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OZET

Escherichia coli, idrar yolu infeksiyonlarindan sik olarak izole edilen bir patojendir. E.coli’nin iiriner epitelde
kolonizasyonunu ve persistansint kolaylagtiracak viriilans faktorleri vardir. Bu calismada, iiriner sistem infeksiyonundan
etken olarak izole edilen E.coli suslarinda hemagliitinasyon ve hemolizin iiretiminin rolii ve onemi, asemptomatik bakteriiirili
kisilerden izole edilen suglarla karsilagtirilarak aragtirilmustir. Asemptomatik bakteriiirili kisilerden izole edilen E.coli
susglarinda hemolizin iiretimi % 34, insan eritrositlerinde mannoza direncli hemagliitinasyon % 14 iken, bu iki oran
pivelonefritli hastalardan izole edilen suslarda % 83 ve % 90, sistitli hastalardan izole edilen suslarda % 55 ve % 30 olarak
bulunmugtur. Sonug olarak, hemagliitinasyon ve hemolizin iiretiminin idrar yolu infeksiyonundan izole edilen E.coli suslarinin

onemli viriilans faktorleri arasinda oldugu yinelenmistir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli, hemagliitinasyon, hemolizin

SUMMARY

Haemagglutination and Haemolysin Production of Esherichia coli Isolates from
Urinary Tract Infections

Escherichia coli is the most common pathogen isolated from urinary tract infections. E.coli has virulence factors that
facilitate their colonization and persistence in the urinary epithelium. In this study, the role and importance of haemagglutination
and haemolysin production in E.coli isolates from urinary tract infections were investigated and compared with the results
of strains isolated from asymptomatic bacteriuria cases. While the ratio of haemolysin production was 34 % and ratio of
mannose-resistant haemagglutination of human erythrocytes was 14 % in E.coli strains isolated from asymptomatic
bacteriuria cases, these two ratios were found as 83 % and 90 % in strains isolated from pyelonephritis cases, and 55 %
and 30 % in strains isolated from cystitis cases. In conclusion, it was supported that haemagglutination and haemolysin

production are among the important virulence factors of E.coli isolates from urinary tract infections.
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Uriner sistem infeksiyonlarindan etken olarak izole edilen Esherichia coli suslarinda hemagliitinasyon ve hemolizin iiretimi

GiRiS

Uriner sistem infeksiyonlari klinikte en fazla rastlanan
infeksiyonlardandir®. Escherichia coli suslar, akut piyelonefrit
ve tekrarlayan idrar yolu infeksiyonlarindan sik olarak izole
edilmektedir. E.coli’nin virulans faktorlerinden en 6nemlisi
yapisma (aderens) dzelligidir(!7). Viriilans faktorleri, E.coli
suslarinin selektif olarak iiroepitelyal mukozada kolonize
olmalarini saglayarak inflamatuvar yanit olusturur ve sonunda
alt iiriner yoldan renal kaviteye ilerlemesine neden olur(),
Ayrica konak hiicre invazyonu, E.coli suslarinin konak
savunmasindan kagmasina ve renal dokuya yayilimina neden
olur), E.coli’nin hiicre disina salgilanan en 6nemli viriilans
faktorii hemolizindir. Barsak dig infeksiyonlardan izole edilen
E coli suglarinin yaridan fazlasi hemolizin salgilar ve hemolizin
sitotoksik etkilidir(®).

E.coli’nin hiicre yiizey viriilans faktorleri ¢esitli adezinleri
icerir. Bunlar esas olarak fimbriyal kaynaklidir. Fimbriya tireten
E.coli suslar1 konak dokuya invaze olmalarini kolaylagtiracak
farkli matriks yapilarina baglanma o6zelligindedirler. E.coli
suglarinda Tip I fimbriya ve P, S, X faktorii (Dr hemagliitinin)
iceren Tip II fimbriya gibi konak hiicreye adezyonda etkili
yiizey yapilar1 bulunur(12), Bunlar epitel hiicresine bakteriyel
adezyonu, invazyonu ve biyofilm olusumunu arttirir.
Eritrositler, fimbriya benzeri yiizey reseptorleri icerdiginden,
fimbriya bulunan E'.coli suglari ile hemagliitinasyon olustururlar
®). Hemagliitinasyon, E.coli fimbriyalarimn tiplendirilmesinde
kullanilir. Tip I fimbriya (MS-mannoz sensitive) nonpatojenler
de dahil pek ¢ok E.coli susunda bulunur, ‘ortak pili’ olarak
adlandirilir, mannoz iceren reseptorlerle reaksiyona girer ve
eritrosit stispansiyonuna mannoz eklendiginde hemagliitinasyon
inhibe edilir®). Buna mannoza duyarli hemagliitinasyon
(MSHA) denir. Non-tip I (Tip I=MR-mannoz resistant)
fimbriyalar ise mannoz icermeyen reseptorlerle etkilesir ve
mannoz bulunan ortamda hemagliitinasyon dnlenmez. Bu
durum mannoza direnc¢li hemagliitinasyon (MRHA) olarak
adlandirtlir®. Bu nedenle mannoza direngli hemagliitinasyon,
Tip I fimbriya diginda fimbriya bulunduran bakterileri ayirt
etmede basit, hizli ve ucuz bir yontemdir. Mannoza direngli
hemagliitinasyondan sorumlu olan P-fimbriyanin akut
piyelonefrit gelisiminde major bir viriilans faktorii oldugu
diistiniilmektedir(1-13),

