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OZET

Hemolitik tremik sendroma neden olabilen verotoksijenik Escherichia coli (VTEC) suslari arasinda en
stk sorumlu tutulan serotip, E.coli O157:H7'dir. Yurt disinda Tirkiye kaynakli VTEC'lerin neden oldugu
sporadik olgular ve kiiclik salginlar bildirilmekle birlikte, Glkemizdeki laboratuvarlarin cogunda VTEC ru-
tin olarak arastilmamaktadir ve bu konu ile ilgili calismalar da sinirlidir. Bu ¢alismada, Eylil 2005- Ey-
il 2008 tarihleri arasinda Baskent Universitesi Alanya Arastirma ve Uygulama Merkezine akut gastro-
enterit sikayetleriyle bagvuran olgularda VTEC O157:H7 insidansinin arastirilmasi amaclanmistir. Calis-
maya alinan 1815 olguya (%50.5’i erkek; %49.3'U < 5 yas; %10.2'si turist) ait digki 6rnekleri direkt mik-
roskopik olarak incelenmis ve kultir icin hektoen enterik agar, EMB agar, Skirrow agar ve sefiksim tel-
[iritli sorbitol MacConkey agar (CT-SMC) besiyerlerine ekilmistir. CT-SMC agardaki sorbitolii kullanma-
yan kolonilerden konvansiyonel yontemlerle E.coli ile uyumlu bulunanlar, E.coli polivalan ve 0157 ve H7
monovalan antiserumlari ile test edilmis, pozitif olarak tanimlanan suslarda verotoksin uretimi Vero
hiicre kilturlerinde arastiriimistir. Verotoksin pozitif suglarin toksin tipi VTEC RPLA toksin saptama kiti
(Oxoid, Ingiltere) ile belirlenmistir. Calismamizda digki 6rneklerinin %41.3’tinde direkt mikroskobik in-
celemede |6kosit goriilmus; orneklerin %27 (173/639)'sinde amip antijeni, %6 (24/396)'sinda rotavi-
rus antijeni, %1.2 (22/1815)'sinde Salmonella spp., %0.6 (11/1815)'sinda Shigella spp., %0.2
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(4/1815)'sinde Giardia trofozoitleri ve %0.06 (1/1815)’sinda Campylobacter jejuni pozitifligi saptanmis-
tir. CT-SMC agarda sorbitoli fermente etmeyen 14 (%0.8) E.coli susu izole edilmis; bu suglarin iki ta-
nesi monovalan serumlarla E.coli O157:H7 olarak tanimlanmis ve hiicre kiltiirlerinde verotoksin pozitif
olarak saptanmustir. Verotoksin tipinin degerlendirilmesi sonunda da, bir susun verotoksin 2, digerinin
ise hem verotoksin 1 hem de verotoksin 2 Urettigi belirlenmistir. VTEC O157:H7 saptanan iki olgunun
da turist oldugu (biri 7 digeri 35 yasinda) ve kanh diskilama sikayeti ile acil servise bagvurduklari belir-
lenmistir. Bu olgularin kaldigi otellerde kaynak arastirmasina yonelik inceleme yapilamamistir. Sonug
olarak, merkezimizde (¢ yillik bir donemde ishalli olgularda saptanan VTEC O157:H7 insidansinin di-
stk oldugu (2/1815; %0.1) ve bu nedenle diski kiltiirlerinde rutin olarak arastirlmasinin maliyet-etkin
olmayacadi distinilmustir. Bununla birlikte, ciddi morbidite ve mortalite ile seyretmesi, hemolitik tre-
mik sendrom ve hemorajik kolit gibi komplikasyonlara yol agmasi ve epidemiyolojik 6nemi nedeniyle,
en azindan kanl diskilama sikayeti ile basvuran hastalarda E.coli O157:H7’nin arastirmasinin gerekli ol-
dugu kanisina varilmistir.

Anahtar sézciikler: Gastroenterit; Escherichia coli O157:H7; verotoksijenik E.coli; tani.

