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ONSOZ

Kanatli iiretimi tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de hayvancilik sektoriinde
onemli bir yer almaktadir. Uretimin yogun olarak yapilmasi nedeniyle kanathlarda
bakteriyel etkenlerin neden oldugu infeksiyonlar dnemli ekonomik zararlara neden
olmaktadir. Ekonomik zararlar iki baslik altinda degerlendirilebilir. Bunlardan biri
hastaliklarda olusan oliim ve biiylime geriligi digeri ise sagaltim masraflaridir.
Bunlara ilave olarak sagaltim amagli kullanilan antibiyotiklerin kalint1 birakmasi ve
insan sagligini olumsuz etkilemesi de dnemli olan diger bir sorundur. Kanathlarda
bakteriyel etiyolojilerine gore hastaliklar diisiiniildiigiinde ilk siralarda E.coli’lerin
neden oldugu infeksiyonlar gelmektedir.

E. coli’de viriilens, bir veya daha fazla faktoriin birlikte etkisiyle
olusmaktadir. Herhangi bir etkenin virlilens 6zelliklerinin incelenmesindeki pratik
amag, infeksiyonu Onlemek icin spesifik anti-viriilens mekanizmalarin
gelistirmektir. Insan ve hayvanlarda hastalik yapan E. coli’ler ve onlarmn viriilens
ozellikleri yogun sekilde calisilmustir. E. coli’ler yaptiklari infeksiyonlar ve sahip
olduklar1 viriilens 6zelliklerine gore smiflandirilmistir. Son yillarda kanatli hayvan
endiistrisinin gelismesiyle birlikte bu etkenler iginde kanatli hayvanlarda infeksiyon
yapan ve kanatli endiistrisi agisindan biiyiik ekonomik kayiplara neden olan Kanath
patojenik E. coli’ler (APEC) adi verilen bir grup tizerine g¢aligsmalar artmustir.
Ulkemizde ise kanatli patojenik E. coli’ler ve bunlarin sahip olduklar1 viriilens
ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligsmalar sinirlidir.

Bu ¢alismada, hastalikli kanatli hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli
susunda, Ozellikle ekstra-intestinal infeksiyonlar icin Onemli olan viriilens
faktorlerinden; serum direnci, aerobaktin demir elde etme sistemleri, mannoz duyarl
hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz direngli hemaglutinasyon (P
fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) 6zellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik
nekrotizan faktor 1 gibi viriilens 6zelliklerinin fenotipik yontemlerle arastirilmasi ve
bu 6zellikleri kodlayan genlerin molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir.

Tez konumun belirlenmesinde ve yiiriitiilmesinde bana yol gosteren, yardim
ve ilgilerini esirgemeyen danisman hocam saymn Prof. Dr. Miijgan IZGUR ve tez
izleme komitesi liyesi hocalarim sayin Prof. Dr. Mehmet AKAN ve sayin Prof. Dr.
Feray ALKAN’a, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkan1 hocam sayin Prof. Dr. Nejat
AYDIN ve dgretim iiyeleri; Prof. Dr. Serdar DIKER, Prof. Dr. Hakan YARDIMCI
ve Prof. Dr. Omer M. ESENDAL a, tez calismalarimdaki katkilari i¢in Viroloji
Anabilim Dali Baskanligina ve Aras. Gor. Dr. T. Cigdem OGUZOGLU’na
tesekkiirlerimi sunarim.
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afa afimbrial adezin geni

APEC Avian Pathogenic Escherichia coli
bp base pair

CacCl, Kalsiyum Kloriir

CFA Kolonizasyon Faktér Antijen Agar
cm Santimetre
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DNA Deoksiriboniikleik asit
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EPEC Enteropatojenik E. coli

fim Tip 1 fimbrialar1 kodlayan gen

g Gram
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Kob Koloni olusturan birim

LB Luria Bertani

LT Labil Toksin

mg Miligram

MgCl, Magnezyum Klortir

MgSO, Magnezyum Siilfat

ml Mililitre

MLEE Multilokus Enzim Elektroforezi

mm Milimetre
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MnCl, Mangan Kloriir

MRHA Mannoz Resistans Hemaglutinasyon
MSHA Mannoz Sensitif Hemaglutinasyon
ul Mikrolitre

uM Mikromolar

Na;HPO, Di-Sodyum Hidrojen Fosfat

NaCl, Sodyum Kloriir

NH,CI Amonyum Kloriir

pap Piyolonefritis iligkili fimbrialar (P fimbrialar)’1 kodlayan gen
PBS Pepton Buffer Saline

PCR Polimerase Chain Reaction

pmol pikomol

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
sfa S fimbrialar1 kodlayan gen

ST Stabil Toksin


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

Escherichia coli ilk olarak bakteriyolog Dr. Theodor Escherich tarafindan 1885
yilinda ishalli bir ¢ocugun diskisindan izole edilmis ve “Bacterium (Bacillus) coli
commune” olarak isimlendirilmis olup, su anki adi 1919 yilinda Castellani ve
Chalmers tarafindan verilinceye kadar bu ad kisaltilarak Bacterium coli olarak

kullanilmuigtir (Barnes ve Gross, 1997).

Olen kanatlilarin kalp, karaciger ve dalagindan ilk defa E. coli izolasyonu
Lignieres tarafindan 1894 yilinda rapor edilmis ve bu izolatin kanatli hayvanlar i¢in
patojen olmasina karsin kobay ve tavsanlar i¢in patojen olmadigr bildirilmistir. Daha
sonra buna benzer infeksiyonlar orman tavugu, giivercinler, kugular, hindiler,
bildircin  ve tavuk siirilerinde 1894-1922 yillar1 arasinda  bildirilmistir.
Koliseptiseminin ilk tanimlanmasi tavuklarin taginma esnasinda kolera benzeri bir
hastaliktan Olmesi lizerine yapilan calismaya dayanan bir yayinda 1907 yilinda
aciklanmistir. O zamanki sartlar altinda etken “Bacterium (Escherichia) coli” olarak
tammmlanmis ve etkenin bagirsagi terk ederek aglik, susuzluk, soguk ve kotii
havalandirma gibi kotii kosullar altinda hayvanlarin direnci zayiflayica viriilent
olarak tavuklarda hastalia neden oldugu distiniilmiistir. Kuslarda goriilen
infeksiy6z astim (dermansizlik) ve fel¢ hastaliginda 1923 yilinda E. coli izole
edilmistir. 1938 yilinda ayn1 kulugkahaneden gelen civcivlerde 10 giinliikten kiiglik
yasta pullorum benzeri bir hastalik %15-40 arasinda kayba neden olmus ve
civcivlerde perikarditis, perihepatitis ve karacigerde beyaz renkli odaklar oldugu
belirlenmistir. Bu organlardan yapilan ekimler sonucunda E. coli izole edilmis ve
uygun olmayan kulucka makinalarindan ¢ikan civcivlerde zayiflamaya neden oldugu
ve onlarin infeksiyona duyarliligini artirdigi goriisii 6ne striilmistir. 1938 ve 1965
yillar1 arasinda koligraniiloma ve hava kesesi yangisi, artritis, parmak apseleri,
omfalitis, panoftalmitis, peritonitis ve salpingitis de E. coli’nin rolii belirlenmis ve
infeksiyonlarin agilama ya da dogal viral infeksiyonu takiben olustugu saptanmistir

(Barnes ve Gross, 1997).



Giiniimiizde E. coli infeksiyonlari kanatli endiistrisinde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olurlar. Kolibasillozis kanatli hayvanlar iizerine yapilan
arastirmalarda en sik rapor edilen hastaliktir. Ingiltere kesimhanelerinde yapilan bir
calismaya gore, hastaliktan dolayi tiikketime uygun bulunmayan broiler karkaslarinin
%43 linlin kolibasillozisin karakteristik 6zellikleri olan perikarditis, perihepatitis ve
hava kesesi yangisi gibi hastalik lezyonlarindan dolay1r imha edildigi belirtilmistir.
Ingiltere de kolibasillozisten kaynaklanan kayiplarin miktari, imhann diger nedenleri
ya da tasitmadan kaynaklanan diger kayiplar ile kiyaslandiginda yillik olarak 5 ya da
6 milyon Euro’dur. Buna biiylimenin gecikmesindeki kayiplar, hayvan 6limleri ve
antibiyotik uygulama masraflar1 ve hastalia iliskin degisik uygulamalar eklenebilir

(Yogaratnam, 1995).

1.1. Etiyoloji

Escherichia coli Bacteria aleminin, Proteobacteria boliimii, Gamma proteobacteria
sinifl, Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae ailesi, Escherichia cinsi i¢inde bir
tirdiir. Escherichia cinsi, aerobik veya anaerobik olarak iireyen ve karbon
kaynaklarmi kullanabilen organizmalar1 kapsar. Bu cins i¢inde diger tiirler de

tanmimlanmistir, ancak E. coli bunlar arasinda en yaygini ve en 6nemlisidir (Winn ve

ark., 2006).

E. coli Gram negatif, aside direngli olmayan, uniform boyanan, spor
olusturmayan, 0,6x3,0 um ebatlarinda ¢omak sekilli bir bakteridir. Organizmanin
Olgiileri ve sekli degisebilir. Cogu sus peritirik flagellalar1 ile hareketlidir. E. coli
laboratuvar besiyerlerinde 18-44°C’de iirer. Ureme siiresi ve iireme periyodunda
organizmalarin sayist 1siya baghdir. Nutrient agarda 37°C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra kiigtik, konveks, diizgiin ve renksiz koloniler olustururlar. MacConkey agarda
parlak pembe, EMB agarda ise, koyu yesil siyah metalik parildamali koloniler
goriiliir. Tergitol-7 agarda sar1 renk olusturur. Koloniler genellikle 1-3 mm ¢apinda
ve graniiler yapidadir. Kanli agarda memeli orijinlilerin hemoliz yapma o6zelligi

yaygin iken kanath orijinli olanlarda bu ozellik fazla goriilmez. E. coli sivi



besiyerlerinde kisa siirede bulaniklik olusturur (Barnes ve Gross, 1997; Izgiir, 2006;
Winn ve ark., 2006).

E. coli glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, ramnoz, sorbitol ve
arabinozdan asit ve gaz olusturur, fakat dekstrin ve inositolii ayristiramaz. Izolatlarin
cogu laktozu fermente eder. Adenitol, sukroz, salisin, rafinoz ve dulsitol
fermentasyonu degiskendir. E. coli indol iiretir, metil red pozitiftir ve nitrati nitrite
indirger. Voges Proskauer ve Oksidaz negatiftir ve Kligner’s Iron agarda hidrojen
siilfid olusturmazlar. Kanatli E. coli suslar1 da diger kaynaklardan izole edilenler ile
benzer biyokimyasal Ozelliklere sahiptir (Barnes ve Gross, 1997; Winn ve ark.,
2006).

Dulsitol ve salisin fermentasyonu gibi bazi biyokimyasal 06zelliklerin
APEC(Avian Patojenik Escherichia coli) ile iliskili olduklart diistiniilmiis, ancak
gergekte bu oOzelliklerin suslarin viriilensinden ¢ok serotipleri ile iligkili oldugu
anlasilmistir. Ornek olarak ABD’nin Delaware eyaletinde 1981 ve 1983 yillar
arasinda goriilen kolibasillozisten sorumlu E. coli O35 serotipinin adenitol

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

E. coli’nin fiziksel ve kimyasal etkenlere duyarlilik durumlari diger Gram
negatif bakterilerinkine benzer. Termal inaktivasyon 1sis1 siireye bagli olarak
organizmalarin sayisint %90 oraninda azaltir. Suslarin ¢ogu 60°C’de 30 dk da,
70°C’de 2 dk da inaktive olur. Organizmalar diisiik 1s1da ve dondurulmus ortamlarda
uzun siire canli kalabilirler. Ureme pH 4,5’den asagida ve 9,0°dan yukarida inhibe
olur. Uremeyi inhibe etmek icin organik asitler inorganik asitlerden daha etkilidir.
Ortamda %8,5 itizerindeki tuz yogunlugu tiremeyi baskilar. Stabilize klorin dioksit
iriinii su dezenfektani olarak yiiksek etkilidir (Himathongkham ve ark., 2000).

Somatik “O” antijenleri lipopolisakkarit 6zelliginde olup, 1stya direngli ylizey
antijenleridir. Bu ylizey antijenleri ile hazirlanan spesifik O antiserumlari
kullanilarak makroaglutinasyon ve mikroaglutinasyon testleri ile ortaya konulur. O
antiserumlar1 yiiksek titrelerde antijeni aglutine ederler ve etkenlerin O serotipleri,
antijen-antikor karisimi 50°C’de 24 saat inkiibe edildiginde belirlenir. Kapsiiler ve

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



belirlenmesinde giicliiklere neden oldugundan, izolatlarin 120°C’de 2 saat 1sitildiktan

sonra teste tabi tutulmas: &nerilir (Izgiir, 1997; Winn ve ark., 2006).

Kapsiiler “K” antijenleri %2 oraninda polimerik asitler iceren sekerlerdir ve
bunlar virtilensle iliskilidirler. Hiicre yiizeylerinde bulunurlar, O aglutinasyonunu
engellerler ve 100°C’de 1 saat 1sitma ile uzaklastirilirlar. Cok az sus 121°C’de 2,5
saat 1sitmay1 gerektirir. Isiya duyarhilik temelinde K antijenleri A ve B formlarina
ayrilir. Antiserum canli organizmalarin intravendz inokiilasyonu ile tavsanlarda
hazirlanir. Tiip aglutinasyon titreleri 37°C’de 2 saat veya 4°C’de bir gece inkiibasyon
sonucunda belirlenir. Bu antijenlerin ¢ogu uygun bir sekilde sulandirilan serum

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

Flagellar “H” antijenlerini ¢alismak icin suslar hareketi artiran kosullar
altinda Uretilmelidir. H antijenleri E. coli izolatlarinin antijenik identifikasyonlarinda
stk kullamlmazlar ve patojenite ile iliskili degildirler ve 100°C’de 1s1 ile
yikimlanabilen proteinlerdir. Tiip aglutinasyon testleri 50°C’de 2 saat inkiibasyondan

sonra yapilmalidir (Winn ve ark., 2006).

Fimbrial “F” antijenleri (pilus antijenleri) hiicrelere baglanmada 6nemlidirler
ve bakterilerin tireme ortamlarina bagli olarak sentezlenirler. Fimbrialar ortamda
D-mannoz varliginda aglutinasyon yapip yapmamalarina bagli olarak mannoz
duyarli ve mannoz direngli olarak simiflandirilirlar. Fimbrial antijenlerin varliginin

belirlenmesi i¢in ¢esitli testler gelistirilmistir (Winn ve ark., 2006).

E. coli, onceleri sadece fekal kontaminant bir etken olarak kabul edilmis,
ancak insan ve hayvanlarda o6liime yol agabilen patojen tiplerinin belirlenmesi ile
birlikte E. coli’ye kars1 bakis agisi degismistir. Etken sicakkanli canlilarin normal
gastrointestinal florasinin bir tyesidir. Ancak bazi E. coli suslarinin insan ve
hayvanlarda 6zellikle intestinal infeksiyonlarin yani sira liriner sistem infeksiyonlari,
septisemi ve meningitis gibi ekstraintestinal infeksiyonlara da neden oldugu

belirlenmistir (Orskov ve Orskov, 1985).



1.1.1. E. coli’nin Viriilens Ozellikleri

Ekstra-intestinal E. coli’ler de daha once belirlenmis olan viriilens faktorlerinin bir
kismu kanatlilardan izole edilen E. coli suslarinda da saptanmistir. Bunlar arasinda
adezinler (Tip 1 Fimbrialar, P fimbrialar, S fimbrialar, afimbrial adezinler, Curli
fimbrialar, Istya Duyarli Hemaglutininler), serumun bakterisidal etkilerine karsi
direnclilik, aerobaktin demir elde etme sistemi, toksinler, hemolizin, hareketlilik,
kapsiiler antijen, kolisin V plazmidi, kongo red ile boyanma ve asit tolerans1 APEC
suslarinin igerdigi en onemli viriilens faktorleri olarak belirlenmistir. Ek olarak diger
viriilens faktorlerinin varligini belirlemek amaciyla gesitli ¢alismalar yapilmistir (La

Ragione ve Woodward, 2002).

1.1.1.1. Adezinler; APEC’lerde 6nemli bir viriilens 6zelligi fimbrialardir. Fimbrialar
konak dokularina baglanarak etkenin kolonizasyonunu saglarlar. Bu fimbrialar insan
ve ¢esitli hayvanlarin eritrositlerine baglanarak hemaglutinasyon olustururlar.
Fimbrialarin eritrositlere baglanma oOzelliklerinden yararlanilarak varliklari in-vitro
testlerle belirlenebilir. Hemaglutinasyon 6zelliginin, ortamda D-mannoz varliginda
kaybolup kaybolmamasina gore fimbrialar mannoz sensitif (tip 1 fimbria) ve mannoz
resistans (P fimbria, S fimbria ve afimbrial adezinler) adezinler olarak
siniflandirilabilirler (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).

