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ONSOZ

Enterobacteriaceae familyasinin, Escherichia cinsinin 6zelliklerini tagiyan
Escherichia coli hayvanlarda ve insanlarda ciddi infeksiyonlara neden olmaktadir.
Ayn1 zamanda zoonotik 6zellikleri nedeniyle de 6nem tasimaktadir. E. coli tlrlerinin,
virulens faktorlerine gore farkli patotipleri mevcuttur. Patojenik ve patojenik olmayan
E. coli’nin filogruplandirilmas1 i¢in son dénemde birgok ¢alisma yapilmistir. Tlk kez
2000 yilinda Clermont ve ark. tarafindan E. coli’lerin filogruplandirilmasi yapilmis ve
A, Bl1, B2, D gruplar1 olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. 2013 yilinda giincellenen
yontem ile 8 farkli (A, B1, B2, C, D, E, F, Clade I) E. coli filogrubu saptanmistir.

Filogruplandirma, E. coli suslarinin karakteristik ozelliklerinin anlagilmasi,
enfeksiyonlarin  Onlenmesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi yOntemlerinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, avian patojenik Escherichia
coli (APEC) ve avian fekal Escherichia coli (AFEC) suslarinin filogruplandirilmasi ve

elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi amaglandi (Clermont ve ark., 2013).

Yiiksek lisans 6grenimim siiresince bilylik desteklerini gdrdiiglim danisman
hocam Dog. Dr. H. Kaan Miistak’a, egitimim ve tez agamasinda katkilarindan dolay1
basta Mikrobiyoloji Anabilim Dali bagkani Prof. Dr. K. Serdar Diker olmak iizere,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin degerli tim &gretim iyelerine ve ¢alisma
arkadaglarima, egitimimin ve tezimin her asamasinda sevgili annem, babam ve kiz
arkadasima cok tesekkiir ederim. Ayrica, yiiksek lisans 6grenimim siiresince lisansiistii
programi bursiyeri oldugum Yurtdis1 Tiirkler ve Akraba Topluluklar Baskanligi’na

bizlere ve bilime verdigi katkilardan dolay1 tesekkiirlerim sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Tarihge

Escherichia coli, ilk kez 1884 yilinda Theodor Escherich tarafindan izole
edilmistir. E. coli ilk olarak Bacterium coli commune (B. coli) adiyla adlandirilmistir.
Bu adlandirma Castellani ve Chalmers tarafindan ilk olarak 20. yizyilin baslarinda
yapilmistir. Sonrasinda Theodor Escherich anisina adi E. coli olarak degistirilmistir.
Daha sonra bu mikroorganizmanin sicakkanli hayvanlarin bagirsak saprofitik
florasinin baskin bir fakiiltatif anaerobik bakterisi oldugu kanitlanmig ve bagirsak
fizyolojisinin korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Naglic ve ark.,

2005).

Kanatlilarda patojenik E. coli suslari organ ve organ sistemlerinde farkli hastalik
belirtilerine sebep olabilir: omfalitis (sar1 kesesi enfeksiyonu), koligranulama, hava
kesesi enfeksiyonu, avian seliilitis, siskin bas sendromu, peritonit, salpingitis,
ostemyelitis/sinovitis, panoftalmitis. Broylerlerde E. coli suslari abdomen ve diger
organlarda nekrotize dermatitis ile karakterize selilitis gibi semptomlar olusturur.
Seliilitis ile iligkili lezyonlar kanatli sektoriinde karkasin kabul edilmemesi sonucu
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Koliseptisemisi, E. coli suslarinin neden
oldugu en onemli hastaliktir. Koliseptisemisinin ilk tanimlamasi 1907 yilinda
yapilmustir. Tk kez 1894 yilinda Lignieres tarafindan olii kanatli hayvanlarda kalp,
karaciger ve dalaktan E. coli izole edildigi acgiklandi. Enteritis ve paraliz ile kanatl
hayvanlarda karakterize olan hastaliktan 1923 yilinda E. coli izolasyonu yapilmuistir.
1938 ve 1965 arasinda koligranuloma (Hjarre hastaligi) ve E. coli’nin neden oldugu
diger hava kesesi yangisi, omfalitis, panoftalmitis, peritonitis ve salpingitis

enfeksiyonlar: da tamimlanmistir (Rasidbegovic ve Kavazovic, 2008).



Kanatlilarda ozellikle Avian Patojenik Escherichia coli (APEC) olarak
adlandirilan patotip, kolibasillozise neden olmaktadir. Aynmi zamanda kanath
sektoriinde APEC suslar1 ekstraintestinal veya intestinal hastaligina sebep olup,
yuksek mortalite ve morbidite ile ciddi ekonomik kayiplara neden olurlar

(Rasidbegovic ve Kavazovic, 2008).

Gida ve sularda varliginin tespit edilmesi fekal kontaminasyonun bir gostergesi
olup bu yiizden “koliform bakteriler” olarak tanimlanirlar. Koliform grubu bakteriler
tanim olarak Gram negatif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hizli tireme gdsteren
ve laktozdan 48 saat i¢inde gaz olusturan bakterilerdir. Bu bakteriler Eozin Methylene
Blue Agar (EMB)’da koyu yesil metalik yansima yapan koloniler olusturur.
Enterobactericeae icinde bu tanima giren ¢ok sayida bakteri vardir. Bunlar,

Citrobacter spp., Enterobacter spp. ve Klebsiella spp.’dir (Naglic ve ark., 2005).

1.2. Etiyoloji

Escherichia coli, Bacteria aleminin, Proteobacteria bolumi, Gamma
protobacteria smifi, Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae ailesi ve
Escherichia cinsi icerisinde yer alan bir bakteridir. Escherichia cinsi icerisinde yedi
tir vardir. Bunlar: E. coli, E. adecarboxylata, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulnaris,
E. blattae ve E. alberti. Bu tiirler arasinda yaygin, patojen ve veteriner hekimlik

acisindan en énemli olan1 E. coli’dir (Ana ve ark., 2015 ve Naglic ve ark., 2005).

Escherichia coli, Gram negatif, tamamen boya alan, spor olusturmayan
bakteridir. Genellikle 2-3 x 0,6 um biiyiikliigiinde bir comaktir. Siv1 kiiltiirlerde hizli
tireyerek, tek basina ya da ¢iftler halinde goriiliir. Birgcok susu hareketlidir ve peritrik
flagellaya sahiptir. E. coli aerobik ya da anaerobik olarak 18-44°C araliginda



ureyebilmektedir. Genellikle kapsiil veya mikrokapsiile sahiptir ve baz1 suslar bol
polisakkarit yapida mukoid madde tiretmektedir (Sussman,1997).

Escherichia coli birgok besin ortaminda kolay Uremektedir. Nutrient agar ve
kanli agarda 37°C’de 24 saat iginde konveks, diizgiin kenarli ve renksiz (S tipli)
koloniler gorilebilmektedir. Bazi suslari kanli agarda hemoliz olusturmaktadir. E. coli
laktozu ayristirdigi igin MacConkey (MC) agarda pembe renkli koloniler olustururken,
EMB agarda yesil metalik parlama veren koloniler meydana getirmektedir. Nutrient
buyyonda, 24 saatte 37°C’de bulaniklik yaparak iiremektedir (Izgiir, 2006 ve Naglic
ve ark., 2005).

