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Salmonella enteritidis Suslarinda Hemaglutinasyon Etkin-

ligi ve Fimbriyalar

Ayten KIMIRAN ( *¥), Mine ANG KUCUKER (*3%)

OZET

Bu calismada, buyyon ve fosfat tamponlu agar besiyerle-
rinde 22 °C ve 37 °C sicakliklarda iiretilen 11 adet Salmo-
nella enteritidis susunun kobay, tavsan, tavuk, koyun, (O
grubu) insan ve okiiz eritrositleriyle +4 °C’de ve oda si-
cakliginda olusturduklar1 hemaglutinasyon tipleri, eritro-
sit profilleri ve ayrica 37 °C’de siv1 besiyerinde fimbriya
olusturma ozellikleri elektronmikroskopin ile incelenmis-
tir.

Suslar farkli sicakliklarda, farkli besiyerlerinde tiretildik-
lerinde ve hemaglutinasyon deneyleri farkli sicakliklarda
yapildiginda, olugsan hemaglutinasyon tiplerinin ve eritro-
sit profillerinin farkliliklar gosterdigi saptanmistir.

Elektron mikroskobu incelemelerinde buyyon besiyerinde
37 °C ’de tiretilen 11 S.enteritidis sugunun altisinin fimbri-
ya olusturdugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella enteritidis, hemaglutinas-
yon yetenegi, fimbriyalar

SUMMARY

Hemagglutination Activity and Fimbriae in Salmonella
enteritidis Strains

11 Salmonella enteritidis strains grown in broth and
phosphate buffered agar at 22 °C and 37 °C were exami-
ned for their hemagglutination types and erythrocyte pro-
files with erythrocytes of guinea pig, rabbit, chicken, she-
ep, ox and human (-group-O) at +4 °C and room tempera-
ture. Morever these 11 S.enteritidis strains grown in broth
media at 37 °C were examined for the formation of fim-
briae by electron microscopical methods.

It was shown that types of hemagglutinations and also the
erythrocyte profiles of these 11 S.enteritidis strains are
vary depending on the growth temperature of the strains
and also on the temperature at which hemagglutination
tests were done.

In electronmicroscopic examinations, six of the 11 S.ente-
ritidis strains grown in broth media at 37 °C were found to
produce fimbriae.

Key Words: Salmonella enteritidis, hemagglutination acti-
vity, fimbriae.

GIRIS

Bakterilerin patojenite faktorleri arasinda yer alan ve
ancak elektron mikroskobuyla goriiniir kilinan fim-
briyalar, bakterilerin konak organizmanin mukoza
yiizeylerine yapismalarindan sorumlu organelleridir
(1,2) Mukoza yiizeylerine yapisma 6zelligi bir bakte-
rinin bir konak organizmada infeksiyon ve infeksi-
yon hastalif1 olusturabilmesinin birincil kosulu ol-
masi nedeniyle biiyiik nem tagimaktadir (3).

Ozellikle Enterobacteriaceae ailesi iiyesi bakterilerde
siklikla varolan fimbriyalarin islevsel ve yapisal
ozelliklerine gore birbirinden farkliliklar gosteren
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tipleri bulunmaktadir. Degisik bakteri cinsleri veya
ayni cinsin degisik tiirleri farkli fimbriya tiplerine sa-
hip olabildikleri gibi bakterilerin fimbriya olusturma
ozellikleri ortam kosullarina da bagli olarak degise-
bilmektedir (3,4).

Bakteri fimbriyalar1, farkli hiicre tipleri arasinda erit-
rositlere de yapigabilme ve boylelikle aglutine etme
(hemaglutinasyon) yetenekleriyle bakteri hemagluti-
ninleri (fimbriyal hemaglutininler) arasinda yer al-
maktadirlar (3,5). Bu baglamda, fimbriyalarin var-
liklarin1 ve yapismada oynadiklar1 rolii gostermeye
yonelik in vitro arastirmalarda kullanilan yontemler-
den biri de bakterilerin hemaglutinasyon yetenekleri-
nin gosterilmesine dayanir (3,5,6). Duguid, Tip I, II,
I, IV, V, VI ve F olmak iizere yedi tip fimbriya ta-
nimlamistir. Salmonella bakterilerinde mannoza du-
yarlt hemaglutinasyon yapan tip I fimbriyalar, man-
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noza direngli Klebsiella benzeri hemaglutinasyon
yapan tip III fimbriyalar ve mannoza direngli non-
fimbriyal hemaglutininler olmak {iizere ii¢ tip adhe-
rens faktorii bildirilmigtir (7).

