T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
VETERINERLIK MiKROBiYOLOJIiSI ANA BiLiM DALI

NEONATAL SEPTIiSEMILi BUZAGI KOKENLI
ESCHERICHIA COLIi iZOLATLARINDA
ENTEROTOKSIJENIK VIRULENS GENLERININ
BELIRLENMESI

Doktora Tezi

Serhan AKGOZ

Danisman
Prof. Dr. Timur GULHAN

SAMSUN
2023



T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
VETERINERLIK MiKROBiYOLOJIiSI ANA BiLiM DALI

=3 l'lf:“)()f‘\ll/ h"l_,"\'v‘l.%i lgl\-‘l\.’FH.‘:SIT_F.‘SI
I— LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

NEONATAL SEPTIiSEMILi BUZAGI KOKENLI
ESCHERICHIA COLI iZOLATLARINDA
ENTEROTOKSIJENIK VIRULENS GENLERININ
BELIRLENMESI

Doktora Tezi

Serhan AKGOZ

Danisman

Prof. Dr. Timur GULHAN

Bu ¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi tarafindan PYO.VET.1904.21.031 proje
numarasi ile desteklenmistir.

SAMSUN
2023



TEZ KABUL VE ONAYI

Serhan AKGOZ tarafindan, Prof. Dr. Timur GULHAN danismanliginda
hazirlanan “NEONATAL SEPTIiSEMILi BUZAGI KOKENLi ESCHERICHIA
COLI iZOLATLARINDA ENTEROTOKSIJENIK VIRULENS GENLERININ
BELIRLENMESI ” baslikli bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan 7.8.2023 tarihinde yapilan
smav sonucunda oy birligi ile basarili bulunarak Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Unvam Adi Soyadi
Universitesi
Ana Bilim/Ana Sanat Dah Sonug¢
Prof. Dr. Timur GULHAN

Bagkan Ondokuz May1s Universitesi Kabul
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana [J Ret
Bilim Dali
Prof. Dr. Alper CIFTCI

Uye Ondokuz May1s Universitesi Kabul
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana [ Ret
Bilim Dal1
Prof. Dr. Mehmet TUTUNCU

Uye Ondokuz May1s Universitesi Kabul
Veterinerlik I¢ Hastaliklar1 Ana [J Ret
Bilim Dal1
Prof. Dr. Ziya ILHAN

Uye Balikesir Universitesi Kabul
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana [J Ret
Bilim Dali
Prof. Dr. Hasan SOLMAZ

Uye Karabiik Universitesi Kabul
Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim [ Ret
Dali

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukarida adlari yazili jiiri
liyeleri tarafindan uygun goriilmiistiir.

Prof. Dr. Ahmet TABAK
Enstiti Muduru



BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANI

Hazirladigim Doktora tezinin biitiin asamalarinda bilimsel etige ve akademik
kurallara riayet ettigimi, ¢alismada dogrudan veya dolayli olarak kullandigim her
alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin Kaynaklar’da gosterilenlerden
olustugunu, her unsurun enstitii yazim kilavuzuna uygun yazildigim ve TUBITAK
Aragtirma ve Yaym Etigi Kurulu Yonetmeligi’nin 3. boliim 9. maddesinde belirtilen
durumlara aykir1 davranilmadigini taahhiit ve beyan ederim.

Etik Kurul Gerekli mi ?
Evet [1 (Gerekli ise ekler kismina ekleyiniz)

Hay1r

01/06/2023
Serhan AKGOZ

TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI
Tez Bashgni : NEONATAL SEPTISEMILI BUZAGI KOKENLI
ESCHERICHIA COLI IZOLATLARINDA ENTEROTOKSIJENIK VIRULENS
GENLERININ BELIRLENMESI

Yukarida bashgi belirtilen tez ¢alismasi igin sahsim tarafindan 01/06/2023
tarihinde intihal tespit programindan alinmis olan 6zgiinliik raporu sonucunda;
Benzerlik orani % 8

Tek kaynak orani :% 2  cikmustir.

01/06/2023
Prof. Dr. Timur GULHAN



OZET

NEONATAL SEPTISEMILI BUZAGI KOKENLI ESCHERICHIA COLI
[ZOLATLARINDA ENTEROTOKSIJENIK VIRULENS GENLERININ
BELIRLENMESI

Serhan AKGOZ
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Agustos/2023
Danisman: Prof. Dr. Timur GULHAN

Neonatal buzag: ishallerine neden olan 6nemli bakteriyel etkenlerden birisi
Enterotoksijenik E. coli (ETEC)’dir. ETEC enfeksiyonlarinin patogenezinde en
onemli virlilens faktorleri fimbrial adhezinler ve enterotoksinlerdir. Bu ¢aligma
neonatal septisemili buzagilardan E. coli izolasyonu, fenotipik ve genotipik
karakterizasyonu, izolatlardaki antibiyotik direng patternlerinin tespiti, sik goriilen
serotip ve virulens faktorlerinin tespiti amaciyla yapildi. Bu amagla neonatal
septisemili buzagilardan izole edilen ve fenotipik olarak Escherichia coli olduklar
bilinen izolatlarin genotipik dogrulanmas: PCR ile arastirildi. Dogrulanan izolatlarda
septisemili buzagilarda 0101, 09, 026, 0145, O111 serotip genleri, F17, F5, F41,
Stabil Toksin, Labil Toksin, EAST1 virtilens genleri ve 8 farkli antibiyotige ait direng
genleri PCR ile incelendi. Izolatlarin 8 farkli antibiyotige direnclilik/duyarlilik
durumlart Kirby-Bauer standart disk difiizyon testi kullanilarak belirlendi. Calisma
sonucunda incelenen 200 disk1 6rneginden 95 (%47,5) E. coli izole ve identifiye edildi.
Fenotipik antibiyotik direng analizine goére izolatlar %94,7 streptomisine, %93,7
tetrasikline, %89,5 ampisiline, %87,4 trimetoprim-sulfametoksazole, %87,4
kloromfenikole, %74,7 enrofloksasine, %62,1 gentamisine ve %24,2 sefalotine kars1
direncli bulundu. Ote yandan izolatlarin %88,4’iinde tet(B), %74,7’sinde sul3,
%67,4’tinde sull, %61’inde cmlA, %56,8’inde qgnr(B), %54,7’sinde tet(A),
%53,7’sinde  sul2, %38,9’'unda CITM, %36,8’inde aadAl, %28,4’iinde catl,
%26,3’tinde gnr(S), %12,6’sinda aac[3]-1V, %5,3’linde tet(C) ve %1,05’inde gnr(A)
genleri  belirlendi. Izolatlarin higbirinde blaSHV geni tespit edilemedi.
Serogenotiplendirme sonucunda izolatlar 0101, 026 ve O145 serotip geni varligina
gore sirastyla %33,7, %6,3 ve %2,1 oraninda pozitif bulundu. Higbir izolatta O111 ve
09 serotipi saptanamadi. Viriilens genlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan PCR
calismalar1 sonucunda; %23,2 izolatin Eastl, %22,1 izolatin F5, %20 izolatin STa, 17
izolatin %17,9 F41 ve %3,2 izolatinda LT genine sahip oldugu tespit edildi. Béylece
orneklemenin yapildigi bolgede neonatal septisemili buzagilarda ETEC varligi,
yayginligl, izolatlarin patotip/virotip dagilimi belirlenerek bu virulens faktorlerinin
hastalikla iliskisi otaya konuldu ve hastali§in tedavisinde kullanilabilecek en uygun
antibiyotik secenegi belirlendi. Calisma kapsaminda elde edilen verilerin daha sonra
yerli ve milli as1 caligmalarina katki saglayabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Antibiyotik direnci, Buzagi, E. coli, Serotip, Viriilens



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ENTEROTOXIGENIC VIRULENCE GENES IN CALF
ORIGINATED ESCHERICHIA COLI ISOLATES WITH NEONATAL
SEPTICEMIA

Serhan AKGOZ
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Microbiology
Ph.D., August/2023
Supervisor: Prof. Dr. Timur GULHAN

One of the important bacterial agents causing neonatal calf diarrhea is
Enterotoxigenic E. coli (ETEC). The most important virulence factors in the
pathogenesis of ETEC infections are fimbrial adhesins and enterotoxins. This study
was conducted for the isolation of E. coli from calves with neonatal septicemia, its
phenotypic and genotypic characterization, the determination of antibiotic resistance
patterns, the determination of common serotypes and virulence factors in isolates. For
this purpose, genotypic confirmation of isolates isolated from calves with neonatal
septicemia and known phenotypically to be E. coli was investigated by PCR. 0101,
09, 026, 0145, 0111 serotype genes, F17, F5, F41, ST, LT, EASTL1 virulence genes
and resistance genes of 8 different antibiotics in calves with septicemia in confirmed
isolates analyzed by PCR. The resistance/sensitivity status to 8 different antibiotics
formed were determined using the Kirby-Bauer standard disc diffusion test. As a result
of the study, 95 (47.5% ) E. coli were isolated and identified from 200 stool samples.
According to the phenotypic antibiotic resistance analysis, the isolates were 94.7%
streptomycin, 93.7% tetracycline, 89.5% ampicillin, 87.4% trimethoprim-
sulfamethoxazole, 87.4% chloromphenicol, 74.7% enrofloxacin, 62.1% gentamicin
and 24.2% was found to be resistant to cephalothin. 88.4% of the isolates were tet(B),
74.7% sul3, 67.4% sull, 61% cmlA, 56.8% qnr(B), 54.7% tet(A), 53.7% sul2, 38.9%
CITM, 36.8% aadAl, 28.4% catl, 26.3% qnr(S), 12.6% aac[3]-1V, 5.3% tet(C) and
gnr(A) genes were detected in 1.05%. No blaSHV gene could be detected in any of the
isolates. According to the presence of 0101, 026 and 0145 serotype genes, the isolates
were found to be 33.7%, 6.3% and 2.1%, respectively, as a result of serogenotyping.
0111 and Q9 serotypes were not detected in any of the isolates. As a result of PCR
studies carried out to determine virulence genes; It was determined that 23.2% isolates
had Eastl, 22.1% isolates F5, 20% isolates STa, 17 isolates 17.9% F41 and 3.2%
isolates LT. Thus, the presence, prevalence of ETEC in calves with neonatal
septicemia in the sampling region, the pathotype/virotype distribution of the isolates
were determined, and the relationship between these virulence factors and the disease
was determined, and the most appropriate antibiotic option that could be used in the
treatment of the disease was determined. It was concluded that the data obtained within
the scope of the study could contribute to domestic and national vaccine studies later
on.

Keywords: Antibiotic resistance, Calf, E. coli, Serotype, Virulence
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1. GIRIS

Sigir yetistiriciliginde temel amag her inekten yilda bir kez yavru alinmasidir.
Bakim, besleme masraflari ve dogum i¢in beklenen siire nedeniyle dogan yavrunun
saglikli olmasi, hayvancilik igletmeleri acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Saglikli
bir yavru elde etmek gebe sigirin dogru bakim ve beslenmesi ile baslar, buzaginin
sagliklt bir ortamda dogumuyla ve yeterli diizeyde agiz siitii (kolostrum) alimiyla
devam eder. Diger memelilerde oldugu gibi buzagilar da dogduklarinda yeterli
diizeyde bagisikliga sahip degildir. Bu nedenle yeni dogan buzaginin kuru madde,
vitamin, mineral ve antikor oran1 yiiksek bir salgi olan kolostrumu almasi, altligin ve
¢evrenin kontamine olmamasi, 1s1 ve nem oraninin optimum kosullarda olmas1 ve gebe
sigirin  ¢esitli hastaliklara karsi asilanmasi yavrunun sagligi acisindan oldukga

onemlidir (Al Mawly et al., 2015).

Buzagilarda goriilen onemli saglik sorunlarinin basinda gastrointestinal ve
respiratorik sistem hastaliklar1 gelmektedir (Bartels et al., 2010). Gastrointestinal
sistem hastaliklar1 yavrularda biiylimenin yavaslamasina ve canli agirlik artisinin
azalmasina yol agmaktadir. Hastaligin tedavisi amaciyla sik ve bilingsiz sekilde
antimikrobiyal ila¢ kullanimi, antibiyotige diren¢li bakteri riskini arttirmaktadir.
Ayrica buzagilarda gastrointestinal sistem enfeksiyonlar1 nedeniyle Gliimlerin
goriilmesi hayvancilik isletmelerini olumsuz yonde etkilemektedir (de Graaf et al.,
1999). Neonatal buzagi ishalleri immiinolojik faktorlere, bakim, besleme kosullarina
ve ¢esitli ¢evresel etmenlere bagli gelisebilecegi gibi, Escherichia coli, Salmonella
spp., Cryptosporidium parvum, sigir rotavirus (BRV) ve sigir coronavirus (BCV) gibi

sik goriilen enfeksiydz ajanlar sebebiyle de ortaya cikabilmektedir (Izzo et al., 2011).

Neonatal septisemi buzagilarda yiiksek morbidite ve mortalite oranina sahip
oldugundan ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Septisemi etiyolojisinde E. coli, en
yaygin bakteriyel neden olmakla birlikte, diger baz1 gram negatif ve gram pozitif
bakteriler de neonatal septisemiye neden olabilmektedir (Citil ve Gokge, 2013; Akyiiz
vd., 2017). Cevresel faktorler ve yetersiz beslenmenin neden oldugu stres, bagirsak
direncinin olumsuz etkilenmesine ve organizmalarin kan yoluyla yayilarak septisemi
olusturmasina neden olur (Citil ve Gokge, 2013). Septisemi olgularinda, kandan
mikroorganizma izolasyonu genellikle olumlu sonu¢lanmamaktadir (Akyiiz vd.,
2017). Septiseminin klinik bulgular1 arasinda ishal, yiiksek ates, depresyon,

dehidrasyon, tasikardi, solunum hizinin artmasi, kapiller geri dolum zamaninda
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uzama, anoreksi, kas zay1flig1 ve yerde yatma sayilabilmektedir (Citil ve Gokge, 2013;

Akyiiz vd., 2017).

Immun sistemi baskilanmis insanlarda ve hayvanlarda sik goriilen bir protozoon
olan C. parvum (Mosier and Oberst, 2000) genellikle su kaynaklarindan bulasmaktadir
(MacKenzie et al., 1995). Yaklasik 24 farkli Cryptosporidium tiirii vardir (Fayer,
2010). Sigirlarda yaygin olarak C. parvum, C. bovis, C. ryanae ve C. andersoni
goriilmektedir. C. parvum ile enfekte buzagilarda siddetli ishal ve dehidrasyon
goriilebildigi gibi, asemptomatik vakalara da rastlanmaktadir (Fayer et al., 2009). C.
parvum enterositlere invaze olup mikrovillus ve silindirik hiicre kaybina neden olarak,
enfekte olmus hayvanlarda siddetli villoz atrofiye yol agmaktadir (Heine et al., 1984).
Etkenin yayilmasinda rol oynayan ookistler hastaligin 3. giinliinde sagilmaya
baslamakta ve genellikle 2 haftada pik diizeye ulagsmaktadir. Klinik bulgular genellikle
bulasmadan sonraki 3-5 giin i¢erisinde dikkati cekmektedir (Foster and Smith, 2009).
Enfekte olan hayvanlarda yetersiz beslenme, biiyiimede gerilik ve hatta Oliimler

goriilebilmekte ve bu durum, ekonomik kayiplara neden olabilmektedir.

BRV, Reoviridae ailesinde bulunan 11 ¢ift sarmalli RNA segmentinde (16-21
kb) genomik materyal tasiyan zarfsiz bir viriondur. Toplam 7 rotavirus serogrubu
bulunmakla birlikte (A-G), A grubu evcil hayvanlarda rotaviral enfeksiyonun baslica
nedenidir (Steele et al., 2004). BRV’un viremi donemi yaklasik 12-24 saat arasinda
olup genellikle 1 ila 2 haftalik buzagilarda perakut ishale neden olmaktadir. Virusun
12-24 saat kulucka siiresi vardir ve enfekte hayvanlarda perakut ishale neden
olmaktadir. Hasta hayvanlar 5-7 giin boyunca disk1 yoluyla virusu ¢evreye yayarak,
kontaminasyona neden olmaktadir. Rotavirus ile enfekte buzagilarda istahsizlik,

halsizlik, hazimsizlik, canli agirlik kaybinda azalma ve siddetli ishal goriilebilmektedir
(Cho and Yoon, 2014).

BCV, Betacoronavirus ailesine ait tek sarmal RNA tasiyan bir virustur.
Buzagilarda neonatal diyare ve solunum sistemi hastaligina, biiyiik hayvanlarda ise kis
dizanterisine neden olmaktadir (Liu et al., 2006). Virusun spike (S) proteini hastaligin
patogenezinde oldukga 6nemli bir role sahiptir (Lin et al., 2000). Enfeksiyonun baslica
bulasma yolu fekal-oral bulasma olmakla birlikte, hava yoluyla bulasma da
goriilebilmektedir (Lotfollahzadeh et al., 2020). Virus 1-2 haftalik buzagilarda sulu

ishallere neden olmaktadir.



Salmonellozis, enterik hastaliklarda sik goriilen bakteriyel bir enfeksiyondur.
Buzagi salmonellozisine daha ¢ok S. typhimirum ve S. dublin neden olmaktadir (Sojka
et al., 1977; El-Seedy et al., 2016). Etken buzagilarda ishal, pneumoni, septik artritis,
meningitis, ekstremite altlarinda gangrenli nekroz, ates, anorcksi, dehidrasyon,
endotoksemi ve oOliimlere neden olmaktadir (Razzaque et al., 2009). Genellikle 3
haftaliktan kiiciik buzagilarda enfeksiyona neden olan etkenler, gidalarla ve direkt
temasla insanlara da bulasabilmektedir (Mead et al., 1999). Salmonellozis buzagilarda

daha ¢ok kanli, sulu ve mukoid ishalle dikkati ¢ekmektedir (Fossler et al., 2005).

E. coli’nin 20. Yiizyilda en sik goriilen neonatal septisemi etkeni oldugu ifade
edilmektedir (Gomez and Weese, 2017). E. coli izolasyonu ve karakterizasyonu ilk
olarak Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda Bacterium coli commune ismiyle
yapilmistir (Escherich and Bettelheim, 1988). 1954’e kadar birden fazla es anlamh
isimle kullanilsa da 1954 yilinda, Theodor Escherich’e ithafen E. coli olarak
tanimlanmistir (Cowan, 1954). Escherichia cinsi igerisinde E. coli’den baska, E.
hermannii, E. fergusonii, E. blattae ve E. vulneris olmak tizere 4 tiir daha
bulunmaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Escherichia cinsi igerisindeki tiirlerin baz1 biyokimyasal 6zellikleri (Winn et al., 2006’dan

uyarlanmistir)
Biyokimyasal Testler  E.coli E.hermannii  E. fergusonii  E. blattae E. vulneris
Indol + + + - -
Metil Red + + + + +

Voges Proskauer - - - - -

Sitrat - - d d -
Lizin dekarboksilaz + - + + D
Arjinin dehidrolaz d - - - D
Ornitin dekarboksilaz d + d + -
ONPG + + - -

Laktoz + d - -

Sorbitol + - - - -
Mannitol + + + - +
Adenitol - - + - -
Sellobioz - + + -

Sar1 pigment - + - - D

+: % 90 ve daha fazla sus pozitif, -: % 90 ve daha fazla sus negatif, d: % 11-89 sus pozitif, t: O157:H7
serotipi sorbitol negatif



E. coli Enterobacteriaceae familyasina ait, fakiiltatif anaerobik, Gram negatif,
comak sekilli, ortalama 1.1-1.5 um x 2.0-6.0 um boyutlarinda bir mikroorganizmadir.
Uygun tireme 1s1s1 37-44°C'dir. Genellikle hareketli olmakla birlikte, hareketsiz olan
izolatlar da bulunmaktadir. Hareketli olanlar peritrik flagellaya sahiptir. Sporsuz olan
etken, genel besiyerlerinde kolayca tiremektedir. Kemoorganotrofik ve oksidaz
negatiftir. Glukoz, maltoz, mannitol, ksiloz, ramnoz, arabinoz, sorbitol, trehaloz ve
gliserolii once piruvata, sonra da fermentasyonla laktik asit ve formik aside
indirgemektedir. Siikroz, salisin, dulsitol ve rafinoz iizerine etkisi degisken olup
adenitol, inositol ve sellobiyozu nadiren fermente etmektedir. Nisastadan gaz
olusturmayan E. coli indol, nitrat rediiksiyonu (NR) ve metil red (MR) pozitif; Voges-
Proskauer (VP), sitrat, hidrojen siilfiir (H2S) ve lireaz aktivitesi bakimindan negatiftir.
E. coli, gastrointestinal sistemde normal flora bakterisi olmasina ragmen, patojenik
varyantlar1 (patovarlar veya patotipler) genis bir hastalik spektrumundan sorumlu
oldugu i¢in, en yaygin insan ve hayvan patojenlerinden biri olarak ifade edilmektedir.
Cesitli viriilens faktorleri vasitasiyla intestinal ve ekstraintestinal hastaliklara,
dolayistyla diinya c¢apinda ¢ok fazla bulasma ve Oliime neden olmaktadir. Bu
hastaliklara septisemi, enteritis, ishal, idrar yolu enfeksiyonlari, mastitis, menenjitis

gibi klinik enfeksiyonlar drnek olarak verilebilir (Winn et al., 2006).

E. coli’nin virilens faktorleri arasinda enterotoksinler, norotoksinler,
endotoksinler ve verotoksinler; 2-7 nm ¢apli, protein yapida, iplik benzeri, konakg¢1
epitele yapisma ve kolonizasyon saglayan K99, K88, CFA, F41 fimbrialar; sitotoksik
nekrozan faktorleri ve kolisin gibi demir baglama sistemlerinin yan1 sira kapsiil ve

mikrokapsiil 6nemli yer tutmaktadir (Croxen et al., 2013).

Etken sahip oldugu viriilens faktorleri, kolonizasyon durumu ve yaptig
hastaliklara gore patotiplere ayrilmistir. Insan ve hayvanlarda hastalik yapan intestinal
patojenik E. coli (IPEC) igin 8, ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) igin ise 4
onemli patotip tammlanmustir. Intestinal patojenik E. coli patotipleri; enteropatojenik
E. coli (EPEC), Shiga toksijenik E.coli/enterohemorajik E. coli (STEC/EHEC),
enterotoksijenik E. coli (ETEC), nekrotoksijenik E. coli (NTEC), enteroinvaziv E. coli
(EIEC), enteroagregatif E. coli (EAEC), diffuz adherent E.coli (DAEC), adherent
invaziv E. coli (AIEC)’dir. Ekstraintestinal patojenik E. coli patotipleri arasinda ise
tiropatojenik E.coli (UPEC), meningitise neden olan E. coli (MNEC), septisemi ile

iligkili E. coli (SePEC) ve kanatlilarda hastaliga neden olan avian patojenik E. coli
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(APEC) bulunmaktadir (Kaper et al., 2004; Crossman et al., 2010). Neonatal
septisemiye neden olan en 6nemli patotipin ETEC oldugu rapor edilmistir (Croxen and
Finlay, 2010).



2. GENEL BILGILER

1884'te cocuk doktorlugu yapan Alman mikrobiyolog Theodor Escherich, bebek
bagirsak mikroplari, bu mikroplarin sindirim sistemi tizerindeki etkileri ve hastaliktaki
rolleri {izerine bir ¢alisma baslatti. Escherich bu calisma sirasinda, Bacterium coli
commune adini verdigi, giiniimiizde Escherichia coli olarak bilinen ve hizla gelisen bir
bakteri tiirti kesfetti (Shulman et al., 2007). E. coli, taksonomik olarak Proteobacteria
filumunun gama alt boliimii iginde yer alan Enterobacteriaceae familyasinin bir
tiyesidir. Etken Gram negatif ve fakiiltatif anaerobiktir. Comak sekilli olan bu bakteri
ortalama 1.1-1.5 um x 2.0-6.0 um boyutlarindadir. Hareketli olan izolatlar peritrik
flagellaya sahiptir. insanlarda ve bircok hayvanda intestinal veya ekstraintestinal
hastaliklara neden olma kabiliyetine sahip; zararsiz, kommensal veya farkli patojenik
varyantlar1 iceren ¢ok yonlii bir bakteri tiiriidiir. Bilinen habitatlar arasinda toprak, su
ve yiyecekler bulunur. Omurgali bagirsaginda baskin aerobik tiir olan E. coli’nin
(Lukjancenko et al., 2010) konakgistyla simbiyotik bir iliskisi vardir (Tenaillon et al.,
2010). Dogal E. coli mikrobiyotasi, bakteriyosinlerin tiretimi ve diger mekanizmalar
araciligiyla zararl patojenlerin bagirsakta kolonizasyonunu o6nleyerek, konakg¢isina
cesitli faydalar saglamaktadir (Schamberger et al., 2004). E. coli’nin laboratuvarda
izolasyon ve identifikasyonu kolay oldugundan, onlarca yildir popiilasyon genetigi
calismalarinda  kullanilmistir. E. coli, en 1iyi Kkarakterize edilmis model
mikroorganizmalardan biridir. Referans sus E. coli K-12 ve tiirevleri, genetik,
molekiiler biyoloji, fizyoloji ve biyokimyanin ilerlemesinde kilit rol oynamistir

(Whitman et al., 1998).

Patojenik E. coli’nin ¢esitli varyantlar1 intestinal ve ekstraintestinal hastaliklar
nedeniyle yilda 2 milyondan fazla insanin 6liimiine neden olabilmektedir (Russo and
Johnson, 2003, Jang et al., 2017). Kommensal E. coli suslar1 ise kalin bagirsakta,
ozellikle sekum ve kolonda bulunur. Kanal boyunca epitel hiicrelerini kaplayan mukus
tabakasinda bulunarak degrede mukusla birlikte bagirsak liimenine yayilir ve digkiyla

atilirlar (Poulsen et al., 1994).

E. coli, neonatal donemde bagirsakta kolonize olan ilk bakteri tiirleri arasindadir
ve diger anaerob bakterilerin gelismesinden 6nce oldukc¢a yiiksek yogunluga (diski
grami1 basina 10° cfu'dan daha yiiksek) ulasir (Syed et al., 1970). Neonatal dsnemden

sonra bagirsakta bulunan E. coli yogunlugu zamanla kademeli olarak azalarak,



yaklasik 108 cfu/gram diski miktarinda sabitlenir (Mitsuoka and Hayakawa, 1973).
Arastirmacilar tarafindan 1984 yilinda E. coli referans koleksiyonunun (ECOR)
olusturulmasi1 (Ochman and Selander, 1984), arastirmacilara E. coli'nin popiilasyon
yapisini ortaya koymak icin degerli bir ara¢ saglamistir. ECOR sus koleksiyonu, ¢cok
lokuslu enzim elektroforezi (MLEE) sonuglarina dayali olarak Ochman ve Selander
(1984) tarafindan olusturulmustur. Bu koleksiyon, insandan ve diger 16 memeli
konak¢idan elde edilen 72 izolat igerir ve bu izolatlar E. coli tiirliniin genetik
cesitliligini temsil etmesi amaciyla se¢ilmistir. Koleksiyon, A, B1, B2, D ve E olmak
lizere bes ana filogenetik soy olarak simiflandirilmistir (Sekil 2.1). Cogunlukla
kommensal E. coli'yi igeren A Grubu ve BI1, ortak taksonlardir ve E. coli
filogenisindeki en gen¢ soylardir. Filogrup B1, O157 hari¢ diger EHEC serotipleri
dahil olmak tizere farkli patotipler ve kommensallerden olusan bir iiriin yelpazesinden
olusur. B2 filogrubu EXPEC suslarinin ¢ogunu icerir ve gen igerigi ile niikleotid
seviyesinde en yiiksek cesitliligi gosterir. D Grubu ise polifiletiktir ve filogenetik
agacin kokii tarafindan iki gruba ayrilir. UPEC ve EAEC izolatlarindan olusan grup
DI, A, Bl ve E'ye yakin kiimelenirken, EXPEC ve ¢evresel suslari iceren grup D2,
filogrup B2 ile kiimelenir. Crohn Hastalig1 hastalarinin ileal lezyonlarinda yaygin
olarak bulunan AIEC, EXPEC suslari ile yakin bir iligki icinde olan filogrup B2'de de
kiimelenirken, O157:H7 EHEC ve O55:H7 EPEC suslarinin ayri bir sinifini olusturan
E grubu, bu E. coli gruplarinin arasinda yer alir. Bir diger bakteri tiirii olan Shigella
ise filogenetik olarak A, B1 ve E gruplarina yakindir (Leimbach et al., 2013).

E. coli'nin metabolik ve fenotipik gesitliliginin altinda ¢ok dinamik bir genom
yapist yatmaktadir. Bir tiirlin genomu iki kategoride smiflandirilabilir. Bir bakteri
tiriiniin tiim suglarinda bulunan genlere ¢ekirdek genom adi verilir. Genellikle
replikasyon, transkripsiyon ve translasyonda yer alan bu genom, bir bakteri tiirliniin
genomik omurgasini olusturur ve temel metabolik islevlerden sorumludur. Ote yandan
degisken genom, yalnizca birka¢ susta bulunan veya tek izolata 6zgli olan genleri
igerir. Bu degisken genler, bir popiilasyon veya tiirdeki ¢esitli fenotiplerden ve belirli
cevresel kosullara adaptasyonlardan sorumludur (Medini et al., 2005). Degisken
genomlar genellikle yiiksek oranlarda niikleotit dizisi degiskenligi gosterir. Degisken
gen havuzuna 6rnek olarak plazmitler, fajlar ve mobilom olarak adlandirilan genomik
adalar (GEI'ler) gibi hareketli elementler verilebilir. Patojenite baglaminda, degisken

gen havuzu patojene konagi kolonize etme ve viriilens faktorlerini kodlamay1



saglamaktadir (Leimbach et al., 2013). Cekirdek ve esnek genomun kombinasyonu
pangenomu, yani bir tiiriin toplam gen havuzunu olusturur. Son hesaplamalara gore E.
coli pangenomunda 18.000'den fazla gen bulunabilirken, tipik bir E. coli genomunda
yaklasik 5.000 gen bulunur (Chaudhuri and Henderson, 2012). Kommensal E. coli
suslar1 ¢ogunlukla patojenik suslardan daha kii¢iik genom boyutlarina sahiptir (Sims

and Kim, 2011).
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Sekil 2.1. E. coli referans koleksiyonunun (ECOR) filogenetik soylar1 (Leimbach et al., 2013)

Modifiye Kauffman semasina gore E. coli, O (somatik), H (flagellar) ve K
(kapsiiler) yiizey antijen profilleri temelinde serotiplendirilmektedir (Kaper et al.,
2004). Son yapilan ¢aligmalarda 185 adet O antijeni (Liu et al., 2020), 100’ den fazla
K antijeni ve 60 adet H antijeni saptanmistir (Parma et al., 2000). O antijeni yiizey
antijenidir ve lipopolisakkarit 6zelligindedir. K antijenleri kapsiil antijenler olup,

polisakkarit yapidadir ve bakterinin O antiserumlar1 ile agliitine olmasin
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onlemektedir. H antijeni ise flagellar antijendir ve protein yapisindadir (Beutin et al.,

2009).

E. coli'nin zararsiz olan bazi suslart mutasyon geg¢irmis ve bir¢ok canlida
hastaliga neden olan patojenik bir yasam tarzina uyum saglamistir (Crossman et al.,
2010). Yalnizca en basarili virulens faktorlerinin kombinasyonlari, saglikli bireylerde
hastaliga neden olabilen E. coli patotiplerine (Sekil 2.2) doniismiistiir (Kaper et al.,
2004). Patojenik E. coli suslari, enfeksiyon bdlgesine bagli olarak intestinal patojenik
E. coli (IPEC) ve ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Her iki grup da belirli patojenik 6zelliklere sahip tek bir tiiriin suslari
olarak tanimlanan farkli patotiplere gore alt kategorilere ayrilmistir (Tablo 2.1).
Patotip siniflandirmasi, hastaligin klinik goriiniimiine, sahip oldugu virulens
faktorlerine ve filogenetik arka plana dayanmaktadir. Intestinal patojenik E. coli
patotipleri arasinda enteropatojenik E. coli (EPEC), Shiga toksijenik
E.coli/enterohemorajik E. coli (STEC/EHEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC),
nekrotoksijenik E. coli (NTEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), enteroagregatif E. coli
(EAEC), diffuz adherent E. coli (DAEC), adherent invaziv E. coli (AIEC),
ekstraintestinal patojenik E. coli patotipleri arasinda ise tiropatojenik E. coli (UPEC),
meningitise neden olan E. coli (MNEC), septisemi ile iliskili E. coli (SePEC) ve
kanatlilarda hastaliga neden olan avian patojenik E. coli (APEC) bulunmaktadir
(Kaper et al., 2004; Crossman et al., 2010). IPEC ve ExXPEC suslari, filogenetik
ge¢mislerinin yani sira genetik yapilarinda da farklilik gostermektedir. Cesitli IPEC
patotipleri, farkli genetik tiirlere sahip olmakla birlikte ilgili nislere adaptasyon altinda
gelisen ortak serotiplerle karakterize edilen klonlar olarak kabul edilmektedir
(Leimbach et al., 2013). Virulens faktorlerin yeni kombinasyonlari, bakterinin yeni
sartlara uyum saglama kapasitesini arttirir ve bu durum E. coli klonlarinin genis bir
hastalik spekturumuna neden olmasina izin verir. E. coli’nin neden oldugu bu
hastaliklardan biri olup tiim Diinya’da goriilen ve Shiga benzeri toksin tireten EHEC
O157:H7’dir. Bu toksin kiiciik kan damarlarinda dejenerasyon olusturup, siddetli karin
agrisiyla seyreden kanli ishallere neden olur. Ayrica kilcal damarlarda siklikla kan
pihtilarina neden olarak hemolitik anemi, trombositopeni ve bobrek yetmezliginin
eslik ettigi oldiiriicii bir hastalik olan hemolitik iiremik sendroma (HUS) neden olur
(Scallan et al., 2011). Antibiyotiklerin HUS riskini arttirmasi nedeniyle tedavisi

oldukca zor bir hastaliktir. O157:H7 sigirlarda ve diger ciftlik hayvanlarinda



asemptomatik olarak bulunabilmekte ve kesim, paketleme gibi islemler sirasinda etin
kontaminasyonu yoluyla insanlara bulagabilmektedir (Ferens and Hovde, 2011).
Ayrica su, giibre ve kuslar da sebze ve meyvelerin kontaminasyonuna neden olabilen
diger faktorlerdir (Callaway et al., 2014). Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir
arastirmada O157:H7’nin yilda 63.000 kisiye bulasarak etkilenen hastalarin tedavisi
icin 405 milyon dolar harcandig1 ve yaklasik 20 kisinin 6liimiine neden oldugu ortaya
konulmustur (Scallan et al., 2011). E. coli kokenli énemli bir diger hastalik ise
enterotoksijenik E. coli (ETEC)’dir. ETEC; insanlarda turist ishaline (Al-Abri et al.,
2005), yeni dogan ¢iftlik hayvanlarinda ise Onemli dehidrasyon ve elektrolit
dengesizligi sonucu dlimle sonuglanabilen sulu ishallere (Picco et al., 2015) neden
olmaktadir. Genom plastisitesi nedeniyle yeni virulens gen kombinasyonlarinin ortaya
¢ikmasi sonucu E. coli patotiplerinin farkli varyasyonlar1 goriilebilmektedir. Mayis ve
Haziran 2011'de Orta Avrupa'da EHEC ve EAEC patotiplerinin kombinasyonu sonucu
ortaya ¢ikan E. coli O104:H4 susunun neden oldugu biiyiikk bir Enteroagregatif
hemorajik E. coli (EAHEC) salgini, virulens genlerinin yeni kombinasyonlarinin
olduk¢a tehlikeli patojenik varyantlara yol acabilecegini gostermektedir
(Brzuszkiewicz et al., 2011).
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Sekil 2.2. Patojenik E. coli'nin evrimine mobil genetik elementlerin katkist (Kaper et al., 2004).
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Tablo 2.1. Patojenik E. coli tiplerinin klinik semptomlar1 ve baglica viriilens faktorleri (Allocati et al.,
2013)

Patotip Klinik Semptomlar Baslhica Viriilens Faktorleri

Intestinal E. coli

EPEC Sulu ishal ve kusma LEE, EAF

Kanl ishal, HUS, . .
EHEC/STEC hemorajik kolit Shiga toksin, LEE

Insanlarda gezgin ishali

ETEC Yeni dogan ciftlik Enterotoksinler ve adhezinler
hayvanlarinda sulu ishal
Insanlarda ve yeni dogan

NTEC hayvanlarda ishal ve iiriner CNF1, CNF2, CDT
sistem enfeksiyonlari
Insanlarda yangisal kolit . . o .

EIEC ve dizanteri Shiga toksin, hemolizin, hiicresel invazyon
Insanlarda mukuslu ishal Sitotoksinler

EAEC ve kusma
Ozellikle ¢ocuklarda ishal

DAEC ve . uriner sistem Daa, AIDA
enfeksiyonlari
Insanlarda yangisal

AIEC bagirsak  hastaligit  ve Tip-1 fimbria, hiicresel invazyon
Crohn hastalig

Ekstraintestinal E. coli

UPEC Pyelonefritis, sistitis Tip-1 ve P fimbria, hemolizin
Yeni doganlarda  akut . .

NMEC meningitis ve sepsis S fimbria
Kanathlarda aerosakkulit

. . L > P ve F1 fimbria, hemaglutinin, aer in
APEC poliserozit, septisemi ¢ bria, hemaglutinin, aerobact
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2.1. E. coli Patotipleri
2.1.1. Intestinal E. coli Patotipleri
2.1.1.1. Enteropatojenik E. coli

Enteropatojenik E. coli (EPEC), gelismekte olan iilkelerde insan ve hayvanlarda
goriilen yeni dogan ishallerinden izola edilen 6nemli patotiplerden biridir (Ochoa and
Contreras, 2011). Etken giiniimiizde insan Ve hayvan saglig1 i¢in tehdit olmaya devam
etmektedir. Bulasmada Oncelikle kontamine su, az pismis et triinleri ve ¢ig siit gibi
gidalarin tiikketimi 6nemlidir (Gansheroff and O'Brien, 2000; Giilhan, 2003). Ayrica
hayvan diskisi ile kontamine olan marul gibi tarimsal iriinlerin tiiketimi ve enfekte
hayvanlarla dogrudan temasin da EPEC enfeksiyonunun bulagsmasinda rol aldigi

ortaya konmustur (Jeamsripong et al., 2019; Gékmen vd., 2022).

EPEC insan, sigir, tavsan, domuz, koyun, keci, kedi ve kopeklerde hastaliga
neden olarak hayvancilik endiistrisinde biiyiikk ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Bardiau et al., 2010; Pienaar et al., 2019). Etken neonatal buzagilarda 6zellikle 1-8
haftalik yaslarda ishale neden olmaktadir (Doughty et al., 2002). Hastaligin mortalitesi
diistiktiir ancak ishal durumu hayvanlarda kronik hale gelerek canli agirlik
kazaniminin azalmasina yol agmaktadir. Belgika'da 2008-2015 yillar1 arasinda 42 adet
yerli giftlikte ishalli buzagilardan toplam 104 EPEC susu izole edilmistir (Thiry et al.,
2017). Kopek, kedi, koyun, ke¢i ve domuz yavrularinda EPEC suslarinin
kolonizasyonu sonucu akut gastroenteritis, kusma, ishal, dehidrasyon gibi semptomlar
goriilebilmektedir (Kjaergaard et al., 2016; Watson et al., 2017).

