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Summary: The purpose of this study was to investigate, biochemical,
lysogenic, enterotoxigenic, sensitivity to antibiotics, and transferable drug re-
sistance (R- factor) charecteristics of 104 Escherichia coli strains isolated from
calves, less than one week of age, infected with septicaemia neonatorum.

Isolated Escherichia coli strains, with a few exception, showed typical bi-
ochemical charecteristics of the microorganism.

Enterotoxigenity tests were conducted in rabbils’ intestinal loops. 64.4
per cent of E. coli strains tested were found to be enterotoxigenic.

All vsolated E. coli strains showed multiple drug resistance patterns. Of
104 E. colt, 100 per cent found 1o be resistance to penicilline and lincomycine,
90.3 per cent to eythromycin, 78.9 per cent to ampicillin, 77.0 per cent to 7i-
Jamyein, 73.0 per cent to tetractyclin.

Among 85 drug resistance E. coli strains, 13 were to carry infective
R- factors. 12.5 per cent of the isolates were lysogenic.

Ozet: Klinik olarak septicaemia neonalorum teshisi konan yeni dogmug
(bir haftadan kigik yagta) buzagilardan izole edilen Yo4 E. coli susunun bi-
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yokimyasal, enterotoksijentk, antibiyotiklere duyarbilik ve lizojentk Gzellikler
ile bulasicr tip plasmid tagiyrp tasimadiklar incelend:.

Incelenen E. coli suslar: birkag ayricaltk ile mikroorganizma igin tipik
olan bryokimyasal ozellikleri gosterdiler.

Tavgan ince barsak lup yontemi ile yaprlan enterotoksijenite analizlerinde
incelenen suglardan %, 64.4 niin enterotoksijentk oldugu saptands.

Disk difiizyon yontemi tle incelenen 104 E. coli sugunun hepsi antibiyo-
tiklere ¢ogul direnglilik ozelligi gosterdiler. Suglarin %, 100%id penicillin ve
lincomycin’e, %, 90.3%i erytromycin’e ,% 78.9°u ampicillin’e, % 77°st 71-
Jamycin'e, %, 73’u tetracyclin’e direngli bulundu.

Konjugasyon deneyleri ile bulagicr tip plasmid aktarma yetenekleri ince-
lenen 85 E. coli susundan 13 tanesimin bu ézellige sahip oldugu saptand:.

Izole ve identifiye edilen E. coli suglarmn 9, 12.5'nin lizojenik karck-
terde oldugu saptand:.

) Giri§

Kolibasillozis, yavru-atma infcksiyonlari ile birlikte, diger bir
cok tilkede oldugu gibi yurdumuzda da sigir yetigtiriciliginin en 6nem-
li sorunlarindan biridir (6, 11, 17). Enteropatojenik olanlarmin yani
sira saprofit karekterde E. coli’lerin ekosistemde yaygin olarak bulun-
mast bu infeksiyonun kesin teshisini gii¢lestirmektedir. Ayrica, ¢esitli
bakteri (Salmonella, Clostridium tiir.) ve viruslar klinik olarak ko-
libasillozisc benzeyen infeksiyonlar olusturduklar: igin olgulardan
izole edilen E. coli suglarimin gesitli karakterlerinin (serolojik, ente-
rotoksijenik, antibiyotiklere karst duyarhilik) bilinmesi bagarili bir
kontrol programi gelistirmek i¢in gereklidir.

Enterik  bakterilerin  antibiyotiklere karsgt  direngliliginin
“Plasmid” diye tamimlanan ekstra-kormosomal genetik elementler
tarafindan kontrol edildigi ilk olarak 1959 yiinda Japonya’da gorii-
len basilli dizanteri salgini sirasinda ortaya konmugsada konu iizerinde
yogun galismalar son on yil iginde yapilmustir (1, 4, 9, 12). Bu alis-
malar ile antibiyotiklerc kars1 direncin vani sira enterik bakterilerde
goriilen diger bircok 6zclligin (enteropatojenite, kolisin sentezlenmesi,
hemolitik aktivite, barsak duvarina yapisma v.s.) plasmidler tarafin-
dan kontrol edildigi ortaya konmugtur (g, 13, 15).
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Bu calismamizin amact yurdumuzda septicaemia neonatorumlu
buzagilardan izole edilen E. coli suslarimin enterotoksijenite karck-
terlerini, cesitli antibiyotiklere karst duyarhiliik oranlarmi, bulagica
tip plasmid tasima 6zellikleri ile lizojenite yeteneklerini incelemektir.

