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01. Belirlenmesi

E. coli O157:H7 serotipinin ¢esitli gida, klinik ve g¢evre drneklerinde aranmasina yonelik olarak
kisaca klasik ve gelismis olarak 2 ana grupta toplanabilecek c¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Diger bakterilerin aranmasmda oldugu gibi E. coli O157:H7 serotipi aranmasinda da klasik
yontemler ile gelismis yontemler kiyaslandiginda klasik yontemler sarf malzemesi gideri
acisindan avantajli ancak, is gilicii maliyeti, analizin duyarlig1 ve siire ag¢isindan dezavantajhdir.

Gidalar, klinik ornekler ve diger materyalde E. coli O157:H7 belirlenmesine iliskin pek ¢ok
yontem tizerinde calisilmaktadir. Bunlardan klasik olarak tanimlananlar biyokimyasal testler
lizerine kurulmustur ve rutin test laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bagsta
serolojik yontemler olmak tizere gelistirilmis testler oncelikle maliyet ve deneyim faktorleri
nedeniyle genellikle arastirma laboratuvarlarinda uygulanmaktadir.

01.01. Klasik Yontemler

E. coli O157:H7 'nin belirlenmesi i¢in kullanilan klasik yontemlerin bilyiik ¢ogunlugu selektif
zenginlestirme ve kat1 besiyerine ekim agamalarini igeren var/yok testleri seklindedir. Bu testler
ile analiz edilen belirli bir miktar 6rnekte bu bakterinin varlig1 ya da yoklugu arastirilir. Buna
gore materyalde E. coli O157:H7 'nin varliginin gosterilmesi sirasiyla selektif bir sivi besiyerinde
zenginlestirme, selektif ve ayirt edici bir kat1 besiyerine ekim, siipheli kolonilerin biyokimyasal
ve/veya lateks agglutinasyon testleri ile E. coli O157 olarak belirlenmesi ve en son olarak
izolatin H7 antijeni igerip icermediginin belirlenmesidir. E. coli O157 oldugu saptanan izolatlarin
verotoksin analizlerinin de yapilmasi gerekmektedir (49, 80, 125, 160).

Klasik yontemlerle E. coli O157:H7 izolasyonunda yogun refakat¢i flora varligina bagl olarak
siklikla sahte negatif sonuglar alinabilmektedir. Benzer sekilde analiz edilen diger
mikroorganizmalarda da oldugu gibi, selektif zenginlestirme ortami olarak kullanilan besiyerinde
E. coli O157:H7 serotipi ile aynmi diizeyde gelisebilen E. coli tip 1, Citr. freundii, Enterobacter
spp., Hafnia alvei gibi yakin akraba tiirler selektif kat1 besiyerinde de rahatlikla gelisebilmekte ve
eger baslangicta E. coli O157:H7 sayis1 bu flora iginde yeterli bir oranda degil ise bu bakterilerin
baskilamasi nedeni ile analiz sonucu hatali olarak negatif alinmaktadir. Burada hedef bakterinin
selektif sivi ve kati besiyerlerinde gelisebilen refakatgi flora igindeki orami en diisiik %l
olmalidir. Bu sekilde standart boy bir petri kutusunda bulunan selektif bir kat1 besiyerine selektif
zenginlestirme kiiltlirlinden yapilan ekim ve inkiibasyon sonucunda olusacak 100 koloni i¢inden
hedef bakterinin digerlerinden farkli olan koloni morfolojisine gore ayirt edilmesi ve izolasyonu
miimkiindiir. Burada, petri kutusunda 100 koloni olusacak sekilde selektif zenginlestirme
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kiiltiirinden seyreltme yapilmasi esastir. Bu orandan daha diisiik konsantrasyonlarda bulunacak
hedef bakterinin petri kutusunda goriilmesi ve izolasyonu miimkiin degildir. Gida maddesinde
baslangigta bu oranin %0,1 oldugu varsayilir ise selektif zenginlestirme sonunda bu oran
korunacak, petri kutusunda 100 koloni olusmasi saglanacak sekilde yapilan seyreltme sonunda
petri kutusuna hedef bakteriden 1 adedinin koloni olusturma olasilig1 %10 olacak, bir diger deyis
ile %90 olasilikla petri kutusunda hedef bakteri koloni olusturmayacaktir. Bu kosulda E. coli
O157:H7 'nin koloni olusturmasi i¢in petri kutusunda 1000 koloni olusacak sekilde seyreltme
yapilmasi gerekmektedir, ancak bu kosulda da refakatci bakteri kolonileri hedef bakteriyi
maskeleyecek ve 1000 koloni i¢inden E. coli O157:H7 'nin segilip izolasyonu miimkiin
olmayacaktir. Klasik yontemlerle yapilan analizlerde yakin akraba refakatgi floranin inhibisyonu
iizerinde pek c¢ok calisma yapilmaktadir. Bunlarin inhibisyonu igin yiikseltilmis inkiibasyon
sicakligi, diisiik pH, ¢esitli antibiyotiklerin kullanilmasi, kisa inkiibasyon siiresi gibi faktorler
arastirilmaktadir (18, 22, 81, 89, 120).