EPEC insanlarda da Onemli hastaliklara neden olabilmektedir. 1940 ve
1950'lerde ABD ve Ingiltere’de sik goriilen ¢ocuk ishali salgilarinda izole edilen
etken EPEC olarak identifiye edilmistir (Robins-Browne, 1987). Brezilya, Sili, Peru
ve Iran gibi gelismekte olan iilkelerdeki infantil ishalin % 5-10'undan EPEC‘nin
sorumlu oldugu tespit edilmistir (Ochoa et al., 2008). Ayrica yapilan son arastirmalar
EPEC'in Kuzey Avrupa, Okyanusya ve Dogu Asya gibi gelismis iilkelerde yeniden
ortaya ¢iktigimi gostermektedir. Norveg'te EPEC, ishal nedeniyle hastanede yatan
hastalarin digkilarinda bulunan en yaygin patojenlerden biridir. 2013-2015 yillar
arasinda Norveg¢ Universite hastanesinde toplanan ishalli digkilardan toplam 122
ornekte EPEC patotipi izole edilmistir (Berdal et al., 2019). Finlandiya'da EPEC, 2016
yilinda kontamine sebze tiiketimi sonucu 237 hastada ishal salginina neden olmustur

(Kinnula et al.,, 2018). Avustralya'da 2008 ile 2011 yillar1 arasinda yapilan
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calismalarda toplam 61 adet EPEC izolat1 analiz edilmistir (Staples et al., 2013). Yeni
Zelanda'da 2014 yilinda, bir devlet hastanesinde dort ay boyunca ishalli disk1 6rnekleri
toplanmis ve 21 6rnek EPEC olarak rapor edilmistir (Thomas et al., 2017). Dogu
Asya'da da ishalli hastalarda yiiksek EPEC prevalansi bildirilmistir. Giliney Kore'de
EPEC, 2009-2010 yillar1 arasinda 1.791 insami etkileyen toplam 26 ishal salginina
neden olmustur (Lee et al., 2012). Japonya'da da diyareli hastalarda yiiksek bir EPEC
insidansi bildirilmistir (Wang et al., 2017). 1980 ve 1990'larin basinda yapilan EPEC
ile ilgili arastirmalarda, EPEC'in patofiztyolojisine odaklanilarak kayda deger
ilerlemeler kaydedilmistir (Chen and Frankel, 2005). 2000'li yillarin baslarinda uygun
terapotik miidahaleler gelistirilmekle beraber saglik kosullar iyilestirilerek EPEC
salgin1 vakalarinin sayis1 azaltilmis olsa da (Trabulsi et al., 2002), gida kaynakli
salginlara iliskin son siirveyans verileri, insanlarda EPEC enfeksiyonlarinin yeniden
ortaya ¢ikma olasiliginin yiiksek olduguna isaret etmektedir (Kinnula et al., 2018; Lim
et al., 2020). Biitiin bu epidemiyolojik raporlar, EPEC enfeksiyonlarmin yerel, ulusal
ve kiiresel olarak kontrol etmek ve dnlemek icin biiyiik bir halk saglig1 endigesinin

gerekli oldugunu gii¢lii bir sekilde gostermektedir.

[nvazyon yetenegine sahip olmayan ve enterotoksin iiretmeyen EPEC,
konakgiin intestinal epitel hiicrelerinde baglanarak, nekrozuna (attaching/effacing,
AJE) neden olmaktadir (Sekil 2.3). EPEC virulens faktorleri arasinda demet olusturan
pilus (BFP), EPEC adezyon faktorii (EAF) ve enterosit yok etme odagi (locus of
enterocyte effacement, LEE) yer almaktadir (Lee et al., 2022).

Sekil 2.3. EPEC ve EHEC’in neden oldugu baglanma ve yok etme (attaching/effacing) lezyonlarinin
histopatolojisi (Girén et al., 1991)

13



Tip IV BFP, bakteri yiizeyine uzanabilen ve geri ¢ekilebilen dinamik ve fibriler
organeldir (Ramboarina et al., 2005). BFP, EPEC'in bagirsak epitel hiicrelerine
baglandiktan sonra (Gir6n et al., 1991), bireysel EPEC hiicrelerini kiimeler halinde
toplar ve bu da konake1 hiicresi iizerinde mikrokoloni olusumuna neden olur. EPEC'in
bu tiir baglilik modeline lokalize baglilik (LA) fenotipi denir (Scaletsky et al., 1984).
BFP'nin biyogenezine neden olan 14 adet gen, EPEC adezyon faktorii (EAF) iireten
80 kb'lik bir plazmitte (pEAF) kodlanmaktadir (Stone et al., 1996). Plazmit kodlu
regiilator A'nin (PerA), oncli demet (pre-bundlin) olarak adlandirilan, ana pilus alt
birimi olan BfpA'nin ekspresyonunu aktive ettigi bilinmektedir (Bieber et al., 1998).
Oncii demetin olgun forma déniismesine prepilin peptidaz ve BfpP aracilik eder
(Zhang et al., 1994). Ek olarak, BfpD ve BfpF niikleotid baglayic1 proteinleri, sirasiyla
pilusun uzamasini ve geri ¢ekilmesini saglar. BfpD, EPEC'in hiicre iizerinde
toplanmasin1 saglarken BfpF, enfeksiyoz siirecin bir sonraki adimi igin EPEC
hiicrelerini agregatlardan ayirir (Anantha et al., 2000). Agregatlarin BfpF araciligiyla
ayrilmasi, EPEC hiicrelerinin konakg¢1 zarina baglanmasina (attaching) saglayarak tip
III salgilama sistemi (T3SS) yoluyla bakteriyel efektor proteinlerin translokasyonuna
izin verir (Zahavi et al., 2011). Bakteriyel agregatlarin ayrilmasindan sonra, EPEC
baglanma i¢in LEE'yi eksprese eder. LEE; EPEC, EHEC, Escherichia albertii ve
Citrobacter rodentium dahil olmak iizere bazi bakteri genomlarinda goriilen bir
patojenite adasidir (Croxen and Finlay, 2010). EPEC'de, 35.624 bp'lik bir LEE
patojenite adas1 (LPI), 41 genden olusan bes ana polisistronik operondan (LEE1-
LEES) olusur (Deng et al., 2004). LEE1, LEE2 ve LEE3, bakteriyel efektor proteinleri
konakg1 hiicrelere aktaran T3SS'in sentezi i¢in gerekli genleri kodlar (Costa et al.,
2015). LEE kodlu T3SS yapist dis zardaki igne kompleksi (EscC, EscD, EscF, Escl ve
Escl), i¢ zardaki disa aktarma aparati (EscRST, EscU, ve EscV) ve sitoplazmik
siralama platformu (EscA, EscK, EscL, EscN ve EscQ) olmak {izere ii¢ ana bilesenden
olusur (Gaytan et al., 2016). LEE4, T3SS (EspA, EspB ve EspD) tarafindan salgilanan
hiicre dig1 proteinler i¢in genleri kodlar ve translokasyon aparati olusturur (Sekiya et
al., 2001). Alt1 adet LEE kodlu efektor (Tir, Map, EspF, EspG, EspZ ve EspH),
EspABD translokon aparati yoluyla konakei hiicrelere transloke olur. Bu efektorler,
konak hiicrelerde tight junction bozulmas1 ve mitokondriyal disfonksiyon olusumunu
indiiklemektedir (Croxen et al., 2013). Ayrica T3SS’in bir efektorii olan EspB
mikrovilluslarin yok edilmesine (effacement) katkida bulunur (lizumi et al., 2007).

LEES, EPEC'in yakin baglanmasina aracilik eden bir adhezin olan intimin ve bunun
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yer degistirmis reseptdrii olan Tir icin gereken genleri kodlar. intimin, EPEC'in 94
kDa'lik dis zar proteinidir. Tir ise T3SS yoluyla konakg¢1 hiicre zarina transloke edilen
bir efektdr proteindir (Kenny et al., 1997). intiminin Tir'e baglanmasi, EPEC'in hiicre
zarina baglanmasini saglar (Bhatt et al., 2011). Baglanmadan sonra, Tir'in sitoplazmik
alanindaki tirozin kalintilar1, konak hiicre kinazlar1 tarafindan fosforile edilir (Kenny,
1999). Fosforile Tir, aktin ¢ekirdek diizenleyici faktorii (N-WASP) toplamak igin
gereken proteinleri baglar (Gruenheid et al., 2001). N-WASP, aktini EPEC'in altinda
bir araya getiren ARP 2/3 kompleksini aktive eder (Kalman et al.,, 1999). Bu
sinyallesme olaylari, yangisal yanit ve diyarenin eslik ettigi hastaliklara neden olur
(Martins et al., 2020). EPEC'in ¢ok sayida virulens geni asidik pH, fagositoz, yangisal
yanit ve besin siirlamasi gibi ¢evresel stres yanitlarinin kontrolii altindadir. Stres
tepkileri ile virulans faktorlerinin kompleks regiilasyonu, EPEC'in basarili bir

enfeksiyon olusturmasina izin verir (Sekil 2.4).

Mikrokoloni

lik Baglanma Yakin Baglanma Aktin Polimerizasyonu

» EPEC Patogenezi

Sekil 2.4. EPEC patogenezi (Lee et al., 2022)

2.1.1.2. Enterohemorajik E. coli

EHEC, insanlarda hemolitik tiremi sendromu (HUS), hemorajik kolit (HC) ve
trombotik trombositopenik purpura gibi hastaliklara neden olan; diinya ¢apinda yiiksek

morbiditeye sahip, genellikle ¢iftlik hayvanlarinin normal florasinda ve digkisinda
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bulunan 6nemli bir patojendir (Potter et al., 2004; Puligundla and Lim, 2022). Bugiine
kadar sigirlardan yaklasik 500 EHEC serotipi izole edilmistir. EHEC’in digki ile
atilmast gida ve ¢evre kontaminasyonuna neden olmaktadir. Etkenin insan ve diger
hayvanlara bulastirilmasinda farkli ¢iftlik hayvanlari, yabani ve evcil kanatlilar dnemli
rezervuar olarak kabul edilmekle beraber, sindirim sistemlerinde normal olarak etkeni
tasidiklar1 halde herhangi bir klinik belirti gdstermeyen ruminantlar, bu bakterinin en
onemli rezervuari olarak kabul edilmektedir (Lim et al., 2010). Mevsim, sicaklik, bagil
nem, yas, cins, stres faktorleri, siirii buiyiikliigii, stiriiye kontrolsiiz eklenen yeni
hayvanlar, optimum kosullarda olmayan barinak kosullari, kontamine su gibi gesitli
faktorler kolonizasyonu ve etkenin yayilmasini kolaylastirmaktadir (Espinosa et al.,
2018). insanlar, kontamine gidalarin tiiketilmesiyle indirekt olarak enfekte
olabilmektedir (Sekil 2.5). EHEC suslarinin biiyiik cogunlugu Shigella dysenteria tip
1 toksinine benzer bir toksin (stx) irettikleri i¢in, Shiga toksijenik E. coli (STEC)
olarak da bilinmektedir (Bilinski et al., 2012).
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Sekil 2.5. EHEC bulasma yollar

STEC sugslart igerisinde en sik goriilen serotip O157:H7°dir (Nuhay ve Giilhan,
2017). Bu serotip ilk olarak 1982 yilinda Amerika’da kanli ishal vakalar1 sirasinda
tamimlanmistir (Riley et al., 1983). Etken giinlimiize deyin en ¢ok goriilen gida

kaynakli patojenlerden biri olmaya devam etmektedir. Etken az pisirilmis etlerde, igme
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sularinda, pastorize edilmemis siitlerde, salam ve sosis gibi islenmis gidalarda, sebze
ve meyvelerin kabugunda bulunup, insanlarda hemolitik iiremi sendromu (HUS) ve
hemorajik kolite neden oldugu i¢in olduk¢a 6nemlidir. HUS, akut bobrek yetmezligi,
trombositopeni, mikroanjiyopatik hemolitik anemi ile karakterize, ¢ocuklarda ve
yaslilarda daha sik goriilen 6nemli bir hastaliktir (Gould et al., 2009). O157:H7’ye
bagl hastalik olusumunda ¢ok diisiik enfektif dozlar yeterli olabildigi icin etken
oldukga tehlikelidir (Lange et al., 2022). Yapilan ¢alismalar STEC O157:H7’nin ham
giibrede 730 giin, giibrelenmis toprakta ise 365 giin canli kalabildigini goéstermistir
(LeJeune et al., 2001). Ayrica etkenin suda diisiik sicakliklarda uzun siire
dayanabildigi ve inek digkisi ile kontamine olmus materyallerde 8 aydan fazla bir siire
boyunca canli kalarak etkeni bulastirabildigi raporlanmistir (Ewers et al., 2007). Ote
yandan O157:H7’nin farkli ¢cevresel kosullara, sicaklik, pH ve ozmotik degisikliklere
kars1 dayanikli olmasi, asit ve 1s1 direnci gibi 6zellikleri bu etkenin ciftliklerde siklikla
goriilmesi ve yayilmasimi kolaylastirmaktadir (Maule, 2000). Insanlardaki pek gok
EHEC O0157:H7 enfeksiyonuna, ruminant diskilariyla direkt/indirekt olarak
kontamine olmus gida ya da sular neden olmaktadir. Bu nedenle insanlar1t EHEC
O157:H7 enfeksiyonundan korumanin temeli, etkenin ruminant sindirim sistemine
kolonizasyonunun Onlenmesi ve kontrolii ile miimkiindiir. Bu amagla sigirlarin
astlanmasi1 dnemlidir. Bugiine kadar EHEC O157:H7'nin ¢evresel yayilimini azaltmak
icin farkli as1 kompozisyonlar1 test edilmistir. Bu asilar farkli immunojenler,
adjuvantlar, agilama yollari, dozlarin sayisi, gelisim ve degerlendirme seviyelerinde

farklilik gostermektedir.

Etkenin hastaliga neden olan birgok viriilens faktdrii vardir. Onemli viriilens
faktorleri arasinda shiga toksin (stx), LEE ve O157 plazmidi (pO157) yer almaktadir.
Stx, enzimatik olarak aktif bir A alt biriminden (A1) ve bes 6zdes reseptor baglayicit B
alt birimlerinden (B5) olusan bir yapiya sahiptir. Stx1 ve Stx2 olmak fizere iki tipe
ayrilmaktadir. Stx1, S. dysenteriae tip 1 toksine benzer bir toksin olmakla birlikte, bu
toksinden yalnizca bir aminoasidi farklidir. Stx2’nin Stx1’e gore daha toksik olmasi
nedeniyle HUS ve HC’ye neden olma riski daha fazladir (Lim et al., 2010). Shiga
toksinler ABS toksin ailesindendir. Enzimatik bolgeyle ilgili 32 kDa A komponenti ve
Shiga toksin reseptoriine baglanmak i¢in 8 kDa B komponentinin 5 adet kopyasindan
olusurlar (Fraser et al., 2004) (Sekil 2.6). Bogmaca toksini, kolera toksini ve ETEC’in
sahip oldugu labil toksin de stx gibi ABS5 toksin ailesindendir (Beddoe et al., 2010).
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EHEC O157:H7’nin bagirsak mukozasinda kolonizasyonu, EPEC’de de etkili
olan ve A/E lezyonlar1 olarak adlandirilan karakteristik bir histopatolojik lezyonu
indiiklemektedir. A/E lezyonu, mikrovilluslarin yok edilmesi ve epitel hiicre zarina
bakteri yapigsmasi ile karakterizedir. Genetik ¢alismalar, A/E lezyonlarindan sorumlu
genlerin, LEE olarak bilinen bolgede oldugunu gostermistir (Lim et al., 2010). LEE,
lic ana bolgeye ayrilmis en az 41 farkli genden olusmaktadir. Bu ana bolgelere; efektor
molekiilleri disa aktaran tip III sekresyon sistemi (T3SS), A/E lezyonlariin olusumu
sirasinda konak hiicre sinyal iletiminin degistirilmesinde 6nemli rol alan E. coli salgi
proteinleri (EspA, EspB, EspD, EspE, EspF, EspG, EspH ve EspP), A/E lezyonlarinin
olusumunda gorev alan ve intimin (int, eae) adi verilen yapisma faktorii ile T3SS
tarafindan konak hiicre membranina yerlestirilmis transloke intimin reseptori (tir)

sayilabilir (Perna et al., 1998; Delahay et al., 2001).

EHEC O157:H7’nin, pO157 olarak adlandirilan major plazmidi bulunmaktadir.
pO157 dinamik bir yap1 gosterir ve transpozonlar, profajlar, ekleme dizileri (IS) ve
diger plazmidlerin pargalar1 gibi farkli mobil genetik elemanlar igerir (Lim et al.,
2010). EHEC OI157:H7 enfeksiyonlarinin patogenezinde bu plazmidle ilgili
proteinlerin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu proteinlere hemolizin (e¢hxA)
(Schmidt et al., 1994), katalaz peroksidaz (Brunder et al., 1996), tip Il sekresyon
sistemi (T2SS) (Schmidt et al., 1997), serin proteaz (espP) (Brunder et al., 1997),
yapisma faktorii (putative adhezin, toxB), ¢inko metalloproteaz (StcE) (Lathem et al.,
2002) ve intimin pozitif koruyucu gen fragmenti (ecf) (Yoon et al., 2005) 6rnek olarak

verilebilir.

Enzimatik Bolge

Reseptor Baglanma Bolgesi

Sekil 2.6. Shiga toksin (Stx) sematik diyagrami. A bolgesi: katalitik ve aktif bolge, B: Coklu baglanma
bolgesi (Bryan et al., 2015)

EHEC O157’nin teshisi amaciyla faj tiplendirmesi, biyotiplendirme ve

18



antimikrobiyal duyarlilik testleri gibi fenotipik metotlar; plazmid profillendirme
teknigi, restriction fragment length polymorphism (RFLP) ile analiz, ribotiplendirme,
pulsed field gel electrophoresis (PFGE), florasan polarizasyon teknigi (FPT) ve
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’a dayali molekiiler analiz gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. EHEC O157:H7 serotipinin patojenitesi esas olarak sentezledigi
toksinlerden kaynaklanmaktadir. Stx1 ve Stx2’ nin sentezi ELISA, RPLA kitleri, Vero
veya HeLa doku kiiltiirii hiicrelerinde sitotoksik testlerle belirlenebilmektedir. Ayrica
Stx1 ve Stx2 igin gelistirilmis gen problar1 ve farkli PCR testleri bulunmaktadir
(Momtaz et al., 2012).

E. coli O157:H7 ile ilgili ge¢misten giiniimiize bir¢ok as1 ¢alismasi yapilmistir
ve yapilmaya devam edilmektedir. Hayvanlarda koruyucu diizeyde bir bagisiklik
olusturmada temel faktér, dogru immunojen kullanimindan ge¢mektedir. Asi
calismalarinda kullanilan immunojenler arasinda tip III salgi sistemi (T3SS)
bilesenleri, siderefor reseptorleri, porin proteinleri, hiicre duvari, flagellin, Shiga

toksin toksoidi, bakterinler, ateniiec Salmonella gibi antijenik yapilar bulunmaktadir.
2.1.1.3. Enterotoksijenik E. coli

Enterotoksijenik E. coli (ETEC), insanlarda turist ishaline (Al-Abri et al., 2005),
yeni dogan ciftlik hayvanlarinda ise 6nemli dehidrasyon ve elektrolit dengesizligi
sonucu Oliimle sonuglanabilen sulu ishallere (Picco et al., 2015) neden olmaktadir.
ETEC, insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda koliform kokenli ishallerde en sik goriilen
etkendir (Nagy and Fekete, 2005). Diinya’da her yil yaklasik 650 milyon insan ETEC
ile enfekte olmakta ve bunlarin 800.000’i hayatin1 kaybetmektedir (Turner et al.,
2006). Yeni dogan kopek ve koyun gibi bir¢ok hayvan tiiriinde goriilebilen etken,
genellikle domuz yavrular1 ve buzagilardaki ishallerle iliskilidir (Foster and Smith,
2009; Liu et al., 2014). ETEC enfeksiyonlarinin patogenezinde en 6nemli viriilens

faktorleri fimbrial adhezinler ve enterotoksinlerdir (Dubreuil et al., 2016).

Fimbrialarin sa¢ benzeri goriinimii en 1iyi elektron mikroskobu ile
gozlemlenmektedir. 2 pm uzunluga ulasabilen fimbrialar, tipik olarak 2 ila 7 nm
arasinda degisen caplarina gore siniflandirilmaktadir. Bir fimbrial iplik, spiral diizende
bulunan yiizlerce protein alt biriminden olugsmakta ve alt birimler eksen boyunca ne
kadar az sikistirilirsa, fimbria daha ince ve daha esnek goriinmektedir (Zhou et al.,
2012). Hayvanlardan izole edilen ilk E. coli fimbrial adhezini, domuzlarda belirlenen
F4 (K88) antijenidir (Nataro and Kaper, 1998). ETEC’de en sik tespit edilen
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fimbrialar, hayvan tiirlerine gore farklilik gésteren F4 (K88), F5(K99), F6 (987P), F17
(FY), F18, FA1 gibi fimbrial adhezinlerdir (Tablo 2.2). Adhezinlerin birincil gorevi
bagirsak epiteline yapismay1 saglamaktir (Kaper et al., 2004).

Tablo 2.2. ETEC fimbrialarin ¢aplar1 ve konak hayvan tiirleri (Dubreuil et al., 2016’dan uyarlanmigtir)

Fimbria Fimbrialari Caplar Hayvan Tiirii

F4 2-4 nm Yer}l dpgmus veya siitten
kesilmis domuz yavrulari

F41 3,2nm Buzagi, kuzu, oglak

F5 3nm Buzagi, kuzu, oglak

F6 7nm Yeni dogmus domuz ve buzagi

F18 6.7 nm Siitten yeni kesilen domuz

yavrulari
F17 3-4 nm Buzagi

ETEC, ince bagirsaga yerlestikten sonra, ishale neden olan enterotoksinler
tiretmektedir. ETEC suslart labil toksin (LTI-LTH), stabil toksin (STa, STh) ve
enteroagregatif stabil toksin 1 (EAST1) sentezlemektedir (Dubreuil et al., 2016). Bir
ETEC susu, bu tip toksinlerin birini veya her ikisini tiretebilmektedir (Zhang et al.,
2006). LT yiiksek molekiil agirlikli giiglii bir toksin olup, yiiksek molekiil agirlikli bir
toksindir ve 60°C’de 15 dk’da inaktive olmaktadir. LTI ve LTII olmak iizere iki grup
altinda incelenmektedir. ST ise diisiik molekiil agirlikli bir toksin olup, 100 °C’de 15
dk’da inaktive olmaktadir ve immunojenitesi daha zayiftir. STa ve STb olmak {izere
iki alt grubu bulunmaktadir. Enterotoksinlerin birincil gorevi bagirsaklardan su ve

elektrolit kaybina neden olmaktir (Croxen et al., 2013).

ETEC oral yolla viicuda girdikten sonra, ince bagirsaktaki spesifik reseptorleri
taniyarak, fimbrial veya fimbrial olmayan adhezinler (kolonizasyon faktor (CF)
antijenleri) yoluyla bagirsak epiteline baglanip, burayi kolonize edebilmektedir (Kopic
and Geibel, 2010). Kolonizasyon sonrasi ETEC hizla ¢ogalip, enterotoksin
salgilamaya baglayarak elektrolit dengesizligine ve dehidrasyona neden olarak sulu

ishale yol agabilmektedir (Duan et al., 2019).

ETEC domuzlarda dogum sonrasi veya siitten kesimi takiben 3-10 giin sonra
olusan sulu ishale (Post weaning diarrhea, PWD) neden olabilmektedir (Rhouma et al.,

2017). Bu hastalik domuz yavrularinda ishal, dehidrasyon, biiylime geriligi ve ani
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Oliimlerle karakterize edilmektedir ve bu nedenle yiiksek oranda ekonomik kayiplarla
sonuglanmaktadir. PWD olusumunda genellikle F4, F18, diffuz yapisma ile iligkili
adhesin (AIDA), STb, EAST1 gibi viriilens faktorleri etkili olmaktadir ( Mainil et al.,
2002; Zhang et al., 2018).

Buzagilardan ve kuzulardan izole edilen ETEC’de, tipik olarak F5 (K99), F41
adhezinleri ve STa {iretimi goriilmektedir (Nagy and Fekete, 2005). F5'in reseptore
baglanmasi yasa baglidir ve reseptore baglanma 12 saatte en yliksek diizeydeyken, iki
hafta icerisinde yavasca diismektedir. Buzagilar i¢in ilk dort giin ETEC
enfeksiyonlarinda en kritik donem olup, zaman ilerledikg¢e risk azalmaktadir (Foster
and Smith, 2009). Domuz, buzagi ve kuzularin disinda ishalli kopeklerde de ETEC
goriilebilmekte, hastaliga ¢ogunlukla STa, nadiren de STb neden olabilmektedir

(Hammermueller et al., 1995).

Bakteriyel patojenlerin fimbria aracili kolonizasyonu ilk olarak domuzlarda
tespit edilmistir. Hayvanlardan izole edilen ilk E. coli fimbria domuzlarda goriilen F4
antijenidir (Orskov et al., 1961). F4 fimbria, baslangicta kapsiiler (K) antijen oldugu
diisiiniildiigli icin K88 olarak adlandirilmis, protein yapisinda oldugu ve plazmidle
olan ilgisi daha sonra anlagilmistir. Bununla birlikte, E. coli’nin bagirsak mukozasina
yapismasi ve kolonizasyonunun fimbrialar sayesinde oldugu (Smith and Halls, 1968)
ve bu fimbrialarin viriilens faktorii oldugu ilk olarak F4 fimbria ile gosterilmistir
(Smith and Linggood, 1971). Ayrica ilk olarak F4 gen dizisinin, E. coli K-12 susuna
klonlandiginda eksprese oldugu gosterilmis (Mooi et al., 1979), F4ac (Kehoe et al.,
1981) ve F4ab (Mooi et al., 1981) ile yapilan diger ¢aligmalar sayesinde de Tip 1 ve P
fimbria gibi diger fimbrialarin klonlanmasi ve genetik ¢alismalar1 yapilmistir (Hull et

al., 1981).

Her ne kadar F4, F5, F6, F17, F18, F41, CS1541, CS31A, F165 gibi fimbrialar
ETEC fimbrialar arasinda degerlendirilse de, bunlar arasinda hasta hayvanlarda sik
tespit edilen temel viriilens faktorleri F4, FS ve F6’dir (Dubreuil et al., 2016). F4 ve
F18 domuzlarda (Zhang et al., 2018), F5 buzagilarda (Nagy and Fekete, 2005), F6 ise
her iki hayvan tiiriinde de (Dubreuil et al., 2016) hastaliga neden olabilmektedir.
Bunlarin diginda F17 fimbrialar1 hasta hayvanlarin disinda saglikli hayvanlarda ve
ekstraintestinal E. coli patotiplerinde de tespit edilebilmektedir (Bihannic et al., 2014).
CS1541, CS31A, F165, Afa-7 ve Afa-8 gibi bazi fimbrialarin patogenezdeki rolii tam

olarak aydinlatilamamigtir. CS1541 fimbrialar1 domuzlarda in vivo olarak eksprese
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edilebilse de, in vitro olarak domuz enterositlerine baglanamamaktadir (Broes et al.,
1989). F165 ve CS31A gibi fimbrialarin hayvan ETEC suslart ile iligkili oldugu, ancak
bu fimbrialarin domuz ve s1g1r kkenli ETEC olmayan suslarda da goriilebildigi tespit
edilmistir (Valat et al., 2014; Umpierrez et al., 2016). ETEC fimbrialarinin iiretimi,
40-100 kb boyutlarindaki plazmidlerde bulunan bir veya daha fazla gen dizilerini
gerektirmektedir (Fekete et al., 2002). Bu plazmidler genellikle enterotoksin
genlerinin kodlanmasindan sorumlu olmakla birlikte, bazi durumlarda fimbrial genler
enterotoksin genine bitisik olabilmekte ve ishale neden olabilen patojenite adacigi

olusturabilmektedir (Dubreuil et al., 2016).

Enterotoksinlerin birincil gorevi bagirsaklardan su ve elektrolit kaybina neden
olmaktir (Croxen et al., 2013). Bu toksinler ve bunlarla iliskili fimbrialar, ¢esitli
hayvanlarda farkli kombinasyonlarda bulunabilmektedir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Hayvanlarda ETEC’e bagh hastaliklarda rol oynayan toksinler ve fimbrialar (Gyles ve
Fairborther, 2010’dan uyarlanmistir)

Hayvan Tiirii Toksin ve Fimbria
STa:F41
STa:F6
Domuz (Dogum sonrasi) STa:F5:F4l

LT: STh:EAST1:F4

LT: STh: STa:EAST1:F4

STh:EASTL1:AIDA

LT:STh:EAST1:F4

LT:STh:STa:EAST1:F4

Domuz (Siitten yeni kesilmis) STa:STh

STa:STh:F18

STa:F18

Buzagi, Kuzu, Oglak STa:F5:F41

STa:F41

Képek STa:X

STh

X: Bilinmeyen fimbria

Enterotoksinler baslica stabil toksin (ST) ve labil toksin (LT) olmak iizere iki
smifta incelenmektedir (Duan et al., 2019). Bir ETEC susu, bu tip toksinlerin birini
veya her ikisini sentezlemektedir. Her iki toksin tipi de plazmid tarafindan

kodlanmaktadir (Zhang et al., 2006). LT giiglii bir immunojen olup, yiiksek molekiil
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agirlikli bir toksindir ve 60°C’de 15 dk’da inaktive olmaktadir. LTI ve LTII olmak
tizere iki grup altinda incelenmektedir. ST ise diisiik molekiil agirlikli bir toksindir,
100 °C’de 15 dk’da inaktive olmaktadir ve immunojenitesi LT’ ye gore daha zayiftir.
STa ve STb olmak {izere iki alt grubu bulunmaktadir. Ayrica EASTI toksin de ST

grubuna dahil edilmektedir.

1950'lerde baz1 E. coli suslarinin kolera benzeri diyare hastaligina neden
olabilecegi gozlenmistir (De et al., 1956). Bu duruma neden olan toksinlerden biri olan
LT giiclii bir immunojen olup, yiiksek molekiil agirlikli bir toksindir ve 60°C’de 15
dk’da inaktive olmaktadir. Cogu E. coli susu, toksin iiretimi igin gerekli genlerden
yoksun olmasina ragmen, bazi suslar, V. cholerae tarafindan tiretilen ve CT homologu
olan 1s1ya dayaniksiz bir enterotoksin (LT) salgilayabilmektedir. Bu toksinler, CT ile
niikleotit seviyesinde yaklasik % 78 6zdeslige sahiptir ve yapilar1 ¢ok benzerdir. LT'yi
kodlayan genler, pEnt ad1 verilen biiyiik bir plazmid tizerinde bulunmaktadir (Ochi et
al., 2009). Bu plazmid patojenik olmayan E. coli varyantlarina aktarilarak toksijenik
hale getirilebilmektedir (Scotland et al., 1983). Insanlarda LT, sulu ishal ve mide
kramplarina neden olarak kolera benzeri hastaliga yol agabilmektedir (Huang et al.,
2018). LT domuzlarda da E. coli nedenli ishallerden sorumlu olan toksindir (Rausch
et al., 2017). LT, 6nemli bir toksin grubu olan ABS5 toksin ailesinin bir pargasidir. A
enzimatik olarak aktif alt iinite, B ise reseptor baglayici alt tinitedir (Becker et al.,
2010). LT; B alt iinite farkliligindan dolayr LT-I ve LT-II olmak {izere iki grupta
incelenmektedir (Casey et al., 2012). insan ve domuzlarda goriilebilen LT-I,
aralarindaki kii¢iik farklar nedeniyle insanlarda LT-Ih domuzlarda ise LT-Ip olarak
smiflandirilmaktadir (Mirhoseini et al., 2018). LT-II ise, B alt tinitelerindeki farklilik
nedeniyle LT-1la, LT-11b ve LT-IIc olmak iizere ii¢ antijenik varyanttan olugsmaktadir
( Nawar et al., 2010; Casey et al., 2012). ETEC, toksin ekspresyonunun ger¢eklesmesi
i¢in konak hiicre ile yakin temas halinde olmalidir (Dorsey et al., 2006). LT eksprese
eden suslar, bagirsaklardan su ve elektrolit kaybina neden olmaktadir. LT ayrica
enterositlere baglanma ve kolonizasyonda da dnemli rol oynamaktadir (Berberov et
al., 2004). ETEC suslar1 birbirinden farkli miktarlarda LT {iretebilmektedir (Lasaro et
al., 2006). Uzun siire donmus sekilde saklanan suslarin LT iiretiminde az da olsa
degisiklik goriilebilmektedir (Rodighiero et al., 1999). LT iiretimi 26° C istiinde
artmakta ve 37°C’de maksimum seviyeye ulagsmaktadir (Hegde et al., 2009). Ayrica

mikroaerofilik kosullar, 0.2 M tuz konsantrasyonu, 8.6 pH degeri ve 2.5 g/L glikoz
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konsantrasyonu LT iiretimi i¢in optimum kosullar1 saglamaktadir (Hegde et al., 2009;
Gonzales et al., 2013). Kolonda {iretilen kisa zincirli yag asitleri ise LT iiretimini
bozmaktadir (Merritt et al., 1994). LT-II antijenik varyantlari reseptor olarak GD1a,
GDI1b, GMI1 gibi gesitli gangliosidlere baglanabilirken, LT-I oncelikle GM1 adli
ganglioside baglanmaktadir. LT nin her bir B alt {initesi konak hiicresindeki lipit
yigmlarinda bulunan GM1, GD1 gibi gangliosidlere baglanarak toksin ekpresyonunu
saglamaktadir (Huang et al., 2018). B alt iinitenin GM1, GD1 gibi spesifik hiicre
reseptorlerine baglanmasindan sonra, LT'nin hiicre i¢ine penetrasyonuna reseptor
aracili endositoz aracilik etmekte, endositoz sonrasi sirasiyla trans-golgi agina ve
endoplazmik retikuluma taginmaktadir (Iglesias-Bartolome et al., 2009). LT nin A
(240 aminoasit) ve B (103 aminoasit) alt {initeleri, bir ortak promotoriin kontrolii
altinda sitoplazmada N-terminal sinyal sekansi ile sentezlenmektedir. A ve B alt
tinitelerini kodlayan operon (eltAB) yiiksek oranda korunmus bdlgelerden olusan
degisken sekanslarla c¢evrilidir (Schlor et al., 2000). Sekans analizi, LT'yi kodlayan
genlerin yaklasik 130 milyon yil 6nce V. cholerae'den yatay transferle elde edildigini
gostermektedir (Yamamoto et al., 1987). Disiilfid bag A oksidorediiktaz (DsbA) ile
disiilfiir bagi olusumu ve peptidil cis-trans izomeraz ile de cis-prolin olusumu,
sitoplazmada sentezlenen alt tinitelerin daha kararli bir yap1 olusturmasina yardimei
olmaktadir (Wulfing and Rappuoli, 1997; Chung et al., 2006). A alt iinitesi, aktif
enzimatik bolgeyi iceren 22 kDa’lik A1 fragmentinden ve A1'i B alt linitesine baglayan
5.5 kDa’lik bir A2 fragmentinden olusmaktadir (Schlor et al., 2000). B alt {initenin
GM1, GD1 gibi spesifik hiicre reseptorlerine baglanmasindan sonra, LT'nin hiicre
icine penetrasyonuna reseptor aracili endositoz aracilik etmekte, endositoz sonrasi
sirastyla trans-golgi agina ve endoplazmik retikuluma taginmaktadir (Bartolome et al.,
2009). Endoplazmik retikulumda, A alt tinitedeki proteolitik bolinme ve disiilfid
baginin indirgenmesi, hiicre sitozoliindeki Al fragmentinin salinmasina neden
olmaktadir (Majoul et al., 1997). Daha sonra bazolateral membranda bulunan adenilat
siklaz, siklik adenosin monofosfat (cAMP) iiretilmesine ve bunun sonucunda anyon
kanalinin acilmasina, bdylece klor ve bikarbonat iyonlarimin bagirsak liimenine
salgilanmasina neden olmaktadir (Hug et al., 2003). Ayrica cAMP seviyesinin artmasi
sonucu bagirsaktan sodyumun geri emilimi engellenmekte, hipertonik ortam olusmasi
ve artan ozmotik basing sonucunda da bagirsak hiicrelerinde su kaybi olugsmaktadir
(Nataro and Kaper, 1998). LT aktivitesinin bir sonucu olarak, iki komsu hiicrenin

olusturdugu s1v1 ve iyon bariyerleri olan tight junction bariyerinin gevsemesi de sivi
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kaybin1 arttirabilmektedir (Berkes et al., 2003). Duodenumda yiiksek miktarda glikoz
bulunmaktadir. Yiiksek glikoz konsantrasyonu oldugu durumlarda, LT genleri
kopyalanmakta ve C-reaktif proteinin (CRP) inaktivasyonu sonucunda toksin
iretilmektedir. CRP diisik cAMP seviyelerine neden olmakta ancak yiiksek
konsantrasoynda  glikoz  varliginda inaktive olmaktadir. Distik glikoz
konsantrasyonunda, LT aktivitesine yanit olarak konakg1 hiicreler tarafindan énemli
miktarlarda cAMP {iretilmekte ve buna bagli olarak CRP’nin eltAB’yi baskilamasina
neden olmaktadir (Dubreuil et al., 2016). Diger yandan kolon gibi organlarda bulunan
kisa zincirli yag asitleri ise LT sentezini olumsuz yonde etkilemekte ve bu
mekanizmanin bozulmasina neden olmaktadir (Takashi et al., 1989). Ozetle, LT'nin
toksik etkisini gostermesi i¢in konakg1 hiicrenin sitosoliine girmesi ve konak hiicredeki
mekanizmalar1 kullanmasi gerekmektedir. Bunun sonucunda da LT, bagirsaktan sivi

ve iyon kaybina neden olmaktadir.