Gereg¢ ve Yontem

E. coli suglari: Sus izolasyonu igin, 1976-1978 yillan arasinda
A.U. Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar Kiirsiisii Polikliniginde,
Patolojik Anatomi Kiirstisii ile Tarim Bakanligina bagl Ulas ve Ko-
¢as Devlet Uretme Ciftliklerinde neonatal septicaemia teshisi konan
136 yeni dogmus (bir haftadan kiigiik yasta) buzagilardan alinan
marazi maddelerden (organ pargast, barsak igerigi) yararlamldi.

Antibivotik duyarldik testleri : Giilhane Askeri Biyoloji Enstitisiin-
den saglanan diskler yardimi ile Kirby-Bauer disk difiizyon yonte-
mine gore yapildr (2). Bakterilerin penicillin, ampicillin, streptomy-
cin, kanamycin, gentamycin, tetracyclin, chloramphenicol, rifamycin,
carbenicillin, erythromycin, lincomycin ve nalidixic acide duyarh-
hklan incelenmigtir,

Plasmid aktarum deneyleri : Alict sug olarak Dr. Lariviere {Kanada)
den saglanananan E. coli K 12 nal® lac - col" susu, besiyerleri ola-
rakta adi buyyon, trypticase soy buyyon (BBL) ve McConkey agar
(Difco) kullamldi. Aktarim dencylerinde Lariviere ve Lallier (15)
yontemlerinden yararlamildi. Disk difiizyon yontemi ile cesitli anti-
biyotiklere duyarlilik durumlar: saptanan E. coli suslar1 (yalniz nali-
dixic acid’e duyarli olanlan) ile ahca E. coli suslann adi buyyonlara
ayrt ayrn ekilerek 37° C de 5-6 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire-
nin sonunda o.1 ml. test susundan, 0.9 ml. alict sustan steril pipetler
yardimiyla § ml. trypticase soy buyyon (BBL) besi yerine ekimler
yapilarak karigk kiiltiirler 37° G de bir gece inkiibasyona birakild:.
Plasmid aktariminin olustugunu gostermek igin g7 °C de bir gece
inkubasyona birakilmig karigik kiiltiirden o.1 ml. miktarinda iginde
30 mcg/ml. nalidixic acid ve verici bakterinin direngli oldugu anti-
biyotiklerden birini (ampicillin 20 mcg/ml., tetracyclin 1o mcg/ml.,
streptomycin 15 mcg/ml., eryhromycin 15 mcg/ml., kanamycin 25
mcg /ml., chloramphenicol 25 mcg/ml.) aynn ayrt McConkey agar
(Difco) plaklarina ekimler yapilarak 37 °C de 24 saat inkubasyona
birakildi. Ureyen kolonilerin safligin1 kontrol etmek icin her plaktaki
5 koloniden mikrop sispansiyonlar: ayrt ayn 1 ml. adi buyyon hazir-
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lanarak mikroorganizmalarin alindigi besi yerindcki antibiyotigi
igeren McConkey agar plaklarina tekrar ekildi, 37 °C de bir gece
inkiibasyona birakilarak iireyen mikroorganizmalar gram boyama
yontemi ile boyanarak kontrol edildi. Ayrica, plasmid aktarimim
dogrulamak icin antibiyotikli ortamda iireyen mikroorganizmalarin
antibiyogram testleri disk difiizyon yéntemi ile yapilarak direnglilik
ozelligi kazandigi dogrulandi.

Biyokimyasal ozellikler : E. coli suglarinin biyokimyasal 6zellikleri-
nin incelenmesinde Lassen (16)’nin “i¢lii tip” yonteminden yarar-
lanildi.

Enterotoksijenite testi: Biyokimyasal ozcllikleri saptanan E. coli
suslarinin  enterotoksijenik 6zellikleri buzagilardan sonra en uygun
test hayvani olan 1.5-2 kg’lik tavsanlarda Sedlock ve Diebel (19)’in
“Ince barsak lup yontemi” ile incelendi. Peptonlu suda iiretilen E. coli
suslarinin 24 saatlik kiiltiirlerinden 0.5 ml. miktarinda, laparatomi
ile digar1 alinmig ve ameliyat katkiitleri ile 1o cm. lik bolmelere ay-
rnlmis ince barsak segmentlerinin lumenlerine steril enjektérler ile
verildi. Her sus ayr1 hayvanda ii¢ defa denendi. Barsak bélmelerinde
swv1 birikimi, gaz tegekkiilii ve hemoraji olusumuna neden olan suglar
patojenik olarak kabul cdildi.