Refakat¢1 floranin E. coli O157:H7 belirlenmesindeki maskeleme seklindeki olumsuzlugu
yaninda sivi besiyerinde dogrudan bu bakterinin gelismesini engellemek ve dolayisi ile
belirlenmesini tiimden olanaksiz kilmak gibi olumsuzluklar1 da vardir. Yapilan bir arastirmada
brain-hearth infussion besiyerinde H. alvei nin E. coli O157:H7 'nin gelismesini kayda deger
oOl¢lide engelledigi gosterilmistir (59). Bu durumda klasik yontemlerle analiz edilen 6rnekte E.
coli O157:H7 varligimmin belirlenmesi bir anlamda refakat¢i floranin baskilanabilmesi ile
dogrudan iliskilidir.

Gidalarda fekal koliformlarin ve dolayisi ile E. coli 'nin belirlenmesi i¢in kullanilan inkiibasyon
sicakligi olan 44-45,5 °C sicaklik smr refakat¢i floranin gelisimini baskilarken, E. coli 'nin
gelisimini tesvik etmekte, ancak E. coli O157:H7 bu sinirda zayif olarak gelismektedir. E. coli
OI157:H7, E. coli tip 1 ve diger koliformlarin EC Broth besiyerinde gelismeleri ve gaz
olusturmalart i¢in gerekli en diisiikk ve en yiiksek sicakligin arastirildigi bir ¢calismada E. coli
O157:H7 'nin gelisebildigi sicaklik siirlar1 24 saatte 24,3-41,0 °C ; 36 saatte 19,3-41,0 °C ve 48
saatte 19,3-41,0 °C olarak bulunmustur. Benzer sekilde TS broth besiyerinde gelisme sicaklik
sinirinin 20-42 °C oldugu gosterilmistir. Bu bulgular fekal koliform ve E. coli 'nin standart
aranma yonteminde kullanilan 44,5 °C 'm E. coli O157:H7 serotipinin geligsmesine olanak
tanimadigini, bu nedenle gidalarda E. coli aranmasina yoOnelik olarak kullanilan geleneksel
yontemler ile E. coli O157:H7 belirlenmesi s6z konusu olamayacagini gostermistir (8, 55, 57,
129, 137). Benzer sekilde yapilan bir baska arastirmada FE. coli O157:H7 serotipinin
belirlenebilmesi i¢in en uygun inkiibasyon sicakligi 41-42 °C olarak bulunmustur (21).

