
ÖZET

‹shalle iliflkili alt› farkl› Escherichia coli patotipi tan›mlanm›flt›r. Barsak patojeni olmayan E.coli’lerle bir çok özellikle-
rinin ortak olmas› bu patotiplerin d›flk›dan izolasyon ve identifikasyonunu güçlefltirmektedir. Bugün, E.coli patotiplerinin her
birini saptayan çeflitli tan› yöntemleri tarif edilmifl olmakla birlikte bir k›sm› rutin laboratuvarlar için uygun de¤ildir. Son
y›llarda virulans faktörlerinin saptanmas›na yönelik moleküler tan› yöntemleri s›kl›kla kullan›lmaktad›r. Bu yaz›da E.coli is-
hallerinin tan›s›nda kullan›lan yöntemler ile bu yöntemlerin avantajlar› ve dezavantajlar› tart›fl›lm›flt›r. 

Anahtar sözcükler: Escherichia coli, ishal, E.coli ishallerinin laboratuvar tan›s›

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. 
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Escherichia coli basit besiyerlerinde bile
üreyebilen ve kültürden kolayl›kla izole edilen
bir bakteridir. Ancak E.coli'nin patojen sufllar›
ile normalde barsakta kommensal yaflayan ve
patojen olmayan sufllar›n›n birçok özellikleri or-
takt›r. Bu nedenle d›flk› floras›nda bulunan E.coli
sufllar› içinden virulan tipleri ay›rt ederek bar-
sak infeksiyonlar›n›n tan›s›n› koymak kolay de-
¤ildir. ‹shal etkeni E.coli’lerin antijenlerini, tok-
sinlerini, virulans genlerini saptamaya yönelik
çok say›da tan› yöntemi tarif edilmifltir. Bu yön-
temler genellike E.coli patotiplerini baflar›yla
saptayabilmekle birlikte bir k›sm› henüz rutin
kullan›ma uygun de¤ildir(2).

‹shal yapan E.coli'ler patojenik özellikleri-
ne göre patotiplere (veya virotiplere) ayr›l›rlar.
Bugün için alt› farkl› E.coli patotipi tan›mlan-
m›flt›r: 1. Shiga toksin oluflturan 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 (E‹EC), 5. Ente-
roagregativ E.coli (EAEC) ve 6. Diffüz aderan
E.coli (DAEC). Ancak bunlardan diffüz aderan
E.coli (DAEC)'nin klinik önemi henüz tart›flma-
l›d›r(19,20).

STEC ‹NFEKS‹YONLARININ TANISI

Shiga toksin (Stx) oluflturan E.coli (STEC)
sufllar›n›n bir k›sm› EPEC sufllar›nda oldu¤u gi-
bi A/E (ba¤lan›p yüzeyini bozma) etkisi göste-
rebilen ya da A/E lezyonu oluflturan sufllard›r.
Bu tip A/E fenotipindeki STEC sufllar› entero-
hemorajik E.coli (EHEC) olarak da adland›r›l-
maktad›r(5). Bu yaz›da bu sufllardan genel tan›-
m›yla STEC olarak söz edilecektir. 

STEC infeksiyonlar›n›n tan›s› daha çok s›k
izole edilen ve ciddi komplikasyonlar› (HÜS ve
hemorajik kolit) nedeniyle öne ç›kan bir serotip
olan O157:H7 üzerine yo¤unlaflm›flt›r. Geliflen



tekniklere ra¤men O157 d›fl›ndaki STEC infeksi-
yonlar›n›n tan›s› daha zordur. Tan›da kullan›lan
yöntemler: 

1. Do¤rudan bakterinin saptanmas›
STEC izolasyonu için do¤rudan d›flk› ör-

ne¤inden kültür yap›l›p izole edilen kuflkulu
kolonilerde Stx varl›¤› araflt›r›labilir. Stx testi
pozitif olan d›flk› örneklerinden de kültür yap›-
labilir(19).

STEC O157:H7 kültürü: STEC içinde en
s›k rastlanan serotipler olan O157:H7 ve O157:H -
sufllar›n›n ço¤u, di¤er E.coli' lerin aksine sorbito-
lu bir gecelik inkübasyondan sonra fermente et-
mezler. Di¤er E.coli sufllar›n›n % 80 kadar› ise
sorbitolu h›zl› fermente eder. Bakterinin bu
özelli¤inden yararlan›larak standart MacCon-
key besiyerine % 1 laktoz yerine % 1 sorbitol ila-
vesiyle sorbitollü MacConkey (SMAC) agar ge-
lifltirilmifltir(17,19,20,28). SMAC agarda O157 sufl-
lar›n›n (ço¤unun) oluflturduklar› fleffaf görü-
nümlü (sorbitol negatif) en az 3-10 koloni seçile-
rek biyokimyasal ve di¤er özellikleri aç›s›ndan
incelenir(20).

Biyokimyasal identifikasyon: ‹zole edi-
len kuflkulu sufllar›n biyokimyasal olarak E.coli
oldu¤u do¤rulanmal›d›r. Çünkü N grubu Sal-
monella, Yersinia enterocolitica serotip O9, Citro-
bacter freundii ve Escherichia hermanii gibi di¤er
kimi bakteriler O157 antiserumu veya lateks
ay›rac› ile çapraz 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 siyanür varl›¤›nda üreme (E.coli
üremez, E.hermanii ürer) özellikleri ile ayr›labi-
lir(20,28). Ayr›ca yeni bir tür olan Escherichia al-
bertii de ticari identifikasyon sistemlerinde (veri
taban›na dahil edilmedi¤inden) Salmonella, Haf-
nia, Yersinia, inaktif E.coli veya bazen de E.coli
O157:H7 olarak tan›mlanabilmektedir(5,19).
O157:H7 sufllar›n›n bir di¤er ay›r›c› özelli¤i kat›
besiyerinde ramnozu fermente etmemeleridir;
sorbitol negatif olan di¤er serogruplardan E.coli
sufllar›n›n % 60'› ramnozu fermente eder(20).

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

rotiplendirmesi yap›labilir. E.coli'nin bugüne
kadar 181 O antijeni ve 56 H antijeni tan›mlan-
m›flt›r. ‹shalle iliflkili gerçek serotip kombinas-
yonu say›s› daha s›n›rl›d›r. Serotiplendirmede,
sufl önce O157, daha sonra agar oran› düflük bir
besiyerinde pasaj yap›larak H7 antiserumu (ve-
ya lateks ay›rac›) ile denenir(19,20). O157 antijeni
negatif bulunan sufllar›n di¤er O ve H antijenle-
ri genellikle referans laboratuvarlarda araflt›r›-
l›r(19). O157 ve H7 antijenlerine karfl› haz›rlan-
m›fl, floressein, peroksidaz veya fosfatazla kon-
juge edilmifl O157 antikorlar›n› da haz›r olarak
bulmak mümkündür(20).

CDC verilerine göre, insandan izole edilen
O157 sufllar›n›n yaklafl›k % 85 kadar› O157:H7
serotipinde, % 12 kadar› hareketsiz ve % 3 kada-
r› da H7 d›fl›nda bir H tipinde bulunmufltur. Ha-
reketsiz olan E.coli O157 sufllar› (O157:NM) da
genellikle Stx olufltururlar(17,19). Bu nedenle ha-
reketsiz olan veya H7 antijeni negatif bulunan
sufllar da ayr›ca Stx yönünden araflt›r›lmal›-
d›r(19,20,23). ‹shal etkeni E.coli sufllar›n›n serotip-
lendirmesi özellikle epidemiyolojik aç›dan
önemlidir; ancak pahal› ve zaman al›c› oldu-
¤undan her laboratuvarda yap›lamamakta-
d›r(19).

Modifiye SMAC besiyerleri: Ay›r›c› ve
seçici özelliklerinin artt›r›lmas› amac›yla SMAC
agar besiyerinin çeflitli modifikasyonlar› geliflti-
rilmifltir. Sefiksim-tellüritli SMAC (CT-SMAC)
agar, selektif özelli¤i nedeniyle Stx oluflturan
E.coli O157:H7 (ve Shigella sonnei) sufllar›n›n üre-
mesine olanak verirken di¤er E.coli'lerin üreme-
sini k›smen ya da tamamen inhibe eder. Ancak
kimi Stx oluflturan O157:H- sufllar›n›n CT-
SMAC agarda üremedikleri bildirilmekte-
dir(14,19,20). Besiyerine ilave edilen novobiyosi-
nin O157:H7 sufllar› için seçicili¤i artt›r›c› etkisi
vard›r. Sefiksimli SMAC agara sorbitol yan›nda
ramnoz da ilave edilerek gelifltirilen CR-SMAC
besiyerinde O157:H7 serotipine ait renksiz kolo-
nilerin oran›n›n artt›¤› bildirilmifltir(20).