Lizojenik suslarin belirlenmesi : Lizojenik karekterdeki bakterilerin
ayinminda Heller ve Drabkin (10) yoénteminden yararlamldi. o.02
M CaCl, ve 20 mcg/ml. nalidixic acid igeren tryptose agar plaklar
tizerine E. coli K12 nal'lac — col” susunun 24 saatlik buyyon kiiltii-
riinden 0.2 ml. miktarinda damlatildiktan sonra steril cam bir baget
yardimi ile muntazam bir sekilde yayildi.Bu sekilde hazirlanmig agar
plaklarina E.coli test suslarimin buyyon kiiltiirlerinden spot  inokii-
lasyonlar yapilarak 39 °G de bir gece inkubasyona birakildi; ve bu
slirenin sonunda lizojenik etkinin varhg incelendi.

Bulgular

Incelenen 136 marazi maddenin 104 adedinden (%, 76.4) E. coli
izole edildi. Izole edilen suslarin biyokimyasal karekterleri Tablo-1
de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gére, birkag ayrnicalik ile in-
celenen suglarin hepsi E. coli i¢in tipik olan biyokimyasal 6zellikleri
gostermiglerdir. Glukoz ve laktoz fermentasyonu, triptofan deaminaz
aktivitesi, nitrat rediiksiyonu, H, S olusumu, Voges-Proskauer, metil
red ve indol testleri en giivenilir kriterler olarak kabul cdilmigtir.
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Tavsan ince barsak lup testleri ile yapilan enterotoksijenite ana-
lizlerinde 67 adet (9, 64.4) E. coli susunun patojenik oldugu saptandi.

Incelenen E. coli suslarinin gesitli antibiyotiklere karsi gosterdik-
leri duyarhlik ve direnglilik 6zclliklerinin oranlar1 Tablo-2 de gos-
terilmigtir. Suglarin %, 100’i penicillin ve lincomycin’e direngli bulun-
mugtur. Ampicillin, erythromycin, rifamycin ve tetracyclin’e karsi
olan direnglilik oranlar ise sirasi ile % 78.9, % 90.3, % 77.0 ve % 73.3
tiir. Mikroorganizmalann tiimi ¢ogul direnglilik 6zelligi gostermis-
ler, bir sus 11 farkli, ondért sus 10 farkly, oniki sus g farkl, onalti sus
8 farkli, ondokuz sus 5 farkli ,iki sus ise 3 farkli antibiyotige kars
direng gostermislerdir.

Izole edilen E. coli suglarinin tiimii birden fazla antibiyotige kars
direng gosterdikleri icin olasi R faktor vericisi olarak kabul edildiler.
Fakat, alic1 bakteri olarak kullamlan E. coli K12 susu nalidixic acid’e
direngli oldugu igin, 104 E. coli susunun nalidixic acid’e duyarli olan
85 tanesini konjugasyon dencylerinde kullanmak miimkiin oldu.
Ayrnica E. coli K12 susu penicillin, lincomycin ve rifamycin’e direngli
oldugu i¢in antibiyotiklere karst olan direncin bulasia1 tipte olup olma-
digin1 saptamak miimkiin olmadi. Konjugasyon deneyleri sonucunda
13susun (% 15.2) yapisinda bulunan R-plasmid’lerini aktarma yete-
ncgine sahip oldugu saptandi. Incelenen suslardan 8 tanesinde direngli-
lik 6zclligi blok halinde, geri kalan 5 sugta ise bir parga halindc direng-
lilik 6zclligi alict suga gegmistir.

Suglardan 13 adedi (% 12.5) lizojenik karekter gostermistir.

Tartisma

Klinik olarak nconatal scptisemi teshisi konmus buzagilardan
izole ve identifiye edilen 104 E. coli susunun kiiltiirel, biyokimyasal,
antibiyotiklere duyarlilhk, enterotoksijenite, R-faktor ozellikleri ile
lizojenite karekterleri arastinldi. Galigmamizda incelenen materyalin
% 76.4 (104) den E. coli izole edilmistir. Leloglu (17) inceledigi bu-
za@ ve kuzu orijinli materyalin 9%, 75.2 sinden, Keskintepe (14) gast-
roenteritisli buzagilardan saglanan materyalin %, 92.2 sinden E. coli
izole ettiklerini ag¢iklamiglardir. Sojka (18) min bildirdigine gore,
Ingiltere’de 650 gastrocnteritisli buzag iizerinde yapilan bir galg-
mada olaylarin 9} 70.0 den E. coli ve 9, 22.5 den Salmonclla izole
edilmistir. Her nekadar bu ¢ahigmalarin hig birinde enteropatojenite
testleri yapilmadig igin izole edilen E. coli suglanmn hangilerinin
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patojenik hangilerinin saprofitik oldugu belirlenm :mis isede L. coli
izolasyon oraninin diger ctkenlerinkinden ¢ok daha fazla olmas:
bu mikroorganizmalarin ncoantal septisemi olaylarinin ctivolojisinde
basta gelen ctken oldugu sonucunu gikarmaktadir.