1.1.1.1.1. F1 Fimbrialar (Tip 1); Tavuklarin solunum kanali epitel hiicrelerine E.
coli’nin baglanma yeteneginde bir viriilens faktoriiniin rol oynayabileceginin kaniti;
hindilerde viriilent ve fimbrial1 bir susun aviriilent ve daha az fimbriali bir susa gore
trake’den temizlenmesinin daha gii¢ oldugu gozlendiginde ortaya konulmustur. Bu
sonuglar viriilent E. coli suslarmin aviriilentlere oranla tavuk trakesinde daha iyi
kolonize oldugu ve bu 6zelligini de tip 1 fimbrialar sayesinde gergeklestirdikleri
yoniindedir. Tip 1 fimbrialarin farinks ve trake epitel hiicrelerine baglanmasi hem in-
vivo hemde in-vitro olarak gosterilmistir (Dho-Moulin ve Lafont, 1984). Bir diger
caligmada ise APEC suslarinin tavuk trake epitel hiicrelerine spesifik baglanmasinin
spesifik anti-tip 1 fimbria serumu ve tip 1 fimbrial adezinin hiicresel reseptorii D-

mannoz ile bloke edildigi belirlenmistir (Gyimah ve Panigrahy, 1988).
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Tip 1 fimbria fimA adi1 verilen bir ana proteinden ve fimF, fimG ve fimH
yardimci proteinlerinden olusmustur. Bunlar E. coli kromozomunda lokalize olan fim
gen yigim tarafindan kodlanmaktadir. Bu y18in 9 genden olusmakta ve bunlarin 7
tanesi ekspresyon promotorunu da iceren eklenebilir bir element tarafindan
gerceklestirilen tek bir operonda yer almaktadir. Tip 1 fimbrialar patojenik E.
coli’lerde patojen olmayan kanatli E. coli suslarina oranla daha fazla bulunmaktadir.
Dozois ve ark. (1992), fimD geninin varligim1 112 APEC izolatinda %74 oraninda
bulmuslar, fakat saglikli hayvanlardan izole edilen suslarda sadece %355 oraninda
oldugunu belirlemislerdir. Wooley ve ark. (1992), tip 1 fimbrialar1 kommensal
suslarin ~ %57,5’sinde  saptamalarina ragmen APEC suslarimin  %100’iinde

belirlediklerini bildirmislerdir.

APEC’te tip 1 fimbrialarin bir¢ok varyanti tanimlanmis ve bunlarin suslarin
serotipleri ile iliskili oldugu gdzlenmistir. Bunlar klasik tip 1A fimbrialardan temel
fimbrial alt {nitelerinin molekiiler agirligt ve immunolojik reaktivitesine gore
ayrilmislardir. Son zamanlarda bir APEC izolatinin fimA geni iizerinde 4 degisken
bolge saptanmis ki bunlarin en az 2 bolgesinin O2 serogrubuna ait izolatlara spesifik
olabilecegi diisiiniilmiistiir. APEC suslarina bagli olarak fimH adezininin fimbrianin
ucunda veya fimbria boyunca bagka bolgede yer aldigi belirlenmistir. Bu farkli
lokalizasyonlarin énemi bilinmemektedir (Suwanichkul ve Panigrahy, 1986; Dho-
Moulin ve ark., 1990).

In-vivo olarak ise, tip 1 fimbria c¢ogunlukla trake, akcigerler ve hava
keselerinde eksprese edilmis ancak bunlarin ekspresyonu kanda veya bagka bir
organda saptanamamustir. Bu durumun tip 1 fimbrialar’in ekspresyonunun in-vivo
cevresel kosullara bagli olarak regiilator genler tarafindan engellenmesinden
kaynaklanmis olabilecegi distiniilmiistiir (Dozois ve ark., 1994; Pourbakhsh ve ark.,
1997).

Tip 1 fimbrialann APEC infeksiyonlarindaki rolii tam olarak
aciklanamamistir. Marc ve ark. (1998), tip 1 fibrialar1 kodlayan fim operonu
¢ikarilmis mutant bir sus kullanarak yaptigi ¢alismada, mutant susun trake ve hava

keselerine kolonize oldugu ancak akcigerlere kolonize olmadigini gostermislerdir.



Tip 1 fimbrialarin APEC infeksiyonlarindaki rolii her ne kadar tartisilabilir
olsa da APEC suslarinin immun sistemle olan iligkisinde rol oynayabilecekleri ve bu
nedenle tip 1 fimbrialarin E. coli’leri fagositozdan koruyabilecegi diisiiniilmiistiir.
Diger ¢aligsmalar ise, serumun bakterisidal etkilerine karsi direncin tip 1 fimbrialar ile
iliskili oldugunu gostermistir (Dozois ve ark., 1992; Wooley ve ark., 1992). Son
olarak tip 1 fimbrialarin fimH adezinleri vasitasiyla mastosit aktivatorii olabilecegi ve
bu aktivasyonun bakterinin fagositozuna ve infeksiyon bdlgesinde nétrofil
toplanmasina yol agabilecegi gosterilmistir. Pourbakhsh ve ark. (1997), ¢ok viriilent
olan APEC suslarimin tip 1 fimbria eksprese etmediklerinde, makrofajlarin
bakterisidal etkilerine karsi direngli olduklarini, ancak bu fimbriay1 eksprese
ettiklerinde ise duyarli olduklarini gostermislerdir. Tip 1 fimbrialarin APEC’in
virtilensi tizerindeki etkileriyle ilgili daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerek mektedir,
Bu konu diger ekstra-intestinal patojenik E. coli’ler, Ornegin {iriner sistem

infeksiyonlarina yol aganlarda da halen tartisilmaktadir.

1.1.1.1.2. P fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler; P fimbrialar, S
fimbrilar (sfa) ve afimbrial adezinler (afa) insan ve farkli hayvan eritrositlerini
ortamda D-mannoz varliginda hemaglutine etme 6zelligindedirler. S fimbrialar ve
afimbrial adezinlerin yapilar1 ve infeksiyonlarin patogenezindeki rolleri hakkindaki
bilgiler sinirli olmasina ragmen mannoz direngli fimbrialar arasinda P fimbrialar iyi
calisitlmistir. P fimbrialar ilk olarak insanlarin iist tiriner sistem infeksiyonlarindan
izole edilen E. coli’lerde saptanmustir. Bunlar bakterilerin iriner sistem epitel
hiicrelerine baglanmalarin1 saglamakta ve piyelonefritis olusumunda Onemli bir
viriilens determinant1 olmaktadir. P fimbrialar, kromozomal olarak yer alan ve 11
genden olusan pap gen grubu tarafindan kodlanmaktadir. P fimbria papA adi verilen
temel fimbrial alt {initesi ve ucunda da papG adi verilen fimbrial adezinden
olusmaktadir. P fimbrialarin en az 11 alt tipi oldugu ve bunlarin da temel fimbrial alt
tinitelerindeki antijenik farkliliklara dayanarak ayrimlarinin yapildig: bildirilmistir. P
fimbrianin reseptor spesifitesi papG adezini ile saglanmaktadir ki, bunun simif I, I ve
III varyant: identifiye edilmistir. Bu varyantlar glikolipidlerin globoserilerinin farkli

izoreseptorlerini tanimaktadirlar ve bu glikolipidler gal-gal disakkaritini igermekte ve



bunun disinda da insan ve farkli hayvan eritrositlerinin mannoz direngli
hemaglutinasyonlarina (MRHA) goére de ayirt edilebilmektedirler (Kallenius ve ark.,
1981).

Cesitli calismalarda APEC suslarinin da insan ve diger hayvanlarda
ckstraintestinal hastaliklara neden olan E. coli’lerde siklikla belirlenen P fimbrialara
sahip olduklari saptanmis, ancak MRHA yeteneginde olan S fimbrialar (sfa) ve
afimbrial adezinlerin (afa) ise diisiik diizeyde kaldig1 belirlenmistir. Achtman ve ark.
(1986), septisemik tavuklardan izole edilen O2 izolatlarinin %52’sinin MRHA
testiyle saptanan P fimbrial adezinler eksprese ettiklerini bulmuslardir. Dozois ve
ark. (1992), septisemili hindi ve tavuklardan izole edilen 112 E. coli izolatiyla
yaptiklar1 bir ¢alismada MRHA ve immunfloresans yoluyla P fimbrial adezin
ekspresyonunu sadece septisemik tavuklardan izole edilen OI18 izolatinda
gozlemlemislerdir. O1 izolatlarinin birindeki P fimbrial adezinin, N-terminal
aminoasit sekanslama, immunblot ve kompetetif ELISA yontemleri kullanilarak,
insanlarda {ist iiriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen E. coli ile iliskili olan P
fimbria’ya ¢ok yakin oldugu gosterilmistir (Pourbakhsh ve Fairbrother, 1994). Van
den Bosch ve ark. (1993), septisemili tavuklardan izole edilen 203 E. coli izolatinin

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

Dozois ve ark. (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada, pap iliskili DNA
sekanslarinin E. coli izolatlarinda yiiksek oranda gozlemlenmis olmasi dikkate deger
bir bulgudur. Septisemik hindilerden izole edilen suslarda, P fimbrialar1 kodlayan
pap genlerini bulunduran izolatlarin 1 giinliik yastaki civcivlerde yiiksek letaliteye
sahip olduklar1 belirlenmistir. Her ne kadar pap iliskili DNA sekanslart serogrup O1,
02 ve O78’deki izolatlarda bulunsa da P fimbrial adezinlerin in-vitro ekspresyonlari
sadece O1 ve O18 izolatlarinda gézlenmistir. Bu izolatlarin PCR ve Southern blot
hibridizasyonu ile daha ileri arastirilmasinda P fimbrial adezinleri kodlayan pap gen
grubunun tam bir kopyasina sahip olduklar1 gdsterilmistir. Ayrica, 6zellikle O78
serogrubuna ait olan izolatlarin P fimbrial adezinleri eksprese etmedikleri belirlenmis
ve bu fimbrialar1 eksprese etmemelerin nedeni olarak ise farkli P fimbrial gruplara

sahip olabilecekleri diisiiniilmistiir (Dozois ve ark., 1995).



P fimbrial adezinlerin APEC’in patojenitesindeki rolleri heniiz tam olarak
ortaya konulamamustir. P fimbrial adezinlerin APEC’lerin in-vitro olarak tavuk trake
ve farinks epitel hiicrelerine baglanmalarinda rollerinin olmadigr ve solunum
sisteminin bu kisimlarinda P fimbrialar igin spesifik reseptorlerin bulunmadigi
bildirilmistir (Van den Bosch ve ark., 1993; Vidotto ve ark., 1997). Pourbakhsh ve
ark. (1997), P fimbriali bir APEC susunu trake i¢ine veya hava keseleri yoluyla
inokiilasyon yaptiklar tavuklarda P fimbriaya karsi spesifik antikorlarin iretildigini
ELISA ile saptamislar ve bu fimbrialarin in vivo olarak iiretildigini gostermislerdir.
Inokiilasyon yapilan tavuklarda trakeye kolonize olan bakterilerde fimbrial adezin
ekspresyonuna immunfloresans ile rastlanilmamistir, ancak aymi tavuklarin hava
keseleri, akcigerler ve i¢ organlarinda P fimbria ekspresyonu goézlemlenmistir. Bu
sonuglar konakg¢idaki lokalizasyonlarina gore P fimbrial adezinlerin de in vivo olarak
ekspresyonlarinin ¢evresel sartlara bagl olarak degistigini gostermekte ve P fimbrial
adezinlerin st solunum Yyoluna ilk kolonizasyonda o6nemli olmadiklart ancak

infeksiyonun ileri asamalarinda rol oynadiklar1 goriisiinii desteklemektedir.

1.1.1.1.3. Curli Fimbrialar; Curli fimbrialar ince, halka seklinde kivrilmis, sag
benzeri ylizeysel uzantilardir ve ilk defa sigir mastitisinden izole edilen E. coli’lerde
belirlenmistir (Olsen ve ark., 1989). Kanath hayvanlardan izole edilen E. coli’lerde
yapilan arastirmalarda varligi belirlenmesine ragmen curli fimbrialarin kanatl
koliseptisemisindeki rolii heniliz tam olarak belirlenememistir (Collinson ve ark.,

1993).

1.1.1.1.4. Istya Duyarlh Hemaglutininler; Provence ve Curtis Il (1994), tarafindan
bir APEC susunda diisiik sicakliklarda eksprese edilen (26-30°C) ve 42°C’de
baskilanan bir hemaglutinasyon aktivitesi saptamislardir. Bu durum 1siya duyarh
hemaglutinasyon olarak isimlendirilmistir. Bu sustan tsh geni klonlanmistir. Bu
genin kodladigi Tsh proteininin APEC’in patogenezisindeki fonksiyonu her ne kadar
tam olarak agiklanmamis olsa da kanath orijinli E. coli izolatlarinda varlig

bildirilmistir.



1.1.1.2. Serumun Bakterisidal Etkilerine Kars1 Direnclilik; Serumdaki
komplementin bakterisidal etkilerine karsi direng; kapsiil, lipopolisakkarid, ColV
tiretimi ve dis membran proteinleri sayesinde saglanmaktadir ve bunlar septisemik
kanath orijinli APEC izolatlar ile iliskilidirler (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).
Ornegin Ellis ve ark. (1988), hindilerden izole ettikleri E. coli izolatlartyla yaptiklari
bir ¢alismada, damar i¢i olarak inokiile ettikleri 3 haftalik hindilerde serum direnci
ile etkenin viriilensi arasinda yakin bir iliski oldugunu gostermislerdir. Dozois ve ark.
(1992), serum direngliliginin septisemik hindilerden elde edilen izolatlar ve
septisemik civcivlerden elde edilen izolatlardaki letalite ile iligkili oldugunu
septisemik ve saglikli kanatlilardan elde edilen 175 E. coli izolatinin kullanildigr bir
calismada gozlemislerdir. Tke ve ark. (1992), septisemik tavuklardan elde edilen 115
E. coli’de serum duyarliligi ve bir giinliik civcivlerde goriilen letalite arasinda giiglii
bir iliski bulmuslardir. Wooley ve ark. (1992), yine septisemik ve saglikli
kanathilardan saglanan izolatlar arasinda gii¢lii bir iliski bulmustur. Nolan ve ark.
(2003), viriilent ve komplemente direngli olan bir APEC izolatindan, aviriilent bir
komplemente duyarli mutant tiretmislerdir. Bu mutant saha susundan 16.2 kDa’luk
bir dis membran proteinini (traT) kodlayan traT geninin silinmesiyle olusturulmus ve
bunun komplemente karst olan direngten sorumlu oldugu gosterilmistir. Ayrica baska
aragtirmalarda serum direngliliginin septisemiyle iliskili oldugu belirlenmis ve
komplement direncinin civcivlerde letalite ile iliskili oldugu gdsterilmistir
(Montenegro ve ark., 1985; Berkhoff ve Vinal, 1986). Ayrica, APEC izolatlarinda
traT geni disinda iss geni ve cvaC geni gibi serum direncinden sorumlu genlerin

varligida bildirilmistir (Delicato ve ark., 2003).

1.1.1.3. Aerobaktin Demir Elde Etme Sistemi; Hayvanlarin fizyolojik sivilarindaki
yaklasik olarak 10™® mol. L™ olan diisiik serbest demir yogunlugu, yaklastk 10 Ik
yogunluk gerektiren bakteriyel iireme icin yeterli olmamaktadir. Invazif karakterde
olan birgok patojenik bakteri, konak¢inin transferin gibi sideroforlar1 ile yarisabilen
ve boylelikle diisik demirli g¢evrelerde bakteriyel iiremeyi destekleyen yiiksek
afiniteli demir baglayici sistemler gelistirmistir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).
APEC’ler demir elde edebilmek igin transferin ile yarisan demir elde etme sistemleri

ve sidereforlar (Aerobaktin ve enterobaktin) iireterek demir yoklugunda konakta
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hayatta kalabilirler (Dho-Moulin ve Lafont,1984). Montgomerie ve ark. (1984), insan
septisemi izolatlariin %75 inin aerobaktin tlirettigini belirlemislerdir. Lafont ve ark.
(1987), aerobaktin genlerini viriilent tiirlerde belirlemis ve aviriilent tiirlerde
olmadigimt bildirmislerdir. Aerobaktin genleri ¢ogunlukla izolatlarda kromozomal
olarak bulunsa da, plazmid ya da kromozomal olarak tasinabilir. Ayrica diisiik demir

varliginin bakterilerin tiremesini sinirladig belirlenmistir (Payne, 1988).

