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Escherichia coli'nin bazi serogrup ve serotiplerinin gastroenterit etiyolojisindeki roli her gecen
glin daha iyi anlasiimaktadir. Patojen E.coli kokenlerini normal badirsak flora elemanlarindan ayiran
virllans faktorlerinin tespiti, hastaligin tani ve tedavisi acisindan 6énem tagimaktadir. Bu calismada,
gastroenterite yol acan E.coli kokenlerinin serotiplendirilmesi ve viriilans genlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile arastirlmasi amaglanmistir. Calismaya, Subat-Ekim 2009 tarihleri arasinda Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi, Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi kliniklerine ishal sikayeti ile basvuran
hastalardan alinarak Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen sulu, kanli veya mukuslu 202 diski 6rnegi
dahil edilmistir. Orneklerde baskin olarak iireyen ve konvansiyonel ydntemlerle tanimlanan toplam
254 E.coli kokeni, enteropatojenik E.coli (EPEC), enterotoksijenik E.coli (ETEC) ve enteroinvazif E.coli
(EIEC)'ye ait O serogruplarini iceren 6 adet polivalan antiserum kullanilarak lam agliitinasyonu (LA)
ile taranmistir. Serolojik yontemle pozitif sonu¢ veren ornekler ile kontrol olarak negatifler arasindan
haritalama metodu ile secilen ayni sayida diski érnegi, EPEC, ETEC ve EIEC'ye ait viriilans genler-
inin varligi agisindan konvansiyonel PCR yontemi ile arastinlmistir. Caismamizda, 6rneklerin %14.3'U
(29/202) LA ile serogruplandiriimis; bunlarin 13 (%6.4)'G EPEC, 11 (%5.4)'i EIEC ve 5 (%2.4)'i ETEC
olarak tanimlanmistir. Monovalan antiserumlar ile EPEC serogrubundaki bes bakterinin tiplendirilmesi
yapilabilmis ve bu kokenlerin O1 serogrubunda oldugu tespit edilmistir. Serogruplandirilan 29 patojen
E.col’den 3 (%10.3)'iinde diyarejenik suslara ait viriilans genleri saptanmistir. Bir izolat EPEC’e ait eaeA
geni pozitif bulunmasina ragmen, bfpA ve stx geni icermediginden atipik EPEC olarak tanimlanmustir.
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Diger iki 6rnekten birinde ETEC’e ait estA geni, digerinde ise EIEC’e ait ial geni pozitif bulunmustur.
EPEC olarak serogruplandirilan bir kdkenin PCR ile ETEC’e ait estA genini tasidigi gosterilmistir. Polivalan
antiserumlarla negatif sonug veren 29 kontrol susunun hicbirisinde virlilans geni saptanmamistir. Sonug
olarak, patojen E.coli kokenlerinin tanimlanmasinda serogruplandirma ve klasik PCR yontemlerinin ben-
zer sonugclari vermedigi izlenmis; bu amacla cok merkezli ve cok sayida 6rnegin standardize yontemlerle
incelendigi ileri calismalara gereksinim oldugu kanisina variimistir.

Anahtar sézciikler: [shal; patojenik Escherichia coli; serotiplendirme; viriilans genleri; PCR.

