E — Coli Suglari — Sesli.

SIGIRLARDAN iZOLE EDILEN ESCHERICHIA COLI
SUSLARININ HEMAGLUTINASYON
YETENEKLERININ INCELENMESI

UZERINDE CALISMALAR

0. Turhan SESLi (%)

LITERATUR BILGISI
E. coli, ilk olarak, 1885 yilinda Escherich tarafindan bir ¢cocugun
diskisindan izole edilmistir (12).

E. coli 2 -4 mikrometre (um) uzunlugunda, 0,4 - 0,7 mikrometre
(um) genisliginde, uglari yuvarlak ¢comak bigiminde bakterilerdir.
Gram negatif, sporsuz ve genellikle hareketli, kapstlsiz (kapstl tes-
kil eden formlarida vardir) bakterilerdir. E. coli’lerde hareket peritrich
flagellalar tarafindan saglanir. Flagellalar serolojik tanida 6énem ta-
sirlar ve protein (flagellin) karakterindedirler. E. coli’lerde flagella-
lardan baska piluslar da (fimbria) bulunur. Pilus’larin bazilarn (az sa-
yida) bakteriyel konjugasyon olaylarinda yer alir (seks) pilusu) ve
diger kismi ise bakterinin hlicrelere ve ayni zamanda insan, at, ko-
yun ve kobay alyuvarlarina yapismasini saglar (1,3,5,35).

E. coli aerobik ve fakultatif anaerobik bir mikroorganizma olup
genel besi yerlerinde kolaylikla Grerler. Bu mikroorganizma 5-46°
C. arasindaki is1 derecelerinde Urer; optimal lireme 1sisi 37°C. dir. Ve
en uygun pH 7.0-7,2 dir. E. coli’'lerin agar da olusturduklari S tipi ko-
lonileri hafif yuvarlak, diizgiin, bombeli [-2 mm. capindadir. Kapsllii
E. coli’lerin kolonileri mukoid karakterde olup, caplari daha buylk-
tlr. E. coli buyyonda kisa stirede Urer ve hafif bir bulaniklik olustu-

(*) Uzman Vet. Hekim, Etlik Vet. Kont.-Arast. Enst, Ankara
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rur. Buyyon kdilturiinde 24 saatten sonra sivinin (st dlizeyinde tilpe
yapisik bir zar sekillenir (3,5,35).

E. coli'lerin izolasyon ve identifikasyonun da cesitli selektif besi
yerleri kullanilir. Mac Conkey agarda yuvarlak kirmizi koloniler olus-
turan E. coli’ler, EMB agarda metalik renkte refle veren koloni olus-
tururlar. Ayni amag icin kanl agar da kullanilir. Hemolitik E. coli’ler
kanl agarda koloni etrafinda hemoliz olustururlar (3,5,35).

E. coli'ler kuvvetli sakkarolitik etkiye sahiptirler. Genellikle lak-
toz, glukoz, mannitol, arabinoz ve ksilozdan asit ve gaz olustururlar.
Sakkaroz, dulsit, rafinoz ve salisine etkileri degiskendir. Adenitol ve
inositole tesir etmezler. Triptofandan indol olustururlar. Sitratli besi
yerlerinde lremezler, Ureyi parcalayamazlar, H:S olusturmazlar, me-
til - red pozitif, voges - proskauer reaksiyonu negatifdir (3,5,35).

E. coli sporsuz bir bakteri oldugu halde dis tesirlere oldukca da-
yaniklidir. 60°C.de 30 dakikada, 55°C.de bir saatte 6lirler, oda dere-
cesindeki slblime, oksijenli su, fenol, klor gibi dezenfektanlarla bir-
kac¢ dakikada oltrler (5,12).

E. coli’lerin kuvvetli ve kompleks yapida antijenik 6zellikleri var-
dir. Somatik «O», flagellar «H» ve kapsiler «K» antijenleri bulun-
maktadir.

Somatik O-antijeni : Lipopolisakkarit tabiatinda, isiya, kaynatil-
maga ve alkole dayanikli, formole dayaniksizdir. Bugline kadar yapi-
lan calismalarda 146 farkli O antijeninin varligi saptanmigtir. E.coli
serolojik olarak O antijenlerine gére grublara H-ve K-antijenleriylede
tiplerine ayrilir. E.coli’lerin bircok tipleri O serumlari ile aglutine ol-
mazlar. Bu bakterinin ylizeyinde bulunan K-antijeninin varligindan
ileri gelir (23,32).

"H-antijeni : Hareketli suslarda bulunurlar, protein tabiatinda ve
iIsiya daydniksizdirlar. 100°C.de 1sitmakia alkol ve proteolitik ferment-
lerle harap olurlar, formole dayanikhdirlar. Simdiye kadar 49 H-anti-
jeni bulunmustur. Bu E.coli'de az miktarda oldugundan cogaltmak
icin bakterinin yumusak jelozda pasajini yapmak gerekir (5,23,32).

