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OZET

Ishalle iliskili alt: farkli Escherichia coli patotipi tanimlanmstir. Barsak patojeni olmayan E.coli'lerle bir cok dzellikle-
rinin ortak olmasi bu patotiplerin diskidan izolasyon ve identifikasyonunu giiclestirmektedir. Bugtin, E.coli patotiplerinin her
birini saptayan cesitli tan1 yontemleri tarif edilmis olmakla birlikte bir kismi rutin laboratuvarlar icin uygun degildir. Son
yillarda virulans faktorlerinin saptanmasina yonelik molekiiler tani yontemleri siklikla kullanilmaktadir. Bu yazida E.coli is-
hallerinin tamsinda kullanilan yontemler ile bu yontemlerin avantajlar: ve dezavantajlar: tartigilmigtir.

Anahtar sozciikler: Escherichia coli, ishal, E.coli ishallerinin laboratuvar tanisi
SUMMARY
Laboratory Diagnosis in Escherichia coli Diarrheae
Six different Escherichia coli pathotypes associated with diarrhea have been recognized. There are many properties sha-
red with non-diarrheagenic E.coli, making their isolation and identification from fecal material difficult. Although various di-

agnostic methods detecting to each E.coli pathotype have been described now, some of them is not suitable for routine labora-
tories. In recent years, molecular diagnostic methods based on virulence factors have been frequently used. The diagnostic met-

hods used in E.coli diarrhea and their advantages and disadvantages are discussed.

Keywords: Escherichia coli, diarrhea, laboratory diagnosis in E.coli diarrheae

Escherichia coli basit besiyerlerinde bile
iireyebilen ve kiiltlirden kolaylikla izole edilen
bir bakteridir. Ancak E.coli'nin patojen suslar1
ile normalde barsakta kommensal yasayan ve
patojen olmayan suslarinin bir¢ok 6zellikleri or-
taktir. Bu nedenle diski florasinda bulunan E.coli
suslar1 icinden virulan tipleri ayirt ederek bar-
sak infeksiyonlarimin tanisini koymak kolay de-
gildir. Ishal etkeni E.coli'lerin antijenlerini, tok-
sinlerini, virulans genlerini saptamaya yonelik
¢ok sayida tan1 yontemi tarif edilmistir. Bu yon-
temler genellike E.coli patotiplerini basariyla
saptayabilmekle birlikte bir kismi heniiz rutin
kullanima uygun degildir®.

Ishal yapan E.coli'ler patojenik ozellikleri-
ne gore patotiplere (veya virotiplere) ayrilirlar.
Bugiin icin alt1 farkli E.coli patotipi tanimlan-
mustir: 1. Shiga toksin olusturan E.coli (STEC)
[ya da verotoksijenik E.coli (VTEC)], 2. Entero-
patojenik E.coli (EPEC), 3. Enterotoksijenik E.co-

li (ETEC), 4. Enteroinvaziv E.coli (EIEC), 5. Ente-
roagregativ E.coli (EAEC) ve 6. Diffiiz aderan
E.coli (DAEC). Ancak bunlardan diffiiz aderan

E.coli (DAEC)'nin klinik 6nemi heniiz tartisma-
11d1r(19,20),

STEC INFEKSIYONLARININ TANISI

Shiga toksin (Stx) olusturan E.coli (STEC)
suglarinin bir kismi EPEC suslarinda oldugu gi-
bi A/E (baglanip yiizeyini bozma) etkisi goste-
rebilen ya da A/E lezyonu olusturan suslardir.
Bu tip A/E fenotipindeki STEC suslar1 entero-
hemorajik E.coli (EHEC) olarak da adlandiril-
maktadir®. Bu yazida bu suglardan genel tani-
miyla STEC olarak soz edilecektir.

STEC infeksiyonlariin tanis1 daha ¢ok sik
izole edilen ve ciddi komplikasyonlar1 (HUS ve
hemorajik kolit) nedeniyle one ¢ikan bir serotip
olan O157:H7 tizerine yogunlasmustir. Gelisen
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tekniklere ragmen O157 disindaki STEC infeksi-
yonlarmin tanisi daha zordur. Tanida kullanilan
yontemler:

1. Dogrudan bakterinin saptanmasi

STEC izolasyonu i¢in dogrudan diski or-
neginden kiiltiir yapilip izole edilen kugkulu
kolonilerde Stx varligr arastirilabilir. Stx testi
pozitif olan disk: 6rneklerinden de kiiltiir yapi-
labilir(19).

STEC 0O157:H7 kiiltiirii: STEC icinde en
sik rastlanan serotipler olan O157:H7 ve O157:H -
suglarmin ¢ogu, diger E.coli' lerin aksine sorbito-
lu bir gecelik inkiibasyondan sonra fermente et-
mezler. Diger E.coli suslarnin % 80 kadar: ise
sorbitolu hizli fermente eder. Bakterinin bu
Ozelliginden yararlanilarak standart MacCon-
key besiyerine % 1 laktoz yerine % 1 sorbitol ila-
vesiyle sorbitollii MacConkey (SMAC) agar ge-
listirilmistir(17,19.20.28). SMAC agarda O157 sus-
larmin (¢ogunun) olusturduklar seffaf gorii-
niimlii (sorbitol negatif) en az 3-10 koloni secile-
rek biyokimyasal ve diger 6zellikleri agisindan
incelenir0).

Biyokimyasal identifikasyon: Izole edi-
len kuskulu suslarin biyokimyasal olarak E.coli
oldugu dogrulanmalidir. Ciinkii N grubu Sal-
monella, Yersinia enterocolitica serotip O9, Citro-
bacter freundii ve Escherichia hermanii gibi diger
kimi bakteriler O157 antiserumu veya lateks
ayiraci ile gapraz reaksiyon verebilirler(19.20),
E.hermanii biyokimyasal ve serolojik olarak E.co-
li O157'ye benzer bir bakteridir; sellobiyoz fer-
mentasyonu (E.coli negatif, E.hermanii pozitiftir)
ve potasyum siyaniir varliginda tireme (E.coli
iremez, E.hermanii tirer) ozellikleri ile ayrilabi-
1ir20.28) Ayrica yeni bir tiir olan Escherichia al-
bertii de ticari identifikasyon sistemlerinde (veri
tabanina dahil edilmediginden) Salmonella, Haf-
nia, Yersinia, inaktif E.coli veya bazen de E.coli
O157:H7 olarak tanimlanabilmektedir(®.19).
0157:H7 suslarinin bir diger ayiric1 6zelligi kati
besiyerinde ramnozu fermente etmemeleridir;
sorbitol negatif olan diger serogruplardan E.coli
suslarinin % 601 ramnozu fermente eder(0),

Serotiplendirme: E.coli olarak identifiye
edilen sorbitol negatif bakterinin O (somatik)
antijeni ve H (kirpik) antijenleri saptanarak se-

198

rotiplendirmesi yapilabilir. E.colimin bugiine
kadar 181 O antijeni ve 56 H antijeni tanimlan-
mistir. Ishalle iliskili gercek serotip kombinas-
yonu sayist daha smirhidir. Serotiplendirmede,
sus once O157, daha sonra agar orani diistik bir
besiyerinde pasaj yapilarak H7 antiserumu (ve-
ya lateks ayiraci) ile denenir(19.20.. 0157 antijeni
negatif bulunan suglarin diger O ve H antijenle-
ri genellikle referans laboratuvarlarda arastiri-
1ir19). 0157 ve H7 antijenlerine karsi hazirlan-
muis, floressein, peroksidaz veya fosfatazla kon-
juge edilmis O157 antikorlarin1 da hazir olarak
bulmak miimkiindiir(20).

CDC verilerine gore, insandan izole edilen
0157 suslarinin yaklasik % 85 kadar1 O157:H7
serotipinde, % 12 kadar1 hareketsiz ve % 3 kada-
r1 da H7 disinda bir H tipinde bulunmustur. Ha-
reketsiz olan E.coli O157 suglar1 (O157:NM) da
genellikle Stx olustururlar(17.19. Bu nedenle ha-
reketsiz olan veya H7 antijeni negatif bulunan
suslar da ayrica Stx yoniinden arastirilmali-
dir(19.20.23)_ishal etkeni E.coli suslarinin serotip-
lendirmesi 0©zellikle epidemiyolojik agidan
onemlidir; ancak pahali ve zaman alicr oldu-
gundan her laboratuvarda yapilamamakta-
dir(19).

