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OZET

KOLIBASILLOZISLi BROYLERLERDEN ASILAMA ONCESIi VE
SONRASINDA ELDE EDIiLEN KANATLI PATOJENIK ESCHERICHIA COLI
iZOLATLARININ FILOGENETIK KARAKTERIZASYONUN iNCELENMESI

Sur E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Veterinerlik

Mikrobiyolojisi Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2025.

Amac: Ticari zayiflatilmig canli Escherichia coli asis1 ile asilanan broiler siiriilerinden elde
edilen kanatli patojenik E. coli (APEC) izolatlarinin filogenetik gruplarindaki degisiklikleri,
asimnin filogenetik ¢esitlilik tizerindeki etkilerini ve broylerlerin yasamlarinin erken ve geg

donemlerinde elde edilen APEC izolatlarinin antibiyotik direng profillerini kargilastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismanin materyalini, 2022 yil1 boyunca 15 giftlikten, asilama 6ncesinde
180 ve asilama sonrasinda 180 olmak tizere, toplam 360 E. coli izolat1 olusturdu. Bakteriyel
identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testleri otomatize mikrobiyoloji sisteminde (BD
Phoenix 100™) ve Gram-negatif identifikasyon karti (NMIC/ID-433) kullanilarak yapildi.
Izolatlarin filogenetik gruplandirmasi chuA, yjaA, TspE4.C2 ve arpA genlerini hedef alan
Clermont multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemine gore yapildi. Filogenetik gruplarin

asilama Oncesi ve sonrasi dagilimi Ki-kare (y2) testi ile istatistiksel olarak karsilastirildi.

Bulgular: Asilama 6ncesinde, izolatlar sirastyla B1 (%22,8), F (%21,7), E (%21,1), C (%12,2)
ve D (%8,9) gruplarinda yogunlagmistir. Asilama sonrasinda ise grup A (%56,7) ve B1 (%27,2)
gruplar1 baskin hale gelirken; C, D ve B2 gruplarinin tamamen kayboldugu gézlemlenmistir.
Broylerlerin yagamlarinin erken doneminde, tetrasiklin ve penisilin grubu antibiyotiklere kars1
yuksek direng oranlari tespit edilirken, ge¢ donemlerinde tetrasiklin, penisilin, kinolon ve folat

grubu antibiyotiklere kars1 direng oranlarinda belirgin bir artis gézlemlenmistir.

Sonug: Broylerlere uygulanan ticari canli zayiflatilmig E. coli agimin filogenetik gruplarin
dagiliminda dikkate deger degisikliklere neden oldugu, ozellikle filogrup B1 hari¢ tiim
filogruplarda 6nemli etkiye sahip oldugu belirlendi. izolatlarin yaygin kullanilan antibiyotiklere
kars1 yliksek direng oranlarina sahip oldugunu, ancak klinik agidan kritik 6neme sahip kolistin

gibi antibiyotiklere kars diisiik direng seviyeleri saptandi.

Anahtar kelimeler: Ilag¢ Direnci, Kanatli Hayvan, As1, Escherichia coli, Filogeni.
xiii



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHYLOGENETIC CHARACTERIZATION OF
POULTRY PATHOGENEIC ESCHERICIA COLI ISOLATES OBTAINED FROM
COLIBACILLOSIS BROILER BEFORE AND AFTER VACCINATION

Sur E. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute Veterinary
Microbiology Program, PhD Thesis, Aydin, 2025.

Objective: To compare the changes in phylogenetic groups of avian pathogenic Escherichia
coli (APEC) isolates obtained from broiler flocks vaccinated with commercial attenuated live
E. coli vaccine, the effects of the vaccine on phylogenetic diversity, and the antibiotic resistance
profiles of APEC isolates obtained at early and late stages of broiler life.

Materials and Methods: The study material consisted of a total of 360 E. coli isolates, 180
before vaccination and 180 after vaccination, from 15 farms throughout 2022. Bacterial
identification and antibiotic susceptibility tests were performed using the Gram-negative
identification card (NMIC/ID-433) in the automated microbiology system (BD Phoenix 100™),
Phylogenetic grouping of the isolates was performed using the Clermont multiplex PCR method
targeting the chuA, yjaA, TspE4.C2 and arpA genes. The distribution of phylogenetic groups
before and after vaccination was compared statistically using the chi-square (}2) test.

Results: Before vaccination, isolates were concentrated in groups Bl (22.8%), F (21.7%), E
(21.1%), C (12.2%) and D (8.9%), respectively. After vaccination, groups A (56.7%) and B1
(27.2%) became dominant, while groups C, D and B2 were completely lost. While high
resistance rates were detected against tetracycline and penicillin group antibiotics in the early
stages of broiler life, a significant increase in resistance rates against tetracycline, penicillin,
quinolone and folate group antibiotics was observed in the late stages.

Conclusion: It was determined that commercial live attenuated E. coli vaccine applied to
broilers caused remarkable changes in the distribution of phylogenetic groups, and had a
significant effect especially on all phylogroups except phylogroup B1. This study showed that
the isolates had high resistance rates to commonly used antibiotics, but low resistance levels
were observed to clinically critical antibiotics such as colistin.

Keywords: Drug resistance, Poultry, Vaccines, Escherichia coli, Phylogeny.
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1. GIRIS

Ekstraintestinal patojenik bir Escherichia coli (ExPEC) tiirii olan kanatli patojenik
Escherichia coli (APEC), tavuklar, hindiler, 6rdekler ve diger bir¢ok kanatli tiirtinde ¢esitli
lokal ve sistemik enfeksiyonlara yol agmaktadir (Kathayat ve digerleri, 2021). APEC'in en sik
neden oldugu enfeksiyonlar arasinda perihepatit, hava kesesi yangisi, perikardit, peritonit,
salpenjit, koligraniiloma, omfalit, seliilit, osteomiyelit ve artritis yer almakta ve bu
enfeksiyonlar genellikle "kanath kolibasillozu" olarak adlandirilmaktadir (Khairullah ve ve
digerleri, 2024). Ayrica, APEC tavuklarda siskin kafa sendromuna, hindilerde ise osteomiyelit
kompleksine neden olabilmektedir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Kanatli kolibasillozu, kiimes hayvanlarinda %20’ye kadar ulasabilen mortalite oranlar
ve dnemli morbidite ile 6nde gelen 6liim ve hastalik nedenlerinden biridir. Bunun yani sira, bu
enfeksiyonlar et liretiminde (canli agirlikta %2 azalma, yemden yararlanma oraninda %2,7
diisiis), yumurta tiretiminde (%20'ye kadar azalma), kulugcka oranlarinda diisiis ve kesim
sirasinda karkas kontaminasyonunda (%43'e kadar) artis gibi ciddi ekonomik kayiplara yol
acmaktadir (Panth, 2019). APEC, genetik olarak insanlarda ciddi hastaliklara yol agan EXPEC
suslariyla benzerlik gostermekte ve yatay gen transferi yoluyla diren¢ genlerini insan
patojenlerine aktarabilmektedir (Denamur ve digerleri, 2021). Bu durum, gida kaynakli
zoonotik enfeksiyonlarin artmasma ve halk sagligini tehdit eden antibiyotik direncinin

yayilmasina neden olmaktadir (Zhuge ve digerleri, 2021).

E. coli, genetik yapisina gore filogenetik gruplara ayrilabilmektedir. Clermont ve
digerleri (2000) tarafindan gelistirilen ilk yontem olan tripleks polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi E. coli suslarin1 A, B1, B2 ve D gibi dort ana filogruba ayirmistir. Daha sonra yapilan
caligmalarla bu siniflandirma genisletilmis ve toplamda 8 filogrup tanimlanmistir: A, B1, B2,
C, D, E, F ve Escherichia kriptik grup I (Clermont ve digerleri, 2013). Bu gruplar arasinda, B2
ve D filogrup suslar1 genellikle ExXPEC olarak bilinir ve insanlarda iiriner sistem enfeksiyonlari,
sepsis ve menenjit gibi ciddi hastaliklara neden olabilitler. Ote yandan, A ve B1 filogrup
izolatlar1 genellikle kommensal olarak kabul edilir ve insan bagirsak mikrobiyotasinin bir
parcas1 olarak bulunurlar; ancak bazi durumlarda bagirsak enfeksiyonlarina yol agabilirler. C,

E ve F filogrup suslar1 ise daha az yaygin olup, patojeniteleri hakkinda smirli bilgi



bulunmaktadir. Kriptik grup | grubuna ait izolatlar, Escherichia cinsinin belirlenmesi gii¢ alt
gruplarindan biri olup, patojeniteleri tam olarak anlagilmamistir. Bu son yapilan yeni
filogenetik siniflandirma, E. coli izolatlarinin patojenik potansiyellerini degerlendirmede
onemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Clermont ve digerleri, 2013). Sahada tespit edilen
kolibasilloz vakalarindaki APEC serotip ¢esitliligi, mevcut asilarin etkinligini sinirlamakta ve
APEC enfeksiyonlarina karsi etkili bir aginin bulunmamasi, bu patojenin kontroliinii
zorlagtirmaktadir. (Christensen ve digerleri, 2021). Iki ticari ast mevcuttur: Canli atteniie
Poulvac® ve inaktif Nobilis® E. coli asilar1. Bu sinirli segeneklerin broylerlerde enfeksiyonlarin

onlenmesindeki etkinligi hakkinda yeterli bilgi yoktur (Kathayat ve digerleri, 2021).

Antimikrobiyal ila¢g kullanimi ExXPEC enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin bir
uygulamadir. Ancak bu ¢oklu ila¢ direncine neden olmaktadir. Sefalosporinler, kinolonlar,
tetrasiklinler ve trimetoprim-siilfametoksazol kanatli ¢iftliklerinde siklikla kullanilan
antibiyotikler arasinda yer almakta ve bu antibiyotiklere direngli suslarin goriilme sikligini
artirmaktadir. Bu durum, hem hayvan hem de insan saghigi acgisindan ciddi bir tehdit
olusturmaktadir (Caneschi ve digerleri, 2023). APEC izolatlarinda B-laktamlar ve kolistin gibi
kritik dneme sahip antibiyotiklere diren¢ daha dnce bildirilmistir (Osman ve digerleri, 2018).
Ozellikle mcr-1 geni, kolistin direncinin ana belirleyicisi olarak dikkat ¢ekmekte ve direngli

suslarin kiiresel gida zinciri yoluyla yayilma riskini artirmaktadir (Barbieri ve digerleri, 2017).

Filogenetik gruplandirma, APEC izolatlarinin genetik o6zelliklerinin belirlenmesi
suretiyle enfeksiyonlarin Onlenmesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi yOntemlerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir aractir (Clermont ve digerleri, 2013). Asilar kolibasillozu azaltmak
icin kullanilirken, as1 etkinligini anlamak icin kritik 6neme sahip olan APEC'in genetik
cesitliligi ve filogenetik dagilimi iizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu
caligmanin amaci, ticari zayiflatilmis canli E. coli asis1 uygulanan broiler siiriilerinden elde
edilen APEC izolatlarinin filogenetik gruplarindaki degisiklikleri incelemek, aginin filogenetik
cesitlilik lizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmek ve broylerlerin yasamlarinin erken ve
ge¢ donemlerinde elde edilen APEC izolatlarinin antibiyotik direng profillerini
karsilagtirmaktir. Asinin, filogenetik gruplar arasinda diisiik virulansl izolatlarin baskinligini
artirarak enfeksiyon siddetini azaltabilecegi ongoriilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilecek
bulgular, APEC enfeksiyonlarina karsi yeni as1 stratejilerinin gelistirilmesine 151k tutarak,
antimikrobiyal kullanimini1 azaltmaya ve diren¢ problemini kontrol altina almaya katki

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanath Patojenik Escherichia coli

Kanatli patojenik Escherichia coli (APEC), kiigiik, gomak seklinde (1-2 mm uzunlugunda
ve 0.5 mm c¢apinda), flagella veya fimbria veya piliye sahip, lipopolisakkarit (LPS) dis zarla
cevrili Gram-negatif bir bakteridir ve kanatlilarda cesitli lokal ve sistemik hastaliklara neden
olabilen digki florasinda bulunur (Miglani 2023). APEC, diinya ¢apinda kiimes hayvanciligi
icin ciddi bir tehdit olusturmakta, kolibasillozis gibi enfeksiyonlara neden olmakta ve bu da
biiylik ekonomik kayiplara yol agabilmektedir (L1 digerleri, 2020). Bu kayiplar, azalan yumurta
ve et Uretimi, yiiksek mortalite oranlari, diisiik yavru ¢ikim oranlari, canli agirlik kaybi, daha
diisiikk yem doniisiim verimliligi, artan veteriner harcamalar1 ve mezbahalarda karkas reddi gibi
sonuclardan kaynaklanmaktadir (Li digerleri, 2020). Kiimes hayvancilig1 sektorii, kiiresel gida
giivenligi i¢in kritik dneme sahiptir ve 2021-2025 yillar1 arasinda %4.1 oraninda bir biiyiime
gostermesi beklenmektedir; Brezilya, ABD ve Cin’den biiyiik ihracatlar yapilmaktadir
(Clermont digerleri, 2019; Azam digerleri, 2020). Asilamalar, biyogiivenlik onlemleri ve
antibiyotik kullanimi, operasyonel maliyetlerin artmasina katki saglamaktadir (Azam digerleri,
2019). Kolibasillozisi tedavi etmek icin antibiyotiklerin sik kullanimi, antibiyotik direnci
olasiligin1 artirmakta ve bu da sonraki hastalik yonetimini karmagik hale getirmektedir (Azam

digerleri, 2019).

APEC suslari, ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) grubuna ait olup, idrar yolu
enfeksiyonlarina, yenidogan menenjitine ve insanlarda sepsise neden olabilen E. coli suslariyla
benzerlikler gostermektedir (Clermont digerleri, 2019). Her yastan insani etkileyebilmesine
ragmen, bebekler, kiiciik cocuklar ve hamile kadinlar, daha zayif bagisiklik sistemleri ve
kontamine olmus gida veya suya daha fazla maruz kalma olasilig1 nedeniyle daha hassastir
(Miglani, 2023). Saglikli yetiskinler, giiglii bagisiklik sistemleri sayesinde genellikle daha az
duyarlidir, ancak huzurevleri, hastaneler ve cocuk bakim merkezleri gibi ortamlarda salginlar
hala meydana gelebilir (Meng digerleri, 2023). Ayrica, APEC suslarindaki artan antimikrobiyal
direng, halk sagligi agisindan bir endise kaynagidir, ¢iinkii direngli bakteriler, yatay gen

transferi yoluyla direng genlerini aktarabilir ve bu da insanlardaki bakteriyel enfeksiyonlarin



tedavisini karmasiklagtirmaktadir (Lozica digerleri, 2021). Bireysel risk faktorlerinden
bagimsiz olarak, iyi hijyen uygulamalar1 ve giivenli gida yonetimi, herkes i¢in E. coli

enfeksiyonu riskini azaltmada 6nemlidir (Lozica digerleri, 2021).

Diinyada yaygin olarak bildirilen E. coli serotipleri arasinda O1, 02, 06, 07, 026, 045,
055, 078, 088, 0121, 0103, 0111, 0104, 0114, 0119, 0124, 0145, 0157, O1:K1, O2:K1,
06:K2,018:K1, 0124, 0143, 0148 ve O164 bulunmaktadir. Kiiresel olarak, APEC prevalansi,
broyler tavuklart ve yumurtlayan kuslar1 etkileyerek, 6zellikle yumurta iiretiminin zirveye
ulastig1 4-6 haftalik donemde, %9.52 ile %36.73 arasinda de§ismektedir; ancak ABD’de,
APEC, ticari siiriilerin en az %30’unu etkilemektedir (Kimura digerleri, 2021). Bu hastalik,

halk saglig1 ve kiimes hayvancilig1 endiistrisi i¢in kritik dneme sahiptir.

