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ÖNSÖZ 

 

Kanatlı üretimi tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de hayvancılık sektöründe 

önemli bir yer almaktadır. Üretimin yoğun olarak yapılması nedeniyle kanatlılarda 

bakteriyel etkenlerin neden olduğu infeksiyonlar önemli ekonomik zararlara neden 

olmaktadır. Ekonomik zararlar iki baĢlık altında değerlendirilebilir. Bunlardan biri 

hastalıklarda oluĢan ölüm ve büyüme geriliği diğeri ise sağaltım masraflarıdır. 

Bunlara ilave olarak sağaltım amaçlı kullanılan antibiyotiklerin kalıntı bırakması ve 

insan sağlığını olumsuz etkilemesi de önemli olan diğer bir sorundur. Kanatlılarda 

bakteriyel etiyolojilerine göre hastalıklar düĢünüldüğünde ilk sıralarda E.coli’lerin 

neden olduğu infeksiyonlar gelmektedir.   

 

E. coli’de virülens, bir veya daha fazla faktörün birlikte etkisiyle 

oluĢmaktadır. Herhangi bir etkenin virülens özelliklerinin incelenmesindeki pratik 

amaç, infeksiyonu önlemek için spesifik anti-virülens mekanizmalarını 

geliĢtirmektir. Ġnsan ve hayvanlarda hastalık yapan E. coli’ler ve onların virülens 

özellikleri yoğun Ģekilde çalıĢılmıĢtır. E. coli’ler yaptıkları infeksiyonlar ve sahip 

oldukları virülens özelliklerine göre sınıflandırılmıĢtır. Son yıllarda kanatlı hayvan 

endüstrisinin geliĢmesiyle birlikte bu etkenler içinde kanatlı hayvanlarda infeksiyon 

yapan ve kanatlı endüstrisi açısından büyük ekonomik kayıplara neden olan kanatlı 

patojenik E. coli’ler (APEC) adı verilen bir grup üzerine çalıĢmalar artmıĢtır. 

Ülkemizde ise kanatlı patojenik E. coli’ler ve bunların sahip oldukları virülens 

özelliklerini belirlemek amacıyla yapılan çalıĢmalar sınırlıdır.  

 

Bu çalıĢmada, hastalıklı kanatlı hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli 

suĢunda, özellikle ekstra-intestinal infeksiyonlar için önemli olan virülens 

faktörlerinden; serum direnci, aerobaktin demir elde etme sistemleri, mannoz duyarlı 

hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz dirençli hemaglutinasyon (P 

fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) özellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik 

nekrotizan faktör 1 gibi virülens özelliklerinin fenotipik yöntemlerle araĢtırılması ve 

bu özellikleri kodlayan genlerin moleküler yöntemlerle belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

Tez konumun belirlenmesinde ve yürütülmesinde bana yol gösteren, yardım 

ve ilgilerini esirgemeyen danıĢman hocam sayın Prof. Dr. Müjgan ĠZGÜR ve tez 

izleme komitesi üyesi hocalarım sayın Prof. Dr. Mehmet AKAN ve sayın Prof. Dr. 

Feray ALKAN’a, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı BaĢkanı hocam sayın Prof. Dr. Nejat 

AYDIN ve öğretim üyeleri; Prof. Dr. Serdar DĠKER, Prof. Dr. Hakan YARDIMCI 

ve Prof. Dr. Ömer M. ESENDAL’a, tez çalıĢmalarımdaki katkıları için Viroloji 

Anabilim Dalı BaĢkanlığına ve AraĢ. Gör. Dr. T. Çiğdem OĞUZOĞLU’na 

teĢekkürlerimi sunarım.  
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

afa  afimbrial adezin geni 

APEC  Avian Pathogenic Escherichia coli 

bp  base pair 

CaCl2  Kalsiyum Klorür 

CFA  Kolonizasyon Faktör Antijen Agar 

cm  Santimetre 

Cnf 1  Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1 

DNA  Deoksiribonükleik asit 

EHEC  Enterohemorajik E. coli 

EIEC  Enteroinvazif E. coli 

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

EMB  Eosin Methylen Blue Agar 

EPEC  Enteropatojenik E. coli 

fim  Tip 1 fimbriaları kodlayan gen 

g  Gram 

hlyA  alfa-hemolizin 

iucD  demir sidereforlarınını kodlayan gen 

KH2PO4 Patasyum Hidrojen Fosfat 

Kob  Koloni oluĢturan birim 

LB  Luria Bertani 

LT  Labil Toksin 

mg  Miligram 

MgCl2  Magnezyum Klorür 

MgSO4 Magnezyum Sülfat 

ml  Mililitre 

MLEE  Multilokus Enzim Elektroforezi 

mm  Milimetre 

mM  Milimolar 

MnCl2  Mangan Klorür 

MRHA Mannoz Resistans Hemaglutinasyon 

MSHA  Mannoz Sensitif Hemaglutinasyon 

μl  Mikrolitre 

μM  Mikromolar 

Na2HPO4 Di-Sodyum Hidrojen Fosfat 

NaCl2   Sodyum Klorür 

NH4Cl  Amonyum Klorür 

pap  Piyolonefritis iliĢkili fimbrialar (P fimbrialar)’ı kodlayan gen 

PBS  Pepton Buffer Saline 

PCR  Polimerase Chain Reaction 

pmol  pikomol 

RAPD  Random Amplified Polymorphic DNA 

RFLP  Restriction Fragment Length Polymorphism  

sfa  S fimbriaları kodlayan gen 

ST  Stabil Toksin 

http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism
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1. GĠRĠġ 

Escherichia coli ilk olarak bakteriyolog Dr. Theodor Escherich tarafından 1885 

yılında ishalli bir çocuğun dıĢkısından izole edilmiĢ ve “Bacterium (Bacillus) coli 

commune” olarak isimlendirilmiĢ olup, Ģu anki adı 1919 yılında Castellani ve 

Chalmers tarafından verilinceye kadar bu ad kısaltılarak Bacterium coli olarak 

kullanılmıĢtır (Barnes ve Gross, 1997). 

 

Ölen kanatlıların kalp, karaciğer ve dalağından ilk defa E. coli izolasyonu 

Lignieres tarafından 1894 yılında rapor edilmiĢ ve bu izolatın kanatlı hayvanlar için 

patojen olmasına karĢın kobay ve tavĢanlar için patojen olmadığı bildirilmiĢtir. Daha 

sonra buna benzer infeksiyonlar orman tavuğu, güvercinler, kuğular, hindiler, 

bıldırcın ve tavuk sürülerinde 1894-1922 yılları arasında bildirilmiĢtir. 

Koliseptiseminin ilk tanımlanması tavukların taĢınma esnasında kolera benzeri bir 

hastalıktan ölmesi üzerine yapılan çalıĢmaya dayanan bir yayında 1907 yılında 

açıklanmıĢtır. O zamanki Ģartlar altında etken “Bacterium (Escherichia) coli” olarak 

tanımlanmıĢ ve etkenin bağırsağı terk ederek açlık, susuzluk, soğuk ve kötü 

havalandırma gibi kötü koĢullar altında hayvanların direnci zayıflayınca virülent 

olarak tavuklarda hastalığa neden olduğu düĢünülmüĢtür. KuĢlarda görülen 

infeksiyöz astım (dermansızlık) ve felç hastalığında 1923 yılında E. coli izole 

edilmiĢtir. 1938 yılında aynı kuluçkahaneden gelen civcivlerde 10 günlükten küçük 

yaĢta pullorum benzeri bir hastalık %15-40 arasında kayba neden olmuĢ ve 

civcivlerde perikarditis, perihepatitis ve karaciğerde beyaz renkli odaklar olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu organlardan yapılan ekimler sonucunda E. coli izole edilmiĢ ve 

uygun olmayan kuluçka makinalarından çıkan civcivlerde zayıflamaya neden olduğu 

ve onların infeksiyona duyarlılığını artırdığı görüĢü öne sürülmüĢtür. 1938 ve 1965 

yılları arasında koligranüloma ve hava kesesi yangısı, artritis, parmak apseleri, 

omfalitis, panoftalmitis, peritonitis ve salpingitis de E. coli’nin rolü belirlenmiĢ ve 

infeksiyonların aĢılama ya da doğal viral infeksiyonu takiben oluĢtuğu saptanmıĢtır 

(Barnes ve Gross, 1997).  
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 Günümüzde E. coli infeksiyonları kanatlı endüstrisinde önemli ekonomik 

kayıplara neden olurlar. Kolibasillozis kanatlı hayvanlar üzerine yapılan 

araĢtırmalarda en sık rapor edilen hastalıktır. Ġngiltere kesimhanelerinde yapılan bir 

çalıĢmaya göre, hastalıktan dolayı tüketime uygun bulunmayan broiler karkaslarının 

%43’ünün kolibasillozisin karakteristik özellikleri olan perikarditis, perihepatitis ve 

hava kesesi yangısı gibi hastalık lezyonlarından dolayı imha edildiği belirtilmiĢtir. 

Ġngiltere de kolibasillozisten kaynaklanan kayıpların miktarı, imhanın diğer nedenleri 

ya da taĢımadan kaynaklanan diğer kayıplar ile kıyaslandığında yıllık olarak 5 ya da 

6 milyon Euro’dur. Buna büyümenin gecikmesindeki kayıplar, hayvan ölümleri ve 

antibiyotik uygulama masrafları ve hastalığa iliĢkin değiĢik uygulamalar eklenebilir 

(Yogaratnam, 1995). 

 

1.1. Etiyoloji 

 

Escherichia coli Bacteria aleminin, Proteobacteria bölümü, Gamma proteobacteria 

sınıfı, Enterobacteriales takımı, Enterobacteriaceae ailesi, Escherichia cinsi içinde bir 

türdür. Escherichia cinsi, aerobik veya anaerobik olarak üreyen ve karbon 

kaynaklarını kullanabilen organizmaları kapsar. Bu cins içinde diğer türler de 

tanımlanmıĢtır, ancak E. coli bunlar arasında en yaygını ve en önemlisidir (Winn ve 

ark., 2006).  

 

E. coli Gram negatif, aside dirençli olmayan, uniform boyanan, spor 

oluĢturmayan, 0,6x3,0 µm ebatlarında çomak Ģekilli bir bakteridir. Organizmanın 

ölçüleri ve Ģekli değiĢebilir. Çoğu suĢ peritirik flagellaları ile hareketlidir. E. coli 

laboratuvar besiyerlerinde 18-44
o
C’de ürer. Üreme süresi ve üreme periyodunda 

organizmaların sayısı ısıya bağlıdır. Nutrient agarda 37
o
C’de 24 saat inkübasyondan 

sonra küçük,  konveks, düzgün ve renksiz koloniler oluĢtururlar. MacConkey agarda 

parlak pembe, EMB agarda ise, koyu yeĢil siyah metalik parıldamalı koloniler 

görülür. Tergitol-7 agarda sarı renk oluĢturur. Koloniler genellikle 1-3 mm çapında 

ve granüler yapıdadır. Kanlı agarda memeli orijinlilerin hemoliz yapma özelliği 

yaygın iken kanatlı orijinli olanlarda bu özellik fazla görülmez. E. coli sıvı 
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besiyerlerinde kısa sürede bulanıklık oluĢturur (Barnes ve Gross, 1997; Ġzgür, 2006; 

Winn ve ark., 2006). 

 

E. coli glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, ramnoz, sorbitol ve 

arabinozdan asit ve gaz oluĢturur, fakat dekstrin ve inositolü ayrıĢtıramaz. Ġzolatların 

çoğu laktozu fermente eder. Adenitol, sukroz, salisin, rafinoz ve dulsitol 

fermentasyonu değiĢkendir. E. coli indol üretir, metil red pozitiftir ve nitratı nitrite 

indirger. Voges Proskauer ve Oksidaz negatiftir ve Kligner’s Iron agarda hidrojen 

sülfid oluĢturmazlar. Kanatlı E. coli suĢları da diğer kaynaklardan izole edilenler ile 

benzer biyokimyasal özelliklere sahiptir (Barnes ve Gross, 1997; Winn ve ark., 

2006).  

 

Dulsitol ve salisin fermentasyonu gibi bazı biyokimyasal özelliklerin 

APEC(Avian Patojenik Escherichia coli) ile iliĢkili oldukları düĢünülmüĢ, ancak 

gerçekte bu özelliklerin suĢların virülensinden çok serotipleri ile iliĢkili olduğu 

anlaĢılmıĢtır. Örnek olarak ABD’nin Delaware eyaletinde 1981 ve 1983 yılları 

arasında görülen kolibasillozisten sorumlu E. coli O35 serotipinin adenitol 

fermentasyonu ile pozitif korelasyonu verilebilir (Cloud ve ark., 1985).  

 

E. coli’nin fiziksel ve kimyasal etkenlere duyarlılık durumları diğer Gram 

negatif bakterilerinkine benzer. Termal inaktivasyon ısısı süreye bağlı olarak 

organizmaların sayısını %90 oranında azaltır. SuĢların çoğu 60
o
C’de 30 dk da,       

70
o
C’de 2 dk da inaktive olur. Organizmalar düĢük ısıda ve dondurulmuĢ ortamlarda 

uzun süre canlı kalabilirler. Üreme pH 4,5’den aĢağıda ve 9,0’dan yukarıda inhibe 

olur. Üremeyi inhibe etmek için organik asitler inorganik asitlerden daha etkilidir. 

Ortamda %8,5 üzerindeki tuz yoğunluğu üremeyi baskılar. Stabilize klorin dioksit 

ürünü su dezenfektanı olarak yüksek etkilidir (Himathongkham ve ark., 2000).  

 

Somatik “O” antijenleri lipopolisakkarit özelliğinde olup, ısıya dirençli yüzey 

antijenleridir. Bu yüzey antijenleri ile hazırlanan spesifik O antiserumları 

kullanılarak makroaglutinasyon ve mikroaglutinasyon testleri ile ortaya konulur. O 

antiserumları yüksek titrelerde antijeni aglutine ederler ve etkenlerin O serotipleri, 

antijen-antikor karıĢımı 50
o
C’de 24 saat inkübe edildiğinde belirlenir. Kapsüler ve 

fimbrial antijenlere sahip E. coli  suĢlarında bu antijenler somatik “O” antijenlerinin 



4 
 

belirlenmesinde güçlüklere neden olduğundan, izolatların 120
o
C’de 2 saat ısıtıldıktan 

sonra teste tabi tutulması önerilir (Ġzgür, 1997; Winn ve ark., 2006).  

 

Kapsüler “K” antijenleri %2 oranında polimerik asitler içeren Ģekerlerdir ve 

bunlar virülensle iliĢkilidirler. Hücre yüzeylerinde bulunurlar, O aglutinasyonunu 

engellerler ve 100
o
C’de 1 saat ısıtma ile uzaklaĢtırılırlar. Çok az suĢ 121

o
C’de 2,5 

saat ısıtmayı gerektirir. Isıya duyarlılık temelinde K antijenleri A ve B formlarına 

ayrılır. Antiserum canlı organizmaların intravenöz inokülasyonu ile tavĢanlarda 

hazırlanır. Tüp aglutinasyon titreleri 37
o
C’de 2 saat veya 4

o
C’de bir gece inkübasyon 

sonucunda belirlenir. Bu antijenlerin çoğu uygun bir Ģekilde sulandırılan serum 

kullanılarak lam aglutinasyon ile belirlenebilir (Winn ve ark., 2006).  

 

Flagellar “H” antijenlerini çalıĢmak için suĢlar hareketi artıran koĢullar 

altında üretilmelidir. H antijenleri E. coli izolatlarının antijenik identifikasyonlarında 

sık kullanılmazlar ve patojenite ile iliĢkili değildirler ve 100
o
C’de ısı ile 

yıkımlanabilen proteinlerdir. Tüp aglutinasyon testleri 50
o
C’de 2 saat inkübasyondan 

sonra yapılmalıdır (Winn ve ark., 2006).  

 

Fimbrial “F” antijenleri (pilus antijenleri) hücrelere bağlanmada önemlidirler 

ve bakterilerin üreme ortamlarına bağlı olarak sentezlenirler. Fimbrialar ortamda    

D-mannoz varlığında aglutinasyon yapıp yapmamalarına bağlı olarak mannoz 

duyarlı ve mannoz dirençli olarak sınıflandırılırlar. Fimbrial antijenlerin varlığının 

belirlenmesi için çeĢitli testler geliĢtirilmiĢtir (Winn ve ark., 2006).  

 

E. coli, önceleri sadece fekal kontaminant bir etken olarak kabul edilmiĢ, 

ancak insan ve hayvanlarda ölüme yol açabilen patojen tiplerinin belirlenmesi ile 

birlikte E. coli’ye karĢı bakıĢ açısı değiĢmiĢtir. Etken sıcakkanlı canlıların normal 

gastrointestinal florasının bir üyesidir. Ancak bazı E. coli suĢlarının insan ve 

hayvanlarda özellikle intestinal infeksiyonların yanı sıra üriner sistem infeksiyonları, 

septisemi ve meningitis gibi ekstraintestinal infeksiyonlara da neden olduğu 

belirlenmiĢtir (Orskov ve Orskov, 1985).     
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1.1.1. E. coli’nin Virülens Özellikleri 

 

Ekstra-intestinal E. coli’ler de daha önce belirlenmiĢ olan virülens faktörlerinin bir 

kısmı kanatlılardan izole edilen E. coli suĢlarında da saptanmıĢtır. Bunlar arasında 

adezinler (Tip 1 Fimbrialar,  P fimbrialar, S fimbrialar, afimbrial adezinler, Curli 

fimbrialar, Isıya Duyarlı Hemaglutininler), serumun bakterisidal etkilerine karĢı 

dirençlilik, aerobaktin demir elde etme sistemi, toksinler, hemolizin, hareketlilik, 

kapsüler antijen, kolisin V plazmidi, kongo red ile boyanma ve asit toleransı APEC 

suĢlarının içerdiği en önemli virülens faktörleri olarak belirlenmiĢtir. Ek olarak diğer 

virülens faktörlerinin varlığını belirlemek amacıyla çeĢitli çalıĢmalar yapılmıĢtır (La 

Ragione ve Woodward, 2002). 

 

1.1.1.1. Adezinler; APEC’lerde önemli bir virülens özelliği fimbrialardır. Fimbrialar 

konak dokularına bağlanarak etkenin kolonizasyonunu sağlarlar. Bu fimbrialar insan 

ve çeĢitli hayvanların eritrositlerine bağlanarak hemaglutinasyon oluĢtururlar. 