ABSTRACT

Escherichia coli O157:H7 is the most common serotype among verotoxigenic E.coli (VTEC) strains
that cause haemolytic uremic syndrome. Although sporadic VTEC cases originating from Turkey and
small outbreaks have been reported from our country, VTEC has not been routinely investigated in
most of the diagnostic microbiology laboratories in Turkey and studies related to this topic are limited.
In this study, the incidence of E.coli O157:H7 in patients who were admitted to Alanya Research and
Application Hospital of Baskent University with the complaints of acute gastroenteritis between Sep-
tember 2005 and September 2008, was investigated. Stool samples collected from 1815 diarrheal pa-
tients (of them 50.5% were male; 49.3% were < 5 years old; 10.2% were tourists) were evaluated ini-
tially by direct microscopy and then inoculated to hectoen enteric agar, EMB agar, Skirrow agar and
cefixime tellurite sorbitol MacConkey (CT-SMC) agar media for cultivation. The sorbitol-negative co-
lonies which were compatible with E.coli according to the conventional methods were tested with E.co-
li polyvalent and 0157 and H7 monovalent antisera and agglutination positive strains were also inves-
tigated for verotoxin production in Vero cell cultures. VTEC RPLA toxin detection kit (Oxoid, UK) was
used for further identification of toxin type of verotoxin positive strains. Fecal leukocytes were detec-
ted in 41.3% of the samples in direct microscopy, while 27% (173/639) of the samples were also fo-
und positive for amoeba antigen, 6% (24/396) for rotavirus antigen, 1.2% (22/1815) for Salmonella
spp., 0.6% (11/1815) for Shigella spp., 0.2% (4/1815) for Giardia trophozoites and 0.06% (1/1815)
for Campylobacter jejuni. The isolation rate of sorbitol-negative E.coli strains was %0.8 (14/1815), and
two of them were identified as E.coli O157:H7 by monovalent antisera, and both of them were deter-
mined as verotoxin-producers in cell culture. Verotoxin types of those isolates were found as veroto-
xin 1 in one strain and verotoxin 1 + verotoxin 2 in the other. The two patients infected with veroto-
xigenic E.coli O157:H7 were both tourists (one was 7 and the other was 35 years old) and admitted
to the emergency room of hospital with complaints of bloody diarrhea. No further investigation direc-
ted towards the origin of the pathogen could be performed in the hotels of these patients. These da-
ta indicated that VTEC O157:H7 incidence was low (2/1815; 0.1%) in our area during the study peri-
od. Thus, routine testing of stool samples for E.coli O157:H7 does not seem to be cost-effective. Ho-
wever, E.coli O157:H7 should necessarily be investigated at least in bloody diarrhea cases since this
pathogen has serious morbidity, mortality and complications like haemolytic uremic syndrome, he-
morrhagic colitis and also due to its epidemiological significance.

Key words: Gastroenteritis; Escherichia coli O157:H7; verotoxigenic E.coli; diagnosis.
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GiRis

Bazi Escherichia coli alt tipleri, potent sitotoksinler salgilayarak insanlarda hemorajik
kolit ile seyreden bir tabloya neden olmaktadir. Bu grup bakteriler enterohemorajik E.co-
li (EHEC), verotoksijenik E.coli (VTEC) veya Shiga toksin Ureten E.coli (STEC) olarak da ad-
landinlmaktadir'. VTEC besin kaynakli bir patojendir. Ana rezervuari sigirlar ve diger ge-
vis getiren hayvanlar olup, saglikh sigirlarin yaklasik %10’u VTEC tagimaktadir. Hayvan
diskilari ile kontamine olmus gidalar ve su aracihiiyla insanlara bulagmakta, salginlara
neden olabilmektedir. Kontamine etler ve pastorize edilmemis stt/sit trdnleri suglanan
bashca gidalardir. En ciddi komplikasyonu hemolitik tremik sendrom (HUS) olup, akut
bobrek yetmezIligi, hemolitik anemi ve trombositopeni ile karakterizedir. Olgularin %5-
10’unda, ozellikle de ¢ocuk ve yaslilarda hastaligin gegirilmesinden 5-13 giin sonra HUS
gelismektedir. HUS olgularinin ortalama %2-7’si 6lmekte ve énemli bir kisminda da ka-
lici bébrek hasari gelismektedir'-2. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde ishal sonrasi ge-
lisen HUS’un yaklasik %70’inden VTEC sorumludur ve bunlarin yaklasik %80°ine E.coli
0157:H7 neden olmaktadir3. Sorbitolii fermente etmemesi veya cok yavas fermente et-
mesi E.coli O157:H7’nin en 6nemli ayirt edici 6zelligidir. Amerika Hastalik Kontrol Mer-
kezi (Centers for Diseases Control and Prevention; CDC), rutin diski kiltirlerinde veya
en azindan kanli diskilarda E.coli O157:H7’nin arastinlmasini 6nermektedir®. Avrupa l-
kelerinin 6nemli bir kisminda da E.coli O157:H7 siirveyansi yapilmaktadir’.