APEC, kus tiirlerinde kolibasillozise neden olur ve yeni arastirmalar, APEC'1 olas1 bir
gida kaynakli zoonotik patojen olarak iliskilendirmistir. Belirlenen virulans faktorlerinin yani
sira, iki komponentli sistemler (TCS), adezinler, salgilama sistemleri (SS), invazyonlar, demir
edinim sistemleri, kuorum algilama sistemleri (QS), transkripsiyonel diizenleyiciler (TR),
toksinler ve metabolizma ile iliskilendirilen genler gibi ¢esitli ek bilesenler, APEC
patogenezine katkida bulunmaktadir. APEC, farkli kanatli tiirlerine yayilabilir ve g¢esitli
yaslardaki kanatlilar1 enfekte edebilir. Ancak, daha geng¢ kuslar, muhtemelen gelismekte olan
bagisiklik sistemlerinden dolayi, daha olgun kanatlilardan daha siddetli hastaliklar yasar ve
asilama, Mycoplasma enfeksiyonlari, kotii barinma kosullari, solunum viriisleri ve diger ikincil
enfeksiyon risk faktorleri gibi stres faktorleri, APEC’in hem primer hem de sekonder patojen
olmasina yol agabilir. Bu faktorlerin anlasilmasi, yeni ve etkili tedavilerin gelistirilmesine
yardimc1 olacaktir. APEC'in zoonotik potansiyeli kiicimsenmemelidir. Dahasi, APEC'in
neredeyse tiim antibiyotik siniflarina, karbapenemler dahil, direngli oldugu zaten belirtilmistir.
Birden fazla APEC serotipine karsi koruma saglayabilen giiclii bir as1 acilen gereklidir.
Alternatif tedaviler, 6zellikle virulans inhibitorleri, direng kazanma olasiligini azaltan 6zel bir

yontem saglayabilir (Nawaz ve digerleri, 2024).

2.1.1. Patojenik E. coli'nin Siniflandirilmasi

Patojenik E. coli, iki alt siniflandirmaya ayrilmistir: Interstinal patojenik E. coli (IPEC)



ve Ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) (Kimura digerleri, 2021). IPEC, sekiz tiire
sahiptir: Adherent invaziv E. coli (AIEC), Diffuz Adherent E. coli (DAEC), Enteroagregatif E.
coli (EAEC), Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Enteropatogenik
E. coli (EPEC), Enterotoksijenik E. coli (ETEC) ve Shigatoksin iireten E. coli (STEC). Buna
karsilik, ExPEC dort tiire sahiptir: Avian patojenik E. coli (APEC), Neonatal Meningitis E. coli
(NMEC), Sepsisle iliskili E. coli (SePEC) ve Uropatogenik E. coli (UPEC) (Nawaz ve digerleri,
2024).

Pathogenic E. coli

_ Intestinal pathogenic E. coli
InPEC
Enteroto:-lgél(n:lc E. coli I Ureps aic E. coli
UPEC
Ent t ic E. coli
-0 empn::::ecn Sae | Sepsis-associated E. coli
SEPEC
Enteroinvasive E. coli Neonatal meningitis-
EIEC - associated E. coli
NMEC
e Enterohemorragic E. coli = Avian pathogenic E. coli
EHEC APEC
- Enteronggagégve & col |_ Mammary pathogenic E. coli

MPEC

- Adherent invasive E. coli
AIEC

. Diffusely adherent E. coli
DAEC

Sekil 1. Patojenik E. coli’nin siniflandirilmasi (Ezzeroug Ezzraimi ve digerleri, 2022).



2.1.2. Patogenez

APEC, genellikle solunum yolu ile kanatlilar1 enfekte eder, ancak oral, nazal veya kloakal
yollarla da girebilir. Tipik olarak, gastrointestinal, solunum ve iireme sistemlerinin mukozal
bolgelerinde hastalik olusturmadan kolonize olur. Ancak, birincil patojen olarak veya diger
hastaliklar ve g¢evresel streslerin sonucunda sistemik enfeksiyonlara yol acabilir (Clermont
digerleri, 2019; Lozica digerleri, 2021). Bulasma, feko-oral ya da acrosollerle gergeklesir ve
enfekte yem ve su, bakterinin yayilmasina neden olabilir. APEC ayrica patojenik yumurtalar

araciligiyla dikey olarak da iletilebilir (Azam digerleri, 2020).

Ik enfeksiyon, akcigerlerde ve hava keselerinde meydana gelir; solunum yolu, kan
dolagimina giriste 6nemli bir yol noktasidir. Ust solunum yolu enfeksiyonu, APEC'in
konakg¢iin bagisiklik sisteminden kagmasini saglar (Lozica digerleri, 2021). Solunum yolu
kolonizasyonu, APEC'in virulanst igin kritik dneme sahiptir ve adhesinler, artirilmig serumda
hayatta kalma genleri, demir alim sistemi, hemolizin, toksin, invazyonla iligkili proteinler ve
CS +2 alt sistemi gibi ¢esitli virulans faktorleri tarafindan kolaylastirilir (Denamur digerleri,
2021). Akcigerlere girdikten sonra, APEC, mukozal tabakalar araciligiyla cesitli organlara

yayilir, bu da sistemik enfeksiyonlara, septisemiye ve organ hasarina yol acar.

2.1.3. E. coli Serotiplerinin Yayginhgi

EXPEC arasinda, birgok APEC izolat1 O1, 02, (Barbieri digerleri, 2017) 018 veya O78
serotiplerine sahiptir (Li digerleri, 2020). APEC enfeksiyonlariin %80'inden fazlas1 O1, O2
ve O78 serotipleri tarafindan olusturulmaktadir (Nawaz ve digerleri, 2024). 0145 serotipi, son
zamanlarda Cin'de ciddi hastaliklar ve insan salginlar ile sikca iligkilendirilmesi nedeniyle
onem kazanmistir. Bu serotip, STEC ailesinin 6nemli bir iiyesi olup, ruminantlarda ve
insanlarda enfeksiyonlarla baglantili olan yaygin bir O157 olmayan serotiptir. Alan
salginlarinda, 09, O78 ve 0145 gibi APEC serotipleri diinya capinda dikkatle yaygindir
(Nawaz ve digerleri, 2024).



2.1.4. E. coli’nin Filogenetik Siniflandirimasi

E. coli'nin filogenetik siniflandirmasi, genomik analizler ve belirli genetik isaretgiler
kullanilarak yapilmaktadir (Clermont ve digerleri, 2019). Clermont semasina gore, APEC sekiz
filogenetik gruba ayrilmaktadir: A, B1, B2, C, D, E, F ve grup I (Clermont ve digerleri, 2013).
Bu siniflandirma, chuA, yjaA, TspE4.C2 ve arpA gibi dort spesifik gen kullanilarak
gergeklestirilir. C grubu, komensal bakterilerle iligkilidir ve 06zellikle yumurta kesesi
enfeksiyonlar1 ve septisemiye yol acan APEC izolatlar1 A ve B1 gruplarina aittir (Clermont ve
digerleri, 2013). D, E, F gruplart ve grup I'ye ait suslar ise, insanlarda ve hayvanlarda
ekstrainstestinal enfeksiyonlarla iliskilidir (Kathayat ve digerleri, 2021). Bu suslarin, insan veya
hayvan konaklarinda koken alarak, kus hastaliklar1 olusturacak sekilde adapte olduklari
diisiiniilmektedir (Clermont ve digerleri, 2019)

E. coli filotipleri, genetik ¢esitliliklerine ve patojenite 6zelliklerine gore smiflandirilir.
Virulans seviyesi, patojenik 6zellikler ve bulundugu yerler, suslarin genetik yapisi ve ¢evresel
faktorlere bagli olarak degisiklik gosterebilir (Clermont digerleri, 2013; Clermont digerleri,
2019). Her filotipin virulans seviyesi, patojenik Ozellikleri ve bulundugu yerler farklilik

gosterir. E. coli filotiplerinin 6zellikleri Tablo 1.’de dzetlenmistir:

Tablo 1. E. coli filotiplerinin en 6nemli dzellikleri.

Filotip | Virulans | Patojenik Ozellikler Bulundugu yerler
A Diisiik genelhkle kom{nensal bakteriler, Bagirsak fnsan ve hayvan bagirsaklari
orasinin normal {iyesi
- Cogunlukla kommensal, bazi suslar patojenik | Insan ve hayvan bagirsaklari,
Bl Diisiik -
olabilir. cevresel kaynaklar
. Ekstraintestinal patojenik E. coli, iiriner sistem | insan ve hayvan bagirsaklari,
B2 Yiiksek . .. . .
enfeksiyonlari, neonatal menenyjit iriner sistem
C Orta ?a.tOJenl.k P otan51ye.l tastyan suslar, baz.l. suslar Insan ve hayvan bagirsaklar
iiriner sistem enfeksiyonlarina neden olabilir
D Orta Ekstraintestinal ~enfeksiyonlar, iiriner sistem | Insan ve hayvan bagirsaklari,
enfeksiyonlari, sepsis. iriner sistem
E Orta Potans_lyel patojen, ba21_ _suslar ekstraintestinal insan ve hayvan bagirsaklar:
enfeksiyonlara neden olabilir
= Orta Ekstraintestinal ~enfeksiyonlar, iriner sistem | Insan ve hayvan bagirsaklar,
enfeksiyonlari ariner sistem
Clade I | Diisiik ngglllkle kommensal, patojenik potansiyeli Ceyresel kaynaklar, hayvan
diistik bagirsaklari




Ozetle, E. coli filotipleri arasinda 6zellikle B2 grubunun yiiksek patojenite potansiyeline
sahip oldugu bilinmektedir. Diger filotipler genellikle diisiik ila orta diizeyde patojenite gosterir
(Nawaz ve digerleri, 2024). E. coli filogrup F ile ilgili literatiirdeki bilgiler sinirlidir, ancak
mevcut veriler, bu filogrubun genellikle diisiik siklikla izole edildigini ve belirli virulans
faktorleri tasiyabildigini gostermektedir. Virulansi, izolatin genetik yapisina ve sahip oldugu
virulans genlerine bagli olarak degisiklik gosterebilir. Bazi g¢alismalarda, filogrup F'nin
bagirsak enfeksiyonlarinda veya ekstraintestinal enfeksiyonlarda rol oynayabilecegi, ancak
bunun diger patojenik filogruplara (6rnegin, B2 ve D) kiyasla daha az belirgin oldugu
bildirilmistir. F filotipi B1'den daha tehlikeli olarak degerlendirilebilir, ancak B2 ve D gibi
yiiksek virulansa sahip filotiplere kiyasla daha diisiik patojeniteye sahiptir (Nadalian ve
digerleri, 2022).

2.1.5. Virulans Faktorleri

APEC suslari, kanatli hayvanlarda kolonizasyon ve enfeksiyon olusturmalarini saglayan
bircok virulans ve patogenez faktorii gelistirmistir. Bu faktorler arasinda adezinler, salgi
sistemleri, transkripsiyonel diizenleyiciler, demir alim sistemleri, metabolizmayla iliskili
genler, kapsiiller, gogunlugu algilama (QS) sistemi, toksinler, bagisiklik kagis mekanizmalari
ve iki bilesenli sistemler bulunmaktadir (Awad digerleri, 2020). APEC'in virulans faktorleri,
konak hiicrelere tutunma, doku invazyonu, bagisiklik kagisi ve toksin salgilama gibi patojenik
siirecleri dlizenleyerek genis bir yelpazede klinik semptomlara yol acar. Bu faktorlerin hedef

alinmasi, daha etkili tedavi ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir.

2.1.5.1. Adezinler

Adezinler, bakterilerin yiizeyinde bulunan ve konak hiicrelere veya ylizeylere
tutunmalarini saglayan temel proteinlerdir (Wang digerleri, 2017). APEC'te adezyon, 6zellikle
S fimbria, tip 1 fimbria ve P fimbria ile gerceklestirilir (Kabiswa digerleri, 2018; Lozica

digerleri, 2021). Bu siirecte rol oynayan genler sunlardir:



Oto tastyici adezin genleri: aatA, upaB, aatB (Thomrongsuwannakij digerleri, 2020)

Fimbria genleri: afalBC, bmak, crl, csg, ecpR, fdeC, fdtA, felA (F1C fimbria), fimC, fimH
(tip 1 fimbria), hra/hrlA/hek (1s1ya dayanikli agliitinin), iha (IrgA homolog adezin), IpfA (uzun
polar fimbria), papA, papEF, papGll ve papGlIl (P-pilus adhezinleri). Bu adezinler, hem

kanatli hem de insan hiicre hatlarina tutunmay1 diizenler (Chatterjee digerleri, 2020).

2.1.5.2. invazinler

Invaziv faktérler, enfeksiyonun erken evrelerinde patojenlerin konak hiicrelerine girisini,

invazyonunu ve adezyonunu kolaylastirir (Delannoy digerleri, 2021).

2.1.5.3. Demir Kazanmim Sistemleri

Demir, APEC dahil bir¢ok bakteri i¢in metabolik siire¢lerde kritik bir elementtir, ancak
konak ortaminda genellikle sinirlidir. APEC, demir elde etmek i¢in siderofor ad1 verilen ytiksek
afiniteli kii¢iik molekiilleri salgilar ve bunlar1 bakteriyel hiicrelere alir (Kathayat digerleri,

2021).

APEC'in kullandig1 sideroforlar ve ilgili genler sunlardir: Sideroforlar: yersiniabaktin,
aerobaktin, salmochelin, Genler: chuA (dis membran hemin reseptorii), iroBCDEN
(salmochelin), iucCD (demir alim selat sentetaz genleri C ve D), iutA (demir alim tasiyici
proteini A) (Alber digerleri, 2021). Bu sistemler sadece demir alimini saglamakla kalmaz, ayni
zamanda diger virulans genlerinin ifadesini, kolonizasyonu ve ¢evresel streslere toleransi artirir

(Barbieri digerleri, 2017).

2.1.5.4. Protektinler

Protektinler, LPS, bakteriyel kapsiiller, dis membran proteinleri ve makrofaj fagositik

kacis mekanizmalart gibi bilesenleri icerir. Bu faktorler, bakteriyel hiicreleri konak bagigiklik



sisteminden korur ve APEC adezyonunu (Delannoy digerleri, 2021), invazyonunu, hiicre i¢i

hayatta kalmasini, kolonizasyonunu ve ¢ogalmasini kolaylastirir (Chatterjee digerleri, 2020).
APEC'deki ¢esitli genler protektin iiretimini kodlamaktadir:
betA (kolin dehidrogenaz),
iss (serumda hayatta kalma),
kfiC-K5 (glikozil transferaz),
kpsMT(I11) (kapsiil) (Nielsen digerleri, 2020),
neuC, neus, neuD (kapsiil genleri) (Xu digerleri, 2013),
ompT (dis membran proteaz),
OmpA (dis membran proteini),
traT (kompleman direnci proteini) (Barbieri digerleri, 2017; Wang digerleri, 2017).

Ek olarak, IpxM (miristoil transferaz) lipid A tiretiminde rol oynarken, SOdA (siiperoksit
dismutaz), APEC'1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) araciligiyla olusan savunma mekanizmalarina
karst korur ve biyofilm olusumunu destekler. Bu protektinler, APEC'in konagin bagisiklik
savunmasini agsmasina ve enfeksiyonu etkin bir sekilde olusturmasina yardimer olur (Xu

digerleri, 2019).

2.1.5.5. Toksinler

Toksinler, bakterilerin dokuya girisini ve hasarini saglayan biyolojik maddelerdir (Nhung
digerleri, 2017; Azam digerleri, 2020). APEC'te bir¢ok toksin asagidaki genler tarafindan

kodlanmaktadir:
ace4/35 (asetilkolinesteraz),
astA (1stya dayanikli enterotoksin),
cdtB ve cdtS (sitolotal distandiren faktor),
espC (serin proteaz),

hlyF, hlyA, hlyE (putatif avian hemolizin) (Pourhassan digerleri, 2023),
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pic (serin proteaz oto-transporter),
sat (sekrete edilen oto-transporter toksin),
stx2f (Shiga toksini varyanti) ve

vat (vakuolize edici oto-transporter toksin) (Xu digerleri, 2019; Thomrongsuwannakij
digerleri, 2020).

Bu toksinler, doku invazyonu, zarar, motilite, kolonizasyon, agliitinasyon,
vakuolizasyonun indiiksiyonu, biyofilm olusumu ve dis membran vezikiillerinin iiretimini
kolaylastirir. Bu ¢ok yonlii mekanizmalar, APEC'in enfeksiyonlar1 olusturmasini ve konak

savunmalarindan kagmasini saglar (Murase digerleri, 2016).

2.1.5.6. Quorum Sensing Sistemi

Quorum-sensing  (QS), bakterilerin popiilasyon yogunlugunu izleyerek gen
ekspresyonunu diizenlemesini saglayan hiicre-hiicre iletisim siirecidir. QS, motilite, biyofilm
olusumu ve patojenite gibi siirecleri etkiler (Zhao digerleri, 2019). APEC'teki QS sistemi iki tiir
otoindiikleyici igerir: Al-1 ve Al-2.

Al-1, Luxl homologu SdiA tarafindan iretilir ve LUXR homologu QseA tarafindan

algilanir. Virulans ve biyofilm olusumunu diizenler (Yin digerleri, 2019).

