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SAGLIKLI VE İSHALLİ KUZULARDAN iZOLE EDİLEN E.COLİ 
SUŞLARININ BİYOKTMYASAL, KOLİSİNOJENİK VE MANNOZ 

REZİST AN HEMAGLUTİNASYON ÖZELLİKLERİ ÜZERİNDE İNCELEMELER * 

Mehınet Çorlu** 

lnvestigation on biochemical, colicinogenic and mannose resİstant hemagglu

tination characteristics of E. coli strains isolated from healthy and diarrhoeic 

lam bs. 

Suınm.ary: In this study, biochemical, colicinogenic, hemagglutination 
(HA), mannose sensitive hemagglutination ( .A1SHA) and mannose resistant 
hemagglutination ( .A.fRHA) characteristics of 200 E. co li strains isolated from 
neonatal healthy and diseased lambs have been examined. 

There was no significant differences as to the biochemical characteristics 
of the strains isolated from healt~y and diarrhoeic lambs. No hemalitic activity 
was found in all isolates. 

In HA tes ts, using different species of eı:ytrocytes (human, bovine, chic
ken, guinae-P(f? and ovine) multiple HA patterns were observed. MRHA, 
MSH A and HA (-) ra tes of the organisms arigina te d from healt~y and dise
ase d lambs, were found to be 28 o/0 -32 ~/0 for MRHA, 27 °/0 -3 ı 0/o for 
MSHA and 45 °/0 -3 7 °/0 for HA (-). There w as not significant differences 
in MRHA, MSHA and HA (-) characteristics of two groups. 

T;11hile ı O 0
/ 0 ~f E. co li strains isolated from he al thy lam bs w as colici

nogenic, ı3 o/0 of them was isolated from dişeased lambs. 

Özet: Bu çalışmada, yeni doğan sağlıklı ve hastalıklı kuzulardan izole 
edilen 200 E. co li suşu, biyokimyasal, kolisinojenik, hemaglutinasyon (HA), 
mannoz sensitiv hemaglutina~yon ( MSHA) ve mannoz rezistan hemaglu
tinasyon ( .A1RHA) özellikleri yönünden incelendi. 

Sağlıklı ve ishalli kuzulardan izole edilen E. coli suşları arasında, bi.Jıo

kimyasal özellikleri bakımından belirgin bir fark bulunamadı. Suşların hiç 
birinde hemolitik aktiviteye rastlanmadı. 

* Bu çalışma, Mehmet Çorlu'nun aynı başlıklı Yüksek Lisans Tezi'nden özetlen

miştir. 

** Biyolog, S.Ü. Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Konya. 
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Değişz:k eritrosit türleri (insan, sığır, tavuk, kaba)' ve k~yun) kullanılarak 
yapılan HA testlerinde farklı HA verileri giiriildü. Sağlıklı ve hastalıklı ku;::u 
orijinli suşların, lıifRHA, MSHA ve HA (-) oranları, sırasıyla, 0

/ 0 28-
0/o 32'si lıifRHA, <J6 27-o/0 3l'i AifSHA ve o/o 45-o/0 37'si HA ( ---) 
olarak belirlendi. İki grubun lıifRHA, MSHA ve HA ( --) karakterleri ara

sinda belirgin farklar _yoktu. 

Sqğlzklı ku;::ulardan izole edilen E. coli suşlarınm 0/o J O'u kolisirwjenik 
iken) bu oran hasta kuzulardan z:zole edilenlerde o/o 13 olarak bulundu. 

Giriş 

Sıcak kanlıların barsak florasında korumensal yada saprofit ola
rak bulunan ve doğum.dan çok kısa bir süre sonra memeli ve kanatlı
ların barsak sjsten1lerine yerleşen Escherichia coli'ler, çeşitli infeks~yon
lara neden olurlar. İntensif koyun yetiştiriciliği yapılan ülkelerin yeni 
doğan kuzulannda yetersiz beslenme ve hijyen kurallarına uyulmadı
ğı durumlarda E. coli'ler, büyük ekonomik kayıplar oluşturmaktadır 
(4, 21). 