Stabil toksin ilk olarak 1970°1i yillarda, E. coli nedenli hastalarin diskilarindan
yapilan kiiltiirlerin 1s1 ile inaktivasyonu yapilmasina ragmen, enterotoksijenik
aktivitenin ortadan kaldirilamamasi sonucu dikkat ¢ekmeye baslamistir (Smith and
Gyles, 1970). ST diisiik molekiil agirlikli, 100 °C’de 15 dk’da inaktive olan zayif
immunojenik 6zellikte bir toksindir. Kiiciik boyutlar1 ve 3 boyutlu yapilari, stabil
toksinlerin 1stya dayanikli olmalarindan sorumludur. Dizilerine ve biyokimyasal
ozelliklerine gore; STa (STI), STb (STII) ve EAST1 olmak iizere 3 grupta
incelenebilmektedir (Wang et al., 2019). STa, yaklasik 2.000 Da'lik (Dreyfus et al.,
1983), 50'den daha az sayida amino asitten olusan, genellikle yeni dogan hayvanlarda
hastaliga neden olan zayif immunojenik 6zellikte bir toksindir. Homolog ve heterolog
antiserum ile notralize olabilmekte, metanol ile ¢oziinebilmekte ve bazik pH degerinde
inaktive olabilmektedir ancak asidik pH’a direnclidir (Takeda et al., 1983). Ayrica
distilfiir baglar1 tam aktivite i¢in gereklidir ve bu bagin yikilmas1 durumunda toksin
inaktive olmaktadir (Okamoto et al., 1987). STa, hizl1 etkili ancak kisa siireli etki eden
bir toksindir (Hitotsubashi et al., 1992). STa; StaH ve StaP olmak iizere iki grupta
incelenmektedir. STaH 19 aminoasitten olugmakta ve yalnizca insanlarda
goriilebilmektedir. STaP ise 18 aminoasitten olusmakta ve insan, domuz, buzagi, kuzu,
tavuk ve atlarda tespit edilebilmektedir (Nair and Takeda, 1998). Buzagilarda ETEC
kokenli ishallerde goriilen tek toksin tipi STa’dir (Nagy ve Fekete, 2005). STa'y1
kodlayan genler (estA), % 70' lik A-T igerigine sahiptir ve ¢esitli molekiiler agirliktaki
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plazmidler {izerinde tasinan transpozonlarla iliskilendirilmektedir (Sekizaki et al.,
1985). Ayni1 plazmid iizerinde ilag direng genleri, kolonizasyon faktor genleri, kolisin
genlerine de rastlanilabilmektedir (Harnett and Gyles, 1985). Hayvan ve insanlardan
elde edilen STa genlerinin ayni transpozonun bir parcasi oldugu diisiiniilmektedir
(Sekizaki et al., 1985). STa geninin sekanslanmasi sonucu, bu genin domuz kokenli
52 ETEC susunda 6zdes oldugu ve glikoz igermeyen ortamlarda optimum verimde
tiretildigi ortaya konmustur (Zhang et al., 2009). STa ilk olarak, pre-pro-STa olarak
adlandirilan 72 amino asitten olusan 6ncii molekiil olarak iiretilmektedir (Okamoto
and Takahara, 1990). Bu polipeptit, 19 amino asit sinyal peptidi (pre-STa), 35 amino
asit pro sekansi ve 18 veya 19 amino asit olgunlagsmis STa'dan olusmaktadir (Rasheed
et al., 1990). Pro-Sta, secA’ya bagl olarak sitoplazmik zar boyunca yer degistir ve
periplazmik bosluga ulasir (Yamanaka et al., 1993). Periplazmada, DsbA proteini
tarafindan {i¢ distlftir bagi olusur (Okamoto et al., 1995). STaH'da bulunan disiilfiir
baglari, sistein 6 ve 11, 7 ve 15 ve 10 ve 18’e; STaP’da bulunan distilfiir baglar ise
sistein 5 ve 10, 6 ve 14 ve 9 ve 17'yi baglamakta ve yapiy1 kararli hale getirmektedir
(Yamasaki et al., 1988). Yapilan ¢alismalar sonucu ikinci disiilfiir baginin toksisite
icin 6nemli ve gerekli oldugu, birinci veya iiglincii disiilfiir baginin ise yalnizca
toksisiteyi arttirdigi tespit edilmistir (Hidaka et al., 1991). STa, toksin ekspresyonunu
bagirsak epitel hiicrelerindeki siklik Guanozin Monofosfat (¢cGMP) oraninin artmasi
ile gergeklestirmektedir (Arshad and Visweswariah, 2012). STa reseptorleri ince
bagirsak ve kolonda bulunmaktadir (Cohen et al., 1992). Gergeklestirilen bir dizi
arastirma sonucu STa reseptoOriiniin, atriyal natritiretik peptit reseptor ailesine ait olan
guanilat siklaz C (GC-C) oldugu tespit edilmistir. GC-C bagirsak epitel hiicrelerinin
firga kenarlarinda bulunan ve epitel hiicrelerinden eksprese edilen bir glikoproteindir.
GC-C i¢in endojen agonistin, guanilin ad1 verilen 15 amino asitten olusan ve
bagirsaktaki sivi ve elektrolit dengesinde rol oynayan bir hormon oldugu bulunmustur
(Weiglmeier et al., 2010). STa, guanilin hormonunu taklit edip bagirsaktaki GC-C
aktivasyonunu bozarak sivi-elektrolit dengesini olumsuz etkileyebilmektedir (Krause
et al.,, 1994). GC-C aktivayonunun bozulmast sonucu hiicre i¢gi cGMP seviyeleri
artmakta, bunun sonucunda kistik fibrozis transmembran regiilatér kanali (CFTR)
aktive olmaktadir (Arshad and Visweswariah, 2012). CFTR aktivasyonu sonucu
bagirsaktan klor ve bikarbonat iyonlar1 salinmakta, sonrasinda ozmotik basincin
artmasi nedeniyle de su salinimi gergeklesmektedir (Hug et al., 2003). Yiiksek cGMP
seviyeleri fosfodiesteraz 3’ii (PDE3) inhibe ederek protein kinaz A (PKA) enzim
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seviyesinin artmasina neden olmakta ve bu da sodyumun bagirsaktan geri emilimini
engellemektedir (Weiglmeier et al., 2010). Ayrica iki komsu hiicrenin olusturdugu sivi
ve iyon bariyerleri olan tight junction bariyerinin gevsemesi de sivi kaybin
arttirabilmektedir (Berkes et al., 2003). Tiim bu olaylar sonucunda hastalarda sulu ishal
sekillenebilmektedir. STb 6zellikle yeni dogan ya da siitten yeni kesilen domuzlarda
ETEC kokenli ishallerde siklikla tespit edilen giiclii bir toksindir (Spitzer et al., 2014).
Domuzlar disinda kdpek, kedi, gelincik ve insanlarda nadiren de olsa hastaliga neden
olabilmektedir (Dubreuil, 1997). STb’nin siklik bir niikleotidten bagimsiz sekresyonu,
bu toksini STa’dan farkli Ozelliklere ve etki mekanizmasma sahip bir toksin
yapmaktadir (Argenzio et al., 1984). STb yaklasik 5200 Da’lik tek bir peptid
zincirinden olusan, STa ve EASTI1 toksinleri ile homoloji gostermeyen, zayif
immunojenik 6zellikte bir toksindir (Lee et al., 1983). STb, izolelektrik noktas1 9.6
olan olduk¢a bazik bir proteindir (Handl et al., 1993). Suda ve bazi organik
¢oziiciilerde ¢ozlinebilmekte, ancak metanolde ¢oziinememektedir. 3-merkaptoetanol
veya tripsinle muamele edildiginde biyolojik aktivitesini kaybetmektedir (Fujii et al.,
1991). 2-12 pH araligindan etkilenmez ancak proteaz degredasyonuna oldukca
duyarlidir (Whipp, 1991). STb'yi kodlayan genler (estB), genellikle diger
enterotoksinler, kolonizasyon faktorleri, ilag direnci, kolisin iiretimi ve transfer
fonksiyonlar1 dahil olmak tizere diger 6zellikleri kodlayan heterojen plazmidlerde
bulunmaktadir (Harnett and Gyles, 1985). EstB; Tn4521 olarak adlandirilan yaklasik
9 kb’lik transpozonun pargasidir ve bir plazmidden digerine gegebilmektedir (Hu et
al., 1987). STb sentezinin kiiltiir ortaminin bilesimine gore degismekle beraber, glikoz
igeren ortamlarda baskilandigi bildirilmistir (Busque et al., 1995). Cesitli hayvan
tiirlerinden izole edilen STb, ayn1 niikleotid ve amino asit sekanslarina sahiptir (Taillon
et al., 2012). STb peptidi, 23 amino asitli bir sinyal sekansi i¢eren, 71 amino asitten
olusan 6ncii molekiil olarak tiretilmektedir (Picken et al., 1983). Olgun toksinin NH2
terminalindeki ilk yedi amino asit yapiya veya toksisiteye dahil degildir (Sukumar et
al.,, 1995). 48 aminoasitten olusan 8,1 kDa’lik pre-STb’nin olgun STb’ye
doniistiiriilmesi ve sekresyonu i¢in secA, tolC, macAB ve dsbA genleri gerekmektedir
(Foreman et al., 1995). SecA pre-STb’nin olgun STb’ye doniisiimiinde, dsbA disiilfiir
baglarinin olusmasinda, tolC ve macAB ise STb’nin translokasyonunda gorev almakta
ve bu genlerden birinin olmamasi durumunda STb sekresyonu gerceklesmemektedir
(Arriaga et al., 1995; Kobayashi et al., 2003; Bavro et al., 2008). Glikosfingolipidler,
amino alkol sfingozini i¢eren glikolipitlerin bir alt tipidir. Glikosfingolipidler bir grup
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lipittir ve hiicre zarinin bir parcasidir. Bir hidrofobik seramid kismi ve glikosidik
olarak bagl bir karbonhidrat kismindan olusmaktadirlar (Russo et al., 2018). Yapilan
caligmalar glikosfingolipidlerin STb reseptorii oldugunu gostermistir (Chao and
Dreyfus, 1997; Rousset et al., 1998). Siilfatid (SO43-galactosyl-ceramide), bagirsak
epitelinde yaygin olarak bulunan, STb’nin yiiksek afinite gosterdigi ve bu afiniteden
dolay1 STb i¢in 6nemli bir reseptor olan asidik bir glikosfingolipiddir (Goncalves et
al., 2008). STb siilfatide baglandiktan sonra Guanozin trifosfat (GTP) baglayici
regiilator proteini uyararak kalsiyum seviyesinin artmasina, bu artis da protein kinaz
C (PKC) aktivasyonu sonucu sodyumun geri emiliminin engellenmesine neden
olmaktadir (Dreyfus et al., 1993). Artan kalsiyum miktari membran fosfolipidlerinden
aragidonik asit seviyelerinin artmasina, bunun sonucunda da intraluminal sividaki
prostaglandin E2 (PGE2) ve noérotransmitter serotoninin biyosentezinde metabolik bir
ara madde olan 5-Hidroksitriptofan (5-HT) seviyesinin artmasina yol agmaktadir (Fujii
et al., 1995). PGE2 ve 5-HT seviyelerinin artmasi bagirsaklardan su ve elektrolit
salmimina neden olmaktadir (Harville and Dreyfus, 1995). Bu etki mekanizmasi
CT’nin etki mekanizmasina benzemektedir (Dubreuil, 2012). Ayrica STb direkt olarak
kas hiicrelerini etkileyerek bagirsak kaslarinin spontan motilitesinin artmasi sonucu
kas kasilmalarima neden olabilmektedir (Hitotsubashi et al., 1992). Kaslarin
gevsemesine yardimcit olan Papaverin’in  STb’yi inhibe etmesi bu goriisi

desteklemektedir (Labrie et al., 2002).

EAST1, ilk kez Sili’de ishalli bir ¢ocugun diskisindan izole edilen
enteroagregatif E. coli (EAEC) susunda belirlenen peptidik bir toksindir (Savarino et
al., 1991). Bu toksini kodlayan gen (astA), ETEC dahil olmak {izere ishale neden olan
diger E. coli patotiplerinde ve Salmonella gibi diger enterik patojenlerde de
bulunabilmektedir (Menard and Dubreuil, 2002). Bu toksin, bazi serogruplarda daha
yaygin olmasina ragmen, belirli bir E. coli serotipi ile iligkili degildir (Yamamoto and
Taneike, 2000). EAST1 baz fiziksel ve biyolojik benzerlikleri paylastigi icin STa ile
karigtirilsa da, anti-STa antikorlar ile reaksiyona girmemektedir (Savarino et al.,
1991). EAST1 hayvan tiirlerinden 6zellikle domuz ve sigirlardan ( Bertin et al., 1998;
Choi et al., 2001) siklikla tespit edilebilmekle birlikte, genellikle insanlarda hastaliga
neden olmakta ve tek basina hastaliga neden olmayip, LT ile birlikte ishale yol
agmaktadir (Berberov et al., 2004). EAST1 4100 Da’lik peptid zincirinden olusan ve
38 amino asit i¢eren 1s1ya dayanikli bir toksindir (Menard et al., 2004). STa ve STh'de
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NH2 terminalinde klasik olarak bir sinyal peptidi bulunurken, EAST1 sekanslarinda
bu sinyal peptidi bulunmamaktadir (Savarino et al., 1993). 117 bp uzunlugunda bir
DNA dizisi olan astA geni, EAST1'i kodlamaktadir. STa’y1 kodlayan estA ile EAST1’1
kodlayan astA arasinda homoloji bulunmamaktadir. AstA’nin G+C igerigi % 53’ken,
estA’nin G+C igerigi % 30’dur (Savarino et al., 1993). Yapilan ¢alismalar astA geninin
60 MDa’lik bir plazmid ile iliskili oldugunu gostermistir (Savarino et al., 1996).
Insanlarda siklikla tespit edilebilen EAST1 toksini, hayvanlarda en sik domuzlarda
goriilmekle beraber, ozellikle F4 fimbiraya sahip ETEC suslarindaki plazmidlerde
bulunmaktadir (Choi et al., 2001). Hayvanlarda ve insanlarda bulunan EAST1 geni
arasinda % 98 homoloji tespit edilmistir (Berberov et al., 2004). EAST1’in yapisal
olarak guaniline benzemesi, dort sistein igermesi, cGMP {iretimini arttirmasi ve
reseptOr olarak GC-C’ye baglanmasi nedeniyle, etki mekanizmasiin STa ile ayni
oldugu diisiiniilmektedir (Dubreuil et al., 2016) (Sekil 2.7). Insan ve hayvanlarda
yapilan arastirmalar sonucu, EAST1 toksinin ishalli hayvanlarda ve insanlarda daha

sik tespit edildigi ancak tek basina ishale neden olmadigi ve bagirsakta kolonizasyon

olsa dahi mukozada harabiyet yaratmadigi kanaatine varilmigtir (Nataro et al., 1995;
Fujihara et al., 2009; Zajacova et al., 2013).

Sekil 2.7. ETEC enterotoksinlerin reseptorleri ve etki mekanizmasi. CFTR: Kistik fibrozis
transmembran regiilator kanali, AC: Adenilat siklaz, ARF: ADP ribosilasyon faktorii, PKA:
Protein Kinaz A, PKC: Protein Kinaz C, GC-C: Guanilat siklaz C, SFT: Siiltatid, ER:
Endoplazmik retikulum, PDE3: Fosfodiesteraz 3, cGMPKII: cGMP bagimli protein kinaz
II, cAMPKII: kalmodulin bagimli protein kinaz II, CaCC: Kalsiyumla aktiflesen kloriir
kanali, P:Fosforilasyon (Dubreuil et al., 2016)
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ETEC igin Onemli ve karakteristik viriilens faktorleri olan fimbria ve
enterotoksinlerin diginda TibA, Tia, ClyA, EatA, AIDA gibi diger bazi viriilens
faktorleri de ETEC patogenezinde rol oynamaktadir (Wu et al., 2007). Bu viriilens
faktorleri gibi cesitli diger faktorler, insanlarda ETEC’in neden oldugu gezgin
ishalinden korunmak i¢in yapilan as1 gelistirme ¢alismalarinda kullanilmakla birlikte,

hayvanlarda heniiz yeteri kadar arastirma yapilmamustir (Dubreuil et al., 2016).

Iki ayr1 invazyon lokusundan (Tia, Tib) biri olan Tib, hiicrelere yapismakla
gorevli kromozom olarak kodlanan bir viriilens faktorii olarak tanimlanmaktadir.
Ototransporter ailesinin bir iiyesi olan TibA, bazi1 ETEC suslarinda bulunan 104
kDA’lik dig zar proteinidir (Elsinghorst and Kopecko, 1992). Ototransporterler
translokasyona aracilik eden N-terminal sinyal peptidi ve C-terminal translokasyon
tinitesinden olusmaktadir (Henderson et al., 2004). TibA’nin disinda TibB, TibC ve
TibD’de bulunmaktadir ancak goérevleri heniiz net olarak bilinmemektedir (Turner et
al., 2006). TibA ilgili reseptore baglanarak kolonizasyona ve biyofilm olusumuna

yardim etmektedir (Sherlock et al., 2005).

TibA'ya ek olarak, Elsinghorst ve Kopecko (1992) Tia ad1 verilen kromozom
olarak kodlanmig ikinci bir adhezyon tanmimlamistir. Tia 46 kb’lik bir patojenite
adasinda kodlanmaktadir (Fleckenstein et al., 2000). Tia’nin antiserum ile
engellenmesi sonucu Tia eksprese eden bir E. coli susunun, Tia antiserumu ile
engellenmesi sonucu invazyon goriilmedigi i¢in Tia’nin invazyonda gorev aldig
diistiniilmektedir (Mammarappallil and Elsinghorst, 2000). Ayrica yapilan ¢aligmalar
Tia’nin  hiicre ylizeyinde bulunan glikozaminoglikanlar olan heparin-siilfat

proteoglikanina baglandigini ortaya koymustur (Fleckenstein et al., 2002).

E. coli ototransporter protein A (EatA), Enterobacteriaceae serin proteaz
ototransportorleri olarak adlandirilan daha genis bir ototransportér grubuyla
homolojiye sahip olan ve toksinler gibi davranan viriilans faktorleri olarak
tanimlanmaktadir (Henderson et al., 2004). EatA’nin katepsin G adi verilen serin
proteazlar i¢in substrat oldugu ve epitel hiicrelere zarar vererek viriilenste rol oynadigi
diistiniilmektedir (Patel et al., 2004). Ayrica yapilan ¢alismalar sonucu enfeksiyon
olusumunda EatA’nin gerekli olmadigi ancak bulundugu takdirde enfeksiyon

olusumunun hizlandigi sonucuna varilmistir (Turner et al., 2006).

HIYE ve SheA olarak da adlandirilan sitolizin A (ClyA), ilk olarak E. coli K-
12'de tanimlanmis, daha sonra farkli E. coli suslarinda da tespit edilmistir (Ludwig et
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al., 1999). Okaryotik hiicre zarmndaki kolestroliin ClyA reseptdrii  oldugu
diisiiniilmektedir (Oscarsson et al., 1999). in vitro ¢alismalar saflastirilmis ClyA'nin
eritrositlerde hemolize ve makrofajlarda sitotoksisiteye neden olabilecegini
gostermistir (Wai et al., 2003).

Ototransporter bir protein olan diffuz yapisma ile iliskili adhesin (AIDA),
ozellikle domuzlarda goriilen 6dem hastaligt ve PWD’de rol oynayan afimbrial bir
adhezindir (Ngeleka et al., 2003). AIDA insanlarda 1980°li yillarda (Benz and
Schmidt, 1989), domuzlarda ise 2001 yilinda tespit edilmis ve arastirilmistir (Niewerth
et al., 2001). AIDA patogenezde genellikle STb ile birlikte rol oynamaktadir ve bu
toksinle yakindan iligki halindedir (Fekete et al., 2002).

ETEC ile ilgili bir¢ok arastirma yapilmasina ve etkili asilar iiretilmesine ragmen
slitten kesme yasi, beslenme ve mevsim gibi ¢evresel faktorler ya da as1 susu disindaki
diger serotiplerin hastalik yapmaya baslamasi nedeniyle giiniimiizde hala yeni dogan
ishallerinden siklikla izole edilmekte ve 6nemli yer tutmaktadir (Dubreuil et al., 2016).
ETEC hakkinda aragtirmalarin yapilabilmesi ve etkili as1 tiretilebilmesi i¢in viriilens

faktorlerinin bilinmesi 6nem teskil etmektedir.
2.1.1.4. Nekrotoksijenik E. coli

Nekrotoksijenik E. coli (NTEC) insan ve yeni dogan hayvanlarda septisemi,
ishal ve iriner sistem enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Borriello et al., 2012).
NTEC suslart ilk kez 1983 yilinda neonatal enteritis olgusunda bildirilmistir (Caprioli
et al., 1983). Urettikleri toksine gore iki farkli NTEC tiirii rapor edilmistir (De Rycke
et al., 1999). NTECI tarafindan sitotoksik nekrotize edici faktor 1 (CNF1), NTEC2
tarafindan ise sitotoksik nekrotize edici faktor 2 (CNF2) sentezlenir. CNF1
kromozomal olarak kodlanirken CNF2 ise vir plazmidi iizerinde yer alan genler
tarafindan kodlanir (Blanco et al., 1992). CNF'ler, doku patolojisi ve konak hastaligina
neden olan giglii toksinlerdir. CNF toksinlerinin hem insan hem de hayvanlarda
goriilen siddetli dizanterideki rolleri, birka¢ klinik raporla kanitlanmistir (Paciorek,
2002; Tavechio et al., 2004). NTEC, CNF1 ve CNF2 disinda sitoletal distansiyon
toksini (CDT), hemolizin (hly), P fimbriae (pap), afimbrial adezinler (afa), S fimbriae
(sfa) gibi toksinler de iiretebilmektedir (Boquet, 2001).
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2.1.1.5. Enteroinvaziv E. coli

Kiyoshi Shiga, basiller dizanteri adin1 verdigi hastaliga neden olan bakterilerin
Ilk karakterizasyonunu 1898'de yapmistir. Bu susun E. coli ile benzerliklerini fark
ederek bu bakteriyi E. coli'den ayirt etmek i¢in ona Bacillus dysenterie adin1 vermistir
(Buetow et al., 1956). Sonraki yillarda, arastirmacilar tarafindan daha fazla sus izole
edilerek 1940'l yillarda S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii ve S. sonnei olmak iizere
dort tiirden olusan Shigella genusu ortaya ¢ikmustir. Bununla birlikte, 1944'te, E.
coli'nin mukozaya niifuz etmeyen diger patojenik suslarinin aksine, Shigella'ya benzer
sekilde kolon mukozasimi istila edebilen, ilk once Paracolon bacillus olarak
adlandirilan E. coli suslar1 tanimlanmigtir. Daha sonra bu bakteri enteroinvaziv E. coli
(EIEC) olarak isimlendirilmistir (Ud-Din and Wahid, 2014). EIEC, bakteriyel nedenli
diyarenin etiyolojik ajanlarindan olmasina ragmen, global diizeyde yeterli sayida
epidemiyolojik calisma yapilmamistir. Diger ishale neden olan enteropatojenlere gore,
ishalin nadir etiyolojik ajan1 oldugu distiniildigiinden dolayr EIEC'nin
epidemiyolojisine yeterli dikkat gosterilmemistir (Vieira et al., 2007; Moreno et al.,
2009).

2.1.1.6. Enteroagregatif E. coli

Ik olarak 1987'de tamimlanan enteroagregatif E. coli (EAEC), gelismekte olan
iilkelerdeki ¢ocuklarda goriilen, 14 glinden fazla siirebilen ve 6liime neden olabilen
kalict ishal sendromuna sebep olmaktadir (Nataro et al., 1998). Bulasmada kontamine
yiyecek ve sular biiyiikk 6nem tasimaktadir. Hastalik agregatif adherens fimbria |
(AAF/1) ile ileuma adheze olma asamasiyla baslamaktadir (Nataro et al., 1992).
Adhezyonu takiben bir biyofilm olusumu, agirt mukus tiretimi ve bunlarin sonucunda
bagirsakta besinlerin malabsorbsiyonu ger¢eklesmektedir. Son asamada ise
enteroagregatif stabil toksin 1 (EAST1) ad1 verilen, baska patotiplerde de goriilebilen,
38 aminoasitli, 1s1ya dayanikli bir toksin olan EAST1, Shigella enterotoxin 1 (ShET1)
ve pet toksin gibi toksinler salinarak, gelisen yangiy1 takiben onarilamayan bagirsak

hasar1 ve kalici ishal goriilmektedir (Knutton et al., 1992).

Karakteristik mukus biyofilmini olusturmaya ek olarak bir¢ok EAEC susu,
bagirsak mukozasi {lizerinde sitotoksik etkilere neden olur. Tavsan ve fare ileal loop
testinde EAEC suslari ile enfeksiyon sonucu 6nemli lezyonlar rapor edilmistir (Vial et
al., 1988). EAEC, villuslarin kisalmasina, villus uglarinin hemorajik nekrozuna,
submukozada 6deme ve mononiikleer infiltrasyona neden olmaktadir. EAEC,
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diinyanin dort bir yanindaki sanayilesmis ve gelismekte olan iilkelerdeki insanlarda,
ozellikle de gocuklarda ishalli hastaliklarin baslica bakteriyel etkenlerinden biridir (
Pabst et al., 2003; Sarantuya et al., 2004; Nataro et al., 2006; Al-Gallas et al., 2007;
Alikhani et al., 2012). Yetersiz sanitasyon ve kalabalik yasam kosullari, EAEC'nin
yayilma egilimini artirmaktadir (Pawlowski et al., 2009). Ayrica, diisiik sicakliklarda
enfeksiyon oranlar1 6nemli 6l¢iide azalan ETEC, EPEC ve EIEC gibi diger ishal yapan
E. coli suslarmin aksine EAEC kaynakli gezgin ishali prevalansi, kis ve yaz

mevsimleri boyunca sabit kalmaktadir (Paredes-Paredes et al., 2011).

Tipik olarak hastalik hafif ates ve az miktarda kusmanin eslik ettigi, sulu,
mukoid bazen de kanli olabilen ishal ile kendini gosterir (Czeczulin et al., 1997).
EAEC’in neden oldugu ishalin siiresi, hastaligin en énemli 6zelliklerinden biridir.
Kuzey Hindistan'daki Anapur-Palla'da yapilan bir ¢alismada, 3 yasin altindaki
cocuklarda EAEC ile iligkili ishal vakalarinin ortalama siiresinin 17 giin oldugu ve bu

stirenin diger patojenlere kiyasla daha uzun oldugu goriilmiistiir (Bhan et al., 1989).

EPEC ile ilgili hayvanlar iizerinde yapilan c¢aligmalar giiniimiizde yetersiz
kalmaktadir. Buzagilar tizerinde yapilan {ig iilkeden ii¢ yayinda test edilen 147 izolatin

hi¢birinde EAEC ile ilgili olan AAF/I bulunamamustir (Kolenda et al., 2015).
2.1.1.7. Diffuz adherent E. coli (DAEC)

DAEC insanlarda idrar yolu enfeksiyonlarina, kadinlarda intrauterin
enfeksiyonlara ve yeni dogan ¢ocuklarda kalici hale gelebilen sulu ishallere neden olan
yaygin bir patotiptir (Hart et al., 2001; Servin, 2005). DAEC suslar1 heterojen bir izolat
grubudur ve hepsi HEp-2 veya HeLa hiicrelerine diffuz adhezyon (DA) sergiler.
DAEC izolatlarinin DA paterni, afa/dra/daa iligkili operon ailesi tarafindan kodlanan
adhezinlerin iiretiminden kaynaklanmaktadir (Cravioto et al., 1991). Afa/dra/daa
operonlart patogenezde 6nemli olan hem afimbrial (AfaE-1 ve AfaE-111 gibi) hem de
fimbrial (F1845 ve Dr gibi) adheziv yapilar1 kodlarlar (Pham et al., 1997). Bu fimbrial

ve afimbrial yapilar sistit, pyelonefrit, metritis ve diyarenin patogenezinde rol oynar.

DAEC ile ilgili sigir ve buzagilarda yapilan 9 farkli calismadan elde edilen
veriler, bu patotipin yayginhiginin ETEC yayginlifina benzer oldugunu
gostermektedir. DAEC virulens faktorlerinin varligi, 10 tilkede yapilan dokuz yayinda
1568 izolat iizerinde arastirilmis olup calismalar sonucunda Afa’nin saglhkh

hayvanlara kiyasla ishalli hayvanlarda 6nemli 6lclide daha sik goriildiigi tespit
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edilmistir. F1845 sadece iki yayimnda arastirilmis ve 136 izolattan ti¢ii (% 2,2) pozitif
bulunmustur (Kolenda et al., 2015). DAEC insanlarda hastaliga neden olan etiyolojik
ajanlar olarak bilinirken, sigir ve buzagilardaki yayginliklari hakkinda yetersiz bilgi

vardir.

2.1.1.8. Adherent Invaziv E. coli (AIEC)

Crohn hastaligi (CD) ve iilseratif kolit (UC) basta olmak iizere, inflamatuar
bagirsak hastaliklarinin (IBD) etiyolojisinde, bagirsak mikrobiyotasina kars1 anormal
mukozal bagisiklik tepkisine yol agan ¢evresel faktorler, enfeksiydz ajanlar ve genetik
yatkinlik 6nemli roller oynamaktadir (Carricre et al., 2014). Cevresel faktorlere stres,
sigara ve alkol tiikketimi, obezite ve yetersiz beslenme gibi bazi1 yasam tarzlari 6rnek
verilebilirken (Shaler et al., 2019), genetik faktorlere ise Lynch sendromu, kalitsal
adenomat6z polipoz gibi genetik hastaliklar 6rnek verilebilir (Syngal et al., 2015).
Hastaliga siklikla neden olan enfeksiyoz ajanlar arasinda Clostridium difficile,
Mycoplasma spp., Mycobacterium spp., Salmonella spp., Bacteroides fragilis,
Fusobacterium nucleatum, AIEC ve Helicobacter pylori bulunmaktadir (Mirsepasi-
Lauridsen et al., 2019; Perna et al., 2020).

AIEC ilk kez 1999 yilinda tanimlanmuis, IBD ile iliskili enfeksiyoz bir etkendir
(Boudeau et al., 1999). AIEC’nin neden oldugu UC; kolonla siirli, alevlenmeler
sirasinda kanli ishal ile karakterize, sik tekrarlayan, kronik inflamatuar bir hastaliktir.
CD ise agizdan aniise kadar olan gastrointestinal sistem boyunca tiim bdliimleri
etkileyebilen kronik, segmental, lokalize graniilomat6z bir hastaliktir. Klinik bulgular
hastaligin lokalizasyonuna bagli olmakla birlikte en sik goriilen semptomlar diyare,
karm agris1, ates, barsak tikanikligi, kanli ve mukuslu diskidir (Baumgart and
Sandborn, 2007).

AIEC'nin patogenezinde protein sentezi, sinyal iletimi, hiicre boliinmesi, iyon
sekresyonu, transkripsiyon, hiicre iskeleti fonksiyonu ve mitokondriyal fonksiyon gibi
konakg1 hiicre ile ilgili olaylar onemlidir (Torres et al., 2005). AIEC ile ilgili
calismalar, etkenin karsinoembriyonik antijen 6 ile iligkili hiicre adezyon
molekiillerine (CEACAMO6) baglanarak bagirsak mukozasina yapisabildigini, konake¢1
hiicre aktin mikrofilamentleri ve mikrotiibiilleri kullanarak bagirsak epitel hiicrelerini
istila edebildigini, hiicre icinde cogalabildigini, insan bagirsagr boyunca yer
degistirebildigini gostermektedir (Barnich and Darfeuille-Michaud, 2007). Bununla
birlikte, gliniimiizde AIEC’nin sahip oldugu spesifik virulens genleri hakkindaki bilgi
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yetersizdir ve bununla ilgili ¢alismalar devam etmektedir (Mirsepasi-Lauridsen et al.,
2019).

2.1.2. Ekstraintestinal E. coli Patotipleri
2.1.2.1. Uropatojenik E. coli

Idrar yolu enfeksiyonlar1 giiniimiizde gériilen en yaygin patolojik durumlardan
biridir. Her y1l diinya ¢apinda yaklasik 150 milyon insan1 ve bircok hayvan tiiriinii
etkileyen, antibiyotik direng¢ gelisimine neden olan bu idrar yolu enfeksiyonlarina en
sik tiropatojenik E. coli (UPEC) neden olmaktadir (Terlizzi etal., 2017). UPEC disinda
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Enterobacter cloacae, Streptococcus bovis ve Candida albicans gibi
mikroorganizmalar da idrar yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Parish and
Holliday, 2012; Hof, 2017). Semptomatik idrar yolu enfeksiyonlari; iirosepsis

sendromu, piyelonefrit ve sistit olarak siniflandirilmaktadir (Smelov et al., 2016).

UPEC, komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlarinin yaklasik % 80'inden,
toplum kaynakli enfeksiyonlarin % 95'inden ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin %
50'sinden sorumludur (Tabasi et al., 2016). Bir¢cok ¢alisma, ciftlik hayvanlarinin
insanlarda idrar yolu enfeksiyonlarindan sorumlu viriilans genleri tasiyan E. coli
suslarinin rezervuarlar1 olabilecegini diisiindiirmektedir (Kot, 2019). UPEC hastaliga
Genomik Patojenite Adalar1 (PAI), adezinler, toksinler, yiizey polisakkaritleri, Auf,
Dr, F1C, S, Tip 9, Tip 3, Tip 1, P flagella ve demir baglama sistemi gibi viriilans
faktorleriyle neden olmaktadir. UPEC iiretral, periiiretral ve wvajinal alanlarin
kolonizasyonuna, biyofilm olusumuna, artan bakteriyemi ile birlikte bobreklerin
kolonizasyonuna neden olmakta ve bunlarin sonucunda doku hasar1 goriilebilmektedir

(Terlizzi et al., 2017).
2.1.2.2. Avian patojenik E. coli

Avian patojenik E. coli (APEC); tavuklar, hindiler, 6rdekler ve diger birgok
kanatlh tiirtinde ¢esitli lokal ve sistemik enfeksiyonlara neden olabilen bir etkendir
(Dho-Moulin and Fairbrother, 1999). Kanatlilarda APEC'in neden oldugu en yaygin
enfeksiyonlar perihepatit, hava kesesi yangisi, perikardit, yumurta peritoniti, salfingit,
koligraniiloma, omfalit, seliilit ve osteomiyelit/arthrittir. APEC ayrica tavuklarda sis
kafa sendromuna ve hindilerde osteomiyelit kompleksine neden olur. Bu hastaliklar

genel olarak avian colibacillosis olarak adlandirilir (Dziva and Stevens, 2008).
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Kolibasillozis sonucunda kiimes hayvanlarinin canli agirlik artisinda, karkas
agirhginda, yemden yararlanma oraninda Ve yumurta iretiminde azalma
goriilmektedir (Guabiraba and Schouler, 2015). Ayrica APEC, geng tavuklarda yiiksek
oranda mortaliteye neden olmaktadir (Mellata, 2013). Hastaligin neden oldugu
semptomlar ve hastaligin tedavisi sirasinda olusan masraflar nedeniyle APEC, kanatli
endiistrisinde diinya ¢apinda 6nemli derecede ekonomik kayba sebep olmaktadir
(Ghunaim et al., 2014). 4-6 haftalik civcivler hastaliga daha yatkin olmakla birlikte,
tim yas gruplari hastaliktan etkilenebilir (Dho-Moulin and Fairbrother, 1999).
Goriilen vakalara genellikle 078, O2 ve O1 serotipleri sebep olmaktadir (Ghunaim et
al., 2014).

Yapilan ¢alismalar APEC'in tavuklarin gastrointestinal sistemi ve solunum
yollarini hastaliga neden olmadan kolonize edebildigini ve sadece firsat¢1 bir patojen
olarak stres faktorlerinin varliginda trachea ve bagirsak epitelinden kan dolagimina
karisarak bagirsak dis1 bolgelere yer degistirebildigini gostermistir (Collingwood et
al., 2014). Bulagsmada kontamine yem ve su onemlidir. Tavuklar arasinda feko-oral
veya aerosol yolla bulagsmanin yani sira vertikal bulagma da goriilebilmektedir (Dziva
and Stevens, 2008)

APEC kaynakli hastaliklara basta adezinler, invazinler, koruyucular, demir
baglama kapasitesi ve toksinler olmak {izere farkli virulans faktorleri neden
olmaktadir. Bu faktorler, etkenin yapigmasini, invazyonunu, konak¢i immiin
yanitlarindan ka¢masini, kolonizasyonunu, c¢ogalmasini ve sistemik yayilmasini
kolaylastirarak tavuklarda enfeksiyon olusumuna izin verir. Bu faktorlere ek olarak,
salgt sistemleri (tip III ve VI), ¢ekirdek algilama (QS) sistemleri, transkripsiyonel
diizenleyiciler, iki bilesenli sistemler ve metabolizma ile iliskili genler dahil olmak
tizere diger bir¢ok virulans faktorii de APEC patogenezine katkida bulunur (Kathayat
etal., 2021).

Son arastirmalar insan EXPEC izolatlarinda APEC'e 6zgii kolisinV (ColV)
plazmidlerinin saptanmasi nedeniyle APEC'in gida kaynakli potansiyel bir zoonotik
patojen oldugunu gostermektedir (Liu et al., 2018). Bu nedenle APEC, kiimes
hayvanlar1 endiistrisi disinda halk saglig1 i¢in de 6nem tasiyan bir patojendir. Tedavide
antibiyotiklerin sik kullanilmasi diren¢ gelisimi acisindan 6nem arz etmektedir.
Tavuklarin  hastaliktan korunmasi igin asilar kullanilmakla birlikte, saha

salginlarindaki kolibasilloz vakalariyla iligkili APEC serotiplerinin ¢esitliligi
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nedeniyle yeterince korunma saglanamamaktadir. Bunlarin disinda probiyotikler,
bakteriyofajlar dogal immiin uyaricilar, QS inhibitdrleri ve antimikrobiyal peptidler
gibi farkli yeni tedavi yontemlerinin tavuklarda APEC enfeksiyonlarini azaltmada

onemli oldugu diisiiniilmektedir (Kathayat et al., 2021).
2.1.2.3. Neonatal Meningitise Neden Olan E. coli

NMEQC, yeni doganlarda akut meningitis ve sepsise neden olan ekstraintestinal
E. coli patotiplerinden biridir. Etken hastaliga S fimbria ve kapsiilii ile neden
olabilmektedir (Gaschignard et al., 2011).

2.2. Antibiyotikler
2.2.1. Antibiyotiklerin Tarihcesi

Bakteriyel hedeflerle spesifik etkilesimlere girerek bakterilerin tiremesini
engelleyen ya da 6ldiiren organik molekiillere antibiyotik denilmektedir (Davies and
Davies, 2010). Antibiyotikler dogal, yar1 sentetik ya da sentetik molekiiller olarak
smiflandirilmaktadir (Grenni et al., 2017). Giliniimiizde kliniklerde kullanilan
antibiyotiklerin % 90’1 gesitli mikroorganizmalardan elde edilmektedir (Katz and
Baltz, 2016). Bakterileri 6ldiiren antibiyotiklere bakterisidal, bakterilerin iiremesini
inhibe eden antibiyotiklere ise bakteriyostatik adi verilmektedir. Antibiyotikler bu
etkilerini bakterinin belirli hedef bolgelerini etkileyerek gostermekte olup, bakteriler
ise bu etki mekanizmalarina kars1 antibiyotiklere direng gelistirmektedirler
(Abushaheen et al., 2020).

Antibiyotikler, bakterilere karsi miicadelede insan toplumu igin bir kurtarici
olmus ve gecmisten giiniimiize milyonlarca hayati kurtarmistir. Antibiyotik {ireten
mikroorganizmalarin hastaliklar1 nlemek i¢in kullanilmasi, 2000 yildan daha uzun bir
siire 6nceye dayanmaktadir. Eber'in MO 1550'den kalma papiriisii, korunmus en eski
tibbi belgedir ve tedavi listesi arasinda kiiflii ekmek ve sifali toprak bulunmaktadir.
Sirbistan, Cin, Yunanistan ve Misir'da da agik yaralar tedavi etmek i¢in geleneksel

kiiflii ekmek kullanilmaktadir. (Haas, 1999).