Al-2 molekiilii ise LuxS tarafindan iiretilir ve LSTABCDFGK operonu tarafindan
diizenlenir (Zuo digerleri, 2019). Diger diizenleyici bilesenler arasinda LuxS, Pfs (aktif metil
dongiisii yolu) ve ptsl (fosfotransferaz sistemi) bulunur (Zuo digerleri, 2019). QS, APEC'te
kalicilik, hiicre zararlari, invazyon, motilite ve virulans genlerinin ekspresyonu gibi siireglerde

rol oynar (Xu digerleri, 2017).

2.1.5.7. Sekresyon Sistemleri

Bakteriyel sekresyon sistemleri, bakteriyel hiicre membranlarinda bulunan ve proteinlerin

konak hiicrelere salinmasini saglayan mekanizmalardir. APEC'te, 11l ve VI tipi sekresyon
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sistemleri patogenezde onemli roller oynar. Bu sistemlere ek olarak CpxA (zarf stres yanit
sistemi), cpxR, clpV (ATPaz), dotU (organel tasinma proteini), hcp (hemoliz diizenleyici
protein), icmF (hiicre igi ¢ogalma faktorii) ve vrgG (ekstraseliiler protein) de dahil edilir (Wang
digerleri, 2017; Xue digerleri, 2019). Bu mekanizmalar, biyofilm olusumu, invazyon ve

kolonizasyon gibi siireglerde etkili olur (Xu digerleri, 2017).

2.1.5.8. iki Bilesenli Sistemler

Iki bilesenli sistemler (TCS), bakterilerin ¢evresel kosullara uyum saglamasimi ve gen
ekspresyonunu diizenlemesini saglayan énemli sinyal proteinleridir. APEC'te gesitli TCS'ler

patogenezde rol oynar:
PhoPQ), flagella olusumu ve kolonizasyon gibi siiregleri diizenler (Yu digerleri, 2020).
BasSR, ABC tastyicilarini etkiler (Tu digerleri, 2016).
KdpDE, potasyum taginmasini kontrol eder (Xu digerleri, 2019; Awad digerleri, 2020).
RstAB, azot metabolizmasini diizenler.

BarA-UvrY, quorum-sensing ve kemotaksis siireglerinde gorev alir (Yin digerleri, 2019;

Thomrongsuwannakij digerleri, 2020).

Bu sistemler biyofilm olusumu, motilite, invazyon ve serum bakterisidal aktivitesine

direng gibi siireglerde etkilidir ( Li digerleri, 2020).

2.1.5.9. Transkripsiyonel Diizenleyiciler

APEC patogenezinde bir¢ok transkripsiyonel diizenleyici kritik rol oynar:

autA ve autR, K1 kapsiilii olusumunu ve asit direnci sistemlerini diizenler (Xu digerleri,

2019).
fnr, motilite, yapisma ve tip 1 fimbria gelisiminde gérev alir (Kabiswa digerleri, 2018).

mcbR ve rfaH, Tip VI sekresyon sistemlerini tesvik eder.
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tyrR, aromatik amino asit tasinmasini diizenler ve serum direncini artirir (Awad digerleri,

2020).

yjjQ, motilite ve invazyonu tesvik eder (Kot, 2019).

Bu diizenleyiciler, APEC'in c¢evresel degisikliklere uyum saglamasini, enfeksiyon

stireclerini kolaylagtirmasini ve konagin bagisiklik tepkilerini agmasini saglar.

Asagida, E. coli’nin virulans faktorleri, ilgili genler ve bu faktorlerin islevleri Tablo 2°de

Ozetlenmistir.

Tablo 2. E. coli’nin virulans faktoérleri, ilgili genler ve bu faktérlerin islevleri.

sistemleri, zarf stres
yanitt mekanizmalari

Bashk Virulans Faktorleri | flgili Genler islevleri
Lipopolisakkarit betA iss KFiC-K5 Konak bagisikligindan korunma,
(LPS), kapsiiller, dis . ' " | yapisma, invazyon,
Koruyucu 7 | kpsMT(IHT), neuC, neus, . .. .
P membran proteinleri, kolonizasyon, hiicre i¢i hayatta
Faktorler . neuD, ompT, OmpA, traT, : N .
fagositoz kagist kalma, biyofilm iretimi, reaktif
. IpxM, sodA LT
mekanizmalari oksijen tiirlerine direng.
Asetilkolin  esteraz
(Aced/35), 1siya
dayanikli Doku invazyonu ve hasar,
enterotoksin  (astA), | ace4/35, astA, cdtB, cdtS, | motilite, kolonizasyon, hiicre
Toksinler hemolizinler  (hlyF, | espC, hlyF, hlyA, hlyE, | vakuolizasyonu, biyofilm
hlyA, hlyE), | pic, sat, stx2f, vat tretimi, dis membran
sitotoksinler  (cdtB, vezikillerinin Uretimi.
cdtS), proteazlar
(espC, pic)
Gen ekspresyonunun
_ Al (SdiA), Al-2 diizenlenmesi, - biyofilm
Quorum  Sensing (LuxS, Pfs),  Lsr Luxs, Pfs, ptsl, | olusumu, motilite, adezyon,
Sistemi N eror;u ' LsrABCDFGK hiicre  hasari, kolonizasyon,
P invazyon, virulans genlerinin
ifadesi.
Tip III ve Tip VI salg1

Hiicre zarindan protein salinimi,
hiicre hasari, adezyon, biyofilm

sinyal proteinleri

. . (CpxA, CpxR), | cpxA, cpxR, clpV, dotU, | olusumu, hiicre i¢i hayatta
Salg: Sistemleri ATPaz (ClpV), | hcp, icmF, vrgG kalma, serum direnci,
hemoliz ko- kolonizasyon, bakteriler arasi

regiilasyon  proteini rekabet.

(hep)

Hareketlilik, biyofilm olusumu,
iki Bilesenli C;“fsel fegls{rlnlerﬁ PhoPQ, BasSR, KdpDE, idezftonl’( liﬁvaziy‘;“;nﬂl:“crelhgl
Sistemler adaptasyon saglayan | pgap, BarA-UvrY ayatta kama, SIStemix yayuim,

serum bakterisidal aktivitesine
direng, ekzo-polimer iiretimi.

Transkripsiyonel
Regiilatorler

Kl kapsiil
regiilasyonu, tip I
fimbrialar, oksidatif
tolerans, aromatik

amino asit taginmasi,
serum direng genleri,
motilite

autA, autR, fnr,
rfaH, tyrR, yjjQ

mcbR,

Cevresel adaptasyon, enfeksiyon

siire¢lerinin diizenlenmesi,
konak bagisikligindan  kagis,
patojenik potansiyelin
artirilmasi.
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2.1.6. Zoonotik Potansiyel

APEC, genetik olarak insanlarda EXPEC ile benzerlik gostermektedir. Bu durum,
APEC'in gida kaynakli bir zoonotik tehdit ve insanlarda ekstraintestinal enfeksiyonlar i¢in bir
rezervuar olabilecegini ortaya koymaktadir. Genetik analizler, APEC ile bazi insan EXPEC
klonlar1 arasinda ortlisme oldugunu gdstermis ve bu bakterilerin hem kiimes hayvanlarini hem
de insanlar1 enfekte etme potansiyeline isaret etmistir (Denamur ve digerleri, 2021; Zhuge ve
digerleri, 2021).

Filogenomik analizler, belirli serogrup APEC izolatlar1 ile insan EXPEC suslar1 arasinda
genetik benzerlik oldugunu ortaya koymus ve bu durum zoonotik bulasma riski ihtimalini
desteklemistir (Zhuge ve digerleri, 2021). Hem APEC hem de ExPEC susglarinin insan bobrek
hiicrelerine baglanabildigi ve invazyon yapabildigi, biyofilm olusturabildigi ve serum
bakterisidal aktivitesine direng gosterebildigi, bdylelikle zoonotik potansiyel tagidigi
belirtilmistir (Chatterjee ve digerleri, 2020; Delannoy ve digerleri, 2021).

APEC'in insanlara bulagsmasini 6nlemek ve gida giivenligini saglamak i¢in 6nlemler
alinmasi gereklidir (Awad ve digerleri, 2020). APEC’in zoonotik bulagma potansiyelini ve
bunun insan sagligi iizerindeki etkilerini anlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gerekmektedir (Denamur ve digerleri, 2021).

2.1.7. Onleme ve Kontrol

Stres yoOnetimi, biyogilivenlik onlemleri ve APEC ile iligkili viral hastaliklara karsi
asilama, avian kolibasillozisin 6nlenmesinde hayati 6nem tasir. Genetik miihendislik, APEC'e
kars1 artmis dogal direng tastyan tavuk irklarinin gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Sgariglia

ve digerleri, 2019).

Damizliklardan yumurtalara APEC'in dikey bulagiminin izlenmesi ve kontrol edilmesi,
APEC'in tavuk siiriilerine girmesinin 6nlenmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu stratejiler,
kiimes hayvanlarinda avian kolibasillozisin 6nlenmesi ve yonetilmesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Kabiswa ve digerleri, 2018).
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2.1.7.1. Yonetim ve Biyogiivenlik Onlemleri

Kanatli iiretim tesislerinde APEC enfeksiyonlarini 6nlemede, amonyak ve toz gibi
cevresel stres faktorlerinin yonetilmesi, iyi bir altlik ve hava kalitesinin saglanmasi gibi temel
unsurlar dnceliklidir. Dogru havalandirmanin yani sira optimum sicaklik, nem orani ve hayvan
yogunlugunun korunmasi, tavuklardaki ¢evresel stresin azaltilmasina yardimci olur (Kathayat
ve digerleri, 2021). Ayrica, Mycoplasma gallisepticum, Infectious Bronchitis Virus, Newcastle
Disease Virus ve Infectious Bursal Disease gibi hastaliklara kars1 asilamalar yapilarak, APEC
enfeksiyonlarmin olusma olasilig1 azaltilabilir. Iyi bir beslenme diizeni ve giiglii bagisiklik
sistemine sahip hayvanlar da kolibasillozis insidansini diisiirmede 6nemli bir rol oynar
(Kathayat ve digerleri, 2021). APEC'in dikey bulagmasi, iiretim zincirinin baslangicinda, yani
damizlik seviyesinde, bazi miidahalelerle Onlenebilir. Bu miidahaleler arasinda APEC
enfeksiyonlarina karsi direncli genotiplere sahip 1rklarin gelistirilmesi, kuluckalik yumurtalarin
temizlenip dezenfekte edilmesi ve zemine diisen yumurtalarin kullaniminin en aza indirilmesi
yer alir (Kathayat ve digerleri, 2021). APEC’in yatay bulagmasinin sinirlandirilmasi i¢in "tam
dolu-tam bog" iiretim sistemlerinin uygulanmasi, zayif civcivlerin ilk hafta i¢inde sistematik
olarak ayiklanmasi ve etkili temizlik programlarinin devreye alinmasi 6nerilmektedir. APEC’in
ciftliklere girigini engellemek i¢in dogru ve etkin biyogiivenlik onlemleri gereklidir. Bu
onlemler, yem ve suyun (0rnegin klorlama yoluyla) dekontaminasyonu, kiimesler, yem
fabrikalari, ¢iftlik ekipmanlari ve tesislerin dezenfeksiyonu gibi adimlari igermelidir. Ek olarak,
ev sinekleri, yabani kuslar ve kemirgenler gibi vektorlerin kiimeslere erisiminin engellenmesi,
APEC’in kanatl tesislerinden uzak tutulmasi igin kritik bir biyogiivenlik 6nlemidir (Kathayat
ve digerleri, 2021).

2.1.7. 2. Antibiyotiklerin Kullanimi ve Diren¢ Sorunlari

Kanatli hayvancilik sektoriinde, APEC enfeksiyonlarinin kontrol altina alinmasinda sikc¢a
antibiyotik kullanilmaktadir. Bu amagla farkli smiflara ait ¢ok sayida antibiyotik

kullanilmaktadir:

Tetrasiklinler: Tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin
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Siilfonamidler: Sulfadimetoksin, trimetoprim, sulfadiazin, sulfametazin, sulfaquinoxalin,

ormetoprim
Aminoglikozitler: Apramisin, gentamisin, neomisin, spektinomisin
Penisilinler: Amoksisilin, ampisilin
Sefalosporinler: Seftiofur
Kinolonlar: Danofloksasin, sarafloksasin, enrofloksasin
Polimiksinler: Kolistin
Kloramfenikoller: Florfenikol
Makrolidler: Eritromisin
Linkozamidler: Linkomisin (Kathayat ve digerleri, 2021).

Bununla birlikte, APEC izolatlarinda ¢oklu antibiyotik direnci bildirilmistir. Bu durum,
antibiyotiklerin kullanimini smirlamakta ve gelecekte bu ilaglarin kullannminda 6nemli
zorluklar dogurabilecegini gostermektedir (Kathayat ve digerleri, 2021). 2015-2020 yillart
arasinda Veriler, karbapenemler haric hemen hemen tiim antibiyotik siniflarina karst APEC
direnci oldugunu gdstermektedir. Ancak, son donemlerde imipeneme karsi diren¢ de rapor
edilmistir (Kathayat ve digerleri, 2021). En yaygin direng; ampisilin, tetrasiklin, trimetoprim,
sulfametoksazol ve streptomisin gibi antibiyotiklere karsi gozlemlenmektedir. Ayrica, [-
laktamlar ve kolistin gibi tibbi agidan onemli antibiyotiklere karsi yiiksek diizeyde direng
bildirilmistir. Bu durum, antibiyotik direngli bakterilerin ve diren¢ genlerinin gida zinciri
yoluyla insanlara taginmasi nedeniyle halk sagligi a¢isindan ciddi bir risk olusturabilir (Osman
ve digerleri, 2018). ABD ve Avrupa Birligi tarafindan uygulanan, gida hayvan iiretiminde
antibiyotiklerin biliyiime tesvik amacl kullanimini smirlandirma ve tibbi agidan 6nemli
antibiyotiklerin tedavi amac¢h kullanimini kisitlama stratejileri, bu riski azaltmaya yardimeci
olabilir (Tang ve digerleri, 2017). Ancak, bu tiir 6nlemlerin antibiyotik direncini kontrol altina
alma konusundaki faydalarinin zamanla ortaya ¢ikabilecegi unutulmamalidir. Gida hayvani
iretiminde kullanilmak iizere, ¢apraz direng riski tasimayan antibakteriyellerin gelistirilmesi
veya antibiyotik yerine gegebilecek alternatiflerin belirlenmesi, antibiyotik direnci sorunlariyla

miicadelede etkili bir ¢6ziim olabilir Kathayat,ve digerleri, 2021).

Tavuklarda APEC enfeksiyonlariyla miicadele i¢in en yaygin strateji gesitli

antibiyotiklerin kullanimini icerir (Barbieri ve digerleri, 2017). Ancak, antibiyotiklere direncli
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APEC suslarinin ortaya ¢ikisi, hayvan sagligi ve gida giivenligini etkileyen dnemli bir kiiresel
saglik tehdidi olusturmaktadir (Thomrongsuwannakij ve digerleri, 2020). Gram-negatif
bakteriyel enfeksiyonlara karsi son ¢are olarak kullanilan polimiksinler, karbapenem direngli

Enterobacteriaceae'nin artisiyla etkisiz hale gelmistir.

Polimiksin direnci genellikle lipopolisakkaritlerdeki kromozomal degisikliklerden
kaynaklanmaktadir (Barbieri ve digerleri, 2017; Kabiswa ve digerleri, 2018). Kiimes
hayvancilig1 sektoriinde antibiyotiklerin yaygin ve yanlis kullanimi, antibiyotiklere direngli
APEC suslarmin sorununu daha da artirmistir. Bu suslarin, diger patojenik E. coli tiirlerinde
antibiyotik diren¢ genlerini aktive ettigi ve insanlarla hayvanlar arasinda direng yayilmasini
kolaylastirdigi gosterilmistir (Sgariglia ve digerleri, 2019; Thomrongsuwannakij ve digerleri,
2020). APEC, karbapenemler, imipenem, streptomisin ve tetrasiklin disinda neredeyse tiim
antibiyotik simiflarina direng gostermektedir. Bu bulgular, APEC'teki antibiyotik direnci
sorununu ele almak ve halk sagligini korumak igin kapsamli stratejilerin aciliyetini

vurgulamaktadir (Kabiswa ve digerleri, 2018; Kot, 2019; Xu ve digerleri, 2019).