Beta-glukuronidaz (MUG) testi ve Rain-
bow agar: E.coli O157:H7 di¤er E.coli sufllar›n-
dan beta-D-glukuronidaz oluflturmamas› ile
fark gösterir. Beta-D-glukuronidaz enzimi floro-
jenik olarak [(4-methyl-umbelliferyl-D-glucuro-
nide (MUG) kullan›larak)] veya kolorimetrik
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olarak (5-bromo-6-chloro-3-indolyl-beta-D-glu-
curonide ilave edilmifl agarda) saptanabi-
lir(19,23). Ancak bu özellik O157 d›fl›ndaki STEC
sufllar›n›n veya sorbitol pozitif O157 STEC sufl-
lar›n›n saptanmas› için uygun de¤ildir(23). E.coli
O157 sufllar›n›n beta-glukuronidaz negatif özel-
li¤i haz›r bir besiyeri olan Rainbow agar O157
besiyerinde (Biolog, Inc., Hayward, CA.) araflt›-
r›labilmektedir. Kromojenik ay›r›c› bir besiyeri
olan Rainbow agarda glukuronidaz negatif, ga-
laktozidaz pozitif O157:H7 sufllar› siyah veya
gri renkte, kommensal sufllar ise pembe renkte
koloni olufltururlar(17,20,23). Bugüne kadar Rain-
bow agar›n etkinli¤ini araflt›ran çal›flmalar çok
s›n›rl› olmakla birlikte, bir çal›flmada SMAC'a
göre daha üstün bulunmufltur(21). Nadiren
MUG pozitif, üreaz pozitif STEC O157 sufllar›
da izole edilmektedir(19).

Ayr›ca CHROMagar O157 (Becton Dickin-
son) haz›r besiyerinde de O157 sufllar› aç›k mor,
di¤er bakteriler mavi veya renksiz koloni olufl-
tururlar. SMAC besiyerinde veya bu tip kromo-
jenik besiyerlerinde izole edilen olas› bir O157
suflunun kesin tan›s› için mutlaka Stx oluflumu
gösterilmelidir(23).

Enterohemolizin (Ehly) testi ve enterohe-
molizin agar: ‹nsandan izole edilen Stx olufltu-
ran O157 STEC sufllar›n›n % 90 kadar› ve O157
d›fl›ndaki STEC sufllar›n›n % 60-80'i enterohe-
molizin (Ehly) olarak adland›r›lan tipik bir E.co-
li hemolizini olufltururlar; bu hemolizin di¤er
E.coli sufllar›n›n oluflturdu¤u α-hemolizinden
farkl›d›r. Bu özellik selektif olmayan ancak ay›-
r›c› bir besiyeri olan enterohemolizin agar [ör-
ne¤in, kalsiyum ilave edilmifl y›kanm›fl koyun
kanl› agar (WSBA-Ca)]’da incelenebilir. Bu yön-
temin bir dezavantaj› ekim yap›ld›ktan 3-4 saat
sonra hemolitik kolonilerin incelenmesi (α-he-
molizin belirginleflir) ve tekrar bir gece inkübas-
yona b›rak›lmas›d›r (hem α-hemolizin hem de
enterohemolizin belirginleflir)(20). WSBA-Ca be-
siyerine mitomisin C ilave edilmesi “Ehly” he-
molizinin görülmesini kolaylaflt›r›r ve bu akti-
veteye sahip O157 d›fl›ndaki STEC sufllar›n›n
oran›n› artt›r›r(19). O157 d›fl›ndaki STEC sufllar›-
n›n bir k›sm› enterohemolitik fenotip gösterme-
di¤inden ayr›ca enterohemolitik özellikte olup
toksin oluflturmayan sufllar bildirildi¤inden

WSBA-Ca besiyeri ile birlikte ilave tan› yöntem-
leri kullan›lmal›, izole edilen enterohemolitik
koloniler daha sonra Stx pozitifli¤i aç›s›ndan in-
celenmelidir(19,20).

Zenginlefltirme/immunomanyetik ay›r-
ma: Besin maddelerinden STEC O157 izolasyon
oran›n› artt›ran bir teknik olan immünomanye-
tik ay›rma (IMS) yöntemi d›flk› örneklerinin kül-
türüne adapte edilmifltir(14). Bu yöntemde d›flk›-
n›n GN buyyonunda veya vankomisin, sefiksim
ve sefsulodin ilave edilmifl tamponlu peptonlu
suda k›sa bir ön zenginlefltirme ifllemini, antikor
kapl› manyetik boncuklarla inkübasyon ve son-
ras›nda manyetik ay›rma ifllemi takip eder. Pa-
ramanyetik boncuk-bakteri kompleksi tekrar
süspansiyon yap›larak SMAC, CT-SMAC veya
CR-SMAC agar besiyerlerine yay›l›r(14,20). IMS
yöntemi hastal›¤›n ileri dönemlerinde d›flk›da
az say›da bakteri bulundu¤unda, asemptomatik
tafl›y›c›lardan veya uygun olmayan flekilde bek-
lemifl örneklerden STEC O157 izolasyon oran›n›
artt›ran oldukça duyarl› bir yöntemdir. O157,
O111 ve O26 için IMS boncuklar› (Dynabeads
anti-E.coli O157; Dynal, Inc, NY) ticari olarak
mevcuttur ya da laboratuvarlar kendileri di¤er
O antijenlerine özgül antikorlarla boncuklar ha-
z›rlayabilirler(14,19,20).

STEC hangi koflullarda aranmal›d›r?
E.coli O157 infeksiyonlar›n›n artan insidensi ve
özellikle ciddi komplikasyonlar› nedeniyle
CDC 1993 y›l›nda tüm d›flk› örneklerinin ya da
en az›ndan kanl› olanlar›n SMAC besiyeri kulla-
n›larak E.coli O157:H7 kültürünün yap›lmas›n›
önermifltir(17,19). Bugüne kadar STEC aran›p
aranmayaca¤›n› belirleyecek d›flk›da kan varl›-
¤›ndan baflka gözle görülür bir kriter bildirilme-
mifltir. Hastalar›n ancak yar›s›ndan az›nda d›fl-
k›da lökosit saptand›¤›ndan d›flk›da lökosit ba-
k›lmas› da yard›mc› bir kriter de¤ildir(20).

D›flk›da STEC saptanmas› için kullan›lan
tan› testlerinin (kültür ve di¤er yöntemler) rutin
mikrobiyoloji laboratuvar›na adaptasyonu ek
bir maliyet getirmektedir; laboratuvar lokal pre-
valans verilerini de gözönünde bulundurarak
birim maliyeti düflürmek ya da bu testleri rutin
testlere ilave etmek veya en az›ndan kanl› d›flk›-
lara uygulamak konusunda karar vermek zo-
rundad›r. Prevalans›n düflük oldu¤u kimi böl-
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gelerde laboratuvarlar›n bu bakterileri aramaya
bafllamas›yla olgu say›s›n›n artabildi¤i kayde-
dilmifltir(17,19,20). Çok merkezli bir çal›flmada,
O157 kültürü yap›lmas›nda d›flk›da kan bulun-
mas› tek kriter olarak kullan›ld›¤›nda d›flk›lar›n
% 3'ünün incelenmesiyle tüm O157 infeksiyon-
lar›n›n % 63'ünün saptanabildi¤i; d›flk›da gözle
görülebilir kan bulunmas› veya d›flk›da kan hi-
kayesinin olmas› durumunda örneklerin %
22'sinin incelenmesiyle olgular›n % 90'›ndan
fazlas›n›n saptand›¤› bildirilmifltir(27). Bununla
birlikte, tan› tekniklerinin gelifltirilmesiyle, viru-
lans faktörlerini saptayan yöntemlerin kullan›l-
d›¤› son çal›flmalar STEC infeksiyonlar›n›n yar›-
s›na yak›n›n› O157 d›fl› STEC sufllar›n›n olufltur-
du¤unu göstermektedir(17). Bu nedenle tan›da
“serotipe özgül olmayan” virulans faktörlerini
saptayan testlerin kullan›lmas› önerilmekte-
dir(17).