Bakterilerde fimbriya olugumu, fimbriyal ve non-
fimbriyal hemaglutinasyon 6zellikleri, hemagluti-
nasyon tipleri, eritrosit profilleri gibi ozelliklerin
aragtirilmasinda, bir yandan bilimsel bir merak, bir
yandan da bakterilere ait epidemiyolojik bilgilerin
genigletilmesiyle saglik sorunlariyla iligkili pratik
yaklagimlara olanak saglanmasi gibi amaglardan sz
edilebilir.

Bu ¢aligmada, gastroenterit etkeni olarak insanlardan
izole edilmis ve faj tipleri, plazmid profilleri gibi ba-
z1 epidemiyolojik 6zellikleri 6nceden bilinen 11 adet
S.enteritidis susunun kobay, tavsan, tavuk, koyun,
sigir, okiiz ve insan gibi farkli eritrosit tiplerini aglu-
tine etme yetenekleri, olusturduklart hemaglutinas-
yon tipleriyle fimbriya olusturma 6zelliklerinin ince-
lenmesi amaglanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Onbir S. enteritidis i)buyyon besiyerinde, licer giin
araliklarla sekiz kez pasajlar1 yapilarak 37°C’de ve
ii) yediser giin araliklarla alt1 kez pasajlar1 yapilarak
22°C’de, ayrica iii) fosfat tamponlu agar (FTA) be-
siyerinde 24 saat 37°C’de iiii) ayn1 besiyerinde 48
saat 22°C’de iiretilerek +4°C ve oda sicakliginda he-
maglutinasyon deneyleri yapilmistir (8,9).

Hemaglutinasyon deneylerinde kobay, tavsan, ko-
yun, tavuk, sigir ve insan kanlarmin 1500 r.p.m’de
10 dakika santrifiij edilmesiyle elde edilen eritrosit-
lerin steril fizyolojik tuzlu suda ve ayrica mannoza
direngli hemaglutinasyonu saptamak amaciyla %?2
mannoz igeren steril fizyolojik tuzlu suda %?3’liik
stispansiyonlar1 kullanilmistir (8,10,11,12,13). Man-
noza direngli Klebsiella benzeri hemaglutinasyonu
saptamak amaciyla tannik asitle kaplanmuis 6kiiz erit-
rositleri kullanilmigtir.

Bir susun hem mannoz iceren ve hem de mannoz
icermeyen ortamda olusturdugu hemaglutinasyon
mannoza direngli hemaglutinasyon (MR-HA), yal-
nizca mannoz icermeyen ortamda hemaglutinasyon
reaksiyonunun gozlenmesi fakat mannoz iceren or-
tamda hemaglutinasyon reaksiyonu gozlenmemesi,

mannoza duyarli hemaglutinasyon (MS-HA) reaksi-
yonu olarak degerlendirilmistir. Her iki tiipte reaksi-
yon olmamast da susun hemaglutinasyon yapma
ozelliginde olmadig1 seklinde yorumlanmigtir
(6,9,10,11). Tannik asitle kaplanmis 6kiiz eritrositle-
rinin mannoz i¢eren ortamda aglutine edilmesi man-
noza direngli Klebsiella benzeri hemaglutinasyon
(MR/K-HA) olarak yorumlanmugtir ( 9,11).

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde nega-
tif boyama yonteminden yararlanilarak bakterilere
ait elektronmikrograflar ZEISS 9 M elektron mikros-
kobu ile cekilmistir(14).

BULGULAR

Fosfat tamponlu agar ve buyyon besiyerinde 22°C ve
37°C sicakliklarda iiretilen 11 adet S.enteritidis susu-
nun; kobay, tavsan, tavuk, koyun, sig1r, 6kiiz ve insa-
na ait olmak {iizere yedi ¢esit eritrositle +4°C ve oda
sicakliginda olusturduklar1 hemaglutinasyon reaksi-
yonlar1 Tablo 1’de dzetlenmistir.