Antibiyotiklerle ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda ge¢misten gilintimiize birgok
antibiyotik grubu kesfedilmistir (Tablo 2.4). Kesfedilen ilk antibiyotik 1910'da Paul
Ehrlich ve galisma arkadaslar1 tarafindan frengi hastaliginin etkeni olan Treponema
pallidum'a karst kullanilan, arsenik tiirevi ilk sentetik antibiyotik olan Salvarsan

(arsfenamin)’dir (Pallasch, 1986). Kisa bir siire sonra frengi tedavisinde Salvarsan’a
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gore daha az tehlikeli ve daha etkili olan Neosalvarsan, 1913 yilinda piyasaya
striilmistir (DiGiandomenico and Sellman, 2015). Salvarsan ve Neosalvarsan,
antimikrobiyal sinifinin ilK ilaglar say1lmakla birlikte yiiksek arsenik igerikleri ve kisa
bir siire sonra olusan diren¢ nedeniyle bu ilaglarin kullanimina son verilmistir. Ilk
ger¢ek antibiyotik olan penisilin, 1928'de Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmistir. Fleming'in bir mantar olan Penicillium notatum'un agar besiyerinde
stafilokok gelisimini engelledigini gozlemlemesi, penisilin olarak bilinen maddenin
izolasyonunu ve tanimlanmasimi saglamistir (Bennett and Chung, 2001). Penisilinin
saflagtirtlip klinik olarak kullanimindan o6nce, 1930 yilinda Alman bakteriyolog
Gerhard Domagk tarafindan kesfedilen, genis spektrumlu bir antibiyotik olan
stilfonamid etken maddeli prontosil, yaralilarin tedavisinde basarili sekilde kullanilmis
ve antibiyotiklerin tarihinde 6énemli déniim noktalarindan birisi olmustur (Golkar et
al., 2014). 1939’da Fransiz mikrobiyolog René Dubos, toprak bakterisi olan Bacillus
brevis’ten elde edilen tirotrisini saflastirarak, klinik kullanima sunmustur. Ancak bu
ilag yiiksek toksisite gosterdigi i¢in kullanimi durdurulmus ve yalnizca topikal
uygulamalarda kullanilmasi uygun gorilmiistiir (Mohr, 2016). Fleming tarafindan
kesfedilen penisilinin saflagtirilip klinik olarak kullanimi1 1940 yilinda gergeklesmistir.
Bu antibiyotik yalnizca Gram-pozitif bakterilere karsi ¢alistigi i¢in bir¢cok bulasici
hastaliga biiyiikk ol¢iide etkisiz kalmigtir (Spagnolo et al., 2021). Gram-negatif
bakterilerin tedavisi, 1943'te Rutgers Universitesi'ndeki Selman Waksman'in
streptomisini  kesfetmesiyle baslamigtir (Czaplewski et al.,, 2016). Waksman,
Streptomyces spp. ilizerinde yiriittiigli sistematik caligmalar1 sayesinde aktinomisin,
neomisin, streptomisin, klavasin ve fumigasin’i kesfederek antibiyotiklerin altin ¢agini
baslatmistir (Durand et al., 2019; Ribeiro da Cunha et al., 2019). 1950 ve 1960 yillarda
bir¢ok bakteri tiirli ve mantar tiirlinden 20'den fazla antibiyotik sinifi kesfedilmistir
(Nicolaou and Rigol, 2018). Antibiyotiklerin altin ¢aginda yapilan kesiflerden sonra
yeni antibiyotik gruplariyla ilgili caligmalar oldukca azalmis ve yalnizca birkag yeni
antibiyotik grubu kesfedilmistir (Hutchings et al., 2019). Artan antibiyotik direnci ve
tiretim maliyeti nedeniyle 1980’lerde antibiyotik caligmalar1 yiiriiten 20 ilag
firmasindan yalnizca 5’1 yeni antibiyotik c¢aligmalarina devam etmektedir

(Theuretzbacher et al., 2020).
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Tablo 2.4. Klinikte kullanima sunulan antibiyotik siniflarinin kesif yili ve kaynaklar1 (Hutchings et al.,

2019)

Simf Ii{elslif Klinik SI{(IEIIamm Ornek
Aminoglikozidler 1944 1946 Kanamisin A (Streptomyces kanamyceticus)
Tetrasiklinler 1948 1948 Tetrasiklin (Streptomyces aureofaciens)
Amfenikoller 1947 1949 Kloramfenikol (Streptomyces venezuelae)
Makrolidler 1952 1952 Eritromisin (Saccharopolyspora erythraea)
Tuberaktinomisinler 1951 1953 Viomycin (Streptomyces puniceus)
Glikopeptidler 1954 1958 Vancomycin (Amycolatopsis orientalis)
Linkozamidler 1962 1963 Klindamisin (Streptomyces lincolnensis)
Ansamisinler 1959 1963 Rifamisin (Amycolatopsis rifamycinica)
Sikloserinler 1955 1964 Seromisin (Streptomyces orchidaceus)
Streptograminler 1953 1965 Pristinamisin (Streptomyces pristinaespiralis)
Fosfonatlar 1969 1971 Fosfomisin (Streptoyces fradiae)
Karbapenemler 1976 1985 Meropenem (Streptomyces cattleya)
Lipopeptidler 1987 2003 Daptomisin (Streptomyces roseosporus)
g o7 oo Lo Qaciemormgin
Polipeptidler 1939 1941 Gramisidin A (Bacillus brevis)

Basitrasin 1945 1948 Basitrasin A (Bacillus subtilis)
Polimiksinler 1950 1959 Kaolistin (Paenibacillus polymyxa)
Mupirosin 1971 1985 Mupirosin (Pseudomonas fluorescens)
Monobaktamlar 1981 1986 Aztreonam (Chromobacterium violaceum)
Penisilinler 1929 1943 Amoksisilin (Penicillium chrysogenum)
Fusidik Asit 1958 1962 Fusidik Asit (Fucidum coccineum)
Enniatinler 1953 1963 Fusafungin (Fusarium lateritium)
Sefalosporinler 1948 1964 Sefasetril (Acremonium chrysogenum)
Pleuromutilinler 1951 2007 Retapamulin (Pleurotus mutilus)
Arsfenaminler 1907 1910 Salvarsan (Sentetik)

Stilfanomidler 1932 1936 Mafenid (Sentetik)

Salisilatlar 1902 1943 4-Aminosalisilik asit (Sentetik)
Stilfonlar 1908 1945 Dapson (Sentetik)

Piridinamidler 1952 1952 Isoniazid (Sentetik)

Nitrofuranlar 1945 1953 Nitrofurantoin (Sentetik)

Azoller 1959 1960 Metronidazol (Sentetik)
Florokinolonlar 1962 1962 Siprofloksasin (Sentetik)
Diaminopirimidinler 1950 1962 Trimetoprim (Sentetik)

Ethambutol 1962 1962 Ethambutol (Sentetik)

Thioamidler 1956 1965 Ethionamid (Sentetik)

Fenazinler 1954 1969 Klofazimin (Sentetik)
Oksazolidinonlar 1987 2000 Linezolid (Sentetik)

Diarilkinolonlar 2004 2012 Bedagquilin (Sentetik)

39



2.2.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Antibiyotikler, bakteri {lizerinde etkiledikleri hedef bolgelere gore bes farkli

kategoriye ayrilmaktadir. Bakteri hiicre duvari sentezinin inhibisyonu, bakteriyel

protein sentezinin inhibisyonu, bakteriyel niikleik asit sentezinin inhibisyonu,

bakteriyel sitoplazmik membran fonksiyonunun inhibisyonu ve metabolik yollarin

inhibisyonu (Sekil 2.8) antibiyotiklerin etkilerini gosterdigi baslica mekanizmalardir

(Abushaheen et al., 2020). Antibiyotik ilag gruplar1 bu yollardan birini kullanarak
bakterileri etkilemektedir (Tablo 2.5).

Hilcre Duvan Sentezi Inhibitarieri

DNA Giraz Inhibitorier:

Folat Sentezi Inhibitarleri =—» PABA

Sitoplazmik
Membran Sentezi
Inhibitarieri

mm‘,;ull)%?'mw
,r

=

RNA Polimeraz Inhibitéra

RNA Sentezi Inhibitorieri

Protein Sentezi Inhibitorleri

Sekil 2.8. Antibiyotiklerin etki mekanizmasi. DHF: Dihidrofolat THF: Tetrahidrofolat PABA:
Paraaminobenzoik asit (Uddin et al., 2021)

Tablo 2.5. Antibiyotiklerin etki mekanizmasina gore hedef bolge, antibiyotik sinifi ve etken maddeleri
(Uddin et al., 2021)

Etki Mekanizmasi

Hedef Antibiyotik Smifi  Etken Madde Ornegi

Penisilin Penisilin-G, Amoksisilin,
Hiicre Duvar1 Sentezi Baglayici B-Laktamlar Sefalosporin-C
Inhibitérleri Emtt?(ljn lik

eptidoglikan . . -,
Alt Birimi Glikopeptidler Vankomisin
Aminoalikozitler Streptomisin, Gentamisin,

30S Alt Birimi TetrasiEIinIer ' Neomisin, Tetrasiklin,
Protein Sentezi Doksisiklin
Inhibitorleri Makrolidler, . . . .

L . Eritromisin,Azitromisin,Klora
50S Alt Birimi Kloramfenikoller, . . .
A mfenikol, Linezolid
Oksazolidinonlar

Niikleik Asit Sentezi ~ RNA Ansamisin Rifampin
inhibitorleri (Rifamisin)

DNA Florokinolonlar Ciprofloksasin, Ofloksasin
!\/Ie'_[alg)ollk Yollarin Folik Asit Siilfanomidler ve Siilfametaksazol, Dapson,
Inhibisyonu Sentez trimetoprim Trimetoprim
(Antimetabolik) Enzimleri P P
Sitoplazmik Membran
Fonksiyonu Lipopolisakkarit  Polimiksinler Polimiksin B ve Colistin

inhibitérleri
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2.2.2.1. Hiicre Duvari Sentezinin inhibisyonu

Peptidoglikan tabakadan olusan hiicre duvarinin temel islevi hiicrenin seklinin
korunmasi ve dis etkilere karsi bakteriyi korumaktir (Green, 2002). Bakteriler kisa
peptidler ile capraz baglanmis olan glikan ipliklerden olusan peptidoglikan tabaka ile
ozmolizden korunurlar (Vollmer et al., 2008). Bu yap1 hem Gram negatif hem de Gram
pozitif bakterilerde bulunmakta, ancak kalinliklar farklilik gostermektedir.

Hiicre duvarimi sentezinin inhibisyonuna neden olan antibiyotikler arasinda
monobaktam, -laktam ve glikopeptid antibiyotik siniflarina ait aztreonam, penisilin,
ampisilin, amoksisilin, karbenisilin, methisilin, oksasilin, sefalosporin, basitrasin,
vankomisin ve teikoplanin bulunmaktadir (Kapoor et al., 2017). Monobaktam ve p-
laktam antibiyotikler penisilin baglayicit proteinlere (PBP) baglanarak etkilerini
gostermektedir. Glikopeptid antibiyotikler ise transpeptidaz iizerine etki ederek
peptidoglikan tabakalar1 arasindaki baglarin olusumunu engellemektedir. Bu
antibiyotikler bakteriyel hiicre duvari sentezindeki inhibisyon sonucunda bakterilerin

6liimiine neden olurlar (Abushaheen et al., 2020).
2.2.2.2. Protein Sentezinin Inhibisyonu

Bakteriyel protein sentezi 30S ve 50S alt birimden olusan 70S ribozomda
gerceklesmektedir. Ribozom, bakteri hiicresindeki ana antibiyotik hedeflerinden
biridir. Protein sentezi inhibisyonuna neden olan antibiyotikler 70S ribozomun alt
birimlerinden birine ya da her ikisine birden etki ederek (Tablo 2.6) bakteriyel protein
sentezinin baglama, uzama ve sonlanma asamalarini engellemektedir (Abushaheen et
al., 2020). 30S ribozomal alt birime etki eden antibiyotikler genellikle baslama
stirecine, 50S ribozomal alt birime etki eden antibiyotikler ise ¢ogunlukla uzama
stireglerine etki etmektedir (Jaka and Liwa, 2015). Bakteri hiicreleri ve oOkaryot
hiicrelerin ribozomlarindaki yapisal farklilik antibiyotiklerin selektif toksisitesini
saglamaktadir (Yoneyama and Katsumata, 2006).

Bakteriyel protein sentezine etki eden antibiyotikler arasinda blastisidin S,
kloramfenikol, klindamisin, linkomisin, dalfopristin, doksisiklin, edein, eritromisin,
evernimisin, avilamisin, fusidik asit, kasugamisin, kirromisin, linezolid, neomisin,
puromisin, sparsomisin, spectinomisin, streptomisin, thermorubin, tiostrepton,

tiamulin ve viomisin bulunmaktadir (Wilson, 2014).
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Tablo 2.6. Protein sentezi inhibisyonuna neden olan antibiyotiklerin etki mekanizmasi (Wilson, 2014)

Antibiyotik Hedef Alt Birim inhibisyon Mekanizmasi
Blastisidin S 505 Peptidiltransferaz Aracﬂlg%yla Peptid Bag1
Olusumunun Engellenmesi
Peptidiltransferaz Araciligiyla Peptid Bag1

Kloramfenikol 50S .
Olusumunun Engellenmesi

Klindamisin, Peptidiltransferaz Araciligiyla Peptid Bag1

. L 50S :

Linkomisin Olusumunun Engellenmesi

Dalfopristin 505 Peptidiltransferaz Aracﬂlg%yla Peptid Bag1
Olusumunun Engellenmesi

Doksisiklin 30S tRNA’nin baglanmasini engeller

Edein 30S Baslama

Eritromisin 50S Uzama

Evgmlml?m’ 50S Baglama

Avilamisin

Fusidik Asit Uzama Faktorii G (EF-G)  Uzama

Kasugamisin 30S Baslama

Kirromisin Uzama Faktorii Tu (EF-Tu) Uzama

Linezolid 50S Peptidiltransferaz Aracﬂlg?yla Peptid Bag1
Olusumunun Engellenmesi

Neomisin 30S Translokasyon

Puromisin 50S Peptidiltransferaz Aracﬂlg?yla Peptid Bag1
Olusumunun Engellenmesi

Sparsomisin 50S Peptidiltransferaz Aracﬂlg?yla Peptid Bag1
Olusumunun Engellenmesi

Spectinomisin 30S Translokasyon

Streptomisin 30S Translokasyon

Thermorubin 70S Baslama

Tiostrepton 50S Faktor Baglayici

Tiamulin 50S Peptidiltransferaz Aracﬂlg}yla Peptid Bag1
Olusumunun Engellenmesi

Viomisin 70S Translokasyon

2.2.2.3. Niikleik Asit Sentezinin Inhibisyonu

Antibiyotik etki mekanizmalarindan biri de niikleik asit sentezinin
inhibisyonudur. Bakteriyel DNA sentezi, ¢esitli asamalarda etki gosteren bir grup
enzim tarafindan gergeklesmektedir. Niikleik asit sentezi inhibisyonuna neden olan
antibiyotikler topoizomeraz IV, DNA giraz ve RNA polimeraz gibi enzimlerin
aktivitesini inhibe ederek antibakteriyel etkilerini gostermektedirler (Abushaheen et
al., 2020). Niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotikler arasinda florokinolonlar,
nitrofuranlar, azollar (metronidazol) ve ansamisinler (rifamisin) bulunmaktadir
(Hutchings et al., 2019).

2.2.2.4. Sitoplazmik Membran Fonksiyonunun Inhibisyonu

Bakteriyel dis membran yar1 gegirgen bir bariyer olarak temel molekiillerin
hiicreye alinmasin1 ve toksik bilesenlerin hiicreden uzaklastirilmasini saglamaktadir

(Nikaido, 2003). Bakteriyel sitoplazmik membran fonksiyonunun inhibisyonuna
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neden olan polimiksinlerin bakteriler tizerindeki etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemesine ragmen, sitoplazmik membran iizerindeki anyon ve katyon dengesini
bozarak, membran gegirgenligini arttirdig1 ve bu sayede bakterisidal etki gosterdigi
diistiniilmektedir (Moffatt et al., 2019).

2.2.2.5. Metabolik Yollarin Inhibisyonu

Bakteriler, protozoonlar ve diger mikrobiyal ajanlar hiicre boliinmesi, niikleik
asit sentezi gibi ¢esitli iglevleri yerine getirmek i¢in metabolik yollar1 kullanmaktadir.
Bu metabolik yollardan biri de folik asit metabolizmasidir. Folik asitler, enzimatik
ko-faktorler olarak islev goren, suda ¢oziinebilen kii¢iik molekiillerden olusan B
vitaminleri ailesine ait bir metabolittir (Zheng and Cantley, 2019). Folik asit
metabolizmasi tiim canli hiicrelerin diizglin ¢alismasi i¢in gereklidir ( Villa et al.,
2018). Folat, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezinde bir¢ok biyosentetik yolla ilgili
cok sayida reaksiyonda yer alir. Metiyonin, serin, glisin, histidin ve gulatamat gibi bazi
aminoasitlerin senteziyle ilgili reaksiyonlarda gorev alan folat, protein sentezi igin
gerekli olan RNA transferazin yapisina katilir. Ayrica piirin ve pirimidin bazlarinin
sentezinde gorev alarak gen ekspresyonunu diizenler (Fowler, 2001). Memeli hiicreleri
folik asiti sentezleyemezler, bu nedenle bu metabolitlerin disardan alinmasi
gerekmektedir. Memeli hiicrelerinin aksine bakteri hiicreleri folat reseptorlerinden
yoksun oldugu i¢in hiicre duvari ve membrani bu molekiillerin hiicre i¢ine alinmasina
izin vermezler. Bu nedenle bakteriler folik asiti sentezlemek zorundadir (Villa et al.,
2019). Folat biyosentezine katilan spesifik enzimlerin antifolatlar ile inhibe edilmesi,
antibiyotiklerin etki mekanizmalarindan birisidir. Folik asit sentezini inhibe eden
antibiyotikler arasinda siilfanomidler (mafenid), siilfonlar (dapson), salisilatlar (4-
aminosalisilik asit), diaminopirimidinler (trimetoprim) bulunmaktadir (Hutchings et
al., 2019). Bu antibiyotikler dihidropteroik asit sentaz, dihidrofolat rediiktaz gibi folik
asit sentez mekanizmasinda gorevli enzimleri inhibe ederek bakteriyostatik ya da

bakterisid etki gostermektedir (Uddin et al., 2021).
2.2.3. Antibiyotik Direnci ve Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotikler, bakterilerle miicadelede essiz ilaglar olarak bilinmektedir
(Zaman et al., 2017). Bu ilaclarin gelistirilerek klinik olarak kullanima sunulmasi tip
tarihinde 6nemli bir gelismedir (Watkins and Bonomo, 2016). Antibiyotikler onlarca
yildir sadece tibbi kullanim i¢in degil, ayn1 zamanda hayvancilik ve tarim da dahil
olmak iizere ¢esitli alanlarda koruyucu olarak kullanilmaktadir (Gajdacs and
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Albericio, 2019). Bakteriler, antibiyotiklerin Oldiiriicii etkisini azaltmak ya da
engellemek i¢in genetik mutasyonlar gelistirerek direng kazanirlar (Subramaniam and
Girish, 2020). Antibiyotik direnci, bakterilerin daha 6nce duyarli olduklar1 bir
antibiyotigin etkisine dayanma, bakterilerin hayatta kalmasi ve gelismesine izin verme
kapasitesi olarak tanimlanmaktadir (Zaman et al., 2017). Antibiyotiklere direng ilk
olarak stafilokok, streptokok ve gonokoklarda gozlenmistir. ilk ticari antibiyotik olan
penisilinin 1941°de piyasaya siiriilmesinden 1 yil sonra penisiline direngli S. aureus
suslar1 ortaya ¢ikmistir (Dodds, 2017). Penisiline direngli S. aureus ile miicadele
edebilmek i¢in 1960 yilinda kullanimina baslanan yar1 sentetik bir antibiyotik olan
metisiline kars1 ayn1 y1l metisilin direnci gelismistir (Durand et al., 2019). Antibiyotige
direncli bakterilerin diinya ¢apinda giin gegtik¢e artmasi, insan ve hayvan sagligi i¢in
cok ciddi tehlike arz etmektedir (Fashae et al., 2021). Antibiyotiklere kars1 direng
gelisiminin bakteriler tarafindan kisa siirede gergeklesmesi, patojenik bakterilerin %
70’inin en az bir antibiyotige direngli olmasi, yeni antibiyotiklere kars1 direng geligim
riski ve bu ilaglarin maliyeti nedeniyle bakterilerle miicadele giinlimiizde olduk¢a
zorlasmistir (Economou and Gousia, 2015). Artan antibiyotik direnci nedeniyle
Diinya’da her yil yaklagik 700.000 kisi hayatin1 kaybetmektedir (Woolhouse et al.,
2016).

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 direnci, dogal (intrinsik) direng ve kazanilmis
direng olarak gruplandirilmaktadir. Bir tiiriin tim suslarinin bazi antibiyotik
smiflarindan etkilenmemesi dogal direng olarak adlandirilirken (Ciftci ve Aksoy,
2015), bakterinin translasyon, konjugasyon, transpozisyon veya mutasyonlar sonucu
genetik materyal edinerek gelistirdigi dirence ise kazanilmis diren¢ denilmektedir
(Culyba et al., 2015; Lerminiaux and Cameron, 2019). Dogal direng bakterinin tiiriine
has bir 6zellikken, kazanilmis direng susa 6zgiidiir (Duijkeren et al., 2018). Bakteriyel
hiicre duvarin1 etkileyen penisilin gibi antibiyotiklerin, hiicre duvar1 olmayan
bakterilere etki etmemesi dogal dirence Ornek olarak verilebilir. Antibiyotigin
enzimatik inaktivasyonu, hedef boélgelerin degismesi, aktif pompa sistemleri ve
permeabilitenin azalmas1 gibi mekanizmalar yoluyla gelisen diren¢ ise kazanilmis

dirence ornektir (Ciftci ve Aksoy, 2015; Reygaert, 2018).
2.2.3.1. Antibiyotigin Enzimatik Inaktivasyonu Nedeniyle Gelisen Diren¢

Antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu hidrolitik enzimler, hidroliz ve grup

transferi yoluyla gerceklesmektedir (Blair et al., 2015). Bakteriler, antibiyotiklere karsi

44



enzimler iireterek antibiyotigin bakteri hiicresindeki hedefine baglanmasini engeller
ve bu sayede antibiyotigi inaktive ederler (Uddin et al., 2021). Bu direng
mekanizmasinda en sik goriilen biyokimyasal reaksiyonlar asetilasyon, fosforilasyon
ve adenilasyondur (Munita and Arias, 2016). B-laktam antibiyotiklerin sahip oldugu
B-laktam halkasinin amid bagmin B-laktamazlar nedeniyle inaktive edilmesi ve
aminoglikozidlerin ribozoma baglanma aktivitesinin aminoglikozid modifiye edici
enzimler (AME) nedeniyle engellenmesi, antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu
sonucu olusan diren¢ mekanizmasina drnek olarak verilebilmektedir (Romanowska et

al., 2013; Bush, 2013).
2.2.3.2. Antibiyotik Hedef Bolgelerinin Degisikligi Nedeniyle Gelisen Direnc

Bakterilerde antibiyotik hedef bdlgesinin modifikasyonu sonucu antibiyotigin
hedefine uygun sekilde baglanamamasi, baglanma bolgesine ulasamamast ya da
afinitenin azalmasi nedeniyle antibiyotiklere kars1 direng goriilebilmektedir (Lambert,
2005). Penisilin baglayict proteinlerin penisilin baglayan halkalarinda goriilen
mutasyonlar sonucu affinitenin azalmasi, enterokoklarda hiicre duvarindaki hedef
molekiiliin degisimi sonucu vankomisine, ribozomlarin S12 proteinlerinde gelisen
modifikasyon sonucu streptomisine, DNA-giraz enzimlerinde ger¢eklesen mutasyonal
degisiklik sonucu florokinolonlara, 16S rRNA’da olusan mutasyonlar sonucu
aminoglikozidlere kars1 direng olusabilmektedir (Neu, 1992; Vlahovicek et al., 2008;
Ciftci ve Aksoy, 2015; Blair et al., 2015).

2.2.3.3. Aktif Pompa Sistemi Nedeniyle Gelisen Direng

Antibiyotiklerin hiicre digina atilmasin1 saglayan membran proteinlerine aktif
pompa sistemi (effluks pompasi) adi verilmektedir. Bir¢ok antibiyotik, Gram negatif
bakterilerin intrinsik direncine onemli katkida bulunan bakteriyel aktif pompa
sistemleri tarafindan aktif olarak hiicre disina tasinmaktadir. Bakterilerde cesitli
formlarda bulunabilen bu mekanizma ilk olarak 20 yil oOnce tetrasiklin grubu
antibiyotiklerde raporlanmustir (Ciftci ve Aksoy, 2015; Reygaert, 2018). Bakterilerin
cesitli bilesiklerin zararli etkilerinden korunabilmesi ic¢in gelistirdigi c¢esitli
mekanizmalar arasinda en 6nemlisi aktif pompa sistemleridir. Aktif pompa sistemleri
antibiyotiklerin spesifite ve mekanizmalarimi degistirerek bircok antibiyotigin disa
atimin1 gerceklestirmektedir (Webber and Piddock, 2003). Bu sistem bakterilerde
yiiksek derecede ¢oklu antibiyotik direncine neden olmaktadir. Aktif pompa sistemi
tek ya da coklu antibiyotiklere 6zgii olabilmektedir. ilaca 6zgii mekanizmalar
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transpozon, integron ve plazmid gibi genetik elemanlar tarafindan kodlanirken, ¢coklu

mekanizmalar genellikle kromozom tarafindan kodlanmaktadir (Butaye et al., 2003).
2.2.3.4. Permeabilitenin Azalmasi Nedeniyle Gelisen Diren¢

Antibiyotiklerin bakterilere karsi etkilerini gosterebilmesi ig¢in ilk olarak
sitoplazmik membrandan gecerek hedef bolgelere ulasmalar1 gerekmektedir (Munita
and Arias, 2016). Bakterilerde permeabilitenin azalmasiyla antibiyotiklerin hiicre igine
girmesi engellenir ve bunun sonucunda hedef bolgelere ulasamazlar. Bu direng
mekanizmasi birgok antibiyotige karsi yar1 gegirgen bir bariyer olusturmasi nedeniyle
Gram negatif bakterilerde yaygin olarak goriilmektedir (Blair et al., 2015; Nikaido,
2000). Porin proteinleri besin maddelerinin hiicre i¢ine alinmasi, artik maddelerin
hiicre digina atilmasini saglayan kanal seklindeki yapilardir. Antibiyotikler; molekiiliin
sekli, biiyiikliglii ve yiikii gibi Ozelliklere bagli olarak porinlerden ge¢cmektedir
(Nikaido, 2003). Porin ekspresyonunun azaltilmasi, porinlerin daha kiigiik kanal
olusturan porinlerle degistirilmesi, porin genlerinin mutasyonu gibi olaylar sonucu
permabilitenin azalmasi nedeniyle direng gelisebilmektedir (Munita and Arias, 2016;
Peterson and Kaur, 2018).

2.2.4. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri, bakteriyel izolatlarin antibiyotik direng
profillerini belirlemek, tedavide dogru antibiyotige karar vermek ve terapotik
sonuglar1 tahmin etmek icin yaygin olarak yapilan mikrobiyolojik bir tekniktir
(Daniels, 2011). Antibiyotik duyarlilik testleri genotipik ve fenotipik yontemlerle
belirlenebilmektedir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak uygulanan ¢esitli
fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri bulunmaktadir (Sekil 2.9). Bu fenotipik testler
arasinda disk difiizyon, agar diliisyon, broth (s1v1) diliisyon, mikrodiliisyon testleri ve
epsilometri testi (E test) gibi yontemler bulunmaktadir (Khan et al., 2019). Cesitli
antimikrobiyal duyarlilik testlerinin (AST) minimum inhibitér konsantrasyonlar
(MIK) cesitli uluslararas1 kuruluslar tarafindan kategorilere ayrilmistir. Bu MIC
degerleri, bakterinin bir antibiyotige duyarli olup olmadigimi gostermektedir. Klinik
ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi’nin (EUCAST) hazirlamis olduklart kilavuzlar bir bakterinin
antibiyotige karsi duyarliliginin belirlemesinde Yyogun olarak kullanilmaktadir

(Kassim et al., 2016).

46



Sekil 2.9. Fenotipik antibiyotik duyarlilik testleri (Khan et al., 2019)

[lk olarak 1966'da Bauer ve Kirby adli aragtirmacilar tarafindan uygulanan disk
difizyon metodu (Kirby-Bauer metodu), bakterilerin antibiyotik duyarliligini
dogrulamak i¢in altin standarttir (Bauer et al., 1966). Bu yontem, maliyet ve kolaylik
gibi nedenlerle antibiyotik duyarliliginin belirlenmesinde en sik kullanilan yontemdir
(Jorgensen and Ferraro, 2009). Agar disk difiizyon yonteminde turbidite testi ile
McFarland 0.5 standardi ile esit olacak sekilde standardize edilen mikroorganizmanin
inokiilimleri, agar ylizeyinin her tarafina esit olarak dagilacak sekilde yayilir
(Aydemir et al., 2016). Bu islemi takiben ticari olarak satilan, antibiyotik i¢eren disk,
agar yiizeyine yerlestirilerek inkiibe edilir (Watts et al., 2018). Inkubasyon sirasinda
inokiile edilen saf mikroorganizma agar yiizeyinde iirerken ayn1 zamanda antibiyotik
disklerinden agar yiizeyine antibiyotik madde yayilir ve antibiyotik diskinin etrafinda
net bir inhibisyon zonu olusur (Behera et al., 2019). Olusan inhibisyon zonunun ¢ap1
ol¢iiliir ve 6lgiilen deger CLSI ve EUCAST gibi uluslararas1 kuruluglarin belirledigi
degerlerle karsilastirilip yorumlanarak direngli, duyarli ya da orta derecede duyarl
olduguna karar verilir (Kassim et al., 2016). Bu metot, test edilen antibiyotigin
minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesinde uygun olmamakla beraber
yavas lireyen bakterilerin antibiyotik duyarliligini tespit etmek icin de elverisli degildir
(Khan et al., 2019; Behera et al., 2019). Agar diliisyon, broth (s1v1) diliisyon ve E test
yontemleri minimum inhibitoér konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan diger

fenotipik testlerdendir (Benkova et al., 2020).

Antibiyotik diren¢ durumunun belirlenmesinde PCR tabanli genotipik yontemler
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de gelistirilmistir. Bu yontem bakteriye ait spesifik diren¢ genlerini ve genetik
mutasyonlart tanimlamak i¢in oldukga sik kullanilmaktadir (Benkova et al., 2020).

Genotipik yontemler fenotipik yontemlere gére daha hizli sonug¢ vermektedir.
2.3. Asi

Ast tarihi Jenner’in 1789 yilinda sigir ¢igek virusunu kullanarak, insanlarin ¢gigek
hastaligina kars1 bagisiklik kazanmasiyla baglamistir (Riedel, 2005). Doktor Edward
Jenner, siit sagimi1 sirasinda si8ir ¢igegi virusu (cowpox virus) bulasmis insanlarin,
insan ¢i¢ek hastalifina (smallpox virus) karst bagisik oldugunu fark etmistir.
Bahgivaninin ogluna, inek ¢icegi viriisii bulasmis bir hastanin piistiiliinden elde ettigi
stviyr enjekte ederek, ¢igek hastaligi virusu verdigi ¢ocugun hayatta kaldigini
gozlemlemistir (Jenson et al., 2016). Bundan yaklasik 200 yil sonra Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), ¢igek hastaligina karsi asilama program ile hastaligi ortadan
kaldirmay1 basarmistir (WHO, 2010). Bu basari gesitli hastaliklara karsi ¢ok sayida as1

gelistirme ¢aligmasina temel teskil etmistir.

Asilamada temel amag, asida kullanilan etkenin taninmasi ve etkene karsi
bagisiklik olusturmaktir. Kovansiyonel asilamalar ateniie canli ve 6lii (inaktif) as1
olmak ftizere iki ana baslik altinda siniflandirilmaktadir. Zayiflatilmis asilar, yabanci
virusun ya da bakterinin laboratuvar kosullarinda, hastalik yapici etkilerinin
zayiflatilmas1 yoluyla iiretilmektedir. Olii asilar, bir mikroorganizmanin tiimiinii
oldiirtilmiis halde igeren tiim hiicre asist veya mikroorganizmanin yalnizca belli
kisimlarini igeren alt iinite asilar1 seklinde tanimlanmaktadir. Alt {inite asilar ise
subunit ve toksoid asi olmak lizere iki smifa ayrilmaktadir. Mikroorganizmanin
sec¢ilmis immiinojenik kisimlarini kullanarak elde edilen asilara subunit as1, toksin
tireten mikroorganizmalarin toksijenik Ozelliklerinin yok edilmesiyle elde edilen
agilara ise toksoid asi denilmektedir (Vetter et al., 2018). Ayrica son yillarda
biyoteknoloji alanindaki son gelismeler ile birlikte yeni asilar ortaya c¢ikmaya
baslamistir. Bunlar arasinda rekombinant DNA asis1 ve sentetik RNA asilar1 sayilabilir

(Hasson et al., 2015; Kayser and Ramzan, 2021).

Veteriner Hekimlikte kullanilan agilarin temel amaci, evcil hayvanlarin sagligini
ve refahini iyilestirmek, maliyeti diigiirerek canli hayvan iiretimini etkin bir sekilde
arttirmak ve zoonoz hastaliklarin hem evcil hayvanlardan hem de yabani hayvanlardan
insana gecisini 6nlemektir (Roth, 2011). Veteriner asilarin kuvvetli ve uzun siireli
bagisiklik saglayabilen, giivenilir, biyolojik kararliliga sahip, en az yan etkili, ucuz ve
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kolay uygulanabilir 6zellikte olmalar1 tercih edilmektedir. Siirii yetistiriciliginde
asilamanin temel amaci bireysel bagisikliktan c¢ok populasyondaki bagisikligi
artirmaktir. Bu nedenle as1 etkinlikleri siirii bagisikligi ile dlciilmektedir. Siirtilerdeki
bagisiklik oranmnin  yiiksekligi enfeksiyonun yayilma hizim1 azaltmaktadir

(Pallvarnanathasamy et al., 2010).

Bir patojene ait ¢cok sayida antijen bulunmasina kargin bunlarin ancak bir kismi
koruyucu immun yanit olusturma 6zelligine sahiptir. Asi antijenlerinin segiminde ilk
ve en Kkritik basamak, enfeksiyon etkenlerinin yapisal ve biyolojik agidan korunmus
Ozelliklere sahip antijenlerinin belirlenmesidir. Koruyucu antijen 06zelliklerinin
belirlenmesinde, poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE), western blot, aminoasit ve
gen dizi analizleri ile in vivo deneysel immiinolojik caligmalar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tliir immiinolojik tekniklerle belirlenen potansiyel as1
antijenlerinin miimkiin olan en yiiksek saflikta elde edilmeleri kritik bir asamadir. Bu
dogrultuda, dogal veya rekombinant antijenlerin saflastirilmalari amaciyla farkli
ekstraksiyon islemlerini (1s1, kimyasal, sonikasyon ve mekanik gibi) takiben jel
filtrasyon, iyon degisim, affinite, immunoaffinite gibi kromatografik ayristirma
teknikleri kullanilmaktadir. S6z konusu tekniklerle saflastirilan antijenik molekiillerin
saflik kontrolleri 1 ve 2 boyutlu elektroforez (1-2D PAGE) ve Western blot
(Immumoblot) gibi tekniklerle yapilmaktadir (Osman et al., 2013).

2.3.1. Sigir E. coli Asilar:
2.3.1.1. Enterohemorajik/Shiga toksijenik E. coli As1 Calismalar:

Insan ve hayvan saghigin1 6nemli derecede etkileyen ve ge¢misten giiniimiize as1
calismasi yapilan gesitli E. coli patotipleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda EHEC
O157:H7, ETEC ve mastitise neden olan ekstraintestinal E. coli patotipleri
bulunmaktadir. EHEC O157:H7, insanlarda hemolitik {iremi sendromu ve hemorajik
kolite neden oldugu i¢in olduk¢a 6nemli bir hastalik etkenidir. Bugiine kadar, EHEC
O157:H7 enfeksiyonlarina karst insan kullanimi i¢in hicbir as1 onaylanmamistir. Ast
arastirma ve gelistirme caligsmalari, insan saglig1 icin risk teskil eden ve tasiyici olan
sigirlara yoneliktir. Insanlardaki pek cok EHEC O157:H7 enfeksiyonuna, ruminant
diskilariyla direkt/indirekt olarak kontamine olmus gida ya da sular neden olmaktadir.
Bu nedenle insanlart EHEC O157:H7 enfeksiyonundan korumanin temeli, etkenin
ruminant sindirim sistemine kolonizasyonunun 6nlenmesi ve kontrolii ile miimkiindiir.
Bu amagla sigirlarin agilanmasi 6nemlidir. Bugiine kadar EHEC O157:H7'nin ¢evresel
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yayillimini azaltmak ic¢in farkli as1 ¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu asilar farkl
antijenik kapasiteleri, adjuvantlar, asilama yolu, doz ve diger faktdrlere gore
degerlendirilmistir. Hayvanlarda koruyucu diizeyde bir bagisiklik olusturmada temel
faktor, dogru immunojen kullanimindan ge¢mektedir. O157:H7 as1 ¢alismalarinda
kullanilan immunojenler arasinda tip III salgi sistemi (T3SS) bilesenleri, siderefor
reseptorleri, porin proteinleri, hiicre duvari, flagellin, Shiga toksin toksoidi,
bakterinler, ateniie Salmonella gibi antijenik yapilar bulunmaktadir (Li et al., 2000;
Potter et al., 2004; van Donkersgoed et al., 2005; Smith et al., 2009b, Thornton et al.,
2009; McNeilly et al., 2010a; Vilte et al., 2011; Sharma et al., 2011, Schmidt et al.,
2018).

T3SS’e ait proteinler O157:H7 as1 ¢aligsmasti i¢in kullanilan ilk immunojenlerdir.
EHEC O157:H7 enfeksiyonlarinin patogenezinde intimin ve Tir’in 6nemli rol
oynadigr gosterilmistir (Kenny et al.,, 1997). Tir, intimin veya her ikisinin
bulunmamasi, konak¢i hiicreye bakteriyel adhezyonda anlamli bir azalma ile

sonuclanmaktadir (DeVinney et al., 1999).

EHEC 0O157:H7'nin daha 6nce Esp, Tir igerdigi belirlenip saflastirilan K12
susunun (Li et al., 2000) protein siipernatanindan olusan bir asi, yag-su emiilsiyon
adjuvanti (VSA3) kullanilarak, kontrol ve as1 grubu olusturulmus hayvanlarda test
edilmistir. Biitiin hayvanlar ¢alismadan 6nce serolojik yonden test edilerek, O157:H7
tastyicihigl oldugu diisiiniilen hayvanlar ¢alisma digt birakilmustir. Iki gruba ayrilan
sigirlara, 0., 21. ve 35. giinlerde toplamda 3 doz olmak iizere, 23 sigirdan olusan birinci
gruba 50 pg stipernatant, 25 sigirdan olusan 2. gruba kontrol grubu olarak yalnizca
adjuvant verilmistir. Son asilamay: takiben 2 hafta sonra hayvanlar oral yolla 108
cfu/ml E. coli O157:H7 ile epriive edilmistir. Asilama sonrasi olusan immun yanit, her
asilama sirasinda ve asilamadan 10 giin sonra alinan serum Orneklerinin ELISA ve
western blot analiziyle test edilmistir. As1 ve kontrol gruplari arasinda antikor titreleri
istatistiksel olarak anlamli (P <0,05) bulunmustur. Calisma sonucunda T3SS
proteinleri ve O157 lipopolisakkaritine karsi yiiksek derece antikor saptanmustir. Asi
grubunda ilk agilamanin ardindan T3SS proteinlerine spesifik antikor titresinde 13 kat,
ikinci asilamanin ardindan ise 45 kat artig goriilmiistiir. Ayrica as1 grubundaki
hayvanlarin digkilarinda bakteri sayisinda anlamli bir azalma oldugu gézlemlenmistir.
Klinik c¢alisma asilanan sigirlarda EHEC 0O157:H7'min prevalansinin azaldigini
gostermistir (Potter et al., 2004).
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Baska bir ¢alismada, Potter vd. (2004)’nin kullandigina benzer bir asiyla 9 farkli
bolgede barmman toplam 54500 hayvan 14 ay siireyle bir asi denemesinde test
edilmistir. Asilamalar deney grubuna asi, kontrol grubuna ise sadece adjuvant
verilerek, 73-103 giin arayla 2 doz deri alt1 yolla uygulanmistir. Calisma sonucunda
as1 grubuyla kontrol grubu arasindaki antikor titresinde anlamli bir fark
bulunamamistir (Van Donkersgoed et al., 2005). Calisma sonucunda as1 grubuyla
kontrol grubu arasindaki antikor titresinde anlamli bir fark bulunmamistir.
Aragtirmada Potter vd. (2004)’nden farkli olarak, inaktivasyonda formalin, adjuvant
olarak ise yag-su emiilsiyonu (Emulsigen) kullanilmistir. Iki calisma arasindaki
farklilik ise formalin kullanilmasi, adjuvant farklilig1 ve doz araliginin daha uzun

olmastyla aciklanmistir.