Kültür için d›flk› örne¤i ne zaman al›n-
mal›d›r? STEC sufllar›n›n izolasyonu, kültürün
hastal›¤›n erken döneminde yap›lmas›na ba¤l›-
d›r. Yap›lan prospektif bir çal›flman›n sonuçlar›-
na göre, ishalin bafllamas›ndan itibaren 2 gün
içinde al›nan örneklerden kültür yap›ld›¤›nda
izolasyon oran›n›n % 100 oldu¤u, ishalin baflla-
mas›ndan 3-6 gün sonra veya daha uzun süre
sonra kültür yap›ld›¤›nda ise izolasyon oran›n›n
s›ras›yla % 91.7 ve % 33 oldu¤u bildirilmifltir(30).
Bu nedenle HÜS belirtileri kendini gösterdi¤in-
de genellikle hastalar›n üçte ikisinin d›flk›s›nda
E.coli O157:H7 olmad›¤› söylenebilir. Bunun ak-
sine kimi hastalar infeksiyondan haftalarca ve-
ya aylarca sonra d›flk›lar›yla bakteri ç›karabil-
mektedirler(20,23).

Biyogüvenlik sorunlar›: E.coli O157:H7 ve
di¤er Stx oluflturan E.coli sufllar› klinik mikrobi-
yologlar için en tehlikeli barsak patojenlerinden
biridir. Bugüne kadar laboratuvardan kazan›l-
m›fl ve sonras›nda böbrek yetmezli¤i ve hemo-
rajik kolit geliflen en az üç E.coli O157:H7 infek-
siyonu bildirilmifltir(4,20). Bunlar›n hiçbirinde
gözle görülür bir kaza veya kurallara uymama
gibi bir durum olmad›¤›, bu durumun olas›l›kla
bakterinin infeksiyon dozunun çok düflük ol-
mas›yla iliflkili oldu¤u ileri sürülmüfltür(5). ‹n-
giltere'de STEC yeniden s›n›fland›r›larak risk 2
grubundan Salmonella Typhi ve Shigella dysente-

riae tip1'in bulundu¤u risk 3 grubuna al›nm›fl-
t›r(4,20).

2. D›flk›da O157 antijeni saptanmas› 
D›flk› örneklerinde E.coli O157 antijenini

saptayan serotipe özgül kitler gelifltirilmifl-
tir(13,20). Poliklonal ve FITC (fluorescein isothi-
ocyanate) ile iflaretli anti-O157 antikorlar›n›n
kullan›ld›¤› direkt immunfloresan boyama ile 2
saat kadar bir süre içinde E.coli O157 saptanabil-
mektedir. D›flk›da O157 antijenini saptayan tica-
ri ELISA kitleri (LMD, LMD Laboratories; Pre-
mier E.coli O157, Meridian Diagnostics) ile de 1
saatte sonuç al›nabilmektedir. Hem immünflo-
resan hem de ELISA testleri benzer duyarl›l›k
göstermekle birlikte SMAC kültürüne göre da-
ha duyarl›d›rlar(23). Bu yöntemlerin bir avantaj›
do¤rudan d›flk›ya uygulanabilmesidir; sadece
E.coli O157'yi saptayabilmesi ve göreceli pahal›
olmas› dezavantajlar› aras›ndad›r(17). O157 anti-
jeni saptand›¤›nda yine Stx yönünden do¤rula-
ma yap›lmal›d›r(23).

3.Virulans faktörlerinin saptanmas›
3.1. Shiga toksin (Stx) araflt›r›lmas›nda

kullan›lan yöntemler
STEC sufllar›n›n bakteriyofajdaki genlerle

kodlanan iki farkl› Shiga toksini [ya da verotok-
sini (Stx1 ve Stx2)] vard›r. Ayr›ca, Stx2'nin Stx2c,
Stx2d, Stx2e, Stx2f gibi birkaç varyant› bulu-
nur(17,19). STEC sufllar› bu toksinlerinden birini
ya da her ikisini birden olufltururlar. Stx veya
Stx'i kodlayan genler çeflitli biyolojik, immüno-
lojik veya moleküler yöntemlerle saptanabil-
mektedir(19).

a. Hücre kültürü sitotoksisite deneyleri
D›flk›da sitotoksin aktivitesinin Vero (Afri-

ka yeflil maymun) hücre kültürü ile gösterilme-
si alt›n standart yöntemdir. Vero hücrelerinin
plazma membranlar›nda yüksek konsantras-
yonda Gb3 reseptörleri ve ayr›ca Gb4 reseptörü
(Stx2e için tercih edilen reseptör) bulundu¤un-
dan bu hücreler bilinen tüm Stx varyantlar›na
çok duyarl›d›rlar(23). Bu deneyde suland›r›lm›fl
d›flk› örne¤i veya bakteri kültür süspansiyo-
nunun inoküle edildi¤i hücreler sitopatik etki
yönünden incelenir. Kar›fl›k d›flk› kültürünün
polimiksin-B ile muamelesiyle hücre kültürü-
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nün duyarl›l›¤› artt›r›labilmektedir(20,23).
Hücre kültürü rutin mikrobiyoloji labora-

tuvarlar›nda uygulanmas› zor ve sonuçlar› 48-
72 saatten önce elde edilemeyen bir yöntemdir.
Ayr›ca, sitotoksisite pozitifli¤inin di¤er bakteri-
lere ait ürünler veya toksinlerin bir sonucu ola-
bilece¤i, bu nedenle pozitif örneklerin daima
Stx1 ve Stx2'ye karfl› özgül (tercihen monoklo-
nal) antikorlarla nötralizasyon testi ile do¤ru-
lanmas› gerekti¤i bildirilmektedir(2,20,23).

b.‹mmünolojik testler
ELISA yöntemi ile Stx saptanmas›: D›flk›-

dan ve d›flk› kültürlerinden do¤rudan Stx1 ve
Stx2 saptanmas›nda kullan›lan çok say›da ELI-
SA testi gelifltirilmifltir(13,23). Bu testlerle serog-
ruba ba¤l› olmaks›z›n STEC (veya di¤er Stx
oluflturan türler) saptanabilmekte ve bir gün
içinde sonuç al›nabilmektedir. Sandviç tekni¤i-
nin kullan›ld›¤› ELISA testlerinin ço¤unda ara-
nan toksine karfl› monoklonal veya saflaflt›r›l-
m›fl poliklonal antikorlar kullan›lm›flt›r. Saflaflt›-
r›lm›fl Gb3 (Stx reseptörü) veya kist hidatik s›v›-
s› (Stx'i ba¤lama özelli¤indeki P1 glikoproteini-
ni içerir) da kat› faz› kaplamak için kullan›lmak-
tad›r. Kültür veya do¤rudan d›flk› ile inkübas-
yondan sonra kat› faza kaplanm›fl antikora ba¤-
l› toksin, ikinci bir Stx'e özgül antikor (enzimle
konjuge edilmifl) ilavesiyle saptan›r(23).

Bakteri kültürleri, d›flk› örnekleri ve besin
maddelerinde toksin antijeni saptayabilen Stx
ELISA testleri haz›r ticari kitler halinde mevcut-
tur (Premier EHEC-Meridian Diagnostics;
LMD-LMD Laboratories)(20). Ticari ELISA kitle-
rinin (veya inhouse ELISA testinin) duyarl›l›¤›
kültür ve verositotoksisite testleri ile karfl›laflt›r-
mal› çal›flmalarda genellikle yüksek bulunmak-
tad›r. Bu testlerde duyarl›l›k suflun oluflturdu¤u
sitotoksinin tipi ve miktar›na göre de¤iflebilir.
Polimiksin B ve/veya mitomisin C ilave edilmifl
buyyon kullan›ld›¤›nda Stx üretimi artt›¤›ndan
bu koflullarda, ELISA testlerinin total floran›n
% 0.1'i kadar az miktarda bulunan STEC'i sapta-
yabildi¤i bildirilmifltir(23). Ayr›ca yap›lan iki bü-
yük çal›flmada Premier EHEC ELISA'n›n d›flk›
kültüründen STEC saptanmas›nda en az verosi-
totoksisite testleri kadar duyarl› oldu¤u saptan-
m›flt›r(16,18).

Ters pasif lateks aglütinasyonu (RPLA)

ile Stx saptanmas›: Stx1 ve Stx2'yi saptayan
VTEC-RPLA (Oxoid, Unipath Lt, England), Ve-
rotox F (Denka Seiken, Japan) RPLA yöntemi-
nin uyguland›¤› ticari kitlerdir(20,23). Bu yön-
tem, polimiksin B ile bir seri suland›r›m yap›lan
kuflkulu STEC kültür ekstraktlar› veya kültür
süzüntülerinin Stx1 ve Stx2'ye özgül antikorlar-
la kapl› lateks partikülleri ile inkübasyonu ve 24
saat sonra aglütinasyonun incelenmesi esas›na
dayan›r(23). STEC sufllar›n›n kültür ekstraktlar›-
n›n kullan›ld›¤› bir çal›flmada verositotoksisite
testi ile k›yasland›¤›nda bu test için % 100 du-
yarl›l›k ve özgüllük bildirilmifltir(15). Ancak ka-
r›fl›k d›flk› kültür ekstraktlar›n› kullanan çal›flma
verileri henüz yeterli de¤ildir(23).

