesinin gerekli oldugu bildirilmektedir (19). E. coli’lerin
ince barsak ytiizeylerine yapigma &zelligi olan adhezyon’da, fimbrial
veya diger bakteri yiizey yapilari 6nemli rol oynadigindan, son yillar-
da . aragtiricilar: konakgi ve. bakteri agisitndan adhezyon faktérlerinin
belirlenmesine yoreltmistir (16, 17). Baz1 arastiricilar (6, 12, 14), E.
coli’lerin, mannoz rezistan hemaglutinasyon (MRHA) salt agregas-
yon (SAT), hidrofobik adsorpsiyon (HIC), serum rezistan (SR) ve
adhezyon gibi yiizey yapilar: ile hemolizin ve kolisin salgilama 6zel-
liklerini inceleyerek bu ozellikler ile patojenite arasmnda iligkiler ola-
bilecegini ileri siirmektedirler.

Bu caliymanin amaci, yeni dogan saghkli ve ishalli kuzulaidan
izole edilen E. coli suglarimin, biyokimyasal, hemolizin, kolisin ve
MRHA ozelliklerini kargilagtirmali olarak incelemek.ir,
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Materyal ve Metot

E. coli igin drneklerin toplanmasi :

Sug izolasyonu igin, Konya bélgesinin degisik mahalle ve kdylerin-
den, yetigtirici elinde bulunan yeni dogmus saglikli ve ishalli kuzularin
rektumlarindan steril sivaplarla alinan digki 6rneklerinden yararlanil-
di. Saghkh ve ishalli kuzulardan toplanan 215 digki rneginden 200
E. coli (saglikh 100 ve ishalli 100) susu izole edilerek ¢aliymaya alinda.

Standart E. coli suglar:

Bu amagla, insan, sigir ve kobay eritrositleri ile mannoz sensitiv
hemaglutinasyon igin E. coli K12 sugu kullanld:. Insan ve sigir eritro-
sitleri ile mannoz rezistan hemag;lutlnasyon (MRHA) i¢in E. coli 078,
~ kobay eritrositlerinin MRHA testi i¢in E. coli K12 K88 suslari kontrol
olarak kullanildi. Kolisin testinde ise, tim kolisin tlplerlne duyarlh

E. coh Row sugu kullanild.

E. coli K12, E. coli Row, E coli 078 ve E. coli K12 K88 su§lar1
S.U. Veteriner Fakiiltesi Bakteriyoloji Bilim Dali Kiiltiir stoklarm-
dan temin edildi.

Bés@'yerkri :
Saglikli ve ishalli kuzulardan alinan digki 6rneklerinden E. coli

izolasyonu igin, kanli agar, MacConkey agar ve Triptic Soy Broth
(TSB)’dan yararlanildi. :

MRHA testleri i¢in kullanilan kolonizasyon faktor antijen (CFA)
agar, Evans ve ark. (13)’na gore hazirlandi: Casamino acide (Difco)
10.0 gr., Yeast extract (Difco) 1.5 gr., MgSO, 0.05 gr., MnCl, 0.005
gr. Agar (Difco) 20.0 gr. ve Distile su 1000 ml. Be51yerl 121°C de 15
dakika otoklavdan sonra pH 7.4 olacak sckilde ayarlandi.

E." coli suglarmin izolasyon ve identifikasyonu:

Toplanan &rneklerden E. coli izolasyon ve identif 1kasyonu klasik
metotlara gore yapildi (9, 20). '

Hemaglutinasyon testlert :

MSHA ve MRHA testlerinde, insan (A-grubu), sigir, favuk, ko-
bay ve koyun eritrositleri Evans ve ark. (13)’na gére hazirlanarak kul-
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lanildi. Bu amagla, vericilerden alinan heparinli (Liquemine Roche)
kanlar, 800—900 devirde 15 dakika olmak iizere 3 kez PBS (pH 7.2)
ile yikandi. PBS ile “mannozsuz” ve % 1’lik D-mannoz ile “mannozlu”
olarak 1/ 4’lik eritrosit sispansiyonlar: hazirlandi. Sulandirilmg erit-
rositler giinliik hazirlanirken, 3 giin igerisinde kullanilmayan stok
critrositler atida.