Fimbriaların eritrositlere bağlanma özelliklerinden yararlanılarak varlıkları in-vitro 

testlerle belirlenebilir. Hemaglutinasyon özelliğinin, ortamda D-mannoz varlığında 

kaybolup kaybolmamasına göre fimbrialar mannoz sensitif (tip 1 fimbria) ve mannoz 

resistans (P fimbria, S fimbria ve afimbrial adezinler) adezinler olarak 

sınıflandırılabilirler (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).  

 

1.1.1.1.1. F1 Fimbrialar (Tip 1); Tavukların solunum kanalı epitel hücrelerine E. 

coli’nin bağlanma yeteneğinde bir virülens faktörünün rol oynayabileceğinin kanıtı; 

hindilerde virülent ve fimbrialı bir suĢun avirülent ve daha az fimbrialı bir suĢa göre 

trake’den temizlenmesinin daha güç olduğu gözlendiğinde ortaya konulmuĢtur. Bu 

sonuçlar virülent E. coli suĢlarının avirülentlere oranla tavuk trakesinde daha iyi 

kolonize olduğu ve bu özelliğini de tip 1 fimbrialar sayesinde gerçekleĢtirdikleri 

yönündedir. Tip 1 fimbriaların farinks ve trake epitel hücrelerine bağlanması hem in-

vivo hemde in-vitro olarak gösterilmiĢtir (Dho-Moulin ve Lafont, 1984). Bir diğer 

çalıĢmada ise APEC suĢlarının tavuk trake epitel hücrelerine spesifik bağlanmasının 

spesifik anti-tip 1 fimbria serumu ve tip 1 fimbrial adezinin hücresel reseptörü D-

mannoz ile bloke edildiği belirlenmiĢtir (Gyimah ve Panigrahy, 1988).  

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


6 
 

 

Tip 1 fimbria fimA adı verilen bir ana proteinden ve fimF, fimG ve fimH 

yardımcı proteinlerinden oluĢmuĢtur. Bunlar E. coli kromozomunda lokalize olan fim 

gen yığını tarafından kodlanmaktadır. Bu yığın 9 genden oluĢmakta ve bunların 7 

tanesi ekspresyon promotorunu da içeren eklenebilir bir element tarafından 

gerçekleĢtirilen tek bir operonda yer almaktadır. Tip 1 fimbrialar patojenik E. 

coli’lerde patojen olmayan kanatlı E. coli suĢlarına oranla daha fazla bulunmaktadır. 

Dozois ve ark. (1992), fimD geninin varlığını 112 APEC izolatında %74 oranında 

bulmuĢlar, fakat sağlıklı hayvanlardan izole edilen suĢlarda sadece %55 oranında 

olduğunu belirlemiĢlerdir. Wooley ve ark. (1992), tip 1 fimbriaları kommensal 

suĢların %57,5’sinde saptamalarına rağmen APEC suĢlarının %100’ünde 

belirlediklerini bildirmiĢlerdir.  

 

APEC’te tip 1 fimbriaların birçok varyantı tanımlanmıĢ ve bunların suĢların 

serotipleri ile iliĢkili olduğu gözlenmiĢtir. Bunlar klasik tip 1A fimbrialardan temel 

fimbrial alt ünitelerinin moleküler ağırlığı ve immunolojik reaktivitesine göre 

ayrılmıĢlardır. Son zamanlarda bir APEC izolatının fimA geni üzerinde 4 değiĢken 

bölge saptanmıĢ ki bunların en az 2 bölgesinin O2 serogrubuna ait izolatlara spesifik 

olabileceği düĢünülmüĢtür. APEC suĢlarına bağlı olarak fimH adezininin fimbrianın 

ucunda veya fimbria boyunca baĢka bölgede yer aldığı belirlenmiĢtir. Bu farklı 

lokalizasyonların önemi bilinmemektedir (Suwanichkul ve Panigrahy, 1986; Dho-

Moulin ve ark., 1990).  

 

In-vivo olarak ise, tip 1 fimbria çoğunlukla trake, akciğerler ve hava 

keselerinde eksprese edilmiĢ ancak bunların ekspresyonu kanda veya baĢka bir 

organda saptanamamıĢtır. Bu durumun tip 1 fimbrialar’ın ekspresyonunun in-vivo 

çevresel koĢullara bağlı olarak regülatör genler tarafından engellenmesinden 

kaynaklanmıĢ olabileceği düĢünülmüĢtür (Dozois ve ark., 1994; Pourbakhsh ve ark., 

1997).  

 

Tip 1 fimbriaların APEC infeksiyonlarındaki rolü tam olarak 

açıklanamamıĢtır. Marc ve ark. (1998), tip 1 fibriaları kodlayan fim operonu 

çıkarılmıĢ mutant bir suĢ kullanarak yaptığı çalıĢmada, mutant suĢun trake ve hava 

keselerine kolonize olduğu ancak akciğerlere kolonize olmadığını göstermiĢlerdir. 
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Tip 1 fimbriaların APEC infeksiyonlarındaki rolü her ne kadar tartıĢılabilir 

olsa da APEC suĢlarının immun sistemle olan iliĢkisinde rol oynayabilecekleri ve bu 

nedenle tip 1 fimbriaların E. coli’leri fagositozdan koruyabileceği düĢünülmüĢtür. 

Diğer çalıĢmalar ise, serumun bakterisidal etkilerine karĢı direncin tip 1 fimbrialar ile 

iliĢkili olduğunu göstermiĢtir (Dozois ve ark., 1992; Wooley ve ark., 1992). Son 

olarak tip 1 fimbriaların fimH adezinleri vasıtasıyla mastosit aktivatörü olabileceği ve 

bu aktivasyonun bakterinin fagositozuna ve infeksiyon bölgesinde nötrofil 

toplanmasına yol açabileceği gösterilmiĢtir. Pourbakhsh ve ark. (1997), çok virülent 

olan APEC suĢlarının tip 1 fimbria eksprese etmediklerinde, makrofajların 

bakterisidal etkilerine karĢı dirençli olduklarını, ancak bu fimbriayı eksprese 

ettiklerinde ise duyarlı olduklarını göstermiĢlerdir. Tip 1 fimbriaların APEC’in 

virülensi üzerindeki etkileriyle ilgili daha fazla çalıĢmanın yapılması gerekmektedir. 

Bu konu diğer ekstra-intestinal patojenik E. coli’ler, örneğin üriner sistem 

infeksiyonlarına yol açanlarda da halen tartıĢılmaktadır.  

 

1.1.1.1.2. P fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler; P fimbrialar, S 

fimbrilar (sfa) ve afimbrial adezinler (afa) insan ve farklı hayvan eritrositlerini 

ortamda D-mannoz varlığında hemaglutine etme özelliğindedirler. S fimbrialar ve 

afimbrial adezinlerin yapıları ve infeksiyonların patogenezindeki rolleri hakkındaki 

bilgiler sınırlı olmasına rağmen mannoz dirençli fimbrialar arasında P fimbrialar iyi 

çalıĢılmıĢtır. P fimbrialar ilk olarak insanların üst üriner sistem infeksiyonlarından 

izole edilen E. coli’lerde saptanmıĢtır. Bunlar bakterilerin üriner sistem epitel 

hücrelerine bağlanmalarını sağlamakta ve piyelonefritis oluĢumunda önemli bir 

virülens determinantı olmaktadır. P fimbrialar, kromozomal olarak yer alan ve 11 

genden oluĢan pap gen grubu tarafından kodlanmaktadır. P fimbria papA adı verilen 

temel fimbrial alt ünitesi ve ucunda da papG adı verilen fimbrial adezinden 

oluĢmaktadır. P fimbriaların en az 11 alt tipi olduğu ve bunların da temel fimbrial alt 

ünitelerindeki antijenik farklılıklara dayanarak ayrımlarının yapıldığı bildirilmiĢtir. P 

fimbrianın reseptör spesifitesi papG adezini ile sağlanmaktadır ki, bunun sınıf I, II ve 

III varyantı identifiye edilmiĢtir. Bu varyantlar glikolipidlerin globoserilerinin farklı 

izoreseptörlerini tanımaktadırlar ve bu glikolipidler gal-gal disakkaritini içermekte ve 
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bunun dıĢında da insan ve farklı hayvan eritrositlerinin mannoz dirençli 

hemaglutinasyonlarına (MRHA) göre de ayırt edilebilmektedirler (Kallenius ve ark., 

1981).  

 

ÇeĢitli çalıĢmalarda APEC suĢlarının da insan ve diğer hayvanlarda 

ekstraintestinal hastalıklara neden olan E. coli’lerde sıklıkla belirlenen P fimbrialara 

sahip oldukları saptanmıĢ, ancak MRHA yeteneğinde olan S fimbrialar (sfa) ve 

afimbrial adezinlerin (afa) ise düĢük düzeyde kaldığı belirlenmiĢtir. Achtman ve ark. 

(1986), septisemik tavuklardan izole edilen O2 izolatlarının %52’sinin MRHA 

testiyle saptanan P fimbrial adezinler eksprese ettiklerini bulmuĢlardır. Dozois ve 

ark. (1992), septisemili hindi ve tavuklardan izole edilen 112 E. coli izolatıyla 

yaptıkları bir çalıĢmada MRHA ve immunfloresans yoluyla P fimbrial adezin 

ekspresyonunu sadece septisemik tavuklardan izole edilen O18 izolatında 

gözlemlemiĢlerdir. O1 izolatlarının birindeki P fimbrial adezinin, N-terminal 

aminoasit sekanslama, immunblot ve kompetetif ELISA yöntemleri kullanılarak, 

insanlarda üst üriner sistem infeksiyonlarından izole edilen E. coli ile iliĢkili olan P 

fimbria’ya çok yakın olduğu gösterilmiĢtir (Pourbakhsh ve Fairbrother, 1994). Van 

den Bosch ve ark. (1993), septisemili tavuklardan izole edilen 203 E. coli izolatının 

%78’inin P fimbrial adezinler eksprese ettiklerini ELISA ile saptamıĢlardır.  

 

Dozois ve ark. (1992) tarafından yapılan bir çalıĢmada, pap iliĢkili DNA 

sekanslarının E. coli izolatlarında yüksek oranda gözlemlenmiĢ olması dikkate değer 

bir bulgudur. Septisemik hindilerden izole edilen suĢlarda, P fimbriaları kodlayan 

pap genlerini bulunduran izolatların 1 günlük yaĢtaki civcivlerde yüksek letaliteye 

sahip oldukları belirlenmiĢtir. Her ne kadar pap iliĢkili DNA sekansları serogrup O1, 

O2 ve O78’deki izolatlarda bulunsa da P fimbrial adezinlerin in-vitro ekspresyonları 

sadece O1 ve O18 izolatlarında gözlenmiĢtir. Bu izolatların PCR ve Southern blot 

hibridizasyonu ile daha ileri araĢtırılmasında P fimbrial adezinleri kodlayan pap gen 

grubunun tam bir kopyasına sahip oldukları gösterilmiĢtir. Ayrıca, özellikle O78 

serogrubuna ait olan izolatların P fimbrial adezinleri eksprese etmedikleri belirlenmiĢ 

ve bu fimbriaları eksprese etmemelerin nedeni olarak ise farklı P fimbrial gruplara 

sahip olabilecekleri düĢünülmüĢtür (Dozois ve ark., 1995).  
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P fimbrial adezinlerin APEC’in patojenitesindeki rolleri henüz tam olarak 

ortaya konulamamıĢtır. P fimbrial adezinlerin APEC’lerin in-vitro olarak tavuk trake 

ve farinks epitel hücrelerine  bağlanmalarında rollerinin olmadığı ve solunum 

sisteminin bu kısımlarında P fimbrialar için spesifik reseptörlerin bulunmadığı 

bildirilmiĢtir (Van den Bosch ve ark., 1993; Vidotto ve ark., 1997).  Pourbakhsh ve 

ark. (1997), P fimbrialı bir APEC suĢunu trake içine veya hava keseleri yoluyla 

inokülasyon yaptıkları tavuklarda P fimbriaya karĢı spesifik antikorların üretildiğini 

ELISA ile saptamıĢlar ve bu fimbriaların in vivo olarak üretildiğini göstermiĢlerdir. 

Ġnokülasyon yapılan tavuklarda trakeye kolonize olan bakterilerde fimbrial adezin 

ekspresyonuna immunfloresans ile rastlanılmamıĢtır, ancak aynı tavukların hava 

keseleri, akciğerler ve iç organlarında P fimbria ekspresyonu gözlemlenmiĢtir. Bu 

sonuçlar konakçıdaki lokalizasyonlarına göre P fimbrial adezinlerin de in vivo olarak 

ekspresyonlarının çevresel Ģartlara bağlı olarak değiĢtiğini göstermekte ve P fimbrial 

adezinlerin üst solunum yoluna ilk kolonizasyonda önemli olmadıkları ancak 

infeksiyonun ileri aĢamalarında rol oynadıkları görüĢünü desteklemektedir.  

 

1.1.1.1.3. Curli Fimbrialar; Curli fimbrialar ince, halka Ģeklinde kıvrılmıĢ, saç 

benzeri yüzeysel uzantılardır ve ilk defa sığır mastitisinden izole edilen E. coli’lerde 

belirlenmiĢtir (Olsen ve ark., 1989). Kanatlı hayvanlardan izole edilen E. coli’lerde 

yapılan araĢtırmalarda varlığı belirlenmesine rağmen curli fimbriaların kanatlı 

koliseptisemisindeki rolü henüz tam olarak belirlenememiĢtir (Collinson ve ark., 

1993). 

 

1.1.1.1.4. Isıya Duyarlı Hemaglutininler; Provence ve Curtis III (1994), tarafından 

bir APEC suĢunda düĢük sıcaklıklarda eksprese edilen (26-30
o
C) ve 42

o
C’de 

baskılanan bir hemaglutinasyon aktivitesi saptamıĢlardır. Bu durum ısıya duyarlı 

hemaglutinasyon olarak isimlendirilmiĢtir. Bu suĢtan tsh geni klonlanmıĢtır. Bu 

genin kodladığı Tsh proteininin APEC’in patogenezisindeki fonksiyonu her ne kadar 

tam olarak açıklanmamıĢ olsa da kanatlı orijinli E. coli izolatlarında varlığı 

bildirilmiĢtir. 

 



10 
 

1.1.1.2. Serumun Bakterisidal Etkilerine KarĢı Dirençlilik; Serumdaki 

komplementin bakterisidal etkilerine karĢı direnç; kapsül, lipopolisakkarid, ColV 

üretimi ve dıĢ membran proteinleri sayesinde sağlanmaktadır ve bunlar septisemik 

kanatlı orijinli APEC izolatları ile iliĢkilidirler (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). 

Örneğin Ellis ve ark. (1988), hindilerden izole ettikleri E. coli izolatlarıyla yaptıkları 

bir çalıĢmada, damar içi olarak inoküle ettikleri 3 haftalık hindilerde serum direnci 

ile etkenin virülensi arasında yakın bir iliĢki olduğunu göstermiĢlerdir. Dozois ve ark. 

(1992), serum dirençliliğinin septisemik hindilerden elde edilen izolatlar ve 

septisemik civcivlerden elde edilen izolatlardaki letalite ile iliĢkili olduğunu 

septisemik ve sağlıklı kanatlılardan elde edilen 175 E. coli izolatının kullanıldığı bir 

çalıĢmada gözlemiĢlerdir. Ike ve ark. (1992), septisemik tavuklardan elde edilen 115 

E. coli’de serum duyarlılığı ve bir günlük civcivlerde görülen letalite arasında güçlü 

bir iliĢki bulmuĢlardır. Wooley ve ark. (1992), yine septisemik ve sağlıklı 

kanatlılardan sağlanan izolatlar arasında güçlü bir iliĢki bulmuĢtur. Nolan ve ark. 

(2003), virülent ve komplemente dirençli olan bir APEC izolatından, avirülent bir 

komplemente duyarlı mutant üretmiĢlerdir. Bu mutant saha suĢundan 16.2 kDa’luk 

bir dıĢ membran proteinini (traT) kodlayan traT geninin silinmesiyle oluĢturulmuĢ ve 

bunun komplemente karĢı olan dirençten sorumlu olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca baĢka 

araĢtırmalarda serum dirençliliğinin septisemiyle iliĢkili olduğu belirlenmiĢ ve 

komplement direncinin civcivlerde letalite ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir 

(Montenegro ve ark., 1985; Berkhoff ve Vinal, 1986). Ayrıca, APEC izolatlarında 

traT geni dıĢında iss geni ve cvaC geni gibi serum direncinden sorumlu genlerin 

varlığıda bildirilmiĢtir (Delicato ve ark., 2003).  

 

1.1.1.3. Aerobaktin Demir Elde Etme Sistemi; Hayvanların fizyolojik sıvılarındaki 

yaklaĢık olarak 10
-18

 mol. L
-1

 olan düĢük serbest demir yoğunluğu, yaklaĢık 10
-6

 lık 

yoğunluk gerektiren bakteriyel üreme için yeterli olmamaktadır. Ġnvazif karakterde 

olan birçok patojenik bakteri, konakçının transferin gibi sideroforları ile yarıĢabilen 

ve böylelikle düĢük demirli çevrelerde bakteriyel üremeyi destekleyen yüksek 

afiniteli demir bağlayıcı sistemler geliĢtirmiĢtir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). 

APEC’ler demir elde edebilmek için transferin ile yarıĢan demir elde etme sistemleri 

ve sidereforlar (Aerobaktin ve enterobaktin) üreterek demir yokluğunda konakta 

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
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hayatta kalabilirler (Dho-Moulin ve Lafont,1984). Montgomerie ve ark. (1984), insan 

septisemi izolatlarının %75’inin aerobaktin ürettiğini belirlemiĢlerdir. Lafont ve ark. 

(1987), aerobaktin genlerini virülent türlerde belirlemiĢ ve avirülent türlerde 

olmadığını bildirmiĢlerdir. Aerobaktin genleri çoğunlukla izolatlarda kromozomal 

olarak bulunsa da, plazmid ya da kromozomal olarak taĢınabilir. Ayrıca düĢük demir 

varlığının bakterilerin üremesini sınırladığı belirlenmiĢtir (Payne, 1988). 