2.1.7.3. Asilar

Tavuklart APEC enfeksiyonlarina karst korumak igin ¢ogunlukla canli-atteniie ve
rekombinant asilar olmak tizere cesitli a1 adaylar1 arastirilmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).
Gecmiste inaktif (61i) asilar iizerinde ¢aligmalar yapilmis olsa da, son arastirmalar daha ¢ok
tavuklarda canli-atteniie ve rekombinant asilarin degerlendirilmesine odaklanmistir. Bu asilarla
koruma dereceleri degiskenlik gostermis; bazi durumlarda hi¢ koruma saglanamazken, bazen
kismi veya tam koruma elde edilmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).Test edilen asilar arasinda,
dis membran vezikiilleri, bakteri hayalet asilari, rekombinant iss, EXPEC antijenlerini igeren
rekombinant antijen asilari, APEC antijenlerini i¢ceren Salmonella temelli asilar, vs. tavuklarda
0liim oranini, doku hasarini ve bakteriyel yiikii azaltmay1 basarmistir. Ayn1 zamanda, bu asilar
bagisiklik yanitini (IgG ve IgA antikorlarinin iiretimi) uyararak onemli bir bagisiklik korumasi
saglamistir (Kathayat ve digerleri, 2021). Deneysel calismalarda tavuklarda etkili oldugu
kanitlanan bir¢ok as1 adayma ragmen, su anda ticari olarak yalnizca iki as1 bulunmaktadir:
canli-atteniie APEC O78 DaroA Poulvac® E. coli asis1 ve inaktive edilmis, F11 fimbria ve FT

flagella antijenlerini iceren Nobilis® E. coli asisi. Ancak, bu asilarin en énemli dezavantaji,
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farkli APEC serotiplerinden kaynaklanan heterojen enfeksiyonlara karsi yeterli koruma
saglayamamasidir (Ghunaim ve digerleri, 2014). Ideal bir APEC asisinin, birden fazla APEC
serotipine karsi ¢apraz koruma saglamasi ve oral (yem veya su yoluyla) ya da sprey gibi toplu
bagisiklama yontemleriyle uygulanabilir olmasi beklenir (Ghunaim ve digerleri, 2014). Cesitli
APEC serotiplerinin hastaliga neden olmak i¢in kullandig1 ortak ya da korunmus virulans ve
patogenez mekanizmalarinin tanimlanmasi, genis spektrumlu yeni asilarin gelistirilmesini
kolaylastirabilir (Kathayat ve digerleri, 2021). APEC'in yeni virulans ve patogenez faktorleriyle
ilgili elde edilen bilgiler, giiclii as1 adaylarmin tasarlanmasinda kullanilabilir. Ornegin, Tip VI
salg1 sistemi ve quorum sensing sistemi, APEC'in virulansi ve patogenezi lizerindeki 6nemli

rolleri nedeniyle yeni as1 hedefleri olarak degerlendirilebilir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Tavuklarda APEC enfeksiyonlarina kars1 etkili bagisiklama saglama talebindeki artis,
cesitli zorluklar beraberinde getirmektedir. Bu zorluklar arasinda farkli APEC suslarina karsi
capraz koruma saglama, ekonomik uygulanabilirlik ve giivenli agi dagitim yOntemleri yer
almaktadir (Wang ve digerleri, 2017). Bu zorluklarin distesinden gelmek, tavuklarda
kolibasillozis kontrolii i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Virulans gen ekspresyonlarinin
arastirilmasi, ¢ogu APEC salginina kars1 koruma saglayabilecek umut verici as1 adaylarinin
tanimlanmasina olanak saglayabilir (Zuo ve digerleri, 2019). APEC enfeksiyonlarina karsi
tavuklar1 koruma etkinligi acisindan gesitli as1 tlirleri incelenmistir. Bu asilar arasinda canli-
attenue asilar, otolog (autojen) asilar, formalin-inaktive bakterinler, dis membran vezikiil agilari
ve rekombinant asilar bulunmaktadir (Zhuge ve digerleri, 2019; Rezatofighi ve digerleri, 2021).
Bu asilar, APEC patogenezinin farkli yonlerini hedeflemektedir. Hedef alinan alanlar arasinda
bakteriyel metabolizma, demir alim sistemleri, quorum sensing sistemleri ve salg1 sistemleri
yer almaktadir (Barbieri ve digerleri, 2017; Alber ve digerleri, 2021). Tavuklar igin optimal
anti-APEC tedavilerinin gelistirilmesi, bu degiskenlerin koordine ve ortiisen etkilerini dikkate

alan kapsamli bir yaklagimi gerektirmektedir (Yu ve digerleri, 2019).

2.1.7.3.1. Poulvac® E. coli Asisi

Poulvac® E. coli, Zoetis tarafindan gelistirilen, atteniie canli E. coli agisidir. Asi, serotip
078 (aroA gen eksikligi olan) bir E. coli susunu igerir. Bu sus, 6zellikle kanatli hayvanlarda

kolibasillozise neden olan APEC enfeksiyonlarina karsi bagisiklik olusturmay1 hedefler.
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As, iki ana yolla uygulanir:
Sprey yontemiyle: Toplu asilama, genellikle ilk giin uygulanir.

Igcme suyu yontemiyle: Asmin kuslara esit sekilde dagilmasini saglamak icin klor

igermeyen suyla hazirlanir.

Tavuklarda: i1k giin sprey olarak uygulanabilir veya 5. giinden itibaren igme suyuyla veya
sprey olarak verilebilir.

Asimin kanatlilara esit bir sekilde dagilmasi ve etkili olmasi i¢in kullanilan suyun temiz
ve kimyasallardan arindirilmis olmasi gerekir. As1 genellikle diisiik yagl siit tozu veya yagsiz

stit ile stabilize edilir.
Bagusiklik Mekanizmasi ve Etkileri:

As1, kuslarin bagisiklik sistemini aktive ederek serotip O78 kaynakli enfeksiyonlara karsi
direng gelistirir. Bu bagisiklik: APEC kaynakli enfeksiyonlar azaltir, mortalite oranini diigiiriir,

hayvanlarin genel saglik durumunu iyilestirir.
Giivenlik ve Cevresel Faktorler.

As1 giivenli kabul edilir ve 12 haftaya kadar etkili bagisiklik saglar. Asilanan
kanatlilardan ¢evreye kisa siireli bir siire boyunca sus bulasabilir; bu nedenle, ¢evre temizligine
ozen gosterilmesi Onerilir. Insanlar icin herhangi bir risk tasimadig: belirtilmekle birlikte,

bagisiklig1 baskilanmis kisiler as1 uygulamasi sirasinda dikkatli olmalidir
Avantajlarr:

Antibiyotik kullanimini azaltir: APEC ile miicadelede antibiyotiklere duyulan ihtiyaci
azaltir ve direng sorunlarina karsi alternatif bir ¢c6ziim sunar. Yumurta kalintis1 riski yoktur: Bu

ozellik, ozellikle ticari yumurta tireticileri i¢in 6nemlidir (Zoetis, 2024).

2.1.7.4. Probiyotikler

Farkli probiyotikler, tavuklarda APEC enfeksiyonlarini 6nlemedeki etkinlikleri agisindan
test edilmistir. Lactobacillus plantarum Bl'in etkinligi, broyler yemine eklenerek (2 x 10°
CFU/kg) E. coli (K88) enfeksiyonuna karsi degerlendirilmistir. Bu probiyotikle beslenen
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broylerlerde, sekumda E. coli sayilar1 belirgin sekilde azalirken, biiyiime performansi, villus
yiiksekligi/kript derinligi orani, ileal mukozal sIgA konsantrasyonu ve sekal laktik asit bakteri

sayilar1 artmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Benzer sekilde, L. plantarum 15-1 ile fruktooligosakkaritlerin (FOS) kombinasyonu, yem
takviyesi (1 x 10® CFU/kg) ile APEC (O78) enfeksiyonuna karsi test edilmistir. Bu
kombinasyonu alan broylerlerde 6liim oran1 ve serum diamine oksidaz seviyeleri azalmis, IgA

ve IgG konsantrasyonlari ise artmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Enterococcus faecalis'in etkisi, biiylimenin ilk ti¢ giinii boyunca igme suyuyla (1 x 10®
CFU) uygulandiginda APEC (0O78) ile enfekte edilmis broylerlerde degerlendirilmistir. Bu
takviye, bliylime performansimi ve bagisiklik yanitini artirmig, 6lim oranint azaltmis ve

APEC'in viseral organlardaki yayilimini diisiirmiistiir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Ayrica, ¢oklu sus igeren ticari bir probiyotik karisimi (Bacillus subtilis, Clostridium
butyricum, L. plantarum) da broyler yemine eklenerek APEC (O78) enfeksiyonuna karsi test
edilmistir. Bu karigimi alan broylerlerde 6liim orani (%13.6’dan %0’a), karaciger ve dalaktaki
APEC sayilar1 azalmis; biiyiime performansi ve laktobasil popiilasyonu artmistir. Bagka bir
ticari probiyotik karigimi (B. subtilis, L. acidophilus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus, Saccharomyces pastorianus) ise rekombinant atteniie Salmonella asisi ile
kombine edilerek, hem APEC (O78:K80) hem de Salmonella enfeksiyonlarina karsi katman
tavuklarda yemle uygulanmistir. Bu uygulama, havayolu kesesi iltihabi, perihepatitis ve
perikarditis belirtilerini azaltmis ve kanda APEC yiikiinii diistirmiistiir (Kathayat ve digerleri,

2021).

Bu c¢aligmalar, Lactobacillus, Bacillus, Clostridium ve Pediococcus cinsine ait
probiyotiklerin, APEC enfeksiyonlarmni Onleme, biiylime performansini artirma, saglikli
bagirsak mikrobiyotasini koruma ve bagirsak mukozal bagisikligini giiclendirme agisindan

etkili oldugunu gostermektedir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Ek olarak, tavuklarda bagirsak saghgini desteklemek ve bagisiklik durumunu
giiclendirmek i¢in ticari olarak mevcut birgok probiyotik {iriin bulunmaktadir (Sav-A-Chick®
Probiotic Poultry Supplement, Probios®, HealthyGutTM Probiotics ve SuperDFM-Poultry
gibi). Bu probiyotikler, B. subtilis, B. licheniformis, L. plantarum, L. casei, L. acidophilus, L.

brevis, L. reuteri, Enterococcus faecium, E. thermophilus, P. acidilactici, P. pentosaceus,
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Bifidobacterium bifidum, B. animalis, Propionibacterium shermanii ve P. freudenerichii gibi

faydali mikroorganizmalar icermektedir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Bu probiyotikler spesifik olarak APEC’e kars1 gelistirilmemis olsa da, genis spektrumlu
etkileri nedeniyle kiimes hayvani ciftliklerinde APEC enfeksiyonlarinin goriilme sikligini
azaltabilirler. Bunun yani sira, APEC enfeksiyonlarina kars1 iistiin koruma saglayacak yeni
probiyotiklerin belirlenmesi gereklidir. Bu, antibiyotiklere alternatif olusturacak ve antibiyotik
direncinin gelisimini azaltacaktir. Ornegin, saglikli ve APEC ile enfekte tavuklarm
mikrobiyotas1 aragtirilarak APEC enfeksiyonlarina direng gostermede kritik olan faydali
bakteriler tanimlanabilir ve bu bakterilere yonelik yeni nesil probiyotikler gelistirilebilir

(Kathayat ve digerleri, 2021).

2.1.7.5. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlarin, tavuklarda APEC enfeksiyonlarina karst koruyucu ve tedavi edici
etkilerini degerlendirmek amaciyla bugiine kadar birgok ¢aligma yapilmistir. Ornegin, bir
calisgmada SPR02 ve DAF6 faj karisiminin, APEC (O2) ile enfekte tavuklarda sprey ve
intramiiskiiler yollarla uygulanmasinin etkinligi incelenmistir. APEC enfeksiyonundan ii¢ giin
once uygulanan faj tedavisi, tavuklardaki 6lim oranimi %40'tan %3'e diislirmiistiir. Benzer
sekilde, enfeksiyondan 24 ve 48 saat sonra yapilan faj tedavisi de 6liim oranimi %55'ten %20'nin

altina indirmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Bir diger calismada, phi F78E (Myoviridae), phi F258E (Siphoviridae) ve phi F61E
(Myoviridae) iceren bir faj kokteylinin, deneysel olarak APEC (O78) ile enfekte edilen
tavuklarda ve antibiyotik tedavisine direngli dogal enfeksiyon goriilen siiriilerde agizdan veya
sprey yoluyla uygulanmasi test edilmistir. Tedavi, deneysel olarak enfekte tavuklarda 6liim
oranint %25 oraninda azaltirken, dogal enfekte siiriilerde 6lim oranimm %0.5’in altina

diistirmistiir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Bagka bir ¢alismada, TM1, TM2, TM3 ve TM4 fajlarin1 igeren bir kokteylin, APEC
(0O78:K80 ve 02:K1) ile enfekte tavuklara intramiiskiiler enjeksiyonla uygulanmasiin etkisi

incelenmistir. Bu tedavi, 6liim oranini1 %46.6’dan %13.6’ya diisiirmiis, akcigerlerdeki APEC

21



yiikiinii azaltmis, akciger, karaciger ve kalpteki APEC lezyonlarini hafifletmis ve tavuklarin

viicut agirligini artirmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Bir diger yenilik¢ci yaklasimda, C-FKAZ14 adi verilen faj yiikli kitosan
nanoparcaciklarinin, APEC (O1:K1:H7) enfeksiyonuna kars1 etkisi degerlendirilmistir. Agiz
yoluyla uygulanan bu tedavi, 6liim oranint %58.33’ten %16.7 ye diisiirmiis, bagirsakta APEC
kolonizasyonunu ve digki yoluyla atilimin1 6nemli dl¢iide azaltmistir. Ayrica tavuklarin viicut

agirhigin artirmis ve klinik belirtileri hafifletmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).

Bu calismalar, faj tedavisinin APEC enfeksiyonlarmi kontrol altina almak i¢in umut
verici bir yontem oldugunu gostermektedir. Ancak, su ana kadar faj tedavisi sahada
uygulanabilir bir yontem haline gelememistir. Bunun temel nedenleri arasinda biiyiik 6l¢ekli
tiretim zorluklar1 ve tavukguluk sektoriinde kullanim onayz ile ilgili tartismalar yer almaktadir.
Eger sahada giivenli ve etkili oldugu kanitlanirsa, fajlar, tavuk iiretiminde antibiyotiklere

degerli bir alternatif olabilir (Kathayat ve digerleri, 2021).

2.1.7.6. Yeni Alternatif Yaklasimlar

Antibiyotikler, asilar, probiyotikler ve bakteriyofajlarin yani sira, tavuklarda APEC
enfeksiyonlarina karst koruyucu etkileri incelemek amaciyla cesitli yenilik¢i yaklasimlar
arastirtlmistir. Bu yaklasimlar arasinda dogustan gelen bagisiklik sistemini uyaran maddeler,
virulans ve bilylime engelleyiciler ile antimikrobiyal peptitler yer almaktadir (Kathayat ve
digerleri, 2021). Bu yontemler, APEC enfeksiyonlarina karsi alternatif koruma stratejileri

sunarak enfeksiyon kontroliinde yeni bir ufuk agmaktadir.

2.1.8. Sorunlar ve Oneriler

Kolibasillozis salgmlariin tedavisinde etkili 1ilaclarin azalmasi, yeni tedavi
yaklagimlarina duyulan ihtiyaci ortaya koymaktadir. Antibiyotik kullanimindan 6nce izole
edilen suglarin duyarlilik testlerinin yapilmasi, etkisiz tedavilerin ve antibiyotik direncinin

yayilmasinin onlenmesini saglayabilir. Coklu ila¢ direngli APEC suslari, artan 6liim oranlari
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ve uzamis hastane yatislariyla iliskilidir ve etkili tedavi gelistirme konusundaki aciliyeti

vurgulamaktadir (Nawaz ve digerleri, 2024).

Bakteriyel metabolizma, salgi sistemleri, demir alim mekanizmalar1 ve quorum sensing
sistemleri gibi faktorleri dikkate alan biitiinciil bir yaklasim, etkili anti-APEC terapilerinin
gelistirilmesi i¢in gereklidir. APEC'in insanlara zoonotik gegisine dair net kanitlarin saglanmasi
ve mevcut antibiyotiklere ¢apraz direng gostermeyen hayvana 6zgili antibakteriyel ajanlarin

gelistirilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (Nawaz ve digerleri, 2024).