Escherichia coli ¢ogalmak i¢in basit sekerleri kullanma yetenegine sahiptir. E.
coli'nin farkli biyokimyasal faaliyetleri vardir. Glikoz ve diger karbonhidratlari
(maltoz, mannitol, ksiloz, gliserol, ramnoz, sorbitol, vs) piruvat ve gaz Ureterek
fermente eder. Piruvattan laktik asetat ve formik asit retir. Formik asidi CO2 ve H2’ye
doniistiir. Indol, metil-red ve katalaz testlerinde pozitif sonug verirken, Voges-
Proskauer, tireaz ve oksidaz testlerinde negatiflik gosteren, fermentatif bir bakteridir
(Doyle, 1989). Bu biyokimyasal faaliyetlerin ¢ogu Escherichia genusu icerisinde

bulunan tirler igin ortaktir (Alexander ve ark., 2000).

Escherichia coli birkag toksin salgilayabilmektedir. Bunlar: enterotoksinler (LT
ve ST), norotoksinler, endotoksinler ve sitotoksik nekroz faktori (CNF)’diir. Ancak
APEC’ler, diger patojenik E. coli’lerden daha az toksijeniteye sahiptirler. Bazt APEC
suslart LT ve ST enterotoksinleri gibi toksin sentezlerlerken bazi APEC suslar1 da

Shiga-toksin (Stx) benzeri verotoksin sentezler (Fantinatti ve ark., 1994).

Genellikle E. coli suslarinin patojenik olmadigi diisiiniilmektedir. Ancak E. coli,

viicudun cesitli yerlerinde firsatg1 enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Patojenik E.



coli’ler olusturdugu hastaligin tiirtine ve sahip oldugu viriilens 6zelliklerine gore
smiflandirilmaktadir. Ancak patojenik suslarla, patojenik olmayan suslar1 ayirmak icin
kullanilan tek 6zellik virtilens genleri degildir. Bu genlerin fenotipik olarak ifadesinin
seviyesi daha 6nemlidir. E. coli suslar1 bagirsak dis1 enfeksiyonlara (ekstraintestinal)
ve bagirsak enfeksiyonlarina (intestinal) neden olanlar olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir

(Carlton ve ark., 2010).

Bagirsak enfeksiyonlarina neden olan E. coli suslarinin ortak adi, ishal yapan
(Diyarejenik) E.coli (DEC)’dir ve asagidaki izolatlarin patotiplerini igerir:
enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), Vero- veya Shiga-
toksin Greten E. coli (VTEC veya STEC), enterohemorajik E. coli (EHEC),
enteroagregatif E. coli (EAEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve diffuz aderent E. coli
(DAEC). Ekstraintestinal suslarin ortak adi, ekstraintestinal patojenik E. coli
(ExPEC)’dir. EXPEC’ler, kommensal olarak, saglikli hayvanlarin bagirsak florasinda
bulunan fakiiltatif patojen bakterilerdir. Kolonizasyon, invazyon ve mide—bagirsak
sisteminin digindaki boliimlerde hastaliga neden olan viriilens faktorlerine sahiptir.
EXPEC grubuna dahil olarak, septisemik patojenik E. coli (SEPEC), Uropatojenik E.
coli (UPEC) ve avian patojenik E. coli (APEC) vardir. Son yilarda bu gruba iki yeni
hayvan patojen grubu daha eklemislerdir; meme bezinin enfeksiyonuna neden olan,
meme patojenik E. coli (MPEC) ve rahim enfeksiyonlarina neden olanlar,
endometriyal patojenik E. coli (EnPEC). ETEC suslarinin aksine, EXPEC ve EPEC
suslar1 hayvanlarin normal bagirsak florasini olusturan, firsat¢1 patojenler olarak kabul

edilmektedirler (Carlton ve ark., 2010).



1.2.1. Patogenezde Rol Oynayan Virilens Faktorleri

Adezinler

Bakterinin hiicre duvarinda bulunan ince, sa¢ benzeri adeziv organellerdir. Bu
viriilens faktorleri, baska bir hiicreye ya da yiizeye yapismada veya yapigsmanin
kolaylastirilmasinda rol oynar. Diger hiicrelere veya yiizeylere bakteriyel hiicrelerin
yapisma islemi, aderens olarak adlandirilir (Cantekin ve Izgiir, 2015). Yapisma
bakteriyel patogenezde ¢ok 6nemli bir faktordir. Kanatlilarda iist solunum sistemi
UPEC’ler arasinda tip 1 fimbria adezinlerini icermektedir (Wooley ve ark., 1998). Tip
1 fimbria dst solunum yolunda ilk kolonizasyonda gorev alir. P fimbria diger
organlarda da derin bakteriyel kolonizasyonda mevcut olabilir. Ancak APEC sus
patojenitesinde P fimbrianin rolii tam olarak ¢6ziilememistir. E. coli hicrelerinin
yiizeyinde bulunan kivrik fimbria ince ve kivrigimsi ve ekstraseliiler matriksin
proteinlerine bakteriyolojik baglanmadan sorumlu, ayrica dis cevre kosullarina da
dayaniklilik saglar. Kivrik fimbrianin ekspresyonundan ve kodlanmasindan sorumlu
genler csgBAC ve CSGA EFG dir. AC/ 1 fimbria ve tip 1 benzeri fimbria gibi diger
adhezinler APEC suslar1 arasindan identifiye edilmistir (La Ragione ve Woodward,
2002). Fimbria F17, Afa, Sfa ve Eae DNA iliskili sekans varligi, APEC suslari
arasinda bu adezinlerin APEC’lerin hiicre yiizeyinde bulunabilecegini gosterir

(McPeake ve ark. 2005) ve bu suslarin patogenezisine dahil oldugunu gostermektedir.

Sicaklik Duyarh Hemaglutinin

Sicaklik duyarli hemaglutinin (TSH) tavuk eritrositleri varliginda APEC suslari
tarafindan eksprese edilen bir proteindir ve hemaglutinasyon aktivitesi 26°C’de olup
42°C’de baskilanmaktadir (Provence ve Curtiss I1l, 1994). TSH serin proteaz

ototransporter protein 140 kDa prekursor olarak sentezlenir ve bakteri periplasmasinda



2 subunit olarak ayrilir. 33 kDa agirliginda olan bir subunit dig membranda bulunur ve
mesajc1 gibi gorev goriir ve 106 kDa agirliginda olan diger subunit ekstraseliler
gevreye salimir. 106 kDa’luk subunit dis membranda gegici olarak bulunur ve
enfeksiyonun baslangi¢c asamasinda bakteriyel adezyona aracilik eder (Stathopoulos
ve ark., 1999). Onun salgilanmasindan sonra 106 KDa’luk subunit muhtemelen
karakteristik proteolitik bir aktivite ortaya koymakta ve bu da TSH proteini proteolitik
aktiviteli ve adeziv 0zellikli ¢cok fonksiyonlu protein haline getirmektedir. Bu gen
yiiksek molekiiler agirlikli plazmidlerde lokalize olmaktadir (Dozis ve ark., 2000);
esas olarak ise Col V plazmidinde ve siklikla APEC suslarinda mevcuttur. Clnki
APEC patojenitesinde TSH gen iliskisinden APEC suslarinin belirlenmesinde

molekiiler bir marker olarak yararlanilmaktadir (Ewers ve ark., 2004).

