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Summary: The purpose of this stud)! was to investigate, biochemical,
()'Sogenic, enterotoxigenic, sensitivi£v to antibiotics, and transferaMe drug re-
sistance (R- factor) charecteristics of 1°4 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 rabbits' intestinal loops. 64.4.
per cent of E. coli strains tested were found to be enterotoxigenic.

All isolated E. coli strains s1lOwedmultiple drug resistance patterns. Of
1°4. E. coli, i 00 per cent found to be resistance to penicilline and lincom)!cine,
90.3 per cent to rythrom)!cin, 78'9 per cent to ampicillin, 77.0 per cent to ri-
fam)!cin, 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 !ysogenic.

Özet: Klinik olarak septicaemia neonatorum teşhisi konan )!eni doğmuş
(bir haftadan küçük )!aşta) buzağılardan izole edilen 1°4 E. coli suşunun bi-
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yokimyasal, enterotoksiJenik, antibiyotiklae duyarlılık ve li<.ojenik rizellikleri
ile bulaşıcı tip plasmid taşıyıp taşımadıkları incelendi.

İncelenen E. coli suşları birkaç ayrıcalık ile mikroorgaııi<.ma için tipik
olan biyokimyasal özellikleri gösterdiler.

Tavşan ince barsak lup yöntemi ile yapılan enterotoksijenile analizlerinde
incelenen suşlardan % 61.4' nün enterotoksijenik oldu/lu saptandı.

Disk difüqon yiintemi ile incelenen i01 E. coli su.şunun hepsi anıihiyo-
ıi/dere çoğul dirençlilik ô'zelliği gösterdiler. Suşların % i 00' ii penicillin ve
lincomycin'e, % gO.3'ü erytromycin'e ,% 78.9'u ampicillin'e, % 77'si ri-
famycin'e, % 73'ii tetracyc!in'e dirençli bulundu.

Konjugasyon deneyleri ile bulaçıcı tip plasmid aktarma yetenekleri iııce-
lenen 85 E. coli suşundan i 3 tanesinin bu özelliğe sahip olduğu sajJtandı.

İ:::ole ve identifiye edilen E. coli suşlarının % 12. 5' nin lizojenik karek-
lerde olduğu saptandı.

Giriş

Kolibasillozis, yavru. atma infeksiyonlan ile birlikte, diğer bir
çok ülkede olduğu gibi yurdumuzda da sığır yetiştiriciliğinin en önem-
li sorunlarından biridir (6, i I, 17). Enteropatojenik alanlarının yanı
sıra saprofit karekterde E. coli'lerin ekosistemde yaygın olarak bulun-
ması bu infeksiyonun kesin teşhisini güçleştirmektedir. Ayrıca, çe~itli
bakteri (Salmoneıla, Clostridium tür.) ve viruslar klinik olarak ko-
libasillozise benzeyen infeksiyonlar oluşturdukları için olgulardan
izole edilen E. coli suşlarımn çeşitli karakterlerinin (serolojik, ente-
rotoksijenik, antibiyotiklere karşı duyarlılık) bilinmesi başarılı bir
kontrol programı geliştirmek için gereklidir.

Enterik bakterilerin antibiyotiklere karşı dirençliliğinin
"Plasmid" diye tammlanan ekstra-kormosomal genetik elementler
tarafından kontrol edildiği ilk olarak Ig59 yılında Japonya'da görü-
len basilli dizanteri salgını sırasında ortaya konmuşsada konu üzerinde
yoğun çalışmalar son on yıl içinde yapılmıştır (ı, 4, g, ı 2). Bu çalış-
malar ile antibiyotiklerc karşı direncin yanı sıra enterik bakterilerde
görülen diğer birçok özelliğin (enteropatojenite, kolişin sentezlenmesi,
hemolitik aktivite, barsak duvarına yapışma v.s.) plasmidler tarafın-
dan kontrol edildiği ortaya konmuştur (g, i 3, 15).
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Bu çalışmamızııı amacı yurdumuzda septicaemia neonatorumlu
buzağılardan izole edilen E. coli suşlarımn enterotoksijenite kare k-
terIerini, çeşitli antibiyotikkrc karşı duyarlılılık oranlarını, bulaşıcı
tip plasmid taşıma özellikleri ile lizojenite yeteneklerini incelemektir.

