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KARS YORESI NEONATAL BUZAGI iSHALLERINDE ESCHERICHIA COLI
SEROTIP 0157 ve CLOSTRIDIUM PERFRINGENS TiP A 2-TOKSINi
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Ozet: Bu calismada, Kars yoresinde yetigtirilen neonatal ishalli ve saghkl buzagilarda Escherichia coli Q157 ve Clostridium

perfringens tip A a-toksininin yayginliginin belirlenmesi amaglandi. Yedi farkh odak ve sigireilik yapan 45 adet isletme iki safhali
kota 6rnekleme metodu kullamlarak tesadiifi olarak segildi. Eyliil 2001 ve Temmuz 2002 tarihleri arasinda, 106 ishalli ve 43
saglhkli buzagidan digki 6rnekleri toplandi. Bu 6rneklerden izole edilen E. coli suslarinin Latex aglutinasyon testi ile 0157 serotipi

olup olmadir aragtirildi. Aym ornekler ticari latex aglutinasyon testi kullamlarak CL. perfringens tip A a-toksininin varlig
yoniinden incelendi. Ciftliklerdeki neonatal buzagilarin % 39.4'tinda Cl. perfringens tip A enterotoksini belirlenirken sadece %

18.2'sinde E.coli 0157 belirlendi. Ishalli buzagilarda CI. perfringens tip A a-toksini orani % 32.6 (16/49) iken kontrollerde bu
oran % 6.3 (2/32) olarak bulundu (P=0.01). E. coli O157 agisindan ishalli (% 5.8, 6/104) ve kontrol (% 6.9, 3/43) gruplar
arasindaki fark anlamh degildi (P=0.9). Yagin ilerlemesiyle CI. perfringens tip A alfa toksini ve E. coli yiizdeleri ters orantili

oldugu bulundu. Ciftliklerdeki neonatal buzag sayisi arttik¢a E. coli O157 ve CL. perfringens tip A a-toksininin prevalansinin da
arttig goriildii. Bu ¢alismanin sonucunda Kars yoresinde yetistirilen buzagilann ishal vakalarinimn etiyolojisi ve epidemiyolojisinin

degerlendirilmesinde, E. coli 0157 ve Cl. perfringens tip A'min a-toksinin de mutlaka g0z oniinde tutulmas: gerektigi
belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: E. coli 0157, CI. perfringens tip A a-toksin, buzagi.

The Prevalence of Escherichia coli 0157 Serotype and Clostridium Perfringens Type A a-Toxin in
Neonatal Diarrhoeic Calves in Kars District

Summary: This study aimed at determining the frequency of Escherichia coli O157 and CI. perfringens type A a toxin in
diarrhoeic and healthy neonatal calves in Kars district. Seven localities and 45 dairy farms within the district were selected using
a two-stage stratified random sampling strategy. Faecal samples were collected from 106 diarrhoeic and 43 healthy calves
between September 2001 and July 2002. E. coli isolates were cultured by conventional methods. Faecal samples were analysed

for the presence of E. coli O157 and Cl. perfringens type A a-toxins by means of commercial latex agglutination tests. The
proportion of farms affected by E. coli 0157 and CI. perfringens type A a-toxins was 18.2% and 39.4%, respectively. The

proportion of CI. perfringens type A a toxins was 32.6% in diarrheic calves, while it was 6.3% in healthy calves (P=0.01). The
differences between the proportion of E. coli 0157 in diarrhoeic and healthy calves were not significant (P=0.9). There was an

inversely proportional relationship between age of calves and the proportion of CI. perfringens type A a-toxins and E. coli 0157.
It was noted that as the number of calves in the herd increased the prevalance of E. coli 0157 and CI. perfringens type A a-toxins

GIRIS

Yeni dogan buzagilarda enfeksiyoz ajanlar dogum-
dan sonraki ilk giinlerde 6nemli enteritis nedenleri-
dir'. Eneteritisin sebepleri arasinda son yillarda E. co-

li 0157 ve Cl. perfringens tip A nin a-toksini de 6-
nemli bir rol oynamaktadir®”,