Modifiye SMAC besiyerleri: Ayiric1 ve
segici 6zelliklerinin arttirilmast amactyla SMAC
agar besiyerinin gesitli modifikasyonlar: gelisti-
rilmigtir. Sefiksim-telliiritli SMAC (CT-SMACQC)
agar, selektif 6zelligi nedeniyle Stx olusturan
E.coli O157:H7 (ve Shigella sonnei) suslarmin tire-
mesine olanak verirken diger E.coli'lerin tireme-
sini kismen ya da tamamen inhibe eder. Ancak
kimi Stx olusturan O157:H- suslarinin CT-
SMAC agarda tremedikleri bildirilmekte-
dir(141920), Besiyerine ilave edilen novobiyosi-
nin O157:H7 suslar1 icin segiciligi arttirici etkisi
vardir. Sefiksimli SMAC agara sorbitol yaninda
ramnoz da ilave edilerek gelistirilen CR-SMAC
besiyerinde O157:H7 serotipine ait renksiz kolo-
nilerin oraninin arttig1 bildirilmistir0).

Beta-glukuronidaz (MUG) testi ve Rain-
bow agar: E.coli O157:H7 diger E.coli suslarin-
dan beta-D-glukuronidaz olusturmamas: ile
fark gosterir. Beta-D-glukuronidaz enzimi floro-
jenik olarak [(4-methyl-umbelliferyl-D-glucuro-
nide (MUG) kullanilarak)] veya kolorimetrik



olarak (5-bromo-6-chloro-3-indolyl-beta-D-glu-
curonide ilave edilmis agarda) saptanabi-
1ir(19.23), Ancak bu 6zellik 0157 disindaki STEC
suslarinin veya sorbitol pozitif O157 STEC sus-
larinin saptanmast icin uygun degildir@3). E.coli
0157 suglarinin beta-glukuronidaz negatif 6zel-
ligi hazir bir besiyeri olan Rainbow agar O157
besiyerinde (Biolog, Inc., Hayward, CA.) arasti-
rilabilmektedir. Kromojenik ayiric1 bir besiyeri
olan Rainbow agarda glukuronidaz negatif, ga-
laktozidaz pozitif O157:H7 suslar1 siyah veya
gri renkte, kommensal suslar ise pembe renkte
koloni olustururlar(17.20.23), Bugiine kadar Rain-
bow agarin etkinligini arastiran ¢alismalar ¢ok
sinirli olmakla birlikte, bir ¢alismada SMAC'a
gore daha iistiin bulunmusturD. Nadiren
MUG pozitif, iireaz pozitif STEC O157 suslar1
da izole edilmektedir(19).

Ayrica CHROMagar O157 (Becton Dickin-
son) hazir besiyerinde de O157 suslar1 agik mor,
diger bakteriler mavi veya renksiz koloni olus-
tururlar. SMAC besiyerinde veya bu tip kromo-
jenik besiyerlerinde izole edilen olas1 bir 0157
susunun kesin tanisi i¢cin mutlaka Stx olusumu
gosterilmelidir(@3.

Enterohemolizin (Ehly) testi ve enterohe-
molizin agar: Insandan izole edilen Stx olustu-
ran O157 STEC suglarinin % 90 kadar1 ve O157
disindaki STEC suslarimin % 60-80'i enterohe-
molizin (Ehly) olarak adlandirilan tipik bir E.co-
li hemolizini olustururlar; bu hemolizin diger
E.coli suslarmin olusturdugu o-hemolizinden
farklidir. Bu ozellik selektif olmayan ancak ay1-
ric1 bir besiyeri olan enterohemolizin agar [0r-
negin, kalsiyum ilave edilmis yikanmis koyun
kanli agar (WSBA-Ca)]’da incelenebilir. Bu yon-
temin bir dezavantaji ekim yapildiktan 3-4 saat
sonra hemolitik kolonilerin incelenmesi (a-he-
molizin belirginlesir) ve tekrar bir gece inkiibas-
yona birakilmasidir (hem a-hemolizin hem de
enterohemolizin belirginlesir)29). WSBA-Ca be-
siyerine mitomisin C ilave edilmesi “Ehly” he-
molizinin goriilmesini kolaylastirir ve bu akti-
veteye sahip O157 disindaki STEC suslarinin
oranini arttirir19). 0157 disindaki STEC suslari-
nin bir kismi enterohemolitik fenotip gosterme-
diginden ayrica enterohemolitik 6zellikte olup
toksin olusturmayan suslar bildirildiginden
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WSBA-Ca besiyeri ile birlikte ilave tan1 yontem-
leri kullanilmali, izole edilen enterohemolitik
koloniler daha sonra Stx pozitifligi agisindan in-
celenmelidir(19,20),

Zenginlestirme/immunomanyetik ayir-
ma: Besin maddelerinden STEC O157 izolasyon
oranini arttiran bir teknik olan immiinomanye-
tik ayirma (IMS) yontemi digki 6rneklerinin kiil-
tiiriine adapte edilmistir!%. Bu yontemde digki-
nin GN buyyonunda veya vankomisin, sefiksim
ve sefsulodin ilave edilmis tamponlu peptonlu
suda kisa bir 6n zenginlestirme islemini, antikor
kapli manyetik boncuklarla inkiibasyon ve son-
rasinda manyetik ayirma islemi takip eder. Pa-
ramanyetik boncuk-bakteri kompleksi tekrar
stispansiyon yapilarak SMAC, CT-SMAC veya
CR-SMAC agar besiyerlerine yayilir(1420), IMS
yontemi hastali$in ileri donemlerinde diskida
az sayida bakteri bulundugunda, asemptomatik
tasiyicilardan veya uygun olmayan sekilde bek-
lemis orneklerden STEC O157 izolasyon oranini
arttiran oldukca duyarli bir yontemdir. O157,
O111 ve 026 igin IMS boncuklar1 (Dynabeads
anti-E.coli O157; Dynal, Inc, NY) ticari olarak
mevcuttur ya da laboratuvarlar kendileri diger
O antijenlerine 6zgiil antikorlarla boncuklar ha-
zirlayabilirler(14.19.20),

STEC hangi kosullarda aranmalidir?
E.coli O157 infeksiyonlarinin artan insidensi ve
ozellikle ciddi komplikasyonlar1 nedeniyle
CDC 1993 yilinda tiim digki 6rneklerinin ya da
en azindan kanli olanlarin SMAC besiyeri kulla-
nilarak E.coli O157:H7 kiiltiirtiniin yapilmasini
onermigtir(17.19). Bugiine kadar STEC aranip
aranmayacagini belirleyecek diskida kan varli-
gindan bagka gozle goriiliir bir kriter bildirilme-
mistir. Hastalarmn ancak yarisindan azinda dis-
kida 16kosit saptandigindan diskida 16kosit ba-
kilmas: da yardimear bir kriter degildir20.