Demir Kazanim Sistemi

APEC suslar1 6zellikle konakei i¢inde diisiik demirli ortamlarda yasamaya ve
biiyiimeye demir kazanim sistemi sayesinde devam edebilirler (Dho ve Lafont, 1984).
Bakteriyel demir kazang sistem mekanizmasi sideroforlarin liretimini saglar ki bunlar
da konakg¢ida demir selatlar1 gorevi goriirler. Bilinen 2 tip siderofor vardir; fenolat ve
hydroxamate. Aerobaktin, plasmid operon tarafindan kodlanan bir hydroxamate
siderofordur (Gibson ve Magrath, 1969). Bu siderofor ayrica mantarlar, enteroinvaziv
E. coli ve APEC suslar1 arasinda bulunmaktadir (Dho ve Lafont, 1984). Bir gunluk
civcivlerde APEC suslarinda biiyiime kabiliyeti ve letalite kabiliyeti ile diisiik demir
konsantrasyonu arasinda pozitif bir iligki gézlemlenmistir. Ayrica Linggood ve ark.
(1987) ile Silveira ve ark. (2002); APEC suslarinin demir alim sistemini baskilarken,
patojenik olmayan suslarin baskilamadigini ortaya koymuslardir. ucA ve fepC
genleri, APEC suslar1 arasinda bulunan diger demir kazang sistemleri ile ilgili
genlerdir (Okeke ve ark., 2004). Arastirma gruplar tarafindan yapilan ¢aligmada
patojenik avian E. coli suslar1 arasinda ilgili genler ile yiiksek siklikta demir aliminin
oldugu gozlenmistir. APEC suslar1 arasinda demir kazanim sistemi plasmid genleri
(Sabri ve ark., 2006) veya kromozomal patojenite adalari tarafindan saglanmaktadir

(Kariyawasam ve ark., 2006).



Kolisinler

Escherichia coli tarafindan eksprese edilen bu proteinler ilgili veya benzer
turlerde bakteriyel biylmeyi inhibe ederler. Kolisinler 2 subunitten olusurlar. Birincisi
bakteriyel hiicre lezyon olusumunu saglarken digeri bakteriyi kendi kolisinlerine kars1
korur. Kolisinler plasmidde lokalize olan farkli genler tarafindan kodlanabilir ve
siklikla Col plasmidi olarak adlandirilirlar. APEC suslar1 tarafindan eksprese edilen
kolisinlerden Ia, Ib, E1, E2, E3, I, K, B ve V en guclu olanlaridir (Silveira ve ark.,
2002). APEC suslarinin ¢ogu Kolisin V plasmidine sahiptir (Wray ve Woodward,
1997).

Kapsul

Bazi E. coli suslar1 hiicre yilizeylerinde bakterinin immun sistemini destekleyen
N-asetil muramik asit kapsultine sahiptir (Jann ve Jann, 1977).

Serum Direnci

APEC suslarinda bakterinin direncini ylzeyindeki LPS, kapsil, Col V kolisin ve
diger membran proteinleri saglamaktadir. Serotip, kanath tiirii ve lezyon orjinine
ragmen APEC patojenitesinin Iss faktor (artmis serum siiresi) ile ilgili olmasini iss
geninin non patojenik suslara kiyasla patojenik suslarda bulunmasina baglamaktadirlar

(Lynne ve ark., 2007).



Toksinler

Baz1 APEC suslari, LT ve ST enterotoksinleri gibi toksin sentezlerlerken bazi
APEC suglar1 da Stx gibi verotoksin sentezlerler (O'Brien ve ark., 1982). APEC
suslarinin  Vero hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesi Parreira ve Yano (1998)
tarafindan gozlenmistir. Stx genini seliilitis, septisemi ve siskim bas sendromlu tavuk
ve hindilerden izole edilen farkli E. coli suslarindan identifiye etmistir. Ayn1 yazarlar
APEC suslarindan eksprese olan vakuol benzeri toksin varligini belirtmisler ve bu
toksin patojenite adalarina ait olan vat geni tarafindan kodlanmaktadir. Daha sonra
diger APEC suslarinda da bu genin varlig1 tespit edilmistir. APEC suslar1 arasindaki
diger virulens faktorleri de patojenite adalar1 (Parreira ve Gyles 2003) ve eritrosit
lokuslaridir (La Ragione ve Woodward, 2002).

1.2.2. Escherichia coli’nin Serolojik Ozellikleri

E. coli’nin alt tiirlerinin siniflandirilmasi, bakterilerin yiizeyindeki antijenik
yapilarin ¢esitliligine dayanir. Serotiplendirme i¢in ilk semay1 Kaufmann gelistirmistir
ve bu serotiplendirme E. coli’nin somatik (O), flagellar (H) ve kapsiiler (K)

antijenlerine gore yapilir (Kostakioti ve Stathopoulos, 2004).

O antijeni dis hiicre zarin1 olusturan lipopolisakkarit yapida, 1stya direncli ylizey
antijenidir. 100°C’de 2 saat siiresince termostabil kalabilir. O antijeni, bes ya da daha
fazla sayida farkli polisakkarit grubu tarafindan olusturulmaktadir. Bu yuzden bugiine
kadar 180’den fazla farkli O grubu izole edilmistir. O antijeni Enterobactericeae
ailesindeki mikroorganizmalarin bircogunda vardir. Bunun sonucu olarak da ¢apraz
reaksiyonlar gorilebilmektedir. Ornegin, E. coli’nin O antijeni, baz1 Shigella ve
Salmonella tiirlerinin O antijenleri ile ¢apraz reaksiyon olusturmaktadir. Bu ¢apraz
reaksiyonlardan dolayi, antikor saptanmasina dayanan testlerde yalanci pozitiflik

vermektedir (Orskov ve ark., 1984).



1945 yilinda Kauffmann ve Vahlne kapsul antijenini gostermek icin bir sembol
olarak K antijeni kavramimi ortaya atmistir. K antijeni de, polisakkarit (N-asetil
neuramik asit) yapidadir. Ayrica, Kauffmann ve Vahlne (1945) K antijeninin ti¢ farkli
tipini tamimlamiglardir (A, B ve L). Bunlar tiplerine gore asidik ortama ve farkli
sicakliklara dayaniklidir. Ornegin, A tipinin inaktivasyonu igin 121°C sicaklik ve 1
saatlik zaman gereklidir. Fakat B ve L tipleri 100°C’de inaktive olabilmektedir. Bir E.
coli susu, 2 farkli K antijen tipi icerebilir. Ornegin, birincisi B ile gosterilen (K87);
ikincisi L ile gosterilen (K88). Toplamda 60 farkli K antijeni oldugu kabul
edilmektedir. Serotiplendirmede O ve H antijenleri kullanilirken, K antijeni

kullanilmamaktadir (Kaufmann, 1947).

H antijenleri flagellanin bir pargasidir ve bu yiizden hareketli E. coli suslarinda
bulunur. Cevreden ilk izole edilen E. coli suslarinin ¢ogu hareketsiz veya kismen
hareketlidir. Bu yiizden H antijenine bagli serotiplendirme giivenilir degildir. Bunun
icin suslar segici yar1 kat1 agara pasajlanir. Bu sayede hareket ve H antijeni iiretiminin
zenginlestirilmesi saglanir. Bugiine kadar 56 H antijeni tespit edilmistir. Baz1 E. coli
suslarinin serotiplerini tanimlamak i¢in bu ii¢ antijen kullanilmaktadir. Ornegin, E. coli
O18:K1:H7. Fakat zamanla K antijeni serotiplendirmede kullanilmamaya
baglanmistir. Sonug olarak, E. coli'nin farkli suslarin1 ayirt etmek i¢in kullanilan en
ayirt edici antijenler O ve H antijenlerdir. O ve H antijenleri farkl viriilens gruplarina
gore siralanabilir ve konak hayvanin tiirline gore kategorize edilebilir (Orskov ve ark.,

1984).