ABSTRACT

The role of certain serogroups and serotypes of Escherichia coli in the etiology of gastroenteritis is
increasingly appreciated. It is important to detect the virulence factors of diarrheagenic E.coli strains that
differentiate them from nonpathogenic members of normal intestinal flora for the diagnosis and treat-
ment. The aims of this study were to determine the serotypes of E.coli isolates that cause gastroenteritis
and to investigate the presence of virulence genes by polymerase chain reaction (PCR). A total of 202
watery, bloody or mucoid stool samples sent to microbiology laboratory collected from patients with
diarrhea who were admitted to outpatient clinics of Trakya University Health Research and Application
Hospital between February to October 2009, were included in the study. A total of 254 predominantly
grown E.coli strains have been isolated and identified with conventional methods from the cultures of
those 202 samples. All strains were tested by slide agglutination (SA) that includes 6 units of O serogroups
polyvalent antisera of enteropathogenic E.coli (EPEC), enterotoxigenic E.coli (ETEC) and enteroinvasive
E.coli (EIEC). The samples which yielded positive results with SA test and the same number of negative
samples selected with mapping method as controls were studied for the presence of virulence genes
belonging EPEC, ETEC and EIEC by conventional PCR. In the study, 14.3% (29/202) of the samples were
serogrouped with SA, of them 13 (6.4%) were identified as EPEC, 11 (5.4%) as EIEC and five (2.4%) as
ETEC. Only five isolates belonging to EPEC serogroup could be defined by monovalent antiserum and
they were all in O1 serogroup. Out of 29 pathogenic E.coli serotyped, 3 (10.3%) of them harbored the
virulence genes of diarrheagenic strains. One sample which was positive for eaeA gene of EPEC, did not
harbor bfpA and stx genes and was defined as atypical EPEC. Out of other two samples, one was positive
for estA gene of ETEC and the other one for ial gene of EIEC. One strain serotyped as EPEC detected
to carry estA gene of ETEC with PCR. All of the 29 control isolates that give negative results with poly-
valent antisera were also negative for the presence of virulence genes. In conclusion, since serotyping
and conventional PCR methods did not reveal similar results for the identification of pathogenic E.coli,
multicenter and large-scaled studies performed with standardized methods are needed.

Keywords: Diarrhea; pathogenic Escherichia coli; serotyping; virulence genes; PCR.

GiRiS

ishal olusturan (diarrheagenic) Escherichia coli diinya genelinde endemik ve epidemik
ishalin 6nemli nedenlerindendir'. Yapilan epidemiyolojik calismalarda ishale neden olan
alti farkl E.coli serotipi tanimlanmistir. Bunlar; Shiga toksini treten E.coli (STEC) [ya da
verotoksijenik E.coli (VTEC)], enteropatojenik E.coli (EPEC), enterotoksijenik E.coli (ETEC),
enteroinvazif E.coli (EIEC), enteroagregatif E.coli (EAEC) ve difiiz aderan E.coli (DAEC)
olarak sayilabilir'-2.

ishalli bir olguda, baska bir patojen etken saptanmamasi halinde izole edilen E.coli'nin
normal flora tyelerinden farkl olarak patojen olup olmadiginin belirlenmesi tani ve teda-
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vi acisindan &nemlidir®. E.coli'nin birbirinden farkli klinik tablolara yol acan ve bir dizi
0zgln virllans faktorl tasiyan patojen tipleri mevcuttur. Her bir patojen tipte yer alan
E.coli kékenlerinin serogruplari o tipe 6zgiildiir*>. Bu amacgla bircok laboratuvarda tercih
edilen tani yontemi serotip tayinidir. Belli bazi serotiplerin diyarejenik E.coli kokenleri ile
siki korelasyonunun oldugu gdsterilmis olsa da, bir E.coli susunun ishal etkeni oldugunu
kesin olarak soyleyebilmek icin organizmanin virtilans faktorlerinin gosterilmesi gereklidir.
Bu nedenle E.coli'nin viriilans faktoriiniin tayini, diyarejenik E.coli'nin ishal etkeni olarak
tanimlanmasinda giderek artan giivenilir bir laboratuvar yéntemi halini almistir®. Viriilans
faktorlerini iceren genler; EPEC'te ege (effacing and attaching gene) ve bfpA (bundle
forming pilus gene), ETEC'te eltB (labile toxin gene) ve estA (stabil toxin gene), EHEC'te
stx1 ve stx2 (Shiga toxin genes) ve EIEC’de ial (invasion associated locus) genleridir.
Guniimuzde bu 6zgtin viriilans genlerinin varligini tespit eden bircok molekiiler yontem
kullanilmakla birlikte, bunlardan bazilari heniiz rutin kullanima uygun degildir”8.

Ulkemizde ishale neden olan patojen E.coli'lerin prevalansi ve 6énemi konusundaki
veriler sinirli olup, bu suslarin tanimlanmasi tedaviye 6nemli katkilar saglayacaktir. Bu
calismada, gastroenterite yol acan E.coli suglarinin serotiplendirilmesi ve viriilans genleri-
nin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Trakya Universitesi Sadlik Aragtirma ve Uygulama Merkezi (Hastanesi),
Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Bolimu Laboratuvarina, Subat-Ekim 2009 tarihleri
arasinda, cesitli kliniklere ishal sikayeti ile bagvuran, farkli yas gruplarindaki hastalardan
diski kalturd istemi ile gonderilen, sulu, kanli, mukuslu ve EMB agarda baskin E.coli lire-
mesi olan 202 digki 6rnegdi alindi. Rutin testlerle Salmonella, Shigella, rotavirus ve adeno-
virus pozitifligi saptanan ornekler calisma disi birakildi. Diski 6rneklerinden izole edilen
E.coli suslar konvansiyonel yontemlerle tanimlandi; tanimlamada gcliik cekilen kolo-
nilerde VITEK-2 cihazi ve VITEK-2 GN tanimlama karti (BioMérieux, Fransa) kullanildi®.