Diskida STEC saptanmas: igin kullanilan
tani testlerinin (kiiltiir ve diger yontemler) rutin
mikrobiyoloji laboratuvarina adaptasyonu ek
bir maliyet getirmektedir; laboratuvar lokal pre-
valans verilerini de gozoniinde bulundurarak
birim maliyeti diisiirmek ya da bu testleri rutin
testlere ilave etmek veya en azindan kanh diski-
lara uygulamak konusunda karar vermek zo-
rundadir. Prevalansin disiik oldugu kimi bol-



gelerde laboratuvarlarin bu bakterileri aramaya
baglamasiyla olgu sayisinin artabildigi kayde-
dilmistir(17.19.20). Cok merkezli bir calismada,
0157 kiiltiirti yapilmasinda diskida kan bulun-
masi tek kriter olarak kullanildiginda diskilarin
% 3'iniin incelenmesiyle tim O157 infeksiyon-
lariin % 63'liniin saptanabildigi; diskida gozle
goriilebilir kan bulunmasi veya diskida kan hi-
kayesinin olmasi durumunda Orneklerin %
22'sinin incelenmesiyle olgularin % 90'mndan
fazlasiin saptandig1 bildirilmistir??). Bununla
birlikte, tan1 tekniklerinin gelistirilmesiyle, viru-
lans faktorlerini saptayan yontemlerin kullanil-
dig1 son galismalar STEC infeksiyonlarinin yari-
sina yakinini1 O157 dis1 STEC suslarinin olustur-
dugunu gostermektedir(1”). Bu nedenle tanida
“serotipe 0zgiil olmayan” virulans faktorlerini
saptayan testlerin kullanilmasi onerilmekte-
dir(7),

Kiiltiir i¢in disk1 drnegi ne zaman alin-
malidir? STEC suglarinin izolasyonu, kiiltiiriin
hastaligin erken doneminde yapilmasina bagl-
dir. Yapilan prospektif bir ¢calismanin sonuglari-
na gore, ishalin baslamasindan itibaren 2 giin
icinde alman orneklerden kiiltiir yapildiginda
izolasyon oraninin % 100 oldugu, ishalin basla-
masindan 3-6 giin sonra veya daha uzun siire
sonra kiiltiir yapildiginda ise izolasyon oraninin
sirastyla % 91.7 ve % 33 oldugu bildirilmistir(0.
Bu nedenle HUS belirtileri kendini gésterdigin-
de genellikle hastalarin ticte ikisinin diskisinda
E.coli O157:H7 olmadig1 soylenebilir. Bunun ak-
sine kimi hastalar infeksiyondan haftalarca ve-
ya aylarca sonra digkilartyla bakteri ¢ikarabil-
mektedirler(20.23),

Biyogiivenlik sorunlar:: E.coli O157:H7 ve
diger Stx olusturan E.coli suslar1 klinik mikrobi-
yologlar icin en tehlikeli barsak patojenlerinden
biridir. Bugiine kadar laboratuvardan kazanil-
mis ve sonrasinda bobrek yetmezligi ve hemo-
rajik kolit gelisen en az ti¢ E.coli O157:H7 infek-
siyonu bildirilmistir»29. Bunlarin hicbirinde
gozle goriiliir bir kaza veya kurallara uymama
gibi bir durum olmadig1, bu durumun olasilikla
bakterinin infeksiyon dozunun ¢ok diisiik ol-
masiyla iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir®). In-
giltere'de STEC yeniden siniflandirilarak risk 2
grubundan Salmonella Typhi ve Shigella dysente-

200

rige tipl'in bulundugu risk 3 grubuna alinmus-
fr420),

2. Diskida O157 antijeni saptanmasi

Diski orneklerinde E.coli O157 antijenini
saptayan serotipe ozgiil kitler gelistirilmis-
tir(13,20), Poliklonal ve FITC (fluorescein isothi-
ocyanate) ile isaretli anti-O157 antikorlarmin
kullanildig1 direkt immunfloresan boyama ile 2
saat kadar bir siire iginde E.coli O157 saptanabil-
mektedir. Digkida O157 antijenini saptayan tica-
ri ELISA kitleri (LMD, LMD Laboratories; Pre-
mier E.coli O157, Meridian Diagnostics) ile de 1
saatte sonug alinabilmektedir. Hem immiinflo-
resan hem de ELISA testleri benzer duyarlilik
gostermekle birlikte SMAC kdltiiriine gore da-
ha duyarlidirlar@®. Bu yontemlerin bir avantaji
dogrudan digskiya uygulanabilmesidir; sadece
E.coli O157'yi saptayabilmesi ve goreceli pahal
olmas1 dezavantajlar1 arasindadir(1”). 0157 anti-
jeni saptandiginda yine Stx yoniinden dogrula-
ma yapilmalidir3).

3.Virulans faktorlerinin saptanmasi

3.1. Shiga toksin (Stx) arastirilmasinda
kullanilan yontemler

STEC suslarmin bakteriyofajdaki genlerle
kodlanan iki farkli Shiga toksini [ya da verotok-
sini (Stx1 ve Stx2)] vardir. Ayrica, Stx2'nin Stx2c,
Stx2d, Stx2e, Stx2f gibi birka¢ varyanti bulu-
nur(17.19. STEC susglar1 bu toksinlerinden birini
ya da her ikisini birden olustururlar. Stx veya
Stx'i kodlayan genler cesitli biyolojik, immiino-
lojik veya molekiiler yontemlerle saptanabil-
mektedir(19).

a. Hiicre kiiltiirii sitotoksisite deneyleri

Diskida sitotoksin aktivitesinin Vero (Afri-
ka yesil maymun) hiicre kiiltiirii ile gosterilme-
si altin standart yontemdir. Vero hiicrelerinin
plazma membranlarinda yiiksek konsantras-
yonda Gb3 reseptorleri ve ayrica Gb4 reseptorii
(Stx2e icin tercih edilen reseptor) bulundugun-
dan bu hiicreler bilinen tiim Stx varyantlarina
cok duyarhidirlar®. Bu deneyde sulandirilmig
diski Ornegi veya bakteri kiiltiir siispansiyo-
nunun inokiile edildigi hiicreler sitopatik etki
yoniinden incelenir. Karisik digki kiiltiirtiniin
polimiksin-B ile muamelesiyle hiicre kiilttirti-



niin duyarlihi: arttirilabilmektedir(20.23),

Hiicre kiltiirii rutin mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinda uygulanmas1 zor ve sonuglar1 48-
72 saatten once elde edilemeyen bir yontemdir.
Ayrica, sitotoksisite pozitifliginin diger bakteri-
lere ait iirtinler veya toksinlerin bir sonucu ola-
bilecegi, bu nedenle pozitif ¢rneklerin daima
Stx1 ve Stx2'ye karsi 6zgiil (tercihen monoklo-
nal) antikorlarla noétralizasyon testi ile dogru-
lanmas1 gerektigi bildirilmektedir(2.20.23),

b.Immiinolojik testler

ELISA yontemi ile Stx saptanmas1: Digki-
dan ve digk: kiiltiirlerinden dogrudan Stx1 ve
S5tx2 saptanmasinda kullanilan ¢ok sayida ELI-
SA testi gelistirilmistir(13.23). Bu testlerle serog-
ruba bagh olmaksizin STEC (veya diger Stx
olusturan tiirler) saptanabilmekte ve bir giin
i¢inde sonug alinabilmektedir. Sandvig teknigi-
nin kullanildigr ELISA testlerinin ¢ogunda ara-
nan toksine karsi monoklonal veya saflagtiril-
mis poliklonal antikorlar kullanilmistir. Saflasti-
rilmis Gb3 (Stx reseptdrii) veya kist hidatik sivi-
st (Stx'i baglama Ozelligindeki P1 glikoproteini-
ni igerir) da kat1 faz1 kaplamak i¢in kullanilmak-
tadir. Kiiltiir veya dogrudan digk ile inkiibas-
yondan sonra kat1 faza kaplanmis antikora bag-
I1 toksin, ikinci bir Stx'e 6zgiil antikor (enzimle
konjuge edilmis) ilavesiyle saptanir(23).

Bakteri kiiltiirleri, digki 6rnekleri ve besin
maddelerinde toksin antijeni saptayabilen Stx
ELISA testleri hazir ticari kitler halinde mevcut-
tur (Premier EHEC-Meridian Diagnostics;
LMD-LMD Laboratories)0). Ticari ELISA kitle-
rinin (veya inhouse ELISA testinin) duyarliligt
kiltiir ve verositotoksisite testleri ile karsilastir-
mali caligmalarda genellikle yiiksek bulunmak-
tadir. Bu testlerde duyarhilik susun olusturdugu
sitotoksinin tipi ve miktarma gore degisebilir.
Polimiksin B ve/veya mitomisin C ilave edilmis
buyyon kullanildiginda Stx tiretimi arttigindan
bu kosullarda, ELISA testlerinin total floranin
% 0.1'i kadar az miktarda bulunan STEC'i sapta-
yabildigi bildirilmistir®3. Ayrica yapilan iki bii-
yiik calismada Premier EHEC ELISAmin diski
kiltiirtinden STEC saptanmasinda en az verosi-
totoksisite testleri kadar duyarli oldugu saptan-
mustir(16,18),

Ters pasif lateks agliitinasyonu (RPLA)
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ile Stx saptanmasi: Stx1 ve Stx2'yi saptayan
VTEC-RPLA (Oxoid, Unipath Lt, England), Ve-
rotox F (Denka Seiken, Japan) RPLA yontemi-
nin uygulandig ticari kitlerdir@0.23). Bu yon-
tem, polimiksin B ile bir seri sulandirim yapilan
kugkulu STEC kiiltiir ekstraktlar1 veya kultiir
stizlintiilerinin Stx1 ve Stx2'ye 6zgiil antikorlar-
la kapli lateks partikiilleri ile inkiibasyonu ve 24
saat sonra agliitinasyonun incelenmesi esasma
dayanir@3). STEC suslariin kiiltiir ekstraktlari-
nin kullanildig1 bir ¢alismada verositotoksisite
testi ile kiyaslandiginda bu test i¢in % 100 du-
yarlilik ve dzgiilliik bildirilmistir(15. Ancak ka-
risik diski kiiltiir ekstraktlarimi kullanan ¢alisma
verileri heniiz yeterli degildir(23.