Buzagi ishallerinde énemli rol oynayan enterotok-
sijenik E. coli (ETEC) genellikle yasamin ilk haftasin-
da etkili olmakla beraber, 2-3 haftalik olanlarda da
onemli bir saglik problemidir*’. Mikroorganizma, geng
hayvanlarin intestinal mukozalarina yapigmasini kolay-
lagtiran pililere sahiptir. Ayrica intestinal lumen igine
siv1 ve elektrolit sekresyonuna neden olan enterotoksin

tiretirler. Ozellikle bir haftaliktan kiiciik buzagilarda
sari-beyaz renkli ishal, dehidrasyon, depresyon ve ¢o-
gunlukla diisiik viicut 1sis1 ile karakterize kolibasillozi-
se neden olur". Blowey, E. coli'nin (verotoksijenik ve-
ya enterotoksijenik), % 13 oraninda buzag: ishallerine
sebep oldugunu bildirmistir'. Neonatal buzagilarda ise
bu oran % 11.9 olarak belirlenmistir'>. Tiirkiye'de is-
halli buzagilarda yapilan galismalarda E. coli oranlari
%10 ila % 92 gibi genis bir aralikta bulunmustur',
E. coli 0157 ilk defa insanlarda belirlenmis, daha son-
ra sigirlarin gastrointestinal sistemlerinde de cesitli
oranlarda oldugu ortaya konulmustur®. Escherichia
coli O157"in prevalansinin belirlenmesinde farkli me-
totlar kullamilmasi nedeniyle prevalans oranlari yakla-
sik % 1 ile 10 arasinda bulunmugtur™*. Kars yoresinde

' Bualiyma TUBITAK tarafindan desteklenen VHAG-1777 nolu proje kapsaminda yapilmigtir.
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bulunan neonatal ishalli buzagilarda yapilan bir ¢alis-
mada ise E. coli, % 92.1'° oraninda bulmus, ancak yo-
redeki ishal olgularinda E. coli serotiplerinin ve zel-
likle O157 serotipinin varligi ve oranlar1 belirlenme-
misgtir.

Buzag ishallerinde diger onemli bir enfeksiyon
kaynagi ise CL. perfringens tip A, B, C, D ve bunlarin
eneterotoksinleridir”". Bu sporlu bakteri bir ¢ok sicak
kanli hayvan ve insanlarin bagirsak kanalinda ve top-
rakta bulunur. Gida endiistrisi icin de 6nemli bir tehdit
kaynagi olabilmektedir. Clostridium perfringens tip A
a-toksini insanlarda gida zehirlenmelerinin baslica ne-
denlerindendir. Onceleri CL perfringens tip A tarafin-
dan iiretilen tek letal toksinin a-toksin oldugu ve bu-
nun kas yaralarinin baglangicinda ¢ok énemli bir virii-
lens faktor oldugu belirtilmekteydi®. Daha sonralar
alfa toksini ile de insan ve hayvanlarda gazli gangren,
nekrotik enteritislere neden oldugu ortaya konulmus-
tur. Ayrica buzagilarda ve koyunlarda timpani, aboma-
sitis ve abomasum iilserlerine neden oldugu da rapor
edilmistir?*. Enfeksiyondan etkilenen hayvanlarin 12
saat i¢inde oldiigii bildirilmistir®. 1990'h yillara kadar
Cl. perfringens tip A'nin hayvanlarda enterotoksemi
ile iliskisi hakkinda birka¢ rapor bulunmasina ragmen®
enterotoksemik sartlardaki rolii tam olarak ispatlan-
mamistir. Buzagilardaki tip A'ya bagli enterotoksemi
perakut seyreder. Hayvanlar hastalik belirtileri goster-
meden Olebilirler.