Serogruplandirma icin izolatlar nutrient agar ve beyin-kalp inflizyon buyyonu (Brain-
heart infusion broth) besiyerlerinde uretildi. Tim suslar, EPEC, ETEC ve EIEC’e ait O
serogruplarini iceren 6 adet polivalan antiserum (Denka Seiken, Japonya) kullanilarak
lam aglltinasyonu ile test edildi. Polivalan antiserumlarla pozitif sonug¢ veren 6rnekler
ayni gruptaki mevcut monovalan antiserumlar (Statens Serum Institut, Danimarka) ile
calisildi. Lam aglitinasyonunda pozitif bulunan érnekler ile haritalama metodu ile seci-
len ayni sayidaki negatif érnek (kontrol grubu), klasik PCR ile EPEC, ETEC ve EIEC’e ait
virtilans genleri acisindan tarandi.

PCR icin DNA izolasyonu, nutrient agarda taze olarak Uretilmis kolonilerden High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, ABD) kullanilarak ureticinin 6nerilerine gére
yapildi. EPEC’in tanimlanmasi icin eaeA, bfpA ve stx primerleri, ETEC'in tanimlanmasi
icin estA ve eltB primerleri ve EIEC’in tanimlanmasi icin ial primeri kullanildi'.

istatistiksel analiz ki-kare dnemlilik testi ve Kolmogrov-Smirnov iki érnek testi ile yapil-
di; p< 0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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Tablo I. E.coli Suslarinda Serogrup ve Virtilans Genlerinin Dagilimi.

Viriilans geni

Serogrup  Sayi (%)? eaeA bfpA estA eltB ial stx Sayi (%)®
EPEC 13 (6.4) + - - - - - 1°(3.4)
ETEC 5(2.4) - - + - - - 19.(3.4)
EIEC 11 (5.4) - - - - + - 1(3.4)
Toplam 29 (14.3) 3(10.3)

@ Yiizdeler, toplam sus sayisina (n= 202) gére alinmustir.

® Yiizdeler, serogruplandirilan sus sayisina (n= 29) gére alinmistir.

€ Bu sus, eaeA pozitif iken bfpA negatif oldugundan atipik EPEC olarak tanimlanmistir.
d Bu susun serogrubu EPEC'tir.

BULGULAR

Calismamizda, toplam 9 aylik stre icinde 1318 diski kiiltiri 6rneginden secilen 202
ornek degerlendirmeye alinmis; bu 6rneklerden toplam 254 E.coli kdkeni izole edilmistir.
Orneklerden izole edilen E.coli suslarinin 29 (29/202; %14.3)'u polivalan antiserumlarla
pozitif reaksiyon vermistir. Serogruplandirmada bunlarin 13 (%6.4)'G EPEC, 11 (%5.4)’i
EIEC, 5 (%2.4)'i ise ETEC olarak tanimlanmistir. Monovalan antiserumlar ile EPEC serog-
rubundaki 5 bakterinin tiplendirilmesi yapilabilmis ve bu koékenlerin O1 serogrubunda
oldugu tespit edilmistir.

Serogruplandirilan 29 patojenik E.coli susundan 3 (%10.3)'tinde PCR ile viriilans gen-
lerinin varhgr saptanmistir (Tablo ). Calismada, eaeA geni pozitif olan bir EPEC 6rnegi,
bfpA ve stx geni icermediginden atipik EPEC olarak tanimlanmis; EPEC olarak serogrup-
landirilan bir kokenin ise ETEC’e ait estA geni tasidigi saptandigindan, bu kéken ETEC
olarak kabul edilmistir. Polivalan antiserumlarla negatif sonug veren 29 kontrol susunun
hicbirisinde virtilans geni saptanmamugtir.