Smith vd. (2009a), van Donkersgoed vd. (2005)’nin kullandig1 asi1 hazirlama
tekniginden farkli olarak formalin kullanmadan, VSA3 adjuvanti ile bir as1
hazirlamistir. As1 denemesinde 20556 sigir, 21 gruba ayrilmis, 11 gruba 2 doz as1, 10
gruba ise kontrol olarak 2 doz adjuvant verilmistir. As1 grubundan 382, kontrol
grubundan ise 318 hayvandan alinan terminal rektal mukoza 6rneklerinden kiiltiir
yapilmus, kiiltiir sonucu asilanmis gruptan 11, kontrol grubundan ise 57 sigir EHEC
O157:H7 yoniinden pozitif bulunmustur. Bu sonuca gére EHEC O157:H7
kolonizasyon oraninin, agilanmis sigirlarda kontrol grubuna kiyasla % 92 daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Etkenin terminal rektumda kolonizasyonu ve c¢evresel

kontaminasyonu azaldig1 i¢in, aginin etkili oldugu sonucuna varimistir.

Ayni arastiricilarin yaptigi benzer bir ¢alismada (Smith et al., 2009b) 504 sigir,
3 gruba ayrilmis, birinci gruba asi, ikinci gruba yalnizca adjuvant, tigiincii grubun ise
yarisina agi yarisina adjuvant uygulanmistir. Asilamalar, 6nceki ¢aligmada (Smith et
al., 2009a) kullanilan ayni1 as1 ile 2 doz deri alt1 olarak yapilmigtir. Asilamadan sonraki
42, 63 ve 84. giinlerde etkenin digki ile atilmasina, 85. giinde ise terminal rektal
mukozadaki kolonizasyonuna bakilmistir. Degerlendirme sonucu etkenin digkiyla
atiliminin, kontrol grubuna gore asilanan grupta % 63, yaris1 asilanan grupta ise % 52

daha az oldugu ve asilanan her iki grupta da kolonizasyonun azaldig1 gézlenmistir.

Farkli T3SS bilesenlerinin ¢esitli kombinasyonlarda kullanilarak yapilan asi
calismalar1 bulunmaktadir. Van Diemen vd. (2007) intimin y ve f’nin C280 amino
asidini (Intzgo) tek veya EHEC yapisma faktorii (Efa-1) ile beraber, EHEC O157:H7

ve 026:H- serotiplerine kars1 koruyuculugunu arastirmislardir. 100 mg protein/dozda
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Intzs0 ve Efa-1 alt {inite as1, formaldehit ile inaktive edilmis O157:H7 bakterin tiim
hiicre agis1 olarak hazirlanan asi, yagh bir adjuvantla (Alu-Oil) kullanilmigtir. 12-14
giinlik buzagilar toplamda 3 as1 denemesi yapilacak sekilde rastgele gruplara
ayrilmistir. Birinci denemede 0 ve 28. giinlerde 4 buzag1 Intago- v, 4 buzag: ise Efa-1
ile, ikinci denemede 4 buzagi Intago- B, 4 buzagi ise Efa-1 ile kas i¢i yolla asilanmus,
iki gruptaki 4’er buzagiya kontrol grubu olarak sadece adjuvant verilmistir. Birinci
gruba 42. giin oral yolla 2,9x10% cfu 0157:H7, ikinci gruba ise 2,9x10% cfu 026:H-
verilerek epriivasyon yapilmistir. Ugiincii denemede 4 buzagi1 Efa-1-Intogo- y karisimy,
4 buzag ise EHEC O157:H7 bakterini ile 0 ve 28. giinlerde kas i¢i, 28 ve 42. giinlerde
de burun i¢i yolla asilanmis, 4 buzagi ise kontrol grubu olarak birakilmistir. Sigirlar
56. giinde oral yolla 1,9x10'° cfu O157:H7 ile epriivasyon yapilmustir. Birinci
denemede agilananlarda O157:H7’ye, ikinci denemede ise O26:H-'ye kars1 IgG’de
anlamli bir artis oldugu, ancak as1 ve kontrol grubu arasinda kolonizasyon oraninin
degismedigi goriilmiistiir. Uciincii denemede hem bakterin hem de Efa-1-intago- v
karigimiyla yapilan kas i¢i asilamanin IgG titresini arttirdigi, ancak burun igi
astlamanin IgG seviyelerini etkilemedigi belirlenmistir. Tiim denemelerde kullanilan

asilarin kolonizasyonu engelleyemedigi rapor edilmistir.

Bakteri ve konak hiicre arasinda fiziksel bir koprii olusturan ve kolonizasyonda
onemli rol oynayan EspA kullanilarak yapilan bir as1 ¢alismasinda (Dziva et al., 2007),
14 giinliik 4 buzagy; 0, 28 ve 49. giinlerde, yag-su emiilsiyonunda hazirlanan 100 pg
protein/dozda rekombinant ESpA (rEspA) asisi ile kas i¢i yolla, 49. giinde 300 pg/doz
rESpA asist ile burun i¢i yolla asilanmistir. Kontrol grubuna ise kas i¢i ve burun igi
yolla yalmizca adjuvant verilmistir. As1 uygulandiktan 2 hafta sonra hayvanlara 10*°
kob E. coli O157:H7 ile epriivasyon yapilmistir. Buzagilarin rEspA ile kas i¢i ve burun
i¢i yollarla agilanmasinin antijene spesifik 1gG ve sIgA titrelerinde yiikselmeye neden

oldugu, ancak etkenin bagirsakta kolonize olmasini engelleyemedigi goriilmiistiir.

McNeilly vd. (2010a), intimin C-terminal 531 amino asitleri, H7 flagellini, EspA
ve Tir proteinlerini kullanarak 4 gruba ayirdiklar1 sigirlar lizerinde as1 ¢alismasi
yapmuistir. Toplam 7 sigirdan olusan birinci grup kas i¢i yolla ii¢ doz 60 pg H7, ESpA,
intimin ve Tir ile, 8 sigirdan olusan ikinci grup kas i¢i yolla ti¢ doz 60 pg EspA, intimin
ve Tir ile, 8 si@irdan olusan {igiincii grup ise iki doz kas i¢i, bir doz rektal submukozal
yolla 60 pg H7 flagellin, EspA, intimin ve Tir ile asilanmistir. 7 sigirdan olusan

dordiincii grup kontrol grubu olarak belirlenip yalnizca adjuvant verilmistir. As1
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hazirlanirken adjuvant olarak saponin (Quil-A) kullanilmistir. Asilama sonrasinda
serum anti-EspA, anti-intimin, anti-Tir 1gG seviyelerinde anlamli bir artis
gozlemlenmistir. H7 flagellin iceren asi1 ile asilanan sigirlarda anti H7 IgA ve IgG
antikorlar1 saptanmistir. 10° kob EHEC OI157:H7 ile sigirlarda olusturulan
epriivasyondan sonra, kontrol grubundaki biitiin hayvanlarda, as1 gruplarinda ise
sirastyla % 29 (2/7),% 50 (4/8) ve % 37.5 (3/8) oraninda O157:H7 kolonizasyonu
gozlenmistir. Sonug olarak sigirlari bu {i¢ saflastirilmig antijen ile asilamanin toplam
bakteri atilim seviyelerini 6nemli 6lgiide azaltabilecegi, H7 flagellin katilmasinin bu
etkiyi daha da arttirdigi, kas i¢i ile rektal submukozal yolla asilama arasinda ise anlamli

bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

McNeilly vd. (2015), onceki c¢alismalarinda (McNeilly et al., 2010a)
kullandiklar1 saflastirilmis proteinleri kullanarak oncekinden farkli bir as1 ¢alismasi
yapmistir. Calismada H7 flagellin ve Tir’in as1 i¢in Oneminin belirlenmesi
amaglanmistir. Sigirlart dort gruba ayirarak, 7 sigirdan olusan birinci grubu 60 pg
EspA, intimin ve Tir, 7 sigirdan olusan ikinci grubu 60 ug EspA ve intimin, 8 sigirdan
olusan tgilincii grubu 60 pg EspA, intimin ve H7 flagellin ile kas igi yolla
asilanmuglardir. Dordiincii gruba ise yalmizca adjuvant vermislerdir. 10'° kob EHEC
O157:H7 ile sigirlarda epriivasyon yapilmigtir. Calisma sonucunda birinci ve tiglincii
grup arasindaki antikor seviyelerinde ¢ok fark olmadigi, yalnizca EspA ve intimin ile
asilanan grupta ise as1 etkinliginin azaldig1 goriilmiistiir. Calismada H7 flagellin ve

Tir’in asiya dahil edilmesinin faydas1 acik¢a gosterilmistir.

Intimin ¢280 aminoasiti ve EspB proteini kullanilarak gerceklestirilen bir
aragtirmada (Vilte et al., 2011), 6-8 aylik 8 buzagi 2 gruba ayrilarak kullanilmistir.
Asida kullanilan proteinler 1 ml PBS’de seyreltilmis ve 1 ml mineral yag bazh
adjuvant kullanilarak uygulanmaya hazir hale getirilmistir. Birinci grup, EspB (100
ug) ve intimin (100 ng) ile kas igi yolla 21 giin arayla agilanmistir. Kontrol grubuna
ise yalnmizca PBS ve adjuvant verilmistir. Calisma sonucunda EHEC O157:H7 ile
yapilan epriivasyonun ardindan asilanmis buzagilarda serum IgG antikorlarinin
anlaml derecede artis gosterdigi, bakterinin digkiyla atilmasinda 6nemli bir azalma

oldugu gozlenmistir.

Thornton vd. (2009), siderefor reseptorii ve porin proteinleri kullanilarak
hazirlanan asmin etkinligini degerlendiren bir as1 ¢alismasi yapmistir. 3-4 aylik 30

buzag iki gruba ayrilarak, birinci grup yag-su emiilsiyonu adjuvantinda hazirlanmis
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siderefor ve porin proteini (SRP) ile deri alt1 yolla 21 giin arayla asilanmuis, ikinci gruba
ise yalnizca adjuvant uygulanmistir. Calismanim 36. giiniinde hayvanlara 10° kob
O157:H7 ile epriivasyon yapilmigtir. Serum anti-SRP  antikor titrelerini
degerlendirmek icin haftada bir kan almmistir. EHEC OI157:H7'nin digskidaki
yogunlugunu belirlemek igin ilk 5 giin boyunca her giin, geri kalan 3 hafta ise haftada
3 kere diski ve rektal svap ornekleri toplanmistir. 35. giinde nekropsi yapilarak EHEC
O157:H7'nin varligin ve yogunlugunu belirlemek i¢in bagirsak icerikleri ve doku
ornekleri toplanmistir. Kontrol grubunda 15 hayvandan 11’1 (% 73.3), asilanmis grupta
ise 15 hayvandan yalnizca 5’1 (% 33,3) O157:H7 kiiltiir pozitif ¢ikmigtir. Arastiricilar
¢alisma sonucunda SRP ile asilamanin serum anti-SRP antikor titrelerinde anlamli bir
yanit olusturdugunu ve EHEC O157:H7 prevalansin1 ve diskidaki yogunlugunu

azalttigini tespit etmislerdir.

Thomson vd. (2009), sigirlarda EHEC O157:H7’ye karst SRP kullanilarak
hazirlanan aginin etkinligini 6lgmek i¢in 2 deneme grubundan olusan bir ¢alisma
yapmuistir. Birinci agilamada 1250 sigir deneme ve kontrol grubu olarak ikiye bolerek,
deneme grubuna SRP agis1, kontrol grubuna ise yalnizca adjuvant deri alt1 yolla 21 giin
arayla iki doz, ikinci asilamada ise 1284 sigir iki gruba ayrilarak deneme grubuna SRP
asis1, kontrol grubuna ise adjuvant 21 giin arayla ii¢ doz deri alt1 yolla uygulanmustir.
Calismadaki tiim hayvanlara 10° kob O157:H7 ile epriivasyon yapilmustir. Birinci
asilamada 21, 35, 70 ve 85. giinlerde, ikinci asilamada 42 ve 98. giinlerde diski
ornekleri toplanmistir. Birinci asilamada diskidaki EHEC O157:H7 prevalansinin
deneme grubunda daha diisiik oldugu, ikinci asilamada, SRP ile asilama sonucunda
etkenin diskiyla atilmasinin 98. giinde % 85.2 azaldig1 goriilmiistiir. SRP ile agilama,
diski orneklerinde EHEC O157:H7 yogunlugunda % 98.2 azalmaya neden olmustur
ve sigirlar SRP ile asilamadan olumsuz etkilenmemistir. Asilamanin EHEC
0O157:H7'nin diskidaki yogunlugunu ve diskiyla atilmasini azaltmak i¢in koruyucu

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Sharma vd. (2011), isiyla inaktive edilmis ve LEE kodlu proteinlerin
salgilanmasi i¢in gerekli genleri ¢ikartilmis mutant bakterin asis1 ile yaptiklar
calismada, 8-19 haftalik erkek buzagilar as1 ve kontrol grubu olarak ikiye ayrilmis, ast
grubuna mutant bakterin, kontrol grubuna ise PBS, kas i¢i yolla uygulanmistir.
Buzagilara 10° cfu O157:H7 ile epriivasyon yapilmistir. Calisma sonucunda mutant

bakterin ile asilamanin LEE ile kodlanmis proteinlere kars1 IgG seviyesinde onemli
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bir artis olusturdugu, EHEC O157:H7'nin digkiyla atilmasinda ise belirgin bir azalma

sagladig goriilmistiir.

Bakterinlere alternatif olarak, dis morfolojik yapist korunan ancak sitoplazma
icerigi bulunmayan bakteriyel hayaletler (Bacterial Ghosts, BG) kullanilarak yapilan
bir as1 ¢calismasinda (Vilte et al., 2012), deney grubunu olusturan bes buzagi deri alt1
yolla 5 ml PBS igerisinde 10 mg EHEC O157:H7 BG bulunan asiyla, 21 giin ara ile
asilanmis, kontrol grubuna ise yalnizca PBS verilmistir. Asilamadan 14 giin sonra tiim
hayvanlara 10° kob O157:H7 ile epriivasyon yapilmistir. Calisma sonucunda BG ile
astlamanin serum IgG seviyesini anlamli derecede arttirdigi, etkenin diskiyla atilma

sliresini ve miktarin1 6nemli derecede azalttig1 gézlenmistir.

McNeilly vd. (2008), H7 flagellin agisinin EHEC O157:H7 kolonizasyonu ve
etkenin digkiyla atilimina etkisini gozlemlemek icin 4 gruba ayirdiklar1 32 buzagida
bir as1 calismast yapmistir. Birinci grup 2 ml PBS eklenmis, saponin adjuvantiyla
hazirlanmig (Quil-A) 60 pg H7 flagellin ile kas i¢i yolla, ikinci grup 1 ml PBS
eklenmis, 60 pg H7 flagellin ile rektal yolla, tiglincii grup H7 eklenmis poly (DL-
lactide-co-glycolide) mikropartikiilleri (PLG:H7) ile rektal yolla asilanmistir.
Dérdiincii gruba ise kontrol grubu olarak yalnizca PBS verilmistir. Asilama tarihinden
10 giin sonra hayvanlara 10'° kob E. coli O157:H7 ile epriivasyon yapilmustir. H7 ile
kas i¢i ve rektal yolla asilama, yiiksek IgG ve IgA seviyelerine neden olmustur. Kas
ici asilama etkenin kolonizasyonunu ve digkiyla atilmasini azaltirken, rektal yolla
astlamanin kolonizasyon ve digkiyla atilmayr etkilemedigi goriilmistiir. Ayrica

PLG:H7 ile asilama, H7'ye spesifik antikor yanit1 olusturmamastir.

Diger yandan, sistemik olarak sekillendirilen H7 flagellin spesifik antikorlarin,
flagellin ile iliskili Toll-Like Reseptor 5 (TLRS) aktivasyonunu interfere/notralize
ederek asimin etkinligini ve dolayisiyla etkene karst immun yaniti zayiflatabildigi

gosterilmistir (McNeilly et al., 2010b).

Rekombinant shigatoksin toksoidleri ile yapilan bir arastirmada (Schmidt et al.,
2018), 24 buzagiya 5. ve 8. haftalarda kas i¢i yolla as1 uygulanmis, 24 buzag ise
kontrol grubu olarak birakilmistir. Asilanan hayvanlar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, serum antikor titrelerinde anlaml bir artis oldugu goriilmiis, kas
i¢i yolla agilanan grupta kolostrum alan gruba gore antikor titresinin daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.
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Martorelli vd. (2018), Brucella lumazin sentaz ile kaynastirilmis Stx2'nin B alt
birimi  (BLS-Stx2B) ile rekombinant intimin ¢280 aminoasiti ve EspB'yi
birlestirmistir. Ug gruba ayrilan buzagilardan birinci grup intimin ve EspB, ikinci grup
ise intimin, EspB ve BLS-STx2B ile asilanmistir. Ugiincii grup kontrol grubu olarak
birakilmistir. Asilamadan sonraki 24. giinde buzagilara O157:H7 ile epriivasyon
yapilmistir. Asilama, her iki as1 grubunda da Intgo ve EspB'ye karsi olusan
antikorlarda 6nemli bir artisa neden olmustur. Stx2B'ye karst olusan antikorlar,
yalnizca ikinci gruptaki hayvanlarda tespit edilmistir. Her iki as1 grubunda da kontrol
grubuna kiyasla EHEC O157:H7’nin diskiyla atiliminin azaldig1 ancak Stx2B'nin as1

formiilasyonuna eklenmesinin bagisikliga bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.
2.3.1.2. Mastitis Kaynaklh E. coli As1 Calismalar:

Meme bezinin yangisi olarak tanimlanan mastitis, bulasici veya ¢evresel olarak
2 grupta incelenmektedir. Bulasici patojenler 6zellikle meme bezine afinite gosteren,
cevresel patojenler ise altliklar, toprak, diski ve sagim makinesi gibi gevresel
nedenlerle bulasan firsat¢1 mikroorganizmalardir. Mastitise neden olan baslica bulasici
patojenler S. aureus, S. dysgalactiae ve S. agalactiae, baslica gevresel patojenler ise

koliform bakteriler (cogunlukla E. coli) ve S. uberis’tir (Bradley, 2002).

Iyi yonetilen bir siiriideki ineklerin yilda yaklasik % 25'inde koliform mastitis
gelismektedir (Steele et al., 2019). MPEC, akut klinik mastitis vakalarindan en sik
izole edilen etiyolojik ajandir. Meme bezi, laktozu kullanabilme ve oksijensiz ortamda
tireyebilme yetenegine sahip olan E. coli’nin yasayabilmesi i¢in uygun bir ortamdir.
Konakc¢idan demir baglama kapasitesi, baz1 suslarda kapsiil ile fagositozdan korunma
ve endotoksin gibi virulens faktorleri ise E. coli’nin meme bezinde enfeksiyon
olusturmasi i¢in avantaj saglamaktadir (Hogan and Smith, 2003). Mastitis yapan
bir¢ok E. coli susu olmasina ragmen susun serotipi, genotipi veya spesifik viriilens
genlerinin varlig ile klinik hastalik siddeti arasinda bir iligki olmadig1 goriilmiistiir

(Wenz et al., 2006).

Mastitis goriilen hayvanlarda bir sonraki donem dogurganlik oranlarinda azalma
olmast (Schrick et al., 2001), siit veriminin azalmasi ve ila¢ giderlerinin artmasi
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Mastitisin ekonomik etkileri kadar, halk
sagligindaki 6nemi de gézden kagirilmamalidir. Mastitisin tedavi ve kontroliinde
antibiyotiklerin yaygin kullanim1 nedeniyle besin zincirine girebilecek olan,
antibiyotiklere direncli bakteri suslarinin artmasi, halk sagligi i¢in 6énemli bir sorun
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teskil etmektedir (White and McDermott, 2001). Bu nedenle mastitise kars1 bir¢ok as1

gelistirme caligmasi yapilmastir.

MPEC’e kars1 yapilan asi gelistirme ¢aligmalarinin ¢ogu mutant E. coli J5
(O111:B4) bakterini kullanilarak yapilmistir. Bu bakterin ile yapilan asilama, diger
koliform bakterilere kars1 ¢apraz reaktif antikorlar iiretebilmesi sayesinde, E. coli'nin
cesitli serotiplerinin yani sira koliform mastitise neden olan diger bakteri tiirlerine

kars1 da koruma saglamaktadir (Tyler et al., 1992).

Gonzalez vd. (1989), koliform kokenli mastitise yonelik olarak mutant E. coli J5
(O111:B4) bakterinini 2 yil siiren bir as1 ¢alismasinda degerlendirmistir. Arastiricilar
492 inegi as1 ve kontrol grubu olmak lizere iki gruba ayirmis, 296 inegi yag-su
emiilsiyonlu adjuvantla hazirlanmis mutant E. coli J5 bakterini ile asilamiglardir.
Asilamalar iki doz kuru dénemde bir doz da buzagilama sonras1 olmak {izere toplamda
ti¢ doz deri alt1 yolla 5 ml uygulanmistir. Kontrol guruba olarak kullanilan 296 inek
ise astlanmamistir. Tlerleyen donemlerde, 6 adeti asilanmus grupta, 29 adeti ise kontrol
grubunda olmak iizere toplamda 35 adet inekte koliform kokenli klinik mastitis vakasi
goriilmiis, kontrol grubunda 3 inek kronik mastitis, 1 inek ise agalactia nedeniyle
siriiden ¢ikartilmig, klinik mastitis insidensinin asilanmis ineklerde % 2.57,
astlanmamis ineklerde % 12.77 oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda E. coli J5
bakterin asisinin, mastitise karst koruyucu oldugu goriilmiis, 6zellikle laktasyonun ilk

ic ayinda mastit goriilme sikligin1 azalttig1 vurgulanmistir.

Iki farkli E. coli serotipi ile bir as1 ¢alismasi yapilmustir. Birinci asida inaktif
mutant E. coli K12 bakterini, ikinci asida ise mutant E. coli J5 bakterini kullanilmistir.
Birinci denemede 5 inek K12 bakterini ile tek doz asilanmis ve 3 inek kontrol grubu
olarak birakilmis, ikinci denemede ise 5 inek J5 bakterini ile 3 doz asilanmuis, 5 inek
kontrol grubu olarak birakilmigtir. Asilamanin ardindan mastitise neden olan E. coli
P4 susuyla epriivasyon yapilmistir. As1 etkinligini degerlendirmek i¢in somatik hiicre
sayimi yapilmis, kan Ornekleri toplanmis ve ELISA ile IgGl, IgG2 ve IgM’ye
bakilmistir. Sonug olarak K12 bakterin ile asilanan ve asilanmayan hayvanlar arasinda
anlaml1 bir fark olmadigi, J5 bakterin ile asilanan ineklerde IgG1 ve 1gG2 titrelerinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttig1, ancak asilamanin klinik mastitisi

engelleyemedigi gorilmiistir (Hill, 1991).

Hogan vd. (1992), mutant E. coli J5 (O111:B4) bakterin ile 225 inek bulunan bir
stirede 2.5 yil siiren bir as1 ¢aligmas1 yapmistir. Caligmadan once inekler giinde 2 kere
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sagilmig, sagimdan once ve sonra dezenfektan olarak % 5.25’lik sodyum hipoklorit
kullanilmustir. Inekler kuru déneme girdikten sonra ayr1 bir yere alinmis ve sonraki ilk
sagima kadar ayni yerde beklemistir. Kuru donemin sonunda inekler as1 ve kontrol
grubu olmak tizere iki gruba ayrilmis, E. coli J5 bakterini yag-su emiilsiyonunda
hazirlanarak, as1 grubuna 2 doz deri alt1 yolla kuru donemden 30 giin sonra ve
dogumdan 24 saat sonra uygulanmistir. Tiim ineklerden buzagilar dogduktan sonraki
ilk 7 glin boyunca siit 6rnekleri toplanmis, klinik mastitis goriilen ineklerden siit,
antibiyotik tedavisi oncesinde alimmustir. Calisma sonucunda koliform bakteriyel
meme i¢i enfeksiyon diizeyinin ve klinik koliform bakteriyel mastitis oraninin kontrol
ineklerinde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Asilanmis ineklerde serum 1gG
titresinin agilandiktan sonraki ilk 6 hafta kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu
ancak ilerleyen donemlerde bu titrenin giderek azaldig1 ve gruplar arasinda benzer hale
geldigi gorilmistir. E. coli J5 bakterin ile asilamanin, mastit olusmasini

engelleyemedigi ancak hastaligin klinik siddetini azalttig1 sonucuna varilmaistir.

Baska bir as1 ¢alismasinda 19 inek kuru donemde, kuru dénemden 30 giin sonra
ve buzagilamadan 48 saat sonra E. coli J5 bakterin ile agilanmis, 10 inege ise sadece
adjuvant uygulanmistir. Buzagilamadan 30 giin sonra mastitise neden olan E. coli susu
meme i¢ine verilmis, epriivasyondan sonraki 2, 3 ve 4. giinlerde bakteri sayimi
yapilmigtir. Bakteri sayimina gore asit grubundaki ineklerde kontrol grubundaki
ineklere gore daha az sayida bakteriye sahip oldugu tespit edilmis, asilamanin meme
ici enfeksiyon siiresini ve klinik mastitis bulgularini azalttig1 sonucuna varilmistir

(Hogan et al., 1995).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, ineklerde koliform mastitise kars1 R mutant E.
coli J5 bakterin ag1 etkinliginin, klinik ve bakteriyolojik incelemelerle belirlenmesi
amaglanmistir. As1, 16 adet inege 3 kez uygulanmustir. Yapilan degerlendirmede asili
gruptaki 1 (%6), kontrol grubundaki 3 (%30) adet inekte koliform mastitis
saptanmistir. Sonug olarak, ineklerde kuru dénem ve dogumdan sonra R mutant E. coli
J5 bakterin as1 uygulanmasinin, laktasyonun erken doneminde klinik olarak koliform

mastitisin goriilme sikligini azalttigi ifade edilmistir (Solmaz vd., 2009).

Ferrik enterobactinin baglanmasindan sorumlu olan ferrik enterobactin proteini
A (FepA)’nin antijen olarak kullanildig1 bir as1 ¢alismasinda (Lin et al., 1998) 20 inek,
4 gruba ayrilip, birinci gruba 100 mg FepA, ikinci gruba 500 mg FepA, iigiincii gruba

E. coli J5 bakterin, dordiincii gruba ise sadece PBS uygulanmistir. FepA ile asilama
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sonucu hem serumda hem de siitte FepA’ya kars1 yiiksek seviyelerde IgG saptanmis,
asilanmayan hayvanlara gore serum IgG titresi 16 kat, siit IgG titresi 32 kat artmustir.
Ayrica J5 bakterin ile agilanan ineklere kiyasla daha yiiksek IgG titreleri gozlenmis,

farkli FepA dozu alan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

Ticari bir E. coli J5 bakterin asis1 ile gerceklestirilen ¢alismada (Tomita et al.,
1998) boyun ve supramammar bolgeden yapilan asilamalar arasindaki farklar
arastirilmistir. Jersey inekleri rastgele ii¢ gruba ayrilarak, birinci grup boyun
bolgesinden deri alt1, ikinci grup supramammar lenf yumrusu bélgesinden deri alti
astlanmus, Uiclincli grup kontrol grubu olarak birakilmistir. Asilamalar kuru donemde
ve beklenen buzagilama tarihinden 2 hafta 6nce olmak iizere 2 doz yapilmistir. Dogum
sonrasi 14. giinde mastitise neden olan bir E. coli susu ile epriivasyon yapilmistir.
Calisma sonucunda boyun bolgesinden veya supramammar lenf yumrusu bolgesinden
yapilan asilamalarda koliform mastitisin siddeti arasinda fark bulunamamistir.
Bununla birlikte, epriivasyonun 24 saat sonrasinda yapilan bakteri sayiminda E. coli
bakteri sayisi asilanan ineklerde kontrol ineklerine gore anlamli derecede diisiik
bulunmus, asilanan ineklerde epriivasyonun ardindan siit veriminin eski diizeyine daha
hizli geldigi gézlemlenmis, serum IgG antikor titrelerinin asilanmig ineklerde 6nemli

Olciide arttig1 tespit edilmistir ancak agilama mastitisi onleyememistir.

Benzer bir arastirmada (Tomita et al., 2000), ticari bir as1 (J VAC, Merial
Limited, Athens, GA) ve bu asiyla karsilastirma olarak kullanilan bagka bir J5
bakterininin mastitis olusumuna etkisi incelenmistir. Toplam 8 inek kuru dénemde ve
beklenen buzagilama tarihinden 2 hafta 6nce J VAC agisiyla, 8 inek kuru donemde,
beklenen buzagilama tarihinden 2 hafta dnce ve dogumdan hemen sonra J5 bakterini
ile asilanmis, 8 inek kontrol grubu olarak birakilmistir. Tiim ineklere asilamadan
sonraki 14-30 giin araliginda mastitise neden olan E. coli susuyla epriivasyon yapilmis,
epriivasyondan 144 saat sonra yapilan bakteri sayiminda, asilanan ineklerde bakteri
sayisinin daha diisiik oldugu tespit edilmis, as1 gruplar arasinda fark bulunamamaistir.
Siitteki somatik hiicre sayis1 ve rektal sicaklik tiim gruplarda benzer oldugu
goriilmiistiir. Kuru donemden sonraki 21, 45. giinlerde, buzagilamadan sonraki 14, 21,
30, 45. giinlerde alinan serum Ornekleri degerlendirilerek asilanan ineklerin IgG1 ve
IgG2 antikor titrelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu, IgM
seviyelerinin tiim gruplarda benzer oldugu tespit edilmis, asilamanin inekleri klinik

mastitise kars1 korumadig1 kanaatine varilmistir.
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Wilson vd. (2009), E. coli J5 bakterini ile 251 siit inegini deri alt1 yolla
buzagilamadan 60 ve 28 giin 6nce toplamda 2 doz asilamis, 306 inegi ise kontrol grubu
olarak birakmis, gruplar1 klinik mastitis insidansi, siit verimi, 6liim ve siiriiden
c¢ikartma orani yoniinden degerlendirmistir. Asilanan ineklerin kontrol grubuna kiyasla
IgG1 ve IgG2 seviyelerinin daha yiiksek oldugu, klinik mastitis sonucu siit veriminin
daha az etkilendigi, siiriiden ¢ikartma ya da oliim oranlarinin daha diisiik oldugu
goriilmiis, laktasyonun ilerleyen zamanlarinda aginin etkisinin azaldigi ve agilananlar

ve asilanmayanlar arasinda fark olmadig tespit edilmistir.

Morimoto vd. (2011), ETEC ishalleri igin kullanilan bir asiyla (Imocolibov), siit
ineklerini agilamis ve asilamanin Klinik mastitise etkilerini 2 yil boyunca arastirmistir.
Iki gruba ayrilan 480 siit ineginin yarisint ETEC ass1 ile birer ay arayla 2 doz deri alt1
yolla asilamis, kalan yarisini ise kontrol grubu olarak birakilmistir. Asilanan inekler
ile agilanmayan inekler arasinda; siit verimi, kalitesi ve mastitis insidesi yoniinden
anlamli bir fark olmadig1, asilamanin mastitis gelisimini engellemedigi ancak mastitis
nedeniyle 6liim veya siiriiden ¢ikartilma oraninin asilananlarda daha diisiik oldugu

goriilmiistiir.

Gebeligin ge¢ donemlerindeki 10 inek E. coli J5 bakterini ile 3 doz asilanmus,
10 inek ise kontrol grubu olarak birakilmis, buzagilamadan 10 giin 6nce meme igine
mastitise neden olan E. coli susu ile epriivasyon yapilmistir. Epriivasyon sonrasi serum
IgG diizeylerinin, asilanan ineklerde daha yiiksek oldugu saptanmis, asilanan
ineklerden 8’inde, asilanmayan ineklerin ise 9’unda klinik mastitis goriilmiis,
California mastitis test ile asilanan ineklerde daha diisiik mastit skoru saptanmuistir.
Asilamanin  klinik mastitisi engellemedigi ancak siddetini azalttigi sonucuna

varilmustir (Gurjar et al., 2013).

Steele vd. (2019), piyasada bulunan 2 ticari agimnin etkinligini degerlendirmek
i¢in bir caligma yapmistir. Calismada daha 6nce mastitis gériilmeyen inekler her grupta
12 inek olacak sekilde 3 gruba ayrilarak, birinci (V1) ve ikinci gruplar (V2) farkli
asilarla, kuru dénemde, buzagilamadan 21 giin 6nce ve 14 giin sonra 3 doz deri alt1
yolla asilanmustir. Ugiincii grup kontrol grubu olarak asilanmadan birakilmis ve kuru
donemde tiim ineklere antibiyotik tedavisi uygulanmistir. Siit verimi basladiktan 100
giin sonra epriivasyon yapilmistir. Epriivasyondan sonra 6, 12, 15, 18, 21. saatlerde ve
0, 1, 2, 3, 6, 30 ve 60. giinlerde siit 6rnekleri toplanarak siit antikor diizeyi, somatik

hiicre ve bakteri sayim1 yapilmis, 0, 1, 2, 3, 6, 30 ve 60. gilinlerde serum Ornekleri
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toplanarak antikor yanit degerlendirilmistir. Ayrica ineklerin viicut sicakligina,
aktivite diizeylerine, dinlenme zamanlarina, siit verimine, miktarina ve kalitesine
bakilmistir. 36 inekte yapilan ¢alismanin 7. giiniinde antibiyotik tedavisi mecburiyeti
nedeniyle V1 grubundan 3, V2 grubundan 1, kontrol grubundan 3 inek calismadan
cikartilmistir. Degerlendirme sonucunda viicut sicakligi, bakteri sayisi, somatik hiicre
sayist, slit verimi, miktar1 ve kalitesi tlim ineklerde benzer bulunmustur. V1 grubunda
daha yiiksek IgG1 ve IgG2 titresi bulunmasina ragmen bunun iyilesmeye herhangi bir
etkisi olmadigi, diivelerin daha 6nce dogum yapmis ineklere gore klinik mastitisi daha
hafif atlattig1 goriilmiis, asilanan ineklerde mastitisin klinik bulgularinin azalmadigi

tespit edilmistir.
2.3.1.3. Enterotoksijenik E. coli As1 Calismalar:

ETEC fimbrialarina yonelik caligmalar, bu organellerin biyolojisini ve
patogenezdeki roliinii detaylandirmig, bdylece yeni tani teknikleri, profilaktik ve
terapotik araclar gelistirilmistir. Buzagilardaki ETEC enfeksiyonlari, gebe hayvanin
asilanmast ve erken kolostrum alimiyla onlenebilmektedir. Ticari olarak iiretilip,
Ozellikle inekler ve domuzlar i¢in parenteral uygulanabilen, maternal antikor
olusturmak amaciyla kullanilan bir¢ok as1 mevcuttur. Bu asilar siklikla koruyucu veya
saflastirilmis antijenleri icermektedir ve gebeligin son donemlerinde uygulanmaktadir.
Gebelerin asilanmasi sonucu yiiksek ETEC duyarliligina sahip yeni dogan doneminde
ETEC fimbrial antikor diizeyi artmakta ve etkenin yogun kolonizasyonu
onlenebilmektedir. Sonug olarak, yeni dogan yavrular i¢in ilk birkac saat gibi erken
bir zamanda antijene yonelik spesifik kolostral antikorlar saglanabilmekte, bdylece
ETEC viriilens faktorleri ve bakterilerin bagirsakta ¢ogalmasi engellenebilmektedir

(Moon and Bunn, 1993).

Asilanan ineklerin kolostrum IgG diizeyi ile yeterli kolostrum alan buzagilarin
serum antikor titreleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Giingor ve
Bastan, 2004). Diger yandan her zaman kolostrumdaki antikor seviyesindeki artis, kan
serumundaki antikor titresinde artisa neden olmayabilir. Benzer sekilde asilanmayan
annelerin kolostrumlarinda diisiik seviyelerde saptanan antikor seviyesi olmasina
ragmen, yavrularin kan serumlarinda koruyucu diizeyde antikor belirlenebilmektedir.
Bu durum, intrauterin olarak yavrularin bazi enfeksiyoz etkenlerle karsilagmis
olabilecegine isaret etmektedir (Ellis et al., 1996). Sigir ETEC ile ilgili fimbrial

antijenler kullanilarak yapilan as1 ¢alismalarinin yani sira, formalinle inaktive edilmis
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bakterinler, fimbrialar1 eksprese eden zayiflatilmis S. enterica mutantlar1 kullanilarak
da gesitli as1 ¢alismalart da yapilmistir (Contrepois et al., 1978; Acres et al., 1979;
Nagy, 1980; Snodgrass et al., 1982; Valente et al., 1988; Crouch et al., 2001; Deng et
al., 2013; Hashish et al., 2013; Liu et al., 2014; Hur et al., 2015).

Contrepois vd. (1978), dogumdan 45 ve 15 giin 6nce deri alt1 olarak yag-su
emiilsiyon adjuvanti i¢eren E. coli K99 asis1 ile asiladiklar1 sigirlara ait kolostrumun
buzagilarda olusturulan deneysel koliseptisemisine karsi koruyuculuk seviyesini
arastirmiglardir. Calismada, asilanan 6 sigira ait buzagilara ve kontrol grubu olarak
asilanmamis 4 sigirdan dogan buzagilara yeterince kolostrum aldiktan sonra E. coli
B41 (0101:K99:H-) susu ile epriivasyon yapilmistir. Asilanmamis guruptaki tiim
buzagilarda ishal, 2 adetinde 6lim goriildiigi, asilanmig gruptakilerden ise sadece 1
hayvanda orta derecede ishal sekillendigi rapor edilmistir. Kontrol ve asilanmis
guruptaki tiim buzagilarda 24 saat siiresince etkenin atiliminin oldugu bildirilmis, K99

ile agilamanin ETEC’ e kars1 korunmada etkili bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Acres vd. (1979), ETEC’in farkli suslarini ve alt tinitelerini kullanarak doért gruba
ayirdiklart ineklerde bir as1 gelistirme ¢alismasi yapmistir. Dokuz inekten olusan
birinci grup, saflastirilmis E.coli K99 (F5) adhezini ile, 9 inekten olusan ikinci grup
formalinle inaktive edilmis ETEC B44 (09:K30;K99,F41:H-) susu bakterini ile, 6
inekten olusan ti¢lincii grup ise formalinle inaktive edilmis, alt1 farkli ETEC susu
iceren (08:K25, 08:K85, 09:K35, 020, 0101:K28 ve 0101:K30) bakterin ile
agtlanmigtir. Toplam 10 inekten olusan dordiincii grup ise kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Asilamalar gebe ineklere, buzagilar dogmadan 3 ve 6 hafta 6nce olmak
tizere 2 doz halinde ve deri alti yolla uygulanmistir. Dogumdan sonra buzagilarin
annelerinin yaninda kalmasina ve kolostrum almasina izin verilmistir. 12-14 saat sonra
oral olarak ETEC B44 susu ile epriivasyon yapilmis, epriivasyondan sonra K99, K30
ve 09 antijenleri i¢in kolostral antikor titreleri degerlendirilmistir. Asilanmamis grupta
24-72 saat araliginda 10 buzagidan 9’unda siddetli ishal sonucu 6liim sekillenmistir.
Benzer sekilde 6 farkli sus verilen iigiincli gruptaki 6 buzagida da ishal sekillenmis ve
4 buzagi olmistiir. Birinci ve ikinci grupta K99’a ve ishale karsi koruma saglanmis
ancak ETEC 09:K30 serotipine karst kolostral antikorlar olmadigi goriilmistiir.
Saflagtirillmis K99 adhezini alan birinci gruptaki 2 buzagida gecici ve hafif siddetli
ishal gozlenmis, ikinci gruptaki 9 buzaginin ii¢linde ishal goriilmiis ve yalnizca bir

buzagi Olmiistiir. Calisma buzagilarda ETEC’e karsi bagisiklik icin asmin K99
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adhezini icermesi gerektigini gostermistir.