E. coli O157:H7 serotipinin klasik yontemlerle belirlenmesi amaci ile kullanilan selektif
besiyerleri i¢inde modifiye EC (mEC) broth (13, 20, 93, 120, 121, 124, 145), modifiye trypticase
soy (mTS) broth (21, 55, 120, 152, 169), LST broth (81, 120), EZ coli zenginlestirme besiyeri
(119) ve ozelikle kiimes hayvanlar1 ile yapilan analizlerde Onerilen pili¢ ekstrakt broth (40)
bulunmaktadir. Genel olarak 1:9 oraninda besiyeri ile homojenize edilen 6rnek 37 °C 'da 24 saat
inkiibasyona birakilmakta, bu siirenin sonunda selektif bir kat1 besiyerine ekilmektedir. mTSB
brotha 0,05 mg/l cefixime, 10 mg/l cefsuladin ve 80 mg/l vancomycine ilavesi ile 6n
zenginlestirme besiyeri daha da selektif hale getirilebilmektedir. Zenginlestirme kiiltiirlerinin
hidrofobik grid membran filitreden (HGMF) gecirilip, bu filitrelerin selektif kat1 besiyeri tizerine
yerlestirilmesi de yaygin uygulama bulmaktadir (8, 80, 89, 120). mTS broth besiyerinde 43 °C
'da ve 100 d/d ¢alkalama hiz1 ile yapilan inkiibasyon ile direkt ekimden 10 misli daha fazla
duyarlikta ve en iyi geri alma saglandig1 belirtilmektedir (152). Buna kars1 bir bagka arastirmada
42 °C 'da galkalama yapilmadan inkiibasyonun refakat¢i florayr onemli 6lgiide baskilayacagi
gosterilmistir (20).



E. coli O157:H7 'nin belirlenmesinde dogrudan selektif onzenginlestirme yerine once selektif
olmayan bir ortamda canlandirma islemi yapilmasi ile hasar gérmiis hiicrelerin daha iyi bir
sekilde belirlenebilecegi ve buna bagl olarak klasik yontemlerin duyarliginin 10 misli
artirilabileceginin gosterildigi arastirmalar da bulunmaktadir (18, 82).

Selektif kat1 besiyeri olarak bu giin en yaygin kullanilan sorbitol MacConkey (SMAC) agar ve
bu besiyerinin c¢esitli modifikasyonlaridir. Bu besiyerinin standart MacConkey agardan farki
bilesiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli O157:H7 serotipi sorbitol negatif oldugu
icin bu besiyerinde renksiz koloniler olusturmakta, buna kars1 sorbitolii kullanan bakterilerin
olusturdugu asitlik bir pH indikatdrii yardimi ile kolonilerin kirmizi gériilmesine neden olmakta,
boylece E. coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif bakterilerden ayirt edilmektedir. Her ne kadar
E. coli "lerin ¢ogu sorbitolii fermente edebilir iken %6 kadar E. coli sorbitol negatiftir. Bu atipik
suslar da gidalarda bulunabilmektedir. Bu nedenle her sorbitol negatif E. coli susu O157:H7
serotipi olarak degerlendirilmemeli, basit olarak MUG testi ile izolatin E. coli tip 1 olup olmadig1
kontrol edilmelidir. Refakatc1 flora i¢inde en yaygin bulunan bakterilerden E. coli tip 1, Citr.
freundii, Serratia spp. sorbitol pozitif iken, H. alvei sorbitol negatiftir, Enterobacter 'lerde ise
sorbitol reaksiyonu tiirlere gore degismektedir. E. hermanii ve diger bazi enterik bakteriler
biyokimyasal olarak tipik E. coli O157 sonuglarini verirler. Bu nedenle biyokimyasal
identifikasyonda dikkatli olunmasi ve sahte pozitif sonuglardan sakiilmasi ve serolojik
yontemlerle dogrulama yapilmasi1 gerektigi vurgulanmaktadir (80, 89). SMAC agar %100
duyarli, %85 spesifik ve %86 dogru sonug veren bir besiyeri olarak tanimlanmis iken (108) ayni
aragtiricilar (109) daha sonra SMAC agar gida analizlerinde digki analizlerinde oldugu kadar
basarili bulmamuislardir.