Bu caligmada, Kars yoresinde yetistirilen neonatal

buzagilarda E. coli O157 ve CL. perfringens tip A a-
toksininin prevalansinin ortaya konulmasi amagland.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali: Kars merkezi ve koylerinde 7
farkli odakta sigircilik yapan 45 adet isletme ve bu is-
letmelerde dogan buzagilar calismanin materyalini
olusturdu.

Caligma ciftlikleri, Tarim ve Koy Isleri Bakanligi
Kars il Miidiirliigii'nden temin edilen adreslerden iki
safhali kota ornekleme metodu kullanilarak tesadiifi
olarak secildi. Odak basina diigen ciftlik sayisi 5-8 ara-
sinda idi (Tablo 1). Ziyaretler Eyliil 2001 ile Temmuz
2002 tarihleri arasinda neonatal buzag: takibini ger-
ceklestirmek iizere haftalik olarak gergeklestirildi.

Klinik muayene ve ornek toplama: Belirlenen
odaklara haftalik ziyaretler yapilip, bu odaklardaki is-
letmelerde dogan neonatal buzagilarin rutin klinik mu-
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ayeneleri yapildi ishalli buzagilardan digki 6rnekleri
toplandi. Kontrol amaciyla hasta buzagiyla ayni yas
grubundaki bir saglikli buzagidan da digk: 6rnekleri
alindi. Ziyaretler sirasinda isletmelerdeki sevk ve idare
ile ilgili, hayvan bakim, besleme ve barinmasi ile ilgili
epidemiyolojik veriler de anket yoluyla toplandi.

Tablo 1. Calismaya dahil edilen ¢iftlik ve hayvan sayilan ile
toplanan ornek sayilar1.

Table 1. The number of farms, animals and collected samples in
the study.

Odaklar  Cifdik Doguran Buzagi ~ OrnekNo |
i i - No SigrNo  No* | Hasta Kontrol
Baggedikler 5 113 112 21 a1l
Bogazkidy 6 81 67 13 2
Caglayan 6 75 73 10 4
Cakmak 7 116 110 16 i)
Dikme 7 102 84 14 4
Kiimbetli 8 76 61 9 2
Merkez 6 132 H7E 28 13
Toplam 45 695 624 106 43

* abortlar dahil edilmemistir.

Bakteriyolojik Muayeneler

Escherichia coli: Alinan digki ornekleri, E. coli izo-
lasyon ve identifikasyonu i¢in zenginlestirilmis kanl
agar, MacConkey agar ve EMB agara ekildi. Ekim ya-
pilan vasatlar 37°C'de 24-48 saat siireyle inkiibe edil-
di. Inkiibasyon siiresi sonunda E.coli siipheli koloni-
lerden identifikasyona gidildi. Makroskobik ve mik-
roskobik 6zellikler, MR, VP ve hemoliz testleri de kla-
sik metotlara gore yapildi. Elde edilen E. coli izolatla-
rinin Latex aglutinasyon test ile O157 (E. coli O157 La-
tex Test, Oxoid, UK) susu olup olmadig: belirlendi **#.

Clostridium perfringens: Digki orneklerinde, CI.

perfringens tip A a-toksini ticari latex aglutinasyon
testi (PET-RPLA, Oxoid, UK) ile belirlendi.

Istatistik Analizleri: Bakteriyolojik analizler sonu-
cu elde edilen bilgiler ve epidemiyolojik veriler ista-
tistik analizleri yapilmak amaciyla Microsoft Access
ve Dbase IV plus programlari kullanilarak olusturulan
veri bankasina yiiklendi. Veriler Epi-info 6 kullanila-
rak analiz edildi. Oranlarin karsilastirilmasinda Yates
diizeltilmis chi square testi, grup biiyiikliigii, yas sinif-
landirilmasi ile hastaliklar arasindaki iliski i¢cin chi
square for trend, ortalamalarin kargilagtiriimasinda ise
Kruskall-Wallis testi kullanildi. Istatistiksel nem
p<0.05 olarak kabul edildi*.