Bu tür immünolojik testlerin avantaj›, se-
rotipe özgül olmamalar› nedeniyle tüm STEC
serotiplerini saptayabilmeleri ve sitotoksisite
testlerine göre daha h›zl› ve kolay uygulanabilir
olmalar›d›r; bir dezavantaj› daha pahal› testler-
dir(17,20,23).

c. Moleküler yöntemlerle stx genlerinin
saptanmas› 

DNA ve oligonükleotid problarla hibri-
dizasyon: stx1 ve stx2 genleri klonland›ktan ve
nükleotid sekanslar› belirlendikten sonra STEC
tan›s› için problar gelifltirilmifltir. Bu problar ko-
loni hibridizasyon yöntemiyle d›flk›dan izole
edilen çok say›daki E.coli suflunun veya primer
izolasyon besiyerlerinde üreyen kolonilerin stx
genleri varl›¤› aç›s›ndan do¤rudan taranmas›
amac›yla kullan›lmaktad›r. stx1 ve/veya stx2
genleri bulunan sufllar›n ay›r›m›n› sa¤layan bu
yöntem duyarl› ve özgül bir yöntemdir ancak
s›v› besiyerindeki kültürler veya d›flk› ekstrakt-
lar›n›n taranmas› için duyarl› de¤ildir(23).

PCR: stx genlerinin sekans bilgileri elde
edilince PCR'la bu genlerin amplifikasyonu için
çok çeflitli oligonükleotid primer setlerinin ta-
sarlanmas› mümkün olmufltur. Kar›fl›k veya tek
koloni, kar›fl›k buyyon kültürü hatta do¤rudan
d›flk› veya besin ekstrakt› PCR'da kullan›labilir.
Bu güne kadar tarif edilen stx-PCR deneylerinin
bir k›sm›nda stx1, stx2 ve bazen de stx2 varyant-
lar› için farkl› primer çiftleri ayn› reaksiyonda
kullan›lmaktad›r. Di¤er bir k›sm›nda ise tüm stx
genlerini amplifiye edebilen tekli bir primer çif-
ti kullan›lmakta ve sonras›nda gen tipinin belir-
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lenmesi için 2. bir PCR döngüsü veya do¤rudan
amplifiye fragmentteki tipe özgü sekanslara
karfl› iflaretli oligonükleotidlerle hibridizasyon
yap›lmaktad›r. Duyarl›l›¤› artt›rmas›n›n yan›n-
da, ikinci bir hibridizasyon aflamas›n›n amplifi-
ye ürünün belirlenmesinde do¤rulama yapmas›
aç›s›ndan da faydas› vard›r. Ayr›ca, stx2 genle-
rinin amplifiye k›s›mlar›n›n restriksiyon analizi
yap›larak stx1 ve stx2 varyantlar›n›n ay›r›m›
sa¤lanabilmektedir(23).

PCR yöntemi stx genlerinin araflt›r›lmas›
amac›yla do¤rudan d›flk› ve g›da maddeleri gibi
kompleks örneklere uygulanabilir ancak bu tip
örneklerde Taq polimeraza inhibitör özellikte
maddeler bulunabildi¤i için direkt ekstraktlar
kal›p (template) olarak kullan›ld›¤›nda duyarl›-
l›k ço¤unlukla optimalin alt›nda olmaktad›r. Bu
tür örnekler kullan›laca¤›nda duyarl›l›¤›n artt›-
r›lmas› için kal›p DNA'n›n buyyon kültürlerin-
den ekstrakte edilmesi önerilmektedir. En az 4
saat buyyonda zenginlefltirme hem örnekteki
inhibitörlerin seyreltilmesini sa¤lar hem de bak-
teri üremesi nedeniyle hedef sekans›n kopya sa-
y›s› artm›fl olur. ‹ncelenen örnekte STEC az say›-
da bulunabilece¤inden PCR'da duyarl›l›¤›n op-
timizasyonu son derece önemlidir. Ayr›ca, özel-
likle stx2 genlerinde sekans polimorfizmi oldu-
¤u bilinmektedir. Primer ve hedef aras›nda se-
kansta uyuflmazl›k olmas› (özellile primerin 3'
ucunda) ba¤lanma etkinli¤ini bariz bir flekilde
azalt›r bu da do¤rudan PCR'›n duyarl›l›¤›n› et-
kiler. Primer seçerken (veya olufltururken) se-
kans heterojenitesi bildirilen bölgelerin kullan›l-
mamas›na dikkat edilmelidir. Hem stx1 hem de
stx2'nin amplifikasyonu için tekli primer çiftle-
rininin kullan›ld›¤› PCR deneylerinde bu komp-
likasyonun daha az görüldü¤ü bildirilmektedir.
PCR genellikle referans laboratuvarlar›n›n kul-
land›¤›, deneyim gerektiren bir yöntem olmakla
birlikte bugün klinik laboratuvarlar›n bir k›s-
m›nda uygulanmaya bafllam›flt›r(23).

3.2. Di¤er virulans faktörlerinin saptan-
mas›

Stx genlerinin s›kl›kla kaybolabildi¤i
(özellikle hastal›¤›n ileri dönemlerinde) bilin-
mektedir. Bu nedenle, STEC sufllar›n›n virulans-
la iliflkili di¤er genlerinin araflt›r›lmas›na yöne-
lik problar ve PCR yöntemleri gelifltirilmifltir.

Bu genlerden tan›da en s›k olarak yararlan›lan-
lar afla¤›da belirtilmifltir(20,23).

a. eae geni: Enterositlerde A/E lezyonu
oluflmas›ndan sorumlu olan ve bakterinin ente-
rosite s›k›ca tutunmas›n› sa¤layan intimini kod-
layan kromozomal eae geninin saptanmas›na
yönelik problar ve ayr›ca primerlerin kullan›ld›-
¤› PCR yöntemi tan›da s›kl›kla kullan›lmaya
bafllam›flt›r(5,17,19). eae geni bulunan STEC suflla-
r› ishal oluflturabilirler ancak, hemorajik kolit ve
HÜS'la iliflkili patolojik lezyonlar Stx’in etkisi
nedeniyledir. HÜS'lu ve hemorajik kolitli hasta-
lardan eaeA geni bulunmayan STEC sufllar›n›n
izole edildi¤i de bildirilmifltir(17). Ayr›ca eae ge-
ni EPEC'lerde de bulundu¤undan tek bafl›na in-
timinin saptanmas› yeterli olmay›p deneylerde
eae geni ile birlikte stx geni de araflt›r›lmal›-
d›r(17,24).

b. hlyA (ehxA) geni: Plazmit kaynakl› en-
terohemolizin geninin (hlyA) varl›¤› ile STEC
suflunun ciddi seyirli infeksiyona yol açabilme
kapasitesi aras›nda iliflki oldu¤u düflünüldü-
¤ünden hlyA geninin saptanmas›n›n klinik öne-
mi olabilece¤i bildirilmektedir. Bu amaçla hlyA
(ehxA) gen probu ve PCR primerleri tan›mlan-
m›flt›r(2,19,23).

eae geninin 3' k›sm›ndaki sekans varyasyo-
nundan yararlan›larak yap›lan PCR deneyleri
O157 serotipinin di¤er serotiplerden ay›r›m›nda
kullan›labilmektedir. Bununla birlikte O157,
O111 ve O113 gibi E.coli serogruplar›nda O an-
tijen biyosentezini kodlayan genetik lokusa (rfb
bölgesi) ait sekans›n bilinmesi serogruba özgül
daha güvenilir PCR yöntemlerinin geliflmesini
sa¤lam›flt›r. STEC O157:H7 ile ilgili olarak sap-
tanabilecek di¤er iki genetik faktörden biri H7
antijenini kodlayan flih7 geni, di¤eri O157:H7
sufllar›nda beta-glukuronidaz negatif fenotipten
sorumlu uidA geninde tek bazl›k mutasyondur
(mismatch amplifikasyon mutasyon deneyi ile
saptan›r)(23).