Bolin ve Jensen (1987), hindi septisemilerinde E. coli’nin virtilensi ve demir
elde edilebilirligi arasinda baglantt kurmuslar ve ¢esitli c¢alismalarla APEC
izolatlariin ¢ogunlugunun demir elde edici sistem aerobaktine sahip oldugunu
gostermislerdir. Dozois ve ark. (1992), septisemik tavuklardan izole edilen E.
coli’lerin %98 ve septisemik hindilerden izole edilenlerinde %73 oraninda aerobaktin
demir elde etme sistemine sahip oldugunu belirlemiglerdir. Dho-Moulin ve Lafont
(1984), demirin simirli oldugu kosullarda kanatli patojenik E. coli’lerin ¢ogalma
yetenegi ile giinliik civcivlerde letalite arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, APEC izolatlarinda aerobaktin disinda demir baglayici protein (irp2) ve
yersiniabaktin (fyuA) gibi demir elde etme sistemlerini kodlayan genlerinin varligi da

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

1.1.1.4. Toksinler; APEC 02, 045 ve 0109 serotiplerinde tavuk letal toksin varligi
rapor edilmistir (Truscott, 1973). Ancak bu toksin APEC’te yaygin degildir.
Enterotoksijenik serotipler O8 ve 0149 septisemi ile tavuk enteritislerinde goriiliir.
Bu izolatlar genellikle 1siya duyarli toksin (LT) ve 1siya dayanikli toksin (ST)
sentezler. Bu toksinleri tasiyan genler plazmid, transpozon veya bakteriyel
kromozomlarda bulunabilirler. ETEC’den kaynaklanan tavuk ishalleri nadiren rapor
edilmistir. Verotoksijenik E. coli’ler (VTEC) kanatlilardan izole edilmekle birlikte,
tavuk hastaliklarinda biiyiik bir neden olarak gosterilmezler. Enteroinvazif (EIEC),
enteropatojenik (EPEC) ve enterohemorajik (EHEC) E. coli’ler, diger evcil
hayvanlarda siklikla izole edilir ve bunlar kanatli hayvanlarda O1, O2 ve O78
serotiplerinden daha az siklikta hastaliga neden olur. Memelilerde ekstra-intestinal
infeksiyonlardan izole edilen E. coli’lerde varligi belirlenmis olan Sitotoksik
Nekrotizan Faktor 1 (CNF 1) kanatli izolat1 E. coli’lerde nadiren belirlenmistir (Dho-
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Moulin ve Fairbrother, 1999). Blanco ve ark. (1997), 625 kanatlh izolatindan sadece
%?7’sinin toksijenik oldugunu belirlemistir. Salvadori ve ark. (2001), APEC
izolatlarinin tavuk embriyo fibroblast ve primer tavuk bobrek hiicrelerinde sitotoksik
etkiler olusturdugunu bulmuslardir. Yabani kanathlardan izole edilen APEC
086:K61’1n sito letal toksin iiretme yeteneginde oldugu belirlenmistir. Bu APEC,

invaziflik ve etkileri agisindan EPEC’ e benzerlik gostermektedir.

1.1.1.5. Hemolizin; E. coli’ler alfa ve beta hemolizin sentezler. Alfa-Hemolizin
konak hiicre proteinlerini hasara ugratir. Insanlar ve memeli hayvanlarda ekstra-
intestinal infeksiyonlara neden olan E. coli’lerin patogenezisinde hemolizin’in
eritrositleri pargalayarak etkenlerin demir ihtiyacini saglamasinda énemli bir viriilens
ozelligi oldugu diisiiniiliir (Orskov ve Orskov, 1985). Alfa-Hemolizin iiretiminden
yoksun birakilan mutantlarda viriilensin azaldigi belirlenmistir. APEC izolatlarinin
az bir kisminin hemolizin irettigi ancak bunlarin koyun kam katilmis besiyerinde
alfa-hemolizden farkli bir hemolize neden oldugu bildirilmistir (Reingold ve ark.,
1999). Blanco ve ark.(1997), tavuklardan izole edilen 625 E. coli izolatindan sadece

%2,6’sm1n hemolizin iirettigini bildirmislerdir.

1.1.1.6. Hareketlilik; Nadir olarak hareketsiz suslar izole edilmesine ragmen ¢ogu
APEC susunun peritrik flagellalar1 sayesinde hareketli olduklar1 belirlenmistir.
Flagellasiz bir APEC mutantinin kullanildigi ¢alismalarda (La Ragione ve ark.,
2000a; La Ragione ve ark., 2000b), tavuk bagirsak ve trake hiicrelerine bu susun
baglanmasinda azalma oldugu belirlenmislerdir. Arastiricilar, bu nedenle flagellanin
mukus tabakasini gecerek adezyonun olugmasinda bir 6zellik oldugunu ve ayrica
kolonizasyon, invazyon ve tavuklarda kalicilik agisindan 6nemli oldugunu da

bildirmislerdir.

1.1.1.7. Kapsiiler Antijen; K1 kapsiil antijeninin varligt APEC izolatlarinda
belirlenmis ve etkenlerin infeksiyon yapma yetenegi acisindan 6nemli bir viriilens

faktorii oldugu gosterilmistir (Bree ve ark., 1989).
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1.1.1.8. Kolisin V Plazmid; Cogu APEC izolatinin kolisin V geni (ColV) tasiyan
plazmidlere sahip olduklar1 belirlenmistir. Aerobaktin demir elde etme sistemini
kodlayan genlerin de tamaminin bu plasmidlerde yerlesik oldugu gosterilmistir (La
Ragione ve Woodward, 2002).

1.1.1.9. Kongo Red ile Boyanma; Cogu viriilent kanatl E. coli izolatlari, Kongo
Red ile boyanma 6zelligindedir. Bu iliski kesin olmasa da eger izolatlar Kongo Red
ile boyantyorsa invazif olduklari diisiiniiliir. Infekte kanatlilarin lezyonlarindan izole
edilen E. coli izolatlarinin tamaminin boyanmasina ragmen, kloaka, trake ve kanatl
barinaklarindan izole edilen izolatlarda bu oran %50 oraninda belirlenmistir

(Berkhoff ve Vinal, 1986).

1.1.1.10. Asit Toleransi; APEC izolatlarinin in-vitro testlerde kanatli hayvanlar igin
patojen olmayan E. coli’lere nazaran aside kars1 direngli olduklar1 gosterilmistir. Bu
ozelligin APEC’lerin kanatlilarin asidik sindirim sisteminde hayatta kalabilmesine

yardimci oldugu diisiiniilmiistiir (La Ragione ve Woodward, 2002).

1.2. Epidemiyoloji

Kanath hayvanlarin sindirim kanali E. coli’nin dogal konagidir ve E. coli’lerin biiyiik
¢ogunlugu patojen degildir. Fakat Avian Pathogenic Escherichia coli ya da “APEC”
olarak adlandirilan bir boliimii  belirli serotiplere ait olan “Kolibasillozis
Sendromlar1” ile iliskilidir. Kolibasillozis, Kanatli Patojenik Escherichia coli
(APEC) ile direkt ya da kismi olarak ilgili sistemik ya da lokalize infeksiyonlari
icerir. Bu sendromlar ile iliskili lezyonlar ve onlarin goériiniisleri hayvanlarin yasina
gore degisebilir (sar1 kesesi infeksiyonu, koliseptisemi, kronik solunun hastaligi,
salpingitis, derinin kronik yangisi, siskin bas sendromu, osteomiyelitis). Lezyonlar
sadece E. coli yi gostermez, ¢lnkii diger firsatg1 patojenler de E. coli benzeri
infeksiyonlara neden olabilirler. Memelilerde kolibasillozis birincil olarak bagirsak
hastaligidir, fakat kanatlilarda konak savunmasi kirildiginda sekonder etken olarak
ya da viriilent bir E. coli susu ile tipik olarak sistemik ya da lokalize infeksiyonlar

olustururlar. Diger infeksiyon etkenleri ya da infeksiydz olmayan etkenler hazirlayict
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faktorlerdir. Escherichia cinsi iginde yer alan ve E. coli ile iliskili bir tiir olan E.
fergusonii hindilerden izole edilmistir, fakat onun potansiyel patojen rolii

bilinmemektedir (Farmer ve ark., 1985).

Kanathlarda E. coli'nin en 6nemli kaynagi hayvanlarin sindirim kanalidir.
Bagirsakta bulunan E. coli’lerin %10-15’inin potansiyel olarak patojenik serotiplere
ait serotipler olduklar1 belirlenmistir. Tavuklarda, E. coli konsantrasyonu diski
materyalinin her graminda yaklagik olarak 10° kob (koloni olusturan birim) olarak
belirlenmistir. En yiiksek E. coli konsantrasyonu 3 haftaliktan kiigiik hayvanlarda,

sindirim kanalinin posteridriinde saptanmistir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).

E. coli tozlar aracilig1 ile ¢ok kolayca tasinabilir (Oyetunde ve ark, 1978).
Kanatli yemlerinde toz ile kontaminasyon sonucunda yemin her graminin 10° kob E.
coli igerebilecegi belirlenmis ve bunlardan kanath patojenik E. coli serotiplerinin
belirlenmesi 6nemli bir kanit olarak ortaya siiriilmiistiir. Bu bakteriler gida ve igcme
suyunda da bulunabilir. Ayrica E.coli etkenlerinin digkilarda fazla oranda bulunmasi
nedeniyle olusan yumurta bulasmalarinda, mikroorganizmanin kulugkalanma
esnasinda fazla miktarda tiremesine ve dolayisiyla ¢ikimdan sonraki ilk donemde
olimler sekillenebilmektedir. Eger kulugkada o6zellikle de ¢ikim makinesinde
kontaminasyonlar olusmussa, oliim diizeyleri artmaktadir. Bu kontaminasyonda
damizlik kiimeslerde yumurta toplama sikligi da dahil olmak iizere kulugkalik
yumurta bakim-idaresinde problemler (yer yumurtasinin fazla olmasi, eksik
fumigasyon, yanlis depolama vs.) rol oynamaktadir (Jordan ve Pattisson, 1996; Dho-
Moulin ve Fairbrother, 1999).

Kanatlilardan izole edilen ¢ogu APEC susu sadece kuslar icin patojendir ve
insanlar ya da diger hayvanlar i¢in diisiik bir risk olustururlar (Caya ve ark., 1999).
Fakat insanlarin 6nemli bir enterohemorajik patojeni olan ve shiga toksin iireten E.
coli O157/H7 ye tavuklar olduk¢a duyarlidirlar. Ancak, tavuk ve hindilerde ¢esitli
cografik alanlarda dogal infeksiyon ¢ok az gorilmiistir (Guo ve ark., 1998;
Heuvelink ve ark., 1999; Pilipcinec ve ark., 1999). Ayrica kesimhanelerde bu etken
ile kanatlh etleri kontamine olabilir, kontamine hindi etlerinden kaynakli gida iliskili

salginlar bildirilmistir (Beery ve ark., 1985; Doyle ve Schoeni, 1987; Griffin ve
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Tauxe, 1991; Stavric ve ark.,1993). Sehir giivercinlerinde shiga toksin {lireten
E. coli’ler ile klonal iliskili E. coli infeksiyonlar1 %6-16 oraninda saptanmis ve
infeksiyonun geng giivercinlerde yaslilara oranla daha fazla oldugu bildirilmistir
(%8,2 ye karst %17,9). Giivercinler bu organizmanin dogal konagi olabilirler
(Dell'Omo ve ark., 1998; Schmidt ve ark., 2000; Morabito ve ark., 2001). iskogya da
sigirlardan izole edilen E. coli O157’ler ile yabani kazlardan izole edilenlerin
molekiiler epidemiyolojik olarak iliskili olduklar: belirlenmistir (Van den Bogaard
ve ark., 2001).

Kanatli hayvanlarin bagirsaklarinda 1siya direngli enterotoksinler i¢in duyarh
reseptorlerin varligi belirlenmistir (Krause ve ark., 1995), fakat insanlarda ishalli
olgulardan izole edilen 1s1ya direngli ve duyarli toksinler sentezleyen serotipler ve
suslar kanathi hayvanlardan ¢ok nadir olarak izole edilmistir (Akashi ve ark., 1993;

Blanco ve ark., 1997).

Kanatlilarda ve diger hayvanlarda patojen E. coli’lerin 6zellikleri ortaktir ve
kanatli suglart antibiyotik direnci ve virlilens Ozelliklerini kodlayan genler ve
plazmidlerin bir kaynagi olabilirler (Lafont ve ark., 1987; Chulasiri ve Suthienkul,
1989). Benzer antibiyotik diren¢ durumlar1 bu kanathi hayvanlar ile ¢alisan
insanlardan izole edilen E. coli’lerde goriilmiistiir, kimi olgularda spesifik suslar,
kanatl hayvanlar ve isciler arasinda ortaktir. Bu bulgular direngli organizmalar ya da
plazmidlerin kanatlilardan insanlara gecisinin yaygin oldugunu isaret eder (\VVan den
Bogaard ve ark., 2001). Bu o6zelliklerinden dolay1 kanatli patojenik E. coli’ler gida

iliskili patojenlerin yeni bir sinifi olarak dnerilmektedir (Smith ve ark., 2007).

1.3. Patogenez

Son yillardaki biyoteknolojik ¢alismalar sayesinde Kanatli patojeni E. coli’lerle
iliskili hastalik lezyonlarimin nasil gelistigi ve APEC’in bu lezyonlar1 hangi
mekanizmalarla olusturduguna dair bilgiler oldukga artmistir. Patojen etkenin birincil
giris yeri saglikli hayvanlarin sindirim kanalindan sagilan E. coli’ler ile kontamine

toz parcaciklarimin solunum yolu ile alinmasina bagli olarak solunum kanalidir.
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Bagirsaklar Avian Patojenik E. coli’lerin en &nemli kayna@idir. Ust solunum
yollarinda ilk c¢ogalmanin ardindan, bakteriler hava keseleri ve akcigerler olarak
bilinen esas solunum alamna yerlesirler. Ugiincii asamada, bakteriler kana ulasirlar

ve kalp, karaciger ve dalak gibi i¢ organlara kolonize olurlar (Jordan ve Pattison,
1996).

Genellikle tim invazif E. coli suslar1 gibi APEC’lerin de tipl fimbria
urettikleri  belirlenmistir ve bu fimbrialarin bakterilerin  solunum kanalina
kolonizasyonunda 6nemli bir rolii oldugu ileri siiriilmektedir (Dozois ve ark., 1992;
Wooley ve ark., 1992; Pourbakhsh ve ark., 1997). Ancak P fimbrialarin E. coli’nin
solunum kanalina kolonizasyonu ile ilgili mekanizmalar tam olarak
aciklanamamustir. Bu faktoriin, infeksiyonun ileri asamalarinda O6nemli oldugu
diistiniilmektedir (Pourbakhsh ve Fairbrother, 1994; Pourbakhsh ve ark., 1997).
APEC’in solunum epitelini gecisi, mukoza ve submukozanin derinlerine inmesinin
mekanizmasi tam olarak hala belirlenememistir (Mainil, 2007). APEC’ler, kan
dolagimina ulastiklarinda konak organizmanin immun sistemi ile Kkarsilasir.
Bakterilerin yiizeylerindeki O ve K antijenlerinin varliginin APEC’lere kendilerini
immun sistemin etkilerinden korumalarina yardim ettigi diistiniiliir. Bunun disinda
APEC’lerin traT, iss ve cvaC gibi etkene serum direng 6zelligi kazandiran spesifik
proteinler trettikleri belirlenmistir (Montenegro ve ark., 1985; Berkhoff ve Vinal,
1986; Nolan ve ark., 2003). Fakat etkenlerin karsilastiklar1 bir diger sorun hayatta
kalmalar1 ve tiremeleri i¢in gereken serbest demir yogunlugunun konak dokularinda
cok diistik (yaklasik 10718 mol/L) diizeyde olmasidir. Bakterilerin canli viicudu i¢inde
demir elde etmek amaciyla cesitli demir elde etme sistemleri (siderefor)
gelistirdikleri belirlenmistir. E. coli’nin en giiglii sideroforlarinin enterobaktin ve
aerobaktin oldugu belirlenmis ve APEC’lerde aerobaktinin daha avantajli oldugu
anlasilmistir (Dho-Moulin ve Lafont, 1984). Hemolizinlerin tiretiminin E. coli’lerin
patogenezinde onemli bir 6zellik oldugu belirlenmis (Orskov ve Orskov, 1985),
ancak bu 06zellik APEC’lerde nadiren bildirilmistir (Blanco ve ark., 1997). Cesitli
caligmalarda ¢ok az APEC’in farkli sitotoksinler iirettigi belirlenmis (Tsuji ve ark.,
1990; Emery ve ark., 1992; Blanco ve ark., 1997), ancak, APEC infeksiyonlari

esnasinda hiicre ve doku hasarmin heniiz belirlenmemis toksinlerden ya da sadece
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konagin yangisal cevabindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Vidotto ve ark., 1997;
Mainil, 2007).

1.4. Semptomlar

Kolibasillozisin semptomlar etkiledikleri sisteme gore degismektedir. Kanatlilarda,
E. coli’nin primer veya sekonder olarak etken oldugu infeksiyonlar, solunum sistemi
kolibasillozisi, koliseptisemi, salpingitis, artritis, sinovitisler, koligranuloma,

embriyonik 6liimler, omfalitis ve yumurta sar1 kesesi yangisidir (I1zgiir, 2002).