Bu tiir immiinolojik testlerin avantaji, se-
rotipe 0zgiil olmamalar1 nedeniyle tiim STEC
serotiplerini saptayabilmeleri ve sitotoksisite
testlerine gore daha hizli ve kolay uygulanabilir
olmalaridir; bir dezavantaji daha pahali testler-
dir(17,20,23).

c. Molekiiler yontemlerle stx genlerinin
saptanmasi

DNA ve oligoniikleotid problarla hibri-
dizasyon: stxI ve stx2 genleri klonlandiktan ve
niikleotid sekanslar1 belirlendikten sonra STEC
tanisi igin problar gelistirilmistir. Bu problar ko-
loni hibridizasyon yontemiyle diskidan izole
edilen ¢ok sayidaki E.coli susunun veya primer
izolasyon besiyerlerinde tireyen kolonilerin stx
genleri varlig1 acisindan dogrudan taranmasi
amactyla kullanilmaktadir. stx1 ve/veya stx2
genleri bulunan suslarin ayirimini saglayan bu
yontem duyarh ve 6zgiil bir yontemdir ancak
siv1 besiyerindeki kiiltiirler veya digk: ekstrakt-
larinin taranmast igin duyarh degildir(23).

PCR: stx genlerinin sekans bilgileri elde
edilince PCR'la bu genlerin amplifikasyonu igin
¢ok cesitli oligoniikleotid primer setlerinin ta-
sarlanmas1 miimkiin olmustur. Karisik veya tek
koloni, karisik buyyon kiiltiirti hatta dogrudan
diski veya besin ekstrakti PCR'da kullanilabilir.
Bu gline kadar tarif edilen stx-PCR deneylerinin
bir kisminda stx1, stx2 ve bazen de stx2 varyant-
lar1 igin farkli primer ciftleri ayni reaksiyonda
kullanilmaktadir. Diger bir kisminda ise tiim stx
genlerini amplifiye edebilen tekli bir primer ¢if-
ti kullanilmakta ve sonrasinda gen tipinin belir-



lenmesi igin 2. bir PCR dongiisii veya dogrudan
amplifiye fragmentteki tipe 0zgii sekanslara
kars1 isaretli oligoniikleotidlerle hibridizasyon
yapilmaktadir. Duyarlilig1 arttirmasmin yanin-
da, ikinci bir hibridizasyon asamasinin amplifi-
ye triliniin belirlenmesinde dogrulama yapmasi
acisindan da faydasi vardir. Ayrica, stx2 genle-
rinin amplifiye kisimlarimin restriksiyon analizi
yapilarak stxI ve stx2 varyantlarinin ayirimi
saglanabilmektedir(23).

PCR yoOntemi stx genlerinin arastirilmasi
amaciyla dogrudan digki ve gida maddeleri gibi
kompleks orneklere uygulanabilir ancak bu tip
orneklerde Tag polimeraza inhibitor ozellikte
maddeler bulunabildigi i¢in direkt ekstraktlar
kalip (template) olarak kullanildiginda duyarl-
Iik gogunlukla optimalin altinda olmaktadir. Bu
tir ornekler kullanilacaginda duyarlili§in artti-
rilmasi igin kalip DNA'nin buyyon kiiltiirlerin-
den ekstrakte edilmesi onerilmektedir. En az 4
saat buyyonda zenginlestirme hem oOrnekteki
inhibitorlerin seyreltilmesini saglar hem de bak-
teri iremesi nedeniyle hedef sekansin kopya sa-
yis1 artmis olur. Incelenen 6rnekte STEC az say1-
da bulunabileceginden PCR'da duyarliigin op-
timizasyonu son derece 6nemlidir. Ayrica, 6zel-
likle stx2 genlerinde sekans polimorfizmi oldu-
gu bilinmektedir. Primer ve hedef arasinda se-
kansta uyusmazlik olmasi (6zellile primerin 3'
ucunda) baglanma etkinligini bariz bir sekilde
azaltir bu da dogrudan PCR'm duyarhili§in: et-
kiler. Primer secerken (veya olustururken) se-
kans heterojenitesi bildirilen bolgelerin kullanil-
mamasina dikkat edilmelidir. Hem stx1 hem de
stx2'nin amplifikasyonu igin tekli primer ciftle-
rininin kullanildig1 PCR deneylerinde bu komp-
likasyonun daha az goriildiigi bildirilmektedir.
PCR genellikle referans laboratuvarlarmin kul-
land1g1, deneyim gerektiren bir yontem olmakla
birlikte bugiin klinik laboratuvarlarin bir kis-
minda uygulanmaya baglamigtir3).

3.2. Diger virulans faktorlerinin saptan-
maslt

Stx genlerinin siklikla kaybolabildigi
(0zellikle hastaligin ileri donemlerinde) bilin-
mektedir. Bu nedenle, STEC suslariin virulans-
la iligkili diger genlerinin arastirilmasina yone-
lik problar ve PCR yontemleri gelistirilmistir.
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Bu genlerden tanida en sik olarak yararlanilan-
lar agagida belirtilmistir(20.23).

a. eae geni: Enterositlerde A/E lezyonu
olusmasindan sorumlu olan ve bakterinin ente-
rosite sikica tutunmasini saglayan intimini kod-
layan kromozomal ege geninin saptanmasina
yonelik problar ve ayrica primerlerin kullanildi-
g1 PCR yontemi tanida siklikla kullanilmaya
baglamistir®17,19). eze geni bulunan STEC susla-
r1ishal olusturabilirler ancak, hemorajik kolit ve
HUS!a iliskili patolojik lezyonlar Stx'in etkisi
nedeniyledir. HUS'Tu ve hemorajik kolitli hasta-
lardan eaeA geni bulunmayan STEC suglarinin
izole edildigi de bildirilmistir(1?). Ayrica eae ge-
ni EPEC'lerde de bulundugundan tek basina in-
timinin saptanmasi yeterli olmayip deneylerde
eae geni ile birlikte sfx geni de arastirilmali-
dir(17,24),

b. hlyA (ehxA) geni: Plazmit kaynakli en-
terohemolizin geninin (hlyA) varhig ile STEC
susunun ciddi seyirli infeksiyona yol acabilme
kapasitesi arasinda iliski oldugu diistiniildii-
glinden hlyA geninin saptanmasinin klinik one-
mi olabilecegi bildirilmektedir. Bu amagla hlyA
(ehxA) gen probu ve PCR primerleri tanimlan-
mustir(219,23),

eae geninin 3' kismindaki sekans varyasyo-
nundan yararlanilarak yapilan PCR deneyleri
0157 serotipinin diger serotiplerden ayiriminda
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte O157,
0111 ve O113 gibi E.coli serogruplarinda O an-
tijen biyosentezini kodlayan genetik lokusa (rfb
bolgesi) ait sekansin bilinmesi serogruba 6zgiil
daha giivenilir PCR yontemlerinin gelismesini
saglamistir. STEC O157:H?7 ile ilgili olarak sap-
tanabilecek diger iki genetik faktdrden biri H7
antijenini kodlayan flih7 geni, digeri O157:H7
suslarinda beta-glukuronidaz negatif fenotipten
sorumlu uidA geninde tek bazlik mutasyondur
(mismatch amplifikasyon mutasyon deneyi ile
saptanir)23).