Bir diger antijen olan fimbrial (F) antijenler, proteindz molekiiler yapilar
bilinmeden 6nce K antijenleri olarak tanimlanmistir. Fakat kendi yapilarinin ortaya
¢ikmasiyla K antijen profilinden ayrilmistir. F antijenti ise tek tek suslar1 tanimlanmak

i¢in kullanilmaktadir (Parreira ve Gyles, 2003).
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1.2.3. Escherichia coli Genotipleri

1980'lerin baslarinda Whittam ve ark. (1983)'nin yaptigi ¢alisma, E. coli genetik
yapisini ortaya cikarmistir. Daha sonraki c¢aligmalar, E. coli alt tlrleri veya
filogruplarin varligina isaret ederek bu tiirde genis bir altyapinin var oldugunu
gostermistir. Bu gruplar ¢oklu enzim elektroforezi tarafindan, enzim kodlayan genlerin
allellik varyasyonlariin belirlenmesine dayanarak tanimlanmistir. Ayrica genom
boyutunun filogruplar arasinda degistigi goriilmiistiir. E. coli suslari, 4 ana filogenetik
gruptan birine girmektedir. Bunlar A, B1, B2 ve D'dir. 4 filogrupla ilgili olan fenotipik
karakteristikler ise farkli sekerleri metabolize etme yetenegi, antibiyotik direng
profilleri ve biiytime hizi-sicaklik iligkisidir. Genom biiyiikliigii degiskenligi 4 filogrup
A-B1 suglarinda, B2-D suslar arasindaki degiskenlige kiyasla daha azdir ve B2-D
grubu daha fazla virllens faktoriine sahiptir. 4 filogruptan ekstraintestinal hastaliga
neden olabilen bir sus ele alindiinda gesitli genlerin var olup olmadig degiskenlik
gosterir. A-B1 ve B2-D kardes gruplardir. Bu filogruplar kendi ekolojik nislerinde
farkli yasam Oykiisti, seker metobolizmasi, antibiyotik direng profili ve biiytime araligi
gibi bazi1 karakteristiklerde farklilasirlar. Ekstraintestinal patojenik suslar genellikle
B2 ve D; kommensal suslar ise A ve B1 gruplarinda yer almaktadir (Clermont ve ark.,
2000).

Escherichia coli populasyonlarinin analizlerinde ayrim giiciinii artirmak adina
genetik markerlar ile Ao, Al, B1, B2, B23, D1 ve D> altgruplar olusturmuslardir.
Filogenetik gruplarin kapasitesinin, konak beslenmesi, viicut agirligi ve iklim ile
iligkili oldugunu belirtmiglerdir. Baz1 yazarlar ise, konak ve E. coli suslari arasinda
genetik yapiy1 sekillendiren bir iliski oldugunu belirtmistir (Fernanda ve ark., 2015;
Clermont ve ark., 2000).

Filogenetik gruplar, hem kompleks hem de zaman harcayan teknikler olan goklu

enzim elektroforezi (multilocus enzyme electrophoresis) veya ribotiplendirme ile
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belirlenir. Basit ve hizli olarak tripleks PCR ile A, B1, B2 ve D olmak iizere filogenetik
gruplandirma yapilmaktadir. Bu metot, chuA geninin yjaA adli gen veya TspE4.C2
DNA fragmenti ile kombinasyonuna dayanmaktadir. 2013 yilinda gelistirilen ve arpA
geni de eklenerek yapilan kuadrupleks PCR tabanli filogrup olusturma metoduyla 8
filogrup (A, B1, B2, C, D, E, F ve E. coli klan 1) elde edilmektedir. Grup C ise B1
grubu ile yakin iligkili olmasina ragmen bu grupta farkli suslar bulunmaktadir. Eskiden
siniflandirilmamis suslar arasinda olan Grup E ise yeni bir grup olarak tanimlanmuistir.
Grup F, B2’inin kardes grubu olarak taymn edilmektedir. Escherichia Clade I fenotipik
olarak E. coli’den ayirt edilemeyen ancak genotipik olarak farkli bir filogrup olarak
tanimlanmustir (Clermont ve ark., 2000 ve Clermont ve ark., 2013). Clermont ve ark.
(2013), filogruplandirma sonucunda herhangi bir gruba girmeyen E. coli suslarini
“gruplandirilamayan” seklinde gruplandirmis ve bu suslara MLST (Multilocus

sequence typing) yapilmasini 6nermislerdir.

1.3. Epidemiyoloji

Escherichia coli hayvanlarin ve insanlarin sindirim sistemi florasinda normal
olarak bulunan bir bakteridir. Kanatlilarm dogal bagirsak florasinda 10%gram
konsantrasyonda bulunabilmektedir. Civcilerde, normal flora gelisimi olmayan
kuslarda ve alt sindirim sisteminde bu say1 daha yiiksek olmaktadir (Rasidbegovic ve
Kavazovic, 2008).

Escherichia coli tireme ve gelismeye yardimci olurken, diger bakterileri de
baskilayan, faydali bir bakteridir. Ancak, bazi hastalik olgularinda E. coli primer ya da
sekonder etken olabilmektedir. Tavuklardaki kolibasillozis hastaliginda E. coli primer
ya da sekonder etken olarak bulunmaktadir. Kolibasilloz ¢ok yaygin bir hastaliktir.
Tum kanatli hayvanlarin fakli yas kategorilerinde g6zlenebilmektedir. Geng hayvanlar
genellikle akut enfeksiyon sonucunda septisemiden Olmektedirler. Damizlik

tavuklarda septisemik peritonitis 6nemli bir 6lum nedenidir (Naglic ve ark., 2005).
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Escherichia coli ile direkt vertikal bulagsma olabilmektedir. Embriyolarin ve
civcivlerin hayatlarinin ilk giinlerinde ve haftalarinda yiiksek mortaliteden
sorumludur. Fekal kontaminasyon ile enfeksiyonda yumurta ana kaynaktir.
Yumurtalar kloakadan gecerken veya kirli altliga distiiklerinde de kontamine
olabilmektedir. Ayrica, horizontal bulagsma da olabilmektedir. Horizontal bulagsma
diger kanatlilarla temas veya su ve zeminin diskiyla kontaminasyonu yoluyla da etken
alinmaktadir. Bu bulagsmada sindirim ve solunum sistemi énemli rol oynamaktadir.
Solunum sistemiyle bulasmada E. coli ya tozlarla ya da altliktan inhalasyon yoluyla
alinmaktadir ve oradan yayilmaktadir. Sindirim sistemiyle alinan etken ise genellikle
sonu¢ olarak ishale neden olmaktadir. Ayrica, bulasma mekanik vektorlerle de
(kemirgenler, aksesuar ve ayakkabi) olabilmektedir (Rasidbegovic ve Kavazovic,
2008).