Bu caligmada idrar yolu infeksiyonundan izole edilen
E.coli suslarinda viriilans faktorlerinden hemolizin iiretimi
ve eritrositlerle hemagliitinasyon olusumunun aragtirilarak,
klinik tanilarla kargilagtirilmasi ve ayrica mannoza duyarl: ve
mannoza diren¢li hemagliitinasyonun tespit edilmesi
amaclanmigtir.
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GEREC VE YONTEM

Bakteriyel izolatlar:

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratu-
varma gonderilen idrar 6rneklerinden izole edilen, konvan-
siyonel ve otomatize yontemlerle E.coli olduklar belirlenen
105 sus calisma kapsamina alinmistir. Kullanilan E.coli
suslarindan 23’ piyelonefrit tanis1 konmus hastalardan, 47’si
sistit tanis1 ile izlenen hastalardan ve 35’i de asemptomatik
bakteriiirisi olan hastalardan izole edilmistir.

Hemolitik aktivite:

Hemolizin iiretimi % 5 koyun kanli agar (Oxoid)
besiyerinde aragtirilmigtir. Triptik soy agar (TSA) besiyerinde
subkiiltiirii yapilan bakteri steril 6ze ile % 5 koyun kanli agar
besiyerine ekilmis, 24 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra,
koloni etrafinda olugan en az 1 mm genisliginde hemolitik

zon bulunan suglarda hemolizin tiretimi oldugu kaydedilmistir
6,17).

Hemagliitinasyon yontemi:

Tiim E.coli suglari jeloz besiyerinde (Difco) 37°C’de 18
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda McFarland 0.5’e
gore hazirlanan bakteri suspansiyonundan iki ayr1 lama 20 ul
alinmuis, birinci lamda bulunan bakteri siispansiyonu iizerine
fosfat tamponu (PBS) icinde hazirlanmis % 2’lik O grubu
insan eritrosit siispansiyonundan, ikinci lamda bulunan bakteri
stispansiyonu iizerine de PBS i¢inde hazirlanmis ve % 5 D-
mannoz (Sigma) iceren % 2’lik O grubu insan eritrosit
siispansiyonundan 20 ul eklenmistir(®. Lamlar iizerinde
eritrosit ve bakteri siispansiyonu karistirilmig, 5 dakika rotatorda
cevrilmis ve sonra ciplak gozle agliitinasyon okunmustur.
% 5 D-mannoz igermeyen birinci lamdaki eritrosit siispan-
siyonu ile olusan agliitinasyonun, % 5 D-mannoz igeren
eritrosit siispansiyonu eklenen ikinci lamda da inhibe olmayarak
devam etmesi durumunda, mannoza direngli hemagliitinasyon
(MRHA) porzitif olarak degerlendirilmistir!>). Birinci lamda
olugan agliitinasyonun % 5 D-mannoz bulunan ikinci lamda
inhibe olmasi durumunda, mannoza duyarlt hemagliitinasyon
(MSHA) pozitif olarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak
PBS ic¢inde bakteri ve PBS icinde eritrosit siispansiyonu
kullanilmistir(14),

Istatistiksel analiz:

Sonuclarin, incelenen suglarin izole edildigi klinik durumlara
gore karsilagtirilmasinda ki-kare testi (Yates diizeltmesi ile)
uygulanmigtir.



I Fidan ve ark

BULGULAR

Incelenen 105 E.coli susundan 57’sinde (% 54) hemolizin
varligi, 55’inde (% 52) pozitif hemagliitinasyon reaksiyonu
belirlenmigtir. E.coli suglarimin izole edildigi klinik tablolara
gore hemolizin iiretimi ve hemagliitinasyon 6zelligi ile ilgili
sonuglar tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: E.coli suslarinda hemolizin yapimi ve hemagliitinasyon (mannoza

direngli ve duyarl) ozelliklerinin klinik tabloya gore dagilimu.