ETEC F41 ve K99 adhezinleri kullanilarak hazirlanan bir asinin etkinliginin
degerlendirildigi ¢alismada (Nagy, 1980), iki gruba ayrilan ineklerden birinci grup
saflagtirilmis K99 ve F41 adhezinleri, ikinci grup ise kontrol grubu olarak yalnizca
saflagtirilmis F41 adhezini ile asilanmistir. Asilamalar 20 ml, deri alt1 yolla buzagilar
dogmadan 5 ve 2 hafta dnce olmak iizere 2 doz uygulanmstir. Her iki grupta da 11
buzagi dogmustur ve ilk kolostrum alimi sirasinda (dogumdan 1 ila 7 saat sonra) E.
coli B4l (O101:K99:F41) susu oral yolla verilerek epriivasyon yapilmstir.
Epriivasyon sonucu as1 grubundaki 6 buzagida, kontrol grubundaki tiim buzagilarda
ishal geligmis, kontrol grubundan 4 buzagi ishal nedeniyle dlmiistiir. Kolostral anti-
0101 titreleri her iki grupta da benzer bulunmus, birinci gruptaki hayvanlarin anti-K99
titrelerinin ikinci gruba kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Calisma sonucunda

saflastirilmis K99 asisinin buzagilar1 koruyabilecegi gosterilmistir.

ETEC K99 ekstrakti ve inaktif Rotavirus igeren asinin etkisinin degerlendirildigi
bir ¢aligmada (Snodgrass et al., 1982), dort gruba ayrilan 24 gebe inekten alt1 adet inek
2 ml yag adjuvantli K99 ekstrakti ve inaktif Rotavirus asist ile, 6 adet inek 0.5 ml yag
adjuvantli K99 ekstrakti ve inaktif Rotavirus asisi ile, 6 adet inek 4 ml aliiminyum
hidroksit adjuvantli K99 ekstrakti ve inaktif Rotaviriis asisi ile agilanmig, 6 adet inek
kontrol grubu olarak birakilmistir. Asilamalar dort hafta arayla iki doz yapilmistir. Bu
ineklerden dogan buzagilara 6-18 saat sonra epriivasyon yapilmistir. Epriivasyon
sonrasinda yag adjuvantl ag1 ile asilanan ineklerde serum ve siitte Rotavirus-K99
antikor titrelerinin arttig1 tespit edilmistir. Aliiminyum hidroksit adjuvantli as1 ile
asilanan ineklerde serum Rotavirus ve K99 antikor titrelerinde artig olmasina ragmen
kolostrum K99 antikor diizeyinde artis olmamustir. Asilanmamis ineklerden dogan alti
buzagmin besinde epriivasyondan sonra enfeksiyon gelismis, asilanan 18 buzagidan
higbirinde Klinik enfeksiyon goriilmemistir. Caligma sonucunda ETEC-Rotavirus
asisinin  birlikte kullanilmasinin, bu etkenlere bagli gelisen buzagi ishallerinin
onlenmesinde faydali olabilecegi kanaatine varilmig, kolostrumda K99 antikorunun
yiiksek diizeye ulastirilmasinda yag adjuvantli aginin, aliiminyum hidroksit adjuvantli

asidan daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Valente vd. (1988), 6-8 yaslarindaki 45 sigir1 dogum zamanindan 6 ve 4 hafta
once deri alt1 yolla ETEC B41 (0101 :K-:H , K99, F41) susundan hazirladiklar1 kismi

purifiye K99 antijeni i¢eren as1 ile asilamislardir. Calismada benzer 6zelliklerde 4 sigir
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kontrol grubu olarak asilanmamustir. ki gruptaki sigirlardan dogan tiim buzagilara
dogumu takiben kolostrum alimindan 5-10 saat sonra 4x10'° cfu/ml E. coli B44
(09:K30;K99,F41:H-) susu ile oral yolla epriivasyon yapilmistir. Buzagilardan
epriivasyon dncesi ve sonrasinda rektal svap 6rnekleri alinarak etkenin digki ile sagilim
durumu incelenmistir. Tiim sigirlardan asilama sirasinda, asilama sonrasi 15 ve 25.
giinde, dogumu takiben 24 saat i¢cinde ve 7 giin sonrasinda, buzagilardan ise yeterince
kolostrum alimindan 12-24 saat sonra ve dogum sonras1 7. glinde kan serum 6rnekleri
toplanmustir. Sigirlardan ilk sagimla birlikte ve 7 giin sonunda kolostrum ornekleri
alinmistir. Arastirmada, enfekte edilen asilanmis sigirlardan dogan 45 buzaginin
3inde (% 6.7) ishal ve Oliim gozlenmistir. Diger yandan, kontrol grubundaki
asilanmamis sigirlara ait buzagilarin tamami siddetli ishal sonrasi 6lmiistiir. Asilanmis
hayvanlara ait kan serumu ve kolostrum Orneklerindeki anti-K99 antikor titresi,
kontrol grubundakilerle karsilastirildiginda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Benzer
sekilde agilanmis hayvanlarin buzagilarindan alinan rektal svap orneklerinde, kontrol
grubuna gore etkenin sagilimi dnemli diizeyde azaldigi belirlenmistir (Valente et al.,

1988).

Itzchak vd. (1992), ETEC K99 asis1 ile deri i¢i ve deri alt1 yollarla yapilan
astlamanin etkilerini karsilagtirmis, deri ic¢i enjeksiyon bdlgelerinin sayisinin
arttirilmasinin antikor titresine etkisini ve iki doz asilama arasindaki uygun zaman
araligini incelemistir. Caligmaya 8-18 aylik 135 diive dahil edilmis, 2 as1 denemesi
yapilmis ve asilarda adjuvant kullanilmamigstir. Birinci denemede 74 diive 5 gruba
ayrilarak, birinci gruptaki 23 diive deri i¢i yolla bes bolgeden, ikinci gruptaki 20 diive
deri i¢i yolla iki boélgeden, tiglincii gruptaki 19 diive deri alt1 yolla bir bolgeden,
dordiincii gruptaki 6 diive kas ici yolla bir bolgeden asilanmustir. As1 tiim gruplara
toplamda 5 ml olacak sekilde 2 hafta arayla 2 doz uygulanmis, besinci gruptaki 6 diive
ise kontrol grubu olarak birakilmis ve asilanmamustir. Ikinci denemede ise 61 diive, 5
gruba ayrilarak, birinci gruptaki 15 diive deri i¢i yolla iki hafta arayla, ikinci gruptaki
16 diive deri ici yolla ii¢ hafta arayla, li¢lincli gruptaki 14 diive deri i¢i yolla dort hafta
arayla, dordiincii gruptaki 11 diive deri alt1 yolla ii¢ hafta arayla agilanmigtir. Besinci
gruptaki 5 diive kontrol grubu olarak birakilmis ve asilanmamistir. Birinci denemede
asilanan gruplarin antikor titreleri sirasiyla 10,70, 10,95, 8,73, 9,31 olarak, ikinci
deneyde asilanan gruplarin antikor titreleri sirasiyla 12,64, 11,93, 11,64, 11,16 olarak

Ol¢iilmiistiir. Bu veriler 15181nda deri i¢i yolla asilamanin deri alt1 yolla agilamaya gore
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anlamli derecede istiin oldugu, doz aralig1 i¢in en uygun zamanin 2 hafta oldugu
sonucuna vartlmis, aynt miktarda antijen kullanilarak deri i¢i a1 bolgelerinin sayisinin

arttirtlmasinin, antikor titresine etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir.

Farkli gruplara ayrilan 99 gebe sigirda E. coli K99 pilusu ve Al4 antijenlerini
iceren bir asmin probiyotik (Lactobacillus acidophilus, 2.0x108 cfu/ 250 ml siit, oral)
ile birlikte veya tek basina uygulanmasi sonrast buzagi ishallerine etkinliginin
arastirildigr ¢aligmada (Avila et al., 1995), 29 hayvan igeren 1. grup asilanmayan ve
probiyotik verilmeyen kontrol grubu, 10 hayvandan olusan 2. grup asilanan ve
probiyotik verilmeyenler, her biri 10’ar hayvandan olusan 3. 4. ve 5. grup asilanan ve
sirastyla 5, 15 ve 30 giin probiyotik verilenler, benzer sekilde her biri 10’ar hayvandan
olusan 6. 7. ve 8. grup asilanmayan ve sirastyla 5, 15 ve 30 giin probiyotik verilenler
seklinde dizayn edilmistir. Asilamalar deri alt1 yolla 5 ml yapilmistir. Arastirmanin
sonucunda asilanan hayvanlarin agilanmayan hayvanlara kiyasla daha yiiksek antikor
titresine sahip oldugu tespit edilmis, as1 ile kombine edilen 15 ve 30 giin siiresince
probiyotik uygulamasinin buzagilarda ishallerin 6nlenmesinde en etkili yol oldugu

kanaatine varilmustir.

Brezilya’da ETEC’in engellenmesi amaciyla, kismen purifiye edilmis K99 ve
F41 fimbriyal antijenlerini igeren yag emiilsiyonlu bir as1 kullanilarak yapilan as1
denemesinde (Yano et al., 1995), gebeligin 7. ayindaki 9 sigir iki gruba ayrilarak 6
s1igir dogumdan 8 ve 2 hafta dnce deri alt1 olarak agilanmis, ag1 uygulanmayan 3 gebe
sigir ise kontrol olarak birakilmigtir. Dogum sonrasi yeterince kolostrum almis
buzagilara E. coli B41 susu (0101, STa+, K99+, F41+) ile epriivasyon yapilmistir.
Kontrol grubundaki 3 buzagidan 2’si epriivasyon sonrasi 48. saatte Olmiis ve
digskilarindan E. coli B41 susu saf olarak izole edilmistir. Asilanmis gruplardaki
sigirlara ait buzagilarda ise ishal ve O6lim goriilmemistir. Arastirmada, asi ile
olusturulan kolostral antikorlarin buzagilara yeterince aktarildigi ve asinin gebe

sigirlarda higbir yan etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Crouch vd. (2001), Rotavirus, Coronaviriis ve E. coli F5 (K99) antijenlerinin
kombinasyonu ile olusturulan ticari bir asiyr (Rotavec Corona) degerlendirmistir.
Toplam 25 gebe inek iki gruba ayrilarak 15 inege beklenen buzagilama tarihinden 30
giin once kas i¢i yolla 2 ml as1 verilmis, 10 inek ise kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Kolostrum ve siit 6rnekleri ile buzagilara ait kan serumu 6rneklerinin incelenmesi

sonucunda asilanan ineklerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli antikor
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artis1 belirlenmistir. Asilama sonrasi elde edilen antikor titresinin 28 giine kadar

koruyucu diizeyde kaldig1 tespit edilmistir.

K99 ve F41 igeren bir bakterin asisiin etkinligi Figueiredo vd. (2004),
tarafindan degerlendirilmistir. 3 gruba ayrilan hayvanlardan birinci grup dogumdan 30
giin once tek doz, ikinci grup dogumdan 30 ve 60 giin 6nce iki doz asilanmis, liclincli
grup kontrol grubu olarak birakilmis ve asilanmamistir. Dogumdan sonraki 24-36
saatler arasinda buzagilardan serum, ineklerden kolostrum toplanmigtir. Anti-K99 ve
anti-F41 antikorlari, saflastirilmis K99 ve F41 fimbrial antijenleri kullanilarak ELISA
ile tespit edilmistir. Deneme sonucunda birinci gruptaki buzagi serumu ve kolostrum
antikor titresinin kontrol grubuyla yakin oldugu, ikinci gruptaki buzagi serumu ve
kolostrum antikor titresinin kontrol grubuna gore anlamli derecede {iistiin oldugu

belirlenmis, iki doz asilamanin 6nemi vurgulanmaistir.

ETEC ile ilgili yeni as1 calismalari siklikla fareler lizerinde denenmektedir ve
basariyla sonug¢lanan ¢aligsmalarin ileride sigirlarda kullanilmak iizere yeni as1 adaylari
olma potansiyeli bulunmaktadir. Deng vd. (2013), Labil toksinin B alt {initesiyle
birlestirilmis rekombinant stabil toksin A (STa-LTB)’y1 fareler lizerinde yaptiklari bir
as1 calismasinda degerlendirmistir. Calisma, konvansiyonel aliiminyum hidroksit
adjuvantinda hazirlanan asiyla, jelatin nanopartikiiller ile hazirlanan rekombinant STa-
LTB fiizyon proteini agisinin bagisiklik olusturma yetenegi ve koruyucu etkinligi
arasindaki farki belirlemek amaciyla yapilmistir. Calisma sonunda ETEC’e karsi
nanopartikiiler STa-LTB agisinin, konvansiyonel aliiminyum hidroksitte hazirlanan
STa-LTB agsisina gore onemli olgiide daha yiiksek ve uzun siireli antikor titreleri
olusturdugu tespit edilmistir. Bu sonuclar, ETEC enfeksiyonuna karsi nanopartikiiler

asmin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar yapilabilecegini gdstermistir.

Sigir viral diyare virusu (BVDV)’ne karsi E2 proteini ve ETEC e kars1 K99 ve
STa kullanilarak hazirlanan multiepitop flizyon antijenleri iceren bir as1 ¢calismasinda
(Hashish et al., 2013), multiepitop antijen ile periton igi yolla asilanan farelerde, anti-
K99, anti-STa ve anti-BVDYV antikorlarinin titresinin arttigi, olusan antikorlarin ETEC
ve BVDV enfeksiyonlarin1 Onledigi, bdyle bir asilamanin giivenli ve giiclii
immunojenik oldugu sonucuna varilmig, multiepitop fiizyon antijeni stratejisinin

gelistirilerek baska heterojen patojenlere karsi da kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Liu vd. (2014), gebe farelerde agiz yoluyla veya burun i¢i yolla uygulanan F41
ekprese eden rekombinant Lactobacillus casei antijeninin ETEC F41’e kars1 pasif
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bagisiklik koruma diizeyini degerlendirmistir. Bu rekombinant asinin gebelere
uygulanmasindan sonra bu gebelerden dogan yavru farelerdeki antikor titrelerine
bakilmistir. Asilama sonucunda yavrularda hem mukozal hem de sistemik bagigiklik
uyarilmis, F41’e kars1 antikor titresi anlamli derece artmustir. F41 ekprese eden
rekombinant L. casei asisinin ETEC F41’e¢ karsti koruyucu oldugu sonucuna

varilmistir.

E. coli K88 ve K99 eksprese eden Salmonella BG’si Hur vd. (2015) nin yaptigi
bir as1 ¢alismasinda degerlendirilmistir. Calismada 75 fare gruplara boliinmiis ve oral
ya da kas i¢i yolla, bir doz, iki doz veya ii¢ doz asilanmistir. Caligma sonucunda tiim
gruplar kontrol grubundan anlamli derecede daha yiiksek bagisiklik yaniti gostermis,
ozellikle, kas ici ¢ift veya li¢ doz asilanan gruplarda, belirgin sekilde daha yiiksek
bagisiklik tepkileri ortaya ¢ikmustir.

Gebe sigirlara uygulanan inaktif E. coli asisinin kolostrum ve buzagi kan
serumlarindaki Ig G seviyelerine etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan giincel bir
calismada (Sancak ve Giilhan, 2021), gebeliklerinin farkli donemlerindeki sigirlara
(son 60 ve 30 giin) ticari bir inaktif E. coli asis1 uygulanmistir. Asilanan sigirlarin
kolostrumu ve bu kolostrumlarla beslenen buzagilarin kan serumlarindaki IgG
seviyeleri ELISA ile incelenmistir. Asilama gruplar1 ve kontrol grubu arasinda IgG
seviyelerindeki  farkliliklar ~ Olciilerek, gruplar arasindaki IgG  degerleri
karsilastirilmistir. Kolostrum 6rneklerine ait veriler incelendiginde, kontrol grubu ile
tek doz ve iki doz asilanan hayvanlara ait IgG seviyeleri arasindaki farkin 6nemli
(p<0,001) oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde buzagi serumlarma ait veriler
degerlendirildiginde; tek doz ve iki doz as1 yapilanan sigirlarin buzagilarinda olgiilen
kan serum IgG degerlerinde kontrol grubuna gére 6énemli oranda artis tespit edilmistir
(p<0,001). Diger yandan kontrol grubundaki 7 buzaginin tamaminda (% 100), tek doz
asilanan sigirlara ait 7 buzagmin 5’inde (% 71.,4) pasif transfer yetersizligi (PTY)
goriliirken, iki doz asilanan 7 buzaginin hi¢birinde PTY belirlenememistir. Boylece
astlanan hayvanlarda PTY oranlarinda 6nemli oranda diisiis saglandigi, gebe sigirlara
uygulanan inaktif E. coli asis1 ile olusturulan immun yanitin pasif olarak buzagilara
transfer edildigi, gebe sigirlarin gebeliklerinin son 60 ve 30. giinliinde iki doz

asilamanin, tek doz asilamaya gore daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.
2.3.1.4. E. coli Ticari Asilar

Sigirlarlart E. coli enfeksiyonlarindan korumak igin bir¢ok ticari as1 mevcuttur.

67



Bu asilar MPEC (Tablo 2.7), ETEC (Tablo 2.8) ve EHEC O157:H7’ye yoneliktir.
EHEC O157:H7 asilart lilkemizde ruhsatli degildir, bu nedenle kullanilmamaktadir.
Ulkemizde ruhsatli olmayan baska asilar da mevcuttur (Tablo 2.9). E. coli bakterin
veya alt iiniteleri, ticari asilarin igerisinde genellikle baska bakteri veya viriislerle
kombine halde bulunmakla beraber, yalmizca E. coli igeren ticari asilar da

bulunmaktadir.

Tablo 2.7. MPEC’¢ kars1 kullanilan ticari asilar

Uretici

Ticari Ad1 Icerik Kullamim Sekli ve Doz Sirket

Gebelere, ilk asilama beklenen
dogum tarihinden 45 giin once,
ikinci agilama 35 gilin sonra
(beklenen dogum tarihinden 10

Startvac- Inaktif E. coli (J5) iin Once), lgcilincli agilama ise HIPRA
Topvac Inaktif S. aureus (CP8) gun ¢ » U¢ 3
ikinci agilamadan 62 gilin sonra
(dogumdan 52 giin sonra) olmak
iizere 3 doz kas ici yolla 2 ml
uygulanmalidir.
S. agalactiae,
S. dysgalactiae,
S. uberis, . . .
Mastivac S. pyogenes, 15 giin ara ile 5 ml deri alt1 yolla ATAEEN
uygulanmalidir
S.aureus,
E. coli J5 bakterin,
A. pyogenes
S. agalactiae
S. uberis, . 3 giin arayla ilk doz 20 ml, ikinci
S. Dysgalactiae, ve iiglincli dozlar 15 ml olmak
Mastivac TT S. pyogenes, ¢ ATAFEN

lizere deri alti yolla 3 doz

E. coli J5 bakterini,
uygulanmalidir.

S. aureus,
C. pyogenes
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Tablo 2.8. ETEC’e kars1 kullanilan ticari asilar

Ticari Adi  icerik Kullanim Sekli ve Doz Uretici Sirket
£ coli OLOLH-KOSs, e a le 5,75 ve
Colivac F41+) ve (101:H- :K99+, 136 ml olarak deri alti ll' 3' doz VETAL
F(Y)+) bakterini otarak de yolia 5 do
uygulanmalidir.
Rotavec !nakqf Rotavm’i§ £G6-P5) Gebe 1nek1erev dogumdan o6nce .3? MSD
Corona Inaktl_f Coronavirtis, o 12 hafta araliginda tek doz kas igi (INTERVET)
E. coli F5 (K99) bakterini yolla 2 ml uygulanmalidir.
E. coli (0101:H-:K99+, Gebe ineklere, dogumdan 4 ve 6
Colidoll F41+) ve 11A (101:H- hafta 6nce 2 ml deri alt1 yolla 2 DOLLVET
:K99+, F(Y)+) bakterini defa uygulanmalidir.
Ikinci doz beklenen buzagilama
Inaktif Rotavirus (G6-G10), ~ tarihinden 2-3 hafta 6nce olmak
Scourguard . . . B iki hafi 1 .
Inaktif Coronavirus, lizere, en az iki hafta arayla 2 ml  ZOETIS
4KC E. coli F5 (K99) bakterini kas i¢i yolla 2 doz uygulanmalidir.
E. coli KQ9/FA1/F17(Fy) Gebe ineklere dogumdan 1 ay
VBR K99+C bakterini, C. perfringens Tip  6nce tek doz kas igi veya deri ali  ATAFEN
C bakterin ve toksoidleri yolla 2 ml uygulanmalidir.
C. perfr_lngens B.’ C,D, Gebelere son donemde 3-4 hafta
C. nowyi, C. septicum, C. . - . .
! : ara ile 2 doz, bir sonraki gebelikte
VBR chauvoei, bakterin- - 9
P S tek doz, buzagilara dogumdan 3-4 ATAFEN
COLIMIX 7  toksoidleri nra tek doz deri altt K
E. coli K99/FA1/F17(Fy) e 4 ] ety
bakterini oy uyeu )
C. perfringens B, C, D Gebeligin son doneminde 3-4
C.haemolyticum C. novyi,C.  hafta ara ile 2 doz, bir sonraki
VBR septicum,C.sordellii,C.chauv  gebelikte tek doz, buzagilara ATAFEN
COLIMIX 9  oei bakterin-toksoidleri ile dogumdan 3-4 ay sonra tek doz
E. coli KQ9/FA1/F17(Fy) deri alt1 veya kas i¢i yolla 4 ml
bakterini uygulanmalidir.
. Gebe ineklere, kas i¢i veya deri alt1
VBRK9g & Coll KOUFALFLT(FY) o josumdan 1 ay once tek doz  ATAFEN
bakterini
uygulanmalidir.
E. (,:O“ (08:K_35’ Kg_g; Gebe ineklere, buzagilamadan 5-7
- 09:K35, K99; 0101:K30, . N
Kolibin RC K99) bakterini hafta once ilk doz olmak iizere 21 BIOVETA
NEO ' glin ara ile kas ici yolla 2 doz

Inaktif Rotavirus (TM-91),
Inaktif Coronavirus (C-197)

uygulanmalidir.
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Tablo 2.9. Tiirkiye’de ruhsatli olmayan ticari agilar

Ticari Ad1 icerik Kullanim Sekli ve Doz Uretici Sirket
Ineklere gebeligin 7. ayinda 5 ml,
8. ayinda 5 ml ve dogumdan
Enviracor Inaktif E. coli (J5) sonraki iki hafta igerisinde 5 ml ZOETIS
olmak tiizere toplamda 3 doz deri
alt1 yolla uygulanmalidir.
E. coli Gebe ineklere dogumdan 2 ve 6
Imocolibov K99/F41/F17/F31A hafta dnce olmak iizere 2 doz deri MERIAL
bakterini alt1 yolla 5 ml uygulanmalidir.
Inaktif Rotavirus,
Inaktif Coronavirus, Gebe ineklere buzagilamadan 8-
Scour Bos 9 C. perfringens tip C 16 hafta énce 2 ml kas i¢i yolla NOVARTIS
bakterin toksoidi, uygulanmalidir.
E. coli.K99 bakterini
Ik doz 2 ml deri alt1 yolla, ikinci
Epitopix . ] doz bundan 2-4 hafta sonra, ; ;
0157:H7 SRP E. coli O157:H7 SRP ticlincii doz ise en az 6 hafta sonra EPITOPIX
uygulanmalidir.
Ik doz 2 ml deri alt1 yolla, ikinci
E. coli Bacterial E coli 0157:H7 SRP ?Of k.).undan 2-4 hafta sonra, ZOETIS
Extract iiglincii doz ise en az 6 hafta sonra
uygulanmalidir.
Gebeligin 7. aymda bir doz,
buzagilama tarihinden 1-3 hafta
JVAC Inaktif E. coli (J5) sonra bir doz olmak iizere MERIAL
toplamda 2 doz, 2 ml kas i¢i veya
deri alt1 yolla uygulanmalidir.
Gebe ineklere dogumdan 2 ve 6
Inaktif Rotavirus hafta 6nce olmak {izere 2 doz deri
Inaktif Coronavirus altt yolla 5 ml uygulanmalidir. .
Lactovac C E. coli K99/F41 Asilanan hayvanlar bir sonraki ZOETIS
bakterini gebelikte dogumdan 2-6 hafta

once tek doz asilanmalidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Ornek Toplama ve Fenotipik Identifikasyon

Bu ¢aligmanin materyalini neonatal septisemi vakalarinin sik goriildiigli ve bu
nedenle ekonomik kayiplarin fazla oldugu Kars ve ilgelerindeki 10 giinliikten kiigiik
neonatal septisemili buzagilardan alinan, 200 adet diski 6rnegi olusturdu. Digki
ornekleri steril digki kaplarina alinarak soguk zincirde laboratuvara ulastirildi ve
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Tez ¢calismasinin tiim laboratuvar ¢aligsmalar1
Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda yiritiildi. Diski1 6rneklerinden E. coli izolasyonu amaciyla
MacConkey agara (Oxoid, Ingiltere) ekimler yapilarak, 37 °C’de 24 saat inkubasyona
birakildi. Inkubasyon sonunda laktoz pozitif olan tek bir koloniden EMB agara (Oxoid,
Ingiltere) ekim yapildi ve aym kosullarda inkubasyona birakildi. Metalik refle renk
veren kolonilere IMVIC, iireaz testleri, TSI agara inokulasyon ve hareket muayenesi
yapilarak izolatlarin E. coli agisindan fenotipik identifikasyonu gerceklestirildi.
TSA’da {iireyen koloniler, izolatlarin fenotipik antibiyotik duyarlilik testi igin
kullanilan bakteri siispansiyonu ve bakteriyel DNA eldesi isleminde kullanildi. Tim

izolatlar -20 °C’de stoklanda.
3.2. DNA Ekstraksiyonu

Izolatlara ait bakteriyel DNA eldesi amaciyla kaynatma yontemi kullanildi. Bu
amagla, TSA’da {ireyen saf kiiltiir halindeki 4 koloni segilerek, 150 pl steril distile su
ierisinde siispanse edildi. Ornekleri igeren siispansiyonlar 100 °C’de 10 dakika
kaynatildi. Kaynatma igleminden sonra 11.000 G’de 3 dakika santrifiij sonras1 elde
edilen siipernatant templeyt DNA olarak kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi
(Gonzalez Pasayo et al., 2019)

3.3. E. coli’nin Genotipik Olarak Dogrulanmasi

Fenotipik olarak tanimlanan E. coli izolatlarinin genotipik olarak tiir diizeyinde
E. coli olarak dogrulanmasinda El-Razik vd. (2010) kullandiklar1 protokol modifiye
ve optimize edilerek kullanildi. Bu amagla (Eco 2083 (F): 5’-GCT TGA CAC TGA
ACA TTG AG-3'; Eco 2745 (R): 5>-GCA CTT ATC TCT TCC GCA TT-3") 16S
rRNA primer ¢ifti kullanildi ve 662 bp’lik bantlar pozitif olarak kabul edildi.
Genotipik dogrulama i¢in 10XPCR buffer (2,5 ul), MgCI2 (3 ul), primer (her bir
primer i¢in 0.25 ul), deoksiniikleotit trifosfat (ANTP) (0,5 ul) ve Taq polimeraz (0,3
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ul) ve 13,2 ul steril distile su igeren karisim 5 pl hedef DNA ile toplam hacim 25 ul
olacak sekilde PCR karisimi hazirlandi. Amplifikasyon kosullar1 95°C’de 2 dak ilk
denatiirasyon, 35 siklus 94°C’de 45 sn denatiirasyon, 57°C’de 45 sn baglanma,
72°C’de 45 sn uzama ve son siklustan sonra 72°C’de 10 dakika son uzama asamasi

sekilde gergeklestirildi.

Amplifiye edilmis PCR {iriinii yiikleme boyasi ile karistirildiktan sonra, 10 uLL
alinip etidyum bromiir (2pg/ml) igeren % 1,5’lik agaroz jel kuyularina yiiklendi. Jel,
60 dakika boyunca 150 voltta jel elektroforezine tabi tutuldu ve ultraviyole (UV)
transilliminator kullanilarak goriintiilendi. Amplikonlarin boyutunun belirlenmesi ve
hedeflenen amplikon boyutlarint (662 bp) olusturup olusturmadiklarinin
degerlendirilmesi icin DNA Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100 bp DNA
Ladder) kullanildi. E. coli ATCC 25922 susu pozitif kontrol olarak kullanilirken hedef

DNA icermeyen karisim ise negatif kontrol olarak kullanildi.
3.4. Antibiyotik Direngclilik Tespiti
3.4.1. Disk Difiizyon Metodu

Izolatlarin sik kullanilan antibiyotik smiflarmi temsil edecek sekilde segilen
ampisilin (AMP;10 pg), gentamisin (CN;10 pg), kloromfenikol (C;30 pg), tetrasiklin
(TE;30 pg), sefalotin (KF;30 ng), trimetoprim/sulfametoksazol (SXT;1,25/23,75 ug),
streptomisin  (S;10 pg) ve enrofloksasin (ENR;5 pg) antibiyotik disklerinden
(Bioanalysis, Tirkiye) olusturulan 8 farkli antibiyotige direnglilik/duyarlilik
durumlarinin belirlenmesinde Kirby-Bauer standart disk difiizyon testi kullanildi.
Sonuglarin degerlendirilmesi CLSI (2015, 2018, 2020) kilavuzunda belirtilen
kriterlere gore yapildi. Bu amagcla standart antibiyotik disklere duyarlilig1 belirlenecek
bakteri kiiltiiriinden birkac¢ koloni alinarak BHI broth (Oxoid, Ingiltere) tiiplerine
ekildi. Tiipler 5-6 saat 37 °C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonu takiben kiiltiiriin
bulanikligi, McFarland 0.5 standart bulanikligina gore ayarlandi. Taze sivi
kiiltiirlerinden 100 ul almarak MHA (Oxoid, Ingiltere) besiyerinin tiim yiizeyine
yayma ekim yapildi. Standart antibiyotik diskler 120x120 mm’lik pleytlere steril
forseps yardimi ile aseptik olarak yerlestirilerek besiyerleri ile temasi saglandi.
Pleytler aerobik kosullarda 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda olusan zon ¢aplar1 dlgiilerek sefalotin CLSI (2015), enrofloksasin
CLSI (2018) ve diger antibiyotikler CLSI (2020) kriterlerine gore standart degerlerle
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karsilastirilarak yorumlandi. Béylece sonuglar duyarli (S), orta derecede duyarli (I) ve
direngli (R) olarak degerlendirildi. Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 susu
kullanildi. Ug veya daha fazla farkli antibiyotik grubuna direngli bulunan bakteri
izolatlar1 ¢oklu ilaca direngli (CID) izolatlar olarak belirlendi (Magiorakos et al.,
2012).

3.4.2. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Izolatlarda antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesi amaciyla, disk difiizyon
teknigine paralel olarak secilen ve sik kullanilan antibiyotiklere karsi direnglilik
genleri, spesifik primerler kullanilarak simpleks ve multipleks PCR (mPCR) ile
arastirildi. Bu amagla ampisilin (CITM), gentamisin (aac[3]-1V), kloromfenikol (catl
ve cmlA), tetrasiklin (tetA, tetB, tetC), sefalotin (blasnv), siilfanomid (sull, sul2 ve
sul3), streptomisin (aadAl) ve florokinolon (gnrA, gnrB ve gnrS) direng genlerini
belirlemek i¢in daha 6nceki galismalarda (Chanawong et al., 2000; Pérez and Hanson,
2002; Cattoir et al., 2007; Kozak et al., 2009; Shahrani et al., 2014) belirtilen PCR
protokolleri modifiye ve optimize edilerek kullanildi (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2).

Direng genlerinin pozitif kontrolleri i¢in Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan ve ilgili genlere sahip oldugu bilinen E. coli
suglar1 kullanildi. Silfanomid direncini (sull, sul2 ve sul3) belirlemeye yonelik
yapilan mPCR ¢alismasinda 13,85 pul steril distile su, 5 pl hedef DNA, 2,5 ul MgClo,
2,5 pl 10x PCR buffer, 0,5 ul NTP, 0,3 pl Taq polimeraz ve Tablo 3.1°de belirtilen
son primer konsantrasyonlarindan olusan toplam 25 pl karisim kullanildi. mPCR
kullanilarak tespit edilen sull, sul2 ve sul3 genleri i¢in PCR amplifikasyon kosullar
95°C'de 15 dk 6n denatiirasyon, 95°C'de 1 dk denatiirasyon, 66°C'de 1 dk baglanma
ve 72°C'de 1 dk uzama olmak iizere 30 siklusdan ve 72°C'de 10 dk final uzamadan

olusturuldu (Kozak et al., 2009).

Tetrasiklin direng genlerinin (tetA, tetB ve tetC) belirlenmesi amaciyla 8,9 pul
steril distile su, 7 pul hedef DNA, 3 ul MgCly, 2,5 ul 10x PCR buftfer, 2,5 ul ANTP, 0,3
ul Taq Polimeraz ve Tablo 3.1°de belirtilen son primer konsantrasyonlarindan olusan
25 pl karisim kullanilarak mPCR yapildi. Bu genler icin PCR amplifikasyon kosullar
94°C'de 15 dk 6n denatiirasyon, 94°C'de 1 dk denatiirasyon, 58°C'de 1 dk baglanma
ve 72°C'de 1 dk uzama olmak iizere 35 siklusdan ve 72°C'de 10 dk final uzama

seklinde olusturuldu (Kozak et al., 2009).
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Diger bir mPCR ¢alismasinda ise florokinolon diren¢ genlerinin (gnrA, gnrB ve
gnrS) tespiti hedeflendi. Bu amagla mPCR; 15 pl steril distile su, 5 pul hedef DNA, 1,5
ul MgClz, 2,5 pl 10x PCR buffer, 0,55 pl ANTP, 0,3 pl Taq Polimeraz ve Tablo 3.1°de
belirtilen son primer konsantrasyonlarindan olusan 25 pl karisimda yapildi. mPCR
kullanilarak tespit edilen gnrA, gnrB ve gnrS genleri i¢in PCR amplifikasyon kosullar1
95°C'de 5 dk 6n denatiirasyon, 95°C'de 1 dk denatiirasyon, 59°C'de 1 dk baglanma ve
72°C'de 1 dk uzama olmak iizere 35 siklusdan ve 72°C'de 5 dk final uzamadan
olusturuldu (Cattoir et al., 2007).

Gentamisin (aac[3]-1V), kloromfenikol (catl ve cmlA) ve streptomisin (aadAl)
direncini belirlemeye yonelik mPCR ¢alismasinda 16 pl steril distile su, 2,5 pl hedef
DNA, 2,5 ul MgClp, 2,5 ul 10x PCR buffer, 0,3 ul dNTP, 0,2 pl Taq Polimeraz ve
Tablo 3.1°de belirtilen son primer konsantrasyonlarindan olusan toplam 25 ul karigim
kullanildi. Bu genlerin tespiti amaciyla yapilan PCR amplifikasyon kosullar1 94°C'de
8 dk on denatiirasyon, 95°C'de 1 dk denatiirasyon, 55°C'de 1 dk 10 sn baglanma ve
72°C'de 2 dk uzama olmak {izere 32 siklusdan ve 72°C'de 8 dk final uzama seklinde
olusturuldu (Shahrani et al., 2014).

Ampisilin (CITM) direncini belirlemeye yonelik PCR ¢alismasinda 4,76 pl steril
distile su, 5 pl hedef DNA, 10 ul Amplitaq gold 360 master mix (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) ve Tablo 3.1’de belirtilen son primer
konsantrasyonlarindan olusan toplam 20 pl karigim kullanildi. PCR kullanilarak tespit
edilen CITM geni i¢in PCR amplifikasyon kosullart 94°C'de 3 dk 6n denatiirasyon,
94°C'de 30 sn denatiirasyon, 64°C'de 30 sn baglanma ve 72°C'de 1 dk uzama olmak
tizere 25 siklusdan ve 72°C'de 7 dk final uzama asamalarindan olusturuldu (Pérez-

Pérez and Hanson, 2002).

Sefalotin (blasnv) direng geninin tespiti amaciyla yapilan PCR ¢aligmasinda ise
17,1 ul steril distile su, 2 pl hedef DNA, 2,5 ul MgCly, 2,5 ul 10x PCR buffer, 0,2 ul
dNTP, 0,1 pul dream taq DNA Polimeraz (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA) ve Tablo 3.1’de belirtilen son primer konsantrasyonlarindan olusan 25 ul
karisim kullanildi. blashy geni igin PCR amplifikasyon kosullart 94°C'de 5 dk 6n
denatiirasyon, 94°C'de 30 sn denatiirasyon, 62°C'de 30 sn baglanma ve 72°C'de 30 sn
uzama olmak iizere 30 siklusdan ve 72°C'de 5 dk final uzamasindan olusturuldu

(Chanawong et al., 2000).

Amplifiye edilmis PCR fiirlinleri yiikleme boyas: ile karigtirildiktan sonra,
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mikropipet ile karistmdan 10 pL alinip etidyum bromiir (2pg/ml) igeren % 1,5’lik

agaroz jel kuyularma ytiklendi. Jel elektroforezinin ardindan ultraviyole (UV)

transilliiminator kullanilarak goriintiilendi.

Tablo 3.1. Antibiyotik direng genlerinin tespitinde kullanilan PCR bilegenlerinin konsantrasyonu

PCR Malzemeleri ve Konsantrasyonlari (ul)

Primer
: Kons. (100
Steril 10X  MgClz  dNTP Taq
Hedef  distile PCR (25 (10 BMStK)  polimeraz  HCef an‘l'i?;“
Gen su  Buffer mM) mM) (BU)
ileri  Geri
sull 0,05 0,05
sul2 13,85 2,5 2,5 0,5 0,075 0,075 0,3 5 25
sul3 0,056 0,05
tet (A) 005 0,05
tet(8) 89 25 3 2,5 0ol 01 0,3 7 25
tet (C) 025 0,25
gnr(A) 0,025 0,025
gnr(B) 15 2,5 1,5 0,55 0,025 0,025 0,3 5 25
anr(S) 0,025 0,025
blasy 171 25 25 02 03 o3 Ol(eam 25
taq)
CIT™M 476 1x Master Mix (10) 0,12 0,12 - 5 20
aadAl 0,125 0,125
aac[3]- 0,125 0,125
v
16 2,5 25 0,3 0,2 2,5 25
catl 0,125 0,125
cmlA 0,125 0,125
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Tablo 3.2. Antibiyotik direng genlerinin tespitinde kullanilan primerler ve PCR kosullar

Antibiyotik Hedef : . . . Uriin
Grubu Gen Primer Niikleotid sekans (5'-3") (bp)
CITM-F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
Ampisilin CITM 462
CITM-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
TetA-L GGCGGTCTTCTTCATCATGC
tetA 502
TetA-R CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA
TetBGK-F2 | CGCCCAGTGCTGTTGTTGTC
Tetrasiklin tetB 173
TetBGK-R2 | CGCGTTGAGAAGCTGAGGTG
TetC-L GCTGTAGGCATAGGCTTGGT
tetC 888
TetC-R GCCGGAAGCGAGAAGAATCA
sull-F CGGCGTGGGCTACCTGAACG
sull 433
sull-B GCCGATCGCGTGAAGTTCCG
sulll-L CGGCATCGTCAACATAACCT
Stilfanomid sul2 721
sulll-R TGTGCGGATGAAGTCAGCTC
sul3-GKa-F | CAACGGAAGTGGGCGTTGTGGA
sul3 244
sul3-GKa-R | GCTGCACCAATTCGCTGAACG
QnrAm-F | AGAGGATTTCTCACGCCAGG
gnr(A) 580
QnrAm-R | TGCCAGGCACAGATCTTGAC
QnrBm-F GGMATHGAAATTCGCCACTG
Florokinolon | qnr(B) 264
QnrBm-R | TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
QnrSm-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT
gnr(S) 428
QnrSm-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
SHV-F AAGATCCACTATCGCCAGCAG
Sefalotin blaSHV 768
SHV-R ATTCAGTTCCGTTTCCCACCGG
_ | aac[3]-IV-F | CTTCAGGATGGCAAGTTGGT
. aac[3]
Gentamicin v 111
aac[3]-IV-R | TCATCTCGTTCTCCGCTCAT
aadAl-F TATCCAGCTAAGCGCGAACT
Streptomisin aadAl 447
aadAl-R ATTTGCCGACTACCTTGGTC
catl-F AGTTGCTCAATGTACCTATAACC
Kloramfenikol catl 547
catl-R TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC
cmlA-F CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC
Kloramfenikol cmlA 698
cmlA-R CACCTTGCCTGCCCATCATTAG
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3.5. Serotip Dagiliminin Belirlenmesi

Izolatlar, neonatal septisemili buzagilarda sik gériilen 0101, 09, 026, 0145 ve
O111 serotip genlerinin belirlenmesi amaciyla spesifik primerler kullanilarak
multipleks PCR (mPCR) ile arastirildi. Bu amagcla serotip genlerinin belirlenmesi i¢in
daha Onceki ¢alismalarda (Liu et al., 2009; Shahrani et al., 2014) belirtilen PCR
protokolleri modifiye ve optimize edilerek kullanildi (Tablo 3.3 ve Tablo 3.4).