E. coli su_şlarına çeşitli infeksiyonlarda rastlanmasına rağmen, 
patojenitesinin tespitinde en büyük güçlük, mikroorganizmanın sapro
fit veya patojen olanlarının, kültürel, biyokim.yasal ve serolojik karak
terlerine göre tam olarak ayırt edilememesidjr ( 18). İnsan ve hayvan
ların klinik materyallerinden izole c::clilen E. coli'lerin patojenitesinin 
belirlenmesiı'ıde, toksin varlığı yanında spesifjk fjrrı_l:Jıjal z nt~jenlerin 
de gösterilmesinin gerekli olduğu bildirilmektedir ( 1 9). E. coli'lerin 
ince barsak yüzeylerine yapışma özelliği olan adhezyon'da, fimbrial 
veya diğer bakteri yüzey yapıları önemli rol oynadığından, son yıllar
da . araştırıcıları konak çı ve bakteri açısından adhezyon faktörlerinin 
belirlenmesine yöneltmiştir (16, 1 7). Bazı araştırıcılar (6, 12, 14), E. 
coli'lerin, mannoz rezistan hemaglutinasyon (1vlRHA) salt agregas
yon (SAT), hidrofobik adsorpsiyon (HIC), serum rezistan (SR) ve 
adhezyon gibi yüzey yapılan ile hemolizin ve kolisin salgılama özel
liklerini inceleyerek bu özellikler ile patojenite arasında ilişlül~r ola
bileceğini ileri sürmektedirler. 

Bu çalışmanın amacı, yeni doğan sağlıklı ve ishalli kuzulaı dan 
izole edilen E. coli suşlarının, biyokimyasal, hemolizin, kolisin ve 
MRHA özelliklerini karşılaştırmalı olarak incelemekjr. 
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Materyal ve Metot 

E. coli için örneklerin toplanması : 

Su§ İzolasyonu için, Konya bölgesinin değİ§İk mahalle ve köylerin
den, yeiİ§Ürici elinde bulunan yeni doğ·mu§ sağhklı ve ishalli kuzuların 
rektumlarından steril sıvaplarla alınan dı§kı örneklerii1den yararlanıl
dı. Sağlıklı ve· ishalli kuzulardan toplanan 215 dı§ kı örneğinden 200 
E. coli (sağlıklı 100 ve ishalli 100) su§u izole edilerek çalı§maya alındı. 

Sta1idart E. co li suş! arı : 

B~ amaçla, insan, sığır ve kobay eritrositleri ile mannoz sensitiv 
hemaglutinasyon için E. coli Kl2 suşu kullanıldı. İnsan ve sığır eritro
sitleri ile i:nannoz rezistan hemaglutinasyon (MRHA) için E. coli 078, 
kobay eritrositlerinin MRHA testi için E. coli K12 KB8 su§ları kontrol 
olarak kullanıldı. ·Kolisin testinde ise, tüm kolisin tiplerine duyarlı 
E. coli Row suşu kullanıldı. 

E. coli K.12, E. coli Row, E. coli 078 ve E. coli K12 KB8 suşlan 
S. Ü. Veteriner Fakültesi . Bakteriyoloji Bilim Dalı !(ültür stoklann
dan temin edildi. 

B es~yerleri : 

Sağlıklı ve ishalli kuzulardan alınan dışkı örneklerinden E. coli 
İzolasyonu için, kanlı agar, MacConkey agar ve Triptic Soy Broth 
(TSB) 'dan yararlanıldı. 

J\1RHA testleri için kullanılan kolanizasyon faktör antijen (CFA) 
agar, Evans ye ark. (13)'na göre hazırlandı: Casarnina acide (Difco) 
10.0 gr., Yeast extract (Difco) 1.5 gr., Mg SO~ 0.05 gr., MnC1 2 0.005 
gr., Agar (Difco) 20.0 gr. ve Distile su 1000 ml.. Besiyeri 121 oc de 15 
·dakika otoklavdan sonra pH 7.4 olacak §ekilde ayarlan dı. . 