 

 Bolin ve Jensen (1987), hindi septisemilerinde E. coli’nin virülensi ve demir 

elde edilebilirliği arasında bağlantı kurmuĢlar ve çeĢitli çalıĢmalarla APEC 

izolatlarının çoğunluğunun demir elde edici sistem aerobaktine sahip olduğunu 

göstermiĢlerdir. Dozois ve ark. (1992), septisemik tavuklardan izole edilen E. 

coli’lerin %98 ve septisemik hindilerden izole edilenlerinde %73 oranında aerobaktin 

demir elde etme sistemine sahip olduğunu belirlemiĢlerdir. Dho-Moulin ve Lafont 

(1984), demirin sınırlı olduğu koĢullarda kanatlı patojenik E. coli’lerin çoğalma 

yeteneği ile günlük civcivlerde letalite arasında iliĢki olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Ayrıca, APEC izolatlarında aerobaktin dıĢında demir bağlayıcı protein (irp2) ve 

yersiniabaktin (fyuA) gibi demir elde etme sistemlerini kodlayan genlerinin varlığı da 

belirlenmiĢtir (Karch ve ark., 1999; Janssen ve ark., 2001). 

 

1.1.1.4. Toksinler; APEC O2, O45 ve O109 serotiplerinde tavuk letal toksin varlığı 

rapor edilmiĢtir (Truscott, 1973). Ancak bu toksin APEC’te yaygın değildir. 

Enterotoksijenik serotipler O8 ve O149 septisemi ile tavuk enteritislerinde görülür. 

Bu izolatlar genellikle ısıya duyarlı toksin (LT) ve ısıya dayanıklı toksin (ST)  

sentezler. Bu toksinleri taĢıyan genler plazmid, transpozon veya bakteriyel 

kromozomlarda bulunabilirler. ETEC’den kaynaklanan tavuk ishalleri nadiren rapor 

edilmiĢtir. Verotoksijenik E. coli’ler (VTEC) kanatlılardan izole edilmekle birlikte, 

tavuk hastalıklarında büyük bir neden olarak gösterilmezler. Enteroinvazif (EIEC), 

enteropatojenik (EPEC) ve enterohemorajik (EHEC) E. coli’ler, diğer evcil 

hayvanlarda sıklıkla izole edilir ve bunlar kanatlı hayvanlarda O1, O2 ve O78 

serotiplerinden daha az sıklıkta hastalığa neden olur. Memelilerde ekstra-intestinal 

infeksiyonlardan izole edilen E. coli’lerde varlığı belirlenmiĢ olan Sitotoksik 

Nekrotizan Faktör 1 (CNF 1) kanatlı izolatı E. coli’lerde nadiren belirlenmiĢtir (Dho-

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
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Moulin ve Fairbrother, 1999). Blanco ve ark. (1997), 625 kanatlı izolatından sadece 

%7’sinin toksijenik olduğunu belirlemiĢtir. Salvadori ve ark. (2001), APEC 

izolatlarının tavuk embriyo fibroblast ve primer tavuk böbrek hücrelerinde sitotoksik 

etkiler oluĢturduğunu bulmuĢlardır. Yabani kanatlılardan izole edilen APEC 

O86:K61’in sito letal toksin üretme yeteneğinde olduğu belirlenmiĢtir. Bu APEC, 

invaziflik ve etkileri açısından EPEC’ e benzerlik göstermektedir. 

 

1.1.1.5. Hemolizin; E. coli’ler alfa ve beta hemolizin sentezler. Alfa-Hemolizin 

konak hücre proteinlerini hasara uğratır. Ġnsanlar ve memeli hayvanlarda ekstra-

intestinal infeksiyonlara neden olan E. coli’lerin patogenezisinde hemolizin’in 

eritrositleri parçalayarak etkenlerin demir ihtiyacını sağlamasında önemli bir virülens 

özelliği olduğu düĢünülür (Orskov ve Orskov, 1985). Alfa-Hemolizin üretiminden 

yoksun bırakılan mutantlarda virülensin azaldığı belirlenmiĢtir. APEC izolatlarının 

az bir kısmının hemolizin ürettiği ancak bunların koyun kanı katılmıĢ besiyerinde 

alfa-hemolizden farklı bir hemolize neden olduğu bildirilmiĢtir (Reingold ve ark., 

1999). Blanco ve ark.(1997), tavuklardan izole edilen 625 E. coli izolatından sadece 

%2,6’sının hemolizin ürettiğini bildirmiĢlerdir. 

 

1.1.1.6. Hareketlilik; Nadir olarak hareketsiz suĢlar izole edilmesine rağmen çoğu 

APEC suĢunun peritrik flagellaları sayesinde hareketli oldukları belirlenmiĢtir. 

Flagellasız bir APEC mutantının kullanıldığı çalıĢmalarda (La Ragione ve ark., 

2000a; La Ragione ve ark., 2000b), tavuk bağırsak ve trake hücrelerine bu suĢun 

bağlanmasında azalma olduğu belirlenmiĢlerdir. AraĢtırıcılar, bu nedenle flagellanın 

mukus tabakasını geçerek adezyonun oluĢmasında bir özellik olduğunu ve ayrıca 

kolonizasyon, invazyon ve tavuklarda kalıcılık açısından önemli olduğunu da 

bildirmiĢlerdir. 

 

1.1.1.7. Kapsüler Antijen; K1 kapsül antijeninin varlığı APEC izolatlarında 

belirlenmiĢ ve etkenlerin infeksiyon yapma yeteneği açısından önemli bir virülens 

faktörü olduğu gösterilmiĢtir (Bree ve ark., 1989). 
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1.1.1.8. Kolisin V Plazmid; Çoğu APEC izolatının kolisin V geni (ColV) taĢıyan 

plazmidlere sahip oldukları belirlenmiĢtir.  Aerobaktin demir elde etme sistemini 

kodlayan genlerin de tamamının bu plasmidlerde yerleĢik olduğu gösterilmiĢtir (La 

Ragione ve Woodward, 2002). 

 

1.1.1.9. Kongo Red Ġle Boyanma; Çoğu virülent kanatlı E. coli izolatları, Kongo 

Red ile boyanma özelliğindedir. Bu iliĢki kesin olmasa da eğer izolatlar Kongo Red 

ile boyanıyorsa invazif oldukları düĢünülür. Ġnfekte kanatlıların lezyonlarından izole 

edilen E. coli izolatlarının tamamının boyanmasına rağmen, kloaka, trake ve kanatlı 

barınaklarından izole edilen izolatlarda bu oran %50 oranında belirlenmiĢtir 

(Berkhoff ve Vinal, 1986). 

 

1.1.1.10. Asit Toleransı; APEC izolatlarının in-vitro testlerde kanatlı hayvanlar için 

patojen olmayan E. coli’lere nazaran aside karĢı dirençli oldukları gösterilmiĢtir. Bu 

özelliğin APEC’lerin kanatlıların asidik sindirim sisteminde hayatta kalabilmesine 

yardımcı olduğu düĢünülmüĢtür (La Ragione ve Woodward, 2002). 

 

1.2. Epidemiyoloji 

 

Kanatlı hayvanların sindirim kanalı E. coli’nin doğal konağıdır ve E. coli’lerin büyük 

çoğunluğu patojen değildir. Fakat Avian Pathogenic Escherichia coli ya da “APEC” 

olarak adlandırılan bir bölümü belirli serotiplere ait olan “Kolibasillozis 

Sendromları” ile iliĢkilidir. Kolibasillozis, Kanatlı Patojenik Escherichia coli 

(APEC) ile direkt ya da kısmi olarak ilgili sistemik ya da lokalize infeksiyonları 

içerir. Bu sendromlar ile iliĢkili lezyonlar ve onların görünüĢleri hayvanların yaĢına 

göre değiĢebilir (sarı kesesi infeksiyonu, koliseptisemi, kronik solunun hastalığı, 

salpingitis, derinin kronik yangısı, ĢiĢkin baĢ sendromu, osteomiyelitis). Lezyonlar 

sadece E. coli yi göstermez, çünkü diğer fırsatçı patojenler de E. coli benzeri 

infeksiyonlara neden olabilirler. Memelilerde kolibasillozis birincil olarak bağırsak 

hastalığıdır, fakat kanatlılarda konak savunması kırıldığında sekonder etken olarak 

ya da virülent bir E. coli suĢu ile tipik olarak sistemik ya da lokalize infeksiyonlar 

oluĢtururlar. Diğer infeksiyon etkenleri ya da infeksiyöz olmayan etkenler hazırlayıcı 
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faktörlerdir. Escherichia cinsi içinde yer alan ve E. coli ile iliĢkili bir tür olan E. 

fergusonii hindilerden izole edilmiĢtir, fakat onun potansiyel patojen rolü 

bilinmemektedir (Farmer ve ark., 1985).  

 

Kanatlılarda E. coli’nin en önemli kaynağı hayvanların sindirim kanalıdır. 

Bağırsakta bulunan E. coli’lerin %10-15’inin potansiyel olarak patojenik serotiplere 

ait serotipler oldukları belirlenmiĢtir. Tavuklarda, E. coli konsantrasyonu dıĢkı 

materyalinin her gramında yaklaĢık olarak 10
6
 kob (koloni oluĢturan birim) olarak 

belirlenmiĢtir. En yüksek E. coli konsantrasyonu 3 haftalıktan küçük hayvanlarda, 

sindirim kanalının posteriöründe saptanmıĢtır (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). 

 

E. coli tozlar aracılığı ile çok kolayca taĢınabilir (Oyetunde ve ark, 1978). 

Kanatlı yemlerinde toz ile kontaminasyon sonucunda yemin her gramının 10
6 

kob E. 

coli içerebileceği belirlenmiĢ ve bunlardan kanatlı patojenik E. coli serotiplerinin 

belirlenmesi önemli bir kanıt olarak ortaya sürülmüĢtür. Bu bakteriler gıda ve içme 

suyunda da bulunabilir. Ayrıca E.coli etkenlerinin dıĢkılarda fazla oranda bulunması 

nedeniyle oluĢan yumurta bulaĢmalarında, mikroorganizmanın kuluçkalanma 

esnasında fazla miktarda üremesine ve dolayısıyla çıkımdan sonraki ilk dönemde 

ölümler Ģekillenebilmektedir. Eğer kuluçkada özellikle de çıkım makinesinde 

kontaminasyonlar oluĢmuĢsa, ölüm düzeyleri artmaktadır. Bu kontaminasyonda 

damızlık kümeslerde yumurta toplama sıklığı da dahil olmak üzere kuluçkalık 

yumurta bakım-idaresinde problemler (yer yumurtasının fazla olması, eksik 

fumigasyon, yanlıĢ depolama vs.) rol oynamaktadır  (Jordan ve Pattisson, 1996; Dho-

Moulin ve Fairbrother, 1999). 

 

Kanatlılardan izole edilen çoğu APEC suĢu sadece kuĢlar için patojendir ve 

insanlar ya da diğer hayvanlar için düĢük bir risk oluĢtururlar (Caya ve ark., 1999). 

Fakat insanların önemli bir enterohemorajik patojeni olan ve shiga toksin üreten E. 

coli O157/H7 ye tavuklar oldukça duyarlıdırlar. Ancak, tavuk ve hindilerde çeĢitli 

coğrafik alanlarda doğal infeksiyon çok az görülmüĢtür (Guo ve ark., 1998; 

Heuvelink ve ark., 1999; Pilipcinec ve ark., 1999). Ayrıca kesimhanelerde bu etken 

ile kanatlı etleri kontamine olabilir, kontamine hindi etlerinden kaynaklı gıda iliĢkili 

salgınlar bildirilmiĢtir (Beery ve ark., 1985; Doyle ve Schoeni, 1987; Griffin ve 

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
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Doyle%20MP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schoeni%20JL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Griffin%20PM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Tauxe, 1991; Stavric ve ark.,1993). ġehir güvercinlerinde shiga toksin üreten           

E. coli’ler ile klonal iliĢkili E. coli infeksiyonları %6-16 oranında saptanmıĢ ve 

infeksiyonun genç güvercinlerde yaĢlılara oranla daha fazla olduğu bildirilmiĢtir    

(%8,2 ye karĢı %17,9). Güvercinler bu organizmanın doğal konağı olabilirler  

(Dell'Omo ve ark., 1998; Schmidt ve ark., 2000; Morabito ve ark., 2001). Ġskoçya da 

sığırlardan izole edilen E. coli O157’ler ile yabani kazlardan izole edilenlerin 

moleküler epidemiyolojik olarak iliĢkili oldukları belirlenmiĢtir  (Van den Bogaard 

ve ark., 2001). 

 

 Kanatlı hayvanların bağırsaklarında ısıya dirençli enterotoksinler için duyarlı 

reseptörlerin varlığı belirlenmiĢtir (Krause ve ark., 1995), fakat insanlarda ishalli 

olgulardan izole edilen ısıya dirençli ve duyarlı toksinler sentezleyen serotipler ve 

suĢlar kanatlı hayvanlardan çok nadir olarak izole edilmiĢtir (Akashi ve ark., 1993; 

Blanco ve ark., 1997).  

 

Kanatlılarda ve diğer hayvanlarda patojen E. coli’lerin özellikleri ortaktır ve 

kanatlı suĢları antibiyotik direnci ve virülens özelliklerini kodlayan genler ve 

plazmidlerin bir kaynağı olabilirler (Lafont ve ark., 1987; Chulasiri ve Suthienkul, 

1989).  Benzer antibiyotik direnç durumları bu kanatlı hayvanlar ile çalıĢan 

insanlardan izole edilen E. coli’lerde görülmüĢtür, kimi olgularda spesifik suĢlar, 

kanatlı hayvanlar ve iĢçiler arasında ortaktır. Bu bulgular dirençli organizmalar ya da 

plazmidlerin kanatlılardan insanlara geçiĢinin yaygın olduğunu iĢaret eder (Van den 

Bogaard ve ark., 2001). Bu özelliklerinden dolayı kanatlı patojenik E. coli’ler gıda 

iliĢkili patojenlerin yeni bir sınıfı olarak önerilmektedir (Smith ve ark., 2007). 

 

1.3. Patogenez 

 

Son yıllardaki biyoteknolojik çalıĢmalar sayesinde kanatlı patojeni E. coli’lerle 

iliĢkili hastalık lezyonlarının nasıl geliĢtiği ve APEC’in bu lezyonları hangi 

mekanizmalarla oluĢturduğuna dair bilgiler oldukça artmıĢtır. Patojen etkenin birincil 

giriĢ yeri sağlıklı hayvanların sindirim kanalından saçılan E. coli’ler ile kontamine 

toz parçacıklarının solunum yolu ile alınmasına bağlı olarak solunum kanalıdır. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Chulasiri%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Suthienkul%20O%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Suthienkul%20O%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=PubMed&Cmd=Search&Term=%22Suthienkul%20O%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Bağırsaklar Avian Patojenik E. coli’lerin en önemli kaynağıdır. Üst solunum 

yollarında ilk çoğalmanın ardından, bakteriler hava keseleri ve akciğerler olarak 

bilinen esas solunum alanına yerleĢirler. Üçüncü aĢamada, bakteriler kana ulaĢırlar 

ve kalp, karaciğer ve dalak gibi iç organlara kolonize olurlar (Jordan ve Pattison,  

1996). 

 

Genellikle tüm invazif E. coli suĢları gibi APEC’lerin de tip1 fimbria 

ürettikleri belirlenmiĢtir ve bu fimbriaların bakterilerin solunum kanalına 

kolonizasyonunda önemli bir rolü olduğu ileri sürülmektedir (Dozois ve ark., 1992; 

Wooley ve ark., 1992; Pourbakhsh ve ark., 1997). Ancak P fimbriaların E. coli’nin 

solunum kanalına kolonizasyonu ile ilgili mekanizmalar tam olarak 

açıklanamamıĢtır. Bu faktörün, infeksiyonun ileri aĢamalarında önemli olduğu 

düĢünülmektedir (Pourbakhsh ve Fairbrother, 1994; Pourbakhsh ve ark., 1997). 

APEC’in solunum epitelini geçiĢi, mukoza ve submukozanın derinlerine inmesinin 

mekanizması tam olarak hala belirlenememiĢtir (Mainil, 2007). APEC’ler, kan 

dolaĢımına ulaĢtıklarında konak organizmanın immun sistemi ile karĢılaĢır. 

Bakterilerin yüzeylerindeki O ve K antijenlerinin varlığının APEC’lere kendilerini 

immun sistemin etkilerinden korumalarına yardım ettiği düĢünülür. Bunun dıĢında 

APEC’lerin traT, iss ve cvaC gibi etkene serum direnç özelliği kazandıran spesifik 

proteinler ürettikleri belirlenmiĢtir (Montenegro ve ark., 1985; Berkhoff ve Vinal, 

1986; Nolan ve ark., 2003). Fakat etkenlerin karĢılaĢtıkları bir diğer sorun hayatta 

kalmaları ve üremeleri için gereken serbest demir yoğunluğunun konak dokularında 

çok düĢük (yaklaĢık 10
-18

 mol/L) düzeyde olmasıdır. Bakterilerin canlı vücudu içinde 

demir elde etmek amacıyla çeĢitli demir elde etme sistemleri (siderefor) 

geliĢtirdikleri belirlenmiĢtir. E. coli’nin en güçlü sideroforlarının enterobaktin ve 

aerobaktin olduğu belirlenmiĢ ve APEC’lerde aerobaktinin daha avantajlı olduğu 

anlaĢılmıĢtır (Dho-Moulin ve Lafont, 1984). Hemolizinlerin üretiminin E. coli’lerin 

patogenezinde önemli bir özellik olduğu belirlenmiĢ (Orskov ve Orskov, 1985), 

ancak bu özellik APEC’lerde nadiren bildirilmiĢtir (Blanco ve ark., 1997). ÇeĢitli 

çalıĢmalarda çok az APEC’in farklı sitotoksinler ürettiği belirlenmiĢ (Tsuji ve ark., 

1990; Emery ve ark., 1992; Blanco ve ark., 1997), ancak, APEC infeksiyonları 

esnasında hücre ve doku hasarının henüz belirlenmemiĢ toksinlerden ya da sadece 

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
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konağın yangısal cevabından kaynaklandığı düĢünülmektedir (Vidotto ve ark., 1997; 

Mainil, 2007). 

 

1.4. Semptomlar 

 

Kolibasillozisin semptomları etkiledikleri sisteme göre değiĢmektedir. Kanatlılarda, 

E. coli’nin primer veya sekonder olarak etken olduğu infeksiyonlar, solunum sistemi 

kolibasillozisi, koliseptisemi, salpingitis, artritis, sinovitisler, koligranuloma, 

embriyonik ölümler, omfalitis ve yumurta sarı kesesi yangısıdır (Ġzgür, 2002). 