Standart MacConkey agar ve dolayist ile SMAC agar besiyerleri sirasi ile laktoz ve sorbitol
reaksiyonlarma dayali olarak yeterli diizeyde bir ayirt edici 6zellik saglamakla beraber, her iki
besiyeri de olduke¢a zayif bir selektiviteye sahiptir ve dolayisi ile hedef bakteri yaninda akraba
pek cok bakterinin de gelismesine izin vermektedirler. Bu nedenle SMAC agar besiyeri ¢esitli
selektif katkilar ile desteklenmekte ve boylece besiyerine refakatci floranin daha yiiksek diizeyde
baskilanmasini saglayacak selektivite kazandirilmaya calisilmaktadir. Bu katkilar arasinda
antiserum (100), 5-bromo-4-chloro-3-indoxyle-f-D-glucuronic acid cyclohexyl ammonium salt ;
BCIG (89, 122), cefixime ve tellurite (4, 15, 21, 22, 38, 87, 89, 123, 124, 173), ramnoz ve
cefixime (34) ve MUG (2) gesitli aragtirmalarda denenmistir. Bunlar arasinda yeni bir
sefalosporin olan cefixime sorbitol negatif olan Proteus spp. ‘nin inhibisyonu i¢in énemlidir.
Tellurit ile desteklendiginde E. coli O157:H7 disinda kalan ve basta yiikseltilmis inkiibasyon
sicakligl olmak iizere diger yontemler ile baskilanamayan diger E coli ‘leri de énemli 6lgiide
etkilemektedir. Bununla beraber 6zellikle stres altindaki E. coli O157:H7 suslar1 CT varliginda
daha zayif olarak gelismektedir (9, 89, 129, 166). SMAC agarin cefixime ve tellurite
kombinasyonuna ilave olarak salicin ve 4-methylumbelliferyl-B-galactopyranoside ile
desteklenmesi ile elde edilen CT-SSMAC agar besiyerinin E. coli O157:H7 izolasyonunda CT-
SMAC agardan daha iyi sonug verdigi (71), SMAC agarin BCIG yerine 8-hydroxyquinoline-f3-
D-glucuronide (HQG) ile desteklenmesi halinde daha ucuz ve daha etkili bir izolasyon sagladigi
(139) gosterilmistir.

SMAC disinda, phenol red sorbitol (PRS) + MUG agar (121), L-EMB agar (121), hemorragic
colitis (HC) agar (151), enterohemorrhagic E. coli (EHEC) agar (90), BCM O157 agar (124),
CHROMagar 0157 (124), modifiye edilmis EMB (mEMB) agar (41, 44), Fluorocult E. coli
O157 agar (120, 145), standart enterik agar ve purple agar base + %1 sorbitol besiyeri
kombinasyonu (84) besiyerleri de cesitli denemelerde kullanilmistir. HC agar MUG ve sorbitol



icermesi ile MUG ve sorbitol negatif kolonilerin izolasyonuna olanak saglamaktadir. Bununla
beraber inkiibasyonun uzamasina bagli olarak floresansin yayilmast MUG reaksiyonunun
saglikli olarak degerlendirilebilmesini olanaksiz kilmaktadir. Bu nedenle MUG yerine
kolorimetrik bir katki olan BCIG 'in kullanilmas1 daha yiiksek dogrulukla izolasyon yapilabilme
olasilig1 vermektedir (89, 120).

Zenginlestirme besiyerleri ile selektif kat1 besiyeri kombinasyonlar1 {izerinde de ¢esitli caligmalar
yapilmistir. Buna gére mEC broth ve SMAC agar ile LST broth ile SMAC agarin (120), mTS
broth ve cefixime ve tellurite katilmig SMAC agarin (21, 87) denenen diger kombinasyonlardan
daha iyi sonug verdigi gortilmiistiir.

