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Ozet: Filogruplandirma, Escherichia coli suslarmin karakteristik 6zelliklerinin anlagilmasi, enfeksiyonlarm onlenmesi,
kontrol edilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, kanatl kokenli
avian patojenik E. coli (APEC) ve avian fekal E. coli (AFEC) suslarinin filogruplandirilmasi amaglandi. Caligmada 150
adet APEC ve 150 adet AFEC susunun filogruplandirilmasi kuadrupleks PCR metodu ile gerceklestirildi. Calisma sonu-
cu 150 APEC susunun 4’1 A (%2.66), 4371 B, (%28.66), 38’1 B, (%25.33), 2’si C (%1.33), 18’1 E (%12), 5’1 F (%3.33),
1’1 Clade I (%0.66), 2’si negatif (%1.33) olarak belirlenirken 37 (%24.66) sus gruplandirilamadi. Incelenen 150 AFEC
susunun ise 5’1 A (%3.33), 8’1 B, (%5.33), 16’s1 B, (%10.66), 16’s1 C (%10.66), 1’i D (%0.66), 27’si E (%18), 9’u F
(%06), 3’1 Clade I veya Clade II (%2) olarak gruplandirilirken 51 (%34) gruplandirilmadi. Escherichia coli enfeksiyon-
larinin 6nlenmesi amaciyla gelistirilecek olan asilarda yersel suslarin kullanilmasi ve bu suslara ait 6zelliklerin belir-
lenmesi gerektigi bilinmektedir. Bu nedenle, elde edilen sonuglar epidemiyolojik agidan 6nem tagimaktadir. Bununla
birlikte ¢alisma sonunda, genotipik olarak ¢esitlilik gésteren E. coli suslarindan, 6zellikle APEC suslarinin, daha detayli
genotipik analizler yapilarak yeni filogruplarin arastirtlmasi gerektigi vurgulandi.

Anahtar kelimeler: AFEC, APEC, Escherichia coli, tilogruplandirma.

Phylogrouping of Escherichia coli Strains Originated From Poultry

Abstract: Phylogrouping has a major role to understand the characteristic features of E. coli strains, control and es-
tablishment of new treatment methods. This study was aimed to phylogrouping the strains of avian pathogenic E. coli
(APEC) and avian fecal E. coli (AFEC). A total of 150 samples of APEC and 150 samples of AFEC were analyzed and
phylogrouped using quadruplex PCR method. Among the APEC samples, it was determined that 4 (2.66%) belonged
to group A, 43 (28.66%) belonged to group B, 38 (25.33%) belonged to group B,, 2 (1.33%) belonged to group C, 18
(12%) belonged to E, 5 (3.33%) belonged to group F, 1 (0.66%) belonged to Clade I, 2 (1.33%) were negative and 37
(24.66%) was ungrouped. On the other hand among AFEC samples, 5 (3.33%) belonged to A group, 8 (5.33%) belonged
to B, 16 (10.66%) belonged to B, group, 16 (10.66%) belonged to C group, 1 (0.66%) belonged to D group, 27 (18%)
belonged to E group, 9 (6%) belonged to F group, 3 (2%) belonged to Clade I or Clade IT and 51 (34%) were ungrouped.
It is known that the use of terrestrial strains in vaccines to be developed in order to prevent E. coli infections and the
properties of these strains should be determined. The results obtained for this reason are of epidemiological importance.
In addition, regarding E. coli strains, especially APEC, which show genotypic diversity, more research needs to be done
to investigate new phylogroups.
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Giris

Kanath hayvanlarda, Escherichia coli suslar, ka-
natli sektoriinde bagirsak dis1 enfeksiyonlara (eks-
traintestinal) veya bagirsak enfeksiyonlarina (intes-
tinal) yol acarak ciddi ekonomik kayiplara neden
olabilmektedir [4, 10]. Kanatlilarda, bagirsak en-
feksiyonlarina neden olan ve digkidan izole edilen,
fekal, fakiiltatif patojen E. coli suslar1 avian fekal
E. coli (AFEC) olarak isimlendirilmektedir. Avian
patojenik E. coli (APEC) suglar ise, kommensal
olarak, saglikli hayvanlarin bagirsak florasinda bu-

lunan bakteriler olup, viicudun ¢esitli organ ve sis-
temlerine yerleserek ekstraintestinal enfeksiyonlara
neden olmaktadirlar [4].