Tani (n) Hemolizin Hemaglutinasyon MRHA* MSHA*
pozitif pozitif

Piyelonefrit(23) 19 (% 83) 21 (% 91) 19 (%90) 2 (% 10)

Sistit(47) 26 (% 55) 27 (% 57) 8 (%30) 19 (% 70)

Asemptomatik 12 (% 34) 7 (% 20) 1 (%14) 6 (% 86)

bakteriiiri(35)

Toplam(105) 57 (% 54) 55 (% 52) 28 (% 51) 27 (% 49)

* Hemagliitinasyon pozitif suglara gore sayt ve %.

Hemagliitinasyon pozitif olan 55 E.coli sugundan 28’inde
(% 51) D-mannoz eklenmesinden sonra hemagliitinasyonun
devam etmesi ile MRHA pozitif oldugu, 27 sinde (% 49) ise
MSHA pozitifligi belirlenmigtir. Boylece incelenen tiim E.coli
suslarinda MRHA pozitifligi % 27, MSHA pozitifligi ise
% 26 olarak belirlenmistir.

Bulgulardaki farkliliklarn istatistiksel degerlendirmesi
tablo 2’de gosterilmigtir.

Tablo 2: Bulgularn istatistik degerlendirmesi (farklarin p degeri).

Suslarin kaynagi Hemolizin Hemagliitinasyon MRHA
olusturma  olusturma
Piyelonefrit-asemptomatik bakteritiri ~ 0.000 0.000 0.000
Piyelonefrit-sistit 0.018 0.0095 0.000
Sistit-asemptomatik bakteriiiri 0.09 0.001 0.09
TARTISMA

E.coli suglarinin pek cok 6zelligi bu organizmanin
patojenitesine katkida bulunur. Hemolizin iiretimi ve
eritrositlerle hemagliitinasyon olusturma bu faktorler
arasindadir. Insanlarda idrar yolu infeksiyonuna yol agan
E.coli suglarinin iiriner sistem epiteline yapigmalarinin,
infeksiyonun bobreklere ulagmast icin en 6nemli faktor oldugu
bildirilmistir(10), Miikoz yiizeylere tutunma ile bakteri, idrar
gibi stvilari temizleyici etkilerine kargi korunabilir. Ust iiriner
sistem infeksiyonlarina yol acan E.coli suslarinin iiroepitelyal
hiicrelere yapigmasi, insan eritrositlerinde mannoza direngli
hemagliitinasyon olusumu ile iligkilidir(17).

Bu calismada, hemagliitinasyon olusumu ve hemolizin
tiretimi ile viriilans arasinda bir iligki olup olmadiginin
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belirlenmesi ic¢in, piyelonefrit, sistit ve asemptomatik
bakteriiirisi olan hastalardan izole edilen E.coli suslarinda
hemolizin iiretimi ve hemagliitinasyon olusturma 6zellikleri
incelenmis ve 105 klinik E.coli susunun % 52’sinde
hemagliitinasyon olusumu ve % 54’iinde hemolizin liretimi
belirlenmistir. Piyelonefrit olusturan E.coli suslarinin % 91’inde
hemagliitinasyon gozlenirken, 19 susta (% 83) hemolizin
tiretimi belirlenmisgtir. Sistite neden olan suglarda hemaglii-
tinasyon % 57, hemolizin iiretimi % 55; asemptomatik
bakteriiiriden izole edilen suslarda ise sirasiyla % 20 ve % 34
olarak bulunmustur. Bu sonuglar hemagliitinasyon pozitifliginin
piyelonefrit suslarinda hem sistit (p=0.0095), hem
asemptomatik bakteriiiri suglarindan (p=0.000), sistit suglarmda
ise asemptomatik bakteriiiri suglarindan (p=0.001) ileri derecede
anlaml gekilde yiiksek oldugunu; hemoliz pozitifliginin ise
piyelonefrit suglarinda asemptomatik bakteri suslarindan ileri
derecede anlamli (p=0.000), sistit suglarindan anlamli (p=0.018)
olarak yiiksek oldugunu gostermistir. Buna gore bobrek
infeksiyonu ile hemagliitinasyon olusumu arasinda direkt bir
iligki oldugu ve yine hemolizin tiretiminin 6zellikle {iist tiriner
sistem infeksiyonu olusumunda etkili olabilecegi belirlenmistir
(Tablo 1,2).