E.· coli suşlarının İzolasyon ve identifikasyonu: 

Toplanan örneklerden E. coli İzolasyon ve identifikasyonu klasik 
metodara göre yapiidi (9, 20). 

Hemaglutina~yon testleri : 

MSHA ·ve MRHA testlerinde, insan (A-grubu), sığır, tavuk, ko~ 
bay ve koyun eritrositleri Evans ve ark. ( 13)'na göre hazırlanarak kul-



102 Mehmet Corlu 

lanıldı. Bu amaçla, vericilerden alınan heparinli (Liguemine Roche) 
kanlar, 800-900 devirele 15 dakika olmak üzere 3 kez PBS (pH 7.2) 
ile yıkandı. PBS ile "mannozsuz" ve o/0 ı 'lik D-mannoz ile "mannozlu" 
olarak lf4'lük eritrosit süspansiyonları hazırlandı. Sulandırılmış erit
rositler günlük hazırlanırken, 3 gün içerisinde kullanılmayan stok 
eritrositler attldı. 

Hemaglu tİnasyon testleri E vans ve ark. (ı 3 )'nın bildirdikleri 
ınetod'a göre yapıldı. Bu amaçla, nutrient agarlarda saklanan suşlar, 
kolanizasyon faktör antijen (CFA) agarlara ekilerek 37°C'de 18 saat 
üretildilcr. Tek tek yada yaygın üremiş bakteri kolonileri öze ile alı
narak, ı/ 4 oranında sulandırılmış eritrositlerin I damla sıyla (0.02 
ml) oda derecesinde ve lam üzerinde iyice homojenize edilerek 1 da
kika bekletildi. Yaklaşık 1 dakikalık uygulamadan sonra HA vermeyen 
suşlar, buz üzerine yerleştirilerek 2 dakika tutuldu. Sonuçlar, 4 + j 
3 +, 2 +, 1 + ve (-) olarak değerlendirildi. HA'un aynı derecelerinin 
% 1 'lik mannozlu ortamda m.eydana gelmesi MRHA pozitif olarak 
değerlendirildi. ~1annozsuz eritrositlerle HA oluştururken, mannozlu 
eritrositlerle HA vermeyen E. coli'le.r MSHA pozitif olarak kabul edil
diler. Her iki oı tamdada HA vermeyen E. coli suşlan ise HA (-) 
olarak değerlendirildiler. 

E. coli'lerin, insan, sığır, tavuk ve kobay eritrositleri ile oluştur
dukları HA'ları ifade eden HA formüllerinin hazırlanması Evans ve 
ark (13)'na göre yapıldı. Bu formüllere göre, örneğin, "NRSS" 
formülünde HA veren bir E. coli suşu sırasıyla, insan eritrositi ile HA 
(- ), sığır eritrositi ile MRHA, tavuk ve kobay eritrositleri ile MSHA 
oluşturmuştur. 

Kolisin aranması: 

Djonne (7) tarafından bildirilen metod'a göre yapıld1. Bu metod'a 
göre, TSB huyyonlarda 37oC de 18-24 saat üretilmiş test suşları, 

o/0 5 koyun kanlı hazırlanmış TSA agarlaı a hat şeklinde ekilerek 3 7 oc 
de bir gece inkübe edildiler. İnkübasyondan sonra, 1-2 saat kloro.:. 
form buharına tutulan kültürler, steril lam'larla kazınarak alındılar. 
Tekrar 30 dakika kloroform buharına bırakılan kültürler, 1 saat kadar 
petri kapakları yarı açık tutularak kloroformun uçması sağlandı. Kanlı 
TSA agarda üretilmiş ve 1 kolonisi 5 ml FTS ile homojenize edilmiş 
E. coli Row suşu, üreme hattına dikey olarak ekildi. Oda ısısında 1 
saat kadar tutulan kültürler 3 7 oc de bir gece inkübe edildiler. Sonuç
lar, ekim hatlarının kesişim noktalarında inhibisyon zonlarının olu
şumu, test suşlarının kolisin aktivitesi olar ak değerlendirildi. 
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Bulgular 

E. co li' leri n biyokim)lasal iJ'zellikleri : 
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Sağlıklı ve ishalli kuzulardan izole edilen 200 E. coli suşunun bi
yokimyasal özellikleri tablo 1 'de gösterilmiştir. İncelenen suşların ta
mamı E. coli için tipik biyokimyasal özellikleri göstermiştir. 

