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Summary : In this study, some biochemical characteristics, different
antibiotics resistance states and R -factor transmissibility of 51 E. coli
strains isolated from calves with diarrhea up to one week age were
examined.

Biochemical characteristics of the strains were found to be as follows:
The rates for glucose, lactose, mannitol dulsitol, arabinose and adonitol
fermentation tests were 100 %, 100 %, 100 %, 54.9 %, 98.1 % and 21.6 %
respectively and the rates for urease production, citrate utilization, tryp-
tophane deaminase, H,S, indol and motility tests were 100 %, 0.0 %, 0.0 %,
0.0 %, 100%, 0.0 %, 96.1 % and 80.4 % respectively. It was observed that
only one of the whobe strains (1.96 %) possessed a hemolytic activity.

According to the results of disk diffusion method, antibiotic resistance
~ rates of E. coli strains were determined as follows 70.5 % for tetracyline,
86.2 % for oxytetracycline and neomisin, 98.1 % for erytromisin, 54.9 %
for ampisilin, 49.0 % for streptomisin, 23.4 % for chloramphenicole and
5.9 % for nalidixic acide.

(*) Bu calismay: S. U. Arastirma Fonu desteklemigtir.
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Of the strains 94.1 per cent were resistant to more than 3 antibiotics.

The rates of R - plasmid transmission of the strain were found to be
27.1 per cent.

Ozet : Bu calismada, bir haftalik yastan kiigik ishalli buzagilardan
izole edilen 51 E. coli susunun bazi biyokimyasal dzellikleri, degisik anti-
biyotiklere diren¢ durumlar1 ve R - faktor aktarim yetenekleri incelendi.

Suslarin %1.96 (yalmz 1 sus)’st hemolitik aktiviteye sahipti.
laktoz, mannitol, dulsit, arabinoz ve adonitol fermentasyon testlerinin
oranlari sirasiyla, %100, %100, %100, %54.9, %98.1, %21.6; MR, VP, lireaz,
sitrat, triptofan deaminase, H,S, indol ve hareket testleri i¢in sirasiyla,
%100, %0.0, %0.0, %0.0, %100, %0.0, %96.1 ve %80.4 olarak belirlendi.

Suslarin %1.96 (yalniz 1 sug)’st hemolitik aktiviteye sahipti.

Disk diffiizyon metoduna gore, E. coli suglarinin antibiyotiklere di-
reng oranlari, tetrasiklin i¢in %70.9, oksitetrasiklin ve neomisin igin
%,86.2, eritromisin i¢in %98.1, ampisilin igin %54.9, sulfafurazol i¢in %49.0,
streptomisin igin %37.3, kloramfenikol icin %23.4, kanamisin icin %25.5,
gentamisin icin %21.5 ve nalidiksik asit igin %5.9 olarak tesbit edildi.

Suslarin %94.1’i iicten fazla antibiyotige direngliydi.

Susglarin bulasicr tip plazmid tagima oranlarl %27.1 olarak bulundu.
Giris

Escherichia coli’lerin (E. coli) yeni doganlarda - ozellikle buzagilar-
da - sebep oldugu infeksiyonlarin basinda kolibasillozis gelmektedir. Tle-
ri Avrupa iilkelerinde bile yliksek oranlarda buzagl kayiplarina neden
olan infeksiyonun, bu iilkelere gore geri sayilabilecek diizeyde beslenme
ve yetistirme kosullarina sahip {ilkemizde de 6nemli bir sorun oldugu ya-
pilan aragtirmalarla ortaya konmusgtur (16, 19). Beslenme ve yetigtirme
kosullarinin geri olugunun yaninda, gerek bu infeksiyonun sagitimi ama-
ciyla, gerekse koruyucu ve anabolizan amaglarla gelisiglizel antibiyotik
kullanim1, bu antibiyotiklere karsi bakteri populasyonunda direngli ne-
sillerin cogalmasina neden olmaktadir (1, 4, 5, 19).