3.3. Coklu (multipleks) PCR

STEC'in gesitli virulans faktorlerine yone-
lik PCR primerleri ¢oklu PCR deneylerinde tek
bir 6rnekte birarada kullanilabilmektedir(17.23).,
Kimi laboratuvarlar digki kiiltiir ekstraktlarinda
once sadece stx-PCR yapip daha sonra pozitif
orneklere farkli primer setlerinin kullanildig1



¢oklu PCR uygulamaktadirlar. Ornegin, stx po-
zitif bulunan 6rnekte dort primer seti kullanila-
rak stx1 , stx2 (stx2 varyantlar1 da dahil), eze ve
STEC-hlyA varliginin arastirildigr daha sonra
E.coli 0157, O111 ve O113'in rfb bolgesindeki
serogruba 6zgiil sekanslara yonelik ii¢ primer
ciftinin kullanildig1 bildirilmektedir(23). Ayrica
son yillarda diger ishal etkeni E.coli patotipleri-
ni de ayirt edecek primerlerin kullanildig1 coklu
PCR yoéntemi siklikla kullanilmaktadir(1,9.249).

4. Serolojik tan1

Kiiltiir negatif HUS'Iu hastalarda anti-LPS
antikorlarimin saptanmasi tanida kullanilmusgtir.
HUS'lu hastalarda LPS'ye kars: tiikriik antikor-
larin1 ve EspB proteinine karsi serum antikorla-
rin1 saptayan ELISA yontemleri de tarif edilmis-
tir. Ancak serolojik tan1 daha ¢ok seroepidemi-
yolojik calismalarda anlamlidir(19).

EPEC INFEKSIYONLARININ TANISI

Son yillarda EPEC'in patogenezi ile ilgili
bilgilerimizin artmasi nedeniyle EPEC'in labo-
ratuvar tanusinda 6nemli degisiklikler olmustur.
Bakterinin patogenezinde lokalize aderansta rol
oynayan kiimelesen fimbriyalar1 (BFP fimbriya)
kodlayan bfp geni, EAF (EPEC aderans faktorti)
plazmiti, EPEC igin tipik olan A/E lezyonunun
olusmasinda rol oynayan intimini kodlayan eae
geni gibi genetik faktorlerin gosterilmesi bugtin
tanida temel yolu olusturmaktadir(.13,19,20),

1. Serotiplendirme

EPEC’ler yillarca diski 6rneklerinin ekildi-
g1 besiyerlerinden (MacConkey agar, vb) lakto-
zu fermente eden en az 5-10 koloninin segilip O,
H ve K (kapsiil) antijenlerine kars1 hazirlanmis
bagisik serumlarla agliitinasyon deneyi yapil-
mast ile identifiye edilmistir220). Ancak bu yon-
tem cesitli serotiplere kars1 bagisik serumlarin
laboratuvarda hazir bulundurulmasin gerektir-
digi ve zaman alic1 oldugu gibi ¢ok duyarl ve
ozgil de degildir. Ayrica ishal olgularinda et-
ken olan serotiplere yenilerinin eklenmesi bu
yolla yapilan taniy1 giderek zorlastirmistir. Bu-
glin, serotip ozelligi EPEC suslarinin temel ka-
rakteristik 6zelliklerinden sayilmamaktadir(20).

1995 yilinda 2. Uluslararas1 EPEC Simpoz-
yumunda patogenezdeki son gelismeler g6zo-
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niine alinarak EPEC i¢in A/E histopatolojisi ol-
mas1 ve Stx’in olmamas1 en 6nemli temel 6zel-
likler olarak kabul edilmistir. Az sayida da olsa
kimi salginlarda etken olarak saptanan EAF
plazmiti bulunmayan ancak A/E lezyonu olus-
turan suglarin plazmitini kaybetmis olabilecegi
diistintilmektedir. Yine bu simpozyumda alman
ortak bir kararla EAF plazmiti bulunan, A/E
lezyonu olusturan, Stx olusturmayan suslar “ti-
pik EPEC susglar1”, aymi ozelliklere sahip ancak
EAF plazmiti bulunmayanlar ise “atipik EPEC
suslar1” olarak kabul edilmistir(25,19,20),

2. Hiicre kiiltiiriinde aderans fenotipinin
gosterilmesi

EPEC suslariin olusturdugu lokalize ade-
rans (LA) Ozelliginin gosterilmesi amaciyla
HEp-2 (insan epiteli) veya HeLa hiicre kiiltiirle-
ri kullanilmaktadir. Lokalize aderans tipinde
bakteri hiicre yiizeyinde bir iki bolgeye mikro-
koloniler halinde tutunur®. Aderans tipi ayrica
formalin veya gluteraldehidle fikse edilmis hiic-
relerde de gozlenebilir19. Hiicre kiiltiiriinde lo-
kalize aderans saptanmasi EAF plazmitinin var-
ligin1 gosterir. Bunun disinda A/E lezyonunda
yliksek konsantrasyonda polimerize filamentoz
aktin bulundugundan bu aktin yapry1 floresan
aktin boyama yontemi (FAS) ile gostermek
miimkiindiir. Bu amagla dogrudan hiicre kiiltii-
riinde epitel hiicrelerine tutunmus bakterinin
altindaki aktin iplikleri ile 6zgiil olarak baglana-
bilen FITC veya rodaminle isaretli falloidin
(mantar toksini) kullanilmaktadir. Falloidin ¢ok
toksik bir madde oldugundan bunun yerine a-
aktine kars1 hazirlanmis monoklonal antikorlar
da kullanilabilmektedir. A/E fenotipi, barsak
biyopsi orneklerinin veya epitel hiicre kiiltiirle-
rinin elektron mikroskobu ile incelenmesi ile de
gortilebilir(20).

EPEC tarnusinda ¢ok onemli bir diger 6zel-
lik olan Stx negatifligi cesitli fenotipik testlerle
saptanabilir. Bu testler STEC boliimiinde anla-
tildig1 sekilde yapilmaktadir0).

3. Molekiiler yontemler

EPEC suslarmin ti¢ 6nemli 6zelligine (A /E
etkisi, EAF plazmiti bulunmamasi ve Stx’i olma-
mas1) dayanilarak DNA problar1 ve PCR pri-
merleri gelistirilmistir(219,20),



a-eae geni: Intiminin ¢cok korunmus N-ter-
minal bolgesini kodlayan sekanslara yonelik
fragment bir prob (1 kb) tanimlanmustir. A /E fe-
notipi ile kiyaslandiginda bu prob % 100 duyar-
It ve % 98 6zgiil bulunmustur. O157:H7 suslar1
i¢in eae geninin 3' degisken bolgelerinin kulla-
nildig1 fragment problar da bildirilmis ancak
hentiz EPEC ve STEC'e ait eae sekansmi ayirt
edebilecek bir prob tanimlanmamigtir20).

EPEC tanisinda PCR yontemiyle ede geni-
nin saptanmasi amaciyla gesitli primerler bildi-
rilmigtir (eae-PCR i¢in STEC boliimiine bakiniz).
eae geninin korunmus 5' bolgesi igin primer cift-
lerinin tim eae pozitif suglardan bu fragmentle-
ri amplifiye ettigi ancak 3' ucundan elde edilen
primerlerin belli serotiplere 6zgiil olabildigi bil-
dirilmistir. EPEC ve STEC suslarinda eae genini
saptayabilen primerler son yillarda tamida sik-
likla kullanilmaktadir(1,9.24),

b-EAF plazmiti: EAF plazmitinin fonksi-
yonu bilinmeyen bir bolgesine ait 1 kb EAF
fragment probu tanimlandiktan sonra, 21 bazlik
duyarli ve spesifik bir oligoniikleotid prob ta-
nimlanmistir. Daha sonra EAF probunun 397 bp
(baz cifti)'lik bolgesini amplifiye eden bir PCR
primer cifti gelistirilmigtir0).

bfpA geninin klonlanmasi ile gelistirilen
850 bp'lik bir bfpA fragment probu EAF probun-
dan biraz daha duyarli bulunmustur; HEp-2
hiicrelere lokalize aderans gosteren EPEC susla-
r1arasinda bfpA ve EAF problar1 kullanildiginda
sirasiyla % 99 ve % 96 hibridizasyon elde edil-
mistir. Daha sonra bfpA geni igin 29 bazhk bir
oligoniikleotid prob bildirilmistir. Bu probun
duyarlilig ve 6zgtilliigii sirastyla % 95.7 ve % 100
bulunmustur@9. Ayrica, bfpA genini saptayan
% 100 duyarlh ve 6zgiil bir PCR yontemi bildiril-
mistir®),