Neonatal buzagilarda hastaliklarin yayginliklari,
ciftlik prevalansi ve siirii insidansi olmak iizere iki dii-
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zeyde belirlendi. Neonatal buzagilar i¢in insidans ora-
n1 hesaplanirken Eyliil 2001-Temmuz 2002 tarihleri
arasinda dogan buzagi sayisi dikkate alindi. Siirii insi-
dansi, hastaliklardan etkilenen siiriilerde ve tiim siirii-
lerde olmak iizere hesaplandi.

BULGULAR

Caligma siiresince ziyaret edilen 45 ¢iftligin 33 ta-
nesinden Ornek toplanabildi. Enteritis teshisi konulan
toplam 180 buzaginin 106'sindan bakteriyolojik incele-
me icin digki ornekleri toplandi. Kontrol amaciyla da
43 tane ishalsiz neonatal buzagidan da es zamanli or-
nekler toplandi. Bakteriyolojik incelemeler sonucunda
sadece E. coli izolatlari elde edildi ve CL perfringens
tip A a-toksini belirlenebildi.

Ciftliklerin % 39.4'linde (13/33) neonatal buzagi-
larda CL. perfringens tip A a-toksini belirlenirken sa-
dece % 18.2'sinde (6/33) E.coli 0157 belirlendi. Clost-
ridium perfringens tip A a-toksini ve E. coli 0157'nin
yillik insidans oranlar tiim siiriilerde sirasiyla % 4.1 ve
% 1.7 olarak bulunurken ve s6z konusu etkenlerin be-
lirlendigi siiriilerde ise sirasiyla % 7.4 ve % 6.3 olarak
belirlendi (Tablo 2).

Tablo 2. CI. perfringens tip A a-toksin ve E. coli’nin giftlik
prevalansi ve insidans oranlari.
Table 2. Farm prevalance and incidence rate of Cl. perfringens

Ciftlik Insidans oranlar1
Eiiiois prevalansi (hayvan-y1l/100)*
Tiim Hastahkl
n=33* (%) siiriiler siiriiler
CL perfringens fip A actokeini” 13 (39.4) 18434 (4.1) '18/243 (7.4)
Eicoli 6(182) 9/524(17)  9/142 (63)

n ¢iftlik sayisi, (%) oran. *Ornek alinmayan ciftlikler dahil edilmemistir.

Clostridium perfringens tip A a-toksini buzagilarin
% 22.2'sinde (18/81) E.coli ise % 6.1'inde (9/147) belir-
lendi. Ishalli buzagilarda CL perfringens tip A a-toksini
orant % 32.6 (16/49) iken kontrollerde % 6.3 (2/32) ola-
rak bulundu. ki grup arasindaki fark istatistik olarak
onemli bulundu (P=0.01). Escherichia coli O157 agisin-
dan ishalli (% 5.8, 6/104) ve kontrol (% 6.9, 3/43) grup-
lar1 arasindaki fark anlamli degildi (P=0.9) (Tablo 3).

Clostridium perfringens tip A a-toksini pozitif bu-
zagilarin yas ortalamasi 9.1 giin (1-30 giin arasi), E.co-
li pozitif olgularin ise 9.4 giin (3-30 giin arasi) olarak
bulundu. CI. perfringens tip A a-toksini ve E. coli be-
lirlenen buzagilarin yas dagilimi tablo 4'te verilmistir.
Her iki etken de neonatal dénemin birinci (% 66.7) ve
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Tablo 3. CI. perfringens tip A a-toksin ve E. coli varlig ile ishal
arasindaki iliski.
Table 3. Relationship between diarrhoe and proportion of CI.