Tablo 1. E.coli suşlarının Biyokimyasal özelliklerinin 

dağılımı. 

Sağlıklı İshalli 

Test Pozitif Negatif Pozitif Negatif 

n o; 
!O 

----------

Glukoz 100 100 
Laktoz 100 100 
~2s - 0.0 
I nd ol 100 100 

Üreaz - 0.0 
Mannitol 100 100 
Nitrat 100 100 

Hareket 69 69 
TD* - 0.0 
MR** 100 100 
VP*** - 0.0 
Sitrat - 0.0 
Hemoliz - 0.0 

* : Tryptophane Deaminase 

** Metil Red 

*** : Voges-Proskauer. 

n 
--

-

-
100 

-

100 
-

-
31 

100 
-

100 
100 
100 

% n % n % 
--------------

0.0 100 100 - 0.0 
0.0 100 100 - 0.0 
100 - 0.0 100 100 
0.0 100 100 - 0.0 
100 - 0.0 100 100 
0.0 100 100 - 0.0 
0.0 100 100 - 0.0 

31 77 77 23 23 
100 - 0.0 100 100 
0.0 100 100 - 0.0 
100 - 0.0 100 100 
100 - 0.0 100 100 
010 - 0.0 100 100 

Bu çalışmada kullanılan 200 E. coli suşunun hiç birinde hemoliz 
aktivitesine rastlanmadı. 

Hemaglutina~yon testleri: 

Çalışmada incelenen 200 E. coli suşunun, MRHA, MSHA ,,e 
HA (-) verileri tablo 2 ve 3'de gösterilmiştir. Sağlıklı ve ishalli kuzu 
orijinli E. coli suşlarının HA verileri tüm eritrositlerle genelleştirildi
ğinde, sırasıyla, 0

/ 0 28- o/0 32'si MRHA, 0
/ 0 27- o/0 31 'i MSHA oluş

tururken, suşların °/0 45-% 37'si HA (-) bulundu. En yüksek MRHA 
oluşumu (0/ 0 15- o/0 25) sığır eritrositleri ile, en yüksek MSHA olu
şumu (o/0 29-o/0 50) tavuk eritrositleri ile alındı. 

İnsan, sığır, tavuk ve kobay eritrositleri ile bir E. coli suşunun 
oluşturduğu HA tiplerinin, aynı sıra ile ve yan yana gösterİlıneleri 
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Tablo 2. Sağlıklı kuzulardan izole edilen ıoo E.coli suşunun 

HA özelliklerinin dağılımı. 

HA 
İnsan Sığır T<ıvuk Ko bay Koyun Genel* 

----
'tipi n % n % n % n % n % n % 

------------------------------

MRHA 5 5.0 ı5 ı5.0 9 9.0 - 0.0 2 2.0 28 28.0 
MSHA 16 16.0 ı ı ıı.o 29 29.0 25 ·25.0 4 4.0 27 27.0 
HA(-) 79 79.0 74 74.0 62 62.0 75 75.0 94 94.0 45 45.0 

Tablo 3. İshalli kuzulardan izole edilen ı 00 E.coli suşunun 

HA özelliklerinin dağılımı. 

HA 
tipi 

İnsan Sığır 

o; 
!O 

Tavuk 

n 0/ 
!O 

Ko bay 

n % 
Koyun 

n % 
Genel* 

n % 
MRHA 7 7.0 25 25.0 - 0.0 - 0.0 5 5.0 32 32.0 
MSHA 26 26.0 5 5.0 50 50.0 37 37.0 5 5.0 3ı 31. o 
HA(-) 67 67.0 70 70.0 50 50.0 63 63.0 90 90.0 37 37.0 

*: Çalışmada kullanılan S tür eritrosit ile HA vermeyen suşlar HA(-), en az biri 

ile mannoz rezistan hemaglutinasyon veren suşlar "MRHA" ve en az bir erit

rosit ile mannoz sensitiv hemaglutinasyon veren suşlar ise "MSHA" _olarak ge
nelleştirildiler. 