Klasik yontemle E. coli O157:H7 aranmasida son agsama selektif kat1 besiyerinden izole edilen
stipheli kolonilerin tanimlanmasidir. Bu tanimlama O157 serotipi i¢in biyokimyasal testler ile
yapilabilecegi gibi dogrudan lateks agglutinasyon testi ile de yapilabilmekte, ancak O157 oldugu
belirlenen izolatin H7 olup olmadigi H7 antiserumu ile belirlenebilmektedir (80, 109).

Yukarida da belirtildigi gibi E. coli O157:H7 serotipi E. coli tip 1 'den B-glucuronidase enzimi
icermemesi ve sorbitol negatif olmasi ile ayrilir. Bir diger deyis ile E. coli tip 1 'in belirlenmesine
yonelik tim temel identifikasyon testleri E. coli O157:H7 serotipi belirlenmesi icin de
kullanilabilir. Buna gore E. coli O157:H7 serotipinde MUG, hidrojen siilfiir olugturma, Voges-
Proskauer, sorbitol testleri negatif, laktoz, glikozdan gaz olusturma, indol, metil red, hareket ve
lisin dekarboksilaz testleri ise pozitiftir. Ayn1 biyokimyasal test sonuglarini veren diger bakteriler
Kluyvera ascorbata ve Kluyvera cryocrescens (5) olmakla beraber bu tiirler rutin gida
kontrollerinde selektif zenginlestirme ve selektif kati besiyerine ge¢gme asamalarinda inhibe
olmaktadirlar (79, 80, 89). Kiiciik laboratuvarlarda E. coli O157:H7 ¢alismalar1 igin sorbitol
negatif izolatlara ornithin ve lisin dekarboksilasyon testlerinin de yapilmasi ile taramalarda
duyarligin artirilabilecegi gosterilmistir (77).

E. coli O157 suglarinin serolojik esaslarla belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan lateks
agglutinasyon kiti iki adet lateks soliisyonu igermektedir. Bunlardan test soliisyonu, E. coli O157
antijenine 6zel tavsan antikorlar1 ile kaplanmig lateks partikiillerinden olusmakta iken, kontrol
soliisyonu ise pre-immun halde tavsan globulinleri icermektedir. Test edilen kiiltiirler SMAC
agar lizerinde gelistirildikten sonra, sorbitol negatif olan koloniler, lateks testine tabi tutularak
test sonucu 1 dakika icinde tespit edilebilmektedir. Fekal 6rneklerde bulunabilecegi gibi daha
cok ¢ig siit ve dana eti gibi gidalardan izole edilen E. hermannii sorbitol negatif olup E. coli
0157 antiserumu ile agglutine olabilmekte ve boylece E. coli O157 ile karistirilabilmektedir.
Buna gore ozellikle gidalarda bulunan E. hermannii 'nin izolasyonu i¢in kullanilan SMAC
besiyerlerinin yan1 sira  sellobiyoz-MacConkey agar bazi arastirmacilar tarafindan
kullanilmaktadir. Boylece E. hermannii sellobiyoz fermentasyonu ile E. coli O157 'den ayirt
edilebilmektedir (109). Bu kitin yiiksek duyarlikta oldugu pek ¢ok caligma ile gosterilmistir (80,
109, 145). E. coli O157:H7 serotipi ile E. hermannii arasindaki serolojik benzerlik sahte
identifikasyon sonuglarina neden olmaktadir. E. coli O157 olarak tahmin edilen kiiltiirlerin sar1
pigment olusturma, sellobiyoz fermentasyonu ve KCN 'de gelisme testlerinin de yapilmasi
onerilmektedir (106).

Yapilan bir caligmada arastiricilar sigir diskisindan izole ettikleri ve E. coli 'ler iginde sadece
O157:H7 serotipine ozgiilliik gosteren spesifik bir kolifajin E. coli O157 identifikasyonunda
basar1 ile kullanilabilecegini gostermislerdir. Ayrica bu fajin E. coli O157:H7 gibi hastaliklar
yapan cesitli enterik bakteriler arasinda sadece Sh. dysenteriae 'y1 etkilemesine dikkat
cekmislerdir (144).