TARTISMA

Patojenik E.coli suslarinin tanimlanmasinda serolojik ve molekiler yontemlerin karsilas-
tinldigi calismalarda, diyarejenik izolatlarin tespitinde serolojik testlerin yanhs pozitif sonug
verdigi belirtilmektedir®'!. Ornegin Taiwan’da yapilan bir calismada, 261 E.coli kékeninin
137'si serogruplandirilmig, bunlardan sadece 15 (%10.9)’i PCR ile patojen koken olarak
tespit edilmistir’. Japonya’da yapilmis bir diger calismada da, lam agliitinasyonu ile ishale
neden oldugu tespit edilen E.coli izolatlarinin %17.5’inde molekiler yontemlerle pozitiflik
elde edildigi bildirilmistir'!. Serolojik testlerin duyarlilik ve dzgiilligiinin dusiikligine
karsin, viriilans genlerinin PCR ile gosterilmesi tanidaki duyarlihigi oldukca artirmistir!2,
Ancak ishale neden olan E.coli serogruplari zaman icinde degisebileceginden, epidemi-
yolojik arastirmalar icin molekiiler calismalarin yani sira serogruplamanin yapilmasi da
gereklidir. Serotiplendirme ile birlikte molekiiler taramanin kullanildigi yurdumuzda muh-
temelen ilk olan bu calismada, 202 E.coli kdkeninin serotiplendirme ile 29 (%14.3)'unun
diyarejenik E.coli oldugu gosterilmis; bunlarin sadece 3 (%10.3)'linde PCR ile viriilans
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genleri saptanmigtir (Tablo 1). Virlilans genlerinin incelendigi PCR calismalarinda stipheli
E.coli kolonilerinin secimi konusunda 6nemli farklar vardir. Bu konuda bir standardizas-
yonun olmamasi prevalans calismalarinda 6nemli farkliliklara neden olmaktadir. Nitekim
tlkemizde, serotiplendirme ile yapilan epidemiyolojik calismalarda diyarejenik etken
olarak E.coli prevalansinin %0.2-21 arasinda oldugu ifade edilmektedir'3. Calismalardan
elde edilen farkli izolasyon oranlari, kullanilan yontemlere bagl olabilecegi gibi, belli bol-
gelerde, belli bir siire icindeki salginlari da isaret ediyor olabilir.

Duyarlilik ve 6zgulliginiin ylksek olmasi ve konvansiyonel PCR’ye gore rutin calis-
malar icin daha uygun olmasi nedeniyle, patojenik E.coli suslarinin tanisinda multipleks
PCR (M-PCR) yénteminin kullanilmasi 6nerilmektedir'. Buna karsin, M-PCR ile amplifiye
edilen sirasiyla 376 ve 367 baz cifti (bg) boyutundaki eae ve bfpA genleri ile, sirasiyla
322 ve 320 bg¢ boyutundaki eltB ve ial gen parcalarinin blyukliklerinin birbirine ¢cok
yakin olmasi nedeniyle, sonuclarin klasik PCR kullanilarak dogrulanmasi gerektigi de
vurgulanmaktadir'®. Chen ve arkadaslan'’ ise yaptiklari calismada, diyarejenik E.coli'nin
tanisinda klasik PCR ile karsilastirldiginda M-PCR’nin 6zgiilligiinin %100, duyarliiginin
%99 oldugunu bildirmislerdir. Flora bakterileri ile patojen E.col'lerin ayriimasindaki glic-
Iikler nedeniyle, PCR calismalarinda en azindan dort laktoz pozitif ve iki laktoz negatif
koloninin calismaya alinmasi veya en az 10 koloni iceren bir siirlintiintin petri kutusun-
dan secilmesinin patojen bakterilerin yakalanma olasiigini artiracagi sdylenebilir® 4,
ishal yapan E.coli'lerin tanimlanmasinda daha &nce yapilmis calismalar incelendiginde,
bu konuda halen bir standardin olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle patojen E.coli’lerin
ishalli hastaliklar icindeki gercek yerinin belirlenmesi icin ¢ok merkezli ve ¢ok sayida
ornegin incelendigi standardize ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Ayrica rutin laboratuvarlarda
kullanilabilecek, kolay uygulanabilir bir ydontemin gelistirilmesi icin daha ileri arastirma-
larin yapilmasi gereklidir.
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