1.4. Teshis

Escherichia coli enfeksiyonlarinin teshisini i¢in klinik ve histopatolojik
degisiklikler degerlendirilmektedir. Ancak kesin teshis i¢in etken izolasyon ve
identifikasyonu yapilmalidir. E. coli’nin izolasyon ve identifikasyonunun yapilmasi
i¢in tipik kolibasilloz lezyonlarindan &rnek alinmalidir. Ornekler almirken fekal
kontaminasyonun olmasi 6nlenmelidir. Teshis i¢in laboratuvara génderilen 6rnekler
steril kaplarda ve soguk zincir ile génderilmelidir. Laboratuvara gelen érnekten bir 6ze
dolusu alinarak %5°lik koyun kanli agara, MC ve EMB agara ekim yapilmalidir. Besi
yerleri aerobik kosullarda 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmelidir. Inkiibasyon sonrasi
EMB agarda metalik yesil renkli diizgiin kenarli koloniler, MC agarda ise parlak
pembe renkli diizgiin kenarli koloniler gozlenmelidir. Mikroskobik bakida Gram
negatif comaklar goriilmelidir. Ayrica E. coli icin spesifik olan biyokimyasal testler
(indol, H.S, Metil Red, Voges Proskaver, karbonhidrat fermentasyonu vb) ile
identifikasyon yapilmalidir. Serolojik yontemler ile teshis yapabilmek i¢in iiretilen E.
coli’nin antijenik ozellikleri goz Oniine alinmalidir (Rasidbegovic ve Kavazovic,
2008).
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1.5. Sagaltim ve Koruma

Escherichia coli’nin neden oldugu enfeksiyonlarin 6nlenmesi igin spesifik ve
nonspesifik koruma yontemlerinin uygulanmas: gerekmektedir. Uygulamalarda
hastaligin  Onlenmesi i¢in hijyen kurallarindan yararlanilmalidir. Korumada
dezenfeksiyon énemli bir faktordiir. Ayrica tesislerin biyolojik dinlenme siresi ve bu
sirecteki temizligi enfeksiyondan korunmada énemli bir rol oynamaktadir. Koruma
amaciyla agilar (inaktive edilmis, canli, rekombinat-mutant) ve pasif immunizasyon
yontemleri kullanilmalidir. Kolibasillozisin tedavisinde 19. yiizyilin ortalarindan
itibaren antibiyotikler kullanilmaya baslanmistir. Kulugkalik yumurtalarin diski ile
kontaminasyonu E. coli’nin bulasmasindaki en 6nemli faktordir. Bu nedenle hijyen
kurallarinin iyi uygulanmasi ve bu konu ile ilgili prosedurlerin strdirulmesi
gerekmektedir. Ayrica korumada yem ve su kontrolii énemlidir ¢iinkii yem ve su
kaynaklari bulasmada rol oynayabilmektedir (Naglic ve ark., 2005 ve Rasidbegovic ve
Kavazovic, 2008).

Filogruplandirma, E. coli suslarmin karakteristik 6zelliklerinin anlagilmasi,
enfeksiyonlarin  6nlenmesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi yoOntemlerinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu g¢alismada, kanath kokenli E. coli
(APEC ve AFEC) suslarinin filogruplandiriimasi ve elde edilen sonuglarin

karsilagtirilmas1 amaglandi (Clermont ve ark., 2013).



2.1. GEREC

2. GEREC ve YONTEM

2.1.1. Orneklerin Toplanmasi
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Fakultesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kanatli Hayvan Laboratuvarina gonderilmis olan E. coli

stipheli, septisemi sonucu 6len tavuklara ait i¢ organlardan (kalp, karaciger, dalak)

izole ve identifiye edilen 150 adet APEC susu kullanildi. Bununla birlikte, 150 adet

AFEC susu ise, yine ayn1 yillar arasinda ayni kiimeslerden gelmis olan altlik ve digki

orneklerinden izole ve identifiye edildi. Sonug olarak toplam 300 adet 6rnek, materyal

olarak kullanildi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Kullanilan 6rneklerle ilgili bilgiler.

Materyalin Toplanildig: Kanath Hayvan

Yer APEC AFEC Toplam

Kalp 53 56

Karaciger 56 47

Dalak 41 48

Althk 68 68

Diski 82 82

Toplam 150 150 300
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2.1.2. Besi Yerleri

Bu ¢alismada etken izolasyonu ve identifikasyonu icin %5 koyun Kanli Agari,
MacConkey (Oxoid) ve Eosin Metilen Blue Agar (Oxoid), Metil Red (Oxoid), Voges
Proskauer Medium (Oxoid) ve izole edilen suslarin toplanmasi i¢in Nutrient Agar
(Oxoid) kullanild1. Izolasyonu ve identifikasyonu yapilan suslar1 -20°C’de saklanmak
icin %20 Gliserin iceren Triptik Soy Broth (TSB) (Oxoid) kullanildi.

2.1.3. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Maddeler

Identifiye edilen E. coli’lerden DNA ekstraksiyonu icin kit kullanim
talimatlarina uygun olarak DNA izolasyon kiti (Thermo Scientific GeneJET Genomic
DNA Purification Kit, #K0721, #K0722) kullanild:.

2.1.4. PCR'da Kullanilan Maddeler

PCR’da Etanol (%95°1ik), Tris Borik asit EDTA (TBE), 10xPCR Buffer, 25 mM
MgClz, 10 mM dNTP (EACH), Tag DNA polimeraz, Praimerler, Agarose, Ethidium
Bromide, 6xLoading Dye kullanildi.
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2.1.5. PCR’da Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Bu calismada, hassas terazi (scaltec, SBC41), santriflij (Thermo SCIENTIFIC,
Micro CL21), steril kabin (laminar flow) (Thermo SCIENTIFIC, Class IlI, Safety
Cabinet), vorteks (Thermo SCIENTIFIC), spektrofotometre ND-1000 (NanoDrop)
DNA Thermal Cycler (Thermo SCIENTIFIC), Jel elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi
(Blu POWER 500), UV transilliiminatorlii bilgisayarli goriintiileme sistemi (Syngene),
Termal printer (Sony) kullanildi.

2.2. YONTEM

2.2.1. izolasyon ve Identifikasyon

Escherichia coli izolasyonu i¢in gonderilen 6rneklerden bir 6ze dolusu alinarak
%35 koyun Kanli agar, MC ve EMB agara ekimler yapildi ve aerobik olarak 37°C’de
24-48 saat inkibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi sekillenen kolonilerin
makroskobik ve mikroskopik morfolojileri incelenerek etken icin spesifik olan (indol,
H2S, Metil Red, Voges Proskauer vb.) biyokimyasal testler ile identifikasyonlari
yapildi (Cizelge 2.2). izole ve identifiye edilen E. coli suslar1 daha sonra kullaniimak
amaciyla %20 gliserinli TSB’de siispanse edilerek -20 ve -80°C’de saklandi. Ankara
Universitesi  Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr’na ait sus
koleksiyonundan alinan A grubu igin E. coli AVMC92-01, B1 grubu i¢in E. coli
AVMC92-02, B2 grubu igin E. coli AVMC92-03, C grubu i¢in E. coli AVMC92-04,
D grubu igin E. coli AVMC92-05, E grubu igin E. coli AVMC92-06 ve F grubu i¢in
E. coli AVMC92-07 susu pozitif kontrol olarak tiim testlerde kullanildi (Naglic ve ark.,
2005).
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Cizelge 2.2. Escherichia coli’nin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler
(Naglic ve ark., 2005).

Kullamlan Testler Testlerin Sonuclar
Oksidaz

Katalaz +

Indol +

Metil Red +

Voges-Proskauer

Sitrat

TSI Agar (karbonhidrat fermentasyonu, el
laktoz, sukroz, glukoz)

H2S

Gaz olusumu +

Ure Testi

O/F Testi Fermentatif
37°C’de hareketlilik testi +

2.2.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunda ticari Thermo Scientific GeneJET Genomik DNA
Purification Kiti kullanildi. Protokol olarak kit prosediirii i¢erisinde bulunan, Gram
negatif bakteriler icin DNA Purifikasyonu protokoli secildi. Bu prosedire gére DNA
ekstraksiyonu asagida belirtildigi gibi yapildi.

> 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine 2x10%u gecmeyecek sekilde bakteri hiicresi
toplandi ve 10 dk 5000 xg’1 gegmeyecek sekilde santrifiije tabi tutuldu. Stipernatant
atildi.

» Pelet tekrar 180 pL digestion suspansiyonu iginde stspanse edildi. 20 pL Proteinaz
K soliisyonu ilave edilip homojen bir stispansiyon elde etmek icin vorteks ile iyice
karistirildi.