Edwards ve Ewing (5) 1231 E. coli sugu iizerinde yaptiklan in-
celemede ¢esitli biyokimyasal 6zellikler icin asagidaki pozitif oranlari
saptamiglardir. Glukoz %, 100, laktoz % g0.8, mannitol 9% 96.8,
arabinoz %, 99.4, dulsit % 49.5, salisin % 40.0, adonitol % 5.6, lysine
decarboxylasc % 88.7, nitrat reditksiyonu % 99.7, metil red 9% 99.9,
indol % 98.6. Bu aragtirmada yukaridaki testler i¢in elde ettigimiz
oranlar ise sirasiyla: % 100, % 94.2, % 84.6, % 79.8, % 31.7, % 25,
% 20, % 98, % 52.8, % 94.2, % 97-1, % 98. Yukardaki sonuglar
kargilastinildiginda, izolc ettigimiz suglarin, birkag ayricalikla, hep-
sinin E. coli icin karekteristik olan biyokimyasal &zelliklere sahip ol-
duklar gériilmcektedir. Bergey’s Manual of Determinative Bactceriology
(11) de E. coli adonitol ncgatif olarak gosterilmistir. Edwards ve
Ewing (5)’de % 5.6 gibi ok diisiik bir oranda E. coli susunun adoni-
tolii fermente ctme 6zelligine sahip oldugu bildirilmektedir. Braaten
ve Myers /3) siirgiinlii buzagilardan izole cttikleri 117 E. coli susunun
o/ 61 (108)’nin adonitol pozitif oldugunu saptamiglardir. Galismamiz-
da ise adonitol pozitif sus oran1 % 20.1 olarak belirlenmis olup Braaten
ve Myers (3)’in bulgularim destekler niteliktedir. Yiksek oranda
adonitolii fermente etme 6zelliginin buzag orijinli E. coli suslarina
ozgii bir karckter olup olmadigi incelemeye deger bir konu olarak
goritlmektedir.

Gyles ve Sivaswami (8) strginlii buzagilardan izole cttiklerl
200 E. coli susunun cntcrotoksijenik ézelliklerini buzag: ince barsak
lup yontemi ile incelemisler ve %, 27.5 oraninda susun cntcrotoksi-
jenik oldugunu saptamglardir. Lariviere ve Lallier (15) kolibasil-
lozisli domuz yavrularindan izole cttikler1 112 E. coli susunun %
50’sinin domuz yavrusu ince barsak lup testlerinde pozitif reaksiyon
verdiklerini bildirmiglerdir. Galiymamizda, tavsan ince barsak lup
testleri ile incelenen 104 E. coli susunun % 64.4'niin cnterotoksijenik
oldugu belirlenmistir. Elde cdilen sonug diger arastincilarin clde et-
tigi orandan daha yiiksektir. Yurdumuzda izole edilen bir¢ok hastalik
etkeninin virulensi diger iilkelerde izole edilenlerden daha yiikscktir.
Bunup bashca nedeni; iilkemizde hastaliklarin kontrolii icin genis
kapsaml kontrol ve eradikasyon programlari gelistirilmedigi icin
ctkenler yeni konakeilar kolayca bulmakta ve devaml in vivo pasaj-
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lar virulensin artmasina neden olmaktadir. Buna beslenme ve yetis-
tirme kosullarininda yetersizli§i eklenince konakgi-parazit dengesi
devamli mikroorganizma lehine bozulmaktadir.