Diger hayvanlarda ise, bagirsak enfeksiyonlari-
na neden olan intestinal E. coli suslarinin ortak ad,
ishal yapan (Diyarejenik) E. coli (DEC)’dir. Barsak
patotipleri ise,enterotoksijenik . coli (ETEC), ente-
ropatojenik E. coli (EPEC), Vero- veya Shiga-toksin
iireten E. coli (VTEC veya STEC), enterohemorajik
E. coli (EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC),
enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve diffuz aderent E.

*Bu makale ilk yazarin yiiksek lisans tezinden hazirlanmuistir:
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coli (DAEC)’dir. Ekstraintestinal patojenik E. coli
(ExPEC)’ler kommensal olarak, saglikli hayvanla-
rin bagirsak florasinda yer alir. Bu bakteri grubunda
septisemik patojenik E£. coli (SEPEC), iiropatojenik
E. coli (UPEC), meme patojenik E. coli (MPEC)
ve rahim enfeksiyonlarina neden olan endometriyal
patojenik E. coli (EnPEC) bulunur [4].

Escherichia coli patotipleri ile yapilan karsilas-
tirmali genomik analizler ve epidemiyolojik calis-
malar E. coli’nin genetik yapisini ortaya c¢ikarmis
ve E. coli igerisinde genotipik olarak farkli filogrup-
larin varligina isaret ederek bu tiirde genis bir alt-
yapinin var oldugunu gostermistir [6, 11]. Yapilan
caligmalara gore, E. coli suglari, 4 ana filogenetik
gruptan birine girmektedir. Bunlar A, B1, B2 ve
D’dir. Bu dort filogrubun birbirinden farklilastigi
fenotipik ozellikler ise farkli sekerleri metabolize
etme yetenegi, antibiyotik diren¢ profilleri ve bii-
ylime hizi-sicaklik iliskisidir. Ekstraintestinal pato-
Jenik suslar genellikle B, ve D; kommensal suslar
ise A ve B, gruplarinda yer almaktadir. Escherichia
coli populasyonlarmin filogenetik analizlerinde ay-
rim giiclinii artirmak i¢in ¢esitli genetik markerlar
ile A, Al, B1,B2,, B2,, D, ve D, altgruplar1 olustu-
rulmustur [1, 2].

Filogenetik gruplarin (A, B,, B, ve D) belirlen-
mesi i¢in chud ve yjad genleri ile TspE4C2 DNA
fragmentinin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) temelli yontem kullanilmaktadir. 2013 y1-
linda gelistirilen ve arpA4 geni de eklenerek yapilan
kuadrupleks PCR tabanl filogrup belirleme meto-
duyla 8 filogrup (A, B, B,,C, D, E, F ve E. coliklan
1) belirlenebilmistir. Bu yontemle belirlenen yeni
gruplar igerisinde yer alan Grup C, B, grubu ile ya-
kin iliskili olmasina ragmen farkli genotipte suglari
da icermektedir. Grup E, eskiden siniflandirilma-
mis suslari i¢eren yeni bir grup olarak tanimlanmis,
grup F, B, inin kardes grubu olarak belirlenmistir.
Escherichia Clade 1 ise fenotipik olarak £. coli’den
ayirt edilemeyen ancak genotipik olarak farkli bir
filogrup olarak tanimlanmistir [1, 2]. Clermont ve
ark. [2], filogruplandirma sonucunda herhangi bir
gruba girmeyen E. coli suslarini “gruplandirilama-
yan” seklinde gruplandirmis ve bu suslara MLST
(Multilocus sequence typing) yapilmasini énermis-
lerdir.