 

APEC tavuk, hindi, ördek ve diğer kanatlı türlerinde ishal geliĢiminin 

gözlenmediği daha çok ekstra intestinal dokuların infeksiyonu ile iliĢkilidir. Yumurta 

yüzeyinin fekal kontaminasyonunu takiben, yumurta inkübasyon döneminin 

sonlarında, yumurta sarı kesesi infeksiyonları sıkça görülmektedir. Bunlar 

embriyonal ve kuluçka sonrası 3 haftalığa kadar olan genç kanatlıların ölümüyle 

sonuçlanmaktadır. APEC in neden olduğu en önemli hastalık sendromu hava kesesi 

yangısı veya hava kesesi hastalığı olarak da tanımlanan bir solunum kanalı hastalığı 

olarak baĢlamaktadır. Eğer bu aĢamada kontrol edilmezse poliserozitis olarak kendini 

belli eden bakteriyemi ve generalize infeksiyona dönüĢebilmektedir (Barnes ve 

Gross,1997).  

 

 Solunum yolu kompleksi, 4 ila 9 haftalık yaĢtaki kanatlılarda gözlenmekte ve 

%20 oranında mortalite, geliĢme geriliği, beslenme yetersizliği ve kesimhanelerde 

yüksek kayıp ile örneklenebilecek ekonomik kayıplara yol açmaktadır. APEC’in 

solunum yolu infeksiyonu, Newcastle Hastalığı Virusu (NDV), Ġnfeksiyöz BronĢitis 

Virusu (IBV) ve Mycoplasma gallisepticum veya NDV, IBV aĢı suĢları gibi solunum 

yolu ajanlarının yol açtığı infeksiyonlar sekonder olarak geliĢmektedir (Nakamura ve 

ark., 1992). APEC infeksiyonuna karĢı kanatlı hayvanların duyarlılığı, ortamda 

bulunan amonyak ve toza maruz kalma sonrasında hayvanların üst solunum yolu 

epitel hücrelerindeki siliaların kaybından kaynaklanmaktadır. APEC’in iĢtirak ettiği 

solunum yolu infeksiyonu depresyon, ateĢ ve ölüm ile sonuçlanmaktadır. Solunum 

yolu lezyonları serözden fibrinöze değiĢen eksudatın görüldüğü hava kesesi yangısı, 

baĢlangıçtaki heterofil infiltrasyonunu izleyen mononükleer fagosit artıĢını 
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içermektedir. Daha generalize infeksiyonlarda, perikarditis, peritonitis ve karaciğerin 

safra ile boyanması, nekrotik odakların varlığı veya yokluğu ile seyredebilmektedir. 

Yumurta tavuklarında APEC sol abdominal hava kesesi yoluyla oviduktu infekte 

edip salpingitis ve yumurta verimi kayıplarına yol açabilmektedir. Bunun yanında 

APEC ovidukt yoluyla peritoneal boĢluğa sporadik olarak invaze olup peritonitis ve 

ölüme neden olabilmektedir (Barnes ve Gross,1997). Broilerler, broiler damızlıkları 

ve anaçlarda APEC ġiĢkin BaĢ Sendromu olarak da bilinen ve hindi rhinotracheitis 

virusu veya IBV, NDV gibi diğer viruslar ile oluĢan infeksiyonu takiben özel bir 

sendroma yol açabilmektedir. Bu sendromda gözlenen semptomlar selülitis, yüz 

derisinde ve periorbital dokularda ödemi içermektedir (Aydın ve ark., 1993). 

Broilerlerde APEC selülitis, karın altı ve butlarda nekrotik dermatitis ile iliĢkili 

olmaktadır. Bu hastalık son yıllarda daha sıkça rapor edilmekte ve klinik semptom ve 

ölümlere yol açmasa bile kesimhanelerde subkutanöz fibrinöz lezyonlar nedeniyle 

ıskartaya yol açması yönünden fazla ekonomik kayıplarla sonuçlanmaktadır (Elfadil 

ve ark., 1996). Her ne kadar, enterotoksijenik E. coli’lerin kanatlılarda bazı 

zamanlarda ishal salgınlarına yol açtığı gözlense de APEC genel olarak intestinal 

hastalıkların sebebi olarak gösterilmemektedir (Akashi ve ark., 1993).  

 

1.5. TeĢhis 

 

Kanatlı kolibasillozisinin teĢhisi, öncelikle, klinik görünüm ve hava kesesi yangısı, 

perihepatitis ve perikarditis gibi lezyonların görülmesine dayanır. Fakat bu 

lezyonların diğer patojen etkenler tarafından da oluĢturulabileceği unutulmamalıdır 

(Barnes ve Gross,1997). 

 

1.6. Ayırıcı TeĢhis 

 

Hava kesesi yangısı Mycoplasma spp. veya Chlamydophila spp. infeksiyonları 

sonucunda olabilir. Perikarditis bazen Chlamydophila spp. infeksiyonları ile 

perihepatitis Salmonella spp. ya da Pasteurella spp. infeksiyonları ile iliĢkilidir. 

Kolibasillozisin diğer görünümleri etiyolojiye görede değiĢebilir. Böylece, 

Aerobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Salmonella spp., Staphylococcus spp. 
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ya da Enterococcus spp. gibi mikroorganizmalar sarı kesesinden saf olarak izole 

edilebilir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). 

  

Akut septisemiler Pasteurella spp., Salmonella spp., ya da Streptococcus spp. 

infeksiyonlarından kaynaklanabilir. Sinovitis ve artritis viral infeksiyonlar, 

Mycoplasma synoviae, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. ya da Streptobacillus 

moniliformis infeksiyonlarının sonucunda olabilir. Granülomlar bazen viral ( Marek 

Hastalığı) veya bakteriyel (Mycobacterium avium) infeksiyonlardan kaynaklanabilir 

(Ġzgür, 2002). 

 

1.7. Laboratuvar Muayeneleri 

 

1.7.1. Bakteriyoskopi; Lezyonlu bölgelerden hazırlanan preparatlar Gram boyama 

yöntemi ile boyanır. Gram negatif çomak tarzında etkenlerin görülmesi E. coli 

olasılığını güçlendirir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). 

 

1.7.2. Kültür; Ġzolasyon kalp kanından ve infekte dokulardan herhangi bir bağırsak 

kontaminasyonuna dikkat edilerek alınan örneklerden yapılır. Ekimler kanlı agar, 

EMB agar veya MacConkey agar gibi uygun bir besiyerine yapılmalıdır. 24 saat 

37
o
C’lik inkübasyondan sonra üreyen koloniler biyokimyasal testler ile incelenir. 

Escherichia coli olduğu belirlenen izolatlarda, etkenlerin serumun bakterisidal 

etkilerine karĢı direnci, tavuk ve çeĢitli memeli hayvanlardan elde edilen serumlar 

kullanılarak belirlenebilir, serum direncinden sorumlu olduğu bilinen proteinlerin 

varlığı ELISA ile belirlenebilir. Aerobaktin demir elde etme sistemleri, demir 

bağlayıcı maddeler katılmıĢ besiyerlerinde etkenlerin üremesi, indikatör suĢlar 

kullanılarak biyolojik testler ve ELISA gibi immunolojik testler ile yapılır. 

Etkenlerin mannoz duyarlı hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz dirençli 

hemaglutinasyon (P fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) özellikleri 

fenotipik olarak insan ve çeĢitli hayvanlardan elde edilen eritrositler kullanılarak ya 

da ELISA ile bu fimbriaların varlığı belirlenebilir. Alfa-hemoliz, koyun kanı katılmıĢ 

besiyerlerinde üreyen kolonilerin hemoliz yapıp yapmamalarına göre değerlendirilir. 

Sitotoksik nekrotizan faktör 1 ise, Vero ve Hela hücre kültürlerinde yaptıkları 

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
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değiĢiklikler veya hayvan deneyleri ile belirlenebilir.  (Dho-Moulin ve Fairbrother, 

1999). 

 

1.7.3. Serolojik Testler; E. coli’den kaynaklanan hastalıkla iliĢkili serotipleri 

belirlemek için dünyada çok çeĢitli bölgelerde çalıĢmalar yapılmıĢtır. Avian 

Patojenik E. coli ’ler hakkında yapılan ilk çalıĢmalarda en sık rastlanan serotipler O1, 

O2, O35 ve O78 olarak belirlenmiĢtir (Barnes ve Gross, 1997). Dozois ve ark. (1992) 

tarafından, Kanada da kanatlı hayvanlarda kolibasillozis olgularından izole edilen 

112 adet E. coli izolatı ile yapılan bir çalıĢmada, toplam olarak 16 serotip belirlenmiĢ 

ve bunlar arasında O78 (%52) ve O1 (%6)’in en sık belirlenen serotipler oldukları 

bildirilmiĢtir. Uygulamaya konulan diğer çalıĢmalarda, O8, O15, O18, O35, O88, 

O109, O115 ve O116 gibi diğer serotipler bulunsa da en çok bulunan ve en patojenik 

serotiplerin O1, O2 ve O78 olduğu ve bunların araĢtırılan tüm stoklarda %15’ten     

%61’e değiĢen oranlarda bulunduğu bildirilmiĢtir (Brée ve ark., 1989; Dho-Moulin 

ve ark., 1990; Babai ve ark., 1997; Blanco ve ark., 1997; Dho-Moulin ve Fairbrother, 

1999). Yapılan bu çalıĢmalar sonucunda coğrafik alanlara göre değiĢiklikler 

olmasına rağmen en çok rastlanılan serotiplerin O1, O2, O35 ve O78 olduğu 

kesinleĢmiĢtir. Blanco ve ark. (1998) tarafından yapılan bir çalıĢmada, 

kolibasillozisli tavuklardan izole edilen 458 ve sağlıklı tavuklardan izole edilen 167 

E. coli izolatı serotipleri yönünden karĢılaĢtırılmıĢ ve 62 farklı O serotipi bulunmuĢ 

ve bunların sadece %15’inin O1, O2, O35, O36 ve O78 serotiplerine ait oldukları 

bildirilmiĢtir. Diğerlerinin çoğu daha önce kanatlılarda kolibasillozis ile ilgisi 

bildirilmemiĢ olan O18, O81, O115, O116 ve O 132 dir. Bu saptama yeni patojen 

serotiplerin ortaya çıktığına dair bir delil olarak düĢünülmüĢtür.  

 

1.7.4. Toksin özellikleri; E. coli’lerde toksinlerin varlığını fenotipik olarak belirlemek 

amacıyla hayvan deneyleri, hücre kültürleri ve ELISA gibi immunolojik testler 

kullanılmıĢtır (Winn ve ark., 2006), ayrıca bu toksinleri kodlyan genler PCR ile 

moleküler olarak belirlenmiĢtir (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001; Knöbl 

ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). APEC’in toksijenik özellikleri ile ilgili yapılan 

çalıĢmalarda ilk olarak APEC’lerin tavuk letal toksini gibi ekzotoksinler 

üretebileceği öne sürülmüĢtür (Truscott, 1973).  Ayrıca APEC’lerde Vero ve Hela 

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%23bib15
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib9
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hücre kültürleri kullanılarak yapılan çalıĢmalarda ısıya duyarlı toksin (labil toksin) 

belirlenmiĢtir (Tsuji ve ark., 1990; Emery ve ark., 1992; Fantinatti ve ark., 1994).  

 

Daha sonraları, Blanco ve ark. (1997), septisemik ve sağlıklı tavuklardan elde 

edilen E. coli’lerin Vero hücrelerini değil Hela hücrelerinde sitotoksik etki 

oluĢturduklarını belirlemiĢlerdir. Ancak Perreira ve Yano (1998), ĢiĢkin baĢ 

sendromlu tavuklardan elde edilen izolatlarda Vero ve Hela hücrelerine etkiyen 

toksin üretimi göstermiĢlerdir.  

 

Janssen ve ark. (2001), E. coli’lerde astA geni tarafından kodlanan ısıya 

dayanıklı toksin (ST) varlığını saptamıĢlar ve ayrıca çalıĢtıkları izolatlarda cnf 1 geni 

varlığını belirlemiĢlerdir.  

 

1.7.5. Moleküler TeĢhis; Son yıllarda geliĢen moleküler teĢhis ve tiplendirme 

yöntemleri kanatlı patojeni E. coli’lerle ilgili olarak yapılan araĢtırmalarda sıklıkla 

kullanılmıĢtır (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). Virülenste önemli spesifik genleri 

belirlemek için DNA probları ve PCR teknikleri geliĢtirilmiĢtir (La Ragione ve 

Woodward, 2002). E. coli’de önemli olduğu bilinen virülens özelliklerini kodlayan 

genler spesifik primerler kullanılarak PCR ile ya da DNA hibridizasyon teknikleri ile 

baĢarılı bir Ģekilde belirlenmiĢ ve bunlardan iucD, tsh, fimC, fyuA, irp2, papC ve 

astA olmak üzere yedi virülens geninin APEC’lerde en yaygın bulunan virülens 

genleri oldukları bildirilmiĢtir. APEC’lerde araĢtırılan izolatlarda ortak olarak 

belirlenen bu genlerin bulunma sıklıklarından yararlanılarak etkenlerin PCR ile 

moleküler patotiplendirmeleri yapılmıĢtır (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 

2001; Delicato ve ark., 2003).  

 

 Escherichia coli ile ilgili epidemiyolojik çalıĢmalarda farklı yöntemler 

kullanımaktadır. Bu yöntemler arasında RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA), MLEE (multilokus enzim elektroforezi) ve PFGE (Pulsed Field Jel 

Elektroforezi) bulunmaktadır. E. coli’nin klonal tiplerininin belirlenmesinde 

kullanılan RAPD yönteminin, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

tekniğine göre daha ucuz ve daha hızlı bir teknik olduğu belirlenmiĢtir 

(Chansiripornchai ve ark., 2001). Chansiripornchai ve ark.(2001), 55 kanatlı 

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%23bib15
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
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib9
http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism


22 
 

patojenik E.coli izolatını RAPD analizi ile 3 kluster ve 50 alt tipe ayırmıĢlar ancak bu 

tekniğin patojen ve patojen olmayan suĢların ayrımında yeterli olmadığı sonucuna 

varmıĢlardır. Benzer bir çalıĢmada (Maurer ve ark., 1998), sağlıklı ve hasta 

hayvanlardan izole edilen bir koleksiyonda 60 farklı RAPD tipi saptamıĢlardır. Tipler 

arasında farklılıklar belirlenmiĢ, fakat sadece hasta hayvanlardan izole edilen ve 

izolatların %23’ünde bulunan bir RAPD tipinin dıĢında farklılık tam olarak 

belirlenememiĢtir. Ayrıca RAPD tipleri ile antibiyotik direnç profillerinin aynı 

olmadıklarını da gözlemlemiĢlerdir. Farklı ülkelerde tavuk ve hindilerden izole 

edilen E. coli’lerde multilokus enzim elektroforezi kullanılarak spesifik genotipler 

belirlenmiĢ ve kolibasillozise neden olan izolatların çok az klonal tipe ayrıldıkları 

saptanmıĢtır. Aynı klonal grup içindeki izolatların sahip oldukları virülens 

özelliklerinin çok az değiĢtiği, fakat farklı klonal gruplara ait suĢlar arasında dikkate 

değer ölçüde değiĢiklik olduğu bildirilmiĢtir (White ve ark., 1993). Pulsed Field Jel 

Elektroforezi ile tavuklardan izole edilen E. coli’ lerin analizinde 

mikroorganizmaların spesifik tiplerinin çiftlikler ve takip eden sürülerde sürekli 

olarak iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir (Singer ve ark., 1999; Singer ve ark., 2000) . 

 

1.7.6. Hayvan Deneyleri; Hayvanlarda yapılan deneysel modellerin önemli bir kısmı 

kolibasillozis çalıĢması çatısı altında; tavuk ve hindilerden izole edilen E. coli’lerin 

patogenezisi hakkında bilgi sağlamak amacı ile yapılmıĢtır. Allantoik boĢluğa 

yapılan in ovo inokulasyonlar ile embriyonik ölüm oranları ya da bir günlük yaĢtaki 

civcivlere deri altı yolla yapılan inokülasyonlarla  inokülasyonu takiben 48’inci ve 

72’inci saatlerde ölüm oranları hesaplanarak izole edilen suĢların invazif patojenik 

özellikleri araĢtırılmıĢtır (Pourbakhsh ve ark., 1997; Wooley ve ark, 2000).     

 

Bir diğer model de bakterinin 3 haftalık yaĢtaki “Spesifik Patojen Free” (SPF) 

hayvanların torasik hava kesesine inokülasyondur. Bu modelin amacı inoküle edilen 

bakterinin kolibasillozis semptomları oluĢturması ve bakteriyemi ya da septisemiyi 

artırıp artırmadığını araĢtırmaktır (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).  

 

Son olarak, 15 günlük yaĢtaki hayvanlara trake içine inokülasyon modeli 

vardır. Bu modelde steril bir enjektör ile trake içine E. coli inokülasyonunu takiben 

Ġnfeksiyöz BronĢitis virusu (Massachusetts serotipi) sprey olarak inoküle edilir. Bu 

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
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modelin amacı E. coli infeksiyonlarının doğal koĢullarını mümkün olduğunca 

oluĢturabilmektir (Brée ve ark., 1989; Dozois ve ark., 1994; Arne ve ark., 2000; 

Peighambari ve ark., 2000). 

 

Septisemik kanatlı E. coli suĢlarının patojenik mekanizmalarını araĢtırmayı 

amaçlayan çeĢitli çalıĢmalar yayınlanmıĢtır. Son yıllardaki çalıĢmalarla toksinler, 

adezinler ve demir elde etme sistemleri gibi kanatlı septisemisiyle iliĢkili virülens 

özelliklerinin belirlenmesine rağmen, spesifik virülens özellikleri ve bunları 

kodlayan genlerin düzenlenmesini sağlayan mekanizmalar tam olarak 

anlaĢılamayarak sınırlı kalmıĢtır (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). 

 

1.8. Sağaltım 

 

ġu anda sadece antibiyotik uygulamasına dayanmaktadır. Sulfonamitler, 

betalaktamlar ve kinolonlar en çok kullanılan antibiyotiklerdir. Fakat antibiyotiklerin 

kullanımı çok büyük dikkat gerektirir. Çünkü son yıllardaki çalıĢmalar kanatlı 

patojenik E. coli’lerde çok yüksek düzeyde antibiyotik direncinin geliĢtiğini ve bu 

hayvanlarla çalıĢan insanlardan izole edilen E. coli’lerin benzer antibiyotik direnç 

profillerine sahip olduklarını göstermiĢtir. Bu nedenle antibiyotik tedavileri 

antibiyogram testleri sonuçlarına göre uygulamaya konulmalıdır ve fagositlerin 

etkisini artırabilmek amacıyla da ek olarak askorbik asit tedavisi uygulanabilir 

(Barnes ve Gross,1997).  