» Numune lize olana kadar ara ara vorteks yapilip termomikser kullanilarak 56°C’de
inkibe edildi. 20 pL RNase A soliisyonu eklendi, vortekslenerek karistirildi ve

karisim oda sicakliginda 10 dk inkibe edildi.
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» Numuneye 200 pL Lizis soliisyonu eklendi. Homojen bir karisim elde edilinceye
kadar yaklasik 15 sn vortekslenerek iyice karistirildi.

» 400 pL %50 etanol eklenip vorteks ile karigtirildi.

» Hazirlanan lizat bir toplama tiipiine alind1 ve GeneJet Genomik DNA Purification
Kitine aktarildi. Kolam 6000 xg’da 1 dk santifiij edildi. Akiskan ¢ozeltiyi igeren
toplama tiipii atildi. GeneJet Genomic DNA Purification kolonu yeni bir 2 mL’lik
toplama tiipline yerlestirildi. Kolonlar her kullanimdan sonra sikica kapatildi.

» 500 pL Wash Buffer | (etanol eklenmis) eklendi. 1 dk boyunca 8000 xg olacak
sekilde santrifiij edildi. Akigskan kisim bosaltildi ve saflagtirma kolonu tekrar
toplama siitununa yerlestirildi.

» 500 pL Wash Buffer Il (etanol eklenmis) GeneJet Genomik DNA saflagtirma
kolununa eklendi. 3 dk boyunca maksimum hizda (> 1200 xg) santrifiije tabi
tutuldu. Akigkan ¢ozeltiyi i¢eren toplama tiipii atildi ve GeneJet Genomik DNA
Aritma Siitunu steril 1,5 mI’lik mikrosantifiij tiipiine (ependorfa) aktarildi.

» Genetik DNA’y1 elemek igin, 200 pL Elution Buffer, GeneJet Genomic DNA
saflagtirma sttununun zar merkezine eklendi. Oda sicakliginda 2 dk inkube edilip
1dk boyunca 8000 xg’da santrifiij edildi.

» Spin kolon atilarak 1,5 ml’lik ependorfa igerisinde saf DNA elde edildi.
Ekstraksiyonu yapilan DNA o6rnekleri islemleri yapilana kadar -20°C’de saklandi.

2.2.3. Escherichia coli Filogruplarimin Molekiiler Yontemlerle Tespiti

Bu calismada, kanatli kokenli E. coli’lerin filogruplandirilmasi amaci ile
Clermont ve ark. (2013)’nin uyguladigi kuadrupleks PCR yontemi kullanildi. Bu
amagla, izolasyonu, identifikasyonu ve DNA ekstraksiyonu yapilan 300 adet E. coli
susuna ait DNA’larin  konsantrasyonlart  spektrofotometre ile  Olgulerek,
amplifikasyonda kullanilacak olan template DNA miktarlart ortaya konuldu.
Kullanilan primerler Clermont ve ark. (2013) tarafindan belirlenen gen dizilerinden

secildi. Kullanilan primerlerin baz dizileri, ilgili gen bdlgeleri ve {iriin uzunluklari
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Cizelge 2.3’te sunulmustur. PCR karigimi her primerden 0.2 uM (Cizelge 2.3), 200
uM dNTP, 2.5 ul PCR reaksiyon buffer, 3 mM MgClz, 2 U Tag DNA Polymerase
(Thermo Scientific; EP0402) ve 1 ul template DNA’nin bulundugu 25 pl PCR karisimi

hazirlandi.

Filogruplandirma i¢in kullanilan primerler ile baglanma sicakliklarinin farklilik
gostermesi nedeniyle ilk olarak gradient PCR yapildi. Gradient PCR ile 55-60°C
arasinda calisild1 ve optimum baglanma sicakliklari secildi. En uygun sicaklik olarak
belirlendi ve ¢aligma boyunca kullanildi. Amplifikasyon kosullari: 94°C’de 5 dk 6n
denatiirasyonu takip eden 30 siklus (grup E ve C i¢in 28 siklus), denatiirasyon 94°C’de
5 sn, baglanma 60°C’de (grup E ve C i¢in 57°C) 20 sn, uzama 72°C’de 5 sn ve 72°C’de

5 dk son uzama asamasi olarak uygulandi (Clermont ve arkg, 2013).

Cizelge 2.3. Primellerin baz dizileri, baglandiklari spesifik gen bolgeleri, PCR

tirtinlerinin uzunluklar1 (Clermont ve ark., 2013).

Metod Primer Gen Sekans PCR Uriinii (bp)
Kuadrupleks chuA.1b chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA.1b yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG o1
yjaA.2 AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4C2.1b | TspE4.C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA
Grup E ArpAgpE.f arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
trpAgpC.1 trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
Grup © trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC
Internal Kontrol trpBA.f trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG
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2.2.4. Elektroforez ve Goruntuleme

Amplifiye edilen her bir 6rnekten 10 pl alinip 2 pl 6xLoading Dye soliisyonu ile
karistirilarak, 20 cm’lik % 1,5 agaroz (BIOMAX) igeren yuklendi. Jeldeki birinci goze
5 ul DNA Marker (Thermo Scientific) konularak 180 voltta 60 dk elektroforez islemi
gerceklestirildi (Yamoto ve ark., 1995). Biyo-goruntileme sistem (Syngene)

kullanilarak jeldeki 6rnekler goriintiilendi.

2.2.5. Filogruplarin Belirlenmesi

Grup A, C, B1, B2, D, E, Clade I ve F gruplarinin belirlenmesinde chuA, yjaA
ve arpA genleri ile TspE4.C2 DNA fragmani kullanildi. Kuadrupleks PCR sonucu bu
genlerin bulunmasi ve/veya bulunmamasina gére gruplar belirlendi. Kuadrupleks PCR
sonucunda grup A veya C, D veya E ve E veya Clade | ¢ikan suslarin hangi gruba dahil
oldugunu tespit etmek i¢in ayrica konvansiyonel PCR yapildi. Grup E ve grup C’nin
belirlenmesinde ise sirasiyla, ArpAgpE.f, ArpAgpE.rile trpAgpC.1, trpAgpC.2 primer
dizileri kullanildi. Ayn1 zamanda, grup E ve C’nin belirlenmesinde PCR ydnteminde
yeterli miktar amplikon olusup olusmadigini test etmek amaciyla internal kontrol
kullanild1 (Clermont ve ark., 2013). Filogruplandirma sonucunda gruplandirilamayan
suslarin ileri teshisi i¢in Clermont ve ark. (2013)’nin 6nerdigi MLST yontemi

uygulanmadi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular:

Tez ¢aligsmasi siiresince 189 adet organ (kalp, karaciger, dalak) ve 195 adet diski
ve altlik 6rnegi APEC ve AFEC varlign yoniinden sirasiyla incelendi. izole ve
identifiye edilen toplam 150 adet APEC, 150 adet AFEC susu segilerek kullanildi.

3.2. PCR Bulgular

izole edilen E. coli suslarinda arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2 (kuadrupleks PCR)
ve arpA, trpA, (Grup C ve E PCR) genlerinin varlig: arastirildi. Bu genlerin bulunup
bulunmamasina gore E. coli suslarinin filogruplandirilmasi yapildt (Sekil 3.1, Sekil
3.2 ve Sekil 3.3).