Filogruplandirma, E. coli suslarinin 6zellikle-
rinin belirlenmesi suretiyle enfeksiyonlarin 6nlen-

mesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [2]. Bu
calismada, kanatli kokenli E. coli (APEC ve AFEC)
suslarinin filogruplandirilmasi ve elde edilen sonug-
larin karsilastirilmasi amaclandi.

Materyal ve Metot

Kullanilan Suslar

Bu calismada, 2015-2017 yillar1 arasinda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kanath Hayvan Hastaliklar
Laboratuvarina gonderilmis olan E. coli siipheli,
septisemi sonucu Olen tavuklara ait i¢ organlardan
(kalp, karaciger, dalak) izole ve identifiye edilen
150 APEC susu kullanildi. Bununla birlikte, 150
AFEC susu ise, yine ayni yillar arasinda ayni kii-
meslerden gelmis olan altlik ve diski 6rneklerin-
den izole ve identifiye edildi (Tablo 1). izole ve
identifiye edilen E. coli suslar1 daha sonra kulla-
nilmak amaciyla %20 gliserin ilave edilmis TSB
(Merck, Almanya)’de siispanse edilerek -80°C’de
saklandi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Dali’na ait sus koleksiyonundan ali-
nan A grubu igin E. coli AVMC92-01, B, grubu igin
E. coli AVMC92-02, B, grubu igin E. coli AVMC92-
03, C grubu i¢in E. coli AVMC92-04, D grubu i¢in
E. coli AVMC(C92-05, E grubu i¢in E. coli AVMC92-
06 ve F grubu icin E. coli AVM(C92-07 susu pozitif
kontrol olarak tiim testlerde kullanildu.

Tablo 1. Calismada kullanilan sus sayilari ve bu suslarin
orneklenen organlara gore dagilimi.

Organ APEC AFEC Toplam
Kalp 53 - 53
Karaciger 56 - 56
Dalak 41 - 41
Althik - 68 68
Diski - 82 82
Toplam 150 150 300

Escherichia coli Filogruplarimin Belirlenmesi

Bu calismada, kanatli kokenli . coli’lerin filogrup-
landirilmas1 amact ile Clermont ve ark. [2]'nin
uyguladigr kuadrupleks PCR yontemi kullanildi.
Bu amagla, Thermo Scientific GeneJET Genomik
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DNA Purification Kiti ile DNA ekstraksiyonu yapi-
lan 300 E. coli susuna ait DNA’da bulunan gen bdl-
geleri Tablo 2’de gosterilen primerler ile ¢cogaltildi.
Reaksiyon, her primerden 0.2 pM, 200 uM dNTP,
2.5 ul PCR reaksiyon buffer, 3 mM MgCl,, 2 U Taq
DNA Polymerase (Thermo Scientific; EP0402) ve
1 pl template DNA’nin bulundugu 25 pl PCR kari-
stm1 igerisinde gerceklestirildi. Amplifikasyon i¢in

94°C’de 5 dk 6n denatiirasyonu takip eden 30 siklus
(grup E ve C igin 28 siklus), denatiirasyon 94°C’de
5 sn, baglanma 60°C’de (grup E ve C igin 57°C) 20
sn, uzama 72°C’de 5 sn ve 72°C’de 5 dk son uzama
asamas1 uygulandi [2]. Agaroz jel elektroforez so-
nucu elde edilen bant goriintiileri Biyo-goriintiileme
sistemi (Syngene) kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 2. Kuadrupleks PCR i¢in kullanilan primelerin dizileri, baglandiklar spesifik gen bdlgeleri ve PCR iiriinlerinin

uzunluklari [2].