3.3. Çoklu (multipleks) PCR
STEC'in çeflitli virulans faktörlerine yöne-

lik PCR primerleri çoklu PCR deneylerinde tek
bir örnekte birarada kullan›labilmektedir(17,23).
Kimi laboratuvarlar d›flk› kültür ekstraktlar›nda
önce sadece stx-PCR yap›p daha sonra pozitif
örneklere farkl› primer setlerinin kullan›ld›¤›

202



çoklu PCR uygulamaktad›rlar. Örne¤in, stx po-
zitif bulunan örnekte dört primer seti kullan›la-
rak stx1 , stx2 (stx2 varyantlar› da dahil), eae ve
STEC-hlyA varl›¤›n›n araflt›r›ld›¤› daha sonra
E.coli O157, O111 ve O113'ün rfb bölgesindeki
serogruba özgül sekanslara yönelik üç primer
çiftinin kullan›ld›¤› bildirilmektedir(23). Ayr›ca
son y›llarda di¤er ishal etkeni E.coli patotipleri-
ni de ay›rt edecek primerlerin kullan›ld›¤› çoklu
PCR yöntemi s›kl›kla kullan›lmaktad›r(1,9,24).

4. Serolojik tan›
Kültür negatif HÜS'lu hastalarda anti-LPS

antikorlar›n›n saptanmas› tan›da kullan›lm›flt›r.
HÜS'lu hastalarda LPS'ye karfl› tükrük antikor-
lar›n› ve EspB proteinine karfl› serum antikorla-
r›n› saptayan ELISA yöntemleri de tarif edilmifl-
tir. Ancak serolojik tan› daha çok seroepidemi-
yolojik çal›flmalarda anlaml›d›r(19).

EPEC ‹NFEKS‹YONLARININ TANISI

Son y›llarda EPEC'in patogenezi ile ilgili
bilgilerimizin artmas› nedeniyle EPEC'in labo-
ratuvar tan›s›nda önemli de¤ifliklikler olmufltur.
Bakterinin patogenezinde lokalize aderansta rol
oynayan kümeleflen fimbriyalar› (BFP fimbriya)
kodlayan bfp geni, EAF (EPEC aderans faktörü)
plazmiti, EPEC için tipik olan A/E lezyonunun
oluflmas›nda rol oynayan intimini kodlayan eae
geni gibi genetik faktörlerin gösterilmesi bugün
tan›da temel yolu oluflturmaktad›r(5,13,19,20).

1. Serotiplendirme
EPEC’ler y›llarca d›flk› örneklerinin ekildi-

¤i besiyerlerinden (MacConkey agar, vb) lakto-
zu fermente eden en az 5-10 koloninin seçilip O,
H ve K (kapsül) antijenlerine karfl› haz›rlanm›fl
ba¤›fl›k serumlarla aglütinasyon deneyi yap›l-
mas› ile identifiye edilmifltir(2,20). Ancak bu yön-
tem çeflitli serotiplere karfl› ba¤›fl›k serumlar›n
laboratuvarda haz›r bulundurulmas›n› gerektir-
di¤i ve zaman al›c› oldu¤u gibi çok duyarl› ve
özgül de de¤ildir. Ayr›ca ishal olgular›nda et-
ken olan serotiplere yenilerinin eklenmesi bu
yolla yap›lan tan›y› giderek zorlaflt›rm›flt›r. Bu-
gün, serotip özelli¤i EPEC sufllar›n›n temel ka-
rakteristik özelliklerinden say›lmamaktad›r(20).

1995 y›l›nda 2. Uluslararas› EPEC Simpoz-
yumunda patogenezdeki son geliflmeler gözö-

nüne al›narak EPEC için A/E histopatolojisi ol-
mas› ve Stx’in olmamas› en önemli temel özel-
likler olarak kabul edilmifltir. Az say›da da olsa
kimi salg›nlarda etken olarak saptanan EAF
plazmiti bulunmayan ancak A/E lezyonu olufl-
turan sufllar›n plazmitini kaybetmifl olabilece¤i
düflünülmektedir. Yine bu simpozyumda al›nan
ortak bir kararla EAF plazmiti bulunan, A/E
lezyonu oluflturan, Stx oluflturmayan sufllar “ti-
pik EPEC sufllar›”, ayn› özelliklere sahip ancak
EAF plazmiti bulunmayanlar ise “atipik EPEC
sufllar›” olarak kabul edilmifltir(2,5,19,20).

2. Hücre kültüründe aderans fenotipinin
gösterilmesi

EPEC sufllar›n›n oluflturdu¤u lokalize ade-
rans (LA) özelli¤inin gösterilmesi amac›yla
HEp-2 (insan epiteli) veya HeLa hücre kültürle-
ri kullan›lmaktad›r. Lokalize aderans tipinde
bakteri hücre yüzeyinde bir iki bölgeye mikro-
koloniler halinde tutunur(2). Aderans tipi ayr›ca
formalin veya gluteraldehidle fikse edilmifl hüc-
relerde de gözlenebilir(19). Hücre kültüründe lo-
kalize aderans saptanmas› EAF plazmitinin var-
l›¤›n› gösterir. Bunun d›fl›nda A/E lezyonunda
yüksek konsantrasyonda polimerize filamentöz
aktin bulundu¤undan bu aktin yap›y› floresan
aktin boyama yöntemi (FAS) ile göstermek
mümkündür. Bu amaçla do¤rudan hücre kültü-
ründe epitel hücrelerine tutunmufl bakterinin
alt›ndaki aktin iplikleri ile özgül olarak ba¤lana-
bilen FITC veya rodaminle iflaretli falloidin
(mantar toksini) kullan›lmaktad›r. Falloidin çok
toksik bir madde oldu¤undan bunun yerine α-
aktine karfl› haz›rlanm›fl monoklonal antikorlar
da kullan›labilmektedir. A/E fenotipi, barsak
biyopsi örneklerinin veya epitel hücre kültürle-
rinin elektron mikroskobu ile incelenmesi ile de
görülebilir(20).

EPEC tan›s›nda çok önemli bir di¤er özel-
lik olan Stx negatifli¤i çeflitli fenotipik testlerle
saptanabilir. Bu testler STEC bölümünde anla-
t›ld›¤› flekilde yap›lmaktad›r(20).

3. Moleküler yöntemler
EPEC sufllar›n›n üç önemli özelli¤ine (A/E

etkisi, EAF plazmiti bulunmamas› ve Stx’i olma-
mas›) dayan›larak DNA problar› ve PCR pri-
merleri gelifltirilmifltir(2,19,20).
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a-eae geni: ‹ntiminin çok korunmufl N-ter-
minal bölgesini kodlayan sekanslara yönelik
fragment bir prob (1 kb) tan›mlanm›flt›r. A/E fe-
notipi ile k›yasland›¤›nda bu prob % 100 duyar-
l› ve % 98 özgül bulunmufltur. O157:H7 sufllar›
için eae geninin 3' de¤iflken bölgelerinin kulla-
n›ld›¤› fragment problar da bildirilmifl ancak
henüz EPEC ve STEC'e ait eae sekans›n› ay›rt
edebilecek bir prob tan›mlanmam›flt›r(20).

EPEC tan›s›nda PCR yöntemiyle eae geni-
nin saptanmas› amac›yla çeflitli primerler bildi-
rilmifltir (eae-PCR için STEC bölümüne bak›n›z).
eae geninin korunmufl 5' bölgesi için primer çift-
lerinin tüm eae pozitif sufllardan bu fragmentle-
ri amplifiye etti¤i ancak 3' ucundan elde edilen
primerlerin belli serotiplere özgül olabildi¤i bil-
dirilmifltir. EPEC ve STEC sufllar›nda eae genini
saptayabilen primerler son y›llarda tan›da s›k-
l›kla kullan›lmaktad›r(1,9,24).

b-EAF plazmiti: EAF plazmitinin fonksi-
yonu bilinmeyen bir bölgesine ait 1 kb EAF
fragment probu tan›mland›ktan sonra, 21 bazl›k
duyarl› ve spesifik bir oligonükleotid prob ta-
n›mlanm›flt›r. Daha sonra EAF probunun 397 bp
(baz çifti)'lik bölgesini amplifiye eden bir PCR
primer çifti gelifltirilmifltir(20).

bfpA geninin klonlanmas› ile gelifltirilen
850 bp'lik bir bfpA fragment probu EAF probun-
dan biraz daha duyarl› bulunmufltur; HEp-2
hücrelere lokalize aderans gösteren EPEC suflla-
r› aras›nda bfpA ve EAF problar› kullan›ld›¤›nda
s›ras›yla % 99 ve % 96 hibridizasyon elde edil-
mifltir. Daha sonra bfpA geni için 29 bazl›k bir
oligonükleotid prob bildirilmifltir. Bu probun
duyarl›l›¤› ve özgüllü¤ü s›ras›yla % 95.7 ve % 100
bulunmufltur(20). Ayr›ca, bfpA genini saptayan
% 100 duyarl› ve özgül bir PCR yöntemi bildiril-
mifltir(8).