K-antijeni : Baslica Uc tip K-antijeni (L,A,B) vardir :

Somatik L-antijeni : Isiya dayaniksiz bir antijendir. 100°C.de bir
saat isitmakla harap olur, antijenik dzelligini kaybeder. Bu antijeni
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ihtiva eden E.coli suslar ekseri hemolitik, fareler igcin toksik, tavsan
derisine verildiginde nekrotik ve insanlar icin patojendir. Kendisinde
L-antijeni bulunan E.coli’lerin kolonilerj bulanik ve ¢ok kesiftir; canli
halde iken O serumu ile aglutine olmazlar ,ancak 100°C.de 1,5 saat
kaynatildiktan sonra aglutine olurlar. L-antijeni bulunmayan E.coli’le-
rin kolonileri berrak ve seffaftir; bunlar canli iken O serumu ile aglu-
tine olurlar. Simdiye kadar 32 tip L-antijeni tesbit edilmistir (5,15,32).

A-antijeni : Kapstlli E.coli'lerde rastlanmistir, Isiya dayaniklidir
ve-ancak 120°C.de 2 saat 1sitmakla harap olur; spesifik bir polisak-
Kkarittir. A-antijeni tasiyan E.coli’lerin kolonileri beyaz, kesif ve mu-
koid 6zelligindedir. Bunlor % 50 safra ilave edilmis. buyyonda .tre-
tildiginde A+ formda A— forma gecerler. Birbirinden farkl 26 tipi bu-
lunmustur (5, 12 15,23 ,32).

-Somgitik- B-antijeni: :-Isiya dayaniksiz bir antijendir..100°C.de bir
saat . isitmakla harap. olurlar.:K-antijen;j gibi- bakterinin-O serumuyla
agiutine olmasina: mani_oluriar.. Bu antijene her susta . rastlanmaz,
oldukca nadirdir. Simdiye kadar 30 tipi bulunmustur (5,12,15,23,32). -

Vi antijeni : Isiya dayaniksiz:bir antijendir. 100°C.de 1sitmakla,
dilie-asitlerle ve ozellikle asit- fenikie muamele edilmekle harap olur-
lar. Bunlar O serumlariyla aglutinasyon vermezler, yalniz antj Vi se-
rumlariyla aglutine olurlar (5,12,15,23,32).

* Enterobakterilerin cesitli grublarinda ortak olardk bulunan ‘Kui-
nin antijenleri diye adlandirian, polisakkarit tabiatinda cntuenlerm
oldugu arastlrlollqr torcfmdon blldmlmektedlr (27).

I, coI| Ierm enteropatmemk suslan 2: farkh enterotoksm olustu-
rurlar. Bunlardan 1siya dayanikl toksin (ST) ve isiya -dayaniksiz tok-
sin (LT) olarak tanimlanirlar. Bunlardan (ST) toksini 65°C.isiya daya-
mkll olup antuemk ozelligi yoktur, ekstraselluler ve kicik moleklli-
diir. (LT) toksini termolabil olup 65°C. de inaktive olur, antijeniktir,
mtroselluler olarok bulunur ve- buyuk molekulludur (8,18).

Koufman Ve arkodoslormm cob03| sonucu; Ecoh kulturlermln
serolojik tiplendirilmesi icin antijenik sema hazirland! (22).

E. coli serotiplerihih identifikasyonu gijnlﬂk olarak ekseriya vete-
rine rteshis laboratuvdrlarinda yapilamamakta, bunlar \iyi techiz edil-
mis - referens+ jaboratuvarlarinda yapiimaktadir. Serotipleri -ortaya
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koymada harflerle beliftilen antijenler kullanilir ve sonlarina arabik
numaralar ilave edilir, Ornegin Olll : K4 (B) H2 gibi (8).

E. coli'lerin tiplendiriimesinde bakteriyofajlardan da faydalanil-
makta ve muayyen kolifajlarla bilhassa gastro-enterit enfeksiyonla-
rina sebep olan 6zel suslar identifiye edilmektedir (5).

E. coli erigkin insan ve hayvanlarin barsak florasinda bulunurlar
ve barsak icinde iken hastalik olusturmazlar. Barsakta bulunan ko-
kusma bakterilerine (Proteuslar) karsi antagonistik etkj gosterir-
ler; . bu suretle barsak kokusmasinin azalmasina yardimei olurlar.
Bu etkenler ozellikle idrar yollari, safra vyollari, periton, akciger
yada beyin zarlarina gecebildikleri takdirde patojenik etki gostere-
rek iltihaplanmalar yaparlar (2,15).