Hemaglutinasyon testleri Evans ve ark. (13)’min bildirdikleri
metod’a gore yapildi. Bu amacgla, nutrient agarlarda saklanan suglar,
kolonizasyon faktér antijen (CFA) agarlara ekilerek 37°C’de 18 saat
dretildiler. Tek tek yada yaygin iiremis bakteri kolonileri 6ze ile ali-
narak, 1/4 oraninda sulandirilmig eritrositlerin 1 damla siyla (0.02
ml) oda derecesinde ve lam tizerinde iyice homojenize edilerek 1 da-
 kika bekletildi. Yaklagik 1 dakikalik uygulamadan sonra HA vermeyen
suglar, buz iizerine yerlestirilerek 2 dakika tutuldu. Sonuclar, 4+,
3,2+, 1+ ve (—) olarak degerlendirildi. HA’un ayni derecelerinin
% 1’lik mannozlu ortamda meydana gelmesi MRHA pozitif olarak
degerlendirildi. Mannozsuz eritrositlerle HA olugtururken, mannozlu
eritrositlerle HA vermeyen E. coli’ler MSHA pozitif olarak kabul edil-

diler. Her iki omtamdada HA vermeyen E. coli suglar ise HA (—)
olarak degerlendirildiler.

E. coli’lerin, insan, sigir, tavuk ve kobay eritrositleri ile olugtur-
duklar1 HA’lan ifade eden HA formiillerinin hazirlanmasi1 Evans ve
ark (13)’na goére yapildi. Bu formillere gore, 6rnegin, “NRSS”
formulinde HA veren bir E. coli sugu sirasiyla, insan eritrositi ile HA

(—), sigir eritrositi ile MRHA, tavuk ve kobay eritrositleri ile MSHA
olusturmustur.

Kolisin aranmast :

Djonne (7) tarafindan bildirilen metod’a gére yapildi. Bu metod’a
gore, TSB buyyonlarda 37°C de 18—24 saat tiretilmis test suglari,
% 5 koyun kanli hazirlanmig T'SA agarlaia hat geklinde ekilerek 37°C
de bir gece inkiibe edildiler. Inkiibasyondan sonra, 1—2 saat kloro-
form buharina tutulan kiiltiirler, steril lam’larla kazinarak alindilar.
Tekrar 30 dakika kloroform buharina birakilan kiiltiirler, 1 saat kadar
petri kapaklar1 yar1 ac¢ik tutularak kloroformun ugmasi saglandi. Kanli
TSA agarda tretilmis ve 1 kolonisi 5 ml FTS ile homojenize edilmig
E. coli Row sugu, tireme hattina dikey olarak ekildi. Oda 1sisinda 1
saat kadar tutulan kiltiirler 37°C de bir gece inkiibe edildiler. Sonuc-
lar, ekim hatlarinin kesigim noktalarinda inhibisyon zonlarimin olu-
sumu, test suglarimin kolisin aktivitesi olarak degerlendirildi.
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Bulgular
L. coli’lerin bipokimyasal dzellikleri :

Saglikli ve ishalli kuzulardan izole edilen 200 E. coli sugunun bi-
yokimyasal 6zellikleri tablo 1’de gésterilmigtir. Incelenen suglarin ta-
mami E. coli igin tipik biyokimyasal 6zellikleri gostermistir,

Tablo 1. E.coli suslarimn Biyokimyasal 6zelliklerinin

dagilimi.

Saglikl Ishalli
Test Pozitif Negatif Pozitif Negatif
n | % n Yo n % n %
Glukoz 100 | 100 | — |0.0 [100 |100 [ — }0.0
Laktoz 100 | 100 | — |o0.0 |100 |100 | — |o0.0
H,S — 0.0 |100 [100 | — |o0.0 |100 | 100
indol 100 {100 | — {00 |100 [100 | — |o0.0
Ureaz — | 0.0 | 100 100 — |1 0.0 100 100
Mannitol | 100 | 100 | — | 0.0 [100 | 100 | — |0.0
Nitrat 100 {100 | — 0.0 {100 |100 | — [0.0
Hareket 69 69 31 31 77 77 23 23
TD* — 0.0 |100 100 | — |o0.0 |100 | 100
MR ** 100 |00 | — 0.0 |100 | 100 | — |o0.0
VPk* — o0 |too [100 | — |o0.0 |100 | 100
Sitrat — o0 |10 [100 | — |o0.0 |100 | 100
Hemoliz — ]o0.0 | 100 |o10 | — |0.0 |[100 | 100

* : Tryptophane Deaminase
** Metil Red
*#*% . Voges-Proskauer.

Bu ¢aliymada kullanilan 200 E. coli susunun hi¢ birinde hemoliz
aktivitesine rastlanmadi.

Hemaglutinasyon  testleri :

Caliymada incelenen 200 E. coli sugjunun, MRHA, MSHA ve
HA (—) verileri tablo 2 ve 3’de gosterilmigtir. Saglikli ve ishalli kuzu
orjjinli E. coli suglarimin HA verileri tim eritrositlerle genellestirildi-
ginde, sirastyla, % 28—9%, 32’si MRHA, 9%, 27—9%, 31’1 MSHA olug-
tururken, suslarin %, 45— 9, 37’st HA (—) bulundu. En yiiksek MRHA
olusumu (% 15—9% 25) sigir eritrositleri ile, en yiiksek MSHA olu-
sumu (% 29—9% 50) tavuk eritrositleri ile alindu.