şeklinde pazıdanan HA formüllerinin, sağlıklı ve ishalli kuzu ·OrıJın
li E. coli suşları için 24 farklı şekli tespit edildi. NNNN, SNSS, NNSS 
ve SRSS formülleri sırasıyla, o/0 4·5-o/0 37, o/0 6-%ı 10, o/0 3- 0

/ 0 10 
ve o/o 1-%7 oranlarında bulundu. Geriye kalan (0/ 0 45- o/o 36) 
E coli suşları 20 farklı HA formülü oluşturdu. 

Kolisin aktivitesi: 

İzole ve identifiye edilen 200 E. coli suşunun, kolisin salgılama 
özellikleri yönünden yapılan incelemelerinde, sağlıklı kuzu orijinli 
10 (o/0 10), ishaJli kuzu orujinli 13 (o/o 13) suşun pozitif olduğu tespit 
edildi (tablo 4). 

Tablo 4. Kuzulardan izole edilen E. coli suşlarının 

kolisin salgılama özelliklerinin dağılımı. 

Kaynak İncelenen suş 
Pozitif Negatif 

n 0/ n % /0 
---- ----------
Sağlıklı ıoo ı o ıo.o 90 90.0 
İshalli ıoo ı3 13.0 87 87.0 
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Kolisin sentezleyen bu suşların HA özelliklerine göre dağılımı 
tablo 5'de gösterilmiştir. 

Tablo S. HA özelliklerine göre kolisinqjenik E.coli 
suşlarının dağılımı. 

HA tipi Sağlıklı İshalli 

n Ol n % /O 
---------------

MRHA s 17.9 6 18.8 
MSHA s 18.S s 1S.2 
HA(-) - 0.0 2 S.S 

Tartışnıa ve Sonuç 

Patojenik E. coli'lerin oluşturduğu neonatal septisemi ve ishaller, 
gerek sığır ve gerekse koyunculuk endüstrisinin en önde gelen sorunla
rından birisidir. USA'da neonatal kuzu ishallerine neden olan E. coli' 
lerin, 30 günlüğe kadar olan bütün kuzularda o/o 45'lere varan kayıp
lar oluşturduğu bildirilmektedir (2 1). Ülkemizde beslenme ve yetiş
tirme koşullarının ileri sayılabilecek bir düzeyde olmaması nedeniy
le bu kay bın çok daha fazla olacağı açıktır. 

Değişik araştırıcılar tarafından yapılan çalışmalada (3, 5, 1 O, 
1 8), E. coli suşları arasında, biyokimyasal özellikleri yönünden bir 
homojenlik olduğu bildirilmektedir. 

Bu çalışmada, sağlıklı ve ishalli kuzulardan izole edilen E. coli 
suşlarının, biyokimyasal özellikleri arasında bir fark bulunamamış 
olması, parojenik ve saprofitik ·E. coli'lerin biyokimyasal aktiviteleri
ne göre ayrılamayacağını bildiren ara~tırıcıları (3, 5, 10) destekler 
ni teli k te dir. 

K.88, K99, F41, CFA, X ve tip 1 gibi fimbrial antijenlerin, deği
şik eritrositlerle farklı hemaglu tİnasyanlara neden olmalarından dola
yı (8, 14), birçok araştırıcı (10, ll, 15, 23), izole ettikleri E. coli suş
larının HA özelliklerinin, hernaliz aktivitesi, kolisinojenik, patojenik 
ve enteropatojenik kaıakteıleıi ile ilişkilerini incelemişlerdir. 