E. coli virulanslari birbirinden farkli bir mikroorganizmadir. Baz
‘su§lor_| oldukca patojenik oldugu halde, bircoklari hastalik yapma y6-
niinden zayif olup sayica artarlarsa ve hayvanin direnci azalirsa has-
talik olusturabilirler (34).

E. colinin evcil hayvanlarda (buzagi, inek, kuzu, tavuk, kopek,
domuz) “olusturdugu bazi énemli hastaliklar : Buzagi ishali ve daha
az siddetli buzagilarin intestinal infeksiyonlari yani enterotoksemik
kolibasillosiz, mastitis, hava kesesi iltihabl ve koligranulomatozis'tir
(8).

Buzagilar icin patojenik olan E.coli serotipleri gsunlardir : 08,09,
015,017,020,021,026,035,055,0114,0119,0126,0137 (8,18).

E. coli-infeksiyonlarinda pekcok etken rol oynarsa da bunlarin
eh onemlileri: |- Dogan ‘buzagdarin yeteri kadar kolcstrum alama-
malari, 2 - A vitamini eksikligi, 3 - Soduk ve sicagin infeksiyona yat-
kinlik yaratmasi, 4 - Irk 6zellikleridir (14,18).

Buzagilardaki septisemik kolibasillosiz olgularinda yapilan bak-
teriyolojik yoklamalar kana bakteri giriginin zorunlu olarak barsak
florasindan olmayacagini géstermektedir; gobek ve diger bolgeler-
den, drnedin burun ve yutak mukozasindan da infeksiyonu alabilir-

ler (14).

E. colilerden ileri gelen akciger yangilarinda bulasma solunum
yolundan olur; buna karsilik, E.coli meningo-ensefalitiste kanla be-
yine ulasir. E.coli ile bulasik organlarda bozuklar gekillendikten son-
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ra aktif vepa pasif bagisikliktan yararlanma antikorlarin - kandaki
konsantrasyonuna degil, bu dokulardaki yogunluguna baghdir (37).

E. coli enfeksiyonlari klinik, bakteriyolojik ve patolojik bulgulara
gore; septisemik, enterotoksemik ve enterik formda goérilirler (3,
15,18). '

Buzagilarda E.coli ile olusan klinik enfeksiyonun enaz iki seklinin
bulundugu bildirilmistir. Bakteriyemi yapan suslarin olusturdugu sis-
temik sekil ve barsak seklidir. Barsak formunda enteropatojenik sus-
lar ince barsaklarin anteriyoriinde Urerler ve olusturduklari entero-
toksin ile slirgiine neden olurlar. Béyle suslar invazyon meydana ge-
tirmezler.

E. colinin meydana getirdigi sistemik infeksiyonun kolostrum
almamis buzagilarda goértilen bir bozukluktur ve arasira suirgiin iie
sekillenir. Buna neden olan suslar enteropatojenik degdil bakteriyemi
olusturan suslardir (36).

Otopside, perakut ve septisemik olgularda patolojik 1{ezyona
rastlanmaz. Uzun slren olaylarda hemoraiji, enteritis ve gastrit var-
dir (3,34).

E. coli infeksiyonlarinin laboratuvar teshisi daha ziyade bakteri-
yolojiktir ve kismende serolojik olarak vyapilir. Hastalardan veya
otopside lezyonlu bdlgelerden alinan idrar, sit, gaita, irin v.s. boya-
ma yapilir gram negatif comakciklar aranir, mikroskobik muayene
bittikien sonra matervalden bir miktar Mac Conkey, EMB agara ekim
yapihr; Gremeyi takiben bakterinin muhtelif sekerlere tesiri, IMVIC,
H:S ve KCN'ii vasatlardaki durumu incelenerek identifiye edilir (5,17).

E. colinin enterokioksijenik olup olmadigini saptamada kullani-
lan, cabuk ve glvenilir sonuclar veren yeni yontemler gelistirilmistir.
Bunlar : 1- Tavsan ince barsak lub testi, 2 - infant fare testi, 3 - Vas-
kller permeabilite deri testidir (18).

Serolojik teshisi agllutinasyon ve hemaglutinasyon testi ile yapil-
maktadir. Bu serolojik testlerden, mikroorganizmlerin bazi antijenik
fonksiyenlari ile eritrositlerin absorbe olabilme gercegine dayanir
ve uygun kosullar altinda bdyle hassaslastiriimis eritrositier bu 6zel
antijenik fonksiyonlara karsi yoneltiimis spesifik serumlarla aglutine
olurlar (35).
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Lennette ve arkadaslari E.coli’'nin agar kultirinid % 0,5 tuzlu
suda suspanse ederek bilinen anti serumlar ile lam (zerinde direk
hemcglUtinasyonq tabi tutmuslardir (22).