Sonug olarak A/E lezyonu olusturan sus,
doku kiiltiirii testleri ile veya eae genine (ya da
LEE patojenite adasina) yonelik DNA probu ve-
ya PCR ile saptanabilmektedir. Genelde, A/E
lezyonu olusturan veya fenotipik olarak lokali-
ze aderans gosteren tipik bir EPEC susunun
EAF plazmiti de oligonukleotid (veya fragment)
problar veya PCR primerleri ile saptanabilmek-
tedir. Bununla birlikte, stx negatif ve eae pozitif
suslarda EAF probu ya da PCR deneyleri nega-
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tif sonug verdiginde atipik bir EPEC susu oldu-
gu disiintilmelidir(2519.20),

ETEC INFEKSIYONLARININ TANISI
ETEC suslarinin neden oldugu ishallerde
plazmitte kodlanan baslica iki faktor rol oynar;
bunlardan biri bakterinin enterotoksinleri [1s1ya
direngli stabil toksin (ST) ve 1siya duyarl labil
toksin (LT)] digeri kolonizasyon faktorleridir.
Bakteri ya sadece ST'yi veya hem ST hem de
LT'yi olusturur. Bu faktorler ayni zamanda bak-

terinin tanisi icin de kullanilmaktadir(20,25),

1. Serotiplendirme

Tan1 6nceleri belli ETEC serogruplarinin
(EPEC gibi) saptanmasiyla yapilmaktayken ¢ok
cesitli serotipteki ETEC suslarinin enterotoksi-
jen ozellikte oldugu anlasildiktan sonra serotip-
lendirmenin tanidaki ©nemi azalmistir(5),
ETEC antijeni icinde en fazla gesitlilik O antije-
nindedir. Bir calismada 954 ETEC susunda 78
farkli O antijeni, 730 susta 34 farkli H antijeni
saptanmistir. Buna ek olarak bir kisim suslar
tiplendirilememektedir(33).

2. CFA'larin saptanmasi

Ishal olusturan ETEC suslarinda koloni-
zasyon faktor antijenleri (CFA) olarak adlandi-
rilan ¢ok sayida adezin tarif edilmistir. Bu
CFA'lar daha ¢ok toksin olusturan suslarda bu-
lunur ve ¢ogu fimbriyadir. Insandan izole edi-
len ETEC suslarinda 22’den fazla CFA tanim-
lanmistir. Bunlar i¢cinde CFA /1, CS1-CS6 en sik
gortilen tiplerdir. ETEC kolonizasyon faktorleri
i¢in lam agliitinasyonu, immiindifiizyon ve ELI-
SA testleri gibi cesitli yontemler tanimlanmis-
tir(13). Ancak CFA gruplar iginde capraz reaksi-
yon veren epitoplar bulunabilmektedir. Son yil-
larda daha ¢cok DNA problari ve PCR yontemle-
ri veya gesitli anti-CF monoklonal antikorlarinin
kullanildig dot blot testleri gelistirilmistir(23).

Gelistirilen bu yontemlere ragmen ETEC
suslarinin bir kisminda CFA saptanamamasi,
cok sayida olmalari ve heterojenite gostermeleri
nedeniyle kolonizasyon faktorlerinin arastiril-
mas1 tanida kullanigh bulunmamaktadir(20,25),

Bugiin i¢in ETEC infeksiyonunun tanisi
daha c¢ok cesitli biyolojik, immiinolojik veya



niikleik asit temelli yontemlerle bakterinin olusg-
turdugu enterotoksinlerin gosterilmesine da-
yanmaktadir(19).

3. Toksin arastirilmasinda kullanilan
yontemler

3.1. LT'nin gosterilmesi

a. Hiicre kiiltiirii yontemi: LTnin saptan-
masi icin kullanilan geleneksel yontem hiicre
kiltiirti yontemidir. Bu amagla tek tabakali fare
adrenal hiicresi (Y1), Cin hamsteri over hticresi
(CHO) veya Afrika yesil maymun bobrek (vero)
hiicre kiiltiirleri kullanilir. Toksin hiicre morfo-
lojisinde karakteristik degisiklikler olusturur.
LT, Shiga toksinin sitotoksik etkisinden farkl
olarak, Y1 hiicrelerinin yuvarlaklasmasina,
CHO hiicrelerinin ise uzamasina neden olur@9,
Hiicre kultiirti yontemi ELISA ve diger immii-
nolojik yontemler gelistirilinceye kadar yaygin
olarak kullanilmigtir(25).

b. Iimmiinolojik testler: LT kuvvetli antije-
nik ozellikte oldugundan LT'in saptanabilmesi
amaciyla klinik laboratuvarlarda uygulanmasi
hiicre kiltiiriine gore daha kolay ELISA, RPLA
gibi yontemler gelistirilmistir(20.25. ELISA yon-
teminde, bakteri kiiltiiriinde (stipernatan) bulu-
nan toksin, plaklara onceden kaplanmis olan
GM1 gangliosidlere baglanir. Daha sonra bagl
toksin, toksine 6zgiil tavsan antikorlariyla sap-
tanir. LT ayrica dogrudan 6zel bir besiyerinde
ureyen bakteri kolonileri tizerine uygulanan
presipitasyon testi ile de gosterilebilir. Bu yon-
temde, LT'ye 6zgiil tavsan antikorlari ilave edi-
lerek hazirlanan besiyerinde, toksinin anti-LT
antikorlarina baglanmasiyla bir presipitin hal-
kast olusur9. Stafilokok koagliitinasyonu, la-
teks agliitinasyonu gibi gesitli 6zgiil testler yay-
gn kullanim alan1 bulamamigtir(2).

LT'nin (ve kolera toksininin) antijenik ola-
rak saptanmasi igin RPLA da kullanilabilir; bu
yontemle ¢alisan kitler ticari olarak (VET-RPLA
Oxoid; VTEC-RPLA Denka Seiken) mevcuttur.
Bu testler kiiltiirde izole edilen 5-6 E.coli koloni-
sinin secilerek sivi besiyerinde bir gece inkiibe
edilmesi ve toksin salinimini arttirmak amacry-
la polimiksin-B'li ortamda tekrar 4 saat inkiibas-
yonunu takiben siipernatanda veya membran
filtrasyonu sonucu elde edilen siiziintiide toksin
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aranmasi esasina dayanir(19.20.25. Bu yontemler
icinde ozellikle GM1-gangliosid ELISA, LT sap-
tanmasinda kullanilan en yaygin yontem ol-
mustur. Daha sonra 6zgiil monoklonal antikor-
lar kullanilarak ST ve LT’in birarada saptandig1
GMI1-ELISA testi gelistirilmis ve epidemiyolojik
calismalarda siklikla kullanilmigtir5).

3.2. ST'nin gosterilmesi

ETEC suslariin bir kismi1 sadece ST olus-
turdugundan bakterinin ST olusturdugunun
gosterilmesi gerekir. ST antijenik 6zellikte olma-
yan diigiik molekiil agirlikli bir peptittir. Tavsa-
nin barsak lupunda sivi toplanmasma neden
olan ETEC toksinlerinden ST'nin etkisi LT'ye
gore 1stya dayanikli olusu ve daha hizl etkili
olusu ile ayrilabilir. Tki farkli ST (ST-I ve ST-II)
saptanmustir. Insandan izole edilen suslarda da-
ha ¢ok ST-I bulunur. ST-I'in de iki varyant1 (STh
ve STp) tanimlanmigtir(19,20,25),

a. Bebek fare testi: ST-I saptanmasinda en
stk kullanilan yontem bebek fare testidir ve bu
test kiiltiir stipernatantinin fareye perkutan en-
jeksiyonundan sonra barsak sivisinin 6lgtilmesi-
ne dayanir(20).

b. iImmiinolojik testler: Antijenik 6zellik-
te olmayan ST'nin bir protein tagiyiciya baglan-
masiyla antikorlar elde edilince bu antikorlar
RIA yonteminde kullanilmistir. ST saptanma-
sinda da bir diger yontem yarigsmaci ELISA yon-
temidir (Denka Seiken ve Oxoid). Her iki testin
de meme emen fare testi ile uyumlu sonuglar
verdigi ve daha az deneyim gerektirdigi bildiril-
mistir0),

LT hasta kisilere gore saglkli kisilerden
daha fazla izole edilidiginden LT olusturan
ETEC'in patojen olarak oneminin goreceli ola-
rak daha az oldugu, ya da ST olusturan suslarin
daha siddetli infeksiyona yol actif1 distiniil-
mektedir(25).