 

1.9. Koruma 

 

Solunum yolu infeksiyonları ile ilgili hazırlayıcı etkenleri azaltmak için hayvansal 

veya hayvansal olmayan taĢıyıcılar ile çevresel kontaminasyonun kontrolü amaçlanır. 

Metotlardan birisi patojenik serogruplar ile fekal kontaminasyonu önlemektir. 

Örneğin, E. coli’nin annelerden civcivlere geçiĢinin engellenmesi için yumurtaların 

yumurtlamayı takiben iki saat içinde fumigasyonu yapılarak E. coli’lerin yumurta 

yüzeyine bulaĢması engellenebilir (Barnes ve Gross,1997). Hayvanların solunum 

sistemi infeksiyonları diğer viral ve bakteriyel etkenlerden korunarak; nem, 

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
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havalandırma, havanın toz ve amonyak düzeyi gibi çevresel faktörler düzeltilerek 

azaltılabilir  (Oyetunde ve ark., 1978). Kemiriciler, sinekler ve böcekler de etkenin 

kaynağı olabilirler ve bunlarda yok edilmelidir. Ġçme suyu kalitesi de çok önemlidir, 

su düzenli bir Ģekilde değiĢtirilmelidir. Hayvanların yaĢlarına ve türlerine göre 

ayrılması, temizlik ve her sürü arasında dezenfeksiyon gibi genel güvenlik 

önlemlerinin uygulanması kolibasillozisten korunmada önemlidir (Jordan ve 

Pattisson, 1996). Son olarak, genç hayvanlara sprey tarzında aĢılamaların yapılması 

E. coli’den korunmada uygun değildir (Barnes ve Gross,1997). 

 

ġu an için tam olarak etkili bir aĢı yoktur. Fakat attenüe aĢılar kullanılarak 

yapılan aĢılama denemeleri vardır. Bunlar sadece aynı serotipteki etkenlerle 

karĢılaĢıldığında etkili olmuĢ, ancak farklı serotipteki etkenler ile karĢılaĢıldığında 

baĢarısız olmuĢtur (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). Aynı Ģekilde genç kanatlılara 

pasif immunizasyon yapılabilmiĢtir ancak baĢarısı yine sadece serotipteki etkenlerle 

sınırlı kalmıĢtır (Barnes ve Gross, 1997).  

 

Bu çalıĢmada, kanatlı hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli suĢunda, 

özellikle ekstra-intestinal infeksiyonlar için önemli olan virülens faktörlerinden 

serum direnci, aerobaktin demir elde etme sistemleri, mannoz duyarlı 

hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz dirençli hemaglutinasyon (P 

fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) özellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik 

nekrotizan faktör 1 gibi virülens özelliklerinin fenotipik yöntemlerle araĢtırılması ve 

bu özellikleri kodlayan genlerin moleküler yöntemlerle belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

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
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Örneklerin Toplanması 

E. coli izolasyonu için materyaller 2004-2007 yılları arasında Ankara Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’na nekropsi için getirilen kanatlı 

hayvanlardan ve Et ve Balık Kurumu Kanatlı Kesimhanesi (Sincan)’ne kesime 

getirilen broiler piliçlerden sağlandı (Çizelge 2.1). Bu hayvanlardan alınan kalp, 

akciğer, karaciğer, dalak ve sarı keseleri E.coli izolasyonu amacıyla kullanıldı.  

Çizelge 2.1. Ġncelenen meteryallere ait bilgiler 

Materyal 
Kanatlı 

Türü/YetiĢtirme Tipi 
Kümes Sayısı 

Materyal alınan 

Hayvan Sayısı 

Nekropsi 

Broiler 45 140 

Yumurtacı 1 3 

Hindi 2 5 

Deve KuĢu 1 1 

Ördek 1 2 

Güvercin 1 3 

Kanarya 1 2 

Kesimhane Broiler 8 70 

 

2.2. Besiyerleri 

E. coli izolasyonu için Kanlı Agar (%5 koyun kanlı) ile birlikte MacConkey Agar 

(Difco, A.B.D.) ve Eosin Methylen Blue Agar (Difco, A.B.D.), izole edilen suĢların 

pasajı için Nutrient agar (Oxoid, Ġngiltere) ve Nutrient buyyon (Oxoid, Ġngiltere) 

kullanıldı.  
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SuĢların toksik aktivitesinin belirlenmesinde suĢların üretimi için Tripticase 

Soy Buyyon (TSB, Oxoid, Ġngiltere) ve Tripticase Soy Agar (TSA, Oxoid, 

Ġngiltere)’dan yararlanıldı.  

Ġzole edile suĢların hemolitik özelliklerinin ortaya konulması için Kanlı Agar 

(Oxoid, Ġngiltere) kullanıldı.  

SuĢların hemaglutinasyon aktivitelerini belirlemek amacıyla Brain-Heart 

Ġnfuzyon Buyyon (Oxoid, Ġngiltere) ve aĢağıda bileĢimi verilen Kolonizasyon Faktör 

Antijen Agar (CFA)  kullanıldı. 

Casamino acide (Merck, Almanya)     10 g  

Yeast extract (Merck, Almanya)      1,5 g  

Magnezyum Sülfat (MgSO4) (Merck, Almanya)     0,05 g  

Mangan Klorür (MnCl2) (Merck, Almanya)    0,005 g  

Agar Agar (Merck, Almanya) %2 ve 1 litre distile su ile hazırlanarak kullanıldı.  

Demir sidereforlarının varlığını belirlemek amacıyla demir kısıtlayıcı besiyeri 

olarak aĢağıda bileĢimi verilen M9 buyyon kullanıldı. 

Potasyum Hidrojen Fosfat (KH2PO4) (Merck, Almanya)  3g 

Di-Sodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4) (Merck, Almanya) 6g 

Sodyum Klorür (NaCl2) (Merck, Almanya)    0.5g 

Amonyum Klorür (NH4Cl) (Merck, Almanya)   1g 

Distile su        1 Litre 

Hazırlandıktan sonra 121
o
C’de 15 dakika otoklavlandı ve su banyosunda  

50
o
C ye kadar soğutulduktan sonra, 

Magnezyum Sülfat (MgSO4; 1 M) (Merck, Almanya)   1ml 
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Kalsiyum Klorür (CaCl2; 0.01 M) (Merck, Almanya)  10ml 

Glikoz (Merck, Almanya)        2 g 

Casamino acide (Merck, Almanya)       5 g 

L-triptofan (Merck, Almanya)               20 mg/ml 

Tiamin (Merck, Almanya)                  5 mg/ml 

2,2’-dipyridil (Merck, Almanya)             200 μM 

eklenerek hazırlandı,  

Demir sidereforlarının varlığını belirlemek amacıyla demir kısıtlayıcı besiyeri 

olarak M9 Agar ise aynı Ģekilde hazırlanan M9 medyuma %2 Agar agar (Merck, 

Almanya)  katılarak hazırlandı ve kullanıldı.  

 

DNA ekstraksiyonu yapmak amacıyla ise suĢlar Luria Bertani (LB) buyyonu 

(Difco, A.B.D. ) kullanılarak üretildi. 

 

Ġzole ve identifiye edilen E. coli suĢlarının saklanmasında %20 oranında 

gliserin (Merck, Almanya) içeren Tripticase Soy Buyyon (TSB, Oxoid, Ġngiltere)  

kullanıldı.   

 

PCR için aĢağıda sıralanan kimyasal maddeler kullanıldı. 

 

Etanol (%95’lik) (Merck, Almanya )    

Tris Borat Edta (TBE) (AppliChem, Almanya) 

Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya) 

10X Buffer (Fermentas, Litvanya) 

25 mM MgCl2 (Fermentas, Litvanya) 

Primerler (Fermentas, Litvanya) 
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25 mM dNTP set (Fermentas, Litvanya) 

DNA marker (100 bp) (Fermentas, Litvanya) 

Agarose (prona agarose, basıca le) (Fermentas, Litvanya) 

Etidyum bromür (Fermentas, Litvanya) 

Ticari kit (K0512, Fermentas, Litvanya) 

6Xloadingdye (Fermentas, Litvanya) 

 

2.3. Kullanılan Cihaz ve Gereç Listesi 

DNA Thermal Cycler (Biyometra, Almanya)  

Elektroforez tankı ve güç kaynağı (Wealtec elite 3000 plus, A.B.D.) 

UV transillüminatörlü bilgisayarlı jel dokümantasyon sistemi (Gene, Genius, Bio 

Imaging System, Ġngiltere) 

Steril laminar akımlı güvenlik kabini (Bioair Instruments, Aura 2000, MAC, Ġtalya)  

Termal printer (Sony, Japonya) 

Santrifüj (Hettich, Almanya) 

Vortex (Fine Vorex, Kore) 

Hassas terazi (Scaltec sbc41, Almanya) 

Etüv (EN120, Nüve, Türkiye) 

pH meter model 420A (Orion, A.B.D.) 

Otoklav (OT4060, Nüve, Türkiye) 
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2.4. Standart SuĢlar 

Virülens özelliklerinin fenotipik ve moleküler olarak saptanması çalıĢmalarında 

pozitif kontrol olarak Prof. Dr. JACQUES MAINIL (Chaire de Bactériologie et de 

Pathologie des Maladies Bactériennes, Faculté de Médecine Vétérinaire, Université 

de Liège, B-1070 Brussels, Belgium)’den sağlanan E. coli pIPAC (sfa), 140 KH 89 

(alfa-hemolizin), 10902 (cnf ve sfa), 26968.2 (pap), 239 KH 89 (cnf), 

pABN1(aerobaktin) ve 83 KH 90 (afa) suĢları ve negatif kontrol olarak E. coli 

ATCC 25922 suĢu kullanıldı.  

 

2.5. Hücre Kültürleri 

Ġzole edilen E. coli suĢlarının toksijenik özelliklerinin belirlenmesinde Vero (YeĢil 

Maymun Böbrek Hücresi) hücre kültürü kullanıldı. Vero hücreleri, doku kültürü 

ĢiĢesinde %10 fötal dana serumu, penisilin ve streptomisin ilaveli Eagle’s Minimum 

Essential Medium içerisinde üretildi. Sitotoksisite testi için, 96 gözlü mikrotiter plate 

gözlerine, tripsinizasyondan sonra 4 x 10
4 

hücre/ml
-1

 medium olacak Ģekilde 150 µl 

hücre süspansiyonu konuldu (Blanco ve ark., 1990).  

 

2.6. Ġzolasyon ve Ġdentifikasyon 

Kanatlı hayvanlardan alınan nekropsi materyali ve mezbahadan alınan iç organlardan 

Kanlı Agar, MacConkey Agar ve EMB Agara direkt olarak ekimler yapıldı ve        

37
o
C’de 18-24 saat inkubasyona bırakıldı. Ġnkubasyondan sonra üreyen kolonilerin 

makroskopik ve mikroskopik morfolojileri incelendi ve biyokimyasal özelliklerine 

göre identifikasyonları yapıldı (Quinn ve ark., 1994; Winn ve ark., 2006). E. coli 

olarak idendifiye edilen kültürler, virülens özelliklerini incelemek amacıyla %20 

gliserin içeren TSB’ye yoğun olarak aktarıldı ve -20
o
C’de saklandı.  
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2.7. Virülens Faktörlerinin AraĢtırılması 

 

2.7.1. Hemoliz Testi 

Ġzole edilen suĢların hemolizin aktivitesinin fenotipik olarak saptanması için 

etkenlerin buyyon kültürlerinden bir damla alınarak kanlı agar üzerine damlatıldı ve 

37
o
C’de 18 saat inkübe edildikten sonra göz ile değerlendirildi. Hemoliz görülmeyen 

petriler +4
o
C’de 24 saat bekletildikten sonra tekrar değerlendirmeye alındı (Ġzgür, 

1981; Vidotto ve ark., 1990).  

 

2.7.2. Aerobaktin (Sidereforlar) AraĢtırılması 

Ġzole edilen suĢların siderefor sistemlerinin varlığını araĢtırmak amacıyla TSA’da 

aktive edilen suĢlar bir demir bağlayıcı olan 2,2’-dipyridil (200µM) içeren M9 

buyyona aktarılarak 37
o
C’de 24 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında buyyon 

kültüründen 1 ml alınarak ikinci kez aynı besiyerinde pasajlandı ve 37
o
C’de 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. Ġkinci pasajdan sonra buyyon kültürlerinden bir öze dolusu 

alınarak 200 µM final konsantrasyonda 2,2’-dipyridil içeren M9 agara ekimleri 

yapıldı ve 37
o
C’de 24 saat inkübe edildi. ÇalıĢmalar sırasında araĢtırılan saha 

izolatlarının yanı sıra aynı Ģekilde pozitif ve negatif kontrol suĢları da kullanıldı. 

Ġnkübasyon sonrasında M9 agarda üreme olup olmamasına göre değerlendirmeler 

yapıldı (Stuart ve ark., 1980).   

 

2.7.3. Toksin (Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1) Analizleri  

Virülens özellikleri ve konakçı orijinleri dikkate alınarak belirlenen 20 adet suĢ 

seçildi ve sonik ekstraktlarının hazırlanması amacıyla TSA da aktive edildikten sonra 

20 ml TSB’ye geçildi. TSB’ler çalkalayıcılı su banyosunda (200 rpm) 37
o
C’de 20 

saat inkübe edildi. Kültürden 10 ml alınarak +4
o
C’de 10.000 rpm de 30 dk santrifüj 

edildi ve çöküntü 10 ml PBS (pH: 7,2) ile süspanse edildi. SuĢlar +4
o
C’de sonik 

ekstraksiyona tabi tutuldu. Sonik ekstraktlar 0,22 µm’lik membran filtreden 

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#bbib38


31 
 

(Sartorius, Almanya) geçirildikten sonra 100
o
C’de 5 dakika ısı iĢlemine tabi tutuldu 

ve -20
o
C’de saklandı (Blanco ve ark., 1990).  

 

Mikroplatelerin gözlerinde üretilmiĢ olan Vero hücrelerinin üzerine her bir 

suĢun sonik ekstraktından 50 µl ilave edildi ve 37
o
C’de 72 saat %5 CO2 içeren 

ortamda inkübasyona bırakıldı. Vero hücre kültürleri 24, 48 ve 72. saatlerde kontrol 

edilerek sitotoksik nekrotizan faktör 1 için spesifik olan multinükleasyon, 

yuvarlaklaĢma gibi değiĢiklikler incelendi. Ġnkübasyon sonunda hücreler methanol 

ile tespit edildikten sonra natif olarak ve Giemsa ile boyanarak değerlendirildi 

(Blanco ve ark., 1990).    

 

2.7.4. Hemaglutinasyon Testi 

Ġnsan O grubu ve tavĢan, kobay, koyun ve tavuktan anti koagulanlı olarak alınan 

kanlar 900 devirde (rpm), 15’er dakika 3 kez PBS (pH:7.4) ile santrifüj edilerek 

yıkanmıĢ eritrositler elde edildi. Eritrositler buzdolabında + 4
o
C’de saklandı ve 

sulandırılmıĢ eritrositler günlük olarak hazırlandı. PBS içinde mannozsuz ve %3 

mannozlu olarak %5’lik eritrosit süspansiyonları hazırlandı.  

 

Hemaglutinasyon testi için suĢlar TSA’da aktive edildikten sonra Brain-Heart 

Ġnfuzyon buyyonda 5 gün süreyle 37
o
C’de inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında 

besiyerinde pellükül oluĢumu gözlenmesi üzerine buyyon kültüründen bir damla 

alınarak CFA’a ekimler yapıldı. CFA’da 37
o
C’de 24 saat inkübasyonu takiben 

üreyen birkaç koloni öze ile alınarak %3 D-mannozlu (Merck, Almanya) ve 

mannozsuz eritrositler ile ayrı olarak lam üzerinde hemaglutinasyona tabi tutuldu. 

Oda ısısında 2 dakika inkübasyondan sonra değerlendirmeler göz ile yapıldı. 

Reaksiyon vermeyenler ise 10 dakika buz üzerinde tutulduktan sonra tekrar 

değerlendirildi. Hemaglutinasyon gösterenler pozitif, göstermeyenler negatif olarak 

değerlendirildi. Mannozlu ve mannozsuz eritrositlerle hemaglutinasyon yapan suĢlar 

MRHA olarak kabul edildi. Mannozsuz eritrositler ile hemaglutinasyon oluĢturup 

mannozlu eritrositlerle oluĢturmayan suĢlar ise MSHA olarak ve her iki ortamda da 

hemaglutinasyon vermeyen suĢlar ise HA negatif E. coli suĢları olarak 
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değerlendirildi. Test tüm eritrositler ile aynı Ģekilde tekrarlandı. Kullanılan 

eritrositlerden en az biri ile MRHA gösterenler MRHA pozitif suĢlar olarak kabul 

edildi (Vidotto ve ark., 1990).  

 

2.7.5. Serum Dirençliliği 

E. coli izolatlarının serum dirençliliklerinin belirlenmesi amacıyla Tripticase Soy 

Agar (TSA)’da üretilen bakteriler PBS içerisinde McFarland tüp 3’e göre süspanse 

edildi. Bu süspansiyonlar TSA hazırlanması sırasında besiyeri soğutulurken 50
o
C’de 

iken 5 ml besiyerine 0,25 ml miktarında katılarak katı besiyeri hazırlandı. Hazırlanan 

bu agar içine açılan küçük yuvacıklara tavuk, insan, sığır ve tavĢan serumları 40 μl 

miktarında eklenerek 4
o
C’de 4 saat bekletildikten sonra 37

o
C’de 24 saat inkübe 

edildi.  Ġnkübasyon sonrasında serum ilave edilen kuyucukların etrafında üreme 

olması, bu suĢların serum dirençli olduğunu gösterdi (Sanchez ve ark., 1984).  

 

2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

PCR iĢlemi için TSA’da aktive edilen suĢlar LB buyyonda (Difco, A.B.D.) 37
o
C’de 

18 saat inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra buyyon kültüründen 1 ml alınarak DNaz-

RNaz ari eppendorf tüplerine aktarıldı. Tüpler +4
o
C’de, 10.000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edildikten sonra süpernatant atılarak oluĢan bakteri pelleti 1 ml steril distile 

suda süspanse edildi. Bakteri süspansiyonu DNA ekstraksiyonu amacıyla kullanıldı. 