Cesitli serotiplere karsi capraz koruma saglayabilecek ideal bir APEC asis1 gelistirilmesi
elzemdir. Bu dogrultuda, APEC virulans: ve patogenez siireglerine dair bilgiler kullanilarak
yeni as1 adaylarimin belirlenmesi gereklidir. Ayrica, kiigliik molekiillii virulans inhibitérleri,
biiylime inhibitdrleri ve yeni hedeflere sahip antimikrobiyal peptitler gibi tamamlayici tedavi
yontemlerinin kolibasillozis dnlenmesindeki potansiyelleri arastirilmalidir. Bakteriyofajlar,
antibiyotiklere alternatif olarak arastirilmaktadir ve dogada bol bulunmalari, insan ve
hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde dogal olarak yer almalari, giivenli olmalar1 gibi

avantajlar sunmaktadir (Nawaz ve digerleri, 2024).

2.1.9. Sonuclar ve Gelecek Perspektifleri

Kanatlilarda yaygin bir bakteriyel enfeksiyon olan APEC, kiiresel kanathi hayvan
endiistrisine 6nemli ekonomik yiikler getirmektedir. APEC'in etkili bir sekilde yonetilmesi,
hem hayvan hem de insan sagligini1 korumak i¢in hayati 6nem tagimaktadir. O1, 02, 06, O7,
026, 045, 055, 078, 088, 0121, 0103, 0111, 0104, 0114, 0119, 0124, 0145, 0157, O1:K1,
02:K1, 06:K2, 018:K1, 0124, 0143, 0148 ve O164 gibi yaygin APEC serotipleri, insanlarda
ekstra-intestinal enfeksiyonlarla iliskilendirilmistir. Bu durum, hayvan ve insan sagligmin

birbiriyle baglantili oldugunu gostermektedir (Nawaz ve digerleri, 2024).

Onceki calismalar, APEC'in imipenem, streptomisin, tetrasiklin, ampisilin,
sulfametoksazol, trimetoprim, beta-laktamlar ve kolistine karsi artan direncini ortaya koymus,
bu da hedefe yonelik antimikrobiyal yoOnetim stratejilerinin gelistirilmesinin aciliyetini

vurgulamaktadir. Ayrica, APEC'in insanlara bulagsmasini 6nlemek i¢in proaktif onlemlerin
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alinmasi, gida giivenligini ve halk sagligini bu patojenin giderek artan tehdidine kars1 korumak

icin gereklidir (Nawaz ve digerleri, 2024).

APEC, diinya genelinde kiimes hayvancilifinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan
en yaygin bakteriyel patojenlerden biridir. APEC'in etkili bir sekilde kontrol altina alinmasi
hem hayvan sagligi hem de insan saglig1 acisindan faydalidir. APEC'in sistemik enfeksiyonlara
neden olmasinda demir alim sistemleri, quorum sensing sistemi, bakteriyel metabolizma ve
salg1 sistemleri gibi birgok virulans ve patogenez faktorii birlikte rol oynar. Bu nedenle,
gelecekte etkili anti-APEC tedavilerinin gelistirilmesi i¢in bu faktorlerin tiimiinii kapsayan

biitiinciil bir yaklasima ihtiya¢ vardir (Kathayat ve digerleri, 2021).

APEC'in insanlara zoonotik bulasini kanitlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Ozellikle ST95 ve ST131 gibi klonal gruplar veya O1, O2 ve O18 serogrubuna
ait APEC izolatlari, insanlarda bagirsak dis1 enfeksiyonlarin kaynagi olabilir. Antibiyotik
direnci sorunlar1 ve direngli bakterilerin ve genlerin insanlara bulasma riski géz Oniine
alindiginda, sadece hayvanlar icin kullanilan ve mevcut antibiyotiklerle capraz direng
gostermeyen antibakteriyellerin gelistirilmesi, gelecekte ¢oziim sunabilir (Kathayat ve

digerleri, 2021).

Ayrica, birden fazla APEC serotipine karsi ¢apraz koruma saglayacak ideal bir APEC
asisinin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. APEC'in virulans ve patogenez mekanizmalarina iliskin
edinilen bilgiler, yeni as1 adaylarinin belirlenmesinde kullanilmalidir. Son olarak, alternatif
tedavi yontemleri de degerlendirilmelidir. Ozellikle, kiigiik molekiillii virulans veya biiyiime
engelleyiciler ile yenilik¢i hedeflere sahip antimikrobiyal peptitler, kiimes hayvanlarinda

kolibasillozis kontroliinde etkili olabilecek potansiyele sahiptir (Kathayat ve digerleri, 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Cihazlar

Bu calismada Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda bulunan aletler mikroskop (Olympus), kuru blok 1sitic1 (Allsheng MK 200-
1, Cin), vorteks (Velp Scientifica, italya), mikrodalga firm (Argelik, Tiirkiye), mikrosantrifiij
(Hettich Micro 200R, Almanya), biyogiivenlik kabini (Niive, Tiirkiye), pH metre (Hanna, Cin),
otoklav (Niive, Tiirkiye), hassas terazi (Shimadzu, Japonya), etiiv (Niive, Tiirkiye), buzdolab1
(Samsung, Japonya), distile su cihazi (Niive, Tiirkiye), derin dondurucu (Samsung, Japonya),
nanodrop (Maestro, ABD), termal dongiileme cihaz1 (Boeco, USA), goriintiileme cihazi (Vilber

Lourmat Infinity VX2, Almanya) ve elektroforez tanki (VWR, USA)) kullanildi.

3.1.2. Materyal

Bu calismanin materyalini, 2022 yili boyunca bir broiler isletmesinin 15 farkli
ciftliginden, asilama oncesinde (0-5. giin) 180 ve asilama sonrasinda (35-42. giin) 180 olmak
tizere, toplam 360 E. coli izolat1 olusturdu. Hasta broylerlerde solunum giigliigii, burun akintisi,
gozlerde sulanma, durgunluk, istahsizlik, artritis ve yiiksek mortalite gdzlemlenmistir. E. coli
izolatlari, ¢iftlik laboratuvarlarinda gergeklestirilen nekropsiler sorasinda, morfolojik olarak
degisime ugramis karacigerlerden elde edildi. Her giftlikteki broylerlerden elde edilen toplam
12 izolat, soguk zincir kosullar1 altinda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali1 Rutin Teshis ve Analiz Laboratuvari'na ulastirilmigtir.
Ciftliklerdeki siiriiler, atteniie canli ticari bir as1 ile (Poulvac® E. coli asisi) yasamlarinin 5.

giinlinde sprey yontemi kullanilarak asilanmislarda.
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Bu calismanin gerceklestirilmesinde, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ADU-HADYEK)’nun 29.09.2021 tarih ve 64583101/2021/141

sayil1 karar1 ile etik agidan herhangi bir sakinca bulunmadig: bildirilmistir.

3.1.3. Referans Suslar

Molekiiler ¢alismalarda internal kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu negatif kontrol
olarak da S. Enteritidis ATCC 13076 susu; antibiyotik duyarlilik testinde ise kalite kontrol susu
olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.

3.1.4. Besiyerleri

Calismada E. coli izolasyonu ve identifikasyonu amaci ile Eosin-Methylene Blue Agar
(Merck 103858, Almanya), MacConkey Agar (Merck 105465, Almanya), izolatlarin
pasajlanmasinda kanli agar (Merck 110886, Almanya), nutrient agar (Oxoid CM003, Ingiltere),
nutrient broth (Merck 105443, Almanya), izolatlarin uzun siireli saklanmasinda %20 gliserinli
brain heart infusion broth (Oxoid CM 1135, Ingiltere) kullanilda.

3.1.4.1. Eosin Methylene Blue Agar

Bir litre distile suya 36 g besiyeri eklenip mikrodalgada eritildi, pH 7,2+0,2 ayarlandi.
Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilip, 45-50°C’ye sogutularak petrilere dokiildii.

3.1.4.2. MacConkey Agar

Bir litre distile su igerisine 50 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda eritildi.
pH’s1 7,240,2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 sterilize edilip 45-50°C'ye kadar

sogutularak petrilere dokiildii.
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3.1.4.3. Kanh Agar

Bir litre distile su igerisine 40 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda eritildi.
pH’s1 7,240,2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 sterilize edilip 45-50°C'ye kadar
sogutuldu. Icerisinde %7 oraninda steril insan kan1 olacak sekilde kan ilave edilerek petrilere

dokiildii.

3.1.4.4. Nutrient Agar

Bir litre distile su igerisine 28 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda eritildi.
pH’s1 7,240,2 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 sterilize edilip 45-50°C'ye kadar

sogutularak petrilere dokiildii.

3.1.4.5. Nutrient Broth

Bir litre distile su igerisine 8 g olacak sekilde tartilan besiyeri mikrodalga firinda eritildi.
pH’s1 7,2+0,2 olarak ayarlandi. Tiplere 5’er ml olacak sekilde dagitilip otoklavda 121°C’de 15
dakika sterilize edildi.

3.1.4.6. Brain Hearth Infusion Broth

Yiizde yirmi gliserinli brain heart infusion broth hazirlamak ic¢in bir litre distile su
ierisine 3,7 g olacak sekilde besiyeri tartilarak mikrodalga firinda eritildi. Uzerine 20 ml
gliserin eklendi ve tekrar mikrodalga firin yardimi ile homojenize edildi. pH’s1 7,2+0,2 olacak
sekilde ayarlandi. Besiyeri ependorf tiiplere yaklagik bir ml olacak sekilde dagitilarak otoklavda
121°C°de 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyerleri kullanilincaya kadar buzdolabi
1s1sinda (2-8°C) saklanda.
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3.1.5. Ayirag ve Boyalar

3.1.5.1. Gram Boyama

Izolatlarin Gram boyama morfolojilerini belirlemek amaciyla, ticari bir Gram boyama
seti (Merck 111885) kullanilmis ve oda sicakliginda saklanmistir. Saf kiiltiirlerden alinan
koloniler, lam {izerinde fizyolojik tuzlu su ile siispanse edilmistir. Bu siispansiyon havada
kurutulmus ve fikse edilmistir. Preparatlar, bir dakika boyunca kristal viyole ile boyandiktan
sonra boya dokiilerek distile su ile yikanmistir. Ardindan {izerine lugol ¢ozeltisi damlatilarak
bir dakika bekletilmis ve tekrar distile su ile yikanmistir. Bu asamayi takiben, %95°lik alkol ile
15 saniye islem yapilmis ve preparatlar yeniden su ile durulanmistir. Sonrasinda, 30 saniye
boyunca safranin ile boyama yapilmis ve nihayetinde su ile yikama islemi tekrarlanmistir.
Hazirlanan preparatlar kurutulduktan sonra, 100x immersiyon objektifi kullanilarak mikroskop

altinda incelenmistir (Quinn ve digerleri, 2011).

3.1.5.2. Oksidaz Test Kiti

Elde edilen izolatlarin oksidaz aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci ile oksidaz test Kiti

(Oxoid, BR 64) ticari olarak temin edilerek oda 1sisinda (2-8°C) muhafaza edildi.

3.1.5.3. Hidrojen Peroksit

Izolatlarin katalaz aktivitelerini belirlenebilmesi amaci ile igin ticari olarak %3’liik

hidrojen peroksit soliisyonu kullanildi.
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3. 1.5. 4. Kovaks Ayiraci

izole edilen izolatlarin indol aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci ile kullanilmistir.
Kullanima hazir olarak temin edilen kovaks indol ayiracit buzdolabinda (2-8°C) muhafaza

edilmistir.

3.1.6. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Bakteriyel tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri es zamanli olarak BD Phoenix
100™ cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Testlerde, Gram-negatif bakteriler i¢in tasarlanmis
NMIC/ID-433 identifikasyon kartlar1 tercih edildi. Bu sistem, BD Phoenix cihazi ve ilgili
panellerden olugmaktadir. Bakteri tanimlama islemi sirasinda, tiirbidometri yontemi ile birlikte
oksidasyon-rediiksiyon gostergesi kullanilarak bakteri tiremesi izlenmis ve degerlendirilmistir

(BD Phoenix, 2023).

3.1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.1.7.1. Solusyon ve Boyalar

3.1.7.1.1. Tris Borik Asit EDTA Buffer

Stok soliisyonu olan 10x Tris Borik Asit EDTA Buffer (TBE) asagidaki gibi

hazirlanarak kullanim siiresince oda 1sisinda muhafaza edildi.

Tris (hidroksimetil aminometan)...............cc.o coiiiiiiii i 108 g
BOTIK @SIt. ..\ttt 559
B T A e 759
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Tartilan maddeler 800 ml distile suda eritildi. Daha sonra toplam hacim 1000 ml’ye
tamamlanarak pH 8,0’e ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Hazirlanan stok

soliisyon oda 1sisinda muhafaza edildi.

Kullanim soliisyonu olan 0,5x TBE buffer asagidaki gibi hazirlanarak kullanim

suresince oda 1sisinda muhafaza edildi.
LOX T BE . .. 50 ml
D15 (1 LT T 950 ml

Hazirlanan kullanim kullanma soliisyonu, agaroz jel hazirlanmasinda ve elektroforez

islemi esnasinda tank icerisinde kullanildu.

3.1.7.1.2. Yiikleme Tamponu

Amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jelde analiz edilebilmesi i¢in elektroforez islemine
hazirlik yapildi. Bu amagla, 5 pul amplikon 6rnegi ile 1 ul yiikkleme tamponu (6x, ThermoFisher
R0611) karistirilarak toplam 6 pl hacminde bir karisim hazirlandi. Kullanilan ticari yiikleme

tamponu, 2-8°C arasinda buzdolabinda saklanarak uygun kosullarda muhafaza edildi.

3.1.7.1.3. 5x FirePol® Master Mix

Bu calismada, polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan 5x FirePol® Master Mix,

gerekli tim reaktifleri iceren kullanima hazir bir ¢ozeltidir. Bu ¢ozeltinin bilesimi su sekildedir:
FirePol® DNA Polimeraz: Yiiksek 6zgiilliikk ve verimlilik saglayan enzim.

5x Reaksiyon Tamponu B: 0,4 M Tris-HCI, 0,1 M (NH4)2SO4 ve %0,1 (agirlik/hacim)

Tween-20 igerir, PZR reaksiyonu i¢in ideal bir ortam olusturur.

Magnezyum Kloriir (MgCl2): 12,5 mM konsantrasyonda saglanmig olup, 1x PZR

¢ozeltisi i¢in nihai MgCl, konsantrasyonu 2,5 mM'dir.
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Deoksiniikleotid Trifosfatlar (ANTP): Her biri 1 mM baslangi¢ konsantrasyonunda
saglanmistir (1x PZR ¢ozeltisinde: 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP ve 200 uM
dTTP).

3.1.7.3. Primerler

E. coli izolatlarinin filogrup dagilimi, chuA, yjaA, TspE4.C2, arpA genleri hedef alinarak
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle belirlenmistir (Clermont ve digerleri, 2013).
Grup C ve grup E'nin tanimlanmasinda ise trpA (Clermont ve digerleri, 2008) ve arpA genleri
hedef alinarak filogrup siniflandirmast yapilmistir (Lescat ve digerleri, 2013). Bu
filotiplendirme ¢alismasinda, toplamda yedi kodlayici hedef gen kullanilarak E. coli sekiz farkli
filogrupla (A, B1, B2, C, D, E, F, clade I) simiflandirilmistir (Clermont ve digerleri, 2013).

Calismada kullanilan tiim primerler, Tablo 1'de sunulmaktadir.

Tablo 3. Calismada kullanilan primerler.

Primer Hedef Dizi (5°-3”) Amplikon boyutu | Tm
Gen (bp)

Dortli | chuA.lb | chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288 60,5
PZR | chua2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 60,5
Dortli | yjaA.1b yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 58,4
PZR | yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 58,4
Dortlii | TspE4C2.1b | TspE4.C2 | CACTATTCGTAAGGTCATCC 152 56,4
PZR | 1spE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 62,5
Dortli | AceK F arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400 60,5
PZR 1 ArpALR TCTCCCCATACCGTACGCTA 60,5
GrupE | ArpAgpEF | arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC | 301 60,1

ArpAgpE R GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 58,4
Grup C | trpAgpC.1 | trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219 58,4

trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCCC 68,1
internal | trpBAF | trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489 50,4
Kontrol |, BAR GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 68,7
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3.1.7.4. Agaroz Jel

0,5X konsantrasyonunda 100 ml TBE tamponu igerisine 2 gram agaroz tartilarak eklendi.
Karisim, mikrodalga firinda orta sicaklikta yaklasik 3 dakika isitilarak agarozun tamamen
¢Oziinmesi saglandi. Ardindan, karisim 45-50°C'ye kadar sogutuldu ve igerisine DNA boyasi
olarak 6 pl Safe View (ABM, Kanada) eklendi ve iyice karistirildi. Hazirlanan agaroz ¢ozeltisi,
elektroforez tablasina dokiildii ve jelin katilagsmasi i¢in yaklasik 30-45 dakika stireyle bekletildi.