Ulkemizde sigirlarin verotoksijenik E.coli O157:H7 icin anlamli rezervuar oldugunu
gésteren calismalar vardir®’. Yurt disinda Tiirkiye kaynakli VTEC'lerin neden oldugu spo-
radik olgular ve kiiciik salginlar bildirilmistir®®. Bununla birlikte iilkemizdeki laboratuvar-
larin buylk bir kisminda VTEC calisiimamakta olup, bu konu ile ilgili sinirh sayida arastir-
ma mevcuttur'®'. Bu calismada gastroenteritli olgularda VTEC insidansi arastiriimis ve
ilgili literattr gézden gegirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Baskent Universitesi Alanya Arastirma ve Uygulama Merkezinde gerceklestirilen bu ca-
ismaya, Eyltl 2005-Eyliil 2008 tarihleri arasinda ishal sikayeti ile bagvuran 1815 hasta-
nin (%50.5'i erkek; %49.3'l < 5 yas; %10.2'si turist) diski érnekleri dahil edildi. Ornek-
lerde, etiyolojik etkenlerin (Salmonella, Shigella, Campylobacter jejuni, amip antijeni, ro-
tavirus antijeni, Giardia) arastiriimasi icin yapilan rutin tetkiklerin yani sira verotoksijenik
E.coliO157:H7 varligi da arastirildi. Calisma kapsaminda olmadigindan, VTEC O157:H7
disindaki etkenlerin saptanmasinda kullanilan yontemlerden bahsedilmedi; ancak etken
dagihminin vurgulanmasi agisindan bulgular kisminda sadece pozitiflik oranlari verildi.

Diski 6rnekleri direkt mikroskobik olarak incelendi ve kiltir icin hektoen enterik agar
(Difco, ABD), EMB (Eosin Methylene Blue) (BD, ABD), Skirrow besiyeri [Blood Base agar
(BD, ABD) + %5 koyun kani + Skirrow supplement (Oxoid, ingiltere)] ve sefiksim tell-
ritli sorbitol MacConkey agar (CT-SMC) (Oxoid, ingiltere) besiyerlerine ekildi. CT-SMC
agar besiyerinin kalite kontroliinde Refik Saydam Hifzissihha Merkezi (RSHM)'nden te-
min edilen E.coli O157:H7 susu kullanildi. Orneklerin ekimleri yapildiktan sonra besiyer-
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leri 35-37°C’de 24 saat; Skirrow besiyerine ekilen ornekler ise %10 CO,'li etlivde 35-
37°C’de 3-5 glin inkiibe edildi. Salmonella spp., Shigella spp. ve C.jejuni'nin ileri tanim-
lamasi icin izole edilen suglar RSHM Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvarina
gonderildi.

CT-SMC agarda sorbitoli kullanmayan kolonilerden konvansiyonel yontemlerle
E.coli ile uyumlu bulunanlar E.coli O157 antiserumu (Denka Seiken, Japonya) ile test
edildi. E.coli O157 pozitif olan suslar dogrulama ve verotoksin arastirilmasi icin RSHM
Ulusal Enterik Patojenler Referans Laboratuvarina gonderildi. Bu merkezde dogrulama
icin E.coli polivalan antiserumlari, O157 ve H7 monovalan antiserumlari (Denka Se-
iken, Japonya) kullanildi ve verotoksin varligi Vero hicre kulturleri kullanilarak arastiril-
di. Verotoksin pozitif suslarin ileri tanimlamasi, VTEC RPLA toksin saptama kiti (Oxoid,
ingiltere) ile yapildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 1815 hastaya ait diski 6rneginin %41.3’tinde direkt mikroskobik in-
celemede I6kosit gorilmus; orneklerin %27 (173/639)'sinde Entamoeba histolytica, %6
(24/396)'sinda rotavirus, %1.2 (22/1815)'sinde Salmonella spp., %0.6 (11/1815)'sinda
Shigella spp., %0.2 (4/1815)'sinde Giardia ve %0.06 (1/1815)’sinda C.jejuni pozitifligi
saptanmigtir.