V alen te ve ark. (23), ishalli buzağılardan izole ettikleri 84 E. 
coli suşunun, o/0 35.7'sinin MRHA+, ~~ 13.l'inin MSHA+, 0

/ 0 51.2' 
sinin ise HA vermediğini ve 11RHA + suşların çoğunluğunun K99 
antijenine sahip olduğunu tespit etmişlerdir. Gonzales ve Blanco ( 1 5), 
MRHA özelliğinin, ishalli domuzlardan izole edilen E. coli'lerde % 
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43.6, sağlıklılardan izole edilenlerde ise o/0 17.2 oranında olduğunu ve 
MRHA özellikleri arasında bir ilişki bulamadıklarını rapor etmişleı
dir. Erganiş ve ark. ( 1 1), ishalli buzağılardan izole ettikleri E. coli 
suşlarının, MRHA, MSHA ve HA (-) özelliklerinin, sırasıyla, o/0 

44. 7, 0
/ 0 46.8 ve % 8.5 olduğunu ve HA karakterleri ile en terapatO

j eni te arasında belirgin bir ilişki bu] am adıklarını bildirmişlerdir. 

Bu çalışmada incelenen, sağlıklı ve ishalli kuzu oirjinli E. coli suş
larının HA (MRHA, MSHA ve HA ) yetenekleri arasında belirgin 
bir ilişki bulunamamıştır. 

Alınan bu sonuçlar, E. coli'lerin HA yeteneklerinin, sa~lıklı ve 
ishalli hayvanların fekal floralarından izole edilen suşların ay1nnnn
da kullanılamayacağını bildiren araştırıcıların ( 1 1, 15) bulgularını 
destekler niteliktedir. 

Agüero ve ark. ( 1 ), üriner sistem infeksiyanlarından izole edilen 
E. coli KI populasyonundaki suşlarda, MRHA ve kolisin aktivitesi
nin, aynı hastaların barsaklarından izole edilen aynı populasyondaki 
suşlardan daha fazla olduğunu tespit etmişlerdir. Arai ve ark. (2), 
klinik vakalardan izole ettikleri insan orijinli E. coli suşlarının, o/0 13' 
ünün kolisinojenik olduğunu ve kolisin aktivitesi ile MRHA yeteneK
leri arasında bir ilişki bulamadıklarını bildirmişlerdir. Vaisanen-Rhen 
(22), üriner sistem infeksiyanlarından ve sağlıklı insan dışkılarından 

izole edilen 07 5 seratipine dahil E. coli suşlarının, sırasıyla, 0/ 0 33 ve 
0/o 50'sinin kolisinojenik karakterde olduğunu bildirmiştir. Araştırıcı, 
MRHA ve kolisin aktivitesi arasında bir ilişki bulamadığım da rapor 
etmiştir. Erganiş (10), bindi dışkılanndan izole ettiği 192 E. coli su
şunun, % 6.2'sinin kolisin aktivitesine sahip olduğunu bildirmiştir. 

Bu çalışmada, sağlıklı kuzularda 10 (%ı 10), ishalli kuzulaıda ise 
13 (o/o 13) kolisinojenik E. coli suşu izole edilmiştir. Sağlıklı ve ishalli 
kuzulardan izole edilen MRHA+ E. coli'lerin, sırasıyla, o/0 17.9 (5 
suş)- o/0 18.8 (6 suş)'i, MSHA+ suşlarının o/0 18.5 (5 suş)- ~10 15.2 
(5 suş)'si ve HA (-) ishalli kuzu orijinli E. coli'lerin ise % 5.5 (2 suş 
inin kolisinojenik karakterde olduğu tespit edilmiştir. Kolisin aktivi
tesi ile MRHA yetenekleri arasında bir ilişki bulunamamıştır. Bu so
nuçlar, Arai ve ark. (2) ile Vaisanen -Rhen (22) 'in bulgularını des
tekler niteliktedir. 

Sonuç olarak, sağlıklı ve ishalli kuzulardan izole edilen E. coll 
suşlarının, biyokimyasal, hemoliz, kolisin üretimi ve MRHA özellik
leri arasında önemli bir fark olmadığı ve bu özelliklere göre patojenik 
ve saprofitik E. coli'lerin ayrılamayacağı görüşüne varılmıştır. 
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