Sonuç olarak A/E lezyonu oluflturan sufl,
doku kültürü testleri ile veya eae genine (ya da
LEE patojenite adas›na) yönelik DNA probu ve-
ya PCR ile saptanabilmektedir. Genelde, A/E
lezyonu oluflturan veya fenotipik olarak lokali-
ze aderans gösteren tipik bir EPEC suflunun
EAF plazmiti de oligonukleotid (veya fragment)
problar veya PCR primerleri ile saptanabilmek-
tedir. Bununla birlikte, stx negatif ve eae pozitif
sufllarda EAF probu ya da PCR deneyleri nega-

tif sonuç verdi¤inde atipik bir EPEC suflu oldu-
¤u düflünülmelidir(2,5,19,20).

ETEC ‹NFEKS‹YONLARININ TANISI
ETEC sufllar›n›n neden oldu¤u ishallerde

plazmitte kodlanan bafll›ca iki faktör rol oynar;
bunlardan biri bakterinin enterotoksinleri [›s›ya
dirençli stabil toksin (ST) ve ›s›ya duyarl› labil
toksin (LT)] di¤eri kolonizasyon faktörleridir.
Bakteri ya sadece ST'yi veya hem ST hem de
LT'yi oluflturur. Bu faktörler ayn› zamanda bak-
terinin tan›s› için de kullan›lmaktad›r(20,25).

1. Serotiplendirme
Tan› önceleri belli ETEC serogruplar›n›n

(EPEC gibi) saptanmas›yla yap›lmaktayken çok
çeflitli serotipteki ETEC sufllar›n›n enterotoksi-
jen özellikte oldu¤u anlafl›ld›ktan sonra serotip-
lendirmenin tan›daki önemi azalm›flt›r(25).
ETEC antijeni içinde en fazla çeflitlilik O antije-
nindedir. Bir çal›flmada 954 ETEC suflunda 78
farkl› O antijeni, 730 suflta 34 farkl› H antijeni
saptanm›flt›r. Buna ek olarak bir k›s›m sufllar
tiplendirilememektedir(33).

2. CFA'lar›n saptanmas›
‹shal oluflturan ETEC sufllar›nda koloni-

zasyon faktör antijenleri (CFA) olarak adland›-
r›lan çok say›da adezin tarif edilmifltir. Bu
CFA'lar daha çok toksin oluflturan sufllarda bu-
lunur ve ço¤u fimbriyad›r. ‹nsandan izole edi-
len ETEC sufllar›nda 22’den fazla CFA tan›m-
lanm›flt›r. Bunlar içinde CFA/1, CS1-CS6 en s›k
görülen tiplerdir. ETEC kolonizasyon faktörleri
için lam aglütinasyonu, immündifüzyon ve ELI-
SA testleri gibi çeflitli yöntemler tan›mlanm›fl-
t›r(13). Ancak CFA gruplar› içinde çapraz reaksi-
yon veren epitoplar bulunabilmektedir. Son y›l-
larda daha çok DNA problar› ve PCR yöntemle-
ri veya çeflitli anti-CF monoklonal antikorlar›n›n
kullan›ld›¤› dot blot testleri gelifltirilmifltir(25).

Gelifltirilen bu yöntemlere ra¤men ETEC
sufllar›n›n bir k›sm›nda CFA saptanamamas›,
çok say›da olmalar› ve heterojenite göstermeleri
nedeniyle kolonizasyon faktörlerinin araflt›r›l-
mas› tan›da kullan›fll› bulunmamaktad›r(20,25).

Bugün için ETEC infeksiyonunun tan›s›
daha çok çeflitli biyolojik, immünolojik veya
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nükleik asit temelli yöntemlerle bakterinin olufl-
turdu¤u enterotoksinlerin gösterilmesine da-
yanmaktad›r(19).

3. Toksin araflt›r›lmas›nda kullan›lan
yöntemler

3.1. LT’nin gösterilmesi
a. Hücre kültürü yöntemi: LT'nin saptan-

mas› için kullan›lan geleneksel yöntem hücre
kültürü yöntemidir. Bu amaçla tek tabakal› fare
adrenal hücresi (Y1), Çin hamsteri over hücresi
(CHO) veya Afrika yeflil maymun böbrek (vero)
hücre kültürleri kullan›l›r. Toksin hücre morfo-
lojisinde karakteristik de¤ifliklikler oluflturur.
LT, Shiga toksinin sitotoksik etkisinden farkl›
olarak, Y1 hücrelerinin yuvarlaklaflmas›na,
CHO hücrelerinin ise uzamas›na neden olur(20).
Hücre kültürü yöntemi ELISA ve di¤er immü-
nolojik yöntemler gelifltirilinceye kadar yayg›n
olarak kullan›lm›flt›r(25).

b. ‹mmünolojik testler: LT kuvvetli antije-
nik özellikte oldu¤undan LT'in saptanabilmesi
amac›yla klinik laboratuvarlarda uygulanmas›
hücre kültürüne göre daha kolay ELISA, RPLA
gibi yöntemler gelifltirilmifltir(20,25). ELISA yön-
teminde, bakteri kültüründe (süpernatan) bulu-
nan toksin, plaklara önceden kaplanm›fl olan
GM1 gangliosidlere ba¤lan›r. Daha sonra ba¤l›
toksin, toksine özgül tavflan antikorlar›yla sap-
tan›r. LT ayr›ca do¤rudan özel bir besiyerinde
üreyen bakteri kolonileri üzerine uygulanan
presipitasyon testi ile de gösterilebilir. Bu yön-
temde, LT'ye özgül tavflan antikorlar› ilave edi-
lerek haz›rlanan besiyerinde, toksinin anti-LT
antikorlar›na ba¤lanmas›yla bir presipitin hal-
kas› oluflur(20). Stafilokok koaglütinasyonu, la-
teks aglütinasyonu gibi çeflitli özgül testler yay-
g›n kullan›m alan› bulamam›flt›r(25).

LT'nin (ve kolera toksininin) antijenik ola-
rak saptanmas› için RPLA da kullan›labilir; bu
yöntemle çal›flan kitler ticari olarak (VET-RPLA
Oxoid; VTEC-RPLA Denka Seiken) mevcuttur.
Bu testler kültürde izole edilen 5-6 E.coli koloni-
sinin seçilerek s›v› besiyerinde bir gece inkübe
edilmesi ve toksin sal›n›m›n› artt›rmak amac›y-
la polimiksin-B’li ortamda tekrar 4 saat inkübas-
yonunu takiben süpernatanda veya membran
filtrasyonu sonucu elde edilen süzüntüde toksin

aranmas› esas›na dayan›r(19,20,25). Bu yöntemler
içinde özellikle GM1-gangliosid ELISA, LT sap-
tanmas›nda kullan›lan en yayg›n yöntem ol-
mufltur. Daha sonra özgül monoklonal antikor-
lar kullan›larak ST ve LT’in birarada saptand›¤›
GM1-ELISA testi gelifltirilmifl ve epidemiyolojik
çal›flmalarda s›kl›kla kullan›lm›flt›r(25).

3.2. ST’nin gösterilmesi
ETEC sufllar›n›n bir k›sm› sadece ST olufl-

turdu¤undan bakterinin ST oluflturdu¤unun
gösterilmesi gerekir. ST antijenik özellikte olma-
yan düflük molekül a¤›rl›kl› bir peptittir. Tavfla-
n›n barsak lupunda s›v› toplanmas›na neden
olan ETEC toksinlerinden ST'nin etkisi LT'ye
göre ›s›ya dayan›kl› oluflu ve daha h›zl› etkili
oluflu ile ayr›labilir. ‹ki farkl› ST (ST-I ve ST-II)
saptanm›flt›r. ‹nsandan izole edilen sufllarda da-
ha çok ST-I bulunur. ST-I'in de iki varyant› (STh
ve STp) tan›mlanm›flt›r(19,20,25).

a. Bebek fare testi: ST-I saptanmas›nda en
s›k kullan›lan yöntem bebek fare testidir ve bu
test kültür süpernatant›n›n fareye perkutan en-
jeksiyonundan sonra barsak s›v›s›n›n ölçülmesi-
ne dayan›r(20).

b. ‹mmünolojik testler: Antijenik özellik-
te olmayan ST’nin bir protein tafl›y›c›ya ba¤lan-
mas›yla antikorlar elde edilince bu antikorlar
RIA yönteminde kullan›lm›flt›r. ST saptanma-
s›nda da bir di¤er yöntem yar›flmac› ELISA yön-
temidir (Denka Seiken ve Oxoid). Her iki testin
de meme emen fare testi ile uyumlu sonuçlar
verdi¤i ve daha az deneyim gerektirdi¤i bildiril-
mifltir(20).