S.enteritidis suslar1 farkli sicakliklarda ve farkli besi-
yerlerinde {iretildiklerinde ve hemaglutinasyon de-
neyleri farkli sicakliklarda yapildiginda olusturduk-
lar1 hemaglutinasyon tiplerinin ve hemaglutinasyon
eritrosit profillerinin degisiklikler gosterdigi saptan-
mugtir.

Calismamizda, 37°C sicaklikta ve sivi besiyerinde
iretilerek incelenen 11 S.enteritidis susundan altisi-
nin fimbriya olusturdugu, besininse bu tireme kosul-
larinda fimbriya olusturmadig1 gézlenmistir

Calismamizda, cesitli eritrosit tipleri ile meydana ge-
tirdikleri hemaglutinasyon yetenekleri incelenen
S.enteritidis suslar1 arasinda mannoza duyarli he-
maglutinasyon gosteren suslarin azlig1 dikkat ¢ekmis
olup incelenen 11 S.enteritidis susundan yedisinin
mannoza direngli Klebsiella benzeri hemaglutinas-
yon olusturdugu saptanmustir.

TARTISMA

Hemaglutinasyon o6zellikleri ve fimbriya olusumuy-
la ilgili ¢caligmalarin pek ¢ogu Enterobacteriaceae
ailesi liyesi bakterilerle gerceklesmektedir.

Cosar (15), yaptig1 bir calismada 130 iiropatojen
Escherichia coli susundan 51’inin O-grubu insan
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Tablo 1. Buyyon ve FTA besiyerlerinde 22 °C ve 37 °C’de iiretilen S. enteritidis suglarimin farkh eritrosit tipleriyle +4 °C’de ve oda sicakliginda

olusturduklari hemaglutinasyon reaksiyonlari

Sus | Faj | Plazmidler |Sicaklik Buyyon Buyyon FTA FTA
No | Tipi 22°C 37°C 2°C 37°C u
J MR-HA  MS-HA  MRK-HA|MR-HA MSHA MRK-HA|MR-H MSHA MRK-HA |MR-HA MSHA MRK-HA
1 | VP+3 4°C [KS Kb, Ts,T T Ts.K TK.S
0.8 T Kb Ts Ts.T.K Ts,T.K Ts
2 |6 | vea2 4°C  |Kb,TsKS,I Ts,T TKS
0S [KbTs TK,S Ts Kb, Ts,T Ts.,TK
3 | 6a VP+3 4°C |TsTKS,I Ts, T.K Ts,T Ts TK.S
0S |Ts K Ts Kb, T5,T,K TKI
4 | 6a | VP+143 | 4°C [KbTsKS T O |Ts TK O [TKS Or
0s |[Ts TK,S Ts Kb,Ts,TK O |Ti K
s |6 VP+1 4°C [KbTsTK.S Or |Ts Kb T S
0S |S Ts.K Ts TK Ts TITs
6 | 6a VP 4°C |KbT5TKS Or |TsT K Or Oy
0S8 |[TsIKbK.S Ts K Ts 0; |TK
7 * ) 4°C |TsTK Ts T K
0S8 |Tsl Ts Kb,T5.T,K 0 [TK Ts
8 | 8 VP+3 4°C [KbTsTK Ts,T.S K Kb,Ts,K,S.1 Ts Or |[KbTsT O;
0S8 Ts Ts,K TsKS O S
9 [ 6 VP 4°C [TsTKS Kb Ts K Kb T Kb TK.S
0SS |[TsiS Ts T T T1
10 | 4 VP 4°C |TsTK Kb Or Kb, Ts T TK.S
0S |[Ts TK Ts.,TK
1| 4 VP 4°C Ts Or
0S |[Ts Ts Ts Ts Ts.i

Kb:Kobay, Ts:Tavsan, T:Tavuk, K: Koyun, S:Sifr,I: Insan eritrositi, O :Tannik asitle kaplanmus okiiz eritrositi, *: Atipik reaksiyon veren sug
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eritrositleriyle hemaglutinasyon gosterdigini, bun-
lardan sadece 15’inin mannoza duyarli tip hemaglu-
tinasyon yaptigini bildirmistir.