Gereç ve Yöntem

E. coli suşları: Suş izolasyonu ıçın, i 976- i978 yılları arasında
A.Ü. Veteriner Fakültesi İç Hastalıklar Kürsüsü Polikliniğinde,
Patolojik Anatomi Kürsüsü ile Tarım Bakanlığına bağlı Ulaş ve Ko-
çaş Devlet Üretme Çiftliklerinde neonatal septicaemia teşhisi konan
i 36 yeni doğmuş (bir haftadan küçük yaşta) buzağılardan alınan
nıarazi maddelerden (organ parçası, barsak içeriği) yararlanıldı.

Antib£ııotik du),arlılık testleri: Gülhane Askeri Biyoloji Enstitüsün-
den sağlanan diskler yardımı ile Kirby-Bauer disk difüzyon yönte-
ınine göre yapıldı (2). Bakterilerin penicillin, ampicillin, streptomy-
cin, kanamycin, gentamycin, tctracyclin, chloramphcnicol, rifamycin,
carbcniciIlin, erythromycin, lincomycin ve nalidixic acide duyarlı-
lıkları incelenmiştir.

Plasmid aktarım deneyleri: Alıcı suş olarak Dr. Lariviere (Kanada)
den sağlanananan E. coIi K 12 naır lac - coır suşu, besiyerleri ola-
rakta adi buyyon, trypticase soy buyyon (BBL) ve MI:Conkey agar
(Difco) kullamldı. Aktarım deneylerinde Lariviere ve LaHier (I 5)
yöntemlerinden yararlanıldı. Disk difüzyon yöntemi ile çeşitli anti-
biyotiklere duyarlılık durumları saptanan E. coli suşları (yalnız nali-
dixic acid'e duyarlı olanları) ilc alıcı E. coli suşları adi buyyonlara
ayrı ayrı ekilerek 37° C de 5-6 saat inkübasyona bırakıldı. Bu süre-
nin sonunda o. i mL. test suşundan, 0.9 mL. alıcı suştan steril pipetler
yardımıyla 5 mL. trypticase soy buyyon (BBL) besi yerine, ekimler
yapılarak karışık kültürler 37° C de bir gece inkübasyona bırakıldı.
Plasmid aktarımının oluştuğunu göstermek için 37 oC de bir gece
inkubasyona bırakılmış karışık kültürden o. i mL. miktarında içinde
30 mcg im!. nalidixic acid ve verici bakterinin dirençli olduğu anti.
biyotiklerden birini (ampiciIlin 20 mcg Im!., tetracycIin i o mcg I mL,
streptomycin 15 mcg Im!., eryhromycin ı5 mcg ımı', kanamycin 25
mcg/ml., chloramphenicol 25 mcg/ml.) ayrı ayrı McConkey agar
(Difco) plaklarına ekimler yapılarak 37 cC de 24 saat inkubasyona
bırakıldı. Üreyen kolonilerin saflığı m kontrol etmek için her plaktaki
5 koloniden mikrop süspansiyonları ayrı ayrı i mi. adi buyyon hazır-
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lanarak mikroorganizmaların alındığı besi yerindeki antibiyotiği
içeren McConkey agar plaklarına tekrar ekiIdi, 37 oC de bir gece
inkübasyona bırakılarak üreyen mikroorganizmalar gram boyama
yöntemi ile boyanarak kontrol edildi. Ayrıca, plasmid aktarımını
doğrulamak için antibiyotikli ortamda üreyen mikroorganizmaların
antibiyogram testleri disk difüzyon yöntemi ile yapılarak dirençlilik
özelliği kazandığı doğrulandı.

Biyokimyasal özellikler: E. coli suşlarının biyokimyasal özellikleri-
nin incelenmesinde Lassen (I 6)'nin "üçlü tüp" yönteminden yarar-
lanıldı.

Entel'otoksijenite testi: Biyokimyasal özellikleri saptanan E. coli
suşlarının enterotoksijenik özellikleri buzağılardan sonra en uygun
test hayvanı olan 1.5-2 kg'lık tavşanlarda Sedlock ve Diebel (ıg)'in
"ince barsak lup yöntemi" ile incelendi. Peptonlu suda üretilen E. coli
suşları mn 24 saatlik kültürlerinden 0.5 mL. miktarında, laparatomi
ile dışarı alınmış ve ameliyat katkütleri ile LO cm. lik bölmelere ay-
rılmış ince barsak segmentlerinin lummlerine steril e~ektörler ile
verildi. Her suş ayrı hayyanda üç defa denendi. Barsak bölmelerinde
sıvı birikimi, gaz teşekkülü ve hemoraji oluşumuna neden olan suşlar
patojenik olarak kabul edildi.