LT hasta kiflilere göre sa¤l›kl› kiflilerden
daha fazla izole edilidi¤inden LT oluflturan
ETEC'in patojen olarak öneminin göreceli ola-
rak daha az oldu¤u, ya da ST oluflturan sufllar›n
daha fliddetli infeksiyona yol açt›¤› düflünül-
mektedir(25).

3.3.Moleküler yöntemler:
Son y›llarda ETEC'in ST ve LT'leri klonlan-

m›fl, sekanslanm›fl ve genetik kontrolü ve akta-
r›labilir plazmitleri tan›mlanm›flt›r(25). Ancak
LT ve ST’nin saptanmas› bir ETEC izolat›n› ta-
n›mlamakla birlikte böyle sufllar›n ço¤unun
hayvanlar için özgül kolonizasyon faktörlerinin
oldu¤u ve böylece insan için patojen olmayabi-
lecekleri de ileri sürülmektedir(20).
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LT polinükleotid problar›n duyarl›l›klar›
ve özgüllükleri yüksektir. LT saptanmas›nda
radyoizotopla veya izotopik olmayan yöntem-
lerle iflaretli problar kullan›lm›flt›r. Enzimle (al-
kalin fosfataz) iflaretli polinükleotid problar›n
kullan›ld›¤› koloni blot hibridazyonunun ol-
dukça güvenilir oldu¤u bildirilmektedir. ST po-
linükleotid problar›n (olas›l›kla genin küçük
oluflu nedeniyle) düflük duyarl›l›k ve özgüllük
sorunu vard›r. Bu nedenle ST saptanmas› için
genellikle daha duyarl› ve özgül oligonükleotid
problar gelifltirilmifltir. Son zamanlarda LT, ST
ve STEC Stx’ini kodlayan genleri saptayan üçlü
(trivalan) oligonükleotid bir prob önerilmifltir;
ilk çal›flmalarda bu probtan iyi sonuçlar al›n-
m›flt›r. ETEC ile infekte kifliler d›flk›lar› ile çok
say›da bakteri ç›kard›klar›ndan d›flk›-blot hibri-
dizasyonu da tan› için kullan›lmaktad›r(20).

ETEC tan›s›nda PCR ile do¤rudan d›flk›
örne¤i ya da izole edilen koloniyle çal›fl›ld›¤›n-
da baflar›l› sonuçlar al›nm›flt›r(25). Daha sonra
PCR yönteminin modifiye edilmesiyle tek reak-
siyonda birden fazla hedef bölgenin ço¤alt›la-
bildi¤i (birden fazla say›da primerin kullan›ld›-
¤›) çoklu PCR yöntemi kullan›lmaya bafllanm›fl-
t›r. Bu yöntemde LT ve ST oluflturan bakteriler
yan›nda di¤er ishal etkeni E.coli'ler de saptana-
bilmektedir(25).

ETEC infeksiyonlar›n›n tan›s› için seçile-
cek yöntem laboratuvar›n olanaklar›na göre de-
¤iflebilir. Burada an›msanmas› gereken bir nok-
ta plazmitte kodlanan virulans genlerinin
kolayl›kla kaybolabilece¤i veya regülatör genle-
rinin kaybolmas›na ba¤l› olarak sessiz kalabile-
ce¤idir. Bunun yan›nda bazen mevcut genlerde-
ki mutasyonlar nedeniyle ETEC kolonizasyon
faktörleri bakteri yüzeyinde oluflmayabilir; fe-
notipik yöntemlerle saptanamayan bu faktörler
sadece moleküler yöntemlerle saptanabilmekte-
dir. Ne yaz›k ki gelifltirilen bunca tekni¤e ra¤-
men her laboratuvarda kolayl›kla uygulanabile-
cek bir yöntem henüz bulunmamaktad›r. Bu ne-
denle geliflmekte olan ülkelerde ishal etkenleri
ile çal›flan rutin laboratuvarlar ETEC (ve di¤er
patotiplerin) tan›s›n› koyamamakta, bu bakteri-
ler ancak araflt›rma veya referans laboratuvarla-
r›nda araflt›r›labilmektedir. Tan›da gözönüne
al›nmas› gereken di¤er noktalardan biri,

ETEC'in belirtisiz çocuklardan izolasyon oran›-
n›n % 0-20 aras›nda olmas›, di¤eri ETEC infeksi-
yonlar›nda birden fazla etkenin efllik etti¤i
(miks) infeksiyon oran›n›n yayg›n (% 40’a kadar
ç›kabilmektedir) olmas›d›r(25).

E‹EC ‹NFEKS‹YONLARININ TANISI
E‹EC sufllar›n›n Shigella türlerinden ve di-

¤er E.coli sufllar›ndan ay›rt edilmesi zordur.
E‹EC sufllar›n›n ço¤u Shigella'lar gibi laktozu
kullanmaz ve lizini dekarboksile etmez(2). Ge-
nellikle identifikasyon için önce bakterinin E.co-
li oldu¤unun saptanmas› ayn› zamanda Shigel-
la'n›n genotipik ve fenotipik özellikleri yönün-
den de incelenmesi gerekir(2,5,20).

E‹EC ve Shigella için geleneksel fenotipik
test Sereny testidir. Epitel hücrelere invazyon
yapabilme özelli¤inde olan bu bakteriler kobay-
da keratokonjunktivite neden olurlar. Tan›da
ayr›ca tek tabakal› HEp-2 veya HeLa hücre kül-
türlerinde hücre içi bakterilerin varl›¤› araflt›r›-
labilir(19,20).

‹nvazyon özelli¤i ile ilgili genlerin saptan-
mas›na yönelik nükleik asit temelli yöntemler
ço¤unlukla araflt›rma laboratuvarlar›nda kulla-
n›lmaktad›r. Bakterinin invaziv oluflu ile iliflkili
120-140 MDa'l›k büyük plazmiti (pINV plazmi-
ti) plazmit DNA elektroforezi ile saptanabilir.
E‹EC'nin invaziv özelli¤i Shigella sufllar›n›n da
bir özelli¤i oldu¤undan bu yöntemler ayn› za-
manda Shigella'y› da saptayan yöntemlerdir(19).

E‹EC ve Shigella için iki polinükleotid prob
tan›mlanm›flt›r. Bunlardan ilki olan pMR17 pro-
bu Shigella flexneri serotip 5'in pInv bölgesinden
elde edilen 17 kb'lik EcoR1 fragmentidir. Di¤eri,
ial ise E‹EC suflunun pInv bölgesinden elde edi-
len 2.5 kb'lik HindIII fragmentidir. Her iki prob
da virulan E‹EC sufllar› için hemen hemen % 100
duyarl› ve özgül bulunmufltur. ial geni sekanla-
r›na göre oluflturulan 21 bazl›k bir oligonükleo-
tid, polinükleotid probla ayn› duyarl›k ve öz-
güllükte bulunmufltur. Ancak, E‹EC sufllar›n›n
in-vitro pasajlar veya suflun saklanmas› s›ras›n-
da pINV plazmitini kaybedebilece¤i ve bu ne-
denle sufllar›n d›flk›dan elde edilir edilmez ince-
lenmesi gerekti¤i bildirilmektedir(20). Son za-
manlarda PCR ile yap›lan araflt›rmalarda E‹EC
ve Shigella'n›n Inv plazmitinde bulunan invaz-
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yonla iliflkili ipa veya ipaH genlerinin saptanma-
s›na yönelik primerler gündeme gelmifltir(9,19).
Ial, ipa veya ipaH primerleri, E‹EC sufllar›n›n
identifikasyonunda, di¤er E.coli patotipleri ile
birlikte çoklu PCR sistemi içinde s›kl›kla kulla-
n›lmaktad›r(1,9,24,31). Ayr›ca, d›flk› örneklerinde
ipaC antijenini saptayan monoklonal antikorla-
r›n kullan›ld›¤› bir ELIZA yöntemi ve ipaC geni-
ne yönelik koloni blot yöntemleri gelifltirilmifl-
tir. Uygulamas› kolay olan bu yöntemlerin tara-
ma amac›yla kullan›labilece¤i bildirilmekte-
dir(22,29).

EAEC ‹NFEKS‹YONLARININ TANISI
EAEC sufllar› enterotoksin (LT veya ST)

oluflturmayan ve HEp-2 hücrelerinde agregatif
aderans (AA) paterni gösteren E.coli sufllar› ola-
rak tan›mlanm›flt›r(20). Bu gün bu patotipe özgü
virulans faktörleri üzerinde yo¤un olarak çal›-
fl›lmakla birlikte EAEC'nin hangi yolla persistan
ishale yol açt›¤› henüz tam olarak bilinmemek-
tedir(32). Bu nedenle tan› yöntemleri de bakteri-
nin bugün bilinen virulans özelliklerine dayan›-
larak gelifltirilmifltir.