APEC tavuk, hindi, ordek ve diger kanatli tiirlerinde ishal gelisiminin
gbzlenmedigi daha ¢ok ekstra intestinal dokularin infeksiyonu ile iliskilidir. Yumurta
ylizeyinin fekal kontaminasyonunu takiben, yumurta inkiibasyon doneminin
sonlarinda, yumurta sar1 kesesi infeksiyonlar1 sikg¢a goriilmektedir. Bunlar
embriyonal ve kulugka sonrast 3 haftaliga kadar olan geng¢ kanatlilarin Sliimiiyle
sonuglanmaktadir. APEC in neden oldugu en onemli hastalik sendromu hava kesesi
yangist veya hava kesesi hastalig1 olarak da tanimlanan bir solunum kanali hastalig
olarak baglamaktadir. Eger bu asamada kontrol edilmezse poliserozitis olarak kendini
belli eden bakteriyemi ve generalize infeksiyona doniisebilmektedir (Barnes ve

Gross,1997).

Solunum yolu kompleksi, 4 ila 9 haftalik yastaki kanatlilarda gézlenmekte ve
%20 oraninda mortalite, gelisme geriligi, beslenme yetersizligi ve kesimhanelerde
yiiksek kayip ile Orneklenebilecek ekonomik kayiplara yol agmaktadir. APEC’in
solunum yolu infeksiyonu, Newcastle Hastalign Virusu (NDV), infeksiydz Bronsitis
Virusu (IBV) ve Mycoplasma gallisepticum veya NDV, IBV as1 suslar1 gibi solunum
yolu ajanlarinin yol a¢tig1 infeksiyonlar sekonder olarak gelismektedir (Nakamura ve
ark., 1992). APEC infeksiyonuna karsi kanatli hayvanlarin duyarliligi, ortamda
bulunan amonyak ve toza maruz kalma sonrasinda hayvanlarin iist solunum yolu
epitel hiicrelerindeki silialarin kaybindan kaynaklanmaktadir. APEC’in istirak ettigi
solunum yolu infeksiyonu depresyon, ates ve 6liim ile sonuglanmaktadir. Solunum
yolu lezyonlar: serozden fibrindze degisen eksudatin goriildiigii hava kesesi yangisi,

baslangigtaki heterofil infiltrasyonunu izleyen mononiikleer fagosit artisini
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icermektedir. Daha generalize infeksiyonlarda, perikarditis, peritonitis ve karacigerin
safra ile boyanmasi, nekrotik odaklarin varligi veya yoklugu ile seyredebilmektedir.
Yumurta tavuklarinda APEC sol abdominal hava kesesi yoluyla oviduktu infekte
edip salpingitis ve yumurta verimi kayiplarina yol acabilmektedir. Bunun yaninda
APEC ovidukt yoluyla peritoneal bosluga sporadik olarak invaze olup peritonitis ve
6liime neden olabilmektedir (Barnes ve Gross,1997). Broilerler, broiler damizliklari
ve anaglarda APEC Siskin Bas Sendromu olarak da bilinen ve hindi rhinotracheitis
virusu veya IBV, NDV gibi diger viruslar ile olusan infeksiyonu takiben 6zel bir
sendroma yol acgabilmektedir. Bu sendromda gozlenen semptomlar seliilitis, yiiz
derisinde ve periorbital dokularda 6demi igermektedir (Aydin ve ark., 1993).
Broilerlerde APEC seliilitis, karm alti ve butlarda nekrotik dermatitis ile iligkili
olmaktadir. Bu hastalik son yillarda daha sik¢a rapor edilmekte ve klinik semptom ve
Olimlere yol agmasa bile kesimhanelerde subkutandéz fibrinéz lezyonlar nedeniyle
1skartaya yol agmas1 yoniinden fazla ekonomik kayiplarla sonu¢lanmaktadir (Elfadil
ve ark., 1996). Her ne kadar, enterotoksijenik E. coli’lerin kanatlilarda bazi
zamanlarda ishal salginlarina yol agtigi gozlense de APEC genel olarak intestinal

hastaliklarin sebebi olarak gosterilmemektedir (Akashi ve ark., 1993).

1.5. Teshis

Kanath kolibasillozisinin teshisi, oncelikle, klinik goriiniim ve hava kesesi yangisi,
perihepatitis ve perikarditis gibi lezyonlarin goriilmesine dayamr. Fakat bu
lezyonlarin diger patojen etkenler tarafindan da olusturulabilecegi unutulmamalidir

(Barnes ve Gross,1997).

1.6. Ayirici Teshis

Hava kesesi yangisi Mycoplasma spp. veya Chlamydophila spp. infeksiyonlari
sonucunda olabilir. Perikarditis bazen Chlamydophila spp. infeksiyonlar1 ile
perihepatitis Salmonella spp. ya da Pasteurella spp. infeksiyonlar ile iliskilidir.
Kolibasillozisin diger goriiniimleri etiyolojiye gorede degisebilir. Boylece,

Aerobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Salmonella spp., Staphylococcus spp.
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ya da Enterococcus spp. gibi mikroorganizmalar sar1 kesesinden saf olarak izole
edilebilir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).

Akut septisemiler Pasteurella spp., Salmonella spp., ya da Streptococcus spp.
infeksiyonlarindan kaynaklanabilir. Sinovitis ve artritis viral infeksiyonlar,
Mycoplasma synoviae, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. ya da Streptobacillus
moniliformis infeksiyonlarinin sonucunda olabilir. Graniilomlar bazen viral ( Marek
Hastalig1) veya bakteriyel (Mycobacterium avium) infeksiyonlardan kaynaklanabilir
(izgiir, 2002).

1.7. Laboratuvar Muayeneleri

1.7.1. Bakteriyoskopi; Lezyonlu bolgelerden hazirlanan preparatlar Gram boyama
yontemi ile boyanmir. Gram negatif ¢omak tarzinda etkenlerin goriilmesi E. coli

olasiligini giiglendirir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).

1.7.2. Kiiltiir; izolasyon kalp kanindan ve infekte dokulardan herhangi bir bagirsak
kontaminasyonuna dikkat edilerek alinan orneklerden yapilir. Ekimler kanl agar,
EMB agar veya MacConkey agar gibi uygun bir besiyerine yapilmalidir. 24 saat
37°C’lik inkiibasyondan sonra iireyen koloniler biyokimyasal testler ile incelenir.
Escherichia coli oldugu belirlenen izolatlarda, etkenlerin serumun bakterisidal
etkilerine kars1 direnci, tavuk ve ¢esitli memeli hayvanlardan elde edilen serumlar
kullanilarak belirlenebilir, serum direncinden sorumlu oldugu bilinen proteinlerin
varlhigi ELISA ile belirlenebilir. Aerobaktin demir elde etme sistemleri, demir
baglayict maddeler katilmis besiyerlerinde etkenlerin iiremesi, indikatoér suslar
kullanilarak biyolojik testler ve ELISA gibi immunolojik testler ile yapilir.
Etkenlerin mannoz duyarli hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz direngli
hemaglutinasyon (P fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) ozellikleri
fenotipik olarak insan ve gesitli hayvanlardan elde edilen eritrositler kullanilarak ya
da ELISA ile bu fimbrialarin varlig: belirlenebilir. Alfa-hemoliz, koyun kani katilmis
besiyerlerinde iireyen kolonilerin hemoliz yapip yapmamalarina gore degerlendirilir.

Sitotoksik nekrotizan faktor 1 ise, Vero ve Hela hiicre kiiltiirlerinde yaptiklari
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degisiklikler veya hayvan deneyleri ile belirlenebilir. (Dho-Moulin ve Fairbrother,
1999).

1.7.3. Serolojik Testler; E. coli’den kaynaklanan hastalikla iligkili serotipleri
belirlemek i¢in diinyada ¢ok ¢esitli bolgelerde calismalar yapilmistir. Avian
Patojenik E. coli ’ler hakkinda yapilan ilk ¢alismalarda en sik rastlanan serotipler O1,
02, 035 ve O78 olarak belirlenmistir (Barnes ve Gross, 1997). Dozois ve ark. (1992)
tarafindan, Kanada da kanatli hayvanlarda kolibasillozis olgularindan izole edilen
112 adet E. coli izolati ile yapilan bir ¢alismada, toplam olarak 16 serotip belirlenmis
ve bunlar arasinda O78 (%52) ve O1 (%6)’in en sik belirlenen serotipler olduklari
bildirilmistir. Uygulamaya konulan diger ¢alismalarda, O8, O15, O18, O35, O88,
0109, O115 ve O116 gibi diger serotipler bulunsa da en ¢ok bulunan ve en patojenik
serotiplerin O1, O2 ve O78 oldugu ve bunlarin arastirilan tiim stoklarda %15°ten
%61’e degisen oranlarda bulundugu bildirilmistir (Brée ve ark., 1989; Dho-Moulin
ve ark., 1990; Babai ve ark., 1997; Blanco ve ark., 1997; Dho-Moulin ve Fairbrother,
1999). Yapilan bu caligmalar sonucunda cografik alanlara gore degisiklikler
olmasina ragmen en ¢ok rastlanilan serotiplerin Ol, 02, O35 ve O78 oldugu
kesinlesmistir. Blanco ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir c¢aligmada,
kolibasillozisli tavuklardan izole edilen 458 ve saglikli tavuklardan izole edilen 167
E. coli izolat1 serotipleri yoniinden karsilastirilmis ve 62 farkli O serotipi bulunmus
ve bunlarin sadece %15’inin O1, 02, O35, 036 ve O78 serotiplerine ait olduklari
bildirilmistir. Digerlerinin ¢ogu daha once kanatlilarda kolibasillozis ile ilgisi
bildirilmemis olan O18, O81, O115, O116 ve O 132 dir. Bu saptama yeni patojen

serotiplerin ortaya ¢iktigina dair bir delil olarak diistintilmiistir.

1.7.4. Toksin ozellikleri; E. coli’lerde toksinlerin varligini fenotipik olarak belirlemek
amaciyla hayvan deneyleri, hiicre kiltiirleri ve ELISA gibi immunolojik testler
kullamlmistir (Winn ve ark., 2006), ayrica bu toksinleri kodlyan genler PCR ile
molekiiler olarak belirlenmistir (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001; Knobl
ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). APEC’in toksijenik 6zellikleri ile ilgili yapilan
calismalarda ilk olarak APEC’lerin tavuk letal toksini gibi ekzotoksinler

tiretebilecegi One siiriilmistiir (Truscott, 1973). Ayrica APEC’lerde Vero ve Hela
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hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda 1siya duyarli toksin (labil toksin)

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

Daha sonralari, Blanco ve ark. (1997), septisemik ve saglikli tavuklardan elde
edilen E. coli’lerin Vero hiicrelerini degil Hela hiicrelerinde sitotoksik etki
olusturduklarini belirlemislerdir. Ancak Perreira ve Yano (1998), siskin bas
sendromlu tavuklardan elde edilen izolatlarda Vero ve Hela hiicrelerine etkiyen

toksin {liretimi gdstermislerdir.

Janssen ve ark. (2001), E. coli’lerde astA geni tarafindan kodlanan 1siya
dayanikli toksin (ST) varligim saptamislar ve ayrica calistiklari izolatlarda cnf 1 geni

varligini belirlemislerdir.

1.7.5. Molekiiler Teshis; Son yillarda gelisen molekiiler teshis ve tiplendirme
yontemleri Kanatli patojeni E. coli’lerle ilgili olarak yapilan aragtirmalarda siklikla
kullanilmistir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). Viriilenste 6nemli spesifik genleri
belirlemek i¢in DNA problart ve PCR teknikleri gelistirilmistir (La Ragione ve
Woodward, 2002). E. coli’de 6nemli oldugu bilinen viriilens 6zelliklerini kodlayan
genler spesifik primerler kullanilarak PCR ile ya da DNA hibridizasyon teknikleri ile
basarili bir sekilde belirlenmis ve bunlardan iucD, tsh, fimC, fyuA, irp2, papC ve
astA olmak {iizere yedi viriilens geninin APEC’lerde en yaygin bulunan viriilens
genleri olduklar1 bildirilmistir. APEC’lerde arastirilan izolatlarda ortak olarak
belirlenen bu genlerin bulunma sikliklarindan yararlanilarak etkenlerin PCR ile
molekiiler patotiplendirmeleri yapilmistir (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark.,
2001; Delicato ve ark., 2003).

Escherichia coli ile ilgili epidemiyolojik c¢alismalarda farkli yontemler
kullanimaktadir. Bu yontemler arasinda RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), MLEE (multilokus enzim elektroforezi) ve PFGE (Pulsed Field Jel
Elektroforezi) bulunmaktadir. E. coli’nin klonal tiplerininin belirlenmesinde
kullanilan RAPD yonteminin, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
teknigine gore daha ucuz ve daha hizli bir teknik oldugu belirlenmistir

(Chansiripornchai ve ark., 2001). Chansiripornchai ve ark.(2001), 55 kanath
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patojenik E.coli izolatint RAPD analizi ile 3 kluster ve 50 alt tipe ayirmislar ancak bu
teknigin patojen ve patojen olmayan suslarin ayriminda yeterli olmadigi sonucuna
varmiglardir. Benzer bir calismada (Maurer ve ark., 1998), saglikli ve hasta
hayvanlardan izole edilen bir koleksiyonda 60 farkli RAPD tipi saptamislardir. Tipler
arasinda farkliliklar belirlenmis, fakat sadece hasta hayvanlardan izole edilen ve
izolatlarin %23’inde bulunan bir RAPD tipinin disginda farklihk tam olarak
belirlenememistir. Ayrica RAPD tipleri ile antibiyotik diren¢ profillerinin aym
olmadiklarin1 da gozlemlemislerdir. Farkli iilkelerde tavuk ve hindilerden izole
edilen E. coli’lerde multilokus enzim elektroforezi kullanilarak spesifik genotipler
belirlenmis ve kolibasillozise neden olan izolatlarin ¢ok az klonal tipe ayrildiklari
saptanmistir.  Ayni klonal grup icindeki izolatlarin sahip olduklar1 viriilens
ozelliklerinin ¢ok az degistigi, fakat farkli klonal gruplara ait suslar arasinda dikkate
deger ol¢iide degisiklik oldugu bildirilmistir (White ve ark., 1993). Pulsed Field Jel
Elektroforezi ile tavuklardan izole edilen E. coli’ lerin analizinde
mikroorganizmalarin spesifik tiplerinin ciftlikler ve takip eden siiriilerde siirekli

olarak iligkili oldugu belirlenmistir (Singer ve ark., 1999; Singer ve ark., 2000) .

1.7.6. Hayvan Deneyleri; Hayvanlarda yapilan deneysel modellerin 6nemli bir kismi
kolibasillozis ¢alismasi ¢atisi altinda; tavuk ve hindilerden izole edilen E. coli’lerin
patogenezisi hakkinda bilgi saglamak amaci ile yapilmistir. Allantoik bosluga
yapilan in ovo inokulasyonlar ile embriyonik 6liim oranlar1 ya da bir giinliik yastaki
civcivlere deri alt1 yolla yapilan inokiilasyonlarla inokiilasyonu takiben 48’inci ve
72’inci saatlerde 6liim oranlar1 hesaplanarak izole edilen suslarin invazif patojenik

ozellikleri arastirilmistir (Pourbakhsh ve ark., 1997; Wooley ve ark, 2000).

Bir diger model de bakterinin 3 haftalik yastaki “Spesifik Patojen Free” (SPF)
hayvanlarin torasik hava kesesine inokiilasyondur. Bu modelin amac1 inokiile edilen
bakterinin kolibasillozis semptomlar1 olusturmasi ve bakteriyemi ya da septisemiyi

artirip artirmadigim arastirmaktir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).

Son olarak, 15 giinliik yastaki hayvanlara trake igine inokiilasyon modeli
vardir. Bu modelde steril bir enjektor ile trake i¢ine E. coli inokiilasyonunu takiben

Infeksiydz Bronsitis virusu (Massachusetts serotipi) sprey olarak inokiile edilir. Bu
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modelin amaci E. coli infeksiyonlarmin dogal kosullarini miimkiin oldugunca
olusturabilmektir (Brée ve ark., 1989; Dozois ve ark., 1994; Arne ve ark., 2000;
Peighambari ve ark., 2000).

Septisemik kanatli E. coli suslarinin patojenik mekanizmalarini arastirmay1
amaglayan cesitli calismalar yaymlanmistir. Son yillardaki ¢alismalarla toksinler,
adezinler ve demir elde etme sistemleri gibi kanatli septisemisiyle iliskili viriilens
ozelliklerinin belirlenmesine ragmen, spesifik viriilens 0Ozellikleri ve bunlari
kodlayan  genlerin  diizenlenmesini  saglayan mekanizmalar tam olarak

anlasilamayarak sinirli kalmistir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999).

1.8. Sagaltim

Su anda sadece antibiyotik uygulamasina dayanmaktadir. Sulfonamitler,
betalaktamlar ve kinolonlar en ¢ok kullanilan antibiyotiklerdir. Fakat antibiyotiklerin
kullanim1 ¢ok biiylik dikkat gerektirir. Ciinkii son yillardaki caligmalar kanath
patojenik E. coli’lerde ¢ok yiiksek diizeyde antibiyotik direncinin gelistigini ve bu
hayvanlarla calisan insanlardan izole edilen E. coli’lerin benzer antibiyotik direng
profillerine sahip olduklarim1 géstermistir. Bu nedenle antibiyotik tedavileri
antibiyogram testleri sonuglarina goére uygulamaya konulmalidir ve fagositlerin
etkisini artirabilmek amaciyla da ek olarak askorbik asit tedavisi uygulanabilir
(Barnes ve Gross,1997).