3.3.Molekiiler yontemler:

Son yillarda ETEC'in ST ve LT'leri klonlan-
mis, sekanslanmis ve genetik kontrolii ve akta-
rilabilir plazmitleri tamimlanmistir?>. Ancak
LT ve ST'nin saptanmasi bir ETEC izolatin1 ta-
nimlamakla birlikte bdyle suslarin ¢ogunun
hayvanlar i¢in 6zgiil kolonizasyon faktorlerinin
oldugu ve boylece insan i¢in patojen olmayabi-
lecekleri de ileri stiriilmektedir(20).



LT poliniikleotid problarin duyarhliklar:
ve Ozgiulliikleri yiiksektir. LT saptanmasinda
radyoizotopla veya izotopik olmayan yontem-
lerle isaretli problar kullanilmistir. Enzimle (al-
kalin fosfataz) isaretli poliniikleotid problarin
kullanildig1 koloni blot hibridazyonunun ol-
dukga giivenilir oldugu bildirilmektedir. ST po-
lintikleotid problarin (olasilikla genin kiigiik
olusu nedeniyle) diisiik duyarlilik ve 6zgiilliik
sorunu vardir. Bu nedenle ST saptanmasi icin
genellikle daha duyarl1 ve 6zgiil oligontikleotid
problar gelistirilmistir. Son zamanlarda LT, ST
ve STEC Stx’ini kodlayan genleri saptayan tiglii
(trivalan) oligoniikleotid bir prob oOnerilmistir;
ilk calismalarda bu probtan iyi sonuglar alin-
mustir. ETEC ile infekte kisiler diskilar: ile ¢ok
sayida bakteri ¢ikardiklarindan digki-blot hibri-
dizasyonu da tani igin kullanilmaktadir(0),

ETEC tanisinda PCR ile dogrudan digki
ornegi ya da izole edilen koloniyle ¢alisildigin-
da basarili sonuglar alinmistir®>. Daha sonra
PCR yonteminin modifiye edilmesiyle tek reak-
siyonda birden fazla hedef bolgenin ¢ogaltila-
bildigi (birden fazla sayida primerin kullanildi-
g1) coklu PCR yontemi kullanilmaya baglanmus-
tir. Bu yontemde LT ve ST olusturan bakteriler
yaninda diger ishal etkeni E.coli’ler de saptana-
bilmektedir(25).

ETEC infeksiyonlarinin tanisi igin segile-
cek yontem laboratuvarin olanaklarina gore de-
gisebilir. Burada animsanmasi gereken bir nok-
ta plazmitte kodlanan virulans genlerinin
kolaylikla kaybolabilecegi veya regtilator genle-
rinin kaybolmasina bagl olarak sessiz kalabile-
cegidir. Bunun yaninda bazen mevcut genlerde-
ki mutasyonlar nedeniyle ETEC kolonizasyon
faktorleri bakteri yiizeyinde olugsmayabilir; fe-
notipik yontemlerle saptanamayan bu faktorler
sadece molekiiler yontemlerle saptanabilmekte-
dir. Ne yazik ki gelistirilen bunca teknige rag-
men her laboratuvarda kolaylikla uygulanabile-
cek bir yontem hentiz bulunmamaktadir. Bu ne-
denle gelismekte olan tilkelerde ishal etkenleri
ile calisan rutin laboratuvarlar ETEC (ve diger
patotiplerin) tanisini koyamamakta, bu bakteri-
ler ancak arastirma veya referans laboratuvarla-
rinda arastirilabilmektedir. Tanida gozoniine
alinmasi1 gereken diger noktalardan biri,
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ETEC'in belirtisiz ¢ocuklardan izolasyon orani-
nin % 0-20 arasmnda olmasi, digeri ETEC infeksi-
yonlarinda birden fazla etkenin eslik ettigi
(miks) infeksiyon oraninin yaygin (% 40’a kadar
cikabilmektedir) olmasidir(25).

EIEC INFEKSTYONLARININ TANISI

EIEC suglarinin Shigella tiirlerinden ve di-
ger E.coli suglarindan ayirt edilmesi zordur.
EIEC suslarinin cogu Shigella'lar gibi laktozu
kullanmaz ve lizini dekarboksile etmez?). Ge-
nellikle identifikasyon i¢in 6nce bakterinin E.co-
li oldugunun saptanmas1 ayni1 zamanda Shigel-
la'nin genotipik ve fenotipik 6zellikleri yontin-
den de incelenmesi gerekir(2520),

EIEC ve Shigella icin geleneksel fenotipik
test Sereny testidir. Epitel hiicrelere invazyon
yapabilme 6zelliginde olan bu bakteriler kobay-
da keratokonjunktivite neden olurlar. Tanida
ayrica tek tabakali HEp-2 veya HeLa hiicre kiil-
ttrlerinde hiicre igi bakterilerin varlig1 arastiri-
labilir(19,20),

Invazyon 6zelligi ile ilgili genlerin saptan-
masina yonelik niikleik asit temelli yontemler
cogunlukla arastirma laboratuvarlarinda kulla-
nilmaktadir. Bakterinin invaziv olusu ile iligkili
120-140 MDa'lik biiytik plazmiti (pINV plazmi-
ti) plazmit DNA elektroforezi ile saptanabilir.
EIECnin invaziv 6zelligi Shigella suslarmin da
bir 6zelligi oldugundan bu yontemler ayni za-
manda Shigella'y1 da saptayan yontemlerdir(19).

EIEC ve Shigella igin iki poliniikleotid prob
tanimlanmustir. Bunlardan ilki olan pMR17 pro-
bu Shigella flexneri serotip 5'in pInv bolgesinden
elde edilen 17 kb'lik EcoR1 fragmentidir. Digeri,
ial ise EIEC susunun pInv bélgesinden elde edi-
len 2.5 kb'lik HindlIl fragmentidir. Her iki prob
da virulan EIEC suslar1 icin hemen hemen % 100
duyarh ve 6zgil bulunmustur. ial geni sekanla-
rina gore olusturulan 21 bazlik bir oligoniikleo-
tid, poliniikleotid probla ayni duyarlik ve 6z-
gulliikte bulunmustur. Ancak, EIEC suslarmmn
in-vitro pasajlar veya susun saklanmasi sirasimn-
da pINV plazmitini kaybedebilecegi ve bu ne-
denle suslarin digskidan elde edilir edilmez ince-
lenmesi gerektigi bildirilmektedir??. Son za-
manlarda PCR ile yapilan arastirmalarda EIEC
ve Shigellamin Inv plazmitinde bulunan invaz-



yonla iliskili ipa veya ipaH genlerinin saptanma-
sina yonelik primerler giindeme gelmistir®19).
lal, ipa veya ipaH primerleri, EIEC suslarinin
identifikasyonunda, diger E.coli patotipleri ile
birlikte coklu PCR sistemi icinde siklikla kulla-
nilmaktadir19.243D. Ayrica, diski 6rneklerinde
ipaC antijenini saptayan monoklonal antikorla-
rin kullanildig1 bir ELIZA yontemi ve ipaC geni-
ne yonelik koloni blot yontemleri gelistirilmis-
tir. Uygulamasi kolay olan bu yontemlerin tara-

ma amaciyla kullanilabilecegi bildirilmekte-
dir(22,29).

EAEC INFEKSTYONLARININ TANISI

EAEC suslar1 enterotoksin (LT veya ST)
olusturmayan ve HEp-2 hiicrelerinde agregatif
aderans (AA) paterni gosteren E.coli suslari ola-
rak tanimlanmugtir??). Bu giin bu patotipe 6zgii
virulans faktorleri tizerinde yogun olarak cali-
silmakla birlikte EAEC'nin hangi yolla persistan
ishale yol agtig1 heniiz tam olarak bilinmemek-
tedir®2). Bu nedenle tan1 yontemleri de bakteri-
nin bugtin bilinen virulans 6zelliklerine dayani-
larak gelistirilmistir.