1.Serotiplendirme:
EAEC sufllar›n ço¤u agregatif özelliklerine

ba¤l› olarak genellikle otoaglütinasyon verirler;
bu tip, tiplendirilemeyen veya O antijeni bulun-
mayan R (rough) tipi sufllar fenotipik yöntem-
lerle tan›mlanamamaktad›rlar(11,32). Ayr›ca EA-
EC grubu oldukça heterojen bir gruptur(5). Bir
çal›flmada 143 EAEC suflunun 93'ünün serotip-
lendirilebildi¤i ve serotiplendirilen 93 suflun 47
farkl› serotipte oldu¤u saptanm›flt›r(11). Bu ne-
denlerle serotiplendirme yönteminin EAEC ta-
n›s›nda fazla önemi yoktur(32).

2.Hücre kültüründe aderans fenotipinin
gösterilmesi

EAEC tan›s›nda alt›n standart yöntem
E.coli'nin d›flk›dan izolasyonu ve hücre kültü-
ründe AA paterninin gösterilmesidir. Bu amaç-
la HEp-2 hücreleri kullan›l›r; hücrelere tu¤la y›-
¤›n› flekilde tutunan bakteri kümelerinin görül-
mesi EAEC sufllar› için çok tipiktir(20,32). HEp-2
hücre kültürüne bir alternatif olarak, geleneksel
yöntemle k›yasland›¤›nda % 98 duyarl›l›k ve

% 100 özgüllü¤e sahip formalinle fikse edilmifl
HEp-2 hücreleri de kullan›labilir(10).

EAEC identifikasyonunda hücre aderans
testinin yerine geçecek daha basit yöntemler ta-
rif edilmifltir(19). Bu yöntemler aras›nda polis-
tren üzerinde biyofilm tabakas› ve s›v› besiyeri-
nin yüzeyinde ince bir zar (pelikül) oluflumu-
nun aranmas› say›labilir. 

3.Moleküler yöntemler
EAEC sufllar›n›n ço¤unda agregatif ade-

ransla ilgili ve çeflitli virulans genlerini tafl›yan
yüksek molekül a¤›rl›kl› bir plazmit (pAA) bu-
lunur. Bu plazmitte enteroagregatif ›s›ya direnç-
li toksin-1 (EAST-1) geni (astA) ve ayr›ca AAF/I,
AAF/II ve AAF/III'ü kodlayan genler bulunur.
HEp-2 hücrelerine tipik aderans gösteren sufl-
lardan yüksek molekül a¤›rl›kl› plazmiti bulu-
nanlar›n "tipik EAEC sufllar›", buna karfl›n plaz-
miti bulunmayan sufllar›n "atipik EAEC sufllar›"
oldu¤u kabul edilmifltir(32). EAEC plazmitinde
ayr›ca antiagregasyon protein transporter geni
(aat) ve di¤er farkl› genler de bulunur. Patojen
EAEC tan›s›nda moleküler bir yöntemle identi-
fikasyon yapabilmek amac›yla bu ve di¤er kimi
genlerin hedef seçildi¤i çeflitli moleküler yön-
temler tarif edilmifltir(32).

‹lk olarak özgül bir DNA probu (AA veya
CVD432 probu) tan›mlanm›fl ve çeflitli çal›flma-
larda kullan›lm›flt›r(3,10,19,32). Daha sonra EAEC
için PCR yöntemi gelifltirilmifl ve yayg›n olarak
kullan›lmaya bafllam›flt›r(32). Son veriler AA
probunun, virulans geni oldu¤u düflünülen an-
ti-agregasyon protein transporter (aat) genine
karfl›l›k geldi¤ini göstermektedir(19). Jenkins ve
ark.(11)’n›n, EAEC sufllar›n› tan›mlayabilmek
için farkl› problar kulland›klar› çal›flmalar›nda
HEp-2 pozitif sufllar›n ço¤unun aat pozitif oldu-
¤u saptanm›flt›r. 143 EAEC suflunun 128'inde
(% 90) aat geni pozitif bulunmufl, bununla bir-
likte HEp-2 hücre kültürü ile saptanan EAEC
sufllar›n›n % 10'u PCR'la negatif sonuç vermifl-
tir(11). Daha sonra d›flk› kültürlerinden izole edi-
len tipik ve atipik EAEC sufllar›n› tan›mlayabil-
mek amac›yla aat genine ilave olarak pheU pa-
tojenite adas›nda bulunan kromozomal bir gene
(aai) veya EAST genine (astA) özgü farkl› pri-
merlerin kullan›ld›¤› çoklu PCR yöntemi tarif
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edilmifltir(12). Bu genlerin tek bafl›na EAEC'yi ta-
n›mlay›c› özellikte olmad›¤›, buna ra¤men bir-
den fazla primerin kullan›lmas›yla pozitiflik
oran›n›n artt›¤› ileri sürülmüfltür(12).

EAEC grubunda agregatif aderansla ilgili
genlerdeki heterojenlik nedeniyle tan›da tek bir
hedef genin seçilememesi moleküler yöntemler-
le bu bakterilerin genotipik identifikasyonu
güçlefltirmektedir(10,11,32). Son çal›flmalarda aatA
geni ve di¤er kimi virulans faktörlerinin AggR
kontrolü alt›nda oldu¤u ve bu nedenle tipik
EAEC sufllar›nda belirleyici olarak kabul edilen
aggR geninin tan›da kullan›labilecek daha güve-
nilir bir hedef oldu¤u bildirilmifltir(7,19). Bugün
için HEp-2 hücre kültürü ve henüz hiçbiri % 100
özgül bulunmayan CVD432 probu ve/veya
çoklu PCR yöntemleri tan› için kullan›lmakla
birlikte gittikçe artan oranda izole edilmeye bafl-
layan bu patotipin tan›s›nda daha duyarl›, öz-
gül ve pratik yöntemlerin gelifltirilmesi için ça-
l›flmalar devam etmektedir(9,32).

DAEC ‹NFEKS‹YONLARININ TANISI

Kimi yazarlarca potansiyel patojen olarak
kabul edilen, bir çok çal›flmada sa¤l›kl› kontrol-
lerde de saptanan ve bu nedenle patojenli¤i hâ-
lâ tart›flmal› olan DAEC sufllar› (önceki ad›
HEp-2 aderan E.coli) HEp-2 aderans testinde
hücre yüzeyini tamamen kaplayan diffüz (yay-
g›n) aderans (DA) paterni göstermeleriyle tan›-
n›rlar(6,19,20,26). DAEC identifikasyonu için çe-
flitli DNA problar› ve PCR testleri önerilmifl-
tir(19).

Hem üropatojen hem de ishal etkeni
E.coli'lerle ilgili olarak daa operonu ve afa gen
kümeleri tan›mlanm›flt›r. daa operonunda bulu-
nan genlerin diffüz aderansla ilgili bir fimbriya
adezini olan F1845'i (Dr hemaglütinin ile iliflkili
bir fimbriya adezini), afa genlerinin ise fimbriya
d›fl›ndaki adezinleri kodlad›¤› bildirilmekte-
dir(6,20). DAEC'nin daaC geninden türetilen 700
baz çiftlik polinükleotid bir fragment, DNA
probu (pSML852 ya da F1845 probu) olarak kul-
lan›lmaktad›r(3,6,20,26). Çal›flmalardan farkl› so-
nuçlar al›nmakla birlikte DAEC sufllar›n›n yak-
lafl›k % 75'inin F1845 gen probu ile pozitif sonuç
verdi¤i bildirilmektedir. Ancak F1845 ile Dr ai-
lesinden di¤er adezinlerin genetik iliflkisi nede-

niyle bu prob ile yalanc› pozitif sonuç al›na-
bilmektedir(20). D›flk› örneklerinden izole edilen
ishal etkeni E.coli patotiplerinin tan›s›nda çoklu
PCR yöntemi ile yap›lan bir çal›flmada DAEC
tan›s›nda daaE geninin amplifikasyonu için kul-
lan›lan bir primerle baflar›l› sonuç al›nd›¤›(31),
yine çoklu PCR yönteminin kullan›ld›¤› son bir
çal›flmada daha korunmufl bir gen olan daaD ge-
nine yönelik primerler ile % 100 özgül, % 99 du-
yarl› sonuç al›nabildi¤i bildirilmifltir(7). Bu bak-
terilerin gerçek virulans faktörleri tan›mland›k-
ça tan› yöntemleri de geliflecektir. 
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