0101 ve O9 genlerinin tespiti amactyla 21,8 pl steril distile su, 5 pl hedef DNA,
1 ul MgCly, 1 ul 10x PCR buffer, 0,7 ul ANTP, 0,1 ul Taq Polimeraz ve Tablo 3.3’de
belirtilen son primer konsantrasyonlarindan olusan toplam 30 pl karigim kullanildi.
mPCR kullanilarak tespit edilen O101 ve O9 genleri i¢in PCR amplifikasyon kosullari
95°C'de 10 dk 6n denatiirasyon, 95°C'de 30 sn denatiirasyon, 50°C'de 45 sn baglanma
ve 72°C'de 1 dk 10 sn uzama olmak tizere 30 siklusdan ve 72°C'de 5 dk final uzama
asamalarindan olusturuldu (Liu et al., 2009). 026, 0145 ve 0111 genlerinin tespiti
amaciyla yapilan mPCR ¢aligmasinda ise 12,2 pl steril distile su, 5 ul hedef DNA, 1,5
ul MgClz, 2,5 ul 10x PCR buffer, 0,6 ul ANTP, 0,2 ul Tag Polimeraz ve Tablo 3.3’de
belirtilen son primer konsantrasyonlarindan olusan toplam 25 pl karisim kullanildi.
026, 0145 ve O111 genleri i¢cin PCR amplifikasyon kosullar1 95°C'de 1 dk o6n
denatiirasyon, 95°C'de 20 sn denatiirasyon, 56°C'de 40 sn baglanma ve 72°C'de 30 sn
uzama olmak tiizere 30 siklusdan ve 72°C'de 8 dk final uzama asamalarindan
olusturuldu (Shahrani et al., 2014). Amplifikasyon iirlinleri etidium bromid (2pg/ml)
iceren % 1,5’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile

goriintiilendi.

Tablo 3.3. Serotip genlerinin tespitinde kullanilan PCR bilesenlerinin konsantrasyonu

PCR Malzemeleri ve Konsantrasyonlar (ul)

Hedef Primer
Gen S_terll 10X  MgClz dNTP Kons. (100 '_I'aq Hedef Toplam
distile PCR (25 (10 mM) pM stok) Polimeraz DNA  hacim
su Buffer mM) (19))
fleri Geri
09 0,05 0,05
21,8 1 1 0,7 0,1 5 30
0101 0,15 0,15
026 0,5 0,5
0145 12,2 2,5 1,5 0,6 0,5 0,5 0,2 5 25
0111 0,5 0,5
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Tablo 3.4. Serotip genlerinin tespitinde kullanilan primerler ve PCR kosullari

Serotip Primer Niikleotid sekans (5'-3") l(J;;)n Kaynak
wzt-F TGGGTGTTAAAAGACATCAA
09 1142
wzt-R CCCAGAAATCCATGCTC .
(Liuetal.,
wzm-F GTGTTACTTTCATATCGTCCAG 2009)
0101 507
wzm-R ATGCAATGCGGTTTCTAC
wzx-F CAGAATGGTTATGCTACTGT
026 423
wzx-R CTTACATTTGTTTTCGGCATC
wzx-F CCATCAACAGATTTAGGAGTG .
(Shahrani et al.,
0145 609 2014)
wzx-R TTTCTACCGCGAATCTATC
wzx-F TAGAGAAATTATCAAGTTAGTTCC
0111 406
wzx-R ATAGTTATGAACATCTTGTTTAGC

3.6. Virulens Genlerin Belirlenmesi

Izolatlarda, neonatal septisemide rol alan enterotoksijenik virulens genlerin
belirlenmesi amaciyla simpleks ve multipleks PCR ¢alismalar1 yapildi. F41, F5 (K99),
F17c, STa, LT-11 ve EAST1 virulens genleri Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da belirtilen
spesifik primerler kullanilarak incelendi. Virulens genlerinin belirlenmesi amaciyla
daha onceki caligmalarda (Giiler et al., 2008; Zajacova et al., 2012; Shahrani et al.,
2014; Umpiérrez et al., 2016) bildirilen PCR protokolleri modifiye ve optimize
edilerek kullanildi.

F5 geninin tespiti i¢in 14,55 ul steril distile su, 5 ul hedef DNA, 2,25 ul MgCla,
2,5 ul 10x PCR buffer, 0,2 ul ANTP, 0,1 ul Taq Polimeraz ve Tablo 3.5’te belirtilen
son primer konsantrasyonlarindan olusan toplam 25 pl karisim kullanildi. F5 geninin
tespiti amaciyla yapilan PCR amplifikasyon kosullar1 94°C'de 4 dk 6n denatiirasyon,
94°C'de 1 dk denatiirasyon, 50°C'de 1 dk baglanma ve 72°C'de 1 dk uzama olmak
tizere 30 siklusdan ve 72°C'de 5 dk final uzama asamalarindan olusturuldu (Umpiérrez
etal., 2016).

F17c virulens geninin tespiti amaciyla 14,6 ul steril distile su, 5 ul hedef DNA,
2 ul MgCly, 2,5 ul 10x PCR buffer, 0,5 ul dNTP, 0,15 ul Taq Polimeraz ve Tablo

3.5’te belirtilen son primer konsantrasyonlarimi igeren toplam 25 pl karisim
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olusturuldu. PCR karisimi, 95 °C’de 3 dk 6n denatiirasyonu takiben, 94 °C’de 1 dk
denatiirasyon, 56 °C’de 45 s primer baglanma, 72 °C ‘de 1 dk uzama olmak iizere 34
siklus ve 72 °C’de 10 dk final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu

(Shahrani et al., 2014).

LT-Il virulens geninin tespiti amaciyla yapilan diger bir PCR ¢alismasinda ise
17,65 ul steril distile su, 2,5 pl hedef DNA, 1,5 ul MgCly, 2,5 ul 10x PCR buffer, 0,5
ul dNTP, 0,1 pl Taq Polimeraz ve Tablo 3.5°te belirtilen son primer
konsantrasyonlarindan olusan toplam 25 pl karisim kullanildi. PCR kullanilarak tespit
edilen LT-1I geni i¢in PCR amplifikasyon kosullar1 94°C'de 6 dk 6n denatiirasyon,
95°C'de 50 sn denatiirasyon, 56°C'de 1 dk 10 sn baglanma ve 72°C'de 50 sn uzama
olmak {iizere 34 siklusdan ve 72°C'de 6 dk final uzama asamalarindan olusturuldu

(Shahrani et al., 2014).

EASTL1 virulens geni igin ise Zajacova vd. (2012) bildirdikleri PCR protokoli
modifiye ve optimize edilerek kullanildi. Bu amagla yapilan PCR ¢alismasinda 17,4
ul steril distile su, 5 pl hedef DNA, 2,5 ul Amplitaq gold 360 master mix (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA) ve Tablo 3.5’te belirtilen son primer
konsantrasyonlarindan olusan toplam 25 pl karisim kullanildi. PCR karigimi, 94 °C’de
3 dk 6n denatiirasyonu takiben, 94 °C’de 40 sn denatiirasyon, 55 °C’de 2 dk baglanma,
72 °C ‘de 3 dk uzama olmak iizere 30 siklus ve 72 °C’de 3 dk final uzama kosullarinda

amplifikasyon iglemine tabi tutuldu.

STa ve F41 virulens genlerinin tespiti amaciyla gergeklestirilen mPCR
calismasinda 34,85 pl steril distile su, 5 pl hedef DNA, 3 pl MgCl, 5 pl 10x PCR
buffer, 0,9 ul dNTP, 0,25 ul Taq Polimeraz ve Tablo 3.5’te belirtilen son primer
konsantrasyonlarindan olusan toplam 50 pl karigim kullanildi. mPCR kullanilarak
tespit edilen STa ve F41 genleri i¢in PCR kosullar1 94 °C’de 3 dk 6n denatiirasyonu
takiben, 94 °C’de 30 s denatiirasyon, 50 °C’de 45 s baglanma, 70 °C ‘de 1.5 dk uzama
olmak tizere 25 siklus ve 70 °C’de 10 dk final uzama asamalarindan olusturuldu (Gtiler

et al., 2008).
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Tablo 3.5. Virulens genlerinin tespitinde kullanilan PCR bilegenlerinin konsantrasyonu

PCR Malzemeleri ve Konsantrasyonlari (pl)

Primer Kons.
Hedef  sterii 19X MgCL  dNTP (100 uM Tad et Son
Gen distile su PCR (25 (10 stok) Polimeraz DNA  hacim
Buffer mM) mM) 5U)
fleri Geri
F5 14,55 2,5 2,25 0,2 0,2 0,2 0,1 5 25
F17 14,6 2,5 2 05 0,125 0,125 0,15 5 25
LT-1I 17,65 2,5 1,5 05 0,125 0,125 0,1 2,5 25
STa 025 0,25
34,85 5 3 0,9 0,25 5 50
F41 025 0,25
EAlST 17,4 1x Master Mix (2,5) 005 005 : 5 25
Tablo 3.6. Virulens genlerinin tespitinde kullanilan primerler ve PCR kosullar
Virulens . . . ) ar Uriin
Gen Primer Niikleotid sekans (5'-3") (bp) Kaynak
K99-F TATTATCTTAGGTGGTATGG (Umpiérre
F5 314 zetal.,
K99-R GGTATCCTTTAGCAGCAGAGTATTTC 2016)
F41-F GCATCAGCGGCAGTATCT Gl
tler et
F41 380 al.. 2008)
F41-R GTCCCTAGCTCAGTATTATCACCT
Fl7c-F GCAGGAACCGCTCCCTTGGC (Shahrani
F17c 416 etal.,
F17c-R CAACTAACGGGATGTACAGTTTC 2014)
STa-F GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA Gl
tler et
STa 190 al.. 2008)
STa-R | AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA
LT-1 218 etal.,
LTI-R TCCTTCATCCTTTCAATGGCTTT 2014)
east 11a CCATCAACACAGTATATCCGA (Zajacova
EAST1 111 etal.,
east 11b GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT 2012)
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Kars ve ilgelerindeki 10 giinliikten kiiciik neonatal septisemili buzagilardan
alinan 200 disk1 6rneginden fenotipik olarak karakterize edilen 95 (% 47,5) E. coli
izolatinin PCR ile dogrulamasi sirasinda, tiim izolatlar 662 bp bant ile tespit edildi ve

E. coli olarak dogruland1 (Sekil 4.1).

250
200
150
100

50

m Ornek Sayisi W Pozitif izolat Sayisi

Sekil 4.1. Fenotipik ve genotipik olarak izole ve identifiye edilen E. coli sayist

4.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Kirby-Bauer standart disk difiizyon testiyle yapilan fenotipik antibiyotik direng
analizine gore izolatlarin 90’1 (% 94,7) streptomisine, 89u (% 93,7) tetrasikline, 85’1
(% 89,5) ampisiline, 83°t (% 87.4) trimetoprim-sulfametoksazole, 83’1 (% 87,4)
Kloromfenikole, 71’1 (% 74,7) enrofloksasine, 59°u (% 62,1) gentamisine ve 23’1 (%
24,2) de sefalotine kars1 direngli bulundu (Tablo 4.1, Sekil 4.2). E. coli izolatlarinin
antibiyotik direnglilik profilleri Tablo 4.2.”de sunuldu. Orta duyarlilar, direngli olarak
kabul edildi.

Tablo 4.1. E. coli izolatlarinin antibiyotik direnglilik/duyarlilik oranlar

Antibiyotik Direnclilik Oram Duyarhlik Oram
AM10 85 (% 89,5) 10 (% 10,5)
CN10 59 (% 62,1) 36 (% 37,9)
KF30 23 (% 24,2) 72 (% 75,8)
TE30 89 (% 93,7) 6 (% 6,3
ENR5 71 (% 74,7) 24 (% 25,3)
SXT25 83 (% 87,4) 12 (% 12,6)

C30 83 (% 87,4) 12 (% 12,6)
S10 90 (% 94,7) 5(%5,3)
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AM10

Antibiyotik

CN30 mKF30 MTE30

ENR5

SXT25

Sekil 4.2. E. coli izolatlarin antibiyotik direnglilik oranlari (%)

Tablo 4.2. E. coli izolatlarinin antibiyotik direng profilleri

C30 ™ S10

Say1 Izﬁg“ AMI0 | CN10 | KF30 | TE30 | ENR5 | SXT25 | C30 | S10
1| a4 R R S R R R R R
2 | 5 R R R R R R R R
3 | 7 R S R R R R R R
4| 11 R R S R R R R R
5 | 12 R R R R R R R R
6 | 13 R R S R R R R R
7 | 14 R R S R R R R R
8 | 16 R R S R R R R R
9 | 19 S R S R S R R R
10 | 20 R S S R S R R R
1| 21 R S R R S R R R
12 | 23 R R R R R R R R
13 | 24 R R S R R R R R
14 | 25 R S S R S R R R
15 | 27 R S S R S R R R
16 | 28 R S S R S R R R
17 | 29 R S R R R R R R
18 | 30 R R S R R R R R
19 | 33 R R R R R R R R
20 | 37 R R S R R R R R
21 | 38 R R S R R R R R
22 | 39 R R R R R R R R
23 | 43 R S S R S R R R
24 | a4 R R R R R R R R
25 | 45 R R S R S R R R
26 | 46 R R R R R R R R
27 | 48 R R S R R R R R
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Tablo 4.2. (devami)
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Tablo 4.2. (devami)

84 148 R R R R R R R R
85 149 R R R R S R R R
86 150 R R S R R R R R
87 151 R R R R R R R R
88 152 R R S R R R R R
89 153 R R R R R R R R
90 154 R S S R S S S R
91 155 R R R R R R R R
92 156 R R R R R R R R
93 157 R R S R R R R R
94 158 R R S R R R R R
95 159 R R R R R R R R

AM10: Ampisilin (10 pg), CN10: Gentamisin (10 pg), KF30: Sefalotin (30 pg), TE30: Tetrasiklin (30
ng), ENRS: Enrofloksasin (5 pg), SXT25: Trimetoprim-siilfametoksazol (25 ng), C30: Kloromfenikol
(30 png), S10: Streptomisin (10 pg)

Izolatlarin ¢oklu antibiyotik direnclilikleri degerlendirildiginde 95 E. coli

izolatinin 90’mnm (% 94,7) ii¢c ve daha fazla antibiyotik grubuna (CID) direng

gosterdigi belirlendi. Coklu antibiyotik direngliligi saptanan 90 izolatin 16’s1 (% 17,8)
sekiz, 37°si (% 41,1) yedi, 18’1 (% 20) alt1, 13’1 (% 14,4) bes, 371 (% 3,3) dort ve 3’1
(% 3,3) de ti¢ farkli antibiyotige birlikte direngli bulundu (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. E. coli izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direnglilik sonuglari

Antibiyotik Diren¢ Profili Antibiyotik sayisi izolat sayis1 (%)
AM-CN-KF-TE-ENR-SXT-C-S 16 (17.8)
AM-CN-TE-ENR-SXT-C-S 31
AM-KF-TE-ENR-SXT-C-S 2
AM-CN-KF-ENR-SXT-C-S 2
AM-CN-KF-TE-SXT-C-S 1
AM-CN-KF-TE-ENR-C-S 1

Toplam 37 (41.1)
AM-TE-ENR-SXT-C-S 11
AM-CN-ENR-SXT-C-S 2
AM-CN-SXT-C-S 2
CN-TE-ENR-SXT-C-S 2
AM-KF-TE-SXT-C-S 1

Toplam 18 (20)
AM-TE-SXT-C-S 7
AM-TE-ENR-SXT-S 2
AM-TE-SXT-C-S 2
CN-TE-SXT-C-S 2

Toplam 13 (14.4)
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Tablo 4.3. (devami)

AM-TE-SXT-S 2
TE-ENR-C-S * 1

Toplam 3 (3.3)
AM-TE-S 2
TE-C-S ° 1

Toplam 3 (3.3)

TOPLAM 90 (94.7)*

AM-TE 2 1

*3 ve daha fazla antibiyotige direngli izolat sayis1

AM10: Ampisilin (10 pg), CN10: Gentamisin (10 pg), KF30: Sefalotin (30 png), TE30: Tetrasiklin (30
ng), ENRS: Enrofloksasin (5 pg), SXT25: Trimetoprim-siilfametoksazol (25 pg), C30: Kloromfenikol
(30 png), S10: Streptomisin (10 pg)

4.3. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Toplam 95 adet E. coli
incelendiginde sull, sul2 ve sul3 izolatlarin sirasiyla 64 (% 67,4), 51 (% 53,7) ve
71’inde (% 74,7) belirlendi (Sekil 4.3). Siilfanomid diren¢ genlerinin ¢ogu kombine
halde bulundu. 60 izolatta sull ve sul2, 41 izolatta sull ve sul3, 43 izolatta sul2 ve

izolati

siilffanomid diren¢ genleri acisindan

sul3, 39 izolatta ise sull, sul2 ve sul3 genleri birlikte tespit edildi.

1000 bp

100 bp

Sekil 4.3. Siilfonamid direncine neden olan sull (433 bp), sul2 (721 bp) ve sul3 (244 bp) genlerinin
mMPCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100 bp DNA Ladder), P:
Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1 ve 2: sull, sul2 ve sul3, 3 ve 4: sul 3, 5: sull)

Izolatlar tetrasiklin direng geni varligi yéniinden arastirildiginda tet(A), tet(B) ve
tet(C) genleri sirastyla 52 (% 54,7), 84 (% 88,4) ve 5 (% 5,3) izolatta tespit edildi (Sekil
4.4). Tetrasiklin direng genleri mPCR ile tespit edilen izolatlardan 50’sinin tet(A) ve
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tet(B), 4’tiniin tet(A) ve tet(C), 4’{iniin tet(B) ve tet(C), 3 iiniin tet(A), tet(B) ve tet(C)

genlerini ortak olarak tagidig1 belirlendi.

Sekil 4.4. Tetrasiklin direncine neden olan tet(A) (502 bp), tet(B) (173 bp) ve tet(C) (888 bp) genlerinin
mMPCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100 bp DNA Ladder), P:
Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1, 5, 6, 7: tet(A), tet(B) ve tet(C) 2 ve 3: tet(A) ve tet(B))

Florokinolon direng belirleyicileri ile ilgili olarak izolatlarin 1’inde (% 1,05)
gnr(A), 54’iinde (% 56,8) gnr(B) ve 25’inde (% 26,3) gnr(S) saptanirken, 15 izolatin
gnr(B) ve gnr(S) igin ortak oldugu belirlendi. Ote yandan gnr(A) direng genine sahip
olan izolatin gnr(B) ve gnr(S) genlerini de tagidig: tespit edildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Florokinolon direncine neden olan gnr(A) (580 bp), gnr(B) (264 bp) ve gnr(S) (428 bp)
genlerinin mPCR ile belirlenmesi [M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100 bp DNA
Ladder), P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1: gnr(A), 2, 5-7: gnr(S), 3,4: gnr(B)]

Gentamisin direncine neden olan aac[3]-1V, streptomisin direncine neden olan
aadAl ve kloramfenikol direncine neden olan cmlA ve catl genleri mPCR ile
incelendiginde izolatlarin 12’sinin (% 12,6) aac[3]-1V, 35’inin (% 36,8) aadAl,
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58’inin (% 61) cmlA ve 27’sinin (% 28,4) catl genleri yoniinden pozitif oldugu tespit
edildi. 19 izolatin cmlA ve catl direng genlerini ortak olarak tasidigi belirlendi (Sekil
4.6).

1000 |)1|

500 bp

100 bp

Sekil 4.6. Gentamisin direncine neden olan aac[3]-1V (111 bp), streptomisin direncine neden olan
aadAl (447 bp), kloramfenikol direncine neden olan cmlA (698) ve catl (547 bp) genlerinin
mPCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100 bp DNA Ladder), P:
Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1: cmlA, catl ve aac[3]-1V, 2: catl, 3 ve 4: cmlA ve
catl)

Izolatlarin ampisilin direncine neden olan CITM gen varlig1 degerlendirildiginde
37 izolatin (% 38,9) bu geni tasidig1 ortaya kondu (Sekil 4.7). Izolatlarin higbirinde
blaSHV geni tespit edilemedi. E. coli izolatlarinin antibiyotik direng geni oranlari
Tablo 4.4°te, E. coli izolatlarinin antibiyotik direng geni varligi Sekil 4.8’de sunuldu.

E. coli izolatlarinin fenotipik ve genotipik antibiyotik direnglilik durumlar1 Tablo

4.5’te gosterildi.

1000 bp

SO0 bp

100 bp

Sekil 4.7. Ampisilin direncine neden olan CITM (462 bp) geninin PCR ile belirlenmesi (M: Marker
(Thermo Scientific, SM0241, 100 bp DNA Ladder), P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol,
1,2,3,4: CITM)
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Tablo 4.4. E. coli izolatlarinin antibiyotik direng geni oranlari

Antibiyotik Diren¢ Geni Pozitif Gen Oram
Gentamisin aaca[3]-1V 12 (%12.6)
Streptomisin aadAl 35 (%36.8)
catl 27 (%28.4)
Kloramfenikol
cmlA 58 (%61)
Ampisilin CIT™M 37 (%38.9)
Qnr-A 1 (%1.05)
Enrofloksasin Qnr-B 54 (%56.8)
Qnr-S 25 (%26.3)
Sul-1 64 (%67.4)
Trimetoprim-sulfametoksazol Sul-11 51 (%53.7)
Sul3-GKm 71 (%74.7)
TetA 52 (%54.7)
Tetrasiklin TetB 84 (%88.4)
TetC 5 (%5.3)
Sefalotin blaSHV 0
100,00
88,4
90,00
80,00 74,7
70,00 67,4
61
60,00 26,8 537|547
50,00
38,9
40,00 36,8
30,00 284 26,3
2000 454 I I
10,00 I 5,3
1,05
0,00 —_—
M aaca[3]-IV maadAl M catl cmlA ECITM
HQnr-A HQnr-B HQnr-S W Sul-| | Sul-ll
B Sul3-GKm HTetA W TetB TetC blaSHV

Sekil 4.8. E. coli izolatlarinin antibiyotik direng geni varligi (%)
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Tablo 4.5. izolatlarm antibiyotik direncinin fenotipik ve genotipik olarak birlikte incelenmesi

Antibiyotik / Diren¢ Geni Pozitif Gen Orani Fenotipik Direnclilik Oram
Gentamisin aaca[3]-IV 12 (%12,6) 59 (%62,1)
Streptomisin aadAl 35 (%36,8) 90 (% 94,7)
catl 27 (%28,4)
Kloramfenikol 83 (%87,4)
cmlA 58 (%61)
Ampisilin CITM 37 (%38,9) 85 (%89,5)
Qnr-A 1 (%1,05)
Enrofloksasin Qnr-B 54 (%56,8) 71 (%74,7)
Qnr-S 25 (%26,3)
Sul-1 64 (%67,4)
SJ;;”%GJ&T;;“ZN Sul-1l 51 (%53,7) 83 (%87,4)
Sul3-GKm 71 (%74,7)
TetA 52 (%54,7)
Tetrasiklin TetB 84 (%88,4) 89 (%93,7)
TetC 5 (%5,3)
Sefalotin blaSHV 0 23 (%24,2)

4.4. Serotip Genlerinin Belirlenmesi

Patojenitede 6nemli rol oynayan serotiplerin genotipik olarak belirlenmesi
amaciyla yapilan genoserotiplendirme sonucunda; izolatlardan 32’sinin (% 33,7)
0101 (Sekil 4.9), 6’smin (% 6,3) 026 (Sekil 4.10), 2’sinin (% 2,1) de 0145 serotipi
oldugu tespit edildi. Hicbir izolatta O111 ve O9 serotipi saptanamazken, 55 izolatin

(% 57,9) test edilen serotiplerin tamami yoniinden negatif oldugu goriildii (Tablo 4.6).

Sekil 4.9. 0101 (507 bp) geninin PCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100
bp DNA Ladder), P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol,1, 2 ve 3: 0101)
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1000 b

SO0 Ly

100 Ly

Sekil 4.10. 026 (423 bp) geninin PCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100
bp DNA Ladder), P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1 ve 2: 026)

Tablo 4.6. E. coli izolatlarinin serotiplendirme (genotipik) sonuglari

Serotip (Genotipik)
izolat No 0101 0145 026 09 0111

4 - - - - -

5 - - - - -

7 - - - - -
11 - - - - -
12 + - - - -
13 - - - - -
14 - - - - -
16 - - - - -
19 - - + - -
20 - - - - -
21 - - - - -
23 - - - - -
24 - - - - -
25 - - - - -
27 - - - - -
28 - - + - -
29 - - - - -
30 - - - - -
33 - - + - -
37 - - - - -
38 - - - - -
39 - - - - -
43 - - - - -
44 + - - - -
45 - - - - -
46 - + - - -
48 - - - - -
49
50
55
56
57
58
59
61

+ |+ |+
1

+ |+ |+
1
+
1
1
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Tablo 4.6. (devami)

izolat No

Serotip (Genoti

k)

0101

0145

026

63

64

66

+ |

67

68

69

70

75

76

[+ ]+

78

79

+

85

86

88

89

91

94

95

97

99

101

103

104

105

109

110

111

112

113

115

116

119

120

124

126

132

135

136

137

138

139

=+ [

140

142

143

144

145

146

147

|+ |||+

148

149

+

150

151

152

153
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Tablo 4.6. (devami)

. Serotip (Genotipik)

Izolat No 0101 0145 026 09 o111
154 + - - R
155 - - . . -
156 - - . . -
157 - - - - -
158 - - . . -
159 - - . . -

Toplam 31(%326) | 2(%21) | 6(%63) | 0(%0) 0 (%0)

4.5. Virulens Genlerin Belirlenmesi

Viriilens genlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan tekli ve coklu PCR
caligmalar1 sonucunda; 22 (% 23,2) izolatin Eastl (Sekil 4.11), 21 izolatin (% 22,1)
F5 (Sekil 4.12), 19 izolatin (% 20) STa, 17 izolatin (% 17,9) F41 (Sekil 4.13) ve 3
izolatin (% 3,2) da LT geni tasidig: tespit edildi. izolatlarin hicbirinde F17¢ geni tespit
edilemedi (Tablo 4.7). Virulens genlerinin izolatlarda tekli veya kombine halde
bulundugu belirlendi. E. coli izolatlarina ait tekli ve ¢oklu viriilens gen profilleri

(virotip dagilimi) Tablo 4.8’de sunuldu. Diger yandan E. coli izolatlarinda viriilens

gen profili ve test edilen antibiyotiklere direnclilik agisindan pozitiflik sonuglar1 Tablo

4.9 ve Tablo 4.10’da gosterildi.

Sekil 4.11. Eastl (111 bp) geninin PCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100
bp DNA Ladder), P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1-7: Eastl)
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1000 bp

Sekil 4.12. F5 (314 bp) geninin PCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo Scientific, SM0241, 100 bp
DNA Ladder), P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1-6: F5)

Sekil 4.13. STa (190 bp) ve F41 (380 bp) genlerinin mPCR ile belirlenmesi (M: Marker (Thermo
Scientific, SM0241, 100 bp DNA Ladder), P: Pozitif Kontrol, N: Negatif Kontrol, 1-5: STa
ve F41, 6-12: STa)

Tablo 4.7. E. coli izolatlarinin virulens gen sonuglari

izolat No F5 EAST1 LT STA F41 F17
4 - - - - - -
5 - - - - - -
7 - - - - - -
11 - - - - - -
12 - - - - - -
13 - - - - - -
14 - - - - - -
16 - - - - - -
19 - - - - - -
20 - - - - - -
21 - - - - - -
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Tablo 4.7. (devami)

izolat No

23

24

25

27

28

29

30

33

37

38

39

43

44

45

46

48

49

50

55

56

57

+ |+ |+ |+

58

59

61

63

64

66

67

+ |+ |+ |+

68

69

70

75

76

78

79

85

86

88

89

91

94

95

97

99

101

103

=+ [

104

105

109

+ |+

110

111

112

113

115

116

94




Tablo 4.7. (devami)

izolat No

STA

Fal

119

120

124

126

132

135

136

137

138

139

140

142

143

144

145

146

+ |+

147

148

149

150

151

+ |+ |+ |+

152

153

+

154

155

156

+

157

158

+

+

159

+

Toplam (n=95)

21(%22.1)

22(%23.2)

3(%3.2)

19(%20)

17(%17.9)

Tablo 4.8. E. coli izolatlarinin tekli ve ¢oklu virulens gen profilleri (virotip)

Viriilens Gen Profili

Gen Sayis1

izolat sayis1 (%)

F5,F41,STa,LT

F5, F41,STa,EAST1

2 (%2,1)

1 (%1)

F5,F41,5Ta 12 (%12,6)
F5,EAST1 3 (%3,1)
STa,F41 2 (%2,1)
F5,STa 1 (%1)
STa, EAST1 1 (%1)
EAST1 17 (%17,9)
F5 2 (%2,1)
LT 1 (%1)
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Tablo 4.9. izolatlarin virotipine gére antibiyotik direnglik sonuglari

Direncli izolat Sayis1
Viriitens Geni | “M' | CN10 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | C30 | S10
EAST1 (17) 16 14 7 16 13 16 16 16
F5,F41,STa (12) 11 10 0 10 12 12 12 12
F5,EAST1 (3) 2 1 0 3 1 1 3 3
F5,F41,STa,LT (2) 2 1 0 2 2 2 2 2
STa,F41 (2) 2 1 0 2 2 2 2 2
F5 (2) 2 0 0 2 0 1 0 2
F5, F41,?;’)a,EAST1 1 1 0 1 1 1 1 1
STa, EAST1 (1) 1 1 1 1 1 1 1 1
F5,STa (1) 1 1 1 1 1 0 1 1
LT (1) 1 0 0 1 1 1 1 1
Tablo 4.10. izolatlarin virulens gen profillerine gore antibiyotik direnclik sonugclar
Viriilens gen ANTIBIYOTIKLER*
profili izolat
(Pozitif izolat No AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENR5 | SXT25 | C30 | S10
sayisl)
24 + + - + + + + +
25 + - - + - + + +
30 + + - + + + + +
33 + + + + + + + +
48 + + - + + + + +
88 + - - + + + + +
112 + + - + + + + +
136 + + - + + + + +
Eastl (17) 138 + + + - + + + +
145 - + - + - + + +
146 + - - + - - - -
148 + + + + + + + +
149 + + + + - + + +
150 + + - + + + + +
151 + + + + + + + +
156 + + + + + + + +
159 + + + + + + + +
Toplam Direncli Izolat 16 14 7 16 13 16 16 16
Sayisi
Izolat
No AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENR5 | SXT25 | C30 | S10
49 + + - + + + + +
50 + + - - + + + +
55 + - - + + + + +
61 + - - + + + + +
63 + + - + + + + +
F5,F41,STa (12) —¢ " " - " " " " "
66 + + - + + + + +
79 + + - + + + + +
97 + + - + + + + +
115 + + : - T T " ;
126 - + - + + + + +
158 + + - + + + + +
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Tablo 4.10. (devami)

Toplam Direngli izolat

11 10 0 10 12 12 12 12
Sayisi
izolat
No AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | C30 | S10
F5, EAST1 (3) 56 - - - + - - + +
57 + - - + - - + +
67 + + - + + + + +
Toplam Direncli Izolat 2 1 0 3 1 1 3 3
Sayisi
Izolat | \\110 | N0 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | C30 | S10
F5,F41,STa,LT No
2) 105 + - - + + + + +
109 + + - + + + + +
Toplam Direncli Izolat 2 1 0 2 2 2 2 2
Sayis1
Izolat
No AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | C30 | S10
59 + - - + + + + +
STa,F41 (2) Y n n : n + n + +
Toplam Direncli I1zolat 2 1 0 2 2 2 2 2
Sayisi
izolat
No AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | C30 | S10
F5(2) 124 | + : : + . + -+
154 + - - + - - - +
Toplam Direncli I1zolat 2 0 0 2 0 1 0 2
Sayisi
izolat
No AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENR5 | SXT25 | C30 | S10
F5,
F41,STa,EAST1 91 + + - + + + + +
(1) _
Toplam Direncli Izolat 1 1 0 1 1 1 1 1
Sayisi
Izolat | \\1o | oN10 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | €30 | S10
STa, EAST1 (1) No
153 + + + + + + + +
Toplam Direncli Izolat 1 1 1 1 1 1 1 1
Sayis1
Izolat AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | C30 | S10
F5,STa (1) No
137 + + + + + - + +
Toplam Direncli Izolat 1 1 1 1 1 0 1 1
Sayis1
izolat
AM10 | CN10 | KF30 | TE30 | ENRS | SXT25 | C30 | S10
LT (1) No
103 + - - + + + + +
Toplam Direncli Izolat 1 0 0 1 1 1 1 1
Sayisi

*Direngli izolatlar +, Duyarli izolatlar - olarak gosterildi.
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5. TARTISMA

ETEC, insanlarda turist ishaline (Al-Abri et al., 2005), yeni dogan ¢iftlik
hayvanlarinda ise ciddi dehidrasyon ve elektrolit dengesizligi nedeniyle oliimle
sonuclanabilen sulu ishallere neden olmaktadir (Cabalar vd., 2001; Picco et al., 2015).
ETEC, insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda koliform kokenli ishallerde en sik goriilen
etkendir (Nagy and Fekete, 2005; Giilhan vd., 2009a). ETEC enfeksiyonlarinin
patogenezinde en onemli viriilens faktorleri fimbrial adhezinler ve enterotoksinlerdir
(Glilhan vd., 2009b). Buzagilarda neonatal septisemiye neden olan ETEC
enfeksiyonlarinda en sik tespit edilen virulens faktorleri F5 (K99), F17 (FY), F41, ST,
labil toksin LT ve enteroagregatif stabil toksin 1 (EAST-1)’dir (Kaper et al., 2004).
Buzagi E. coli enfeksiyonlarinda sik goriilen serotipler ise O157, 026, 0103, O111,
0145, 045, 091, 0113, 0121, 0128, 08, 09 ve O101°dir (Dubreuil et al., 2016).

Antibiyotiklere direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar, insan ve
hayvan saghgi ic¢in artan bir tehdit olusturmaktadir (Wernli et al., 2011).
Antibiyotiklere karsi diren¢ gelisiminin bakteriler tarafindan kisa siirede
gerceklesmesi, patojenik bakterilerin % 70’inin en az bir antibiyotige direncli olmasi,
yeni antibiyotiklere karst direng¢ gelisim riski ve bu ilaglarin maliyeti nedeniyle
bakterilerle miicadele olduk¢a zorlasmigtir (Economou and Gousia, 2015). Artan
antibiyotik direnci nedeniyle tiim Diinya’da her yil yaklasik 700.000 kisi hayatini
kaybetmektedir (Woolhouse et al., 2016). 2050 yilina kadar bu sayinin yaklagik 10
milyon olacag: tahmin edilmektedir (O’Neill, 2016). Ayrica bu direngli bakteriler
nedeniyle c¢iftlik hayvanlarinda olusan enfeksiyonlar sonucu goriilen verim kaybu, ilag
masraflar1 ve hatta olimler nedeniyle ekonomik kayip olduk¢a yiiksek orandadir

(Algammal et al., 2020).

Gilinlimiizde diinyanin farkli yerlerinde buzagilardan elde edilen E. coli
izolatlarinda yiiksek oranda goriilen antibiyotik direnci Oonemli bir sorun teskil
etmektedir (DeFrancesco et al.,, 2004; Sato et al.,, 2005; Duse et al., 2015).
Buzagilardan elde edilen direngli E. coli izolatlart bu nedenle ayni ekosistemde
bulunan diger bakteriler i¢in 6nemli direng genleri kaynagi olabilmektedir (Donaldson
et al., 2006; Di Labio et al., 2007). Genel olarak, gen¢ buzagilarin digkiyla sagtiklar
direncli E. coli prevalansi, buzagilar daha 6nce antimikrobiyallerle tedavi edilmemis

olsa bile yiiksektir (Khachatryan et al., 2004; de Verdier et al., 2012; Duse et al., 2015).
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Bu c¢alismada neonatal septisemiye neden olan buzagi E. coli izolatlarinin sik
kullanilan antibiyotiklere kars1 fenotipik ve genotipik direng paternleri ile izolatlarinin
stk goriilen serotip ve virlilans genleri arastirildi. Fenotipik antibiyotik testinin
sonuglarina gore streptomisin (% 94,7), tetrasiklin (% 93,7), ampisilin (% 89,5),
trimetoprim-sulfametoksazol (% 87,4), kloromfenikol (% 87,4), enrofloksasin (%
74,7) ve gentamisine (% 62,1) kars1 yiiksek oranda antibiyotik direngliligi saptandi. E.
coli izolatlarinda antibiyotik diren¢ gen varligi degerlendirildiginde ise izolatlarin %
88,4 tinde tet(B), % 74,7’sinde sul3, % 67,4’tinde sull, % 61’inde cmlA, % 56,8’inde
gnr(B), % 54,7’sinde tet(A), % 53,7’sinde sul2, % 38,9’unda CITM, % 36,8’ inde
aadAl, % 28,4’iinde catl, % 26,3’tinde gnr(S), % 12,6’sinda aac[3]-1V, % 5,3’linde
tet(C) ve % 1,05’inde qnr(A) genleri belirlendi. Izolatlarin higbirinde blaSHV geni
tespit edilemedi. Degerlendirilen izolatlarin % 94,7°si ¢oklu antibiyotik direngli
bulundu. Benzer bir sonug, Konya’dan % 77,3 (Giiler vd., 2008) ve Erzurum’dan %
71,4 (Cengiz ve Adiguzel, 2020) oraninda ¢oklu ilaca direngli E. coli izolat1 bildiren
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Banglades’te diyareli buzagilardan elde
edilen CID’e sahip E. coli durumunu belirleyen bir ¢calismada (Haque et al., 2022),
izole edilen E. coli suslarmin % 100’i{iniin CID ne sahip izolat oldugu rapor edilmistir.
Bununla birlikte, diinyanin farkli bolgelerinde % 50-% 100 (Pereira et al., 2014;
Umpiérrez et al., 2017; Salaheen et al., 2019; Sobhy et al., 2020; Feuerstein et al.,
2021) arasinda degisen yiiksek bir CID orani ve bunun aksine % 50’nin altinda (de
Verdier et al., 2012; Gharieb et al., 2019; Algammal et al., 2020) olan CID oram
bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir. Coklu antibiyotik direncindeki farkliliklarin,
hayvanlarin bakim ve besleme sartlarimin farklilik gdstermesinden, antibiyotik
kullanim miktarindan ve cografi konum farkliliklarindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Bu calismada degerlendirilen fenotipik diren¢ oranlar1 incelendiginde,
izolatlarin neredeyse tiim antibiyotiklere kars1 yiiksek oranda direncli oldugu goriildii
ve en yiiksek direnglilik, Streptomisine (% 94,7) karsi saptandi. Iran’da neonatal
septisemili buzagilardan elde edilen E. coli izolatlarinda yapilan genis ¢apli bir
calismada (Shahrani et al., 2014), streptomisin direng orant % 98,2 olarak belirlenmis
olup yakin zamanda Misir’da yapilan farkli bir ¢alismada s6z konusu direncin % 95
(Algammal et al., 2020) oraninda oldugu tespit edilmistir. Bulunan sonuglar bu

calismada oldukga yiiksek oranda belirlenen streptomisin diren¢ orantyla uyumludur.
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Diger yandan tez ¢alismasinda belirlenen streptomisin direng orani, Brezilya (% 32,4),
Amerika (% 58), Kanada (% 67), Isvigre (% 50) ve Misir’da (% 67) streptomisin
direnci bildiren yakin tarihli ¢alismalara (Khachatryan et al., 2004; Rigobelo et al.,
2006; Gow and Waldner, 2009; de Verdier et al., 2012; Sobhy et al., 2020) gore
nispeten daha yiiksek bulundu. Streptomisinle ilgili direng geni olan aadAl geni bu
calismada % 36,8 olarak tespit edildi. Kanada’da yapilan bir ¢alismada (Gow et al.,
2008) aadAl direng geni orami % 19,2 olarak belirlenmistir. Yakin zamanda
Amerika’da yapilan bir calisgmada (Tyson et al., 2015) aadAl geni direng oran1 % 9,2
olarak bulunmustur. Misir’da yapilan bir ¢alismada ise (Hakim et al., 2017) bu gen %
42,8 oraninda tespit edilmistir. Iran’da ¢esitli antibiyotik diren¢ genlerinin incelendigi
bir arastirmada ise aadAl direng geni oranmin % 52,3 oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar ¢alismada buldunan direng oraniyla uyumludur. Ote yandan aadAl direng
geni orani Brezilya ve Iran’da yapilan ¢alismalar sonucunda (Guerra et al., 2006,
Shahrani et al., 2014, Pourtaghi and Sodagari, 2016) sirasiyla % 66, % 92,7 ve % 100
olarak tespit edilmistir. Bu arastirma sonuglarinin tez ¢alismasinda bulunan sonuca

gore yliksek oldugu goriildii.