1.9. Koruma

Solunum yolu infeksiyonlart ile ilgili hazirlayict etkenleri azaltmak icin hayvansal
veya hayvansal olmayan tasiyicilar ile ¢evresel kontaminasyonun kontrolii amaclanir.
Metotlardan birisi patojenik serogruplar ile fekal kontaminasyonu Onlemektir.
Ornegin, E. coli’nin annelerden civcivlere gecisinin engellenmesi icin yumurtalarin
yumurtlamay1 takiben iki saat i¢inde fumigasyonu yapilarak E. coli’lerin yumurta
yiizeyine bulasmasi engellenebilir (Barnes ve Gross,1997). Hayvanlarin solunum

sistemi infeksiyonlar1 diger viral ve bakteriyel etkenlerden korunarak; nem,
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havalandirma, havanin toz ve amonyak diizeyi gibi c¢evresel faktorler diizeltilerek
azaltilabilir (Oyetunde ve ark., 1978). Kemiriciler, sinekler ve bocekler de etkenin
kaynag1 olabilirler ve bunlarda yok edilmelidir. Igme suyu kalitesi de ¢ok énemlidir,
su diizenli bir sekilde degistirilmelidir. Hayvanlarin yaslarina ve tiirlerine gore
ayrilmasi, temizlik ve her siirii arasinda dezenfeksiyon gibi genel giivenlik
Onlemlerinin uygulanmasi kolibasillozisten korunmada oOnemlidir (Jordan ve
Pattisson, 1996). Son olarak, gen¢ hayvanlara sprey tarzinda asilamalarin yapilmasi

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

Su an i¢in tam olarak etkili bir as1 yoktur. Fakat atteniie asilar kullanilarak
yapilan agilama denemeleri vardir. Bunlar sadece aymi serotipteki etkenlerle
karsilagildiginda etkili olmus, ancak farkli serotipteki etkenler ile karsilagildiginda
basarisiz olmustur (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). Ayn sekilde geng kanatlilara
pasif immunizasyon yapilabilmistir ancak basarisi yine sadece serotipteki etkenlerle

sinirli kalmustir (Barnes ve Gross, 1997).

Bu calismada, kanatli hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli susunda,
ozellikle ekstra-intestinal infeksiyonlar i¢cin 6nemli olan viriilens faktorlerinden
serum direnci, aerobaktin demir elde etme sistemleri, mannoz duyarh
hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz direngli hemaglutinasyon (P
fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) 6zellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik
nekrotizan faktor 1 gibi viriilens 6zelliklerinin fenotipik yontemlerle arastirilmasi ve

bu 6zellikleri kodlayan genlerin molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmasi

E. coli izolasyonu igin materyaller 2004-2007 yillar1 arasinda Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na nekropsi i¢in getirilen kanath

hayvanlardan ve Et ve Balik Kurumu Kanatli Kesimhanesi (Sincan)’ne kesime

getirilen broiler piliglerden saglandi (Cizelge 2.1). Bu hayvanlardan alinan kalp,

akciger, karaciger, dalak ve sar1 keseleri E.coli izolasyonu amaciyla kullanildi.

Cizelge 2.1. incelenen meteryallere ait bilgiler

Materyal Kanath Kiimes Saytst Materyal alinan
Tiirt/Yetistirme Tipi Hayvan Sayisi
Broiler 45 140
Yumurtaci 1 3
Hindi 2 5
Nekropsi Deve Kusu 1 1
Ordek 1 2
Giivercin 1 3
Kanarya 1 2
Kesimhane Broiler 8 70

2.2. Besiyerleri

E. coli izolasyonu i¢in Kanli Agar (%5 koyun kanli) ile birlikte MacConkey Agar
(Difco, A.B.D.) ve Eosin Methylen Blue Agar (Difco, A.B.D.), izole edilen suslarin

pasaj1 igin Nutrient agar (Oxoid, Ingiltere) ve Nutrient buyyon (Oxoid, Ingiltere)

kullanilda.
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Suslarin toksik aktivitesinin belirlenmesinde suslarin iiretimi i¢in Tripticase
Soy Buyyon (TSB, Oxoid, Ingiltere) ve Tripticase Soy Agar (TSA, Oxoid,

Ingiltere)’dan yararlanildi.

Izole edile suslarin hemolitik dzelliklerinin ortaya konulmasi igin Kanli Agar

(Oxoid, Ingiltere) kullanild.

Suslarin  hemaglutinasyon aktivitelerini belirlemek amaciyla Brain-Heart
Infuzyon Buyyon (Oxoid, Ingiltere) ve asagida bilesimi verilen Kolonizasyon Faktor

Antijen Agar (CFA) kullanildu.

Casamino acide (Merck, Almanya) 10 ¢

Yeast extract (Merck, Almanya) 15¢9

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

Mangan Kloriir (MnCly) (Merck, Almanya) 0,005¢

Agar Agar (Merck, Almanya) %2 ve 1 litre distile su ile hazirlanarak kullanildi.

Demir sidereforlarinin varligini belirlemek amaciyla demir kisitlayici besiyeri

olarak asagida bilesimi verilen M9 buyyon kullanildu.

Potasyum Hidrojen Fosfat (KH,PO,4) (Merck, Almanya) 3¢
Di-Sodyum Hidrojen Fosfat (Na,HPO,) (Merck, Almanya) 69
Sodyum Kloriir (NaCl,) (Merck, Almanya) 0.59
Amonyum Kloriir (NH4Cl) (Merck, Almanya) 19
Distile su 1 Litre

Hazirlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlandi ve su banyosunda
50°C ye kadar sogutulduktan sonra,

Magnezyum Siilfat (MgSQO4; 1 M) (Merck, Almanya) Iml

26



Kalsiyum Kloriir (CaCly; 0.01 M) (Merck, Almanya) 10ml

Glikoz (Merck, Almanya) 20
Casamino acide (Merck, Almanya) 50
L-triptofan (Merck, Almanya) 20 mg/mi
Tiamin (Merck, Almanya) 5 mg/ml
2,2°-dipyridil (Merck, Almanya) 200 uM

eklenerek hazirlandi,

Demir sidereforlarinin varligini belirlemek amaciyla demir kisitlayici besiyeri
olarak M9 Agar ise ayni sekilde hazirlanan M9 medyuma %2 Agar agar (Merck,
Almanya) katilarak hazirlandi ve kullanildu.

DNA ekstraksiyonu yapmak amaciyla ise suglar Luria Bertani (LB) buyyonu
(Difco, A.B.D.) kullamilarak tiretildi.

izole ve identifiye edilen E. coli suslarinin saklanmasinda %20 oraninda
gliserin (Merck, Almanya) igeren Tripticase Soy Buyyon (TSB, Oxoid, Ingiltere)
kullanildi.

PCR i¢in asagida siralanan kimyasal maddeler kullanildi.

Etanol (%95°lik) (Merck, Almanya )

Tris Borat Edta (TBE) (AppliChem, Almanya)
Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya)
10X Buffer (Fermentas, Litvanya)

25 mM MgCl, (Fermentas, Litvanya)

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

DNA marker (100 bp) (Fermentas, Litvanya)

Agarose (prona agarose, basica le) (Fermentas, Litvanya)
Etidyum bromiir (Fermentas, Litvanya)

Ticari kit (K0512, Fermentas, Litvanya)

6Xloadingdye (Fermentas, Litvanya)

2.3. Kullanilan Cihaz ve Gereg Listesi

DNA Thermal Cycler (Biyometra, Almanya)
Elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Wealtec elite 3000 plus, A.B.D.)

UV transilliminatorlii bilgisayarl jel dokiimantasyon sistemi (Gene, Genius, Bio

Imaging System, Ingiltere)

Steril laminar akiml giivenlik kabini (Bioair Instruments, Aura 2000, MAC, italya)
Termal printer (Sony, Japonya)

Santriflij (Hettich, Almanya)

Vortex (Fine Vorex, Kore)

Hassas terazi (Scaltec sbc41, Almanya)

Etiiv (EN120, Niive, Tiirkiye)

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

Otoklav (OT4060, Niive, Tiirkiye)
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2.4. Standart Suslar

Virililens o6zelliklerinin fenotipik ve molekiiler olarak saptanmasi c¢alismalarinda
pozitif kontrol olarak Prof. Dr. JACQUES MAINIL (Chaire de Bactériologie et de
Pathologie des Maladies Bactériennes, Faculté de Médecine Vétérinaire, Université
de Liége, B-1070 Brussels, Belgium)’den saglanan 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) suslar1 ve negatif kontrol olarak E. coli
ATCC 25922 susu kullanildi.

2.5. Hiicre Kiiltiirleri

Izole edilen E. coli suslarinin toksijenik &zelliklerinin belirlenmesinde Vero (Yesil
Maymun Bobrek Hiicresi) hiicre kiiltiirii kullanildi. Vero hiicreleri, doku kiiltiirii
sisesinde %10 fotal dana serumu, penisilin ve streptomisin ilaveli Eagle’s Minimum
Essential Medium igerisinde tiretildi. Sitotoksisite testi i¢in, 96 gdzlii mikrotiter plate
gozlerine, tripsinizasyondan sonra 4 x 10% hiicre/ml™ medium olacak sekilde 150 ul

hiicre siispansiyonu konuldu (Blanco ve ark., 1990).

2.6. izolasyon ve Identifikasyon

Kanatli hayvanlardan alinan nekropsi materyali ve mezbahadan alinan i¢ organlardan
Kanli Agar, MacConkey Agar ve EMB Agara direkt olarak ekimler yapildi ve
37°C’de 18-24 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyondan sonra iireyen kolonilerin
makroskopik ve mikroskopik morfolojileri incelendi ve biyokimyasal 6zelliklerine
gore identifikasyonlar1 yapildi (Quinn ve ark., 1994; Winn ve ark., 2006). E. coli
olarak idendifiye edilen kiiltiirler, viriilens 6zelliklerini incelemek amaciyla %20

gliserin iceren TSB’ye yogun olarak aktarild1 ve -20°C’de saklandh.
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2.7. Viriilens Faktorlerinin Arastirilmasi

2.7.1. Hemoliz Testi

Izole edilen suslarmm hemolizin aktivitesinin fenotipik olarak saptanmasi igin
etkenlerin buyyon kiiltiirlerinden bir damla alinarak kanl agar tizerine damlatildi ve
37°C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra goz ile degerlendirildi. Hemoliz goriilmeyen
petriler +4°C’de 24 saat bekletildikten sonra tekrar degerlendirmeye alindi (Izgiir,
1981; Vidotto ve ark., 1990).

2.7.2. Aerobaktin (Sidereforlar) Arastirilmasi

Izole edilen suslarin siderefor sistemlerinin varhigini arastirmak amaciyla TSA’da
aktive edilen suslar bir demir baglayici olan 2,2°-dipyridil (200uM) igeren M9
buyyona aktarilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda buyyon
kiiltiiriinden 1 ml alinarak ikinci kez aym besiyerinde pasajland: ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. ikinci pasajdan sonra buyyon kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu
almarak 200 pM final konsantrasyonda 2,2°-dipyridil iceren M9 agara ekimleri
yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Calismalar sirasinda arastirilan saha
izolatlarinin yan1 sira aym sekilde pozitif ve negatif kontrol suslari da kullanildi.
Inkiibasyon sonrasinda M9 agarda iireme olup olmamasma gore degerlendirmeler

yapild1 (Stuart ve ark., 1980).

2.7.3. Toksin (Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1) Analizleri

Viriilens ozellikleri ve konake¢i orijinleri dikkate alinarak belirlenen 20 adet sus
secildi ve sonik ekstraktlarinin hazirlanmasi amaciyla TSA da aktive edildikten sonra
20 ml TSB’ye gegildi. TSB’ler calkalayicili su banyosunda (200 rpm) 37°C’de 20
saat inkiibe edildi. Kiiltiirden 10 ml almarak +4°C’de 10.000 rpm de 30 dk santrifii]
edildi ve ¢okiintii 10 ml PBS (pH: 7,2) ile siispanse edildi. Suslar +4°C’de sonik

ekstraksiyona tabi tutuldu. Sonik ekstraktlar 0,22 pm’lik membran filtreden
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(Sartorius, Almanya) gecirildikten sonra 100°C’de 5 dakika 1s1 islemine tabi tutuldu
ve -20°C’de saklandi (Blanco ve ark., 1990).

Mikroplatelerin goézlerinde iiretilmis olan Vero hiicrelerinin lizerine her bir
susun sonik ekstraktindan 50 ul ilave edildi ve 37°C’de 72 saat %5 CO; iceren
ortamda inkiibasyona birakildi. Vero hiicre kiiltiirleri 24, 48 ve 72. saatlerde kontrol
edilerek sitotoksik nekrotizan faktér 1 i¢in spesifik olan multiniikleasyon,
yuvarlaklasma gibi degisiklikler incelendi. Inkiibasyon sonunda hiicreler methanol
ile tespit edildikten sonra natif olarak ve Giemsa ile boyanarak degerlendirildi
(Blanco ve ark., 1990).

2.7.4. Hemaglutinasyon Testi

Insan O grubu ve tavsan, kobay, koyun ve tavuktan anti koagulanli olarak alman
kanlar 900 devirde (rpm), 15’er dakika 3 kez PBS (pH:7.4) ile santriflij edilerek
yikanms eritrositler elde edildi. Eritrositler buzdolabinda + 4°C’de saklandi ve
sulandirilmis eritrositler giinliik olarak hazirlandi. PBS i¢inde mannozsuz ve %3

mannozlu olarak %5’lik eritrosit siispansiyonlar1 hazirlandi.

Hemaglutinasyon testi i¢in suslar TSA’da aktive edildikten sonra Brain-Heart
Infuzyon buyyonda 5 giin siireyle 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
besiyerinde pelliikiil olusumu gozlenmesi iizerine buyyon kiiltiirlinden bir damla
alinarak CFA’a ekimler yapildi. CFA’da 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben
treyen birka¢ koloni 6ze ile alinarak %3 D-mannozlu (Merck, Almanya) ve
mannozsuz eritrositler ile ayr1 olarak lam {izerinde hemaglutinasyona tabi tutuldu.
Oda 1sisinda 2 dakika inkiibasyondan sonra degerlendirmeler g6z ile yapildi.
Reaksiyon vermeyenler ise 10 dakika buz iizerinde tutulduktan sonra tekrar
degerlendirildi. Hemaglutinasyon gosterenler pozitif, gostermeyenler negatif olarak
degerlendirildi. Mannozlu ve mannozsuz eritrositlerle hemaglutinasyon yapan suslar
MRHA olarak kabul edildi. Mannozsuz eritrositler ile hemaglutinasyon olusturup
mannozlu eritrositlerle olusturmayan suslar ise MSHA olarak ve her iki ortamda da

hemaglutinasyon vermeyen suslar ise HA negatif E. coli suslar1 olarak
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degerlendirildi. Test tiim eritrositler ile aymi sekilde tekrarlandi. Kullanilan
eritrositlerden en az biri ile MRHA gosterenler MRHA pozitif suslar olarak kabul
edildi (Vidotto ve ark., 1990).

2.7.5. Serum Direncliligi

E. coli izolatlarinin serum direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla Tripticase Soy
Agar (TSA)’da iiretilen bakteriler PBS igerisinde McFarland tiip 3’e gore siispanse
edildi. Bu siispansiyonlar TSA hazirlanmasi sirasinda besiyeri sogutulurken 50°C’de
iken 5 ml besiyerine 0,25 ml miktarinda katilarak kati besiyeri hazirlandi. Hazirlanan
bu agar i¢ine agilan kii¢iikk yuvaciklara tavuk, insan, sigir ve tavsan serumlari 40 pl
miktarinda eklenerek 4°C’de 4 saat bekletildikten sonra 37°C’de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda serum ilave edilen kuyucuklarin etrafinda iireme

olmasi, bu suslarin serum direncli oldugunu gosterdi (Sanchez ve ark., 1984).

2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR islemi i¢cin TSA’da aktive edilen suslar LB buyyonda (Difco, A.B.D.) 37°C’de
18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra buyyon kiiltiiriinden 1 ml alinarak DNaz-
RNaz ari eppendorf tiiplerine aktarildi. Tiipler +4°C’de, 10.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant atilarak olusan bakteri pelleti 1 ml steril distile
suda siispanse edildi. Bakteri siispansiyonu DNA ekstraksiyonu amaciyla kullanildi.
PCR islemi, DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon, elektroforez ve goriintiileme olmak
lizere dort asamada gergeklestirildi (Sambrook ve Russell, 2002). Bu c¢alismada,
E.coli viriilensinde 6nemli rol oynayan alfa-hemoliz, demir sidereforlarinin varligi,
sitotoksik nekrotizan faktor 1, tip 1 fimbria, P fimbria, S fimbria, afimbrial

adhezinler ve serum direncini kodlayan gen bolgeleri arastirildi.
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2.8.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA izolasyonu i¢in Fermentas Genomik DNA Purifikasyon ticari kiti kullanildi.

Ekstraksiyon iglemi iiretici firmanin 6nerdigi protokole gore gerceklestirildi.