Lijungh ve ark. E.coli ile degisik hayvan tirlerinde -eritrosit ag-
lutinasyonunu indirek hemaglutinasyon testi ile incelemislerdir (25).

indirek hemaglutinasyon testi yapan bakteriler : Salmonellalar,
stafilakok, E.coli, Vibrio cholera, Hemofiluz tirleri, korine bakteriler
ve leptospiralar oldugu bildirilmistir (11).

E. coli infeksiyonlarinda salginin énine gecilmesi icin kaynagin
saptanmasi, hijyenik tedbirlerin yerine getirilmesi, ineklere gebeligin
son 1/3 déneminde A -ve D - vitaminleri verilmesi, dogumun uygun
mevsimlerde olmasinin saglanmasi, gébek bolgesinin dezenfeksiyo-
nu (14). Mono ve poli-valant olarak O - ve K - antijenlerine karsi ha-
zirlanan asilarla-da iyj sonuclar alinmaktadir (3,14,18).

infeksiyonun tedavisinde ‘etkenin ayirimi biiyiik énem tasir. izo-
le edilen etkenin antibiyogram testleri yapildiktan sonra antibiyotik-
lerle tedaviye gecilmelidir. Antibiyotiklerin erken kullaniimasi stirgu-
nit  kontrol altina alarak- elektrolit degismelerini 6nler. Hastalarda
kan. voliminin normal seviyeye getirilmesi icin su kaybini énleyici
(serum deksroz) elektrolit sollisyonlarin kullaniimasinda blylk ya-
rarlar vardir. Son yillarda glukoz, gliserin iceren sollisyonlarin agdiz
yoluyla verilmesinden de basarili sonuclar elde edilmistir. Antibiyo-
tiklerin A vitamini ile birlikte kullaniimasi basari oranini artirir (18,28).

Bu calismamizda, sidirlardan izole ve identifiye edilen E.coli
suslari ile;

a — Degisik hayvan tirlerinden (kobay, tavsan, tavuk, koyun,
keci, sigir) alinan kan nimunelerinin direk hemaglutinasyon testi ile
E.coli ye duyarli eritrositlerin tesbiti ve

b — Bu suslarla ’tavsonlcrdcn elde edilen anti serumlarla indi-
rek hemaglutinasyon testi yaptimasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Materyal : Bu amacla Atatiirk Orman Ciftligi, Lalahan Zootekni
Arastirma Enstitlisti, 6zel halk isletmelerinden alinan 250 adet siit
niimunesj ve 45 hayvandan temin edilen rektal swab materyalyla
calisildi.
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A — KULLANILAN BESi YERLERI :

E.coli'nin izolasyon ve identifikasyonu icin kullanilan besi yéi’i
leri, testler ve biyokimyasal aktivitelerinin 6lclilmesi icin kullanilan
ortam ve ayiraclar sunlcrdlr : *

1. Kanl ogar
Mgc Conkey agar,
EMB agar,
Tryptoslu buyyon, .

Lassen in «3 1 tup» yonteml (24)

@ o s N

IMVIC testi icin gerekh besi yeri ve ayiraglar (1 4, 12 15).

B — NUMUNELERIN HAZIRLANMASI VE EKiMi :

Laboratuvara . getirilen nimunelerden usuliine . uygun olarak
anII agar, Mac Conkey agar, EMB agara ekimler yapildi .Ekimlerden
sonra vasatlar 37°C.de 24 saat inkube edildi. Bu slirenin sonunda
Ureyen. kolonilerin Greme o6zellikleri -makroskobik ‘olarak kontrol
edildi. Mac Conkey agarda, laktozu- fermente eden renkli, ylzeyleri
diizgiin, yuvarlak ve kenarlari diz koloniler, EMB agarda metalik
parlaklik gosteren koloniler arandi. ‘

. Slpheli koloniler asagidaki siralamaya gére identifiye edildi :
1. Gram boyama ydéntemi,
2. Tek koloni izolasyonu ve saf kulturlerin hamrlanm‘dsu,

" 3. Morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal aktivitelerinin dlgtilmesi.