Antibiyotik duyarhibk testlerinden alinan sonuglara gére izole
edilen suslar penicillin, rifamycin, tetracyclin ve erythromycin’e karsi
yiksek oranlarda direng gostermiglerdir. Bu antibiyotiklerin hepsi
insan ve veteriner hekimlikte hem koruyucu hem de sagitim amaciyla
en ¢ok kullanilan antibiyotik tiirleridir. Gerek ¢aliymamiz gerekse
diger aragtirmalardan (7, 13) elde edilen veriler kontrolsiiz ve antibi-
yogram testleri yapilmadan uygulanan antibiyotiklerin eko sistemde
direngli suslarin yaygin olarak olugmasina neden oldugunu agik¢a
ortaya koymaktadir. -

Inceledigimiz suglardan 44 tanesi (% 42.3) hemolizin salgila-
maktadir. Hemolitik aktivite ile enterotoksijenite arasinda herhangi
bir iligki saptanamanugtir.

Giinalp (7) insan orijinli E. coli suslan iizerinde yaptigi ¢ahg-
mada 934 susun % 5.1’nin R-faktér aktarim 6zelligine sahip oldugunu
bildirmistir. Lariviere ve Lallier (15) domuz orijinli 112 E. coli su-
sunun tetracyclin’e karsi gosterdikleri dierengliligin plasmidler ta-
rafindan kontrol edildigini ve incelenen suglardan 9, 3g.2’sinin bu-
lagic: tip R-faktor tapdigini agiklamiglardir. Calismamizda da buzag
orijinli 85 E. coli susundan 13 adedinin (% 15.2) bulagic1 tip R-fak-
tor tagidify saptanmustir. Yukarida bildirilen aragtirma sonuglarina
gore hayvan orijinli E. coli suslarindaki plasmid aktarilma orani in-
san orjinli mikroorganizmalardan daha yiiksek bulunmaktadir. Bu
durum biiyiik bir olasilik ile hayvan yetigtiriciliginde antibiyotik uy-
gulamasinin (sagitim, koruyucu ve fizyolojik amaglarla) insanlardaki-
ne oranla daha yaygin olmasindan kaynaklanmaktadir.

Akman (1) tarafindan incelenen insan orjinli 1o Shigella susunun
8’inde direng 6zelliginin alici bakteriye blok halinde gectigi bildiril-
migtir. Inceledigimiz buzag: orijinli 13 E. coli susunun 8’inde direng-
lilik blok halinde alici bakteriye nakledilmigtir. Mikroorganizmanin
direngli oldugu antibiyotik sayisi arttikga direngliligin blok halinde
aktarilma olasth@imnda yiikseldigi gézlenmistir. Akman (1)1in bul-
gularida bu gézlemimizi destekler niteliktedir.

Lizojenik aktivite bakimindan enteropatojenik ve enteropato-
jenik olmayan suslar arasinda bir farkhlik saptanamamistir. Heller
ve Drabkin (10)’de kanatlt orijinli E. coli suslan iizerinde yaptiklar
galiymalarda aym sonucu eldc etmislerdir.
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Tablo 1. Izole edilen E. coli suglarimin biyokimyasal ézelliklerinin dagiimi (%, olarak)

Test Sug sayist Oram (%)

Pozitif Negatif Pozitif Negatif

Glukoz 104 o 100.0 0.0
Laktoz 98 6 94.2 5.8
Mannitol 88 16 84.6 15.4
Arabinoz 83 21 79.8 20.2
Dulsit 33 71 31.7 68.3
Salisin 26 78 25.0 75.0
Adanitol 21 83 20.1 79.9
Hemolizin 44 6o 42.3 57-7
H,S . 102 2 98.1 1.9
L.D.* 55 49 52.9 47.2
T.D** 104 o 100.0 0.0
Nitrat Red. 98 6 94.2 5.8
Urease 8 96 7.7 92.3
Voges-Prosk. 2 102 1.9 g8.1
Metil-red 101 3 97.1 2.9
ndol 102 2 98.1 1.9
Hareket 77 27 74.0 26.0

(*): Lysine Decarboxylase, (**): Tryptophane deaminase

Tablo 2. 1zole edilen E. coli suglarimin antibiyotiklere karst duyarhhk ve direnglilik 6zel-
likleri (% olarak)

Antibiyotik Sug saysi Oram (%)

Duyarh l Direngli Duyarh Direngli
Penicillin [ 104 0.0 100.0
Lincomycin o 104 0.0 100.0
Carbenicillin 57 39 59.3 40.7
Chloramphenicol 60 44 57.6 42.4
Tetracyclin . 28 76 27.0 78.0
Ampicillin 22 82 2r1.1 78.9
Gentamycin o 18 82.6 13.4
Erythromycin 10 93 9.7 90.3
Streptomycin 57 47 54.8 45.2
Rifamycin 24 8o 23.0 77.0
Kanamycin 6o 44 57.6 42.4
Nalidixic acid 85 ) 8:.7 18.3
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