3.1.7.5. Marker

Olusan bantlarin boyutlarini belirlemek amaciyla, 100-1000 bp araliginda isaretlenmis

100 bp'lik Fermentas® (USA) marka DNA ladder kullanilmigtir

3.1.7.6. Elektroforez

Hazirlanan agaroz jel, elektroforez tankina yerlestirildi ve 0,5X TBE tampon ¢ozeltisi,
jelin lizerine yerlesecek sekilde tank igerisine eklenerek jel ile tamamen temas etmesi saglandi.
Amplikonlardan 5 pl 6rnek alindi ve buna 1 pl 6X yiikleme tamponu eklenerek karistirildi.
Ardindan, bu karisim uygun kuyucuklara yerlestirildi. Elektroforez islemi, 100 voltluk bir
gerilimde 45 dakika siireyle gerceklestirildi.

3.1.7.7. Goriintiileme ve Degerlendirme

Elektroforez islemi tamamlanan agaroz jel, bilgisayarlt UV transilliminator sistemine
yerlestirilerek gorsellestirildi. Gortlintiileme isleminden sonra amplikon boyutlari, pozitif ve
negatif kontrollerin sonuglari degerlendirildi. Amplifiye edilen {iriin, Tablo 1'de belirtilen
beklenen boyutta ve belirgin bir bant olusturdugunda, incelenen gen agisindan pozitif olarak

kabul edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. izolatlarin Saflastirilmasi ve Saklanmasi

E. coli izolatlari, MacConkey agarina ekilerek inkiibasyona birakildi. Ekim sonrasi
petriler, aerobik kosullarda 37°C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. MacConkey agarda
laktozu fermente eden pembe kolonilerden bir tanesi segilip, Eozin Metilen Blue agara
pasajlandi. EMB agarda da ayni inkiibasyon kosullarinda 37°C'de 18-24 saat bekletildi. EMB
agarda metalik yesil renk gosteren koloniler, Gram boyama ve biyokimyasal testlere (oksidaz,
katalaz, indol) tabi tutuldu. Gram negatif gomak seklinde olan, oksidaz negatif, katalaz ve indol
testleri pozitif olan izolatlar, E. coli siipheli olarak kabul edildi (Quinn ve digerleri, 2011). Bu

izolatlar, -20°C’de %20 gliserollii Brain Heart Infusion Broth i¢erisinde muhafaza edildi.

3.2.2. identifikasyon ve Antibiyotik Duyarhlik Testleri

BD Phoenix 100™ NMIC/ID-433 kiti ile izolatlarin dokuz antimikrobiyal aileye ait 20
antibiyotige (aminoglikozid (AG): amikasin (AN), gentamisin (GM); karbapenem: ertapenem
(ETP), imipenem (IMP), meropenem (MEM); sephalosporin (CP): sefazolin (CFZ), sefuroksim
(CXM), seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO), sefepim (FEP); penisilin (P): ampisilin (AMP);
B Laktam (BL): seftolozan tazobaktam (CT), amoksisilin klavulanat (AXC), ampisilin
sulbaktam (AS), piperasilin tazobaktam (TZP); lipopeptid (LP): kolistin (COL); folat (F):
trimetoprim siilfametoksazol (SXT); kinolon (K): siprofloksasin (CIP), levofloksasin (LF);
tetrasiklin (T): tigesiklin (TGC)) kars1 diren¢ durumlar1 degerlendirilmektedir.

Testte, kalite kontrol susu olarak da E. coli ATCC 25922 susu kullanildi. Antimikrobiyal
duyarhilik test sonuglarinin yorumlanmasinda Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi

Komitesi (EUCAST) tarafindan 2022 yilinda tanimlanan duyarlilik sinir degerleri kullanildi
(EUCAST 2022).

Bakteriyel identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testleri asagidaki gibi yapildu:

Saf olarak iiretilen kolonilerden tek bir tanesi alinarak kanli agara pasajlandi.
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Kiiltiirden ID Broth’a (Katalog No: 246001) bulanikli Mc Farland: 0,5 olacak sekilde
slispansiyon yapilarak broth vortekslendi.

AST indikator soliisyonu AST broth tiipii (8 ml) igine, bir damla olacak sekilde eklendi.
Tipiin kapag1 kapatildi soliisyon hafif¢e ¢alkalandi.

ID Broth tiip i¢indeki siispansiyonundan 25 pl almip AST broth tiipii i¢ine aktarildi.
Tiipiin kapagi kapatilarak AST tiipii birkag kez hafifce ¢alkalandi.

Bakteriyel identifikasyon  ve antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in hazirlanan

kullanilacak paneller panel tablasi iizerine yerlestirildi.

Hazirlanan bakteri siispansiyonlari, panelin uygun ID ve AST broth kuyucuklara

bosaltildi. Panel tizerindeki delikler plastik kapak yardimu ile kapatildi.
Paneller en en kisa siirede (en fazla 30 dakika icerisinde) cihaza yerlestirildi.

Ana ekran agilarak Orneklerin kayit islemi gerceklestirildi. Bakteri siispansiyonlarini
iceren paneller cihaza yerlestirilerek 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra sonuglar
degerlendirildi. Cihazda ayn1 anda bakteri identifikasyonu yapildig1 gibi antibiyotik duyarlilik

test sonuglar1 da sistem tizerinden alinmustir.

Izolat en az ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal aileye direncli olmas1 durumunda ¢oklu

antibiyotik direngli olarak kabul edildi (Magiorakos ve digerleri, 2012).

3.2.3. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu sonikasyon yontemi ile yapildi (Maniatis ve Sambrook, 1989).
Sonikasyon yontemi ile DNA ekstraksiyonu asagidaki gibi gerceklestirildi:

E. coli stok kiiltiiriinden kanli agara ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirden tek koloni almarak Nutrient Broth’a ekim
pasajlandi. Ayn1 sekilde 37°C’de 18-24 saat inkiibasyonun ardindan tiipler ii¢ dk 12000 rpmde
5 dak santrifiij edildi siipernatant atildi.

Tortu 1 ml steril deiyonize su ile sulandirildi (~10%/ml). Siispansiyon vortekslendi.

Siispansiyona 40 Hz’de 10 dakika sonikasyon iglemi (IsoLab, Tiirkiye) uygulanarak bakteri
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hiicre duvarinin par¢alanmasi saglandi. Siispansiyon tekrar 12000 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

Siipernatantta bulunan DNA her PZR reaksiyonunda 3 pl olarak kullanildi.

Ekstraksiyonu yapilan genomik DNA’lar miktar tayinleri ve saflik kontrolleri igin
nanodrop kullanildi. Bunun i¢in DNA ekstraksiyonu yapilan her DNA’dan 3 pl alinarak 260
nm ve 280 nm’deki absorbans degerleri tespit edildi. OD260/0D280 oraninin 1,6-2,0 arasinda
olmast DNA’nin saf ve PZR i¢in uygun oldugunu; asagida olmas1 ise RNA kontaminasyonu ve

yukarida olmasi ise protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir (Turner ve digerleri,

2004).

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

BD Phoenix 100 otomatize sistemi kullanilarak yapilan bakteriyel identifikasyon ve
antibiyotik duyarlilik testlerinin ardindan, izolatlarin E. coli olup olmadiklari, trpA genine 6zgii
i¢ kontrol primerleriyle gergeklestirilen PZR ydntemiyle molekiiler olarak dogrulandi. Hem
fenotipik hem de genotipik olarak E. coli olduklari onaylanan izolatlarin filotipleri, multipleks
PZR ile belirlendi.

Tiim PZR reaksiyonlarinda, toplam hacmi 25 pl olacak sekilde master miks hazirlandi.
5x master miks tampon c¢ozeltisi i¢in final konsantrasyon 1x, her bir primer icin final
konsantrasyon 0,4 pmol, DNA'nin son konsantrasyonu ise OD260/0D280 orani 1,6-2,0 olarak

ayarlandi.

Mastermiksler hazirlandiktan sonra, PZR tiipleri 6rnek sayist kadar numaralandi ve her
tipe 22 pl mastermiks eklenerek hazirlik yapildi. Ardindan, DNA ekstraksiyonundan elde
edilen her 6rnege 3 pl DNA ilave edildi ve tiiplerin kapaklari sikica kapatildi. Tiipler, termal
dongiileme cihazina yerlestirilerek programlandi. DNA amplifikasyonu islemi, 95°C'de 5
dakika 0n denatiirasyon ile basladi ve ardindan 30 dongiide, her dongiide 95°C'de 30 saniye
denatiirasyon, 57°C'de 30 saniye baglanma ve 72°C'de 60 saniye uzama islemleri yapildi. Son

olarak, 72°C'de 10 dakika son uzama gerg¢eklestirildi.

Kullanilan malzemeler, konsantrasyonlar1 ve miktarlar1 Tablo 4'de verilmistir.
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Tablo 4. Mastermiksin hazirlanma oranlari.

Malzeme (Konsantrasyon)

Istenen Son Konsantrasyon

1 ornek (pul)

Buffer (5x) 1X 5
Primer-F (10 pmol) 0,4 pmol 1
Primer-R (10 pmol) 0,4 pmol 1
DNA 50 ng/pl 3
dH20 Son miktara tamamlanir 15

3.2.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi, SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) yaziliminin 23.0 siirimii (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak ger¢eklestirildi.

Frekans verilerinin karsilastirilmasinda Pearson Ki-kare (y?) testi ve gerektiginde Fisher'in

Kesin Testi uygulandi. Bu analizler, broyler siiriilerine uygulanan ticari E. coli asisinin

filogenetik cesitlilik iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yapildi. Asilama 6ncesi ve

sonrasi elde edilen izolatlarin filogenetik gruplarindaki degisiklikler karsilagtirilarak, asinin

filogenetik cesitliligi iizerindeki etkisi ve filogenetik gruplarin prevalansinda anlamli bir

degisim olup olmadig incelendi. Sonuglarin degerlendirilmesinde %95 giiven arali1 dikkate

alind1 ve p<0,05 olan farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. identifikasyon

Bu c¢alismada, 15 broyler ciftliginden asilama Oncesi ve sonrasi her giftlikten 12°ser
olmak iizere toplamda 360 E. coli izolat: elde edildi. identifikasyon siirecinde, Eosin Methylene
Blue agarda metalik yesil parlaklik gosteren ve MacConkey agarda pembe koloni olusturan,
oksidaz negatif, katalaz pozitif ve indol pozitif 6zelliklere sahip Gram negatif comak seklindeki
bakteriler, E. coli igin siipheli izolatlar olarak degerlendirildi. Izolatlarmn identifikasyonu, klasik

konvansiyonel mikrobiyolojik tan1 yontemleri kullanilarak gerceklestirildi (Resim 1).

Resim 1. E. coli izolatlarinin biyokimyasal testleri. a. EMB agarda metalik yesil parlaklik b.
MacConkey agarda laktoz pozitif koloni c. Gram boyama d. Oksidaz testi (negatif) e. Katalaz

testi (pozitif) f. indol testi (pozitif).

Daha sonra toplam 360 E. coli siipheli izolat, BD Phoenix 100™ otomatize
mikrobiyoloji sisteminde NMIC/ID 433 panelleri kullanilarak analiz edilmis ve izolatlarin E.
coli olduklar1 dogrulanmistir. Otomatize test sistemi ile gergeklestirilen identifikasyon islemi

sonucunda elde edilen izolatlara ait biyokimyasal test sonuglar1 asagida sunulmaktadir (Tablo

5).
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Tablo 5. E. coli izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari.

Test Sonug¢ | Test Sonug¢ | Test Sonug¢
A-ARARR | V A-GLPRB | - A-GLYB | -
A-GUGAH | - A-LARGH | - A-LGTA |V
A-LEUH \% A-LPHET | - A-LPROB | -
A-LPYR - A-LTRY - A-LYALD |V
A-ACT - C-ADO - C-CIT -
C-CLST \% C-DMNT |V C-KGA Vv
C-MLO - C-PXB \% C-TIG -
M-NAG - N-LGGH | - N-LPROT |V
P-BDGLU | - P-BPHO \% R-BALL |V
R-BGEN - R-DEX + R-DFRU | +
R-DGAL \% R-DGUA |+ R-DMLB |V
R-DSBT \% R-DSUC - R-GRA +
R-LARA + R-LRHA |V R-MBGU | -
R-MTU - R-NGA \% R-NGU +
S-ORN \% S-URE - t-ESC -
V: Degisken

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Calisma kapsaminda elde edilen toplam 360 izolatin antibiyotik duyarlilik testleri, BD
Phoenix 100™ otomatize mikrobiyoloji sistemi kullanilarak NMIC/ID 433 panelleri ile
gerceklestirilmistir. Asilama Oncesi (0-5. gilinlerde) (N=180) ve asilama sonrasi (35-42.
giinlerde) (N=180) elde edilen izolatlara yapilan antibiyogram testlerine gore direng oranlari
asagidaki gibi tespit edilmistir (Tablo 6, Sekil 2).

Aminoglikozidler grubunda, amikasin direnci gozlenmezken (%0), gentamisin igin

toplam direng oran1 %29 olarak belirlenmistir (as1 6ncesi %12, as1 sonrasi %45).
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Tablo 6. izolatlarm antibiyotik duyarlilik test sonuglari.

Antimikrobiyal Antibiotik 0-5. giinler 35-42. giinler Tiim Izolatlar
Aile (N=180) N (N=180) N (N=360) N (%)
(%) (%)
Aminoglikozid Amikasin 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Gentamisin 22 (12) 81 (45) 103 (29)
Karbapenem Ertapenem 9 (5) 8 (4) 17 (5)
Imipenem 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Meropenem 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Sephalosporin Sefazolin 23 (13) 38 (21) 61 (17)
Sefuroksim 26 (14) 38 (21) 64 (18)
Sefotazidim 16 (9) 29 (16) 45 (13)
Seftriakson 15 (8) 29 (16) 44 (12)
Sefepim 17 (9) 28 (16) 45 (13)
Penisilin Ampisilin 114 (63) 137 (76) 251 (70)
Beta laktam Seftolozan tazobaktam 2(1) 9 (5) 11 (3)
Amoksisilin klavulanat 58 (32) 83 (46) 141 (39)
Ampisilin sulbaktam 46 (26) 77 (43) 123 (34)
Piperasilin tazobaktam 24 (13) 34 (19) 58 (16)
Polimiksin Kolistin 2(1) 7(4) 9(3)
Folat Trimethoprim 55 (31) 96 (53) 151 (42)
sulfamethoksazol
Kinolon Siprofloksasin 75 (42) 112 (62) 187 (52)
Levofloksasin 46 (26) 107 (59) 153 (43)
Tetrasiklin Tigesiklin 116 (64) 164 (91) 280 (78)

Karbapenemler grubunda ertapenem, imipenem ve meropenem igin direng oranlar diisiik

seviyede olup, sirastyla %5, %0 ve %0 olarak saptanmistir.
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Sephalosporinler ailesinden sefalozin (%17), sefuroksim (%18), seftazidim (%13),

seftriakson (%12) ve sefepim (%13) antibiyotiklerine kars1 direng gézlenmistir.

Penisilin grubunda ampisiline direng orani oldukg¢a yiiksek bulunmus olup, %70 olarak

kaydedilmistir (as1 oncesi %63, as1 sonrast %76).

Beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorleri kombinasyonlarinda sefotolozan-tazobaktam
(%3), amoksisilin-klavulanat (%39), ampisilin-sulbaktam (%34) ve piperasilin-tazobaktam

(%16) direng oranlar1 tespit edilmistir.

Polimiksin grubunda kolistin direnci oldukga diisiik seviyede olup, toplam direng orani

%3’tiir (as1 Oncesi %1, as1 sonrast %4).

Folik asit antagonistlerinden trimethoprim-sulfametoksazol i¢in toplam direng orani %42

olarak belirlenmistir (as1 6ncesi %31, as1 sonrasi %53).

Kinolonlar grubunda siprofloksasin (%52) ve levofloksasin (%43) direng oranlar1 dikkat

¢ekici bulunmustur.

Tetrasiklinler grubunda ise tigesiklin, %78 direng orani ile en yiiksek direng seviyesine

sahip antibiyotik olarak kaydedilmistir (as1 6ncesi %64, as1 sonrast %91).
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Sekil 2. E. coli izolatlarinin antibiyotiklere kars1 direglilik durumlari.
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Sonuglar, 6zellikle penisilin ve tetrasiklin grubu antibiyotiklere karsi direng oranlarinin

oldukga yiiksek oldugunu gostermekte, bunun yani sira Kolistin gibi kritik 6neme sahip

antibiyotiklere kars1 direng oraninin diisiik seviyelerde kaldig1 dikkat cekmektedir.