Diger enterobakterilerin ¢ogunda oldugu gibi E. coli’de de gekirdek
olarak kabul edilen sirkiiler kromozom yaninda, DNA yapisinda genetik
elementler vardir (4). Bu gen parcaciklari ya hiicre stoplazmas iginde
serbest durumda «plazmid» veya kromozomla birlesik «epizom»lar halin-
de bulunurlar. E. coli plazmid’lerinin hemen hepsi bakteri populasyonla-
rinin varliklarini ve bagimsizliklarini devam ettirebilmek igin gerekli bii-
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tiin genetik o6zelliklere sahiptirler. Icinde bulunduklar1 bakteri hiicresiy-
le eszamanli olarak gogalir ve olusan yeni hiicreye gegerler (4). E. coli’-
de bulunan RTF - faktorii; biri bakteriler aras1 konjugasyonu uyaran
transfer faktor (TF), digeri ise gesitli antibiyotik ve metal bilesiklerine
karg: direncliligi saglayan direng determinant faktoridir (R). E. coli'ler-
de bu iki parca bir biitiin halindedir. Ekosistemde antibiyotiklere direng
bzelligi bir bakteriden digerine plazmid’ler tarafindan aktarilmakta-
dir (1).

Bu caligmanin amaci, bdlgede yeni dogan buzafilarda ishal olustu-
ran E. coli suslarinin; biyokimyasal, antibiyotiklere duyarlilik ve bulas1-
c1 tip plazmid (R - faktor) tasima dzellikleri belirlenerek, ileride bu konu-
da yapilacak caligmalara temel olusturmaktir.

Materyal ve Metot

E. coli I¢in Ornekler : Denemelerde kullanilan 51 E. coli sugsunun 49’u
digk: orijinli olup, S. U. Veteriner Fakiiltesi kliniklerine getirilen, bir haf-
taliktan kiiciik ve giddetli ishalli durumdaki buzagilardan alinmigtir. ‘Di-
ger 2 sus Patoloji Anabilim Dali'na 6lii olarak getirilen buzagilarin kalp
kanindan izole edilmigtir.

Standart E. coli Susu : 1zole ve identifiye edilen E. coli suglarinin an-
tibiyotiklere direng faktérlerinin aktariminda alic1 sug olarak A. U. Vete-
riner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Bilim Dali'n-
dan temin edilen E. coli K12 nal*lak~ susu kullanildi.

Antibiyotik Diskleri : Denemelerde Etlik Veteriner Kontrol ve Arag-
tirma Enstitiisiinde hazirlanan antibiyotik diskleri ile Oxoid diskleri
kullanildi. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri; Tetrasiklin (TE),
Oksitetrasiklin (OT), Kloramfenikol (C), Ampisilin (AMP), Streptomi- 4
sin (S), Kanamisin (K), Neomisin (N), Gentamisin (G), Eritromisin (E),
Sulfafurazol (SF) ve Nalidiksik Asit (NA) tir.

E. coli Suglarimin Izolasyonu : Alinan numuneler %5 koyun kani ka-
tilmig kanli agar, MacConkey agar ile Eosin Methylen Blue agar (EMB) -
lara ekilerek, 37°C de 18-20 saat inkubasyona birakildilar. Ureyen kolo-
nilerden laktoz pozitif olanlarindan identifikasyon ig¢in gerekli biyokim-
yasal testler yapildi (15).

Biyokimyasal Testler : Bu amagla Lassen (24)’in {icli tiip yontemi
kullanildi. Arabinoz, dulsit ve adonitol fermentasyonu ile Metil Red (MR)

ve Voges Proskauer (VP) testleri igin klasik yontemlerden yararlanil-
di (1, 22).
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Antibiyotiklere Duyarlihk Testleri : Test suglarnin antibiyotiklere
duyarhiliklarinin belirlenmesinde Bauer ve ark. (8)’min Disk Diifiizyon
yontemi kullanildi.

Bulagicy Tipte Plazmid (R - Faktor) Aranmas: : Antibiyotik duyarh-
Ik testlerinde c¢ogul direnclilik gosteren E. coli suslarinda R plazmid var-
Ligin1 ortaya koymak icin Istanbulluoglu (19)mun bildirdigi teknikten
yararlanildi.