Metod Primer Gen Sekans PCR Uriinii (bp)
chuA.1b chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA.1b yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
yjaA.2 AATGCGTTCCTCAACCTGTG

Kuadrupleks
TspE4C2.1b  TspE4C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA

Grup E ArpAgpE.f  arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG

Grup C trpAgpC.1 trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC

Internal Kontrol trpBA.f trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

Grup A, C, B, B,, D, E, Clade I ve F gruplari-
nin belirlenmesinde chuA, yjaA ve arpA genleri ile
TSPE4C2 DNA fragmanm kullanildi. Kuadrupleks
PCR sonucu bu genlerin bulunmasi ve/veya bu-
lunmamasina gore gruplar belirlendi. Kuadrupleks
PCR sonucunda grup A veya C, D veya E ve E veya
Clade I ¢ikan suslarin hangi gruba dahil oldugunu
tespit etmek i¢in ayrica konvansiyonel tekli PCR
yapildi. Grup E ve grup C’nin belirlenmesinde ise
sirasiyla, ArpAgpE.f, ArpAgpE.r ile trpAgpC.1, tr-
pAgpC.2 primer dizileri kullanildi. Ayn1 zamanda,
grup E ve C’nin belirlenmesinde PCR yonteminin
kontrolii i¢in internal kontrol kullanildi [2].

Bulgular

Izole edilen E. coli suslarmda arpA, chuA, yjaA,
TspE4.C2 (kuadrupleks PCR) ve arpA, trpA, (Grup

C ve E) genlerinin varlig1 arastirildi. Bu genlerin
bulunup bulunmamasina gore E. coli suslarmin fi-
logruplandirilmasi yapildi (Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil

Sekil 1. Kuadrupleks PCR jel elektroforez goriintiisii.
arpA (400 bp), chuA (288 bp), yjeA (211 bp) ve TspE4.
C2 (152 bp) genleri. 1-2, A pozitif drnekler (+,-,-,-); 3-9,
B, pozitif ornekler (+,-,-,+); 10-14, B, pozitif 6rnekler
(- +,+,4/-,+,+,-); 15-18, F pozitif 6rnekler (-,+,-,-) ; M,
molekiiler marker; NK, negatif kontrol; A, A grup pozitif
kontrol; B1, B, grup pozitif kontrol; B2, B, grup pozitif
kontrol ve F, F grup pozitif kontrol.
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Sekil 2. Grup C PCR jel elektroforez goriintiisii. trpA
(489 bp) ve trpA (219 bp) genleri. 1-12, C pozitif 6rnek-
ler; M, molekiiler marker; NK, negatif kontrol; PK, C
grup pozitif kontrol.

Incelen 150 APEC susunu 4’ii A (%2,66), 43’
B, (%28,66), 38’1 B, (%25,33), 2’1 C (%1,33), 18’1
E (%12), 5’1 F (%3,33), 1’1 Clade I (%0,66), 2’si ne-
gatif (%1.33) olarak belirlendi. Geriye kalan 37 6r-
nek ise gruplandirilamadi (Tablo 3). Incelenen 150

AFEC susunun ise 5’1 A (%3,33), 8’1 B, (%5,33),
16’s1B, (%10,66), 16’s1 C (%10,66), 1’1 D (%0,66),
27’51 E (%18,00), 9°u F (%6,00), 3’1 Clade I veya
Clade II (%2,00) olarak belirlendi. Geriye kalan 51
ornek ise belirlenmis bir gruba girmedi (Tablo 3).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 PK NK M

s Dead s Lada bttt bobadabodednbad S0bn

trpA YT L LU L L L L Ll dadad

100 bp

Sekil 3. Grup E PCR jel elektroforez goriintiisii. trpA
(489 bp) ve arpA (301 bp) genleri. 1-17, E pozitif 6r-
nekler; M, molekiiler marker; NK, negatif kontrol; PK, E
grup pozitif kontrol.

Tablo 3. APEC ve AFEC suslarimn filogruplandirilma sonuglari.