200 pl bakteri siispansiyonu 400 pl lizis soliisyonu ile karistirildi ve
65°C’de 5 dakika inkube edildi.

600 ul kloroform ilave edilerek karistirildi ve 10.000 rpm’de 2 dakika
santriflij edildi.

Presipitasyon soliisyonu, 720 ul steril distile su ile 80 pl 10x konsantre
sollisyonu ile karigtirilarak hazirlandu.

Santriftijden sonra {ist siv1 yeni bir tiipe aktarilarak 800 pl presipitasyon
soliisyonu ilave edildi ve 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra, pelete 100 pl 1,2 M NaCl ilave edilerek
vortekslendi.

300 pl soguk etanol ilave edilerek 10 dakika -20 °C’de DNA’nin
presipitasyonu saglandi ve 10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
Ustteki etanol dokiilerek pelet %70°lik soguk etanol ile yikandi ve DNA
100 pl steril distile suda ¢ozdiiriilerek iyice karistirildi.

2.8.2. PCR Karisiminin Hazirlanmasi

Bu calismada, alfa-hemoliz (hlyA), demir sidereforlarinin varlig: (iucD), sitotoksik

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

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

ozelliklerini kodlayan spesifik genlerin varligini belirlemek amaciyla dokuz (9) gift

primer seti ticari olarak sentezlettirilerek kullanildi. Kullanilan primerlerlerin baz

dizileri, baglandiklar1 spesifik gen bolgeleri, PCR iiriinlerinin uzunluklar1 Cizelge

2.2’de gosterildi.
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Cizelge 2.2. Primerlerlerin baz dizileri, baglandiklar1 spesifik gen bolgeleri ve PCR
irlinlerinin uzunluklari.

. . Uriin Kaynak
Primer Sekans Pozisyon Uzunlugu Makale
Papl 5’- GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG -3’ a0C 398 b Yamamoto ve

Pap2 5’- ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA -3° pap P ark,, 1995
Pap3 5’- GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT -3’ 0E-E | 336 b Yamamoto ve
Pap4 5~ AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA -3° | P& P ark., 1995
Sfal 5’- CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC -3’ sfaD-E 410 bp Yamamoto ve
Sfa2 5’- CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA -3’ ark., 1995
Afal 5’- GCTGGCAGCAAACTGATAACTCTC -3’ afaB-C 750 b Yamamoto ve
Afa2 5’- CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG -3’ P ark., 1995
Hlyl 5’- AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT -3’ hlyA 1177 bp Yamamoto ve
Hly2 5’- ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA -3’ ark., 1995
Aerl 5’- TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT -3’ fueD 602 b Yamamoto ve
Aer2 5’- AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG -3’ P ark., 1995
Cnfl 5’- AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG -3’ CNF1 498 bp Yamamoto ve
Cnf2 5’- CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT -3’ ark., 1995
FimH1 5’- TGCAGAACGGATAAGCCGTGG -3° FimH 508 b Johnson ve
FimH2 5’- GCAGTCACCTGCCCTCCGTGG -3’ P Stell, 2000.
TraTl 5’- GATGGCTGAACCGTGGTTATG -3° TraT 307 bp Kaipainen ve
TraT2 5’- CACACGGGTCTGGTATTTATGC -3’ ark.,2002

PCR Karisimi, her bir 6rnek igin;
10 x PCR tamponu, 2,5 pl
MgCly, 2mM

dNTP (10 mM), 200 uM

Primer I, 20pmol

Primer II, 20pmol

Taq DNA Polimeraz, 1U olacak sekilde distile su ile 23 pl’lik hacme tamamlanarak

hazirlandi.

Bu ana karisimdan 23’er pl dagitildi ve her tiipe 2 pul 6rnek DNA’s1 eklenerek
toplam reaksiyon hacmi 25 pl’ye tamamlandi. Tim PCR karigimlar1 aym1 oranda
hazirlandi. Bu karigima gore hazirlanan Ornekler cogaltma igin Onceden
programlanmis thermal cycler cihazina yerlestirildi. Orneklerin hazirlanmasi
sirasindaki hata ve kontaminasyonlar1 belirlemek icin pozitif ve negatif kontrol

kullanildi.
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2.8.3. DNA Amplifikasyonu

Amplifikasyon islemi demir sidereforlarinin varlig1 (aer 1, 2), piyolonefritis iliskili
fimbrialar (papl, 2, 3, 4), S fimbria (sfa 1, 2), afimbrial adhezinler (afa 1, 2), alfa-
hemoliz (hly 1, 2) ve sitotoksik nekrotizan faktor 1 (cnf 1, 2) igin Yamamoto ve ark.
(1995)’nin bildirdigi protokol modifiye edilerek ve tipl fimbria (fimH 1, 2) igin
Johnson ve Stell (2000)’in belirttigi protokole gore gerceklestirildi. Bu protokol

asagida sunulmustur.

94 °C’de 3 dakika 6n denatiirasyon

94 °C’de 60 saniye denatiirasyon

63 °C’de 60 saniye primer baglanmasi

72 °C’de 120 saniye yeni DNA zincirinin sentezlenmesi

olmak tizere toplam 30 dongii yapildi. En son asamada 72 °C’de 7 dakika

bekletilerek reaksiyon tamamlandi.

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

(2002)’nin belirttigi protokol modifiye edilerek uygulandi.
94 °C’de 3 dakika bekletilerek 6n denatiirasyon

94 °C’de 60 saniye denatiirasyon

60 °C’de 60 saniye primer baglanmasi

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

olmak tizere toplam 30 dongii yapildi. En son asamada 72 °C’de 7 dakika

bekletilerek reaksiyon tamamlandi.

Amplifikasyon sonrasinda reaksiyon tiipleri degerlendirme asamasina kadar

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

Amplifikasyon sonrasinda olusan {iriinlerin degerlendirilmesi igin %]1,5’luk agaroz
jel hazirlandi. Agaroz jel hazirlanirken tampon soliisyon olarak 1x TBE tamponu
kullanildi. Agaroz 200 ml TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritidikten
sonra, 10 pl ethidium bromid ilave edilerek, 20 cm’lik yatay jel elektroforez
tablasina dokiildii. Bes mm kalinliginda dokiilen agaroz iizerine elektroforez taragi
takilarak, jelin katilasmasi igin 30 dakika beklenildi. Bu siire sonunda taraklar jele

zarar vermeden ¢ikartildi (Sambrook ve Russell, 2002).

2.8.4.2. Elektroforez islemi

Jel elektroforez tablasi elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, elektroforez
tankinin icerisine TBE tampon soliisyonu jelin 1 mm distiine gelecek kadar ilave
edildi. Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden 10 pl alinarak, 2 pl 6X loading dye ile
karigtirildi. Bu karisimin hepsi jele yiiklendi. DNA 6rnekleri 160 voltta 70 dakika
elektroforez islemine tabi tutuldu (Sambrook ve Russell, 2002).

2.8.5. Goriintiileme Islemi

Jeldeki oOrnekler bilgisayarli UV transilliiminator kutusu igine yerlestirilerek

goriintiilendi ve fotograflari ¢ekilerek termal printerden kopyalar1 alindi (Sambrook
ve Russell, 2002).
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular:

Calismada viriilens Ozellikleri arastirilmak tizere 188’1 broiler, 1’i yumurtaci, 5’i
hindi, 2’si giivercin, 1’1 deve kusu, 2’si kanarya ve 1’i 6rdekten izole edilen toplam
200 adet E. coli susu kullanilmigtir. Ayn1 hayvanin farkli i¢ organlarindan izole
edilen E.coli suslarindan sadece bir sus ¢alismaya dahil edildi ve viriilens 6zellikleri

incelendi. Suslarin hayvan tiirlerine gore dagilimi Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. incelenen E.coli suslarinin orijinleri.

Materyal Kanath Kiimes | Materyal alinan izolat
Tiirt/Yetistirme Tipi Sayisi Hayvan Sayisi Sayisi
Broiler 45 140 122
Yumurtaci 1 3 1
Hindi 2 5 5
Nekropsi Deve Kusu 1 1 1
Ordek 1 2 1
Giivercin 1 3 2
Kanarya 1 2 2
Kesimhane Broiler 8 70 66

3.2. Viriilens Faktorlerine Ait Bulgular

3.2.1. Hemoliz Bulgular

E. coli suslarinin ¢ift kath kanli agarda incelenmesi sonucunda, incelenen suslarin

hi¢birinde hemolitik aktivite saptanamadi. Sonuglar Cizelge 3.2°de gosterildi.
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Cizelge 3.2. incelenen E.coli suslarinda viriilens 6zelliklerinin fenotipik bulgulari.

Viriilens Ozellikleri
Hemaglutinasyon
Sus say1st Hemoliz | Aerobaktin | CNF-1 Sfaru m.
MSHA MRHA Direnci
Broiler
(n=122) 0 122 0 90 32 122
Yumurtaci
(n=1) 0 1 0 0 1 1
Hindi (n=5) 0 5 0 0 5 5
Deve Kusu
(n=1) 0 1 0 0 1 1
Ordek (n=1) 0 1 0 0 1 1
Gilivercin
(n=2) 0 2 0 0 2 2
Kanarya 0 5 0 0 5 5
(n=2)
Broiler
(Kesimhane) 0 66 0 38 8 66
(n=66)
Toplam (%) 128 200
0, 0,
(n=200) 0 200 (%100) 0 (%64) 52 (%26) (%100)

n; Sus Sayist.

3.2.2. Aerobaktin Bulgular:

Calismada incelenen suslarin tamami (%100), demiri baglayan 2,2’-dipyridil iceren
besiyerinde iiredi. Bu sonug, tiim suslarin demiri bagli formdan elde etmede rol
oynayan siderofor iirettigini indirekt olarak ortaya koydu (Cizelge 3.2). Bu

besiyerinde negatif kontrol i¢in kullanilan E.coli susu tiremedi.

3.2.3. Toksin Bulgulari

Viriilens 6zellikleri ve konake1 orijinlerine gore segilen E. coli suslarinin Vero hiicre
kiiltiirleri kullanilarak Sitotoksik Nekrotizan Faktor (CNF 1) belirlemek amaciyla
yapilan incelemede, Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1(CNF 1)’in spesifik sito patojenik

etkileri olan multi niikleasyon ve yuvarlaklagsma saptanamadi (Cizelge 3.2).
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3. 2.4. Hemaglutinasyon Bulgular:

Insan O grubu, tavsan, kobay, koyun ve tavuktan elde edilen eritrositlerle yapilan test
sonucunda 180 (%90) susta hemaglutinasyon aktivitesi saptandi. Insan O grubu
eritrositleri ile suglarin 166 (%83)’st MSHA ve 14 (%7)’tit MRHA, tavsan eritrositleri
ile 144 (%72)’tt MSHA ve 36 (%18)’st MRHA, kobay eritrositleri ile 164 (%82)’u
MSHA ve 16 (%8)’st MRHA, koyun eritrositleri ile 162 (%81)’si MSHA ve 18
(%9)’i MRHA ve tavuk eritrositleri ile 160 (%80)’1t MSHA ve 20 (%10)’si MRHA
olarak belirlendi (Cizelge 3.3). Kullanilan eritrositlerden en az biri ile MRHA
gosterenler MRHA pozitif suslar olarak kabul edilmis ve suslarin 52 (%26)’si
MRHA, 128 (%64)’li iss MSHA olarak saptandi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.3. Farkli eritrositlere gére HA bulgular.

o MSHA sus sayist (%) | MRHA sus sayist (%)
Eritrosit Turu
n=200 n=200
Insan O grubu 166 (%83) 14 (%7)
Tavsan 144 (%72) 36 (%18)
Kobay 164 (%82) 16 (%8)
Koyun 162 (%81) 18 (%9)
Tavuk 160 (%80) 20 (%10)

3.2.5. Serum Direngliligi Bulgulari

Tavuk, insan, sigir ve tavsan serumlar1 kullanilarak yapilan testle suslarin tamaminin

seruma kars1 direngli oldugu belirlendi. Sonuglar Cizelge 3.2’de gosterildi.

3. 3. PCR Bulgulan
Calisma kapsaminda fenotipik olarak farkli viriilens Ozellikleri incelenen E.coli

suslarin ayni 6zellikleri PCR ile incelendi. Hemoliz 6zelligini kodlayan hly geninin

varligini belirlemek amaciyla yapilan PCR islemi sonucunda da tim suslar bu gen
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bakimindan negatif bulundu. Hemoliz pozitif kontrol susunda hly geninin varlig

PCR ile belirlendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. izole edilen E. coli suslarinda hly (hlyA, 1177 bp) PCR bulgular.
(M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli izolatlar1)

Aerobaktin 6zelligini kodlayan iucD geninin belirlenmesi amaciyla yapilan

PCR islemi sonucunda suslarin 176 (%88)’sinda iucD geni saptandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Izole edilen E. coli suslarinin Aerobaktin (IucD, 602 bp) PCR bulgulari.
M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suslari.

Sitotoksik nekrotizan faktor 1 (CNF 1) kodlayan genlerin varligini belirlemek
amaciyla yapilan PCR islemi sonrasinda, pozitif kontrol susunda genin varligi

belirlenirken (Sekil 3.3), suslarin tamami bu gen agisindan negatif bulundu.
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Sekil 3.3. izole edilen E. coli suslarinnin Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1 (cnf 1, 498 bp) PCR
bulgulari. M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suslari.

Fimbrialar1 kodlayan genlerin varligim belirlemek amaciyla yapilan PCR
islemi sonucunda tip 1 fimbrialarin adhezyon proteini olan fimH’yi kodlayan fimH
geni suslarin 176 (%88)’sinda belirlendi (Sekil 3.4). MRHA 6zelligindeki P
fimbrialar1 kodlayan genlerden papEF 52 (%26) adet ve papC 28 (%14) adet susta
belirlenirken (Sekil 3.5, Sekil 3.6), afimbrial adezinleri kodlayan afa geni ve S
fimbrialar1 kodlayan sfa geni belirlenemedi (Sekil 3.7, Sekil 3.8). Suslarin 48
(%24)’inde fimH ve papEF geni birlikte saptanirken, 128 (%64) susta sadece fimH
geni ve 4 (%2) susta papEF geni saptandi.

Sekil 3.4. izole edilen E. coli suslarmnin Tip 1 fimbria (fimH, 508 bp) PCR bulgulari. M;
Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suslari.
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Sekil 3.5. izole edilen E. coli suslarinin Sekil 3.6. Izole edilen E. coli suslarinin P

P fimbria (PapEF, 336 bp) fimbria (PapC, 328 bp) PCR bulgulari.
PCR bulgulari. M; Marker, 100 bp, M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol,
1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suslari.

3-8; E. coli suslar.

Sekil 3.7. Izole edilen E. coli suslarinin Sekil 3.8. Izole edilen E. coli suslarinin
Afimbrial adezin (Afa,750 bp) S fimbria (Sfa, 410bp) PCR bulgulari.
PCR bulgulari. M; Marker, 100 bp, M; Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol,
1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suslari.

3-8; E. coli suslar.

Serum direncinin varliinin belirlenmesi amaciyla yapilan PCR islemi

sonucunda suslarin 180 (%90) adedinde traT geninin (Sekil 3.9) varlig1 belirlendi.

Sekil 3.9. izole edilen E. coli suglarmin serum direnci (TraT, 307 bp) PCR bulgulari. M;
Marker, 100 bp, 1;Negatif Kontrol, 2; Pozitif Kontrol, 3-8; E. coli suslari.
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3.4. Fenotipik ve PCR Bulgularmm Karsilastirmasi

Tez kapsaminda incelenen viriilens 6zelliklerinin fenotipik ve molekiiler yontemlerle
belirlenen bulgular1 karsilastirmali olarak, Cizelge 3.4’te, arastirilan genlere ait
spesifik bantlar ise Sekil 3.10°da gdsterilmistir. Incelenen 200 adet E.coli susunda,
fenotipik ve molekiiler testlerle yapilan incelemede suslarin tamami hemoliz

yoniinden negatif bulundu.

Calisilan suglarin tamaminin demir baglayict iceren besiyerinde iiremesine
ragmen aerobaktin 6zelligini kodlayan iucD geninin belirlenmesi amaciyla yapilan
PCR islemi sonucunda suslarin 176 (%88)’sinin bu gen yoniinden pozitif oldugu
belirlendi. Fenotipik olarak suslarin tamaminda aerobaktin 6zelliginin saptanmasi, bu
ozelligin sadece iucD geni tararfindan kodlanmadigim gosterdi. Bu farklilik, bu
calismada fyu ve irp gen boélgelerinin arastirilmamasi ile agiklandi. Suslarin tamami

CNF 1 yoniinden fenotipik ve molekiiler yontemlerle negatif olarak bulundu.