C — ANTIJEN HAZIRLANMASI :

ldentlflye edilen 5 adet E.coli suslarinin 18 saatlik buyyon kul-
tlriinden daha 6nce hazirlanmis ve sterilite’ kontrollari yapilmis nut-
rient agar ihtiva eden roux. siselerine 1,5 -2 cc. konarak ekim yapil-
di. Siseler saga sola hareket ettirilerek kultirtin bitln ylzeye yayil-
mas! saglandi. Bu siseler 37°C.de 48 saat inkube edildikten sonra,
her siseye 10.cc. (% 0,85 lik) tuzlu su ilave edildi ve koloniler suya
gecinceye kadar c¢alkalandi. Gram boyama. ve kanli-agara eklm ya-
pilarak kontaminasyon kontrollari yapildi.
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1. Her susa ait siselerdeki suspansiyon (10 ml.) steril sontnfm
tiplerine alindi 3 defa santriflij yardimi ile yikandi, :

2. Tuplerde toplanan her susa ait tortuya 50 cc. f|zyo|0||k tuz-
lu su konarak homoijen suspansiyon yapildi, -

. 3. Bu susponsnyonlara 68°C. SICleIktle fenolden (% 90 lik
100’er cc. katildi, '

4. Bu karnisimlar soguyuncaya kodar bekletildi sonra 3000 de-
vxrde 30 dakika santrifuj edildi. 3 v

s, Oluscn 3 katmandan en stte bulunani sterll bir plpetle tupe
alindi,

6. Bunlara 2,5 cc. % 20 lik sodyum asetat ve. sonrodo 50 ce:
absolut alkol ilave edildi,”

7. Bu karisimlar 4°C.de bir géce bekletildi,
8. Ertesi gﬁnU'2500 devirde 15 dakika santrifij edildi,
8. Meydana gelen tortular 2 0cd. distile su ile sulandirildi,

10. Mec. Farland (6) ya gore ayorlanurak hazirlandi ve testlerde
kullanmldilar - (6,19). : :

D — KULLANILAN ERITROS!TLER

Cesitli . hoyvcn turlermden (koboy, tovscm tovuk koyun ' keci,
sidir -alinan kan. drnekleri ku!lomldl :

E — ERITROSITLERIN DUYARLILASTIRILMASI :
1. Taze koyun kani icinde sitrat bulunan bir tlpe alindi, ayr

ayr (¢ defa fizyolojik su ile yikandi,

2. Depo kandan (santriflij tiipliniin dibindeki kan)_1. mI alina-
mk lzerine 5ml ontuen ve 94 ml. flzyolouk su ilave edlldl

3.. Bu karisim 37°C.de, zaman zaman colkolcnurak,ﬁo dakika
inkube edildi, -

4. "Bu siirenin sohunda entrosntler santrlfm yardimi ile 2 defa
fizyolojik su ile yikandi, .
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5. Kan tortusunun 0.1 ml.sine 9,9 ml. fizyolojik su konarak % 1
lik slispansiyon yapildi ve testlerde kullanildi (19,35).

F — ANTi E.coli SERUMU HAZIRLANMASI :

Saglikh olarak ayirdigimiz  1,5-2 kgr. agirhgindaki tavsanlarin
elimizdekj 5 adet E.coli antijenleri ile antikor kontrollari yapildi, ne-
gatif clanlar denemeye alindi. Bunlara sterilite kosullarina uyularak
her antijenden 3 adet tavsana deri alti ve-damar ici (V. marginalis)
enjeksiyon yapildi. Enjeksiyon 4 giin ara ile asagidaki sekilde ger-
ceklestirildi : '

Enjeksiyon adedi " Suspansiyon miktari  Verilis yolu
1. enjeksiyon 1 cc. Deri alti

2 » 0,5 ». Damar ici
3 » 05 » » »
) 4.: o 1T » » »
5 . »' | 2 » ». »
6 » 4 » » »

Son enjeksiyondan bir hafta sonra tavsanlardan kan alinarak
serumu cikarildi ve bu serum 56°C.de yarim saat inaktive edildi. Da-
ha sonra hazirlanan duyariilastinimis % 1 lik eritrosit slispansiyonu
ile yapilan hemaglutinasyon testinde 1/128 dilisyonda pozitif reaksi-
yon verdigi gorildi (21,30). :

G — HEMAGLUTINASYON TESTINiN UYGULANISI :

1. Direk hémaélutinusyon : Yikanmig eritrositlerin  tuzlu suda
% 2, % 3, % 4, % 5 lik stspansiyonlari hazirlandi. Bir damla erit-
rosit suspansiyonu ile bir damla E.coli buyyon kdltird lam izerinde
iyice kanistirilarak saga sola hareket ettirildi. 1-2 dakika gibi kisa sii-
rede hemaglutinasyonun goérilmesi kuvvetlj pozitif, 3-4 dakikada ise
zayif hemaglutinasyon olarak degderlendirildi (11).
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2. indirek hemaglutinasyon : Bir seri tiip hazirlandi ve bitin-
lere 0,3 cc. tuzlu su kondu; 1. tiipe 0,3 cc. serum konup, iyice karis-
tirlldiktan sonra diger tlplere 0,3 cc. gecerek serumun 2 kath dilis-
yonu hazirlandi (1/4, 1/8, ...... 1/1024). Son tupe sadece tuziu su
kondu, bu kontrol tipldir. 56°C.de tipler 30 dakika inaktive edildi.
Sonra bitiin tlplere 0,3 cc. % 1 lik duyarhlastiriimis eritrosit slispan-
siyonundan ilave edildi. Bu karisim oda derecesinde 45 dakika bira-
kildi ve sonra 4°C.de iki saat birakildi. Sonu¢ dokundu. Kontrol ve ne-
gatif tUplerde eritrositler diigme tarzindd tiipin dibini kapladi. Pozi-
tif reaksiyonlarda genis ve kenarlari testere disli olarak, tipln dibini
kapladi (35).