PCR iĢlemi, DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon, elektroforez ve görüntüleme olmak 

üzere dört aĢamada gerçekleĢtirildi (Sambrook ve Russell, 2002).  Bu çalıĢmada, 

E.coli virülensinde önemli rol oynayan alfa-hemoliz, demir sidereforlarının varlığı, 

sitotoksik nekrotizan faktör 1, tip 1 fimbria, P fimbria, S fimbria, afimbrial 

adhezinler ve serum direncini kodlayan gen bölgeleri araĢtırıldı. 
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2.8.1. DNA Ekstraksiyonu 

 

DNA izolasyonu için Fermentas Genomik DNA Purifikasyon ticari kiti kullanıldı.   

Ekstraksiyon iĢlemi üretici firmanın önerdiği protokole göre gerçekleĢtirildi. 

 200 µl bakteri süspansiyonu 400 µl lizis solüsyonu ile karıĢtırıldı ve 

65ºC’de 5 dakika inkube edildi. 

 600 µl kloroform ilave edilerek karıĢtırıldı ve 10.000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edildi. 

 Presipitasyon solüsyonu, 720 µl steril distile su ile 80 µl 10x konsantre 

solüsyonu ile karıĢtırılarak hazırlandı. 

 Santrifüjden sonra üst sıvı yeni bir tüpe aktarılarak 800 µl presipitasyon 

solüsyonu ilave edildi ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. 

 Üst sıvı uzaklaĢtırıldıktan sonra, pelete 100 µl 1,2 M NaCl ilave edilerek 

vortekslendi. 

 300 µl soğuk etanol ilave edilerek 10 dakika -20 ºC’de DNA’nın 

presipitasyonu sağlandı ve 10.000 rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. 

Üstteki etanol dökülerek pelet %70’lik soğuk etanol ile yıkandı ve DNA 

100 µl steril distile suda çözdürülerek iyice karıĢtırıldı. 

 

 

2.8.2. PCR KarıĢımının Hazırlanması 

Bu çalıĢmada, alfa-hemoliz (hlyA), demir sidereforlarının varlığı (iucD), sitotoksik 

nekrotizan faktör 1 (cnf 1), tip 1 fimbria (fimH), P fimbria (papEF ve papC), S 

fimbria (sfa), afimbrial adhezinler (afa) ve serum direnci (traT) gibi virülens 

özelliklerini kodlayan spesifik genlerin varlığını belirlemek amacıyla dokuz (9) çift 

primer seti ticari olarak sentezlettirilerek kullanıldı. Kullanılan primerlerlerin baz 

dizileri, bağlandıkları spesifik gen bölgeleri, PCR ürünlerinin uzunlukları Çizelge 

2.2’de gösterildi. 
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Çizelge 2.2. Primerlerlerin baz dizileri, bağlandıkları spesifik gen bölgeleri ve PCR 

ürünlerinin uzunlukları. 

Primer Sekans Pozisyon 
Ürün 

Uzunluğu 

Kaynak 

Makale 

Pap1 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’ 

Sfa1 5’- CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC -3’ 
sfaD-E 410 bp 

Yamamoto ve 

ark., 1995 Sfa2 5’- CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA -3’ 

Afa1 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’ 

Aer1 5’- TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT -3’ 
ĠucD 602 bp 

Yamamoto ve 

ark., 1995 Aer2 5’- AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG -3’ 

Cnf1 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’ 

 

PCR KarıĢımı, her bir örnek için; 

10 x PCR tamponu, 2,5 µl 

MgCl2, 2mM 

dNTP (10 mM), 200 µM 

Primer I, 20pmol 

Primer II, 20pmol 

Taq DNA Polimeraz, 1U olacak Ģekilde distile su ile 23 µl’lik hacme tamamlanarak 

hazırlandı. 

Bu ana karıĢımdan 23’er µl dağıtıldı ve her tüpe 2 µl örnek DNA’sı eklenerek 

toplam reaksiyon hacmi 25 µl’ye tamamlandı. Tüm PCR karıĢımları aynı oranda 

hazırlandı. Bu karıĢıma göre hazırlanan örnekler çoğaltma için önceden 

programlanmıĢ thermal cycler cihazına yerleĢtirildi. Örneklerin hazırlanması 

sırasındaki hata ve kontaminasyonları belirlemek için pozitif ve negatif kontrol 

kullanıldı.  



35 
 

2.8.3. DNA Amplifikasyonu 

Amplifikasyon iĢlemi demir sidereforlarının varlığı (aer 1, 2), piyolonefritis iliĢkili 

fimbrialar (pap1, 2, 3, 4), S fimbria (sfa 1, 2), afimbrial adhezinler (afa 1, 2), alfa-

hemoliz (hly 1, 2) ve sitotoksik nekrotizan faktör 1 (cnf 1, 2) için Yamamoto ve ark. 

(1995)’nın bildirdiği protokol modifiye edilerek ve tip1 fimbria (fimH 1, 2) için 

Johnson ve Stell (2000)’in belirttiği protokole göre gerçekleĢtirildi. Bu protokol 

aĢağıda sunulmuĢtur. 

94 °C’de 3 dakika ön denatürasyon  

94 °C’de 60 saniye denatürasyon 

63 °C’de 60 saniye primer bağlanması 

72 °C’de 120 saniye yeni DNA zincirinin sentezlenmesi 

olmak üzere toplam 30 döngü yapıldı. En son aĢamada 72 °C’de 7 dakika 

bekletilerek reaksiyon tamamlandı.  

Serum direncinin (traT 1, 2) belirlenmesi amacıyla ise Kaipainen ve ark. 

(2002)’nın belirttiği protokol modifiye edilerek uygulandı. 

94 °C’de 3 dakika bekletilerek ön denatürasyon 

94 °C’de 60 saniye denatürasyon 

60 °C’de 60 saniye primer bağlanması 

72 °C’de 120 saniye yeni DNA zincirinin sentezlenmesi, 

olmak üzere toplam 30 döngü yapıldı. En son aĢamada 72 °C’de 7 dakika 

bekletilerek reaksiyon tamamlandı.  

Amplifikasyon sonrasında reaksiyon tüpleri değerlendirme aĢamasına kadar 

+4 ° C’de bekletildi. 
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2.8.4. Agaroz Jel Elektroforez 

 2.8.4.1. Agaroz Jelin Hazırlanması 

Amplifikasyon sonrasında oluĢan ürünlerin değerlendirilmesi için %1,5’luk agaroz 

jel hazırlandı. Agaroz jel hazırlanırken tampon solüsyon olarak 1x TBE tamponu 

kullanıldı. Agaroz 200 ml TBE tamponu içerisinde mikrodalga fırında eritidikten 

sonra, 10 µl ethidium bromid ilave edilerek, 20 cm’lik yatay jel elektroforez 

tablasına döküldü. BeĢ mm kalınlığında dökülen agaroz üzerine elektroforez tarağı 

takılarak, jelin katılaĢması için 30 dakika beklenildi. Bu süre sonunda taraklar jele 

zarar vermeden çıkartıldı (Sambrook ve Russell, 2002).  

 

2.8.4.2. Elektroforez ĠĢlemi 

Jel elektroforez tablası elektroforez tankına yerleĢtirildikten sonra, elektroforez 

tankının içerisine TBE tampon solüsyonu jelin 1 mm üstüne gelecek kadar ilave 

edildi. Elde edilen amplifikasyon ürünlerinden 10 µl alınarak, 2 µl 6X loading dye ile 

karıĢtırıldı. Bu karıĢımın hepsi jele yüklendi. DNA örnekleri 160 voltta 70 dakika 

elektroforez iĢlemine tabi tutuldu (Sambrook ve Russell, 2002). 

 

2.8.5. Görüntüleme ĠĢlemi 

Jeldeki örnekler bilgisayarlı UV transillüminatör kutusu içine yerleĢtirilerek 

görüntülendi ve fotoğrafları çekilerek termal printerden kopyaları alındı (Sambrook 

ve Russell, 2002). 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Ġzolasyon ve Ġdentifikasyon Bulguları 

ÇalıĢmada virülens özellikleri araĢtırılmak üzere 188’i broiler, 1’i yumurtacı, 5’i 

hindi, 2’si güvercin, 1’i deve kuĢu, 2’si kanarya ve 1’i ördekten izole edilen toplam 

200 adet E. coli suĢu kullanılmıĢtır. Aynı hayvanın farklı iç organlarından izole 

edilen E.coli suĢlarından sadece bir suĢ çalıĢmaya dahil edildi ve virülens özellikleri 

incelendi. SuĢların hayvan türlerine göre dağılımı Çizelge 3.1’de gösterilmiĢtir.   

Çizelge 3.1. Ġncelenen E.coli suĢlarının orijinleri. 

Materyal 
Kanatlı 

Türü/YetiĢtirme Tipi 

Kümes 

Sayısı 

Materyal alınan 

Hayvan Sayısı 

Ġzolat 

Sayısı 

Nekropsi 

Broiler 45 140 122 

Yumurtacı 1 3 1 

Hindi 2 5 5 

Deve KuĢu 1 1 1 

Ördek 1 2 1 

Güvercin 1 3 2 

Kanarya 1 2 2 

Kesimhane Broiler 8 70 66 

 

 

3.2. Virülens Faktörlerine Ait Bulgular 

 

3.2.1. Hemoliz Bulguları                      

E. coli suĢlarının çift katlı kanlı agarda incelenmesi sonucunda, incelenen suĢların 

hiçbirinde hemolitik aktivite saptanamadı. Sonuçlar Çizelge 3.2’de gösterildi. 
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Çizelge 3.2. Ġncelenen E.coli suĢlarında virülens özelliklerinin fenotipik bulguları. 

SuĢ sayısı 

Virülens Özellikleri 

Hemoliz Aerobaktin CNF-1 
Hemaglutinasyon Serum 

Direnci MSHA MRHA 

Broiler 

(n=122) 
0 122 0 90 32 122 

Yumurtacı 

(n=1) 
0 1 0 0 1 1 

Hindi (n=5) 0 5 0 0 5 5 

Deve KuĢu 

(n=1) 
0 1 0 0 1 1 

Ördek (n=1) 0 1 0 0 1 1 

Güvercin 

(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) 

n; SuĢ Sayısı. 

 

3.2.2. Aerobaktin Bulguları 

ÇalıĢmada incelenen suĢların tamamı (%100), demiri bağlayan 2,2’-dipyridil içeren 

besiyerinde üredi. Bu sonuç, tüm suĢların demiri bağlı formdan elde etmede rol 

oynayan siderofor ürettiğini indirekt olarak ortaya koydu (Çizelge 3.2). Bu 

besiyerinde negatif kontrol için kullanılan E.coli suĢu üremedi.  

 

3.2.3. Toksin Bulguları 

Virülens özellikleri ve konakçı orijinlerine göre seçilen E. coli suĢlarının Vero hücre 

kültürleri kullanılarak Sitotoksik Nekrotizan Faktör (CNF 1) belirlemek amacıyla 

yapılan incelemede, Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1(CNF 1)’in spesifik sito patojenik 

etkileri olan multi nükleasyon ve yuvarlaklaĢma saptanamadı (Çizelge 3.2).  
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3. 2.4. Hemaglutinasyon Bulguları 

Ġnsan O grubu, tavĢan, kobay, koyun ve tavuktan elde edilen eritrositlerle yapılan test 

sonucunda 180 (%90) suĢta hemaglutinasyon aktivitesi saptandı. Ġnsan O grubu 

eritrositleri ile suĢların 166 (%83)’sı MSHA ve 14 (%7)’ü MRHA, tavĢan eritrositleri 

ile 144 (%72)’ü MSHA ve 36 (%18)’sı MRHA, kobay eritrositleri ile 164 (%82)’ü 

MSHA ve 16 (%8)’sı MRHA, koyun eritrositleri ile 162 (%81)’si MSHA ve 18     

(%9)’i MRHA ve tavuk eritrositleri ile 160 (%80)’ı MSHA ve 20 (%10)’si MRHA 

olarak belirlendi (Çizelge 3.3). Kullanılan eritrositlerden en az biri ile MRHA 

gösterenler MRHA pozitif suĢlar olarak kabul edilmiĢ ve suĢların 52 (%26)’si 

MRHA, 128 (%64)’ü ise MSHA olarak saptandı (Çizelge 3.2). 

Çizelge 3.3. Farklı eritrositlere göre HA bulguları. 

Eritrosit Türü 
MSHA suĢ sayısı (%) 

n=200 

MRHA suĢ sayısı (%) 

n=200 

Ġnsan O grubu 166 (%83) 14 (%7) 

TavĢan 144 (%72) 36 (%18) 

Kobay 164 (%82) 16 (%8) 

Koyun 162 (%81) 18 (%9) 

Tavuk 160 (%80) 20 (%10) 

 

3.2.5. Serum Dirençliliği Bulguları 

Tavuk, insan, sığır ve tavĢan serumları kullanılarak yapılan testle suĢların tamamının 

seruma karĢı dirençli olduğu belirlendi. Sonuçlar Çizelge 3.2’de gösterildi. 

 

3. 3. PCR Bulguları  

 

ÇalıĢma kapsamında fenotipik olarak farklı virülens özellikleri incelenen E.coli 

suĢların aynı özellikleri PCR ile incelendi. Hemoliz özelliğini kodlayan hly geninin 

varlığını belirlemek amacıyla yapılan PCR iĢlemi sonucunda da tüm suĢlar bu gen 
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bakımından negatif bulundu. Hemoliz pozitif kontrol suĢunda hly geninin varlığı 

PCR ile belirlendi (ġekil 3.1).  

 

ġekil 3.1. Ġzole edilen E. coli suĢlarında hly (hlyA, 1177 bp) PCR bulguları.  

(M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli izolatları) 
 

Aerobaktin özelliğini kodlayan iucD geninin belirlenmesi amacıyla yapılan 

PCR iĢlemi sonucunda suĢların 176 (%88)’sında iucD geni saptandı (ġekil 3.2). 

 

ġekil 3.2. Ġzole edilen E. coli suĢlarının Aerobaktin (IucD, 602 bp) PCR bulguları.  
M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suĢları. 

 

Sitotoksik nekrotizan faktör 1 (CNF 1) kodlayan genlerin varlığını belirlemek 

amacıyla yapılan PCR iĢlemi sonrasında, pozitif kontrol suĢunda genin varlığı 

belirlenirken (ġekil 3.3), suĢların tamamı bu gen açısından negatif bulundu. 
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ġekil 3.3. Ġzole edilen E. coli suĢlarınnın Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1 (cnf 1, 498 bp) PCR 

bulguları. M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suĢları. 

 

Fimbriaları kodlayan genlerin varlığını belirlemek amacıyla yapılan PCR 

iĢlemi sonucunda tip 1 fimbriaların adhezyon proteini olan fimH’yi kodlayan fimH 

geni suĢların 176 (%88)’sında belirlendi (ġekil 3.4). MRHA özelliğindeki P 

fimbriaları kodlayan genlerden papEF 52 (%26) adet ve papC 28 (%14) adet suĢta 

belirlenirken (ġekil 3.5, ġekil 3.6), afimbrial adezinleri kodlayan afa geni ve S 

fimbriaları kodlayan sfa geni belirlenemedi (ġekil 3.7, ġekil 3.8). SuĢların 48         

(%24)’inde fimH ve papEF geni birlikte saptanırken, 128 (%64) suĢta sadece fimH 

geni ve 4 (%2) suĢta papEF geni saptandı.  

 

ġekil 3.4. Ġzole edilen E. coli suĢlarınnın Tip 1 fimbria (fimH, 508 bp) PCR bulguları. M; 

Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suĢları. 
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ġekil 3.5. Ġzole edilen E. coli suĢlarının  ġekil 3.6. Ġzole edilen E. coli suĢlarının P  
P fimbria (PapEF, 336 bp)    fimbria (PapC, 328 bp) PCR bulguları. 
PCR bulguları. M; Marker, 100 bp,  M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol,    
1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol,   2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suĢları. 
3-8; E. coli suĢları. 

 

 

ġekil 3.7. Ġzole edilen E. coli suĢlarının  ġekil 3.8. Ġzole edilen E. coli suĢlarının 
Afimbrial adezin (Afa,750 bp)  S fimbria (Sfa, 410bp) PCR bulguları. 

PCR bulguları. M; Marker, 100 bp,  M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol,    
1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol,   2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suĢları. 
3-8; E. coli suĢları. 

  

Serum direncinin varlığının belirlenmesi amacıyla yapılan PCR iĢlemi 

sonucunda suĢların 180 (%90) adedinde traT geninin (ġekil 3.9) varlığı belirlendi. 

 

ġekil 3.9. Ġzole edilen E. coli suĢlarının serum direnci (TraT, 307 bp) PCR bulguları. M; 

Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suĢları. 
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3.4. Fenotipik ve PCR Bulguların KarĢılaĢtırması 

 

Tez kapsamında incelenen virülens özelliklerinin fenotipik ve moleküler yöntemlerle 

belirlenen bulguları karĢılaĢtırmalı olarak, Çizelge 3.4’te, araĢtırılan genlere ait 

spesifik bantlar ise ġekil 3.10’da gösterilmiĢtir. Ġncelenen 200 adet E.coli suĢunda, 

fenotipik ve moleküler testlerle yapılan incelemede suĢların tamamı hemoliz 

yönünden negatif bulundu.  

 

 ÇalıĢılan suĢların tamamının demir bağlayıcı içeren besiyerinde üremesine 

rağmen aerobaktin özelliğini kodlayan iucD geninin belirlenmesi amacıyla yapılan 

PCR iĢlemi sonucunda suĢların 176 (%88)’sının bu gen yönünden pozitif olduğu 

belirlendi. Fenotipik olarak suĢların tamamında aerobaktin özelliğinin saptanması, bu 

özelliğin sadece iucD geni tararfından kodlanmadığını gösterdi. Bu farklılık, bu 

çalıĢmada fyu ve irp gen bölgelerinin araĢtırılmaması ile açıklandı. SuĢların tamamı 

CNF 1 yönünden fenotipik ve moleküler yöntemlerle negatif olarak bulundu.  

  

Hemaglutinasyon yeteneklerinden yararlanılarak fimbriaların belirlenmesi 

için insan ve çeĢitli hayvan eritrositleri kullanılarak suĢların 180 (%90)’inin 

fimbrialara sahip oldukları ve bunların 52 (%26)’sinin mannoz resistans 

hemaglutinasyon oluĢturduğu fenotipik olarak belirlendi. Moleküler olarak bu 

suĢlarda fimbriaları kodlayan genlerin varlığını belirlemek amacıyla yapılan PCR 

iĢlemi sonucunda tip 1 fimbriaların adhezyon proteini olan fimH’yi kodlayan fimH 

geni suĢların 176 (%88)’sında belirlendi. Fenotipik yöntemle pozitif olarak saptanan 

180 suĢun 128 (%71.1)’inde fimH geni, 4 (%2.2)’ünde papEF geni ve suĢların 48   

(%26,7)’inde fimH ve papEF genleri birlikte saptandı. Fenotipik olarak MRHA 

pozitif 52 suĢun tamamında papEF geni belirlenirken 28 (%53.8) suĢta papC geni 

belirlendi. Bu bulgular, fenotipik ve moleküler test sonuçlarının uyumlu olduğunu 

gösterdi. Ayrıca MRHA özelliğini belirlemede papEF geninin papC genine göre 

daha etkin olduğu saptandı.  