1.Serotiplendirme:

EAEC suslarin cogu agregatif 6zelliklerine
bagh olarak genellikle otoagliitinasyon verirler;
bu tip, tiplendirilemeyen veya O antijeni bulun-
mayan R (rough) tipi suslar fenotipik yontem-
lerle tanimlanamamaktadirlar(11,32). Ayrica EA-
EC grubu oldukga heterojen bir gruptur®. Bir
calismada 143 EAEC susunun 93'lintiin serotip-
lendirilebildigi ve serotiplendirilen 93 susun 47
farkli serotipte oldugu saptanmistirD). Bu ne-
denlerle serotiplendirme yonteminin EAEC ta-
nisinda fazla énemi yoktur2).

2.Hiicre kiiltiiriinde aderans fenotipinin
gosterilmesi

EAEC tamisinda altin standart yontem
E.colimin digkidan izolasyonu ve hiicre kiiltii-
rilnde AA paterninin gosterilmesidir. Bu amag-
la HEp-2 hiicreleri kullanilir; hiicrelere tugla yi1-
g1 sekilde tutunan bakteri kiimelerinin gortil-
mesi EAEC suslar icin ¢ok tipiktir(2032). HEp-2
hiicre kiiltlirtine bir alternatif olarak, geleneksel
yontemle kiyaslandiginda % 98 duyarlilik ve
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% 100 ozgiilliige sahip formalinle fikse edilmis
HEp-2 hiicreleri de kullanilabilir(10).

EAEC identifikasyonunda hiicre aderans
testinin yerine gececek daha basit yontemler ta-
rif edilmistir(’®. Bu yontemler arasinda polis-
tren lizerinde biyofilm tabakasi ve siv1 besiyeri-
nin yiizeyinde ince bir zar (pelikiil) olusumu-
nun aranmasi sayilabilir.

3.Molekiiler yontemler

EAEC suslarinin ¢ogunda agregatif ade-
ransla ilgili ve gesitli virulans genlerini tasiyan
yiiksek molekiil agirlikli bir plazmit (pAA) bu-
lunur. Bu plazmitte enteroagregatif 1siya direng-
li toksin-1 (EAST-1) geni (astA) ve ayrica AAF/I,
AAF/II ve AAF/III't kodlayan genler bulunur.
HEp-2 hiicrelerine tipik aderans gosteren sus-
lardan yiiksek molekiil agirlikli plazmiti bulu-
nanlarm "tipik EAEC suglar1”, buna kargin plaz-
miti bulunmayan suslarin "atipik EAEC suslar1”
oldugu kabul edilmistir®?. EAEC plazmitinde
ayrica antiagregasyon protein transporter geni
(aat) ve diger farkli genler de bulunur. Patojen
EAEC tanisinda molekiiler bir yontemle identi-
fikasyon yapabilmek amaciyla bu ve diger kimi
genlerin hedef secildigi cesitli molekiiler yon-
temler tarif edilmigtir(32).

[k olarak 6zgiil bir DNA probu (AA veya
CVDA432 probu) tanimlanmis ve gesitli calisma-
larda kullanilmistir®.10,19.32), Daha sonra EAEC
icin PCR yontemi gelistirilmis ve yaygin olarak
kullanilmaya baglamugtir®?). Son veriler AA
probunun, virulans geni oldugu diisiiniilen an-
ti-agregasyon protein transporter (aat) genine
karsilik geldigini gostermektedir(19). Jenkins ve
ark.0D'nin, EAEC suglarin1 tanimlayabilmek
i¢in farkli problar kullandiklar1 ¢alismalarinda
HEp-2 pozitif suglarin ¢ogunun aat pozitif oldu-
gu saptanmistir. 143 EAEC susunun 128'inde
(% 90) aat geni pozitif bulunmus, bununla bir-
likte HEp-2 hiicre kiiltiirdi ile saptanan EAEC
suslarinin % 10'u PCR'la negatif sonug vermis-
tirD. Daha sonra diski kiiltiirlerinden izole edi-
len tipik ve atipik EAEC suslarini tanimlayabil-
mek amaciyla aat genine ilave olarak pheU pa-
tojenite adasinda bulunan kromozomal bir gene
(aai) veya EAST genine (astA) 6zgi farkli pri-
merlerin kullanildigi ¢oklu PCR yontemi tarif



edilmistir(12). Bu genlerin tek bagina EAEC'yi ta-
nimlayici 6zellikte olmadigi, buna ragmen bir-
den fazla primerin kullanilmasiyla pozitiflik
oraninin arttig1 ileri siirtilmistiir(12).

EAEC grubunda agregatif aderansla ilgili
genlerdeki heterojenlik nedeniyle tanida tek bir
hedef genin secilememesi molekiiler yontemler-
le bu bakterilerin genotipik identifikasyonu
gliclestirmektedir(10.1132), Son calismalarda aatA
geni ve diger kimi virulans faktorlerinin AggR
kontrolii altinda oldugu ve bu nedenle tipik
EAEC susglarinda belirleyici olarak kabul edilen
aggR geninin tanida kullanilabilecek daha giive-
nilir bir hedef oldugu bildirilmistir.19). Bugiin
i¢cin HEp-2 hiicre kiiltiirti ve heniiz hicbiri % 100
0zgil bulunmayan CVD432 probu ve/veya
¢oklu PCR yontemleri tani i¢in kullamilmakla
birlikte gittikce artan oranda izole edilmeye bag-
layan bu patotipin tanusinda daha duyarl;, 6z-
giil ve pratik yontemlerin gelistirilmesi icin ca-
lismalar devam etmektedir(®,32),

DAEC INFEKSIYONLARININ TANISI

Kimi yazarlarca potansiyel patojen olarak
kabul edilen, bir ¢ok ¢alismada saglikli kontrol-
lerde de saptanan ve bu nedenle patojenligi ha-
1a tartismali olan DAEC suglar1 (6nceki adi
HEp-2 aderan E.coli) HEp-2 aderans testinde
hiicre yiizeyini tamamen kaplayan diffiiz (yay-
gin) aderans (DA) paterni gostermeleriyle tani-
nurlar(619.20.26). DAEC identifikasyonu igin ge-
sitli DNA problar1 ve PCR testleri onerilmis-
tir(19),

Hem tropatojen hem de ishal etkeni
E.coli'lerle ilgili olarak daa operonu ve afa gen
kiimeleri tanimlanmustir. daa operonunda bulu-
nan genlerin diffiiz aderansla ilgili bir fimbriya
adezini olan F1845'i (Dr hemagliitinin ile iligkili
bir fimbriya adezini), afa genlerinin ise fimbriya
disindaki adezinleri kodladig1 bildirilmekte-
dir(620). DAEC'nin daaC geninden tiiretilen 700
baz ciftlik poliniikleotid bir fragment, DNA
probu (pSML852 ya da F1845 probu) olarak kul-
lanilmaktadir(36.20,26). Calismalardan farkli so-
nuglar alinmakla birlikte DAEC suslarinin yak-
lasik % 75'inin F1845 gen probu ile pozitif sonug
verdigi bildirilmektedir. Ancak F1845 ile Dr ai-
lesinden diger adezinlerin genetik iliskisi nede-
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niyle bu prob ile yalanc pozitif sonug almna-
bilmektedir0). Digki rneklerinden izole edilen
ishal etkeni E.coli patotiplerinin tanusinda ¢oklu
PCR yo6ntemi ile yapilan bir calismada DAEC
tanisinda daaE geninin amplifikasyonu igin kul-
lanilan bir primerle basarili sonug alindigi®D,
yine ¢oklu PCR yonteminin kullanildig1 son bir
calismada daha korunmus bir gen olan daaD ge-
nine yonelik primerler ile % 100 6zgil, % 99 du-
yarli sonug alinabildigi bildirilmistir”). Bu bak-
terilerin gergek virulans faktorleri tanimlandik-
¢a tan1 yontemleri de gelisecektir.
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