Etkenler Toplam Ishalli Kontrol = OR (95%C))
5 TR
ClL pejnngens 18/8(22.2) 1649 (32.6) 2/32(6.3) (1.4-50.1)*
F 08
E. coli 9/147(6.1)  6/104(5.8) 3.43 (6.9) (0.2-4.4)*
*P=0.01, **P=0.9

ikinci haftasinda (% 22.2) siklikla belirlendi. Yasin
ilerlemesiyle CI. perfringens tip A a-toksini (P<0.001)
ve E. coli (P=0.004) pozitif olgu sayisinda énemli bir
diisiis belirlendi (Tablo 4).

Tablo 4. CI. perfringens tip A a-toksin ve E. coli Pozitif olgularin
yas dagilimu.

Table 4. Age distribution of CI. perfringens type A a-toxin and E.

: CL perfringenstipAa- " E. coli
Yas (giin) - ; - 5 -
5 Pozitif = % OR Pozitif % OR
0-7R 12/18 66.7 1.00 6/9 66.7
8-14 4/18 222 0.14 2/9 22.2
15-21 0/18 0 0.00 0/9 0
>21 2/18 11.1 0.06 1/9 11.1
Istatistik X2=16.9, P<0.001 X2= 8.3, P=0.004

R Reference value, *X2 for trend, OR odds ratio, % oran

Clostridium perfringens tip A a toksini tiim odaklar-
da belirlenirken E. coli O157 sadece Dikme, Basgedik-
ler ve Kars-Merkez odaklarinda belirlendi. Clostridium
perfringens tip A a-toksin en diisik % 6.7 (1/15) ora-
niyla Cakmak en yiiksek ise % 30 oraniyla Dikme
(3/10) ve Kars-Merkez (6/20) odaklarinda belirlendi.
Odaklar arasindaki farkliliklar hem CL. perfringens tip A
a-toksini hem de E. coli 0157 igin istatistiksel olarak
anlamli degildi (sirastyla, P=0.66, P=0.28) (Tablo 5).

Tablo 5. CI. perfringens tip A a-toksin ve E. coli O157 enfeksi-
yonlarinin odaklara gore dagilimi.

Table S. Distribution of CI. perfringens type A a-toxin and E. coli

e E coli; =it ClL perfringe-ns tipA a-lokfin
Toplam*  Ishalli Kontrol Toplam** Tshalli Kontrol
Caglayan 0/14(0) 0/10(0) 0/4(0) 1/7(14.3) l/4(25) 0/3(0)
Dikme 218(11.1) 2/14(143)  0/4(0) 3/10(30)  3/7(42.9)  0/3(0)
Kiimbetli O/11(0) 0/9(0) 0/2(0) 16(16.7) 1/4(25)  0/2(0)
Bogazkoy 0/14(0) 0/12(0) 0/2(0) 1/6(16.7)  ~ 1/425) 0/2(0)
(Cakmak 0/23(0)  0/16(0) 0/7(0) 1/6(16.7)  1/8(12.5)  0/7(0)
Basgedikler 4/32(12.5) 3/21(143) 1/11(9.1) 5/17(29.4) 4/10(40) 1/7(14.3)

KarsMerkez 3/35(86) 1/22(45) 2/13(154) 6/20(30)  512(41.7) 1/8(12.5)

Toplam 9/147(6.1) 6/104(5.8) 3/43(6.9) 18/81(22.2) 1649(327) 2/32(6.25)
() oran (%), ¥X2=7.5, P= 0.28, **X2=4.1, P=0.66
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Ciftliklerdeki neonatal buzag: sayilan ile E. coli
0157 ve CL. perfringens tip A a-toksin prevalansi arasin-
da dogru bir orant1 s6z konusuydu. Gruptaki buzag sayi-
s1 arttikga ciftlik prevalansinda da bir artig belirlendi an-
cak bu artis istatistiksel olarak anlaml degildi (Tablo 6).