Hemaglutinasyon yeteneklerinden yararlanilarak fimbrialarin belirlenmesi
icin insan ve c¢esitli hayvan eritrositleri kullanilarak suslarin 180 (%90)’inin
fimbrialara sahip olduklart ve bunlarin 52 (%26)’sinin mannoz resistans
hemaglutinasyon olusturdugu fenotipik olarak belirlendi. Molekiiler olarak bu
suslarda fimbrialar1 kodlayan genlerin varligim1 belirlemek amaciyla yapilan PCR
islemi sonucunda tip 1 fimbrialarin adhezyon proteini olan fimH’yi kodlayan fimH
geni suslarin 176 (%88)’sinda belirlendi. Fenotipik yontemle pozitif olarak saptanan
180 susun 128 (%71.1)’inde fimH geni, 4 (%2.2)’tinde papEF geni ve suslarin 48
(%26,7)’inde fimH ve papEF genleri birlikte saptandi. Fenotipik olarak MRHA
pozitif 52 susun tamaminda papEF geni belirlenirken 28 (%53.8) susta papC geni
belirlendi. Bu bulgular, fenotipik ve molekiiler test sonug¢larinin uyumlu oldugunu
gosterdi. Ayrica MRHA 6zelligini belirlemede papEF geninin papC genine gore
daha etkin oldugu saptandi.

Calisilan suslarin tiimiiniin (%100) fenotipik testlerle seruma karsi direngli

oldugu belirlenirken, yapilan PCR islemi sonucunda suslarin 180 (%90)’inde traT
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geninin varlig1 belirlendi. Bu farklilik, serum direngliliginin sadece traT geni ile
kodlanmadigint ve birden fazla bu 6zelligi kodlayan gen bdlgelerinin (iss ve cvaC)

oldugunu gosterdi.

Genel olarak suslarin viriilens 6zellikleri degerlendirildiginde hem fenotipik
hem de molekiiler yontemlerle baz1 6zelliklerin 6n plana ¢iktigi goériilmektedir. Bir
susta viriilens 6zelliklerinin birlikte degerlendirilmesiyle, patogenezde rol oynayan
mekanizmalar hakkinda bilgi edinmek miimkiin olabilmektedir. Bu ¢alismada elde
edilen virlilens oOzelliklerin  birlikte  degerlendirilmesi  sonucunda  belirli
kombinasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Fenotipik olarak serum direnci/demir elde etme
ozelligi/hemaglutinasyon ozelligi birlikte degerlendirildiginde, suslarin %90°1 bu {i¢
viriilens 06zelligi yoniinden pozitif bulunmustur. Benzer bir degerlendirme ise,
molekiiler olarak traT/iucD/fimH pozitifligi ile yapildiginda, incelenen suslarin

%88’1 bu dzellikler yoniinden pozitif bulundu.

Cizelge 3.4. Viriilens 6zelliklerine ait karsilastirmali fenotipik ve molekiiler bulgular.

Viriilens Ozelligi Fenotipik Molekiiler
Hemoliz - -
Aerobaktin 200 (%100) 176 (%88)
Sitotoksik Nekrotizan . i}
Faktor 1
Tip 1 fimbrialar ve P 180 (%90) 180 (%90)
fimbrialar
Serum Direnci 200 (%100) 180 (%90)
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Sekil 3.10. Viriilens genlerine ait spesifik bantlar. M; Marker, 100 bp, 1; Hemoliz (hlyA,
1177 bp), 2; Aerobaktin (TucD, 602 bp), 3; Sitotoksik Nekrotizan Faktor 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. TARTISMA

Kanatlilarda E. coli infeksiyonlar1 farkl: klinik tablolar meydana getirmekte ve buna
bagli olarak 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Etkenlerin viriilens
ozelliklerinin belirlenmesi infeksiyonlara kars1 etkili kontrol ¢alismalar1 ve
dolayisiyla ekonomik kayiplari azaltmak i¢in 6nemlidir. Tez kapsaminda yapilan
calismalarda, kanatl hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli susunda, 6zellikle
ekstra-intestinal infeksiyonlar i¢in 6nemli olan serum direnci, aerobaktin demir elde
etme sistemleri, hemaglutinasyon o6zellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik nekrotizan
faktor 1 gibi viriilens ozellikleri fenotipik ve bu ozellikleri kodlayan genlerin varligi

molekiiler yontemlerle arastirildi.

Insanlar ve memeli hayvanlarda ekstra-intestinal infeksiyonlara neden olan E.
coli’lerde hemoliz 6zelligi yiliksek diizeyde belirlenmis ve hemolizin iiretiminden
yoksun birakilan mutantlarda viriilensin azaldigi saptanmustir. Ekstra-intestinal E.
coli’lerin patogenezisinde hemolizinin eritrositleri pargalayarak etkenlerin demir
ihtiyacini saglamasinda 6nemli bir viriilens 6zelligi oldugu diistiniilmektedir (Orskov
ve Orskov, 1985). APEC izolatlarinin az bir kismmin hemolizin iirettigi ve bunlarin
koyun kani katilmis besiyerinde alfa-hemolizden farkli bir hemolize neden oldugu
bildirilmistir (Reingold ve ark., 1999). Blanco ve ark. (1997), tavuklardan izole
edilen 625 E. coli izolatindan sadece %2,6’sinin hemolizin tirettigini Da Silveira ve
ark. (2002) ise, hastalikli tavuklardan izole ettikleri 50 E. coli susunun %4 ’iinde
hemolizin varligini belirlediklerini bildirmislerdir. Ancak diger g¢alismalarda ise
fenotipik olarak hemoliz 06zelliginin APEC’lerde belirlenmedigi bildirilmistir
(Vidotto ve ark., 1990; Knobl ve ark., 2001). Bu ¢alisma kapsaminda kanatlilardan
izole edilen 200 adet E. coli susunda yapilan testle fenotipik olarak hemoliz 6zelligi
belirlenememistir. Elde edilen bulgular, diisik diizeyde pozitif bulan diger

arastiricilarin bulgulariyla benzerdir.

Aerobaktin demir elde etme sistemleri memeli hayvanlarda 6zellikle
septisemik infeksiyonlar yapan E. coli izolatlarinda yiiksek diizeyde belirlenmis ve

etkenin viriilensi ile siki iliskili oldugu bildirilmistir (Linggood ve ark., 1987;
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Gophna ve ark., 2001). Aerobaktin siderefor sisteminin kanatli patojenik E.
coli’lerdeki varligina iligkin ¢esitli galismalar bulunmaktadir. Dho-Moulin ve Lafont
(1984), calistiklar1 suslarin %52’sinde aerobaktin demir elde etme sisteminin
varligini saptamislar ve demir elde etme sistemlerinin varlig ile mortalite arasinda
yakin bir iliski oldugunu vurgulamiglardir. Ancak, bu sistemin olmadigi patojen
izolatlar da saptamislar ve bu 0Ozelliklerin olmadigi ya da in vitro olarak
ekspresyonlarinin olmadigini ileri siirmiislerdir. Lafont ve ark. (1987) ise, DNA
hibridizasyonu ile aerobaktin geninin varligini belirledikleri E. coli’lerde bir giinliik
yastaki civcivlerde LDsp degerlerinin diisiik oldugunu, belirlenmeyen izolatlarda ise
LDso degerlerinin ¢ok yiiksek oldugu ya da civcivlerde 6liim yapmadiklarii
belirlemislerdir. Linggood ve ark. (1987), tavuk septisemilerinden izole ettikleri E.
coli’lerin %89’unda bu sistemin varligini belirlemiglerdir. Cesitli arastirmalarda
APEC izolatlarinin tamaminin demir kisitlayict besiyerinde {iredikleri tesbit
edilmistir (Vidotto ve ark., 1990; Knobl ve ark., 2001). Da Silveira ve ark. (2002),
fenotipik olarak saglikli kanathilardan izole edilen E. coli’lerin %16,6’sinin demir
kisitlayict besiyerinde tiredigini, hastalikli kanatlilardan izole edilenlerin ise tiimiiniin
demir kisitlayici besiyerinde iiredigini saptamislardir. Tez kapsaminda incelenen tim
suslarin demir kisitlayict besiyerinde iiredikleri bulgusu, diger arastiricilarin

bulgularinm destekler niteliktedir.

Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1 (CNF 1), diger hayvanlarda septisemi
olgularindan izole edilen suslarda ve iiriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen
suslarda siklikla Dbelirlenmis ve doku harabiyetine neden olarak suslarin
patogenezinde dnemli oldugu vurgulanmistir (Orskov ve Orskov, 1985; Yamamoto
ve ark. 1995). APEC’lerde sitotoksin sentezinin fenotipik olarak belirlenmesinde
Vero ve Hela hiicre kiiltiirleri kullanilmistir. Fantinatti ve ark. (1994), septisemik
tavuklardan elde edilen 17 izolatin kullanildig1 bir ¢alismada sadece en patojenik
olan 3 izolatta (%17,6) Vero hiicreleri icin sitotoksik aktivite gozlemlemislerdir.
Blanco ve ark. (1997) ise, septisemik ve saglikli tavuklardan elde edilen 645 E.
coli’nin sadece %7’sinin toksijenik oldugunu, bunlarin Vero hiicrelerini degil Hela
hiicrelerinde sitotoksik yanit ortaya koydugunu bulmustur. Perreira ve Yano (1998)

ise, siskin bas sendromlu tavuklardan elde edilen 50 izolatin %72’sinde Vero ve Hela
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hiicrelerine etkiyen sitotoksin tretimini gostermislerdir. Ancak cesitli arastiricilar
tarafindan ¢alisilan APEC izolatlarmin hi¢ birinde Sitotoksik Nekrotizan Faktor
1(CNF 1) varhiginin fenotipik olarak belirlenemedigi bildirilmistir (Knobl ve ark.,
2001; Da Silveira ve ark., 2002). Bu ¢alismada incelenen suslarda, sitotoksik
nekrotizan faktor 1 fenotipik olarak saptanamamustir. Bu bulgu Perreira ve Yano
(1998) tarafindan yapilan g¢alisma bulgular ile uyumlu olmamasina karsin diger
aragtirmacilarin bulgular1 ile uyumludur. Perreira ve Yano (1998) tarafindan elde
edilen bulgularin farkli olmasi, bu arasticilarin test ettikleri suslarin farkl klinik

tablolardan izole edilmesi ile aciklanabilir.

Fimbrialar ekstraintestinal infeksiyonlar yapan E. coli’lerde en O6nemli
viriilens ozelliklerinden biri olarak gosterilmistir (Orskov ve Orskov, 1985). Kanatl
hayvanlarda E. coli infeksiyonlarinin patogenezisinde fimbrialarin roliine iliskin
calismalar bulunmaktadir. Arda ve ark. (1987), koliseptisemili pili¢lerden izole
edilen E. coli suslarinin %90’ninda hemaglutinasyon aktivitesi belirlemisler ve bu
izolatlarin ~ %35°lik  kisminin  mannoz direngli hemaglutinasyon yaptigini
bulmuslardir. Arastiricilar, ayni1 ¢alismada saglikli piliglerden izole edilen izolatlarin
ise %80’inde hemaglutinasyon aktivitesi belirlemisler ve bunlarin %20°lik kisminin
mannoz direngli hemaglutinasyon 6zelliginde oldugunu saptamiglardir. Vidotto ve
ark. (1990), kolibasillozisli tavuklardan izole edilen 45 adet E. coli susunun
%58’inin ~ hemaglutinasyon  yaptigin ancak  caligmalarinda MRHA
belirleyemediklerini bildirmislerdir. Ayni sekilde Knobl ve ark. (2001), ¢alistiklari
tiim izolatlarin hemaglutinasyon yaptigii ve bunlarin tamaminin mannoz direngli
hemaglutinasyon 06zelliginde oldugunu bulmuslardir. Ancak, Da Silveira ve ark.
(2002), hastalikli kanathilardan izole edilen E. coli suslarinin tamaminin
hemaglutinasyon aktivitesine sahip olduklarin1 ve bunlarin %12’sinin mannoz
diren¢li karakterde olduklarini belirlemislerdir. Bu tez kapsamindaki calismada
suslarin %90’1inda hemaglutinasyon aktivitesi belirlenmis ve bunlarin %26’sinda
MRHA saptanmistir. Bu bulgular diger calismalarla benzer niteliktedir, ancak
MRHA bulgular farklilik gostermektedir. Bu farklilik, suslarin farkli bolgelerden ve

klinik tablolardan izole edilmesi ile agiklanabilir.
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Serum direnci Col V plazmidleri ve R plazmidlerince kodlanir, bu plazmidler
E. coli’lerin komplementin bakterisidal etkisinden kurtulma yetenegini artirir. Bu
plazmidleri tastyan suslar ayn1 zamanda ¢oklu antibiyotik direncine sahiptirler (Dho-
Moulin ve Fairbrother, 1999). Hastalikli kanatlilardan izole edilen E. coli’lerde
yapilan bir calismada suslarin tamaminda serum direnci belirlenmis ve bu 6zelligin
APEC’lerde viriilensi artirdigr gosterilmistir (Binns ve ark., 1982). Vidotto ve ark.
(1990), suslarin viriilensi ile serum direncinin yakin iliskili oldugunu belirlemisler ve
seruma direngli olan suslarin civcivlerde LDsg degerlerinin diisiikk oldugu, seruma
orta derecede direngli suslarin ise, yliksek LDsg degerlerinin oldugu ya da hig
olmadiginm1 saptadiklarin1 agiklamislardir. Knobl ve ark. (2001) ise, calistiklari
izolatlarin tamaminin seruma karst direngli oldugunu saptamislardir. Bu tez
calismasinda izolatlarin tamaminin fenotipik olarak seruma karsi direngli oldugu
belirlenmistir. APEC izolatlar1 ile yapilan diger calismalarda serum direncinin
genellikle yiiksek diizeyde oldugu belirtilmistir. Bu nedenle teze ait yapilan

calismadaki serum direnci bulgular diger ¢calismalara ait bulgularla benzerdir.

APEC’lerin viriilens 6zelliklerin saptanmasinda fenotipik yontemlerden farkli
olarak molekiiler tekniklerde kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda cogunlukla
PCR temelli metodlar yer almaktadir (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001;
Knobl ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). Bu galismada viriilens 6zelliklerinin
belirlenmesinde fenotipik metodlara ilave olarak molekiiler tekniklerden de

yararlanilmugtir.

APEC’lerin hemoliz 6zelliginin belirlenmesine yonelik yapilan molekiiler
calismalarda ¢ogunlukla izolatlar bu 6zellik yoniinden negatif bulunmustur (Janssen
ve ark., 2001; Knobl ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). Bu ¢alismada da hemoliz
ozelliginin PCR ile negatif olarak bulunmasi, diger arastirma sonuglarini destekler
niteliktedir.

Aerobaktin sistemini kodlayan genlerin varligini ortaya koymaya yonelik

molekiiler ¢alismalar da bulunmaktadir. Janssen ve ark. (2001), iucD genini kanatl

patojenik E. coli izolatlarinin %88,7’sinde belirlemislerdir. Ayrica, Knobl ve ark.
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(2001), izole ettikleri tiim suslarin %75’inde aerobaktin 6zelligini kodlayan geni
(lucD) saptamiglardir. Delicato ve ark. (2003), saglikli kanatlilardan izole edilen
E. coli’lerde bu genin varligmi %12 diizeyinde belirlerken, kolibasillozisli
kanatlilardan izole edilen suslarin %63’iinde saptamislardir. Tez kapsaminda yapilan
calismada ise, hastalikli kanatli hayvanlardan izole edilen E. coli suslarinin tamami
demir kisitlayic1 besiyerlerinde liremis ancak aerobaktin geninin varligi PCR ile
suslarin %88’inde belirlenmistir. Bu oran, diger ¢alismalarla uyumlu olup
aerobaktin demir elde etme sisteminin, APEC’ler i¢in 6nemli bir viriilens 6zelligi

oldugunu gosteren ¢alismalar1 desteklemektedir.

Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1 geni ile ilgili yapilan bir ¢ok calismada,
aragtiricilar APEC’lerde bu geni saptayamadiklarini bildirmislerdir (Ngeleka ve ark.,
1996; Knobl ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). Ancak Janssen ve ark. (2001),
test ettikleri izolatlarda %2,5 diizeyinde cnf 1 geni varligini belirlemislerdir. Bu
calismada ise, PCR ile incelen 200 E.coli susunda cnf 1 geni varligi saptanamamis

olup, bu sonug diger arastiricilarin bulgulari ile uyumludur.