Bu amacla, disk diffiizyon y6ntemi ile gogul direnglilik gosteren E.
coli suglarindan nalidiksik asit’e duyarli olanlar ve alict E. coli K12
- Nal'lak™ sugu ayr: ayr: buyyonlara ekilerek 5 -6 saat 37°C lik etiivde in-
kiibe edildiler. Beger mllik ttpler halinde hazirlanmig TSB buyyonlari-
na, 0.5 ml. E. coli K12 susundan, 0.1 ml.de test suslarindan ekilerek 37°C
de bir gece inkiibe edip, konjugasyona birakildilar. Inkiibasyondan sonra,
konjugasyon olup olmadigini tesbit etmek icin, nalidiksik asit ile birlik-
te diger antibiyotikleri (AMP 20 mcg/ml, TE 10 mcg/ml, S 15 mcg/ml],
C 25 meg/ml, K 25 meg/ml, OT 10 mcg/ml ve NA 25 mcg/ml) ayr1 ayri
igeren mac - Conkey plakalarina ekimler yapilarak 37°C de 18 - 20 saat in-
kiibe edildiler. Karigimlardan ekim yapilan besiyerlerinde inkiibasyon
sonunda tegekkiil eden laktoz negatif koloniler verici sugta mevcut anti-
biyotiklere direng¢ faktoriinii (R - Faktor) almig olan E. coli K12 suglar
olarak kabul edildiler,

Bulgular

Biyokimyasal Ozellikler : Klinik olarak kolibasillozis teshisi konmus
49 ve kolibasillozisten 6lmiig 2 buzagidan izole edilen 51 E. coli sugunun
biyokimyasal 6zellikleri Tablo I’de 6zetlenmistir. Incelenen suslarin ta-
mami E. coli igin tipik olan biyokimyasal aktiviteler gostermelerine rag-
men, arabinoz, dulsit ve adonitol fermentasyon testleri degisik oranlarda

bulundu. Glukoz, laktoz, H,S, indol, triptofan deaminaz, nitrat, MR, tire-
az ve sitrat testleri en giivenilir kriterler olarak kabul edildi. Suslardan
sadece hir tanesi (%1.9) hemoliz olusturdu.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri : Incelenen 51 E. coli susunun antibi-
yotiklere duyarlilik durumlar: Tablo 2’de sunuldu.

Suglarin %98.1'inde 4 veya daha fazla antibiyotige kargt ¢ogul direnc-
lilik bulundu. Tablo 3’de gorildiigli gibi bir sug 10 farkl:, iki sus 9 farkl,
dokuz sug 8 farkli, onbir sus 7 farkly, on sug 6 farkly, 5 sug beg farkl, on
sug 4 farkli, iki sus 3 farkl ve bir sug 2 farkh antibiyotige kars1 direncli
bulundular.
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Tablo 1. Izole edilen E. coli suglarmin biyokimyasal 6zelliklerinin dagilim

(% olarak)

Test Sus Sayist Sus Sayist
’ Pozitif Negatif Pozitif ~ Negatif
Glukoz 51 0 100 0
Laktoz 51 0 100 0
Mannitol o1 0 100 0
Arabinoz 50 1 98.1 1.9
Dulsit 28 23 54.9 45.1
Adonitol 11 40 21.6 78.4
Sitrat 0 51 0 100
Nitrat Rediiksiyon 51 0 100 0
Indol 49 2 96.1 3.9
H,S 0 51 0 100
Urease 0 51 0 100
Tryptophane deaminase 0 51 0 100
Voges - Proskauer (VP) 0 51 0 100
Metil Red (MR) 51 0 100 0
Hareket (37°C de) 44 7 86.2 13.8
Hemoliz 1 50 1.96 98.04

Tablo 2. Izole edilen E. coli suglariin antibiyotik duyarlilik ve direnclilik

oranlari (% olarak)

Oran (%)!

Antibiyotik Susg Sayist

Duyarli Direngli Duyarh Direngli
Tetrasiklin 15 36 29.5 70.5
Oksitetrasiklin 7 44 13.8 86.2
Kloramfenikol 38 13 74.5 25.5
Ampisilin 23 28 45.1 54.9
Streptomisin 32 19 62.7 37.3
Kanamisin 38 13 74.5 25.5
Neomisin 7 44 13.8 86.2
Gentamisin 40 11 78.5 21.5
" Eritromisin 1 50 19 98.1
Sulfafurazol 26 25 51.0 49.0
Nalidiksik Asit 48 3 94.1 5.9
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Tablo 3. Izole edilen E. coli suglarinin ¢ogul antibiyotik ve Nalidiksik
Asit’e direnglilik dzelliklerine gbre gruplandirilmasi.