M 1 2 3 45 6 78 9 10111213M15 161718 NK ABBTFM
-

—

=

500 bp

'9.":'“' - e o e e @) == ge
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TspE4.C2 -mamane® , . 100 bp

Sekil 3.1. Kuadrupleks PCR jel elektroforez goriintiisu; arpA (400 bp), chuA (288 bp),
yjeA (211 bp) ve TspE4.C2 (152 bp) genleri. 1-2, A pozitif ornekler (+,-,-,-); 3-9, B1
pozitif ornekler (+,-,-,+); 10-14, B2 pozitif 6rnekler (-,+,+,+/-,+,+,-); 15-18, F pozitif
ornekler (-,+,-,-); M, molekuler marker; NK, negatif kontrol; A, A grup pozitif kontrol;
B1, B1 grup pozitif kontrol; B2, B2 grup pozitif kontrol ve F, F grup pozitif kontrol.
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(489 bp)
trpA p— - o Gy R D
(21%bp) R S ] S an

Sekil 3.2. Grup C PCR jel elektroforez gorintlsu: trpA (489 bp) ve trpA (219 bp)
genleri. 1-12, C pozitif 6rnekler; M, molekuler marker; NK, negatif kontrol; PK, C
grup pozitif kontrol.

500 bp
rpA
100 bp

Sekil 3.3. Grup E PCR jel elektroforez goruntusi: trpA (489 bp) ve arpA (301 bp)
genleri. 1-17, E pozitif érnekler; M, molekiler marker; NK, negatif kontrol; PK, E
grup pozitif kontrol.

Incelen 150 adet APEC susunun 4 tanesi A (% 2,66), 43 tanesi B1 (% 28,66), 38
tanesi B2 (% 25,33), 2 tanesi C (% 1,33), 18 tanesi E (% 12), 5 tanesi F (% 3,33), 1
tanesi Clade I (% 0,66), 2 tanesi negatif (% 1,33) olarak belirlendi. Geriye kalan 37

ornek ise gruplandirilamadi (Cizelge 3.1).
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Ayrica, incelenen 150 adet AFEC susunun 5 tanesi A (% 3,33), 8 tanesi B1 (%
5,33), 16 tanesi B2 (% 10,66), 16 tanesi C (% 10,66), 1 tanes D (% 0,66), 27 tanesi E
(% 18), 9 tanesi F (% 6), 3 tanesi Clade | veya Clade Il (% 2) olarak belirlendi. Geriye
kalan 51 6rnek ise heniiz belirlenmis bir gruba girmedi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Genlerinin bulunmasina gore E. coli suslarin filogruplandirilmasi.

Kuadrupleks PCR incelenen suslar
arpa chuA yjaA TspE4.C2 Filogrup APEC AFEC
(400 bp) | (288 bp) | (211 bp) (152 bp) Say1 % Say1 %
+ - - - A 4 2,66 - -
+ - + - A - - 5 3,33
+ - - + Bl 43 28,66 8 5,33
- + = + B2 4 2,66 - -
- + + + B2 28 18,66 5 3,33
- + + - B2 6 4 11 7,33
+ - + - C 2 1,33 16 10,66
+ + + - Clade | 1 0,66 14 9,33
- - + - Clade | veya Il - - 3 2
+ + - + D - - 1 0,66
+ + - - E 18 12 27 18
- + - - F 5 3,33 9 6
+ - + + gruplandirilamayan 27 18 9 6
+ + + + gruplandirilamayan 10 6,66 42 28
- - - - Negatif 2 1,33 - -
Toplam: 150 100 150 100
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4. TARTISMA

Escherichia coli tiim sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal
sistemlerinde en yaygin goriilen mikroorganizmalardan biridir. E. coli, hem
hayvanlarda hem de insanlarda yaralarin firsat¢1 enfeksiyonlarindan ciddi sistemik
enfeksiyonlara kadar degisen cesitlilikte hastaliklara neden olmaktadir. APEC
patotiplerinin neden oldugu ekonomik kayiplar ve etkenin zoonoz karakteri kanatli

endiistrisi igin biiylik 6nem teskil etmektedir (Rasidbegovic ve Kavazovic, 2008).

Daha onceki ¢alismalar, ekstraintestinal E. coli enfeksiyonlarindan B2 ve D
gruplarinin, A veya B1 gruplarina gore daha fazla izole edildigini gostermistir (Picard
ve ark., 1999 ve Johnson ve Steel, 2000). Bu tez ¢alismasinin sonucunda ise APEC
suslarmin % 28,66’s1 B1 grubuna % 25,33’ B2 grubuna dahil oldugu belirlenerek B1
grubunun daha fazla oranda izole edildigi goriildii. Bu farkliligin nedeninin incelenen
suslarin toplandig1 bolgedeki cevresel faktorler oldugu diisiiniildi. Bilindigi iizere B2
ve D gruplar1 patojen APEC suslarini icermektedir (Ramadan ve ark., 2016). Ancak,
Kariyawasam ve ark. (2007)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, APEC suslarinin
genellikle A 36 (% 37,89) grubuna ve B1 11 (% 11,58) grubuna dahil oldugu
gosterilmistir. Arastirmacilar, APEC suslarinda A ve D gruplarimt diisiik oranda
belirlediklerinden dolayr, APEC suslarmin viriilensinin yalnizca kromozomal
farkliliklardan dolayr olmadigini vurgulamiglardir. Bu tez calismasinda da benzer
olarak A grubunda 4 adet (% 2,66) APEC susu belirlenirken D grubuna dahil olan
APEC susu belirlenemedi.

Fernanda ve ark. (2015)’nin yaptiklar1 ¢alismada 149 adet APEC susunu
Clermont ve ark. (2013) metoduna gore filogruplandirmistir. Sonug olarak APEC
suslariin A (% 42,95), B1 (% 34,22), B2 (% 2,01), C (%6,71), D (% 4,02), E (% 4,02)
ve F (% 6,04) grubuna dahil oldugunu gostermistir. Bu tez ¢alismasinda da benzer
sayida (n: 150) APEC susu arastirilmis olup sonug olarak, Fernanda ve ark. (2015)
yaptig1 ¢alismaya gore, B1 ve F gruplar1 yoniinden benzer, ancak A, B2, D ve E



25

gruplar1 yoniinden farkli sonuglar gozlendi. Buna gore B2 ve E gruplari daha yiiksek,
A ve D gruplari ise daha diisiik oranda tespit edildi. Bu sonuglar, bu tez ¢aligmasinda
incelenen APEC suslarmmin Fernanda ve ark. (2015)’min yaptiklar1 ¢alismada

arastirdiklar1t APEC suslarina gore daha yiksek virulense sahip oldugunu gosterdi.

Logue ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada 452 adet APEC ve 199 adet AFEC
susunu Clermont ve ark. 2000 ve 2013 yillarinda gelistirdikleri metotlara goére
inceleyip filogruplandirmistir. Tripleks PCR (Clermont ve ark., 2000) metoduna gore
APEC suslarin1 A (% 38,05), B1 (% 17,25), B2 (% 15,92) ve D (% 10,05); AFEC
suglarmi A (% 45,22), B1 (% 28,14), B2 (% 16,58) ve D (% 10,05) seklinde
filogruplandirmistir. Ayni ornekleri kuadrupleks PCR (Clermont ve ark., 2013)
metoduna gore tekrar filogruplandirmis ve APEC suslarini A (% 10,17), B1 (% 18,58),
B2 (% 15,26), C (% 27,65), D (% 5,08), E (% 3,31), F (% 19,26), Clade I (% 0,44) ve
gruplandirilamayan (% 0,22); AFEC suslarin A (% 36,18), Bl (%28,64), B2 (%
11,05), C (% 6,53), D (% 7,03), E (% 4,52), F (% 4,02) ve Clade I (% 2,01) olarak
belirlerken gruplandirilamayan grubunda AFEC susu bulamamigslardir. Bu tez
caligmasinin sonucunda bulunan APEC ve AFEC, F ve E yogunlugu ile Logue ve ark.
(2017) calismasmdan elde ettikleri sonuglara benzerlik gosterirken herhangi bir
filogruba dahil olmayan (gruplandirilamayan) sus sayist daha yiiksek oranda (APEC
% 24,66, AFEC % 34) gozlendi. Ayrica APEC suslari i¢inde F grubu (% 3,33) daha
diisiik ve AFEC suglar i¢cinde E grubu (% 18) daha yiiksek oranda bulundu. Bu
farkliliklarin, bolgesel suslara ait genotipik farkliliklardan dolay1 oldugu diistiniilmiis
Olup as1 uygulamalarinda bélgesel sus se¢iminin Onemini bir kez daha ortaya

koymustur.