Cesitli calismalarda, fimH genleri tarafindan kodlanan Tip 1 fimbrialarin
sadece patojen izolatlarda degil kommensal suslarda da yliksek diizeyde bulunduklari
gosterilmekle  birlikte tipl fimbrialarin  APEC’lerin en Onemli viriilens
ozelliklerinden birisi oldugu vurgulanmistir (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 olgularindan izole ettikleri suslarin
%96,5’inde sagliklilardan izole etkilerinin ise %92’sinde tip 1 fimbria genlerini
belirlemiglerdir. Ayrica, Janssen ve ark. (2001), tip 1 fimbrialarin varligini suslarin
%97,3’linde belirlemisler ve Kndbl ve ark. (2001) ise, c¢alistiklar1 izolatlarin
tamaminda DNA hibridizasyonu ile tip 1 fimbrialar1 kodlayan genler yoniinden
pozitif oldugunu gdstermislerdir. Tez kapsamindaki calismada APEC izolatlarinin
%88 (176)’inde tip 1 fimbrialar1 kodlayan fimH geni varlig1 belirlenmis olup, bu oran
diger caligsmalarla uyumludur ve tip 1 fimbrialarin APEC’in patogenezinde onemli
oldugunu bildiren arastiricilarin bulgularint desteklemektedir. APEC’lerin Tip 1

fimbrialar diginda insan ve memeli hayvanlarda 6zellikle tiriner sistemde infeksiyon

50


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

yapan E. coli izolatlarinda belirlenen P fimbrialar gibi farkli fimbrialarda
sentezledikleri ortaya konulmus (Babai ve ark., 1997) ve P fimbrialar degisik
tilkelerden toplanan APEC izolatlarinin %78’inde belirlenmistir (Van den Bosch ve
ark., 1993). Knobl ve ark. (2001), deve kuslarindan izole edilen E. coli izolatlarinda
suslarin tamaminda mannoz direngli hemaglutinasyon saptamalarina ragmen P
fimbrialar1 kodlayan papC geninin varhigini sadece yiiksek patojen izolatlarda
(%12,5) belirlemislerdir. Janssen ve ark. (2001), pap operonunun varligini isaret
eden papC genini ¢alisilan suslarin %30 kadarinda belirlemisler ve papC bulunduran
izolatlarin APEC’in daha viriilent bir alt sinifi olabilece§ini 6ne slirmiislerdir.
Delicato ve ark. (2003), papC genini kolibasillozisten izole eden suslarda
%18,5’inde saglikli kanatlilardan izole edilen suslarin ise %6’sinda belirlemislerdir.
Yamamoto ve ark. (1995), DNA hibridizasyonu ile pap operonunu bulundurduklarini
belirledikleri tiriner sistem izolat1 E. coli’lerde papEF geninin papC ye nazaran daha
yiiksek diizeyde bulundugunu gostermislerdir. Bu c¢alismada izolatlarin %26’sinda
papEF geni ve %14’tinde papC geni PCR ile tespit edilmistir. Diger ¢aligsmalarda
APEC 1izolatlarinda P fimbrialara ait genlerin sikligi %12,5-78 arasinda degistigi
goriilmektedir. Bu calismada elde edilen bulgular, daha dnce yapilan ¢alismalarda
elde edilen pozitiflik oranlar1 arasinda bulunmaktadir. P fimbrialarla ilgili elde edilen
farkli bulgular, suslarin cografik farkliligindan ve farkli klinik tablolardan izole
edilmesinden kaynaklanabilir. Ozellikle iiriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen
E. coli suslarinda belirlenen S fimbrialar (sfa) ve afimbrial adezinler (afa)
(Yamamoto ve ark., 1995), APEC’lerin viriilens 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik
calismalarda belirlenememistir (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001; Knobl
ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003). Bu calismada da, diger ¢alismalarla benzer
sekilde kanath hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli susunun higbirinde sfa ve

afa genleri belirlenemedi.

Serum direnci ile ilgili calismalarda, Pfaff-McDonough ve ark. (2000),
kolibasillozis izolatlarinin %78,7’sinde, diski izolatlarinin ise %18,7 oraninda serum
direncini kodlayan genlerin varligin1 belirlemislerdir. Delicato ve ark. (2003), serum
direncini kodlayan iss geninin varhigmi kolibasillozis izolatlarin %38,5’inde ve

kommensal suslarin %16’sinda, cvaC genini ise kolibasillozis izolatlarin %35,5’inde
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ve kommensal suslarin %10’unda belirlemislerdir. Ngeleka ve ark., (1996) ise, 39
adet APEC izolatinin %72’sinde traT geninin varligmi saptamustir. Bu tez
¢alismasinda serum direncinden sorumlu traT geni izolatlarin %90’inda belirlendi.
Bu oran diger caligmalara gore yiiksekdir. Bu durum farkli ¢alismalarda serum
direncinden sorumlu farkli gen boélgelerinin (iss, cvaC gibi) ¢alisiimasindan ya da

caligmalar arasindaki bolgesel farkliliklardan kaynaklanabilir.

APEC’lerin viriilens ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilan fenotipik ve
molekiiler ¢alismalarda, en ¢ok belirlenen 6zelliklerinden yararlanilarak APEC’ler
icin spesifik patotipler saptanmistir. Vidotto ve ark. (1990), kanatli patojenik E.
coli’lerin en Onemli oOzelliklerinin kolisin V fiiretimi, aerobaktin iiretimi, serum
direnci ve hiicre invazyonu oldugunu gostermisler ve fenotipik olarak aerobaktin
demir elde etme sistemlerinin varligi ve serum direncinin birlikte olmasinin
APEC’ler i¢in 6nemli bir 6zellik oldugunu agiklamislardir. APEC’lerin viriilens
ozelliklerini belirlemek ic¢in yapilan molekiiler calismalarda ise, kanatlilarda
kolibasillozis olgularindan izole edilen E. coli’lerde iucD, tsh, fimC, fyuA, irp2,
papC ve astA olarak adlandirilan yedi viriilens geni yaygin olarak belirlenmis ve bu
ozelliklerin dagilimma gore APEC suslari igin farkli molekiiler patotipler
tammlanmstir (Ngeleka ve ark., 1996; Janssen ve ark., 2001; Delicato ve ark., 2003).
Ngeleka ve ark. (1996), bu patotiplerden tsh/fim/iuc ve tsh/pap/iuc’yi sirasiyla
%53,8 ve %15,4 oraninda i¢ organlardan izole edilen E. coli izolatlarinda, Delicato
ve ark. (2003) ise, bu patotipleri kolibasillozisten elde edilen izolatlarda %37,0 ve
%11,5 oraminda belirlemislerdir. Janssen ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir
aragtirmada da, APEC izolatlarinin ¢ogunlugunun (%79,3) fimC, iucD ve tsh
genlerini  bulundurdugu belirtilmistir. Bu c¢alismada fenotipik olarak serum
direnci/demir elde etme Ozelligi/hemaglutinasyon 6zelligi suslarm  %90’inda
belirlenmis, molekiiler olarak ise traT/iucD/fimH patotipi ise suslarin %88’inde
belirlenmistir. Bu sonuglar genellikle E. coli suslarinin patotiplendirilmesinde
kullanilan viriilens 6zelliklerinin dagilimina temel olan bilgiler saglamasi agisindan
onemli olarak degerlendirilmistir. Ancak tez kapsaminda incelenen suslarin

patotiplendirmesine yonelik ilave bir ¢alisma yapilmamstir.
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Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda hemoliz 6zelligi suslarin tamaminda
fenotipik ve molekiiler yontemlerle negatif bulunmustur. Ekstra intestinal hastaliklar
yapan E. coli suslarinda 6nemli bir viriilens 6zelligi olan hemoliz 6zelligi APEC’le
yapilan calismalarda diisiikk oranda ya da tamamen negatif olarak bulunmustur
(Vidotto ve ark., 1990; Blanco ve ark., 1997; Reingold ve ark., 1999; Knobl ve ark.,
2001; Da Silveira ve ark., 2002). Hemoliz 6zelliginin belirlenmesine yonelik olarak

yapilan fenotipik ve molekiiler testlerin sonuglari birbiriyle tamamiyle uyumludur.

Aerobaktin 6zelliginin saptanmasina yonelik yapilan ¢alismalarda genellikle
suslarin demir kisitlayict besiyerlerinde iireyebilme kabiliyetleri ve indikator E. coli
suslar1 kullanilarak biyolojik analizlerle belirlenebilmektedir (Vidotto ve ark., 1990;
Knobl ve ark., 2001). Hastalikli kanatlilardan izole edilen suslarin demir kisitlayici
besiyerinde lremelerine ragmen, kommensal izolatlarda bu oranin diisiik oldugu
bildirilmistir (Da Silveira ve ark., 2002). Bu c¢alismada suslarin tamami demir
kisitlayici besiyerinde iiremis ve bunlarin %88’inde aerobaktin 6zelligini kodlayan
gen iucD belirlenmistir. izolatlarin tamami demir kisitlayici besiyerinde iiremelerine
ragmen PCR’de iucD gen yoniinden negatif bulunmalari; aerobaktin sentezinde rol
oynayan farkli genler tarafindan kodlandigina ait diger arasticilarin (Karch ve ark.,

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

APEC’le ilgili olarak yapilan calismalarda Sitotoksik Nekrotizan Faktor
1(CNF 1) ozellikle siskin bas sendromlu tavuklardan izole edilen E. coli’lerde
yiiksek diizeyde saptanmus (Perreira ve Yano, 1998), ancak APEC’lerle ilgili diger
calismalarda varliklar1 belirlenememistir (Knobl ve ark., 2001; Da Silveira ve ark.,
2002). Bu c¢alismada da Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1’in fenotipik ve molekiiler
calismalarda belirlenememesi bu iki yontemle elde edilen bulgularin uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Tez kapsaminda yapilan ¢aligsmalarda izolatlarin %90’inda hemaglutinasyon
aktivitesi saptandi ve bunlarin %26’sinin mannoz rezistans ozellikte olduklari

fenotipik olarak belirlendi. Fimbrialar1 kodlayan genlerin varligint belirlemek
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amaciyla yapilan PCR islemi sonucunda, fenotipik yontemle pozitif olarak saptanan
180 susun 128 (%71.1)’inde fimH geni, 4 (%2.2)’tinde papEF geni ve suslarin 48
(%26,7)’inde fimH ve papEF genleri birlikte saptandi. Fenotipik olarak MRHA
pozitif 52 susun tamaminda papEF geni belirlenirken 28 (%53.8) susta papC geni
belirlendi. Bu bulgular, hemagliitinasyon ve MRHA 6zelliginin farkli gen bolgeleri
tarafindan olusturuldugunu gostermesi bakimindan 6nemli bulundu. Bu bulgu,
fenotipik yontemlerin E. coli viriilens ozelliklerinin pratik olarak belirlenmesinde
yarar saglamasina kargin, detayli yaklagimlarda bulunabilmek ic¢in molekiiler
yontemlere ihtiya¢ duyuldugunu gostermesi bakimindan 6nemli oldugunu ortaya

koydu.

Serum direncinin belirlenmesine yonelik yapilan fenotipik c¢alismalarda bu
Ozelligin incelenen tiim suglarda ortaya konulmasi ve bu suslarda %90’1nda serum
direngliligini kodlayan traT geninin saptanmasi, bu 6zelligi kodlayan diger gen

bolgelerinin de incelenmesi gerektigini ortaya koydu.

54



5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada kanath hayvanlardan izole edilen 200 adet E. coli susunun viriilens
ozellikleri fenotipik yontemlerle ve bu oOzellikleri kodlayan genlerin varligi
molekiiler yontemlerle arastirildi. Calismada alinan sonuclar asagida maddeler

halinde verilmistir.

e Incelenen suslarin hemoliz &zelliklerinin hem fenotipik hem de molekiiler
olarak bulunmamasi sonrasinda, bu 6zelligin APEC izolatlarinda énemli bir

viriilens 6zelligi olmadigi belirlendi.

e Aecrobaktin demir elde etme sistemlerinin izole edilen tiim suslarda fenotipik
olarak saptanmasi, APEC suslarinda bu 6zelligin 6nemli oldugunu ortaya
koydu. PCR ile yapilan c¢alismada pozitiflik oranmin fenotipik olarak elde
edilen bulgulara gore diisiik olmasi, bu o6zelligi kodlayan (kromozomal,
ekstrakromozomal) tiim genlerin arastirilmast gerektigini gosterdi. Bu
nedenle viriilens  ozelliklerinin  aragtirilmasinda  fenotipik  yontem
kullanilmasinin yararli oldugu, ancak hangi gen/genlerden kaynaklandigini

belirlemede molekiiler yontemlerin kullanilmasi sonucuna varildi.

o Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1’in hem fenotipik hem de molekiiler olarak
saptanamamasi, APEC suslarinda 6nemli bir virlilens 6zelligi olmadigim

diistindiirdii.

e Incelenen suslarda hemagliitinasyon o6zelliginin yiiksek bulunmasi, bu
0zelligin viriilenste 6nemli bir faktor oldugunu gosterdi. Ayrica fenotipik ve
molekiiler yontemlerle elde edilen hemagliitinasyon ve MRHA 6zellikleri ile
ilgili bulgularin benzer olmasi her iki yontemin bu 6zelliklerin saptanmasinda
kullanilabilegini ortaya koydu. Molekiiler testlerle elde edilen sonuglarin
APEC suslarinda bu 6zelligi kodlayan gen bdlgeleri hakkinda bilgi verici

olmasi nedeniyle denmli bulundu.

e Incelenen suslarda serum direncinin yiiksek bulunmasi, APEC suslarinda bu

ozelligin viriilens icin 6nemli oldugunu ortaya koydu. PCR ile elde edilen
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sonuglarin fenotipik yonteme gore diisiik olmasi, birden fazla gen bdlgesi

tarafindan kodlanan serum direngliliginin oldugunu gosterdi.

e Fenotipik yontemlerle PCR temelli tekniklerle elde edilen sonuglarin uyumlu
¢ikmasi, kanatli orijinli suslarin viriilens 6zelliklerini ortaya koymada her iki
yonteminde yararli oldugu; ancak, fenotipik testlerin suslarda viriilens
ozelliklerinin var/yok belirlemesinde, molekiiler tekniklerin ise, 6zellikle
birden fazla gen bolgesi ile belirlenen viriilens 6zellikleri hakkinda detayli

bilgi vermesi agisindan daha yararli oldugu sonucuna varild.

Sunulan bu ¢alismanin iilkemizde kanatli patojenik E. coli’lere yonelik
yapilacak ¢aligmalar igin yarar saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma ile, APEC
suslarinda viriilensle ilgili bircok parametre hem fenotipik hem de molekiiler olarak
ortaya konulmustur. Giinlimiizde bazi arastiricilar tarafindan APEC suslart igin
onerilen virtilens Ozelliklerininin degerlendirilmesiyle olusturulan patotiplendirme
yontemlerine esas olacak temel parametreler saglanmistir. Bu konuda yapilacak

calismalarin artmasi ve detaylandirilmasi, konu ile ilgili bilgi birikimini artiracaktir.
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OZET

Kanath Orijinli Escherichia coli suslarinin viriilens 6zelliklerinin fenotipik ve
molekiiler metotlarla belirlenmesi

Bu calismada kolibasillozisli kanatli hayvanlardan izole edilen 200 adet E.
coli susunda, oOzellikle ekstra-intestinal infeksiyonlar igin 6nemli olan viriilens
faktorlerinden serum direnci, aerobaktin demir elde etme sistemleri, mannoz duyarli
hemaglutinasyon (tip 1 fimbrialar) ve mannoz direngli hemaglutinasyon (P
fimbrialar, S fimbrialar ve afimbrial adezinler) 6zellikleri, alfa-hemoliz ve sitotoksik
nekrotizan faktor 1 gibi viriilens 6zellikleri fenotipik yontemlerle ve bu 6zellikleri
kodlayan genlerin varligr molekiiler yontemlerle arastirildi.

Calismada suslar koyun kanli agar kullanilarak yapilan testle hemoliz {liretimi
ve molekiiler olarak hemoliz 6zelligini kodlayan gen yoniinden negatif bulundu.
Suglarin tamaminin demir kisitlayic1 besiyerinde iiredigi ve bu suslarin %88’inin
aerobaktin 6zelligini kodlayan fucD genine sahip olduklar1 saptandi. Vero hiicre
kiltiirleri kullanilarak yapilan toksin analizlerinde suslarin %40’inda 1siya duyarh
toksin belirlendi, ancak suslarda fenotipik ve molekiiler olarak sitotoksik nekrotizan
faktor 1 belirlenemedi. Insan O grubu ve degisik hayvanlara ait eritrositler
kullanilarak yapilan hemaglutinasyon testi ile suslarin %90’inda hemaglutinasyon
aktivitesi saptandi ve bunlarin %26’lik kisminin MRHA 6zelliginde oldugu
belirlendi. Tip 1 fimbrialari kodlayan FimH geni susalarin %88’inde, P fimbrialari
kodlayan PapEF geni %26’sinda bulundu ve bu izolatlarin %14’lik kisminin ayni
zamanda PapC genini de bulundurdugu saptandi. Ancak, suslarda S fimbrialar ve
afimbrial adezinleri kodlayan Sfa ve Afa genleri belirlenemedi. Degisik hayvanlara
ait serumlarla yapilan testte suslarin tamaminda serum direnci fenotipik olarak
saptandi ve serum direncinden sorumlu TraT geni suslarin %90’inda PCR ile
belirlendi.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore, APEC suslarinda en 6nemli viriilens
ozelliklerinin aerobaktin demir elde etme sistemleri, fimbrial adezinler ve serum
direnci oldugu belirlenmistir. Viriilens ile ilgili olarak diisiiniilen hemolizin ve
Sitotoksik Nekrotizan Faktor 1 6zelliklerinin, kanatli orijinli E.coli suslarinin
viriilensinde 6nemli olmadigi sonucuna varildi. Virlilens 6zelliklerinin
belirlenmesinde fenotipik ve PCR temelli yontemlerin benzer sonuglar verdigi
belirlendii. APEC  suslarinda  Onemli  virilens  faktorlerinin  birlikte
degerlendirilmesinin, bu suslarin tiplendirilmesinde daha yararli sonuglar verecegi
ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, kanatli hayvanlar, viriilens dzellikleri.
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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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