4.2.1. Coklu Antibiyotik Direnci

Bu calismada, Pulvac® E. coli asisi, broylerlere 5. giinde uygulanmis olup, asilama

giiniine (5. giin) kadar ve sonrasinda (35-42. giin aras1) elde edilen izolatlarin ¢oklu antibiyotik

diren¢ durumlar analiz edilmistir (Tablo 7, Sekil 3).

Tablo 7. As1 dncesi ve sonrasi ¢oklu antibiyotik direng durumlarinin karsilastirmasi.

Direncli Antimikrobiyal

Aile Sayisi

0-5. giin,

(N=180) N (%)

35-42. giin,

(N=180) N (%)

Toplam

(N=360) N (%)

0 11(6,1) 37 14(39)
1 41 (22,8) 17 (9.4) 58 (16,1)
2 31(17,2) 14 (7.8) 45 (12,5)
3 36 (20,0) 25 (13.9) 61(16,9)
4 25 (13,9) 27 (15,0) 52 (14.4)
5 27 (15,0) 40 (22,2) 67 (18,6)
6 5(2,8) 33(18,4) 38 (10,6)
7 3(17) 20 (11,1) 23(6,5)
8 1(0,5) 1(0,5) 2(05)

Bulgular, broylerlerin yasamlarinin beginci giiniine kadar elde edilen izolatlarin %53,8’i

(97/180)’inin ¢oklu antibiyotik direngli oldugunu géstermektedir.

Broylerler 35-42. giinliik olduklarinda alinan izolatlarda ise ¢oklu antibiyotik direng

oraninin %81,1 (146/180) yiikseldigi goriilmiistiir.

Tim izolatlarin %67,5 (243/360) ¢oklu antibiyotik direncine sahip idi. Bu veriler,

broyler iiretiminde antimikrobiyal diren¢ sorununun ciddiyetini ortaya koymaktadir.
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Direngli Antimikrobiyal Aile

80 25,0%
2.8% 2.2%
70
20,0%
60
50 15,0%
40
0 10,0%
20
5,0%
10
0 0,0%

B -5, giin e 35-42.giin @~ e Toplam = =====(-5, giin (%) ====35-42.giin (%) ====Toplam (%)

Sekil 3. As1 dncesi ve sonrasi ¢oklu antibiyotik direng durumlari.

4.3. Filotiplendirme

Bu c¢aligsmada, kolibasillozis tanis1 konulmus broylerlerden asilama 6ncesi ve sonrasinda
izole edilen toplam 360 kanatli patojenik E. coli (APEC) izolatinin filogenetik dagilimlari ve
patojenite potansiyelleri degerlendirilmistir. izolatlarin filogenetik gruplari, asilama 6ncesi
(N=180) ve asilama sonras1 (N=180) olmak iizere iki farkli donemde analiz edilmis ve elde

edilen sonugclar istatistiksel olarak karsilagtirilmigtir.

Asilama oncesinde izolatlarin biiyiik bir kisminin {i¢ filotipte (B1: %22,8, F: %21,7, E:
%21,1) yogunlastigi, diger filotiplerin ise daha diislik oranlarda dagilim gosterdigi (A: %2.,8,
B2: %10,6, C: %12,2, D: %8,9) belirlenmistir.

Asilama sonrasinda izolatlarin biiyiik bir kisminin grup A (%56,7) ve Bl (%27,2)
filotiplerinde yogunlastigi, diger filotiplerin ise daha diisiik oranlarda dagilim gosterdigi (E:
%11,7, F: %4,4) ve B2, C, D gruplarinin tamamen ortadan kalktig1 tespit edilmistir.

Bu sonuglar, asilama sonras1 donemde diisiik virulans potansiyeline sahip grup A'nin
baskin hale geldigini ve yiiksek ile orta diizeyde virulans potansiyeline sahip gruplarin

prevalansimin azaldigin1 géstermektedir (Tablo 8, Resim 2, Sekil 4).
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Tablo 8. Asilama dncesi ve sonrasi filogenetik dagilim.

Filogenetik | Asilama Oncesi | Asilama Sonras1 | Toplam Virulans
_ o -
Grup N=180, (%) N=180, (%) N=360, (%) Potansiyeli
A 5(2,8) 102 (56,7) 107 (29,7) Diisiik
B1 41 (22,8) 49 (27,2) 90 (25,0) Diisiik
B2 19 (10,6) 0 (0) 19 (5,3) Yiiksek
C 22 (12,2) 0(0) 22 (6,1) Orta
D 16 (8,9) 0(0) 16 (4,4) Orta
E 38 (21,1) 21 (11,7) 59 (16,4) Orta
F 39 (21,7) 8 (4,4) 47 (13,1) Orta
100 i
El =2 =m3 =4 ®ES
E6 m7 m8 m9 m10
80
mll m12 ®m13 wl4 w15
60
40 - =
20 —
- I I -
A Bl B2 C D E F A Bl B2 C D E F

As1 Sonrasi

Sekil 4. Asilama 6ncesi ve asilama sonrasi ¢iftliklere gore filotip sayilari.
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1 2 3 4 5 6 7 8 ?2 NC10 11 NC M
A B2 B2 B2 Bl A/C DE F E C

489 b A
400 bp (arpA)

288 bp (chuA)
211 bp (yjaA)

= 250 bp

152 bp(T3pE4.C2)
W 100 bp

Resim 2. E. coli izolatlarinin yeni Clermont filotipleme yontemine gore filotip profilleri. M:
Marker (50 bp, Fermentas), 1. Grup A (———++),2. Grup B2 (+ ++—+), 3. Grup B2 (—++
—+) 4. GrupB2 (+ —+++) 5. Grup Bl (+ ——++), 6. Grup A/C (—+—++), 7. Grup D/E (—
—+++),8. Grup F (——+—+) 9. Bilinmeyen Grup (?) (Daha 6nce yapilmis ¢alismalardan elde
edilmistir) (+ + + + +) (152 bp, 211 bp, 288 bp, 400 bp, 489 bp), NC: DNAs1z master miks .
10. Grup C (219 bp) 11. Grup E (301 bp) NC: S. Enteritidis ATCC 13076 M: Marker (50 bp,

Fermentas).

4.4. istatistiksel Analiz

Asilamanin filogenetik gruplarin dagilimi tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla,
as1 uygulamasindan 6nce ve sonra gozlenen filotip dagilimlarinin istatistiksel olarak anlamli bir
fark gosterip gostermedigi incelendi. Elde edilen veriler, asinin filotip dagilimi tizerindeki
etkisini belirlemek i¢in %95 giiven araliginda degerlendirilmis, p<0.05 olan degerler anlamli
kabul edildi. Bu degerlendirme, Kikare testi kullanilarak gergeklestirilmis ve sonuglar asagida

sunulmustur.

A grubu izolatlarinin prevalansi as1 sonrast anlamli sekilde artis gostermistir ve bu

degisim istatistiksel olarak son derece anlamlidir (p<0.05, ¥*>=125.12).

Bl grubu izolatlarinin prevalansi asi sonrasi hafif artis gdstermis ve Bl grubu

izolatlarina agilamanin anlaml bir etkisi bulunmamustir (p=0.394, ¥>=0.95).

B2 grubu izolatlari, asilama sonrasi tamamen ortadan kalkmis ve bu degisim istatistiksel

olarak son derece anlamlidir (p<0.05, ¥>=20.06).
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olarak anlamlidir (p<0.05, ¥>=23.43).

olarak son derece anlamlidir (p<0.05, ¥*=16.74).

olarak son derece anlamlidir (p<0.05, ¥>=23.52) (Tablo 9).

Tablo 9. Filotip dagilimlarinin istatistiksel analizi.

C grubu izolatlari, agilama sonrasi tamamen ortadan kalkmis ve bu degisim istatistiksel

D grubu izolatlari, asilama sonrasi tamamen ortadan kalkmis ve bu degisim istatistiksel

E grubu izolatlarinda asilama sonrasi azalma goriilmiistiir ve bu degisim istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0.05, ¥>=5.86).

F grubu izolatlarinda asilama sonrasi azalma goriilmiistiir ve bu degisim istatistiksel

Asl1
Filotip Var Yok P %2
A (+) 102 5 0.000 125.12
A(-) 78 175
B1(+) 49 41 0.394 0.95
B1(-) 131 139
B2 (+) 0 19 0.000 20.06
B2 (-) 180 161
CH) 0 22 0.000 23.43
C() 180 158
D (+) 0 16 0.000 16.74
D() 180 164
E®) 21 38 0.022 5.86
E () 159 142
F(+) 8 39 0.000 23.52
F(-) 172 141

Bu bulgular, ticari canli atteniie E. coli asisinin filogenetik gruplarin prevalansinda

belirgin degisikliklere yol actigini ve 6zellikle B1 filogrubu disinda kalan diger tiim filogruplar

(A, B2, C, D, E, F) iizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur.
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5. TARTISMA

Kanatli hayvan tiretimi, diinya genelinde hizla biiyiiyen bir sektdr olmasina ragmen, viral
ve bakteriyel enfeksiyonlar bu sektérii onemli 6lgiide olumsuz etkilemektedir (McMullin,
2022). APEC yurdumuzda (Seferoglu ve digerleri, 2024) oldugu gibi Avrupa, Asya, Amerika,
Afrika ve Avustralya gibi farkli kitalarda yaygin bir enfeksiyon etkeni olarak goriilmekte ve
ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Kathayat ve digerleri, 2021). Ornegin, yalnizca
Amerika Birlesik Devletleri'nde karkasta meydana getirdigi degisiklikler nedeniyle yillik
ekonomik kayiplarin 40 milyon dolara ulasabilecegi bildirilmistir (Kathayat ve digerleri, 2021).
APEC, genellikle sekonder bir patojen olarak degerlendirilse de, sahip oldugu virulans
faktorleri nedeniyle yiiksek mortalite oranlarina yol agabilmektedir (Kathayat ve digerleri,
2021). Aym1 zamanda direng genlerinin bir rezervuari olarak islev gormesi, bu bakteriyi
yalnizca hayvan sagligi acisindan degil, zoonotik bir tehdit olarak halk sagligi acisindan da
onemli kilmaktadir. APEC’nin genis dagilimi ve kanath iiretimine olan ekonomik etkileri
literatlirde sik¢a vurgulanmaktadir (Kathayat ve digerleri, 2021; Hu ve digerleri, 2022). Bu
baglamda, APEC enfeksiyonlarinin kanatli sagligi ve firetimi iizerindeki etkilerinin
azaltilabilmesi i¢in etkili enfeksiyon kontrol stratejilerinin gelistirilmesi kritik bir gereklilik
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmada, ticari zayiflatilmis canli E. coli agisinin uygulandigi
broyler siiriilerinden elde edilen APEC izolatlarinin filogenetik gruplarindaki degisikliklerin,
asiin filogenetik cesitlilik tizerindeki potansiyel etkilerinin ve broylerlerin yasamlarinin erken
ve ge¢ donemlerinde elde edilen APEC izolatlarinin antibiyotik direng profillerinin analiz
edilmesi amaglandi. Bu tiir ¢caligmalar, enfeksiyon kontrol stratejilerinin gelistirilmesine katki
sunarak ekonomik kayiplart azaltma ve halk sagligimi koruma agisindan 6nemli bilgiler

saglamaktadir.

Bu ¢alismada, broyler kaynakli E. coli izolatlarinin antibiyotik direng profilleri kapsamli
bir sekilde degerlendirilmistir. Ozellikle broylerlerin erken yasam evrelerinden (ilk 5 giin) ve
kesime yakin donemlerinden (35-42. giin) elde edilen izolatlar karsilastirilmig, direng
profillerindeki degisimin zaman i¢indeki egilimi analiz edilmistir. Gentamisin direnci, agilama
oncesinde %12 iken, asilama sonrasinda %45'e yiikselmis ve toplam direng oran1 %29 olarak

hesaplanmistir. Penisilin grubu antibiyotiklerden ampisiline karst direng orani, asilama
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oncesinde %63 iken, asilama sonrast %76'ye ulagmistir. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerden
tigesikline kars1 direng orani ise agilama dncesinde %64 seviyesindeyken, asilama sonrasinda
%91'e kadar artis gostermistir. Buna karsilik, kolistin gibi kritik 6neme sahip antibiyotiklere
direng orani oldukca diisiik seviyede (%1°den %3’e ylikselmis) kalmistir. Antibiyotik direng
gelisimindeki farkliliklar, genellikle genetik faktorler, antibiyotik kullanimi ve gevresel

seleksiyon baskilart ile iligkilendirilmistir (Larsson ve Flach, 2021).

Bu calismada gentamisin i¢in tespit edilen direng orani (%29), Ukrayna'da yiiriitiilen bir
caligmada bildirilen direng oranindan (%14) daha yiiksektir (Nechypurenko digerleri, 2024).
Bu farklilik, aminoglikozid grubu antibiyotiklerin bdlgesel kullanim yogunlugundaki
farkliliklar ve yerel direng mekanizmalarinin gelisimi ile agiklanabilir. Penisilin grubundan
ampisilin direnci, bu ¢alismada %70 olarak tespit edilmis olup, bu oran Ukrayna'da bildirilen
amoksisilin direncine (%78) benzerdir. Buna karsilik, beta-laktam/beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonlar1 (6r. amoksisilin-klavulanat) i¢in daha diisiik direng oranlar1 (%32), Ukrayna
calismasindaki daha yiiksek oranlardan (%69) belirgin sekilde farklidir. Bu fark, beta-
laktam/beta-laktamaz  inhibitér ~kombinasyonlarinin  kullanim  bi¢imindeki  bdolgesel

farkliliklardan kaynaklantyor olabilir.

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerden tigesikline yonelik direng orani, bu ¢alismada %78 ile
en yiksek seviyede bulunmustur. Tigesiklinin kanatli hayvanlarda kullanimi ile ilgili,
ruhsatlandirilmig bir veteriner ila¢ formiilasyonu bulunmamaktadir. Tigesikline kars1 yiiksek
direng orani biiyiik ihtimalle genetik diren¢ mekanizmalarinin yayilmasi veya tetrasiklin
grubuna ait diger antibiyotiklerin yaygimn kullanimu ile iliskilendirilebilir. Tetrasiklin grubu
antibiyotiklerin kanatli hayvanlarda uzun siireli ve yaygin kullanimi bu tiir direnglerin
gelismesine katki saglayabilir. Bu durum, antibiyotik direncinin antibiyotiklerin klinik olarak
kullanilmadig1 alanlarda bile ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir. Ukrayna'da yapilan
calismada oksitetrasiklin (%75) ve doksisiklin (%58) i¢in yine yiiksek diizeylerde direng
oranlari rapor edilmistir. Onceki ¢alismalar, tetrasiklin direncinin tetA ve tetB genlerinin varligi
ile 1iliskilendirildigini ve bu genlerin diinya genelinde yaygin olarak tespit edildigini
gostermektedir (Castro digerleri, 2022). Bu durum, tetrasiklinlerin kontrolsiiz kullanimina

baglanabilir.

Bu ¢alismada, kinolon grubu antibiyotiklerden siprofloksasin (%52) ve levofloksasin
(%43) diren¢ oranlar1 dikkat ¢ekicidir. Ukrayna’da yapilan ¢alismada ise enrofloksasin ve

flumequine i¢in direng oranlart sirasiyla %56 ve %78 olarak rapor edilmistir. Siprofloksasin
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direncinin diinya genelinde artis gdsterdigi ve bu artisin kinolon direng belirleyici bolgelerdeki

mutasyonlarla iliskili oldugu bildirilmektedir (Temmerman digerleri, 2022).

Kolistin direnci, bu c¢alismada ortalama olarak %3, Ukrayna'da ise %8 olarak
belirlenmistir. Kolistin, kanatli hayvanlarda 6zellikle E. coli ve Salmonella gibi Gram-negatif
bakterilerin neden oldugu sindirim sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan bir
antibiyotiktir (Kumar ve digerleri, 2020). Her iki ¢alismada da kolistin direncinin diisiik
seviyelerde kalmasi, bu antibiyotigin sinirl kullanimina baglanabilir. Ancak, kolistin direnciyle
iliskili mcr-1 geninin varlig1 gibi genetik faktorlerin direng gelisimindeki etkisi goz ardi
edilmemelidir (Hu digerleri, 2022). Kolistinin veteriner hekimlikte kullanimi, insan sagligi
acisindan kritik 6neme sahip olmasi ve antibiyotik direncinin yayilmasini énlemek amaciyla
birgok iilkede kisitlanmistir. Ozellikle Avrupa Birligi, kolistinin hayvanlarda kullanimin1
smirlandirmis ve sadece belirli durumlarda kullanilmasina izin vermektedir (Kumar ve
digerleri, 2020). Kolistin direncinin yayilmasi, hem veteriner hekimlikte hem de insan
saghiginda ciddi bir sorun teskil etmektedir. Bu nedenle, kolistin ve diger kritik 6neme sahip
antibiyotiklerin kullaniminda dikkatli olunmali, gereksiz ve yanlis kullanimdan kaginilmali ve

antibiyotik direnciyle miicadele i¢in uygun 6nlemler alinmalidir.