Antibiyotik Nalidiksik Asit’e
Sayist Toplam Sug No.lar1 Direngli Olanlar
10 1 49 -
9 2 41, 50 J L
8 9 3, 4, 12, 16, 21, 33, 34, 45, 51 21
7 . 11 1, 5, 10, 20, 22, 24, 25, 32,
30, 43, 46 —
6 10 2, 6, 11, 13, 14, 18, 28,
30, 317, 42 2,14
5 5 7, 15, 19, 27, 31 » N —
4 10 8, 9, 17, 26, 29, 35, 36,
44, 46, 47 =
3 2 23, 24 —
2 1 38 —

Bulasict Tipté Plazmid (R - Faktér) Aranmasy :

Testlerde sadece nalidiksik asit’e duyarl olan E. coli suglar1 kullanil-
digindan, R -Plazmid aranmasi sadece 48 E. coli susunda yapildi. Temin
edilen E. coli K12 susu gentamisin, sulfafurazol, eritromisin ve neomisin’e
de direnc¢li bulundugundan, bu antibiyotiklere kargi olugsan direng ozel-
liklerinin ne derecede bulagici plazmid kontroliinde oldugunu tesbit et-
mek miimkiin olmad.

Konjugasyon deneyleri sonucunda 13 sugun (%27.1) bulasici tipte. ol-
dugu gorildii (Tablo 4). Bunlardan dordiinde (13, 45, 46, 47 No.lu suglar)
blok halinde aktarim goriiliirken, 4, 42, 43 ve 51 No.lu suslarda sadece bir
antibiyotige karsi olugan direnglilik aktarilabilmigtir. Diger suglarda de-
gisik derecelerde cogul direnclilik aktarim: tesbit edilmistir.

Aktarimimn yapildig: 13 E. coli (K12) susunun saf bir klon olup olma-
diginin tesbiti igin yapilan antibiyogram testlerinin sonuglari, aktarim
sonuglariyla uygunluk gostermigtir.
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Tablo 4. Verici ve konjugasyona tabi tutulmus alic1 suglar ile yapilan
R - Faktor aktarim sonuclar:.

: Verici Sug : g Alic1 Sug
Sus No.  Direng Semas: : Sus No. Diren¢ semas:
1 AMP C OT S TE K12 (1) OT TE
4 AMP K OT S TE ' K12 (4) AMP
13 AMP C K OT S TE K12 (13) AMP CK OT S TE
34 AMPCK OT S TE K12 (34) AMP K
41 AMP C K OT TE K12 (41) AMP K OT TE
42 AMP OT TE K12 (42) AMP
43 . AMP OT TE K12 (43) oT
45 AMP CK OT S TE K12 (45) AMP CK OT S TE
46 AMP K OT TE K12 (46) AMP K OT TE
47 OT TE K12 (47) OT TE
49 AMP CK OT S TE K12 (49) AMP C K §
50 AMP C K OT TE K12 (50) AMP K S
‘51 AMP C K OT TE K12 (51) K

Tartigma ve Sonug

E. coli'ler insan ve hayvanlarda normal barsak florasi etkeni olarak
bulunmalari yaninda, yeni dogan insan ve hayvan yavrularinda, yetersiz
beslenme ve hijyen kurallarimma uyulmadigi durumlarda biiyiik kayiplara
neden olmaktadirlar (2, 16, 19). Bilhassa yeni dogan buzagilarin agiz sii-
tiinlt (Kolostrum) alamadiklar1 veya yetersiz aldiklari durumlarda ishal
ve septisemi ile sonuglanan enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (2, 7, 16).

Cesitli orijinli E. coli suglar1 arasinda cegitli karbonhidratlar1 fermen-
te etme ve biyokimyasal 6zellikleri ydniinden genelde bir homojenlik ol-
dugu bildirilmistir (3, 6, 9, 10, 13, 14, 15, 19, 20, 21, 25, 26). '

Bu ¢aligmada, biyokimyasal ézelliklerle ilgili alinan sonuglarin (Tab-
lo 1), saglikli ve hasta hayvanlardan elde edilen E. coli suglan ile daha
onceden caligmis arastiricilarin elde ettikleri sonuclarla paralellik gés-
termesi, bu ozelliklere dayanilarak patojenite ve invazyon karakterleri
hakkinda karar verilemiyecegini bildiren arastiricilarla (6, 9) ayni gori-
slin paylagilmasina neden olmaktadir. h