BULGULAR

incelenen 250 siit materyalinden 14 adet (% 5.,6), 45 rektal swab
materyalinden 26 adet (% 58) koliform bakteri izole edildi. Bunlarin
biyokimyasal 6zellikleri incelendiginde sit materyalinden 4 adedinin
(% 1,6), rektal swab materyalinden ise 15 adedinin (% 33,3) E.coli
Ozelligi gosterdikleri saptandi. Bu 19 susun biyokimyasal &zellikleri-
nin saptanmasinda glukoz, laktoz, mannitol, indol, metilred -pozitif,
VP, sitrat, H:S testlerinin negatif olmasi glvenilir kriterler olarak ka-
bul edildi. (Tablo I-lI-ill-1V).

identifiye edilen E.coli suslarinin 5 adedinden hazirlanan anti-
jenlerden tavsanlara verilmek suretiyle anti serum elde edildi. Bu
serumlarla yapilan hemaglutinasyon testinde bir tanesi 1/128 de he-
maglutinasyon verdi.

Ote yandan bu E.coli suslarinin tryptos’lu buyyon kiiltiirlerinden
degdisik hayvan tirlerinin eritrositleriyle yapilan direk hemaglutinas-
yon testinde, kobay ve tavuk eritrositlerinin hemaglutine oldugu fa-
kat koyun ,tavsan, keci ve sigir eritrositlerinin hemaglutinasyon ver-
medigi saptandi. (Tablo V-VI).

Fenol ekstraksiyon yontemi uygulanarak hazirlanan antijenin 5
ml. sine, 1 ml. yikanmis koyun eritrositi ve 84 ml. fizyolojik tuzlu su
ilave edildi. Bu slspansiyon 37°C.de 30,45,60 dakika bekletmek sure-
tiyle en iyi absorbsiyon siresj tayin edilmege calisildi. Sonu¢ olarak
60 dakikanin en iyi absorbsiyon stresi, 37°C.nin en iyi optimal ab-
sorbsiyon isisi oldugu saptandi.
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©TABLO" I.

I. Tiip 1 12 5 6 7 ) 9 10
:|Glikoz G G G |G | G G G G 3 G
|ferman tasyonu | X ad X X ® X X = X x
'Laiéhoé ferm. x | x x > x % X x | x x
- HZS olugumu - - - - - - - - - -
'Eizin dekar— . B 2, _ _

oksilas ol. -

I.Tip 11 | 12| 13 14| 15§ 16| 17 ( 18 [ 19 [ 20
Glikoz o G G G G G G (¢ G G
fermantasyonu X 3% R X X ¥ 3% ¥ 3 X
Laktoz ferm. 32 * 5% » % 3 X %" X
HQS olugumu - - - - - - - - - |-
Lizin dekar—

‘|boksilas cl.

I.Tiip 21 22 23 2/ 25 261 21 25| 29 30
iGlikez G G G G G G G G G G
.|fermantasyonu . % | % % X 3¢ ¥ % X % %’

Lak toz ferm. ¥ - X X % ® 5 - 3 o
HQS olugumu - - - - - - - % = .
Lizin dekar-

‘|boksilas ol. = Vi - - - 5 - - - =

I.7UP 31 |32 | 33| 34| 35| 36| 37| 38 39 { 40
.Glikgz G G G G G G G G G G

fermantasyonu |x X b X X X X X X b
“{Laktoz ferm. X - 3 x < b4 b3 x % x’
’H’ZS olugumu - - = - - - = - - -
ILizih dekar-

boksilas ol. B - B B - - - - - %

‘E— Coli~ Suglar1 — Sesli.