Insan, sigir, tavuk ve kobay eritrositleri ile bir E. coli sugunun
olugturdugu HA tiplerinin, ayn: sira ile ve yan yana gosterilmeleri
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Tablo 2. Saglikh kuzulardan izole edilen 100 E.coli susunun

HA 6zelliklerinin dagilimi.

HA Insan Sigir Tavuk Kobay Koyun Genel*
pi |n % % )% | n]%|n|%|n]%
MRHA 5(5.0[15]150| 9{9.0{—|0.0| 2]2.0/ 28 28.0
MSHA 16 [16.0 | 11 [11.0°| 29 |29.0 | 25(25.0| 4 | 4.0 | 27 |27.0
HA(—) 79 179.0 | 74 (74.0 | 62 [62.0 | 75 |75.0 | 94 (94.0 | 45 |45.0
Tablo 3. Ishalli kuzulardan izole edilen 100 E.coli sugunun
HA o6zelliklerinin dagilimi.
HA Insan Sigir Tavuk Kobay Koyun ‘ Genel*
tipi n| % n| % n I % n | % n| % n l o
MRHA 717.0]25(25.0| —|o0.0|—]o00]| 5]5.0]32][32.0
MSHA 26 126.0 | 5] 5.0} 50 ]50.0 | 37 {37.0 | 5| 5.0 31 |31.0
HA(—) 67 67.0 | 70 |70.0 | 50 [50.0 | 63 [63.0 | 90 [90.0 | 37 {37.0

*: Cahsmada kullanilan 5 tir eritrosit ile HA vermeyen suglar HA(—), en az biri
ile mannoz rezistan hemaglutinasyon veren suslar “MRHA” ve en az bir erit-
rosit ile mannoz sensitiv hemaglutinasyon veren suslar ise “MSHA” olarak-ge-

nellestirildiler.

seklinde hazirlanan HA formiillerinin, saglikli ve ishalli kuzu orijin-
- 1i E. coli suglar1icin 24 farkl sekli tespit edildi. NNNN, SNSS, NNSS
ve SRSS formiilleri sirasiyla, % 45— 9% 37, % 6—9% 10, % 3—9%, 10
ve % 1—9% 7 oranlarinda bulundu. Geriye kalan (9% 45— 9%, 36)

E coli suglart 20 farklh HA formiilii olusturdu.

Kolisin  aktivitesi :

Izole ve identifiye edilen 200 E. coli susunun, kolisin salgilama
ozellikleri yoniinden yapilan incelemelerinde, saghkli kuzu orijinli
10 (% 10), ishalli kuzu orujinli 18 (9%, 13) susun pozitif oldugu tespit

edildi (tablo 4).

Tablo 4. Kuzulardan izole edilen ‘E. coli suslarinin

kolisin salgilama o&zelliklerinin dagilimi.

Kaynak | Incelenen sus Pozitif Negatif

n % n %
Saghkh 100 ' 10 [ 10.0] 90 | 90.0
Ishalli 100 13 13.0 | ‘87 | 87.0
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Kolisin sentezleyen bu suglarin HA o6zelliklerine gore dagilimi
tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. HA ozelliklerine gore kolisinojenik E.coli
suslarinin  dagilima.

HA tipi  Saghkh Ishalli
n | % n %
MRHA 5 [17.9] 6 |18.8
MSHA 5 |18.5) 5 | 15.2
HA(—) | — | 0.0 2 | 5.5

Tartigma ve Sonug

Patojenik E. coli’lerin olugturdugu neonatal septisemi ve ishaller,
gerek sigir ve gerekse koyunculuk endiistrisinin en énde gelen sorunla-
rindan birisidir. USA’da neonatal kuzu ishallerine neden olan E. coli’
lerin, 30 giinliige kadar olan biitiin kuzularda 9%, 45’lere varan kayip-
lar olugturdugu bildirilmektedir (21). Ulkemizde beslenme ve yetis-
tirme kogullarinin ileri sayilabilecek bir diizeyde olmamasi nedeniy-
le bu kaybin ¢ok daha fazla olacag aciktir.