Calismamizda, CT-SMC agarda sorbitoll fermente etmeyen 14 (%0.8) E.coli izolati el-
de edilmis; yapilan ilk degerlendirmede bunlardan ikisi E.coli 0157 antiserumu ile pozitif
reaksiyon vermistir. Referans laboratuvarda ileri incelemeye alinan bu 2 (%0.1) sus, hic-
re kultlrlerinde verotoksin pozitif olarak saptanmis ve monovalan serumlarla E.coli
O157:H7 olarak dogrulanmistir. Verotoksin tipinin degerlendirilmesi sonunda ise, bir su-
sun verotoksin 2, digerinin hem verotoksin 1 hem de verotoksin 2 urettigi belirlenmistir.

Verotoksijenik E.coli O157:H7 saptanan olgularin degerlendiriimesinde; 7 ve 35 yasla-
rinda olan her iki hastanin da turist oldugu ve acil servise kanl diskilama sikayeti ile bas-
vurdugu belirlenmistir. Ancak kaynak arastirmasina yonelik olarak olgularin kaldigi otel-
lerde inceleme yapilamamistir.

Calismada, gozle gorilir kanh diskilamasi olan 67 hastanin 10 (%714.9)'unun digki in-
celemesinde patojen mikroorganizma varhigi gosterilebilmis ve bunlarin altisinda E.his-
tolytica, ikisinde Salmonella spp., ikisinde ise VTEC O157:H7 saptanmistir.

TARTISMA

Verotoksijenik E.coli (VTEC) O157:H7 enfeksiyonlari, asemptomatik seyirden fatal bir
tablo olan hemolitik tremik sendroma kadar degisebilen genis bir klinik spektrumda kar-
simiza cikabilir. Ulkemizde yapilan calismalarda VTEC O157:H7 insidansi %0 ile %11.6
araliginda degisen oranlarda bildirilmekle birlikte, bu caligmalarda verotoksin saptana-
mamis veya bakilamamistir' %5, Tolun ve arkadaslarinin'® yaptigi calismada ise, incele-
nen 511 digki érneginin dokuzunda verotoksin varligi gosterilmis, bunlardan sadece 2
(%0.4)'si E.coli O157 antiserumu ile aglttinasyon vermistir.
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VTEC enfeksiyonlarinin klinik seyri oldukca karakteristik olup, 3-4 glnlik inkibas-
yon periyodunun ardindan kramp tarzinda karin agrisinin eslik ettigi sulu diskilama ge-
lismekte ve takip eden giinlerde digki kanli bir hal almaktadir'”. Yiiksek atesin yoklugu
ve karin agrisinin orta siddetli olmasi akla E.coli O157:H7"yi getirmelidir'-2. Slutsker ve
arkadaslarinin'® calismasinda E.coli O157:H7 izolatlarinin %63'{i kanli diskilardan elde
edilirken, bunu Shigella (%14.7), Campylobacter (%7.8) ve Salmonella (%4.8) izlemis-
tir. Bizim cahismamizda, makroskopik kanl diskilamasi olan 67 hastanin 6 (%9)’sinda
E.histolytica, 2 (%3)'sinde Salmonella spp. ve 2 (%3)'sinde de VTEC O157:H7 saptan-
mistir. Bu calismada, lc¢ yilhik donemde merkezimize ishal sikayetiyle basvuran hasta-
larda saptanan etyolojik etkenler arasinda ilk sirayi E.histolytica (%27) almis, bunu si-
rasiyla rotavirus (%6), Salmonella spp. (%1.2), Shigella spp. (%0.6), Giardia (%0.2),
VTEC O157:H7 (%0.1) ve C.jejuni (%0.06) izlemistir. Ancak VTEC O157:H7 disi etken-
lerin degerlendirilmesi calisma kapsaminda olmadigindan, bu etkenlere ait sadece po-
zitiflik oranlari verilmistir.