Kuadrupleks PCR incelenen suslar
arpa chuA yjaA TspE4.C2 Filogrup APEC AFEC
(400 bp) (288 bp) (211 bp) (152 bp) Say1 (%) Say1 (%)
+ - - - A 4(2,66) -
+ - 4 - A - 5(3.33)
+ - - + B1 43 (28,66) 8(5,33)
= + = A B2 4 (2,66) -
- + + B2 28 (18,66) 5(3,33)
= < 4 - B2 6 (4) 11 (7,33)
+ - + - C 2 (1,33) 16 (10,66)
A A - Clade I 1 (0,66) 14 (9,33)
- - + - Clade I veya I1 - 3(2)
+ + o + D - 1 (0,66)
+ + - - E 18 (12) 27 (18)
= < - - F 5(3,33) 9(6)
- Gruplandirilamayan 27 (18) 9 (6)
4 A 4 A Gruplandirilamayan 10 (6,66) 42 (28)
- - - - Negatif 2 (1,33) -

Tartisma ve Sonug¢

Escherichia coli tim sicakkanli hayvanlarin ve in-
sanlarin gastrointestinal sistemlerinde en yaygin
goriilen mikroorganizmalardan biridir. E. coli, hem
hayvanlarda hem de insanlarda yaralarin firsatci
enfeksiyonlarindan ciddi sistemik enfeksiyonlara

kadar degisen cesitlilikte hastaliklara neden olmak-
tadir. APEC patotiplerinin neden oldugu ekono-
mik kayiplar ve etkenin zoonoz karakteri kanatli
endiistrisi i¢in biiyiilk 6nem teskil etmektedir [10].
Filogruplandirma ise E. coli suslarinin genotipik
olarak smiflandirilmasinda kullanilan ve bu sayede
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E. coli’lerin Ozelliklerinin anlasilmasi ile enfeksi-
yonlarin 6nlenmesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi
yontemlerinin belirlenmesinde onemli rol oyna-
maktadir.

Ekstraintestinal E. coli enfeksiyonlarindan so-
rumlu oldugu bilinen B, ve D gruplarinin [9], kom-
mensal olan A veya B, gruplar ile karsilastirldig
caligmalar bulunmaktadir [5, 8]. Fernanda ve ark.
[3]’nin 149 APEC susunu Clermont ve ark. [1]’nin
metoduna gore filogruplandirdiklart c¢aligmalarin-
da APEC suslarmin A (%42,95), B, (%34,22), B,
(%2,01), C (%6,71), D (%4,02), E (%4,02) ve F
(%6,04) grubuna dahil oldugunu goéstermistir. Bu
calismada da benzer sayida (n: 150) APEC susu
arastirilmig olup, Fernanda ve ark. [3]'nin yaptig1
caligmaya gore, B, (%28.66) ve F (%3.33) grupla-
r1 yoniinden benzer, ancak A (%2,66), B, (%25,33),
D (%0,00) ve E (%12,00) gruplar1 yoniinden fark-
I1 sonuglar gozlendi. Buna gore B, ve E gruplar
daha yiiksek, A grubu diisiik oranda belirlenirken
D grubu tespit edilemedi. Kiimes i¢in APEC kont-
rol programlarindaki farkliliklar veya tavuk yetis-
tiriciligi icin alman iilkesel 6nlemler bazi kiimes-
lerde patojen bazi iilkelerde ise kommensal APEC
suglarmin baskin oldugunu gostermektedir [3, 5,
8]. Bu calismada elde edilen sonugclar, incelenen
APEC’lerin igerisinde kommensal suslar kadar eks-
traintestinal suslarin da bulundugunu ve patojen sus
sayisinin azaltilmasi yontinde gerekli biyogiivenlik
onlemlerinin alinmasi gerektigini gésterdi. Buradan
cikarilan diger bir sonug ise APEC’lere iliskin ko-
ruma programlarinin gelistirilmesinde yapilacak
arastirmalarda filogruplandirma yonteminin de kul-
lanilmasinin uygun olacag1 yoniinde oldu.