Lizojenik sUJların helirlenmesi: Lizojenik karekterdeki bakterilerin
ayırımında Heller ve Drabkin (I o) yönteminden yararlamldı. 0.02
M CaClı ve 20 mcg imi. nalidixic acid içeren tryptose agar plakları
üzerine E. coli KI2 naırlac - coır suşunun 24 saatlik buyyon kültü-
ründen 0.2 mL.miktarında damlatıldıktan sonra steril cam bir baget
yardımı ile muntazam bir şekilde yaylldı.Bu şekilde hazırlanmış agar
plaklarına E.coli test suşlarının buyyon kültürlerinden spot inokü-
lasyonlar yapılarak 39 cC de bir gece inkubasyona bırakıldı; ve bu
sürenin sonunda lizojenik etkinin varlığı incelendi.

Bulgular

İncelenen 136 marazi maddenin ~°4 adedinden (% 76.4) E. coli
izole edildi. İzole edilen suşların biyokimyasal karekterleri Tablo-ı
de gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, birkaç ayrıcalık ilc in-
celenen suşların hepsi E. coli için tipik olan biyokimyasal özellikleri
göstermişlerdir. Glukoz ve laktoz fermentasyonu, triptofan deaminaz
aktivitesi, nitrat redüksiyonu, Hz S oluşumu, Voges-Proskauer, metil
red ve İndol testlerİ en güvenilir kriterler olarak kabul edilmiştir.
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Tavşan ince barsak lup testleri ile yapılan enterotoksijenite ana-
lizlerinde 67 adet (% 6~.4) E. coli suşunun patojenik olduğu saptandı.

İncelenen E. coli suşlarının çeşitli antibiyotiklere karşı gösterdik-
leri duyarlılık ve dirr.nçlilik özelliklerinin oranları Tablo-2 de gös-
terilmiştir. Suşların % IOO'Ü penicillin ve lincomycin'e dirençli bulun-
muştur. AmpiciIIin, erythromycin, rifamycin ve tetracycIin' e karşı
olan dirençliIik oranları ise sırası ilc % 78.9, % 90.3, % 77.0 ve % 73.3
tür. Mikroorganizmaların tümü çoğul dirençlilik özelliği göstermiş-
ler, bir suş ııfarklı, ondiirt suş ı ° üı.rklı, oniki suş 9 farklı, onaltı suş
8 farklı, ondokuz suş 5 farklı ,iki suş ise 3 farklı antibiyotiğe karşı
direnç; göstermişlerdir.

İzole edilen E. coli suşlarının tümü birden fazla antibiyotiğe karşı
direnç gösterdikleri için olası R faktör vericisi olarak kabul edildiler.
Fakat, alıcı bakteri olarak kullanılan E. coli Kı 2 suşu nalidixic acid'e
dirençli olduğu için, 104 E. coli suşunun nalidixic acid'e duyarlı olan
85 tanesini konjugasyon deneylerinde kullanmak mümkün oldu.
Ayrıca E. coli Kı2 suşu penicillin, lincomycin ve rifamycin'e dirençli
olduğu için antibiyotiklere karşı olan direncin bulaşıcı tipte olup olma-
dığını saptamak mümkün olmadı. Konjugasyon deneyIeri sonucunda
13suşun (% 15.2) yapısında bulunan R-plasmid'lerini aktarma yete-
neğine sahip olduğu saptandı. İncelenen suşlardan 8 tanesiI?de dirençli-
lik özelliği blok halinde, geri kalan 5 suşta ise bir parça halinde direnç-
lilik özelliği alıcı suşa geçmiştir.

Suşlardan 13 adedi (% 12.5) lizojenik karekter göstermiştir.