Antibiyotik direng oranlari, bdlgesel farkliliklar gosterebileceginden, ciftliklerde
uygulanan kontrol stratejilerinin bu direng profilleri dikkate alinarak optimize edilmesi biiyiik
onem tagimaktadir. Bu ¢aligmada, amikasin ve kolistin gibi kritik 6neme sahip antibiyotiklere
kars1 diisiik direng oranlarinin (%0 ve %3) tespit edilmesi, umut verici bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. Buna karsilik tetrasiklin, ampisilin ve kinolonlar gibi yiiksek direng
oranlarina sahip antibiyotiklerin kullaniminin sinirlandirilmasi, direng gelisiminin kontrol

altina alinmasinda etkili bir strateji olarak 6ne ¢ikabilir.

Hem bu ¢alisgmada hem de Ukrayna’da yapilan ¢alismada (Temmerman ve digerleri,
2022) ortalama ¢oklu antibiyotik direng oranlarmin yiiksek (sirasiyla %67,5 ve %59) oldugu
tespit edilmistir. Bu durum, broyler iiretiminde antimikrobiyal diren¢ sorununun ciddiyetini
ortaya koymakta ve artan direng seviyeleri nedeni ile kontrol stratejilerinin yeniden

degerlendirilmesini gerektirdigini gostermektedir.

Bu ¢aligmada broylerlerin yasamlarmin ilk bes giinliik doneminde E. coli izolatlarinin
%53’linde ¢oklu antibiyotik direncinin tespit edilmesi, direng genlerinin erken donemde

edinildigini gostermektedir. Bu durum, biiylik 6lclide damizlik siiriilerden dikey bulasma,
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kuluckahane ortamindaki hijyen eksiklikleri, yem ve su kaynaklarmin kontaminasyonu veya
profilaktik antibiyotik kullanim1 gibi faktdrlere bagli olabilir. Ayrica, mobil genetik elemanlar
aracihigiyla direng genlerinin hizla yayilmasi da bu yiiksek orani aciklanabilir. Ozellikle
antibiyotik kullaniminin rasyonel bir sekilde planlanmasi ve etkili immiinizasyon stratejilerinin
hayata gecirilmesi Onerilmektedir. Bunun yani sira, asilamalar ve biyogiivenlik 6nlemleri,
APEC enfeksiyonlarinin kontroliinde kritik bir rol oynamaktadir. Antibiyotik diren¢ genlerinin
tespiti i¢in yapilacak molekiiler analizler, direng mekanizmalarinin daha 1yi anlagilmasina katk1
saglayabilir ve bu genlerin yayilimini kontrol altina alacak stratejilerin gelistirilmesine olanak
taniyabilir. Bu baglamda, antibiyotik kullanimina iliskin daha siki diizenlemelerin yani sira,
direng izleme programlarinin uygulanmasi, hem halk saglig1 hem de veterinerlik uygulamalari

acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada, ticari atteniie canli E. coli asisinin filogenetik gruplar tizerindeki etkileri
ortaya konulmustur. Asilama sonrasinda filogrup B1’in oraninda hafif bir artis, filogrup A’nin
oraninda ise belirgin bir yiikselme gdzlemlenirken; yiiksek viriilansa sahip filogrup B2, C ve
D’nin tamamen ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Bu bulgular, ticari asmin B1 filogrubu
haricindeki tiim filogruplar {lizerinde giiclii bir baskilayict etki yarattigini diistindiirmektedir.
Asilama sonrast A filogrubunun prevalansindaki artig, bu grubun bagisiklik sisteminin
etkilerine kars1 daha direncli olabilecegini veya ¢evresel ve genetik avantajlara sahip olmasi
nedeniyle baskin hale geldigini gostermektedir. Bu ¢alismada, B1 filogrubunun dagiliminda
anlaml bir degisiklik gézlenmemesi, bu grubun genellikle diisiik patojenite profiline sahip
olmasit ve ticari asimin hedefledigi spesifik virulans faktorlerini tagimama ihtimali ile
aciklanabilir. Literatiir, B1 filogrubunun cogunlukla kommensal 6zellikler tasidig1 ve patojenite
potansiyelinin diisiik oldugunu desteklemektedir (Clermont ve digerleri, 2013). Bu durum,
ticari asmin filogenetik gruplar iizerindeki secici baski mekanizmalarinin daha ayrintili bir

sekilde incelenmesini gerektirmektedir.

Hirvatistan’da Lozica ve calisma arkadaglar tarafindan 2021 yilinda gergeklestirilen bir
aragtirmada, otovaksin uygulamasinin E. coli filogenetik gruplarinin dagilimi {izerindeki
etkileri incelenmistir (Lozica ve digerleri, 2021). Calismada, ilk siiriilerde ticari as1, sonraki
stiriilerde ise otovaksin uygulanmis ve klinik nekropsilerden izole edilen iki farkli ¢iftlikten
toplam 113 E. coli susu materyal olarak kullanilmustir. Izolatlarin filogenetik gruplandirmast,
Clermont multipleks PZR yo6ntemi ile yapilmistir. Arastirmada, ticari atteniie asinin genetik

olarak heterojen ve yiiksek virulans potansiyeline sahip E. coli suslar1 lizerinde sinirli bir
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etkisinin oldugu ve filogenetik cesitliligi yeterince kontrol edemedigi belirlenmistir. Ozellikle
ciftlik B’de B2 filogrubunun baskin hale gelmesi, ticari asinin bu gruptaki yiiksek virulansh
suslar1 baskilama kapasitesinin diisilk oldugunu gostermistir. Otovaksin uygulamasinin ise
filogenetik cesitlilikte belirgin degisikliklere yol agtig1 ve bir¢ok filotipi baskiladigi, ancak B2
gibi bazi filotiplerin varligini tamamen ortadan kaldiramadigi gézlemlenmistir. Bu durum,
otovaksinlerin hedeflenen filogenetik gruplar tizerindeki etkisinin daha detayli analiz edilmesi
gerektigini ortaya koymus ve filotip ¢esitliliginde sus kaymalarinin olabilecegini gostermistir.
Lozica ve digerlerinin bu ¢alismasi (2021), otovaksinlerin filogenetik gruplar tizerindeki segici

etkilerini ve asilama stratejilerinin etkinligini optimize etme gerekliligini vurgulamaktadir.

Bu ¢alismada, 2021 yilinda Hirvatistan’da gerceklestirilen ¢alismadan farkli olarak, ticari
asiin yliksek virulans potansiyeline sahip filogenetik gruplar1 baskilamada daha etkili oldugu
saptanmistir. Bu caligmada, ticari asinin A ve Bl filogruplarinin oranmi artirdigi tespit
edilirken, Lozica ve digerleri (2021) ticari as1 uygulanan siiriilerde filotip ¢esitliliginin A ve F
gruplarinda yogunlastigin1  bildirmistir. Ancak Lozicamin c¢alismasinda ticari aginin
uygulanmasindan 6nceki filotip verilerinin eksik olmasi, asinin bu degisikliklerdeki etkisinin
kapsamli bir sekilde degerlendirilmesini giiglestirmektedir. Bu durum, filotip dagilimindaki
degisikliklerin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in daha genis kapsamli verilere duyulan ihtiyaci

ortaya koymaktadir.

Son yillarda Lozica ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir diger aragtirma
(Lozica ve digerleri, 2022), otovaksin uygulamasinin E. coli genomik ¢esitliligi, filogenetik
gruplar1 ve antimikrobiyal direng genleri lizerindeki etkilerini degerlendirmeyi amaglamistir.
Bu calismada, ilk siiriilerde ticari as1, sonraki siiriilerde ise otovaksin uygulanmis ve materyal
olarak iki ¢iftlikten klinik vakalardan ve hedef organlardan izole edilen 115 E. coli susu
kullanilmistir. Arastirma, Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) analizi ve genotipik yontemler
kullanilarak gergeklestirilmistir. Sonuglar, antimikrobiyal direng genlerinin zamanla azaldigini
ve otovaksin uygulamasinin genetik homojenlesmeye yol agtigini ortaya koymustur. Ayrica
otovaksinin, antimikrobiyal diren¢ genlerini azaltici etkilerinin yani sira filogenetik ¢esitliligi
siirlayici bir baski mekanizmasi olusturdugu belirlenmistir. Calisma, bu bulgularin daha iyi
anlasilabilmesi ve genetik etkilerin detayli sekilde incelenmesi i¢in daha genis kapsamli

arastirmalar yapilmasi gerektigini dnermistir.

Ug calismanin filogenetik analiz sonuglari, asilarin etkilerini genel olarak ortaya

koymakla birlikte belirgin farkliliklar sergilemektedir. Bu ¢alismada, ticari canli aginin yiiksek
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virulansh filogenetik gruplar1 (B2, C, D) tamamen elimine ettigi tespit edilmistir. Lozica'nin
2021 arastirmasinda ise otovaksinin bazi gruplar tizerinde baskilayici bir etkisi oldugu, ancak
B2 grubunu tamamen ortadan kaldiramadigi bildirilmistir. Lozica'nin 2022 ¢alismasinda,
otovaksin uygulamasinin genetik homojenlesmeyi sagladigi, ancak yiiksek patojeniteli bazi
suslarin (6r. ST117-F, ST390-B2) direng gostermeye devam ettigi belirlenmistir. Bu bulgular,
asmin etkilerinin yalnizca filogenetik gruplar diizeyinde degil, ayn1 zamanda spesifik suslarin
genetik ve fenotipik Ozellikleri baglaminda degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.
Asilara verilen yanittaki farkliliklar, cevresel faktorler, asilama stratejileri ve patojen
popiilasyonlarindaki genetik c¢esitlilik ile dogrudan iliskilidir. Bu karsilagtirma, farkli asi
tirlerinin filogenetik gruplar, sus ¢esitliligi ve diren¢ genleri iizerindeki etkilerini daha iyi

anlamak i¢in genis kapsamli arastirmalara olan gereksinim bulunmaktadir.

Elde edilen bulgular, asilama stratejilerinin farkli filogenetik gruplarin patojenite
potansiyellerine gore degisen etkiler gosterebilecegini ve 6zellikle yiliksek virulansli filotiplerin
kontroliinde 6nemli bir arag olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu durum, agilama
stratejilerinin optimize edilmesi ve bolgesel sus profillerine gore uyarlanmasinin 6nemini

vurgulamaktadir.

Bu ¢alismada kullanilan Poulvac E. coli asisi, canli zayiflatilmis bir ticari as1 olup, genis
bir E. coli sus yelpazesine karsi koruma saglamay1 amaglamaktadir. Bununla birlikte, bu asi,
spesifik ciftliklere 6zgii suslar1 hedeflemez ve ticari asilarin genellikle ¢apraz koruma sagladigi,
ancak belirli bir genotip veya filotipe yonelik dogrudan segilim baskisi olusturmadigi
bilinmektedir (Zoetis, 2024). Filotip A ve B1, genellikle diisiik virulansl ve kommensal olarak
kabul edilir. Calisma bulgularina gore, asinin, daha virulent filotipler {izerinde bask1 olusturarak
filotip A'nin baskin hale gelmesine neden oldugu gozlemlenmistir. Asinin sagladig1 bagisiklik,
patojeniteyle iliskili virulans faktorlerine karsi gelismektedir; 6rnegin, fimbrial antijenler,
toksinler ve kapsiiler antijenler. Filotipler arasinda, B2, C, D, E ve F gibi daha yiiksek
patojeniteye sahip olanlar, asinin hedefledigi faktorleri igerebilir ve bu da filotip dagilimlarini
etkileyebilir. Sonug¢ olarak, ticari asinin patojenik filotipleri baskilayarak diisiik patojeniteli
suslarin baskin hale gelmesine yol agtig1 goriilmiistiir. Bu durum, enfeksiyon siddetini azaltarak
stirll saglhigin iyilestirebilir ve ekonomik kayiplar: sinirlayabilir. Bununla birlikte, ticari aginin
farkli filotipler iizerindeki etkilerinin optimize edilmesi gerektigi ve asilama stratejilerinin,
hedeflenen patojeniteye dayali olarak tasarlanmasinin, 6énemli bir avantaj saglayabilecegi

diistinilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, ticari zayiflatilmis canli E. coli agisinin uygulandigi broyler siiriilerinden
elde edilen APEC izolatlariin filogenetik gruplarindaki degisiklikler incelenmis, asinin
filogenetik cesitlilik iizerindeki potansiyel etkileri degerlendirilmis ve broylerlerin
yasamlarmin erken ve ge¢ donemlerinde elde edilen APEC izolatlarinin antibiyotik direng

profilleri analiz edilmistir.

Elde edilen bulgular, kritik 6neme sahip antibiyotiklere kars1 diisiik direng¢ oranlarmnin
umut verici oldugunu, ancak siprofloksasin, ampisilin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere karsi
yiiksek diren¢ oranlarmin antibiyotik kullaniminin  dikkatle izlenmesi gerektigini
vurgulamaktadir. Broylerlerin yasamlarimin ilerleyen dénemlerinde MDR oranlarindaki artis,

antimikrobiyal direng¢ sorununun ciddiyetini ortaya koymustur.

Asi sonrast filotip A ve B1’in prevalansinda artig gdzlemlenirken, daha yiiksek virulansh
filotipler olan B2, C ve D’nin ortadan kalkmasi, asinin patojenik filotipler {izerinde baski
kurarak, daha diisiik patojeniteli suslarin baskin hale gelmesine yol agtigini1 géstermektedir. Bu
durum, asmin enfeksiyon siddetini azaltmakla kalmayip, aymi zamanda bakteriyel
popiilasyonda anlaml filotip kaymalarina neden olabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak,
filogenetik degisikliklerin yalnizca asinin etkisiyle aciklanamayacagi ve cevresel faktorlerin,
hijyen protokollerinin ve antibiyotik kullanim politikalarinin da etkili olabilecegi g6z oniinde
bulundurulmalhidir. Gelecekteki calismalarda bu faktorlerin etkilerini degerlendiren daha

ayrintili bir analiz 6nerilmektedir.

B1 grubunun diisiik degiskenligi, bu grubun ¢evresel adaptasyon yetenegi ve as1 baskisina
kars1 genetik avantajlarini isaret edebilir. Bu grup ile asinin etkileri arasindaki iligkiyi anlamak,
gelecekteki arastirmalar icin Oonemli bir odak noktasi olacaktir. Ayrica, enfeksiyonlarin
yayilimint kontrol altina almak icin siki biyogiivenlik dnlemleri, "hepsi igeri/hepsi disar1"
tiretim sistemleri ve yliksek hijyen standartlarinin uygulanmasi gerektigi vurgulanmaktadir.
Antibiyotik kullaniminin smirlandirilmas1 ve daha siki denetimlerin getirilmesi, direng

gelisiminin engellenmesinde kritik bir adim olacaktir.
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Diren¢ genleri ve virulans faktorlerinin molekiiler diizeyde analizi, enfeksiyon
dinamiklerini anlamada 6nemli bir rol oynamaktadir ve bu tiir analizler, antibiyotik direng
mekanizmalarinin ve aginin etkilerinin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir. Asilarin uzun
vadeli etkilerinin degerlendirilmesi ve filogenetik gruplar ile direng profillerindeki degisimlerin

stirekli izlenmesi, agilama stratejilerinin optimize edilmesine katki saglayacaktir.

Veteriner hekimler ve ciftlik calisanlarma yonelik egitim programlari, enfeksiyon
kontrolii, antibiyotik kullanimi ve biyogilivenlik 6nlemleri hakkinda farkindaligi artirmak i¢in
kritik 6neme sahiptir. Asilarin etkinligini artirmak igin yerel suslara 6zgii ticari asilarin
gelistirilmesi ve bolgesel patojenik profillerin siirekli izlenmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmalar,
gelecekteki asilama stratejilerinin etkinligini daha da artiracak ve enfeksiyon kontrolii ile

ekonomik kayiplarin azaltilmasina katki saglayacaktir.
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