Logue ve ark. [7], 452 adet APEC ve 199 adet
AFEC susunu tripleks PCR ile filogruplandirdikla-
11 ¢alismalarinda [2] APEC suslarmi A %38,05, B,
%17,25,B,%15,92 ve D %10,05; AFEC suslarmi A
%45,22, B, %28,14, B, %16,58 ve D %10,05 oran-
larinda bildirmislerdir. Ayn1 6rnekleri kuadrupleks
PCR metoduna gore [1] tekrar filogruplandirmis ve
APEC suslarim A %10,17, B, %18,58, B, %15,26,
C %27,65, D %5,08, E %3,31, F %19,26, Clade I
%0,44 ve gruplandirilamayanlart %0,22 oranin-
da; AFEC suslarini ise A %36,18, B, %28,64, B,
%11,05, C %6,53, D %7,03, E %4,52, F %4,02 ve
Clade 1 %2,01 oraninda belirlerken gruplandirila-
mayan grubunda AFEC susu bulamamislardir. Bu

calismanin sonucunda bulunan APEC ve AFEC, F
ve E yogunlugu ile Logue ve ark. [7]’nin ¢alisma-
sindan elde ettikleri sonuglara benzerlik gosterir-
ken, herhangi bir filogruba dahil olmayan (gruplan-
dirilamayan) sus sayisi daha yiiksek oranda (APEC
%24,66, AFEC %34,00) bulundu. Ayrica APEC
suslari i¢inde F grubu (% 3,33) daha diisiik ve AFEC
suslar1 icinde E grubu (%18,00) daha yiiksek oran-
da bulundu. Bu farkliliklarin, bolgesel suslara ait
genotipik farkliliklardan dolay1 oldugu diistiniildi.
Bu durum ag1 uygulamalarinda bolgesel sus se¢imi-
nin énemini bir kez daha ortaya koymustur. Ayrica
bu calismada AFEC suslarinin filogruplandirilmasi
sonucunda ekstraintestinal patojen suslari igeren B,
grubu %10,66 oraninda bulundu. Gerek bu calis-
mada elde edilen sonuglar, gerekse Logue ve ark.
[7]’nin yaptiklar calismada AFEC suglart arasinda
dikkate deger oranda ekstraintestinal E. coli susu-
nun varlig1 gosterilerek elde edilen sonuglarin diger
calismalar ile uyumlu oldugu tespit edildi.

Tiirkiye disindaki {ilkelerde yapilan ¢alismalar
ile karsilastirildiginda elde edilen sonuglar tavuklar-
da E. coli enfeksiyonlarinin 6nlenmesi i¢in yapila-
cak olan koruma ve kontrol programlarinin gelis-
tirilmesi ve bu amagla en ¢ok kullanilan biyolojik
korunma faktorii olan asi igin bolgesel farkliliklarin
o6nemli oldugu ve as1 gelistirilmesinde mutlaka yer-
sel suslarin kullanilarak bu suslara ait 6zelliklerin
de belirlenmesinin gerektigi anlagildi.

Escherichia coli enfeksiyonlari, diinyanin her
yerinde ve Ozellikle de kanath yetistiriciliginde,
onlenemeyen bir enfeksiyondur. Kiimes dezenfek-
siyonu ve biyogiivenlik kurallarina uyulmasi, hem
kanath sagliginin korunmasi hem de gida zinciri
yoluyla insanlara bulagsmasinin engellenmesi ba-
kimindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢aligmada
elde edilen sonuglar, AFEC suslar1 arasinda patojen
ekstraintestinal suslarin yiiksek oranda bulundugu-
nu gosterdi. Bu sonu¢ APEC suglarinin kdkeninin
kiimes materyali olabilecegi veya diskiyla ¢ikarti-
lan APEC suglarinin ¢evrede bulunarak diger hay-
vanlara bulagsmada &nemli olabilecegini gosterdi.
Calismamizda izole edilen APEC ve AFEC susla-
rindan herhangi bir gruba dahil olmayan suslarin
yiiksek oranda belirlenmesi, farkli £. coli genotip-
lerinin bulunabilecegini ve daha detayli genotipik
analizler yapilarak yeni filogruplarin arastirilmasi
gerektigini gostermistir.
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