Calismamizda incelenen 11 S.enteritidis susundan
sekizinin insan eritrositleriyle mannoza direncli bi-
rinin mannoza duyarli hemaglutinasyon gostermesi
Cosar’1n tirogenital E.coli suslariyla elde ettigi bul-
gulara benzerlik gostermektedir.

Kantarc1 ve Cosar (12) yaptiklar1 bir ¢calismada se-
kiz farkli tiir eritrositle hemaglutinasyon yetenegi
incelenen 103 Proteus susunun mannoza duyarli,
mannoza diren¢li Proteus benzeri ve mannoza di-
rencli Klebsiella benzeri hemaglutinin olmak iizere
tic tip hemaglutinin olusturduklarini, en kuvvetli
hemaglutinasyonun kiimes hayvanlar1 ve kobay
eritrositleriyle olusturdugunu saptamiglardir.

Nolan ve ark (16) yaptiklar1 bir ¢calismada, s1v1 be-
siyerinde iki-li¢ giin araliklarla alt1 kez pasajlarini
yaparak iirettikleri hasta ve saglikli tavuklardan izo-
le edilen 12 adet Salmonella susundan altisinin ko-
bay ve tavuk eritrositleriyle mannoza duyarli he-
maglutinasyon gosterdigini tespit etmislerdir.

Yaptigimiz calismada, incelenen S.enteritidis susla-
rinda koyun, tavuk ve tavsan eritrositleriyle hemag-
lutinasyonun daha sik oldugu gozlenmistir.

Gerlach ve ark (17), yaptiklar1 bir caligmada Luria
agar’da 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilen dokuz
adet S.typhimurium susundan besinin kobay eritro-
sitleriyle mannoza duyarli hemaglutinasyon goster-
digini saptamiglardir.

Calismamizda ise, bakterilerin farkli sicakliklarla
iiretilmelerinin, suslarin mannoza diren¢li ve man-
noza duyarli hemaglutinasyon olusturma iizerine et-
kisi olmadigi, ancak mannoza direngli Klebsiella
benzeri hemaglutinasyonun 22°C’de iiretilen sus-
larda daha sik oldugu gozlenmistir.

Incelenen S.enteritidis suglarinda mannoza direngli
hemaglutinasyon tipinin diger hemaglutinasyon tip-
lerinden ¢ok daha sik goriildiigii saptanmis olup,
ayrica bu tipe ait eritrosit profilinin spektrumunun
da diger hemaglutinasyon tiplerinde daha genis ol-
dugu goriilmiigtiir. Bu suslarda, diger Salmonella
serovarlarina ait suglarda oldugu gibi mannoza di-
rengli hemaglutinasyonun non-fimbriyal hemagluti-

ninlerce olusturuldugu diisiiniilmektedir.

Elektronmikroskobik incelemelerde uygulanan
yontem uyarinca belirlenmis kosullarda fimbriya
olusturmadig1 saptanan suslarin birinin diger susla-
rin aksine sadece tavsan eritrositleriyle ve baskin
olarak mannoza direnc¢li hemaglutinasyon gosterdi-
§i saptanmigtir. Bu baglamda hemag-lutinasyon de-
neyleri sonucuyla elektro-mikroskobik bulgular bu
sus i¢in uyumludur. Diger fimbriya olusturmayan
suglarin hepsinin degisik eritrosit profilleri gosteren
degisik tip hemaglutinasyon etkinliklerine sahip ol-
duklar1 gézlenmistir. Bu nedenle, bu suslarda man-
noza duyarli hemaglutinasyon yapan, tip I fimbriya
olusturma yeteneklerinin var oldugu ancak ya elek-
tronmikroskobu incelemeleri amaciyla uygulanan
kiiltiir kosullarinin fimbriya olusumuna tesvik etme-
digi ya da kullanilan elektron-mikroskobunun rezo-
lusyon giiciiniin diisiikliigti nedeniyle olusan fimbri-
yalarin goriilmedigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, incelenen suslarinin olusturdugu he-
maglutinasyon tipleri ve hemaglutinasyon eritrosit
profilleri ile faj tipleri ve plazmid profilleri arasinda
bir iligki saptanamamugtir.
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