Degigik aragtiricilar taraflndan“yépﬂan caligmalarla (3, 5, 10,
18), E. coli suglari arasinda, biyokimyasal ozellikleri yoniinden bir
homojenlik oldugu bildirilmektedir. - )

Bu caligmada, saglikli ve ishalli kuzulardan izole edilen E. coli
suglarinin, biyokimyasal o6zellikleri arasinda bir fark bulunamamig
olmasi, parojenik ve saprofitik E. coli’lerin biyokimyasal aktiviteleri-
ne goére ayrilamayacagim bildiren aragtiricilart (3, 5, 10) destekler
niteliktedir. :

K88, K99, F41, CFA, X ve tip 1 gibi fimbrial antijenlerin, degi-
sik eritrositlerle farkli hemaglutinasyonlara neden olmalarindan dola-
y1 (8, 14), birgok aragtirict (10, 11, 15, 23), izole ettikleri E. coli sus-
larimin HA ézelliklerinin, hemoliz aktivitesi, kolisinojenik, patojenik
ve enteropatojenik karakteileii ile iligkilerini incelemiglerdir.

Valente ve ark. (23), ishalli buzagilardan izole ettikleri 84 E.
coli sugunun, % 35.7’sinin MRHA®*, 9, 13.1’inin MSHA*, 9, 51.2
sinin ise HA vermedigini ve MRHA' suglarin ¢ogunlugunun K99
antijenine sahip oldugunu tespit etmiglerdir. Gonzales ve Blanco (15),
MRHA o6zelliginin, ishalli domuzlardan izole edilen E. coli’lerde %
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43.6, saghklilardan izole edilenlerde ise %, 17.2 oraninda oldugunu ve
MRHA o6zellikleri arasinda bir iligki bulamadiklarini rapor etmiglel-
dir. Erganig ve ark. (11), ishalli buzagilardan izole ettikleri E. coli
suglarinin, MRHA, MSHA ve HA (—) ozelliklerinin, sirasiyla, %,
44.7, Y% 46.8 ve Y% 8.5 oldugunu ve HA karakterleri ile enteropaio-
jenite arasinda belirgin bir iliski bulamadiklarini bildirmiglerdir.

Bu ¢aligmada incelenen, saglikli ve ishalli kuzu oirjinli E. coli sug-

lannnin HA (MRHA, MSHA ve HA ) yetenekleri arasinda belirgin
bir iligki bulunamamigtir.

Alman bu sonuglar, E. coli’lerin HA yeteneklerinin, saglikli ve
ishalli hayvanlarin fekal floralarindan izole edilen suglarin ayirinnun-

da kullanilamayacagini bildiren aragtiricilarin (11, 15) bulgularim
destekler niteliktedir.

Agiiero ve ark. (1), iiriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen
E. coli K1 populasyonundaki suglarda, MRHA ve kolisin aktivitesi-
nin, aym hastalarin barsaklarindan izole edilen ayni populasyondaki
suglardan daha fazla oldugunu tespit etmiglerdir. Arai ve ark. (2),
klinik vakalardan izole ettikleri insan orijinli E. coli suglarinin, 9, 13’
tintin kolisinojenik oldugunu ve kolisin aktivitesi ile MRHA yetenex-
leri arasinda bir iligki bulamadiklarini bildirmiglerdir. Vaisanen-Rhen
{22), iriner sistem infeksiyonlarindan ve saglikl insan digkilarindan
izole edilen 075 serotipine dahil E. coli suglarinin, sirasiyla, %, 33 ve
% 50’sinin kolisinojenik karakterde oldugunu bildirmigtir. Aragtiricy,
MRHA ve kolisin aktivitesi arasinda bir iligki bulamadigin1 da rapor
etmistir. Erganig (10), hindi digkilarindan izole ettigi 192 E. coli su-
sunun, %, 6.2’sinin kolisin aktivitesine sahip oldugunu bildirmigtir.

Bu ¢aliymada, saglikli kuzularda 10 (9%, 10), ishalli kuzulaida ise
13 (% 13) kolisinojenik E. coli susu izole edilmistir. Saglikli ve ishalli
kuzulardan izole edilen MRHA* E. coli’lerin, sirasiyla, % 17.9 (5
sug) — % 18.8 (6 sus)’i, MSHAT suglarimn 9%, 18.5 (5 sug) — % 15.2
(5 sus)’si ve HA (—) ishalli kuzu orijinli E. coli’lerin ise % 5.5 (2 sug
inin kolisinojenik karakterde oldugu tespit edilmigtir. Kolisin aktivi-
tesi ile MRHA yetenekleri arasinda bir iligki bulunamamigstir. Bu so-
nuglar, Arai ve ark. (2) ile Vaisanen -Rhen (22)’in bulgularim des-
tekler niteliktedir.

Sonug olarak, saglikli ve ishalli kuzulardan izole edilen E. coli
suglarinin, biyokimyasal, hemoliz, kolisin iiretimi ve MRHA 6zellik-
leri arasinda 6nemli bir fark olmadigi ve bu 6zelliklere gére patojenik
ve saprofitik E. coli’lerin ayrmlamayacagi goriigiine varilmsgtir,
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