Tablo 6. Siirii biiyiikliigii ile CL perfringens tip A a-toksin ve E.
coli ¢iftlik prevalansi iligkisi.
Table 6. Relationship between herd size and farm prevalance of

E. coli CL perfringens tip A a-toksin
Buzag say. i g :
« TPozitif | | (%) OR Pozitif =~ (%) OR
<lO0R 1/10 10 1.00 217 2.9 1.00
11-20 2/16 12.5 1.29 713 53.8 291
>21 377 4209 6.75 4/6 66.7 5.00
Istatistik X2=2.5, P=0.11 X2= 1.86, P=0.17

(%) oran, R Referans degeri, X2 for trend, OR odds ratio.

TARTISMA ve SONUC

Escherichia coli ishalli buzagilardan yiiksek oran-
larda izole edilebilmektedir'®*?. Fakat buzagilarda he-
morajik enteritis dahil cesitli klinik semptomlara yol
acan E. coli O157 susu daha diisiik oranlarda (% 0.5-
% 10) izole edilmektedir. Bu calismada belirlenen
oranlar literatiir bilgileri ile paralellik gostermektedir’.
Escherichia coli O157 pozitif siiriiler istatistiksel an-
lamda olmasa da daha kalabalikti. Escherichia coli po-
zitif buzagilarin yas ortalamasi 9.1 ve olgularin biiyiik
cogunlugu diger calismalarda bildirildigi gibi ilk iki
haftada belirlendi***'.

Clostridium spp. normal barsak florasinin bir par-
cas1 oldugundan hastaliktaki rollerini belirlemek giic-
tiir'*, Bu zorluk nedeniyle bakterinin kendisinin izolas-
yonundan ziyade toksininin belirlenmesi onemlidir.
Clostridium perfringens tip A a-toksini diisiik bir tok-
sijeniteye sahip olmasina ragmen insan ve hayvanlar-
daki hastalik olusturan en 6nemli toksindir®. Bu ne-
denle calismada sadece Cl. perfringens tip A a-toksini
belirlendi. Clostridium perfringens tip A a-toksininin
buzagilarda abomasitis, enteritis ve ishale neden oldu-
gu bilinmektedir''***. Ayn1 zamanda ¢ok ciddi bir gi-
da kaynakli zoonozdur*. Bu ¢alismada 6nemli oranda
ciftlikte ve buzagida toksin belirlendi. ishalli buzagilar-
da CL. perfringens tip A a-toksini orani kontrol grubun-
dan yiiksekti. Bu bulgu neonatal buzagi ishallerinde
fazlaca dikkate alinmayan CL. perfringens tip A a-tok-
sinin de rol oynayabilecegini gostermektedir. Nitekim
caligmalar taylarda ve buzagilarda bu mikroorganizma-
nin 6nemli bir patojen olabilecegini bildirmektedir™*.
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Clostridium perfringens tip A a-toksini pozitif olgula-
rin yag ortalamasi 9.1 bulundu ve buzagi yasi arttik¢a
pozitivite oraninda diisiis belirlendi. Bu da clostridium-
larin siklikla yasamin ilk 2-3 haftasinda 6nemli oranda
bulunabilecegini bildiren literatiirlerle uyumludur'®*.

Calismada siiriilerin kalabaliklagmasi ile etkenlerin
goriilme sikligr da belirgin oranda artmustir. Asiri kala-
balik ahirlar ve uygun olmayan bakim sartlart E. coli

0157 ve CL. perfringens tip A a-toksini goriilme sikli-
g1 arttrmistir. Bu durum uygun bakim ve yonetim
tedbirleri ile hijyenik sartlarin saglanmasinin énemli
olabilecegini gostermektedir.

Sahada caligsan veteriner hekimlerce buzagilardaki
ishal vakalarinda E.coli'lerin listlendigi rol ¢cogunlukla
bilinmesine ragmen, CL. perfringens tip A a-toksinine
bagl ishal olgulart yeterince taninmamaktadir. Bu ¢a-
lismayla birlikte yorede hem ishalli hem de saglikli
buzagilarda varlig1 ve prevalansi ortaya konulan E. coli

0157 ve CL. perfringens tip A a-toksinin buzagilardaki
onemi vurgulanmugtir.
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