Calismamizda MRHA varlig1 aragtirildiginda, hemaglii-
tinasyon pozitif olan ve piyelonefrite yol acan suglarda % 90
oraninda MRHA varlig1 gozlenirken, sistit ve asemptomatik
bakterilirisi bulunan hastalardan izole edilen suglarda bu oran
sirasiyla % 30 ve % 14 olarak belirlenmigtir. Piyelonefrit
anlamli (p=0.000) fark gostermektedir. Bu bulgularin ig1§inda
idrar yolu infeksiyonu olusumunda, 6zellikle iist idrar
sisteminin tutuldugu infeksiyonlarda MRHA varliginin 6nemli
bir faktor oldugu belirlenmistir.

Vranes ve ark.(17) piyelonefrit, sistit ve asemptomatik
bakteriiirisi olan hastalardan izole edilen E.coli suslarinda
yaptiklar1 viriilans faktorleri analizinde, hemolizin iiretiminde
piyelonefritli hastalarda asemptomatik bakteriiirili hasta
grubuna gore belirgin artig oldugunu, benzer sekilde mannoza
direngli hemagliitinasyon olusturan P fimbriyanin tiretiminin

piyelonefrit grubunda daha fazla oldugunu, asemptomatik

bakteriiirisi bulunan hastalarda ise hi¢ bulunmadigini
belirtmigler, P-fimbriya ve hemolizin iiretiminin E.coli’ye
bagl iist liriner sistem infeksiyonu olugturmada ¢ok 6nemli
virtilans faktorleri oldugunu bildirmislerdir.

Green ve Thomas(®) idrar yolu infeksiyonundan izole
edilen E.coli suglarinin % 56’sinin insan O grubu eritrositler
ile hemagliitinasyon olusturdugunu, digkidan izole edilen
E.coli suslarinda bu oranin % 17 oldugunu ve idrar yolu
infeksiyonlarina neden olan E.coli suslarindaki hemagliitinin
varliginin daha fazla olmasinin hemagliitininin viriilansta
onemli bir faktér oldugunu go6sterdigini belirtmigslerdir.

Geerlings ve ark.(>) asemptomatik bakteriiirisi bulunan



Uriner sistem infeksiyonlarindan etken olarak izole edilen Esherichia coli suglarinda hemagliitinasyon ve hemolizin iiretimi

diyabetik kadin hastalarin idrar 6rneklerinden izole edilen
E.coli suglarinda Tip 1 fimbriya iiretimini % 86 ve hemolizin
iiretimini % 32 olarak belirlemis ve Tip 1 fimbriya iiretiminin
asemptomatik bakteriiirisi bulunan diyabetli kadinlarda yaygin
bir viriilans faktorii oldugunu bildirmiglerdir. Bizim ¢aligma-
muzla benzer sekilde Tip 1 fimbriya varlig1 en ok asemptomatik
bakteriiiriye yol acan E.coli suglarinda (% 66) belirlenmisgtir.

Kiiciikbasmaci ve ark.(10) iiriner sistem infeksiyonundan
izole ettikleri E.coli suslarinda hemolizin iiretimini % 24
olarak belirlemisler ve hemolizin iiretimi ile antibiyotik direnci
arasinda bir baglant1 gdsterememislerdir.

Katouli ve ark.() da akut sistitli hastalardan izole edilen
E.coli suslarida Tip 1 fimbriya {iretimini % 72, MRHA {iretimini
% 31 ve hemolizin iiretimini % 41 olarak bulmuglardir.
Ljungh ve ark.(!1) idrar yolu infeksiyonundan izole edilen
E.coli suglarinda hemagliitinasyon olusumunu % 62, disk1
orneklerinden izole edilen suslarda % 21 olarak bildirmiglerdir.

Hagberg ve ark.(7) piyelonefritli hastalardan izole edilen
E.coli suglarmda MRHA tiretimini % 77, akut sistitli hastalardan
izole edilen suglarda % 35 ve asemptomatik bakteriiirisi olan
hastalarda % 18 olarak tespit etmigler ve ¢alismanuzla uyumlu
olarak piyelonefrite yol acan suglarda MRHA iiretiminin daha
cok oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak patojenite ile E.coli aracilifiyla olusan
hemagliitinasyon arasinda yakin bir iligki oldugu belirlenmistir.
Bobrek infeksiyonlu hastalardan hemagliitinin ve hemolizin
iireten E.coli susu izole etme oraninin, mesane infeksiyonlu
ve asemptomatik bakteriiirili hastalardan daha fazla oldugu
tespit edilmigtir. Dolayisiyla iiropatojen E.coli suslarinin
patogenezinde, hemolizin ve hemagliitinin tiretiminin 6nemli
bir faktor oldugu ve 6zellikle MRHA varliginin {ist iiriner
sistem infeksiyonu olusumunda ¢ok 6nemli bir faktor
olabilecegi belirlenmistir.
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