Ciddi morbidite ve mortalite ile seyretmesinin yani sira VTEC, byik salginlara yol
acabilmesi ve onlenebilir bir hastalik olmasi nedeniyle epidemiyolojik acidan da énem
tasimaktadir. VTEC'nin enfeksiyoz dozu 100 mikroorganizmanin altindadir ve kolaylikla
kisiden kisiye bulasabilir'24. 1982-2002 yillari arasinda 8498 olgunun saptandigi 350
E.coli O157:H7 salgininin incelendigi bir calismada, bulag yolu olarak %52'sinde besin-
ler, %14’linde kisiden kisiye gecis, %3’Unde hayvan temasi ve %0.3’linde laboratuvar
bulagi bildirilmis; en sik sorumlu tutulan besinler sigir eti ve Griinleri olarak izlenmistir>.
Bizim olgularimizin her ikisi de turist olup, otelde konaklama ve otellerindeki acik bufe-
den cok cesitli besinler tiiketme 6ykileri mevcuttur. Ancak calismamizda her iki otelde
de kaynak arastiriimasi yapilamamustir.

Gunimduzde salginlarda veya sporadik olgularda 150’den fazla Shiga toksin pozitif
E.coli O serogrubu tanimlanmustir. E.coli O157:H7 disindaki suslarin saptanmasi, zor ve
zahmetli bir metod olan verotoksin tayini veya viriilans genlerinin arastirilmasina dayan-
maktadir. AlImanya ve Avusturya’da 1997-2000 yillari arasinda HUS tanisi alan hastalar-
dan izole edilen EHEC suslarinin %43’l E.coli O157:H7 disindaki verotoksijenik E.coli ola-
rak tanimlanmistir'®. Benzer sekilde ABD’de de E.coli O157:H7 disindaki VTEC suslarinin
insidansinda son yillarda bir artis gorildiginden, CDC, diski 6rneklerinde E.coli
0157:H7 kiiltiiriniin yani sira toksin arastirnlmasini da énermektedir. Calismamizda,
yuksek maliyeti nedeniyle tim digkilarda verotoksin tayini yapilmamig; VTEC O157:H7
pozitifligi saptanan her iki olguda da makroskopik kanli digkilama olmasi, CDC’nin de
onerdigi gibi, en azindan bu hasta grubunda verotoksin arastirilmasinin gerekli oldugu-
nu ortaya koymustur.

Ulkemizde 2005 yilinda giincellenen bulasici hastaliklarin bildirim sisteminde EHEC,
“laboratuvardan bildirimi zorunlu patojen etkenler” arasinda yer almistir. Etkenin kesin
tanisi, digki kiiltirinden O157 veya O157 disi bir VTEC serotipinin uretilmesi ve bu izo-
latta verotoksin varliginin gosterilmesine dayanmaktadir. Bu nedenle EHEC enfeksiyo-
nundan kugkulanildiginda, klinik érnekler veya izolatlar ileri inceleme icin referans labo-
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ratuvara génderilmelidir?®2'. Ulkemizi ziyaret eden turistlerde 0157 ve O157 digi VTEC
suslarinin izole edildigine dair cesitli yurt disi yayinlara karsilik, tilkemizden bildirimlerin
oldukga sinirli olmasi bu etkenin iilkemizde daha ayrintili olarak incelenmesi gerektigine
isaret etmektedir®?22, Sonug olarak, diisiik insidansi nedeniyle rutin diski kiiltiiriinde
E.coli O157:H7’nin arastiriimasi maliyet-etkin gérinmemekle birlikte, kanli diskilama si-
kayeti olan hastalarda dikkate alinmasi gerektigi ve boylece tlkemiz icin 6nemli epide-
miyolojik veriler saglanabilecegi diistintlmustar.
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