Veteriner Hekimlik alaninda c¢esitli antibiyotiklerle koruyucu, teda-
vi edici ve anabolizan amaglar icin uzun siireden beri kullanilmasinin,
bu antibiyotiklere direngli bir populasyonun olugmasina neden oldugu ve
bu direncli bakterilerin insan ve hayvan saghgini tehdit etfigi cesitli a-
ragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (6, 11, 19, 21). : :
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Coates ve Hopes (12) ishalli buzagilardan izole ettikleri E. coli sug-
larinda tetrasiklin’e %90, kloramfenikol’e %13, ampisilin’e %59, strepto-
misin’e %90 ve nalidiksik asit’e %0 oraninda direnglilik tesbit etmigler-
dir. Istanbulluoglu (19), yine ishalli buzagilardan izole ettigi E. coli susg-
larinda; penisilin’e ve linkomisin’e %100, rifamisin’e %90.3, tetrasikliné
%'18.9 ve erxtromlsme %77 gibi yiiksek oranlarda direnclilik tesbit et
migtir.

Bu gahgmada, tetrasiklin’e %70.5, eritromisin’e %98.1, oksitetrasiklin’e
%86.2 ve ampisilin'e %54.9 oraninda direnglilik tesbit edilmigtir. Bilindi-
gi gibi bu antibiyotik tiirleri insan hekimliginde ve veteriner hekimlik-
te hem koruyucu hem sagitici ve hemde anabolizan olarak yaygin bir ge-
kilde kullanilmaktadir. Gerek daha 6nce yapilan ¢aligmalarin sonuglari
ve gerekse bu caligmanin sonuglar:, kontrolsiiz ve antibiyogram testleri
yapilmadan geligigiizel kullanilan antibiyotiklere karsi direngli suglarin
gittikce daha fazla bir gekilde olustugunu ortaya koymaktadir.

Lariviere ve Lallier (23) domuz orijinli 112 E. coli sugunun tetrasiklin’e
karg1 gosterdikleri direncliligin plazmidler tarafindan kontrol edildigini
saptayarak, inceledikleri suglarin %39.2'sinin verici 6zellie sahip olduk-
larim1 agiklamiglardir. Heller ve Drabkin (18) hastalikli kanatlilardan i-
zole ettikleri E. coli suglarinda %60 oraninda bulduklar: sulfonamid, tet-
rasiklin ve kloramfenikol’e karsi olugan diren¢ faktoriiniin yiiksek oran-
larda aktarildigini bildirirlerken, saglikli kanathilarda ¢ok diigiik oran-
larda bulduklari diren¢ faktdrlerinin alici suga aktariminin yapilamadi-
gin1 bildirmiglerdir.

Istanbulluoglu (19) ishalli buzagilardan izole ettifi 85 E. coli susun- -
dan %15.2’sinin bulasic1 tip plazmidlerini alict bakteriye aktarma 6zelli-
gine sahip oldugunu ve bunlardan 8 sugun, direng '(Szelli-klerini blok ha-
linde alic1 E. coli K12 suguna aktardigini b11d1rm1§t1r ' o

Bu caligmada 51 E. coli sugundan 13’ (%27.1) ge§1th antlblyotlklere
karg1 olugsan direngliligi alic1 K12 susuna aktarmiglardir. Bu.suglardan
dordii direng Ozelliklerini blok halinde aktarmiglardir. Elde edilen %27.1
oranindaki aktarrm diizeyi, hernekadar kanath orijinli E. coli’lerdeki ak-
tarim oranlarindan (3, 20) diisiiksede saglikli memelilerden (21) ve in-
sanlardan (17) izole edilen suglardaki akfarim oranlarindan oldukeca yiik-
sektir. Bu durum kanatli hayvan yetigtiriciliginde geligigiizel ve daha
fazla antibiyotik kullanimina baglanabilir. Yine veteriner hekimlik ala-
ninda sagitim, koruyucu ve fizyolojik amaglarla antibiyotik kullanimi,
insan hekimligine oranla daha fazladir. Bunun sonucu olarak hayvan ori-
jinli mikroorganizma’lar da antibiyotiklere karsi direng faktorlen daha
fazla olugmakta ve o oranda da aktarilmaktadir.
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Anabolizan ve koruyucu amaglarla kullamlacak antibiyotiklerin sii-

re ve miktarlarinin bilingli bir gekilde tesbit edilmesinin, tedavi amaciy-
la yapilacak antibiyotik uygulamalarinin ise, antibiyogram testleri so-
nucu yapilmasinin, antibiyotiklere karsi olusan direncliligin ve bunun
aktariminin azaltimas: agisindan etkili olacagi kanisina varildi.

10.
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