Tartışma

Klinik olarak neonatal septisemi teşhisi konmuş buzağılardan
izole ve identifiye edilen ~°4 E. coli suşunun kültürel, biyokimyasal,
antibiyotiklere duyarlılık, enterotoksijenite, R-faktör özellikleri ilc
lizojenite karekterleri araştırıldı. çalışmamızda incelenen materyalin
% 76.4 (I 04) den E. coli izole edilmiştir. Leloğlu (I 7) incelediği bu-
zağı ve kuzu orijinli materyalin % 75.2 sinden, Keskintepe (14) ga.st-
roenteritisli buzağılardan sağlanan materyalin % 92.2 sinden E. cnli
izole ettiklerini açıklamışlardır. Sojka (18) nın bildirdiğine göre,
İngiltere'de 650 gastrocnteritisli buzağı üzerinde yapılan bir çalış-
mada olayların % 7°.0 den E. coli ve % 22.5 den Salmoneıla izole
edilmiştir. Her nekadar bu çalışmaların hiç birinde enteropatojenite
testleri yapılmadığı için izole celilen E. coli suşlarının hangilerinin
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patojenik hangilerinin saprofitik olduğu belirlenm ~miş isede E. coli
izolasyon oranımn diğer etkenlerinkinden çok daha fazla olması
bu mikroorganizmaların neoantal septisemi olaylarının etiyolojisiııcle
başta gelen etken olduğu sonucunu çıkarmaktadır.

Edwards ve Ewing (5) i 23 i E. coli suşu üzerinde yaptıkları in-
celemede çeşitli biyokimyasal özellikler için aşağıdaki pozitif oranları
saptamışlardır. Glukoz % ıoo, laktoz % 90.8, mannitol % 96.8,
arabinoz % 99-4, dulsit % 4-9.5, salisin % 4°.0, adonitol % 5.6, lysine
decarboxylase % 88.7, nitrat redüksiyonu % 99.7, metil red % 99.9,
indol % 98.6. Bu araştırmada yukarıdaki testler için elde ettiğimiz
oranlar ise sırasiyla: % IOO, % 91.2, % 84.6, % 79.8, % 31.7, % 25,
% 20, % 98, % 52.8, % 94.2, % 97.1, % 98. Yukardaki sonuçlar
karşılaştırıldığında, izole ettiğimiz suşların, birkaç ayrıcalıkla, hep-
sinin E. coli için karekteristik olan biyokimyasal özelliklere sahip ol-
dukları görülmektedir. Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
(I I) de E. coli adonitol negatif olarak gösterilmiştir. Edwards ve
Ewing (s)'de % 5.6 gibi ç.ok düşük bir oranda E. eali suşunun adoni-
tolü fermente etme özelliğine sahip olduğu bildirilmektedir. Braaten
ve ıvlyers (3) sürgünlü buzağılardan izole ettikleri i 17 E. c:oli suşunun
% 6 i (I 08)'nin adonitol pozitif olduğunu saptamışlardır. çalışmamız-
da ise adonitol pozitif suş oranı % 20. i olarak belirlenmiş olup Braaten
ve Myers (3)'in bulgularım destekler niteliktedir. Yüksek oranda
adonitolü fermentc etme özelliğinin buzağı orijinli E. coli suşlarına
özgü bir karekter olup olmadığı incelemeye değer bir konu olarak
görülmektedir.

Gyles ve Sivasw;ımi (8) sürgünlü buzağıjanian izole ettikleri
200 E. eoli suşunun entcrotoksijenik özeııiklerini buzağı ince barsak
lup yöntemi ile incelemişler ve % 27.5 oranında suşun enterotoksi-
jenik olduğunu saptamışlardır. Lariviere ve Lallier (15) kolibasil-
lozisli domuz yavrularından izole ettiklerı ı 12 E. coli suşunun %
50'sinin domuz yavrusu ince barsak lup testlerinde pozitif reaksiyon
verdiklerini bildirmişlerdir. çalışmamızda, tavşan ince harsak lup
testleri ile incelenen 1°4 E. coli suşuının % 64.4'nün enterotoksijenik
olduğu belirlenmiştir. Elde edilen sonuç diğer araştırıcıların elde et-
tiği orandan daha yüksektir. Yurdumuzda izole edilen birçok hastalık
etkeninin vinılensi diğer ülkele.rde: izole edilenlerden daha yüksektir.
Bunun başlıca nedeni; ülkemizde hastalıkların kontrolü için geniş
kapsamlı kontrol ve eradikasyon programları geliştirilmcdiği için
etkenler yeni konakçıları kolayca bulmakta ve devamlı in vivo pasaj-
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lar virulensin artmasına neden olmaktadır. Buna beslenme ve yetiş-
tirme koşullarınında yetersizliği eklenince konakçı-parazit dengesi
devamlı mikroorganizma lehine bozulmaktadır.