LASSEN'IN "3 LU TUF" TONTEMI -

G — Gaz olugumu
¥ Pozitif

Y= Nematif
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TABLO II LASSEN'IM "0y LU TUP"" YONTEMI
II.Tiip 1 2 3 4 5 6 7 8 9 19
Manni tol : : .
X X % X X 5% S X X X
Ferman tasyonu
Hareket e X X X ¥ P X ¢ ¥ x
Nitkrat
i X 5% < X - 14 3 2 i b
Rediktase
IT.Tiip 11| 12| 13| 14 15| 16| 17| 18| 19 | 20
) . o
Mannitol
X X ¥ P x X 5 ¢ 3% 3,
Ferman tagyonu ; :
Hareket 3¢ % X X % % x - b3 X
Ak s % X X X x 4 x o
Rediik tase N =
II.Tip 21 22 23 24 25 25 27 23 29 30
Mannitol
% X x ¥ X X 3¢ % x 5¢
Ferman tasyonu
Hareket X - % X - >3 4 - %
a 88 X
Ml tent X | x % X % 5% Y < 3¢
Rediik tase B ) ) 4 - ) T e
I1XI. Tip, 31 32 |33 34 35 36 | 37 39 39 40
Manni tol
X X X X X X x X < 5%
Ferman tasyonu
Hareliet X X X - - X X r > X
Nj: trat o .
R e diik tase x x i 3¢ x b S X %<

95



TABLO III

E — Coli Suslar1 — Sesli.

LASSESYV AN "3 Li 'f-i'{-p"

YORTEMT

JIIT.70P

&

9

10

Urcase
olugumu

Indol
olugumnu

Tryptose
Deaminase

I1I.Tp

i1

12

13

15

16

17

18

19

irease
Olusumnu

indol
olugumy

"~

X

Tryptose
Deaminase

III.Tp

21

23

24

2

Urease
0 lusumu

indol
O lugumu

Tryptose
Deaminase

TIIVTiin

31

32

33

34

35

36

38

40

Urease
0lusumu

indol
Olugumu

X

Tryptose
Deaminase
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TABLO IV iMvic TEST SONUGLARI

Tegtler 1 2 3 4 5 6117 i 2 10
Indol 3 X - X - - = % = a
Me til Red » X - b4 - - - 3 - -
Vogeg~proskuc.| = - - . - ¥ - - - -
Sitrat - - - - - = 3¢ - ._ v

. P

Testler 11] 12| 13| 14 15| 16 i 11 18 |1 | 20
Indol b3 - - - - 5% 1: 2 i » b -
Metil Rod % - - - 3 ’ = 1 x ¢ =
Voges—proskuzr| - - % - - oS B E s - -
Sitrat - - - - X - l - :% - - %
Tegtler 21| 22| 23| 24 25 26| 27 28 29 | 30
Indol - x 3¢ - - x - - x -
e til Read - X b s - - > — - s -
Voges—proskuacr| - - - x - - — X — -
Bitrat - - - - - = P i P -
Testler 31| 32| 33| 34} 35| 36| 37| 3%3) 39 | 40
indol % - = X - X % - b X
Yie il Ted % - - X - b3 > - x X
Vogea-proskuer | -~ - - - - - - &= - =
Sitrai - b x - x - - - - s
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E — Coli Suglari — Sesli.

TABLO V. DIREK HEMACLUTINASYON
Sug NoJ 1 2 3 A
l.kan o L 3|
ciirnens [F2|R3 |04 %5 |7 2|%3| %4|%5 72|13|74|15|7 2|/
' j x| * Ax x
h(obay X x X X s i 4 x| =| =| ~| -] -
X % x
x X
x
Tavgan —-_ =] =] =] =] = =] = =] =1 =] -] -
x| x
x| 5] 3| ¥ e X
Tavuk O T x] x @l <) <1 ”] <
X |x|x{x X >4
> X
X | x
Koyun -] =]=]=f = =] =] =| =] =]=]|~-
Kegi —l=l=f=]=l= =] =] =l =|~]|~1}~
Safar o s [ [} =] =) =) =] =] fes [
Sug No. 6 7 8
Kul.kan . s Letalate) 2 ol . .
viirlepi |[F2| 73 [F4|#5|72|13|%4| 5| F 2|73 |74|%5|7 2 757 2%
X
5 X % sz ¥ | 3¢ X
Kobay * x| = )l sl 71 = =1 =] =} ] | x
. x| % X X | =
X %
X
Tavgan | =| =| =| =| = =] =] =| =] = =] =| = -
X x| x
x| x x| x| x -x >
Tavuk - |'x sl B =t =] ) =] x x
x| ] x x| x| x | x
X x| )
IKoyun - =] =] = =] =] =] =] =] =] =] =] = o= | e
Kegi | =] =] =] ===~ =]=]=|=]=
Badar g | il o o s | Wil el s s s f i | s
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TABLO VI. DIREK HEMACLUTINASYON