 

ÇalıĢılan suĢların tümünün (%100) fenotipik testlerle seruma karĢı dirençli 

olduğu belirlenirken, yapılan PCR iĢlemi sonucunda suĢların 180 (%90)’inde traT 
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geninin varlığı belirlendi. Bu farklılık, serum dirençliliğinin sadece traT geni ile 

kodlanmadığını ve birden fazla bu özelliği kodlayan gen bölgelerinin (iss ve cvaC) 

olduğunu gösterdi.   

 

Genel olarak suĢların virülens özellikleri değerlendirildiğinde hem fenotipik 

hem de moleküler yöntemlerle bazı özelliklerin ön plana çıktığı görülmektedir. Bir 

suĢta virülens özelliklerinin birlikte değerlendirilmesiyle, patogenezde rol oynayan 

mekanizmalar hakkında bilgi edinmek mümkün olabilmektedir. Bu çalıĢmada elde 

edilen virülens özelliklerin birlikte değerlendirilmesi sonucunda belirli 

kombinasyonlar ortaya çıkmaktadır. Fenotipik olarak serum direnci/demir elde etme 

özelliği/hemaglutinasyon özelliği birlikte değerlendirildiğinde, suĢların %90’ı bu üç 

virülens özelliği yönünden pozitif bulunmuĢtur. Benzer bir değerlendirme ise, 

moleküler olarak traT/iucD/fimH pozitifliği ile yapıldığında, incelenen suĢların        

%88’i bu özellikler yönünden pozitif bulundu.  

 

Çizelge 3.4. Virülens özelliklerine ait karĢılaĢtırmalı fenotipik ve moleküler bulgular. 

Virülens Özelliği Fenotipik Moleküler 

Hemoliz - - 

Aerobaktin 200 (%100) 176 (%88) 

Sitotoksik Nekrotizan 

Faktör 1 
- - 

Tip 1 fimbrialar ve P 

fimbrialar 
180 (%90) 180 (%90) 

Serum Direnci 200 (%100) 180 (%90) 
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ġekil 3.10. Virülens genlerine ait spesifik bantlar. M; Marker, 100 bp, 1; Hemoliz (hlyA, 

1177 bp), 2; Aerobaktin (IucD, 602 bp), 3; Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1 (cnf 1, 498 bp), 4; 

Tip 1 fimbria (fimH, 508 bp), 5; S fimbria (Sfa, 410bp) 6; Afimbrial adezin (Afa,750 bp) 7; 

P fimbria (PapC, 328 bp), 8;P fimbria (PapEF, 336 bp), 9; Serum direnci (TraT, 307 bp),  10; 

Negatif Kontrol. 
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4. TARTIġMA 

Kanatlılarda E. coli infeksiyonları farklı klinik tablolar meydana getirmekte ve buna 

bağlı olarak önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Etkenlerin virülens 

özelliklerinin belirlenmesi infeksiyonlara karĢı etkili kontrol çalıĢmaları ve 

dolayısıyla ekonomik kayıpları azaltmak için önemlidir. Tez kapsamında yapılan 

çalıĢmalarda, kanatlı hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli suĢunda, özellikle 

ekstra-intestinal infeksiyonlar için önemli olan serum direnci, aerobaktin demir elde 

etme sistemleri, hemaglutinasyon özellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik nekrotizan 

faktör 1 gibi virülens özellikleri fenotipik ve bu özellikleri kodlayan genlerin varlığı 

moleküler yöntemlerle araĢtırıldı. 

 

Ġnsanlar ve memeli hayvanlarda ekstra-intestinal infeksiyonlara neden olan E. 

coli’lerde hemoliz özelliği yüksek düzeyde belirlenmiĢ ve hemolizin üretiminden 

yoksun bırakılan mutantlarda virülensin azaldığı saptanmıĢtır. Ekstra-intestinal E. 

coli’lerin patogenezisinde hemolizinin eritrositleri parçalayarak etkenlerin demir 

ihtiyacını sağlamasında önemli bir virülens özelliği olduğu düĢünülmektedir (Orskov 

ve Orskov, 1985). APEC izolatlarının az bir kısmının hemolizin ürettiği ve bunların 

koyun kanı katılmıĢ besiyerinde alfa-hemolizden farklı bir hemolize neden olduğu 

bildirilmiĢtir (Reingold ve ark., 1999). Blanco ve ark. (1997), tavuklardan izole 

edilen 625 E. coli izolatından sadece %2,6’sının hemolizin ürettiğini Da Silveira ve 

ark. (2002) ise, hastalıklı tavuklardan izole ettikleri 50 E. coli suĢunun %4’ünde 

hemolizin varlığını belirlediklerini bildirmiĢlerdir. Ancak diğer çalıĢmalarda ise 

fenotipik olarak hemoliz özelliğinin APEC’lerde belirlenmediği bildirilmiĢtir 

(Vidotto ve ark., 1990; Knöbl ve ark., 2001). Bu çalıĢma kapsamında kanatlılardan 

izole edilen 200 adet E. coli suĢunda yapılan testle fenotipik olarak hemoliz özelliği 

belirlenememiĢtir. Elde edilen bulgular, düĢük düzeyde pozitif bulan diğer 

araĢtırıcıların bulgularıyla benzerdir.  

Aerobaktin demir elde etme sistemleri memeli hayvanlarda özellikle 

septisemik infeksiyonlar yapan E. coli izolatlarında yüksek düzeyde belirlenmiĢ ve 

etkenin virülensi ile sıkı iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir (Linggood ve ark., 1987; 
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Gophna ve ark., 2001). Aerobaktin siderefor sisteminin kanatlı patojenik E. 

coli’lerdeki varlığına iliĢkin çeĢitli çalıĢmalar bulunmaktadır. Dho-Moulin ve Lafont 

(1984), çalıĢtıkları suĢların %52’sinde aerobaktin demir elde etme sisteminin 

varlığını saptamıĢlar ve demir elde etme sistemlerinin varlığı ile mortalite arasında 

yakın bir iliĢki olduğunu vurgulamıĢlardır. Ancak, bu sistemin olmadığı patojen 

izolatlar da saptamıĢlar ve bu özelliklerin olmadığı ya da in vitro olarak 

ekspresyonlarının olmadığını ileri sürmüĢlerdir. Lafont ve ark. (1987) ise, DNA 

hibridizasyonu ile aerobaktin geninin varlığını belirledikleri E. coli’lerde bir günlük 

yaĢtaki civcivlerde LD50 değerlerinin düĢük olduğunu, belirlenmeyen izolatlarda ise 

LD50 değerlerinin çok yüksek olduğu ya da civcivlerde ölüm yapmadıklarını 

belirlemiĢlerdir.  Linggood ve ark. (1987), tavuk septisemilerinden izole ettikleri E. 

coli’lerin %89’unda bu sistemin varlığını belirlemiĢlerdir. ÇeĢitli araĢtırmalarda 

APEC izolatlarının tamamının demir kısıtlayıcı besiyerinde üredikleri tesbit 

edilmiĢtir (Vidotto ve ark., 1990; Knöbl ve ark., 2001). Da Silveira ve ark. (2002), 

fenotipik olarak sağlıklı kanatlılardan izole edilen E. coli’lerin %16,6’sının demir 

kısıtlayıcı besiyerinde ürediğini, hastalıklı kanatlılardan izole edilenlerin ise tümünün 

demir kısıtlayıcı besiyerinde ürediğini saptamıĢlardır. Tez kapsamında incelenen tüm 

suĢların demir kısıtlayıcı besiyerinde üredikleri bulgusu, diğer araĢtırıcıların 

bulgularını destekler niteliktedir.  

 

Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1 (CNF 1), diğer hayvanlarda septisemi 

olgularından izole edilen suĢlarda ve üriner sistem infeksiyonlarından izole edilen 

suĢlarda sıklıkla belirlenmiĢ ve doku harabiyetine neden olarak suĢların 

patogenezinde önemli olduğu vurgulanmıĢtır (Orskov ve Orskov, 1985; Yamamoto 

ve ark. 1995). APEC’lerde sitotoksin sentezinin fenotipik olarak belirlenmesinde 

Vero ve Hela hücre kültürleri kullanılmıĢtır. Fantinatti ve ark. (1994), septisemik 

tavuklardan elde edilen 17 izolatın kullanıldığı bir çalıĢmada sadece en patojenik 

olan 3 izolatta (%17,6) Vero hücreleri için sitotoksik aktivite gözlemlemiĢlerdir. 

Blanco ve ark. (1997) ise, septisemik ve sağlıklı tavuklardan elde edilen 645 E. 

coli’nin sadece %7’sinin toksijenik olduğunu, bunların Vero hücrelerini değil Hela 

hücrelerinde sitotoksik yanıt ortaya koyduğunu bulmuĢtur. Perreira ve Yano (1998) 

ise, ĢiĢkin baĢ sendromlu tavuklardan elde edilen 50 izolatın %72’sinde Vero ve Hela 

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#bbib19
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hücrelerine etkiyen sitotoksin üretimini göstermiĢlerdir. Ancak çeĢitli araĢtırıcılar 

tarafından çalıĢılan APEC izolatlarının hiç birinde Sitotoksik Nekrotizan Faktör 

1(CNF 1) varlığının fenotipik olarak belirlenemediği bildirilmiĢtir (Knöbl ve ark., 

2001; Da Silveira ve ark., 2002). Bu çalıĢmada incelenen suĢlarda, sitotoksik 

nekrotizan faktör 1 fenotipik olarak saptanamamıĢtır. Bu bulgu Perreira ve Yano 

(1998) tarafından yapılan çalıĢma bulguları ile uyumlu olmamasına karĢın diğer 

araĢtırmacıların bulguları ile uyumludur. Perreira ve Yano (1998) tarafından elde 

edilen bulguların farklı olması, bu araĢtıcıların test ettikleri suĢların farklı klinik 

tablolardan izole edilmesi ile açıklanabilir.  

 

Fimbrialar ekstraintestinal infeksiyonlar yapan E. coli’lerde en önemli 

virülens özelliklerinden biri olarak gösterilmiĢtir (Orskov ve Orskov, 1985). Kanatlı 

hayvanlarda E. coli infeksiyonlarının patogenezisinde fimbriaların rolüne iliĢkin 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Arda ve ark. (1987), koliseptisemili piliçlerden izole 

edilen E. coli suĢlarının %90’nında hemaglutinasyon aktivitesi belirlemiĢler ve bu 

izolatların %35’lik kısmının mannoz dirençli hemaglutinasyon yaptığını 

bulmuĢlardır. AraĢtırıcılar, aynı çalıĢmada sağlıklı piliçlerden izole edilen izolatların 

ise %80’inde hemaglutinasyon aktivitesi belirlemiĢler ve bunların %20’lik kısmının 

mannoz dirençli hemaglutinasyon özelliğinde olduğunu saptamıĢlardır. Vidotto ve 

ark. (1990), kolibasillozisli tavuklardan izole edilen 45 adet E. coli suĢunun             

%58’inin hemaglutinasyon yaptığını ancak çalıĢmalarında MRHA 

belirleyemediklerini bildirmiĢlerdir. Aynı Ģekilde Knöbl ve ark. (2001),  çalıĢtıkları 

tüm izolatların hemaglutinasyon yaptığını ve bunların tamamının mannoz dirençli 

hemaglutinasyon özelliğinde olduğunu bulmuĢlardır. Ancak, Da Silveira ve ark. 

(2002), hastalıklı kanatlılardan izole edilen E. coli suĢlarının tamamının 

hemaglutinasyon aktivitesine sahip olduklarını ve bunların %12’sinin mannoz 

dirençli karakterde olduklarını belirlemiĢlerdir. Bu tez kapsamındaki çalıĢmada 

suĢların %90’ında hemaglutinasyon aktivitesi belirlenmiĢ ve bunların %26’sında 

MRHA saptanmıĢtır.  Bu bulgular diğer çalıĢmalarla benzer niteliktedir, ancak 

MRHA bulguları farklılık göstermektedir. Bu farklılık, suĢların farklı bölgelerden ve 

klinik tablolardan izole edilmesi ile açıklanabilir.  
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Serum direnci Col V plazmidleri ve R plazmidlerince kodlanır, bu plazmidler 

E. coli’lerin komplementin bakterisidal etkisinden kurtulma yeteneğini artırır. Bu 

plazmidleri taĢıyan suĢlar aynı zamanda çoklu antibiyotik direncine sahiptirler (Dho-

Moulin ve Fairbrother, 1999). Hastalıklı kanatlılardan izole edilen E. coli’lerde 

yapılan bir çalıĢmada suĢların tamamında serum direnci belirlenmiĢ ve bu özelliğin 

APEC’lerde virülensi artırdığı gösterilmiĢtir (Binns ve ark., 1982). Vidotto ve ark. 

(1990), suĢların virülensi ile serum direncinin yakın iliĢkili olduğunu belirlemiĢler ve 

seruma dirençli olan suĢların civcivlerde LD50 değerlerinin düĢük olduğu, seruma 

orta derecede dirençli suĢların ise, yüksek LD50 değerlerinin olduğu ya da hiç 

olmadığını saptadıklarını açıklamıĢlardır. Knöbl ve ark. (2001) ise, çalıĢtıkları 

izolatların tamamının seruma karĢı dirençli olduğunu saptamıĢlardır. Bu tez 

çalıĢmasında izolatların tamamının fenotipik olarak seruma karĢı dirençli olduğu 

belirlenmiĢtir. APEC izolatları ile yapılan diğer çalıĢmalarda serum direncinin 

genellikle yüksek düzeyde olduğu belirtilmiĢtir. Bu nedenle teze ait yapılan 

çalıĢmadaki serum direnci bulguları diğer çalıĢmalara ait bulgularla benzerdir.   

 

APEC’lerin virülens özelliklerin saptanmasında fenotipik yöntemlerden farklı 

olarak moleküler tekniklerde kullanılmaktadır. Bu teknikler arasında çoğunlukla 

PCR temelli metodlar yer almaktadır (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001; 

Knöbl ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). Bu çalıĢmada virülens özelliklerinin 

belirlenmesinde fenotipik metodlara ilave olarak moleküler tekniklerden de 

yararlanılmıĢtır.  

 

APEC’lerin hemoliz özelliğinin belirlenmesine yönelik yapılan moleküler 

çalıĢmalarda çoğunlukla izolatlar bu özellik yönünden negatif bulunmuĢtur (Janssen 

ve ark., 2001; Knöbl ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). Bu çalıĢmada da hemoliz 

özelliğinin PCR ile negatif olarak bulunması, diğer araĢtırma sonuçlarını destekler 

niteliktedir. 

 

Aerobaktin sistemini kodlayan genlerin varlığını ortaya koymaya yönelik 

moleküler çalıĢmalar da bulunmaktadır. Janssen ve ark. (2001), iucD genini kanatlı 

patojenik E. coli izolatlarının %88,7’sinde belirlemiĢlerdir. Ayrıca, Knöbl ve ark. 
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(2001), izole ettikleri tüm suĢların %75’inde aerobaktin özelliğini kodlayan geni 

(IucD) saptamıĢlardır. Delicato ve ark. (2003), sağlıklı kanatlılardan izole edilen     

E. coli’lerde bu genin varlığını %12 düzeyinde belirlerken, kolibasillozisli 

kanatlılardan izole edilen suĢların %63’ünde saptamıĢlardır. Tez kapsamında yapılan 

çalıĢmada ise, hastalıklı kanatlı hayvanlardan izole edilen E. coli suĢlarının tamamı 

demir kısıtlayıcı besiyerlerinde üremiĢ ancak aerobaktin geninin varlığı PCR ile 

suĢların   %88’inde belirlenmiĢtir. Bu oran, diğer çalıĢmalarla uyumlu olup 

aerobaktin demir elde etme sisteminin, APEC’ler için önemli bir virülens özelliği 

olduğunu gösteren çalıĢmaları desteklemektedir.  

 

Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1 geni ile ilgili yapılan bir çok çalıĢmada, 

araĢtırıcılar APEC’lerde bu geni saptayamadıklarını bildirmiĢlerdir (Ngeleka ve ark., 

1996; Knöbl ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003).  Ancak Janssen ve ark. (2001), 

test ettikleri izolatlarda  %2,5 düzeyinde cnf 1 geni varlığını belirlemiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada ise, PCR ile incelen 200 E.coli suĢunda cnf 1 geni varlığı saptanamamıĢ 

olup, bu sonuç diğer araĢtırıcıların bulguları ile uyumludur.  

 

ÇeĢitli çalıĢmalarda, fimH genleri tarafından kodlanan Tip 1 fimbriaların 

sadece patojen izolatlarda değil kommensal suĢlarda da yüksek düzeyde bulundukları 

gösterilmekle birlikte tip1 fimbriaların APEC’lerin en önemli virülens 

özelliklerinden birisi olduğu vurgulanmıĢtır (Dozois ve ark., 1992; Ngeleka ve ark., 

1996; Pourbakhsh ve ark., 1997; Maurer ve ark., 1998; Vidotto ve ark., 1997). 