Ayrica bu calismada AFEC suslarmmin filogruplandirilmas: sonucunda
ekstraintestinal patojen olan B2 grubu % 10,66 oraninda bulundu. Gerek bu tez
caligmasinda elde edilen sonuclar, gerekse yapilan diger ¢alismalar sonucunda (Logue
ve ark., 2017) AFEC suslart arasinda dikkate deger oranda ekstraintestinal E. coli
susunun varlig1 gosterilerek elde edilen sonuglarin diger calismalar ile uyumlu oldugu

tespit edildi.
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5. SONUC ve ONERILER

Tavuk organlarindan, digkisindan ve altliklardan izole edilen E. coli suslarinin
filogruplandirilmas: amaci ile yapilan bu galismada bulgular kisminda verilen
sonuclara ulasildi. Bu ¢alismada toplam 150 APEC ve 150 AFEC olmak iizere toplam
300 E. coli susunun izolasyonu ve identifikasyonu yapildi. Filogruplandirma igin
Clermont ve ark. (2013) yontemi kullanildi. Filogruplandirma sonucunda APEC
suslar1 i¢inde en yiiksek oranda B1 grubu (% 28,66), en diisiik oranda Clade I grubu
(% 0,66) bulundu. AFEC suslarinda ise en yiiksek oranda E grubu (% 18), en diisiik
oranda D grubu (% 1) bulundu.

Tiirkiye disindaki iilkelerde yapilan ¢aligsmalar ile karsilastirildiginda elde edilen
sonuglar tavuklarda E. coli enfeksiyonlarmin 6nlenmesi igin yapilacak olan koruma ve
kontrol programlarinin gelistirilmesi ve bu amagla en ¢ok kullanilan biyolojik
korunma faktorli olan as1 icin bolgesel farkliliklarin 6nemli oldugu ve asi
gelistirilmesinde mutlaka yersel suslarin ve bu suslara ait 6zelliklerin belirlenmesi
gerektigi anlasildi. Escherichia coli enfeksiyonlari, diinyanin her yerinde 6zellikle de
kanath yetistiriciliginde dnlenemeyen bir enfeksiyondur. Kiimes dezenfeksiyonu ve
biyogiivenlik kurallarina uyulmasi; hem kanatli sagliginin korunmas: hem de gida
zinciri yoluyla insanlara bulagsmasinin engellenmesi bakimindan biiyilk 6nem
tagimaktadir. Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar, AFEC suslar1 arasinda patojen
ekstraintestinal suglarin yiiksek oranda bulundugunu gésterdi. Bu sonu¢ APEC suslari
olarak tanimlanan kanatli patojeni olan E. coli suslarinin kdkeninin kiimes materyali
olabilecegi veya digkiyla ¢ikartilan APEC suslarinin ¢evrede bulunarak diger

hayvanlara bulasmada 6nemli olabilecegini gosterdi.

Bu calismada izole edilen APEC ve AFEC suslarindan herhangi bir gruba dahil
olmayan suslarin yiiksek oranda belirlenmesi farkli E. coli genotiplerinin
bulunabilecegini ve daha detayli genotipik analizler yapilarak yeni filogruplarin

arastirilmasi gerektigini gostermistir.
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OZET

Kanath Kokenli Escherichia coli’lerin Filogruplandirilmasi

Filogruplandirma, E. coli suslarinin karakteristik Ozelliklerinin anlagilmasi,
enfeksiyonlarin  Onlenmesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin

belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Bu c¢alismada kanathh kokenli E. coli (APEC ve AFEC) suslarinin
filogruplandirilmas1 amaglandi. Calismada identifiye edilen 150 adet APEC ve 150
adet AFEC susunun filogruplandirilmas: kuadrupleks PCR (Clermont ve ark., 2013)
metodu ile arastirildi. Filogruplandirma sonucu incelenen 150 adet APEC susunun 4’u
A (% 2,66), 43’1 B1 (% 28,66), 38’1 B2 (% 25,33), 2’si C (% 1,33), 18’i E (% 12), 5’1
F (% 3,33), 1’i Clade | (% 0,66), 2’si negatif (% 1,33) olarak gruplandirildi ve
gruplandirilmayan 37 (% 24,66) sus tespit edildi. incelenen 150 adet AFEC susunun
5’1 A (% 3,33), 8’1 B1 (% 5,33), 16’si B2 (% 10,66), 16°si C (% 10,66), 1’1 D (% 0,66),
27’si E (% 18), 9’u F (% 6), 3’1 Clade | veya Clade 11 (% 2) olarak gruplandirildi ve
gruplandirilmayan 51 (% 34) sus tespit edildi.

Escherichia coli enfeksiyonlarinin 6nlenmesi amaciyla gelistirilecek olan
asilarda mutlaka yersel suslarin kullanilmasi ve bu suslara ait 6zelliklerin belirlenmesi
gerektigi anlasildi. Bununla birlikte genotipik olarak ¢ok cesitlilik gosteren E. coli
suslarinin, 6zellikle APEC suslarinin, daha detayli genotipik analizler yapilarak yeni

filogruplarmn arastirilmasi gerektigi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: AFEC, APEC, Escherichia coli, filogruplandirma.
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SUMMARY

Phylogrouping of Escherichia coli strains originated from poultry

Phylogrouping has a major role to understand the characteristic features of E.
coli strains, control and establishment of new treatment methods.

This study was aimed to phylogrouping the strains of E. coli (APEC ve AFEC)
of avian origin. A total of 150 samples of APEC and 150 samples of AFEC were
analyzed and phylogrouped using quadruplex PCR (Clermont et al., 2013) method.
Among the APEC samples under study, 4 (% 2,66) belonged to group A, 43 (% 28,66)
belonged to group B1, 38 (% 25,33) belonged to group B2, 2 (% 1,33) belonged to
group C, 18 (% 12) belonged to E, 5 (% 3,33) belonged to group F, 1 (% 0,66) belonged
to Clade I, 2 (% 1,33) were negative and 37 (% 24,66) was ungrouped. On the other
hand among AFEC samples under study, 5 (% 3, 33) belonged to A group, 8 (% 5,33)
belonged to B1, 16 (% 10,66) belonged to B2 group, 16 (% 10,66) belonged to C
group, 1 (% 0,66) belonged to D group, 27 (% 18) belonged to E group, 9 (% 6)
belonged to F group, 3 (% 2) belonged to Clade | or Clade Il and 51 (% 34) were

ungrouped.

The applications of local vaccine strains is unique in order to prevent E. coli
infections, but firstly the characteristics of these strains should be determined. In
addition, regarding E. coli strains, especially APEC, which show genotypic diversity,

more research needs to be done to investigate new phylogroups.

Key words: AFEC, APEC, Escherichia coli, phylogrouping,
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