Sug Mo 11° | 12 13 14

Kul.kan & PR TR B 3 -
birtord | P2|%3 (74 |15 172 13 |#4 W5 52|43 | 74175 R 2 (33| 74| 75| %
p2e
. > X E X< > b4
Kobay =l % o x =] ]
X X P24 X pLd
b s sg

x x
X X | X
Tavuk - -] X % | x X! x 8 N Y
X X X | X
% x
Koyun =l =] = ===~ = =]~ =-1-1-] -
Kegi B B [ I B B R e e B R e e
Sigir g s | sl o L e s [l el s} =] o= =] =
Sug Ho. 16 17 18 19
Kul.kan : o
viirlops| P2 [A3 (74| 75|92 |%3|54 75| T 2153|451 253174
%
x| X
- b X| X1 x| x <
- Kobay 3¢ X| X| =| =} =] = x| % w3
o - x| x| x| x x
s 83 %
Tavgan | = =! < =| = | =| =f =| =| =| =] =|=| -| =
o X
A < >
1 X X ped X X X *
Tavuk X =] -] =] x| x % x|
x| % < x x
X x| ¢
x
Koyun o | b i fosm [on} ol sl s i Biw Jus b [} =
Kegi === =i=l=}=]=|=1=]=|=|-]=
Sigar il =] =) s o] s o] s Foms = |is o Jiss | s




‘E— Coli Suslar — Sesii.

TARTISMA

Calismamizda cesitli kamu kurumlari ve halk elindeki sigirlar-
dan identifiye edilen 19 E.coli susunun, degdisik hayvan tlrlerinden
temin edilen eritrositlerde direk ve indirek hemaglutinasyon verme
karakterleri incelendi.

Bazi arastiricilar antijeni E.coli klturlerini 37°C.de 18-48 saat
inkube edip elde ettikleri bakteri slspansiyonunu, 100°C.de 2 saat
kaynatip santrifiij etmek suretiyle hazirlamislardir (21,23,35). Biz bu
arastiricilara uymakla birlikte, E.coli kultirini 100°C.de 2 saat kay-
natmak yerine yapilan diger arastirmalarda daha duyarh sonug veren
fenol ekstraksiyon yontemini uyguladik (19). Ancak eritrositleri du-
yarhlastirirken hemoliz olmalarini édnlemek amaciyla, antijeni tuzlu
su ile suspanse ettikten sonra eritrosit ilave edildi.

Bu sekilde hazirlanan antijenle yapilan indirek hemaglutinasyon
testinin, serum aglutinasyon testinden daha duyarli oldugu saptan-
mis ve yapilan calismalarimiz bunu dogrular nitelikte sonug¢ vermistir.

Calismamizda tavuk ve kobay kanlarinin E.coli suslariyla kuv-
vetli homaglutinasyon verdigini, buna karsilik tavsan, koyun, keci
ve sigir eritrositlerinin hemaglutinasyon vermedigini saptadik.

Sonuc¢ olarak; indirek hemaglutinasyon testinin uygulanmasinin
ekonomik olusu, yapilacak calismalarda serumun ¢ok az miktarinin
bile yeterli olmasi ,sonuclarin 60 dakika gibi kisa bir slrede okun-
masi testin daha kullanish oldugunu, diger taraftan testin tek anti-
jenle calisildiginda en az 100, ikj veya Uc antijenle calisildiinda 50
serumun islenebilmesine imkan vermesi zaman kazandirict énemli
Ozelligidir.

Direk hemaglutinasyon sonugclari ise bu testin ancak belirli hay-
van eritrositleri icin gecerli olabilecegini gosterdiginden teshiste
pratik olmayacagdi ortaya konmustur.

OZET

Bu arastirmada 6zel ve devlet ciftliklerindeki saglikh sigirlardan
elde edilen 19 E.colj suslarinin hemaglutinasyon spektrumlari ince-
lendi.
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izole ve identifiye edilen suslarin hepsi glukoz, manitol, laktoz,
indol ve metil kirmizisi pozitif olmasina ragmen H-:S, lre, V-P, sitrat,
tryptose deaminase, lezine dekarboksilase testleri negatif sonuc ver-
mistir. Butln suslar hareketlidir ve hicbiri hemolitik degildir.

Kobay ve tavuk eritrositi kullanildiginda direk hemaglutinasyon
%- 68,4 pozitif oldugu halde koyun, tavsan, keci ve sigir eritrositleri
kullarildiginda higbir sus hemaglutinasyon vermemistir.

'SUMMARY

In this investigation 19 E.coli strains were -obtdined from the
healthy cattle of some goverment and private farms and ‘were tes-
ted for haemoglutination spectrum.

" All the isolated and-identified strains were positive for glucose,
mannitol, lactose, indole, methyl red wehere as they were negative
for H:S; urea, V-P, citrate, trptose deaminase, lysine decarboxylase
tests. All the strains were motile; and none of them were haemolytic.

By using guineq pig and Chicken erythrocytes, 68,4 % of E.coli
strains were positive for haemaglutination; none of the stroins agglu-
tinated sheep, rabbit, goot and cattle erythrocytes.
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