Delicato ve ark. (2003), kolibasillozis olgularından izole ettikleri suĢların                 

%96,5’inde sağlıklılardan izole etkilerinin ise %92’sinde tip 1 fimbria genlerini 

belirlemiĢlerdir. Ayrıca, Janssen ve ark. (2001), tip 1 fimbriaların varlığını suĢların  

%97,3’ünde belirlemiĢler ve Knöbl ve ark. (2001) ise, çalıĢtıkları izolatların 

tamamında DNA hibridizasyonu ile tip 1 fimbriaları kodlayan genler yönünden 

pozitif olduğunu göstermiĢlerdir. Tez kapsamındaki çalıĢmada APEC izolatlarının   

%88 (176)’inde tip 1 fimbriaları kodlayan fimH geni varlığı belirlenmiĢ olup, bu oran 

diğer çalıĢmalarla uyumludur ve tip 1 fimbriaların APEC’in patogenezinde önemli 

olduğunu bildiren araĢtırıcıların bulgularını desteklemektedir. APEC’lerin Tip 1 

fimbrialar dıĢında insan ve memeli hayvanlarda özellikle üriner sistemde infeksiyon 

file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib15
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib15
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib15
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib15
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib15
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib15
file:///D:\tez\Virulence-associated%20genes%20in%20Escherichia%20coli%20isolates%20from%20poultry%20with%20colibacillosis.htm%23bib14


51 
 

yapan E. coli izolatlarında belirlenen P fimbrialar gibi farklı fimbrialarda 

sentezledikleri ortaya konulmuĢ (Babai ve ark., 1997) ve P fimbrialar değiĢik 

ülkelerden toplanan APEC izolatlarının %78’inde belirlenmiĢtir (Van den Bosch ve 

ark., 1993). Knöbl ve ark. (2001), deve kuĢlarından izole edilen E. coli izolatlarında 

suĢların tamamında mannoz dirençli hemaglutinasyon saptamalarına rağmen P 

fimbriaları kodlayan papC geninin varlığını sadece yüksek patojen izolatlarda        

(%12,5) belirlemiĢlerdir.  Janssen ve ark. (2001), pap operonunun varlığını iĢaret 

eden papC genini çalıĢılan suĢların %30 kadarında belirlemiĢler ve papC bulunduran 

izolatların APEC’in daha virülent bir alt sınıfı olabileceğini öne sürmüĢlerdir. 

Delicato ve ark. (2003), papC genini kolibasillozisten izole eden suĢlarda                 

%18,5’inde sağlıklı kanatlılardan izole edilen suĢların ise %6’sında belirlemiĢlerdir. 

Yamamoto ve ark. (1995), DNA hibridizasyonu ile pap operonunu bulundurduklarını 

belirledikleri üriner sistem izolatı E. coli’lerde papEF geninin papC ye nazaran daha 

yüksek düzeyde bulunduğunu göstermiĢlerdir. Bu çalıĢmada izolatların %26’sında 

papEF geni ve %14’ünde papC geni PCR ile tespit edilmiĢtir. Diğer çalıĢmalarda 

APEC izolatlarında P fimbrialara ait genlerin sıklığı %12,5-78 arasında değiĢtiği 

görülmektedir. Bu çalıĢmada elde edilen bulgular, daha önce yapılan çalıĢmalarda 

elde edilen pozitiflik oranları arasında bulunmaktadır. P fimbrialarla ilgili elde edilen 

farklı bulgular, suĢların coğrafik farklılığından ve farklı klinik tablolardan izole 

edilmesinden kaynaklanabilir. Özellikle üriner sistem infeksiyonlarından izole edilen 

E. coli suĢlarında belirlenen S fimbrialar (sfa) ve afimbrial adezinler (afa) 

(Yamamoto ve ark., 1995), APEC’lerin virülens özelliklerinin belirlenmesine yönelik 

çalıĢmalarda belirlenememiĢtir  (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001; Knöbl 

ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). Bu çalıĢmada da, diğer çalıĢmalarla benzer 

Ģekilde kanatlı hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli suĢunun hiçbirinde sfa ve 

afa genleri belirlenemedi.   

 

Serum direnci ile ilgili çalıĢmalarda, Pfaff-McDonough ve ark. (2000), 

kolibasillozis izolatlarının %78,7’sinde, dıĢkı izolatlarının ise %18,7 oranında serum 

direncini kodlayan genlerin varlığını belirlemiĢlerdir. Delicato ve ark. (2003), serum 

direncini kodlayan iss geninin varlığını kolibasillozis izolatların %38,5’inde ve 

kommensal suĢların %16’sında, cvaC genini ise kolibasillozis izolatların %35,5’inde 
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ve kommensal suĢların %10’unda belirlemiĢlerdir. Ngeleka ve ark., (1996) ise, 39 

adet APEC izolatının %72’sinde traT geninin varlığını saptamıĢtır. Bu tez 

çalıĢmasında serum direncinden sorumlu traT geni izolatların %90’ında belirlendi. 

Bu oran diğer çalıĢmalara göre yüksekdir. Bu durum farklı çalıĢmalarda serum 

direncinden sorumlu farklı gen bölgelerinin (iss, cvaC gibi) çalıĢılmasından ya da 

çalıĢmalar arasındaki bölgesel farklılıklardan kaynaklanabilir.  

 

APEC’lerin virülens özelliklerini belirlemek amacıyla yapılan fenotipik ve 

moleküler çalıĢmalarda, en çok belirlenen özelliklerinden yararlanılarak APEC’ler 

için spesifik patotipler saptanmıĢtır. Vidotto ve ark. (1990), kanatlı patojenik E. 

coli’lerin en önemli özelliklerinin kolisin V üretimi, aerobaktin üretimi, serum 

direnci ve hücre invazyonu olduğunu göstermiĢler ve fenotipik olarak aerobaktin 

demir elde etme sistemlerinin varlığı ve serum direncinin birlikte olmasının 

APEC’ler için önemli bir özellik olduğunu açıklamıĢlardır. APEC’lerin virülens 

özelliklerini belirlemek için yapılan moleküler çalıĢmalarda ise, kanatlılarda 

kolibasillozis olgularından izole edilen E. coli’lerde iucD, tsh, fimC, fyuA, irp2, 

papC ve astA olarak adlandırılan yedi virülens geni yaygın olarak belirlenmiĢ ve bu 

özelliklerin dağılımına göre APEC suĢları için farklı moleküler patotipler 

tanımlanmıĢtır (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). 

Ngeleka ve ark. (1996), bu patotiplerden tsh/fim/iuc ve tsh/pap/ıuc’yi sırasıyla         

%53,8 ve %15,4 oranında iç organlardan izole edilen E. coli izolatlarında, Delicato 

ve ark. (2003) ise, bu patotipleri kolibasillozisten elde edilen izolatlarda %37,0 ve   

%11,5 oranında belirlemiĢlerdir. Janssen ve ark. (2001) tarafından yapılan bir 

araĢtırmada da, APEC izolatlarının çoğunluğunun (%79,3)  fimC, iucD ve tsh 

genlerini bulundurduğu belirtilmiĢtir. Bu çalıĢmada fenotipik olarak serum 

direnci/demir elde etme özelliği/hemaglutinasyon özelliği suĢların %90’ında 

belirlenmiĢ, moleküler olarak ise traT/iucD/fimH patotipi ise suĢların %88’inde 

belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar genellikle E. coli suĢlarının patotiplendirilmesinde 

kullanılan virülens özelliklerinin dağılımına temel olan bilgiler sağlaması açısından 

önemli olarak değerlendirilmiĢtir. Ancak tez kapsamında incelenen suĢların 

patotiplendirmesine yönelik ilave bir çalıĢma yapılmamıĢtır.  
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Tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda hemoliz özelliği suĢların tamamında 

fenotipik ve moleküler yöntemlerle negatif bulunmuĢtur. Ekstra intestinal hastalıklar 

yapan E. coli suĢlarında önemli bir virülens özelliği olan hemoliz özelliği APEC’le 

yapılan çalıĢmalarda düĢük oranda ya da tamamen negatif olarak bulunmuĢtur 

(Vidotto ve ark., 1990; Blanco ve ark., 1997; Reingold ve ark., 1999; Knöbl ve ark., 

2001; Da Silveira ve ark., 2002). Hemoliz özelliğinin belirlenmesine yönelik olarak 

yapılan fenotipik ve moleküler testlerin sonuçları birbiriyle tamamıyle uyumludur.   

 

Aerobaktin özelliğinin saptanmasına yönelik yapılan çalıĢmalarda genellikle 

suĢların demir kısıtlayıcı besiyerlerinde üreyebilme kabiliyetleri ve indikatör E. coli 

suĢları kullanılarak biyolojik analizlerle belirlenebilmektedir (Vidotto ve ark., 1990; 

Knöbl ve ark., 2001). Hastalıklı kanatlılardan izole edilen suĢların demir kısıtlayıcı 

besiyerinde üremelerine rağmen, kommensal izolatlarda bu oranın düĢük olduğu 

bildirilmiĢtir (Da Silveira ve ark., 2002). Bu çalıĢmada suĢların tamamı demir 

kısıtlayıcı besiyerinde üremiĢ ve bunların %88’inde aerobaktin özelliğini kodlayan 

gen iucD belirlenmiĢtir. Ġzolatların tamamı demir kısıtlayıcı besiyerinde üremelerine 

rağmen PCR’de iucD gen yönünden negatif bulunmaları; aerobaktin sentezinde rol 

oynayan farklı genler tarafından kodlandığına ait diğer araĢtıcıların (Karch ve ark., 

1999; Janssen ve ark., 2001) bulgularını desteklemektedir.  

 

APEC’le ilgili olarak yapılan çalıĢmalarda Sitotoksik Nekrotizan Faktör 

1(CNF 1) özellikle ĢiĢkin baĢ sendromlu tavuklardan izole edilen E. coli’lerde 

yüksek düzeyde saptanmıĢ (Perreira ve Yano, 1998), ancak  APEC’lerle ilgili diğer 

çalıĢmalarda varlıkları belirlenememiĢtir (Knöbl ve ark., 2001; Da Silveira ve ark., 

2002). Bu çalıĢmada da Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1’in fenotipik ve moleküler 

çalıĢmalarda belirlenememesi bu iki yöntemle elde edilen bulguların uyumlu 

olduğunu göstermektedir.  

 

Tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda izolatların %90’ında hemaglutinasyon 

aktivitesi saptandı ve bunların %26’sının mannoz rezistans özellikte oldukları 

fenotipik olarak belirlendi. Fimbriaları kodlayan genlerin varlığını belirlemek 
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amacıyla yapılan PCR iĢlemi sonucunda, fenotipik yöntemle pozitif olarak saptanan 

180 suĢun 128 (%71.1)’inde fimH geni, 4 (%2.2)’ünde papEF geni ve suĢların 48   

(%26,7)’inde fimH ve papEF genleri birlikte saptandı. Fenotipik olarak MRHA 

pozitif 52 suĢun tamamında papEF geni belirlenirken 28 (%53.8) suĢta papC geni 

belirlendi. Bu bulgular, hemaglütinasyon ve MRHA özelliğinin farklı gen bölgeleri 

tarafından oluĢturulduğunu göstermesi bakımından önemli bulundu. Bu bulgu, 

fenotipik yöntemlerin E. coli virülens özelliklerinin pratik olarak belirlenmesinde 

yarar sağlamasına karĢın, detaylı yaklaĢımlarda bulunabilmek için moleküler 

yöntemlere ihtiyaç duyulduğunu göstermesi bakımından önemli olduğunu ortaya 

koydu. 

 

Serum direncinin belirlenmesine yönelik yapılan fenotipik çalıĢmalarda bu 

özelliğin incelenen tüm suĢlarda ortaya konulması ve bu suĢlarda %90’ında serum 

dirençliliğini kodlayan traT geninin saptanması, bu özelliği kodlayan diğer gen 

bölgelerinin de incelenmesi gerektiğini ortaya koydu.  
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Bu çalıĢmada kanatlı hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli suĢunun virülens 

özellikleri fenotipik yöntemlerle ve bu özellikleri kodlayan genlerin varlığı 

moleküler yöntemlerle araĢtırıldı. ÇalıĢmada alınan sonuçlar aĢağıda maddeler 

halinde verilmiĢtir.  

 Ġncelenen suĢların hemoliz özelliklerinin hem fenotipik hem de moleküler 

olarak bulunmaması sonrasında, bu özelliğin APEC izolatlarında önemli bir 

virülens özelliği olmadığı belirlendi. 

 Aerobaktin demir elde etme sistemlerinin izole edilen tüm suĢlarda fenotipik 

olarak saptanması, APEC suĢlarında bu özelliğin önemli olduğunu ortaya 

koydu. PCR ile yapılan çalıĢmada pozitiflik oranının fenotipik olarak elde 

edilen bulgulara göre düĢük olması, bu özelliği kodlayan (kromozomal, 

ekstrakromozomal) tüm genlerin araĢtırılması gerektiğini gösterdi. Bu 

nedenle virülens özelliklerinin araĢtırılmasında fenotipik yöntem 

kullanılmasının yararlı olduğu, ancak hangi gen/genlerden kaynaklandığını 

belirlemede moleküler yöntemlerin kullanılması sonucuna varıldı. 

 Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1’in hem fenotipik hem de moleküler olarak 

saptanamaması, APEC suĢlarında önemli bir virülens özelliği olmadığını 

düĢündürdü. 

 Ġncelenen suĢlarda hemaglütinasyon özelliğinin yüksek bulunması, bu 

özelliğin virülenste önemli bir faktör olduğunu gösterdi. Ayrıca fenotipik ve 

moleküler yöntemlerle elde edilen hemaglütinasyon ve MRHA özellikleri ile 

ilgili bulguların benzer olması her iki yöntemin bu özelliklerin saptanmasında 

kullanılabileğini ortaya koydu. Moleküler testlerle elde edilen sonuçların 

APEC suĢlarında bu özelliği kodlayan gen bölgeleri hakkında bilgi verici 

olması nedeniyle öenmli bulundu.  

 Ġncelenen suĢlarda serum direncinin yüksek bulunması, APEC suĢlarında bu 

özelliğin virülens için önemli olduğunu ortaya koydu. PCR ile elde edilen 
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sonuçların fenotipik yönteme göre düĢük olması, birden fazla gen bölgesi 

tarafından kodlanan serum dirençliliğinin olduğunu gösterdi. 

 Fenotipik yöntemlerle PCR temelli tekniklerle elde edilen sonuçların uyumlu 

çıkması, kanatlı orijinli suĢların virülens özelliklerini ortaya koymada her iki 

yönteminde yararlı olduğu; ancak, fenotipik testlerin suĢlarda virülens 

özelliklerinin var/yok belirlemesinde, moleküler tekniklerin ise, özellikle 

birden fazla gen bölgesi ile belirlenen virülens özellikleri hakkında detaylı 

bilgi vermesi açısından daha yararlı olduğu sonucuna varıldı.  

Sunulan bu çalıĢmanın ülkemizde kanatlı patojenik E. coli’lere yönelik 

yapılacak çalıĢmalar için yarar sağlayacağı düĢünülmektedir. Bu çalıĢma ile, APEC 

suĢlarında virülensle ilgili birçok parametre hem fenotipik hem de moleküler olarak 

ortaya konulmuĢtur. Günümüzde bazı araĢtırıcılar tarafından APEC suĢları için 

önerilen virülens özelliklerininin değerlendirilmesiyle oluĢturulan patotiplendirme 

yöntemlerine esas olacak temel parametreler sağlanmıĢtır. Bu konuda yapılacak 

çalıĢmaların artması ve detaylandırılması, konu ile ilgili bilgi birikimini artıracaktır.  
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ÖZET 

 

Kanatlı Orijinli Escherichia coli suĢlarının virülens özelliklerinin fenotipik ve 

moleküler metotlarla belirlenmesi 

 

Bu çalıĢmada kolibasillozisli kanatlı hayvanlardan izole edilen 200 adet E. 

coli suĢunda, özellikle ekstra-intestinal infeksiyonlar için önemli olan virülens 

faktörlerinden serum direnci, aerobaktin demir elde etme sistemleri, mannoz duyarlı 

hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz dirençli hemaglutinasyon (P 

fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) özellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik 

nekrotizan faktör 1 gibi virülens özellikleri fenotipik yöntemlerle ve bu özellikleri 

kodlayan genlerin varlığı moleküler yöntemlerle araĢtırıldı.  

 

ÇalıĢmada suĢlar koyun kanlı agar kullanılarak yapılan testle hemoliz üretimi 

ve moleküler olarak hemoliz özelliğini kodlayan gen yönünden negatif bulundu. 

SuĢların tamamının demir kısıtlayıcı besiyerinde ürediği ve bu suĢların %88’inin 

aerobaktin özelliğini kodlayan İucD genine sahip oldukları saptandı. Vero hücre 

kültürleri kullanılarak yapılan toksin analizlerinde suĢların %40’ında ısıya duyarlı 

toksin belirlendi, ancak suĢlarda fenotipik ve moleküler olarak sitotoksik nekrotizan 

faktör 1 belirlenemedi. Ġnsan O grubu ve değiĢik hayvanlara ait eritrositler 

kullanılarak yapılan hemaglutinasyon testi ile suĢların %90’ında hemaglutinasyon 

aktivitesi saptandı ve bunların %26’lık kısmının MRHA özelliğinde olduğu 

belirlendi. Tip 1 fimbriaları kodlayan FimH geni suĢaların %88’inde, P fimbriaları 

kodlayan PapEF geni %26’sında bulundu ve bu izolatların %14’lük kısmının aynı 

zamanda PapC genini de bulundurduğu saptandı. Ancak, suĢlarda S fimbrialar ve 

afimbrial adezinleri kodlayan Sfa ve Afa genleri belirlenemedi. DeğiĢik hayvanlara 

ait serumlarla yapılan testte suĢların tamamında serum direnci fenotipik olarak 

saptandı ve serum direncinden sorumlu TraT geni suĢların %90’ında PCR ile 

belirlendi. 

 

 Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlara göre, APEC suĢlarında en önemli virülens 

özelliklerinin aerobaktin demir elde etme sistemleri, fimbrial adezinler ve serum 

direnci olduğu belirlenmiĢtir. Virülens ile ilgili olarak düĢünülen hemolizin ve 

Sitotoksik Nekrotizan Faktör 1 özelliklerinin, kanatlı orijinli E.coli suĢlarının 

virülensinde önemli olmadığı sonucuna varıldı. Virülens özelliklerinin 

belirlenmesinde fenotipik ve PCR temelli yöntemlerin benzer sonuçlar verdiği 

belirlendi. APEC suĢlarında önemli virülens faktörlerinin birlikte 

değerlendirilmesinin, bu suĢların tiplendirilmesinde daha yararlı sonuçlar vereceği 

ortaya konuldu. 

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, kanatlı hayvanlar, virülens özellikleri. 
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SUMMARY 

 

Detection of virulence properties Escherichia coli orginated from poultry by 

phenotipic and molecular methods 

 

 

In this study, virulence factors (which were particularly important for extra-

intestinal infections) such as serum resistance, aerobactin iron uptake systems, 

mannose-sensitive (type 1 fimbria) and mannose-resistant haemagglutination (P 

fimbria, S fimbria, afimbrail adhesins), alfa-haemolysis and cytotoxic necrotizing 

factor 1 in 200 E. coli isolates from poultry with colibacillosis, were investigated by 

both phenotypic methods and molecular methods by investigating the genes 

encoding these factors. 

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 

ehrythrocytes 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.  

Key Words: Escherichia coli, poultry, virulence properties. 
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