Bu c¢alismada hayvanlarda sik kullanilan ve bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde oldukg¢a dnemli bir antibiyotik olan tetrasikline (OIE,2021) kars1 direng
oldukga yiiksek oranda (% 93,7) bulundu. Bu sonug¢ neonatal septisemili buzagilardan
izole edilen E. coli izolatlarinda Sudan (% 70), Amerika (% 79,2), Kanada (% 86,7),
Iran (% 98,1), Sili (% 64) ve Misir’da (% 79,5) yapilan calismalarla (Khachatryan et
al., 2004; Gow and Waldner, 2009; Shahrani et al., 2014; Ayis et al., 2015; Astorga et
al., 2019; Sobhy et al., 2020) benzerlik gostermektedir. Ayrica Tiirkiye’de Giiler vd.
(2008) tarafindan yapilan bir calismada, % 69,3 olarak bulunan tetrasiklin direng orani,
bu tez ¢aligmasinda bulunan yiiksek direng oran1 ile uyumludur. Ote yandan Isvigre’de
yapilan bir ¢alismada (de Verdier et al., 2012) buzagilardan elde edilen E. coli
izolatlarinda tetrasikline kars1 direncin % 44,6 oldugu tespit edilmis ve Cin’de Jia vd.
(2022) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada bu oranin % 33 oldugu bildirilmistir.
Brezilya’da yapilan bir ¢alismada (Rigobelo et al., 2006) % 45,7, Irak’ta yapilan bagka
bir ¢alismada (Hasan et al., 2018) ise % 31,3 tetrasiklin direnci rapor edilmistir.
Ispanya’da yakin tarihli bir arastirmada (Prieto et al., 2022) tetrasiklin direng oran1 %
29 olarak bulunmustur. Bu caligmalarin sonuglari tez ¢alismasinda bulunan tetrasiklin

diren¢ oranina gore nispeten daha diistliktiir. Caligmada izolatlar tetrasiklin direng geni
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varhigi yoniinden arastirildiginda tet(A), tet(B) ve tet(C) genleri sirasiyla % 54,7, %
88,4 ve % 5,3 olarak tespit edildi. Cek Cumhuriyeti’nde tet(A) direng geni varligin
inceleyen arastirmacilar (Dolejska et al., 2008) caligma sonucunda bu geni % 70 olarak
bulmustur. Brezilya’da yapilan bir arastirmada (Guerra et al., 2006) % 66 oraninda
tet(A), % 42 oraninda tet(B) diren¢ geni tespit edilmistir. Kanada’da bir grup
arastirmacinin tetrasiklin direng geni durumunu inceledigi bir ¢aligmada (Gow et al.,
2008) % 12 oraninda tet(A), % 68 oraninda tet(B), % 3,3 oraninda ise tet(C) direng
genleri belirlenmistir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan yapilan farkli bir ¢aligmada ise
(Gow and Waldner, 2009) bu oranlar sirasiyla % 17,9, % 72,6 ve % 2,8 oraninda rapor
edilmistir. Iran’da yapilan 2 farkli ¢alismada tet(A) geni %49 (Shahrani et al., 2014)
ve % 54,5 (Pourtaghi and Sodagari, 2016) olarak bulunurken, % 40,6 (Shahrani et al.,
2014) oraninda tet(B) direng geni tespit edilmistir. Yakin zamanda Amerika’da yapilan
bir ¢aligmada (Tyson et al., 2015) tet(A), tet(B) ve tet(C) direng geni oranlarinin
sirastyla % 71,1, % 22,4 ve % 21,1 oldugu ortaya konulmustur. Cin’de yapilan bir
arastirmada (Jia et al., 2022) tet(A) ve tet(B) genleri sirasiyla % 29 ve % 19 olarak
bildirilmistir.

Bu calismada incelenen izolatlarda bulunan yiiksek diren¢ oranina sahip diger
bir antibiyotik ise ampisilindir (% 89,5). Calismada bulunan yiiksek direng orani
Tiirkiye’de Giiler vd. (2008) tarafindan bulunan yiiksek direng orani (% 65,3) ile
uyumludur. Bununla birlikte, diinyanin farkli boélgelerinde % 50-% 100 arasinda
degisen (Shahrani et al., 2014; Ayis et al., 2015; Gharieb et al., 2019; Sobhy et al.,
2020; Jia et al., 2022) yiiksek ampisilin direng oranlari bildiren ¢alismalar ve % 50’nin
altinda olan (Khachatryan et al., 2004; de Verdier et al., 2012; Gow and Waldner,
2009; Prieto et al., 2022) nispeten daha diisiik oranda ampisilin direnci bildiren
calismalar da bulunmaktadir. Bu calismada izolatlarin ampisiline kars1 antibiyotik
direng geni olan CITM gen varlig1 incelendiginde % 38,9 olarak bulundu. Iran’da

yapilan bir calismada (Shahrani et al., 2014) bu oran % 77 olarak tespit edilmistir.

[zolatlarin tedavi amaciyla sik kullanilan diger bir antibiyotik olan trimetoprim-
siilfametaksazol direnci incelendiginde bu ¢alismada bulunan yiiksek direng orani (%
87,4), Kars iline komsu olan Erzurum’da Cengiz ve Adigiizel (2020) tarafindan
bulunan diren¢ orani (% 69,9) ile uyumludur. Bu oran Konya’da yapilan baska bir
calismada (Giiler vd., 2008) % 52 olarak bulunmustur. iran’da bir grup arastirmaci

tarafindan yapilan arastirmada trimetoprim siilfametaksazol orani oldukga yiiksek
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oranda (% 90,3) tespit edilmistir (Shahrani et al., 2014). Ote yandan Kanada’da yapilan
bir ¢aligmada trimetoprim-siilfametaksazol direng oran1 % 29,2 olarak bulurken (Gow
and Waldner, 2009) bu oran Brezilya’da % 43,4 (Rigobelo et al., 2006), Sili’de % 48
(Astorga et al., 2019), Misir’da % 36,7 (Algammal et al., 2020), % 45 (Gharieb et al.,
2019) ve % 43,2 (Sobhy et al., 2020) olarak rapor edilmistir. Irak’ta Hasan vd. (2018)
tarafindan yapilan bir ¢calismada trimetoprim-siilfametaksazol direnci % 12,5 olarak
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda trimetoprim siilfametaksazol oraninin yakin tarihli
diger ¢alismalara gore nispeten daha yiiksek oranda oldugu goriildii. Bu galismada
stilfanomid direncine neden olan sull, sul2 ve sul3 genleri izolatlarin sirasiyla % 67,4,
% 53,7 ve % 74,7’sinde belirlendi. Calisma ile uyumlu olarak diinyanin farkli
bolgelerinde % 57,1-% 87 arasinda degisen (Khachatryan et al., 2004; Guerra et al.,
2006; Shahrani et al., 2014; Pourtaghi and Sodagari, 2016; Hakim et al., 2017) sull,
%67-81 arasinda degisen (Guerra et al., 2006; Gow et al., 2008; Dolejska et al., 2008;
Gow and Waldner, 2009) sulll genleri tespit edilen ¢aligmalar bulunmaktadir. Diger
yandan bu ¢alismadan farkli olarak % 17,1-% 42 arasinda (Guerra et al., 2006; Gow
et al., 2008; Gow and Waldner, 2009; Tyson et al., 2015; Algammal et al., 2020)
nispeten daha diisiik oranda sull geni tespit edilen ¢alismalar mevcuttur. Benzer
sekilde bu ¢alismadan farkli olarak diisiik oranda sulll ve sullll geni tespit edilen
caligmalar (Guerra et al., 2006; Tyson et al., 2015; Naderi et al., 2016) bulunmaktadir.

Kloramfenikol diren¢ oran1 degerlendirildiginde neonatal septisemili
buzagilardan elde edilen izolatlarda bu oran % 87,4 olarak bulundu. DSO (WHO,
2019), kloramfenikolii insan sagligi agisindan "yiiksek derecede Onemli
antimikrobiyaller" bashig1 altinda simiflandirilmigtir. Iran’da yapilan bir calismada
(Shahrani et al., 2014) 830 adet diyareli buzagidan elde edilen 630 E. coli izolat1 gesitli
gruplara ait antibiyotik direnci yoniinden degerlendirildiginde kloramfenikol direnci
% 73,8 olarak bulunmus, bu sonug ¢alisma verileri ile benzerlik gostermektedir.
Sudan’da yapilan bir arastirmada (Ayis et al., 2015) bulunan % 74 oranindaki
kloromfenikol direnci tez ¢alismasinda bulunan sonugla uyumludur. Bununla birlikte
Tiirkiye’de Cengiz ve Adigiizel (2020) tarafindan diyareli buzagilara ait izolatlarda
yapilan diger bir calismada kloramfenikol direnci % 56,4 olarak rapor edilmistir. Ote
yandan diger ¢alismalarda rapor edilen % 9,8 (Khachatryan et al., 2004), % 25,5 (Gow
and Waldner, 2009) ve % 9,4 (Hasan et al., 2018) oranindaki kloramfenikol direng

oranlar1 tez ¢aligmasinda bulunan sonuglara gore oldukca diisiiktiir. Bu calismada
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kloramfenikol direncine neden olan cmlA ve catl genleri mPCR ile incelendiginde
izolatlarin % 61 cmlA ve % 28,4 catl genleri yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.
Almanya’de yapilan bir ¢alismada (Guerra et al., 2003) bulunan % 68 catl ve % 36
cmlA genleri ¢alismada bulunan sonugla zit sekilde farklilik gostermektedir. Ayni
arastirmacilarin yaptig1 benzer bir caligmada (Guerra et al., 2006) catl degeri % 70
olarak tespit edilmistir. Amerika’da bir grup arastirmaci tarafindan yiiriitiilen bir
calismada (Tyson et al., 2015) catl direng geni % 3,9 olarak bulunurken cmlA geni ise
% 2,6 olarak belirlenmistir. Iran’da yapilan diger bir ¢calismada (Shahrani et al., 2014)
catl direng geni galisma sonuglariyla uyumlu olarak % 20,3 oraninda bulunurken cmlA
direng geni bu galismada bulunan sonugtan daha diisiik (% 21,9) oranda tespit edildi.
Kanada’da yiiriitiilen bir ¢alismada (Gow and Waldner, 2009) bildirilen catl degeri
calisma ile uyumlu olarak % 24,5 olarak rapor edilmistir. Yakin zamanda Iran’da
yapilan bir ¢aligmada (Pourtaghi and Sodagari, 2016) bu iki direng geni izolatlarda %

100 oraninda tespit edilmistir.

Bu ¢alismada direng orani tespiti amaciyla incelenen diger bir antibiyotik ise
enrofloksasindir. izolatlardaki enrofloksasin diren¢ oran1 % 74,7 olarak tespit edildi.
Genel olarak bu caligmada bulunan enrofloksasin direnci yiizdesi (%74,7) Onceki
calismalarda bulunan % 6,3-41,3 araligindaki direng oranlari incelendiginde (Orden et
al., 1999; Giiler vd., 2008; Astorga et al., 2019; Algammal et al., 2020, Jia et al., 2022;
Prieto et al., 2022) nispeten yiiksek oldugu goriildii. Ancak, bulgularla uyumlu oldugu
tespit edilen diger ¢aligmalarda, % 100 (Hasan et al., 2018), % 52,6 (Cengiz ve
Adigiizel, 2020) ve % 61,4 (Shahrani et al., 2014) gibi yiiksek enrofloksasin direnci
rapor edilmistir. Tez ¢alismasinda enrofloksasin antibiyotiklerin dahil oldugu bir grup
olan florokinolon direng belirleyicileri ile ilgili yapilan mPCR ¢alismasinda izolatlarin
I’inde (% 1,05) gnr(A), 54’tinde (% 56,8) gnr(B) ve 25’inde (% 26,3) qnr(S)
saptanirken, 15 izolatin qnr(B) ve gnr(S) icin ortak oldugu belirlendi. Ote yandan
gnr(A) diren¢ genine sahip olan izolatin gqnr(B) ve gnr(S) genlerini de tasidig tespit
edildi. iran’da yapilan yakin tarihli bir arastirmada (Pourtaghi and Sodagari, 2016)
yalmzca gnr(A) direnc geni arastirilarak % 9 oraninda tespit edilmistir. Ote yandan
Vietnam’da buzag: kaynakli izolatlarda yapilan bir ¢alismada (Hang et al., 2019)
gnr(S) direng geni % 21 oraninda tespit edilirken gnr(A) ve gnr(B) direng genlerinin
higbir izolatta bulunmadigi raporlanmistir. Tirkiye’de yapilan bir calismada ise

(Cengiz vd., 2012) gnr(A) direng geni % 0,8, gnr(S) direng geni ise % 2,5 oraninda
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rapor edilirken higbir izolatin gnr(B) diren¢ genine sahip olmadigi bildirilmistir.
Cin’de yapilan yakin tarihli bir arastirmada (Jia et al., 2022) gnr(S) direng geni % 9,5

olarak bulunmustur.

Bu calismada izolatlarin antibiyotik direnglilik durumunun belirlenmesi
amaciyla incelenen, hayvanlarda sik kullanilan ve bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde olduk¢a 6nemli diger bir antibiyotik olan gentamisine karsi direng %62, 1
olarak tespit edildi. Bu sonucun neonatal septisemili buzagilardan izole edilen E. coli
izolatlarinda iran (% 79,7), Misir (% 95), Sudan (% 96,7), Irak (% 100) ve Ispanya’da
(% 93) yapilan ¢alismalardan (Khachatryan et al., 2004; Gow and Waldner, 2009;
Shahrani et al., 2014; Ayis et al., 2015; Astorga et al., 2019; Hasan et al., 2018; Sobhy
et al., 2020) nispeten daha diisiik oldugu, Brezilya (% 21,4), Kanada (% 1,9), Sili (%
9), Misir (% 20) ve Cin’de (% 38) yapilan ¢alismalarda bulunan (Khachatryan et al.,
2004; Gow and Waldner, 2009; Shahrani et al., 2014; Astorga et al., 2019; Sobhy et
al., 2020) degerlerden ise daha yiiksek oldugu tespit edildi. Ulkemizde ise 2008 ve
2020 yillarinda yapilan 2 farkli calismada gentamisin direng oranlari sirasiyla % 24 ve
% 30,1 olarak raporlanmistir (Giiler vd., 2008, Cengiz ve Adigiizel, 2020). Bu
caligmada, gentamisin direncine neden olan aac[3]-1V geni PCR ile incelendiginde
izolatlarin % 12,6 oraninda bu direng genine sahip oldugu belirlendi. Bu sonucun
Almanya (% 60 ve % 50) ve iran’da (% 76,8 ve % 54,5) yapilan calismalara gore
(Guerra et al., 2003; Guerra et al., 2006; Shahrani et al., 2014; Pourtaghi and Sodagari,
2016) oldukga diisiik oldugu gozlendi. Kanada’da yapilan bir ¢aligmada ise (Gow and
Waldner, 2009) bu direng geni % 0,9 olarak tespit edilmistir.

Calismada direng oranlar1 incelenen antibiyotikler arasinda en diisiik direng
(%24,2) sefalotine kars1 saptandi. Bu sonug Ispanya (% 16,4), Brezilya (% 46,1) ve
Kanada’da (% 7,5) yapilan diger caligmalar ile benzerlik gostermektedir (Orden et
al.,1999; Rigobelo et al, 2006; Gow and Waldner, 2009). Diger yandan bu tez
calismasinda bulunan sonugtan farkli olarak % 52,1-% 96,9 arasinda degisen yiiksek
sefalotin direnci bildiren yakin tarihli farkli caligmalar da (Shahrani et al., 2014; Ayis
et al., 2015; Hasan et al.,2018) bulunmaktadir. Ayrica Tiirkiye’de Giiler vd. (2008)
tarafindan yapilan ¢aligmada bulunan % 72 sefalotin direnci orani bu tez ¢aligmasinda
bulunan direng oranina gore oldukca yliksektir. Bu ¢alismada sefalotin direng geni
belirleyicisi olan blaSHV geni izolatlarin higbirinde tespit edilemedi. Kanada’da

yapilan bir ¢alismada (Gow et al., 2008) blaSHV direng geni benzer sekilde higbir
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izolatta pozitif bulunamamuistir. Yakin tarihli Cin ve Tunus’ta yapilan ¢alismalarda bu
direng geni % 9,5 ve % 15,5 olarak tespit edilmistir (Jia et al., 2022; Yahia et al., 2023).
Ote yandan Iran’da yapilan bir ¢calismada (Shahrani et al., 2014) blaSHV direng geni
% 41,3 olarak rapor edilmistir. Antibiyotik direng oranlarinda iilkeler arasinda ve ayni
ilkelerin farkli sehirlerinde dahi farklilik goriilen bu sonuglarin ¢iftliklerdeki buzagi
bakim ve besleme sartlari, kullanilan antibiyotik miktarlari, bolgesel ve mevsimsel
farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diislinliilmektedir. Ayrica izolatlarda goriilen
yuksek orandaki antibiyotik direncinin, buzagilarin bu antibiyotiklere direngli
bakterilerle kontamine olmus ortamlarla daha fazla temasinin oldugunun gostergesi

oldugunu diistindiirmektedir.

Modifiye Kauffman semasma gore E. coli, O (somatik), H (flagellar) ve K
(kapsiiler) yiizey antijen profilleri temelinde serotiplendirilmektedir (Kaper et al.,
2004). Son yapilan ¢alismalarda 185 adet O antijeni (Liu et al., 2020) rapor edilmistir.
Buzag1 E. coli enfeksiyonlarinda sik goriilen serotipler O157, 026, 0103, O111,
0145, 045, 091, 0113, 0121, 0128, 08, 09 ve O101°dir (Dubreuil et al., 2016). Bu
serotipler cesitli patotiplere ait olmakla birlikte genellikle buzagilarda ishale neden
olmaktadirlar. Buzagilarda asemptomatik seyrederek insanlara bulasan ve enfeksiyona
neden olan serotiplerde bulunmaktadir. Bu ¢alismada, patojenitede 6nemli rol oynayan
serotiplerin genotipik olarak belirlenmesi amaciyla O101, 026, 0145, O111 ve O9
serotip genleri incelendi. O101 i¢in yapilan genoserotiplendirme sonucunda izolatlarin
% 33,7 oraninda bu gene sahip oldugu belirlendi. iran’da yapilan bir ¢aligmada
(Ghanbarpour and Oswald, 2009) O101 serotip geni izolatlarin % 45,2’sinde tespit
edilirken % 54,8 izolatin incelenen hicbir O serotipine ait olmadigi raporlanmistir.
[ran’da farkli arastirmacilar tarafindan yapilan (Yadegari et al., 2019) incelemede bu
oran % 42,50 olarak bulunmustur. Sonuglar bu caligmada tespit edilen sonugla
benzerlik gdstermektedir. Ote yandan Iran’da yapilan farkli bir ¢alismada (Shams et
al., 2012) O101 serotip geni oran1 % 3,7 olarak rapor edilmistir. Almanya’da bir grup
aragtirmacinin yuriittigii yakin tarihli bir arastirmada ise (Feuerstein et al., 2021) bu
oran % 14,8 olarak bulunmustur. Bu sonuglar tez ¢alismasinda bulunan sonuca gore
nispeten daha diigiiktiir. Bu ¢alismada incelenen diger serotip genlerinden bir digeri
arastirma sonucunda % 6,3 oraninda tespit edilen O26’dir. Bu sonug Amerika (% 2,1),
Iran (% 9.,2) Giiney Afrika (% 10,2), Belgika (% 3,9) ve Misir’da (% 10 ve % 3,3)
yapilan yakin tarihli caligmalarla (Ekiri et al., 2014; Shahrani et al., 2014; Mainga et
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al., 2017; Gharieb et al., 2019; Algammal et al., 2020; Habets et al., 2020) uyumludur.
Ote yandan Ingiltere (% 17,3) ve Belgika’da (% 30,9) yapilan ¢aligmalar (Pearce et al.,
2004; Engelen et al., 2020) sonucunda bulunan O26 serotip oranlarinin bu c¢aligma
verilerine gdre nispeten daha yiiksek oldugu gériildii. Diger yandan Iran’da yapilan bir
calismada (Taghadosi et al., 2018) biitiin izolatlarin O26 serotipi yoniinden negatif
oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada O145 serotip geninin belirlenmesi amactyla
yapilan mPCR sonucunda izolatlarin % 2,1 oraninda bu gene sahip oldugu tespit edildi.
Iran’da yapilan bir calismada (Shahrani et al., 2014) O145 serotip geni izolatlarin %
2,2’sinde bulunmustur. Benzer sekilde Giiney Afrika’da ylriitiilen bir arastirmada
0145 serotipi % 2,5 olarak tespit edilmistir (Mainga et al., 2017). Belgika’da yakin bir
zamanda yapilan caligmada (Habets et al., 2020) bu oranin % 6,9 oldugu
raporlanmustir. Bu sonuglar ¢alismada bulunan oranla benzerlik gostermektedir. Ote
yandan Ingiltere’de yapilan bir ¢calismada (Pearce et al., 2004) O145 serotip oran1 %
0,6 olarak bulunurken, Amerika (Ekiri et al., 2014) ve Iran’da (Taghadosi et al., 2018)
yapilan ¢aligmalarda biitiin izolatlarin O145 yoniinden negatif oldugu tespit edilmistir.
Bu ¢alismada O111 ve O9 serotiplerin genotipik olarak belirlenmesi amaciyla yapilan
PCR calismalar1 sonucunda higbir izolatin bu genlere sahip olmadig: belirlendi. O9
serotipi Almanya da yapilan bir ¢alismada (Feuerstein et al., 2021) % 6,5, Iran’da
yapilan iki farkli ¢aligmada ise (Shams et al., 2012; Yadegari et al., 2019) % 2,2 ve %
8,3 olarak rapor edilmistir. O111 serotipi Ingiltere, Amerika, Giiney Afrika ve Iran’da
yapilan ¢aligmalarda (Pearce et al., 2004; Ekiri et al., 2014; Mainga et al., 2017;
Taghadosi et al., 2018) bu tez calismasiyla benzer olarak hicbir izolatta tespit
edilememistir. Ote yandan Iran (% 2,5), Belcika (% 26,6) ve Misir’da (% 4 ve % 20)
yiritiilen arastirmalar (Shahrani et al., 2014; Gharieb et al., 2019; Algammal et al.,
2020; Habets et al., 2020) sonucunda belirlenen O111 serotipi sonuglarinin bu ¢alisma
verilerine gore nispeten daha yiiksek oldugu goriildii. Yapilan aragtirmalar arasinda
serotip dagilimindaki bu gesitliligin cografi farkliliklar nedeniyle oldugu

diistiniilmektedir.

ETEC viriilens faktorleri arasinda gesitli fimbrial adhezinler ve enterotoksinler
bulunmaktadir. Adhezinlerin birincil goérevi bagirsak epiteline yapismay1 saglamaktir
(Kaper et al., 2004). Hayvanlardan izole edilen ilk E. coli fimbrial adhezini,
domuzlarda belirlenen F4 (K88) antijenidir (Nataro and Kaper, 1998). ETEC’de en sik
tespit edilen fimbrialar, hayvan tiirlerine gore farklilik gdsteren F4 (K88), F5 (K99),
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F6 (987P), F17 (FY), F18, F41 gibi fimbrial adhezinlerdir. ETEC, ince bagirsaga
yerlestikten sonra, ishale neden olan enterotoksinler iiretmektedir. Enterotoksinlerin
birincil gorevi bagirsaklardan su ve elektrolit kaybina neden olmaktir (Croxen et al.,
2013).ETEC suslar1 LT (LTI-LTII), ST (STa, STb) ve enteroagregatif stabil toksin 1
(EAST1) iiretebilmektedir (Dubreuil et al., 2016). Bir ETEC susu bu tip fimbria ve

toksinlerin birini veya birden fazlasini iiretebilmektedir (Zhang et al., 2006).

Viriilens genlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan tekli ve c¢oklu PCR
calismalari sonucunda; 22 (% 23,2) izolatin Eastl, 21 izolatin (% 22,1) F5, 19 izolatin
(% 20) STa, 17 izolatin (% 17,9) F41 ve 3 izolatin (% 3,2) da LT geni tagidig: tespit
edildi. Izolatlarin higbirinde F17¢ geni saptanamadi. Viriilens genlerinin izolatlarda
tekli veya kombine halde bulundugu gériildii. izolatlarin % 2,1’inin F5, F41, STa, LT,
% 1’inin F5, F41, STa, Eastl, % 12,6 simnin F5, F41, STa, % 3,1’inin F5, Eastl, % 2,1
STa, F41, %1’inin F5,STa, %1’inin STa, Eastl viriilens genlerini kombine halde
bulundurdugu belirlendi. Ote yandan % 17,9 izolatin Eastl, % 2.1 izolatin F5, % 1
izolatin ise LT viriilens genini tekli olarak tasidigi bulundu. Brezilya’da yapilan bir
caligmada (Rigobelo et al., 2006), STa geni % 25,4, LT geni % 13,2 bulunurken;
izolatlarin % 5,2’sinin bu 2 gene birlikte sahip oldugu rapor edilmistir. Konya’da Giiler
vd. (2008) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada izolatlarin % 13,3 tiniin F5, F41, STa;
% 2,7’sinin F5 ve F41 genlerini kombine halde bulundurdugu, % 40 izolatin F17
viriilens genine sahip oldugu bildirilmistir. Iran’da yapilan bir ¢aligmada
(Ghanbarpour and Oswald, 2009) F5 ve F41 genleri izolatlarin tiimiinde negatif
bulunmustur. Aymi calismada F17 geninin izolatlarin % 29’unda bulundugu
raporlanirken, yalnizca % 9,6 izolatin F17c genine sahip oldugu tespit edilmistir.
Brezilya’da bir grup arastirmaci tarafindan yapilan bir ¢alismada (Andrade et al.,
2012); izolatlarin % 5,7’sinin F41, % 3,1’inin F5, % 0,6 sinin STa genlerini tek basina,
% 0,6’smin F41, STa, F5 % 0,6’simin F41 ve STa genlerini kombine halde
bulundurdugu bildirilmistir. Isvigre’de Kerstin vd. (2012) tarafindan yapilan bir
caligmada biitlin izolatlar F5, STa ve LT genleri yoniinden negatif bulunmustur.
[ran’da yapilan bir ¢alismada (Shams et al., 2012) % 1,5 izolatta F5 ve F41, % 4
izolatta ise F5, F41 ve STa genlerinin pozitif oldugu tespit edilmistir. Kore’de Hur vd.
(2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada STa geni % 76,7, F5 geni % 8,7 ve F41 geni
% 7,3 oraninda bulunmustur. Ayni ¢alismada Sta, F41; F5, F41 ve F5, STa genleri %

0,6 oranlarmda kombine olarak tespit edilmistir. iran’da genis kapsaml1 yapilan bir
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arastirmada (Shahrani et al., 2014); izolatlarin % 1,25’inin LT, STa, F5, % 11,4 {inlin
F5, F41, % 28,4’tniin F5, LT, % 10,6’simin F41, LT ve % 0,6’smin F41, STa, LT
genlerini bulundurdugu rapor edilmistir. Sudan’da yapilan bir ¢calismada (Ayis et al.,
2015) izolatlarda % 90 STa, % 20 LT, %17,3 F5 ve % 10 STa, LT genlerinin tespit
edildigi bildirilmistir. Arjantinde Picco vd. (2015) tarafindan yapilan genis ¢apl bir
calismada % 2,6 F17, % 0,5 STa, % 0,2 F5 genleri bildirilmistir. Ayrica arastirmacilar
izolatlarin % 0,5’inin F1 ve STa, % 0,3’tintin F17 ve F5, % 0,2’sinin STa, F5 ve F17,
% 0,2’sinin ise STa, F5 ve F41 genlerini birlikte bulundurdugunu ortaya koymustur.
Brezilya’da yapilan bir ¢alismada F5 viriilens geni orani bu ¢alisma ile benzer olarak
% 2,4 olarak rapor edilmistir (Coura et al., 2019). Misir’da Awad vd. (2020) tarafindan
yapilan bir ¢alismada izolatlarda F5, STa ve LT virulens genleri sirastyla % 14, % 16,7
ve % 6 olarak tespit edilmistir. Misir’da farkli arastirmacilarin yiiriitmis oldugu bir
caligmada (Algammal et al., 2020) izolatlarda LT, F41 genleri % 12,7, LT, STa genleri
% 5, LT, F41, STa genleri % 5 ve STa geni % 8,9 olarak bulunmustur. Bu tez
calismasinin yapildigi Kars iline komsu olan Erzurum ilinde yliriitiilen bir ¢calismada
(Cengiz ve Adigiizel, 2020) izolatlarin % 5,7’sinin STa, % 2,6’sinin STa, F5 ve %
5,7’sinin STa, F41, K99 genlerine sahip oldugu rapor edilmistir. Kore’de ishalli ve
saglikli buzagilar tizerinde yapilan bir arastirmada (Ryu et al., 2020) ishalli buzagilarin
% 37,7 F17, % 0,6 F5, % 0,3 STa ve % 0,6 F17, F5 genlerine sahip oldugu
bildirilmistir. Calismada hicbir izolatin F41 genine sahip olmadig1 rapor edilmistir.
Misir’da Sobhy vd. (2020) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada % 3,4 izolatin STa, %
12,5 1zolatin F5 genlerine sahip oldugu ve izolatlarin LT geni yoniinden negatif oldugu
tespit edilmistir. Uruguay’da yapilan bir arastirmada F5, F41, STa ve LT genleri
sirastyla % 4, % 3,4, % 5,4 ve % 0,7 olarak rapor edilmistir (Umpiérrez et al., 2021).
Iran’da yapilan baska bir arastirmada, F5 genlerinin varlig1 arastirilmis ve hicbir
izolatin bu gene sahip olmadig1 bulunmustur (Keykhaei et al., 2021). Yakin zamanda
Almanya’da yapilan bir calismada (Feuerstein et al., 2021) izolatlarin % 13,9’unun
F17, % 2,8’inin F5, STa, % 3,7’sinin F5, F41, STa genlerini birlikte bulundurdugu
rapor edilirken, tiim izolatlarin LT geni yoniinden negatif oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada en yiiksek oranda bulunan viriilens faktorii Eastl’dir. Calismada Eastl
viriilens geni izolatlarm % 23,2’sinde tespit edildi. Bu sonug Japonya (% 9,1), Isvigre
(% 32,1), Brezilya (% 39,3) ve Misir’da (% 10,7) yapilan galismalarla benzerlik
gostermektedir (Yamamoto and Nakazawa, 1997; de Verdier et al., 2012; Coura et al.,
2019; Awad et al., 2020). Ote yandan Belcika’da yapilan bir calismada (Bertin et al.,
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1998), Eastl viriilens geni incelenmis ve % 66 oraninda tespit edilmistir. Hindistan’da
yapilan bir arastirmada (Gupta et al., 2013) izolatlarin % 68,1’inin East1 genine sahip
oldugu belirlenmistir. Kongo’da bir grup arastirmaci tarafindan yiiriitiilen bir
caligmada ise (Ngeleka et al., 2019) bu oran % 59 olarak bulunmustur. Bu sonuglar
calismada bulunan sonuca gore nispeten ylksektir. Ayrica yakin zamanda
Hindistan’da yapilan bir ¢alismada (Srivani et al., 2022) East1 geni % 3,3 olarak rapor
edilmistir. Bu sonucun c¢alismada saptanan degere gore nispeten diisiikk oldugu
goriildii. Viriilens gen oranlar1 arasindaki farkliligin tarama i¢in uygulanan farkli
tekniklerin yani sira cografi cesitlilikle ve serotip farkliligiyla ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada incelenen higbir izolatta tespit edilmeyen F17¢
geninin, bazi ¢alismalarda yiiksek oranda tespit edildigi goriildii. Bu durum F17 ile
ilgili genetik ¢esitlilik ile agiklanabilir. Bu nedenle bu gen varliginin ortaya konulmasi
icin daha genis varyantlari igeren (F17a, F17b, F17G ve F111) ileri diizey arastirmalar

yapilmasi gerektigi sonucuna varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

ETEC, insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda koliform kokenli ishallerde en sik
goriilen etkendir. Buzagilarda goriilen ETEC enfeksiyonlari ge¢gmiste oldugu gibi
giiniimiizde de hayvancilik ekonomisini olumsuz etkilemeye devam etmektedir. Yeni
dogan ¢iftlik hayvanlarinda sik goriilen ETEC ciddi dehidrasyon ve elektrolit
dengesizligi sonucu 6liimle sonuglanabilen sulu ishallerle karakterizedir. Buzagilarda
goriilen E. coli enfeksiyonlarina farkli serotiplere ve bolgesel olarak degisebilen ¢esitli
viriilens faktorlerine sahip etkenler neden olmaktadir. Diinya genelinde de
antibiyotiklerin bilingsiz sekilde ve sik kullanilmasi nedeniyle artan antibiyotik direnci
hem tedavi giderlerinin artmasi hem de tedavinin zorlasmasi nedeniyle Onem
tasimaktadir. Hem insan hem de hayvan sagliginda artan bu antibiyotik direnci
nedeniyle tek antibiyotige veya sinifa oldugu gibi ¢oklu antibiyotik direncinin
goriildiigii enfeksiyonlarin artmasi endise verici bir hale gelmistir. Meydana gelen bu
direng sebebiyle ETEC’e neden olan etkenlerde de ¢oklu antibiyotik direncinin artist
Oonem arz etmektedir. Bu durum tedavi segeneklerini sinirlayarak énemli ekonomik
kayiplara yol acabilmektedir. Bu nedenle antibiyotik diren¢ sorununun ele alinmasinda

tek saglik yaklagimi gatist altinda is birligi kritik 6neme sahiptir.

Tez calismasi amaciyla 6rneklerin toplanildigi Kars ilinde, Kars 11 Tarim ve
Orman Miidiirliigiiniin 01.10.2022 tarihinde baslatmis oldugu ‘’Buzagilar Olmesin
Isletmelerimiz Senlensin Projesi’’ bdlgede buzag: oliimlerinin dnem arz ettigini
gostermektedir. Bu proje ile buzagi 6liimlerinin sik goriildiigii Kars iline bagli 382 kdy
ve 56 mahallede buzagilarda hastalik, bakim ve besleme, buzag: ishalleri ve as1
uygulamalarinin faydalar1 konusunda egitim, yayin ve yayim faaliyetlerinin etkin bir
sekilde ylriitiilmesi amaclanmaktadir. Ayrica bu projeyle Tarim ve Orman Bakanligi
tarafindan zorunlu olarak uygulanmayan buzagi septisemi asisinin isletmelere ticretsiz
bir sekilde uygulanmasi ve zorunlu as1 haline getirilmesi hedeflenmektedir. Buzag:
septisemi asis1 kullaniminin yayginlastirilarak buzag: 6liimlerinin minimize edilmesi
ve ekonomik gelir diizeylerinin optimal seviyeye ¢ikartilmasi amaglanmaktadir. Proje
sayesinde Kars bolgesinde 200.000 adet damizlik biiyiikbas disi hayvanlar i¢in

septisemi agis1 uygulanmasi aktif olarak uygulanmaya devam etmektedir.

Bu tez caligmas1 kapsaminda incelenen 200 farkli neonatal septisemili buzag:
diskt 6rneginin 95 (% 47,5) adetinden E. coli’nin izole edilmesi, bakteriyel nedenli

buzagi ishallerinde s6z konusu etkenin etiyolojik agidan 6nemini gostermektedir.
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Proje kapsaminda izole edilen E. coli suslarina uygulanan fenotipik ve genotipik
analizlerde, gerek tekli gerekse ¢oklu antibiyotik direngliliginin yiiksek oranda oldugu
ve test edilen bazi antibakteriyellerin halen bolgede hayvan sagliginda yogun olarak
goriildiigii tespit edildi. Bu durum, hem Ulkemiz hem de global diizeyde gelisen
antibiyotik direngliligi bakimindan dikkate alinmasi gereken bir durum olarak

degerlendirildi.

E. coli suslariin patojenitelerinde dnemli rol oynayan serotiplerin, genotipik
olarak belirlenmesi amaciyla yapilan genoserotiplendirme sonucunda, buzagi orijinli
izolatlardan 32’sinin (% 33,7) O101, 6’sinin (% 6,3) 026, 2’sinin (% 2,1) 0145
serotipi oldugu tespit edildi. Higbir izolatta O111 ve O9 serotipi saptanamadi. Bu
bulgu, Kars ve yoresindeki neonatal septisemili buzagilarda dominant serotipin 0101

oldugunu gostermektedir.

Izole edilen E. coli suslarinda viriilens genleri yoniinden molekiiler yontemlerle
yapilan analizlerde 22 (% 23,2) izolatin Eastl, 21 izolatin (% 22,1) F5, 19 izolatin (%
20) STa, 17 izolatin (% 17,9) F41 ve 3 izolatin (% 3,2) da LT geni tasidigi tespit edildi.
Izolatlarin higbirinde F17c geni tespit edilemedi. Bu veri, Kars ve yoresindeki
septisemili buzagilarda virulens genlerinin hangi diizeyde baskin olduklarini

gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasi bir biitiin olarak degerlendirildiginde, neonatal
septisemili E. coli izolatlarinin gesitli serotip ve viriilens faktorlerine sahip oldugu
goriildii. Ayn1 bolgede barinan buzagilar arasinda dahi farkli serotip ve viriilens
faktorlerinin goriilmesi, profilaksi amaciyla kullanilan asilarin basarisimi etkileyen
onemli bir faktor oldugu dikkate alindiginda, ¢calisma kapsaminda karakterize edilen
bazi E. coli suslarinin, ileriki dénemlerde yapilacak as1 caligmalarinda aday as1 suslari
olabilecegi degerlendirildi. Diger yandan, E. coli izolatlarinda sik goriilen viriilens
faktorlerine yonelik as1 iiretilmesi i¢in bolgesel olarak veritabani olusturulmasina
ihtiyag duyuldug sonucuna varildi. Konuyla ilgili detayli verilerin elde edilebilmesi

icin biiyiik 6l¢ekli epidemiyolojik ¢aligmalarin yapilmasi 6nem arz etmektedir.
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