Antibiyotik duyarlılık testlerinden alınan sonuçlara göre izole
edilen suşlar peniciIlin, rifamycin, tetracyelin ve erythromycin'e karşı
yüksek oranlarda direnç göstermişlerdir. Bu antibiyotiklerin hepsi
insan ve veteriner hekimlikte hem koruyucu hem de sağıtım amacıyla
en çok kullanılan antibiyotik türleridir. Gerek çalışmamız gerekse
diğer araştırmalardan (7, 13) elde edilen veriler kontrolsüz ve anti bi-
yogram testleri yapılmadan uygulanan antibiyotiklerin eko sistemde
dirençli suşların yaygın olarak oluşmasına neden olduğunu açıkça
ortaya koymaktadır.

İncelediğimiz suşlardan 44 tanesi (% 42.3) hemolizin salgıla-
maktadır. Hemolitik aktivite ile enterotoksijenite arasında herhangi
bir ilişki saptanamamıştır.

Günalp (7) insan orijinli E. coli suşları üzerinde yaptığı çalış-
mada 934 suşun % 5. i 'nin R-faktör aktarım özelliğine sahip olduğunu
bildirmiştir. Lariviere ve LaIlier (I 5) domuz orijinli II 2 E. coli su-
şunun tetracyelin' e karşı gösterdikleri dierençliliğin plasmidler ta-
rafından kontrol edildiğini ve incelenen suşlardan % 39.2'sinin bu-
laşıcı tip R-faktör taşıdığını açıklamışlardır. çalışmamızda da buzağı
orijinli 85 E. coli suşundan 13 adedinin (% 15.2) bulaşıcı tip R-fak-
tör taşıdığı saptanmıştır. Yukarıda bildirilen araştırma sonuçlarına
göre hayvan orijinli E. coli suşlarındaki plasmid aktarılma oranı in-
san orjinli mikroorganizmalardan daha yük~ek bulunmaktadır. Bu
durunı büyük bir olasılık ile hayvan yetiştiriciliğinde antibiyotik uy-
gulamasının (sağıtım, koruyucu ve fizyolojik amaçlarla) insanlardaki-
ne oranla daha yaygın olmasından kaynaklanmaktadır.

Akman (ı) tarafından incelenen insan orjinli ro ShigeIla suşunun
8'inde direnç özelliğinin alıcı bakteriye blok halinde geçtiği bildiril-
miştir. İncelediğimiz buzağı orijinli 13 E. coli suşunun 8'inde direnç-
lilik blok halinde alıcı bakteriye nakledilmiştir. Mikroorganizmanın
dirençli olduğu antibiyotik sayısı arttıkça dirençliliğin blok halinde
aktarılma olasılığınında yükseldiği gözlenmiştir. Akman (ı)'ın bul-
gularıda bu gözkmimizi destekler niteliktedir.

Lizojenik aktivite bakımından enteropatojenik ve enteropato-
jenik olmayan suşlar arasında bir farklılık saptanamamıştır. Heller
ve Drabkin (ro)' de kanatlı orijinli E. coli suşları üzerinde yaptıkları
çalışmalarda aynı sonucu eldc etmişlerdir.
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Tablo i. İzole edilen E. coli suşlarının biyokimyasnl özelliklerinin dağılımı (% olarak)

Test
Suş sayısı Oranı (%)

Pozitif Negatif Pozitif Negatif
----

Glukoz 104- o 100.0 0.0
Laktoz g8 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 7g.9
Hemolizin 44- 60 4-2.3 57.7
H2S 102 2 g8. i 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
Vrease 8 g6 7.7 92.3
Voges-Prosk. 2 102 i.g g8.1
Metil-red 101 3 97. i 2.9
ındol 102 2 98. i 1.9
Hareket 77 27 74-.0 26.0
(*): Lysine Decarboxylase, (* *): Tryptophane deaminase

Tablo 2. 1zole edilen E. coli suşlarının antibiyotiklere karşı duyarlılık ve dirençlilik özel.
likleri (% olarak)

Antibiyotik
Suş sa)'sı Oranı (%)

Duyarlı i Dirençli Duyarlı Dirençli
.

Penicillin o 104 0.0 100.0
Lincomycin o 104 0.0 100.0
Carbenicillin 57 39 59.3 4-0.7
Chloramphenicol 60 44- 57.6 42.1
Tetracyelin 28 76 27.0 73.0
Ampicillin 27 82 21. i 78'9
Gentamycin Ri 18 82.6 13.4
Erythromycin ıo 93 9.7 9°.3
Streptomycin 57 47 54.8 45.2
Rifamycin 24 80 23.0 77.0
Kanamycin 60 44- 57.6 42.4
Nalidixic acid 85 19 81.7 18.~
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