E. coli O157 olarak saptanan izolatin H7 olup olmadiginin saptanmasinda H7 antiserumu cesitli
besiyerlerine katilarak immobilizasyon testi uygulanmaktadir (4, 64, 145). Diski 6rnekleri ile
inokiile edilmis SMAC agar besiyerinden izole edilen sorbitol negatif E. coli O157:H7
serotiplerinin hizli identifikasyonu i¢in E. coli O157:H7 fluoresans antikor konjugatinin %100
duyarli ve spesifik oldugu bulunmustur (157).

01.02. Gelismis ve Hizh Yontemler

Klasik yontemlerle birgok enfeksiyon teshis edilebilmekte ise de bunlar bazen yetersiz
kalabilmekte ve ozellikle refakatci floranin maskelemesi nedeni ile ¢ogu kez sahte negatif
sonuglar alinabilmektedir. Bu nedenle, giderek gelisen analiz teknikleri i¢inde bagta DNA esaslt
testler ve immuno enzimatik yontemler olmak Ttzere c¢esitli analiz yontemleri iizerinde
calisilmakta, bunlardan bir kismu ticari olarak iiretilip pazarlanmaktadir. Bu yontemlere son
zamanlarda yeni serolojik metotlar, oOzellikle, immunoassay, radioimmunoassay (RIA),
fluorescent immunoassay (FIA), enzim immunoassay (EIA), immun peroksidaz testleri vs.
katilarak bakterilerin belirlenmesinde daha giivenli ve erken sonuglar alinmaktadir. Ancak, bu
testler pahali oldugu gibi yetismis personele ve iyi donatilmig laboratuvarlara gereksinim
duymaktadir. Bu kadar duyarli olmalaria karsi, baz1 olgularda da yine c¢apraz reaksiyonlar ve
siipheli durumlar ortaya c¢ikmakta ve tam gecikmektedir. Immunolojik belirleme ve
identifikasyon sistemleri analiz siliresinde kayda deger bir kisalma saglamaktadir. Bunlar
arasinda latex agglutinasyon, ELISA, koloni immunblot analizleri, direkt immunofloresan filitre
ve immun yakalama teknikleri E. coli O157:H7 analizlerinde kullanilmaktadir. Bu amagla O ve
H antijenlerine karsi monoklonal ve poliklonal antiserumlar gelistirilmistir. Bu sistemlerde 1
gecelik inkiibasyon sonrasinda 1 kob/g 'dan daha az sayida olan E. coli O157:H7 varlig
belirlenebilmektedir (9, 21, 22, 65, 88). Immunokimyasal analizlerde O157 serotipinin sadece O
antijenine ya da O157:H7 ‘nin tiim antijenlerine kars1 antikorlar kullanilmaktadir. Sadece O
antijeni kullanildiginda diger bakterilerin lipopolisakkarit antijenlerindeki yapisal benzerlikler
nedeni ile sahte pozitif sonuglar alinabilmektedir (129).

Doyle ve Schoeni tarafindan gelistirilen yontem E. coli O157:H7 ile dogal olarak kontamine
olmus ¢ig et ve cig siitlerde basarili bir sekilde kullanilabilmektedir. Bu uygulamada 18-24
saatlik selektif zenginlestirmeden sonra kiiltiiriin ¢esitli diliisyonlart HGMF 'den gecirilmekte, bu
filitreler nitroseliiloz kagit tizerinde ve bir selektif besiyerinde 37 °C 'da 24 saat siire inkiibe
edilmekte, her nitroseliiloz kagit i¢cin VT-1 ve VT-2 antiserumlar1 kullanilarak immunblotlar
hazirlanmakta, HGMF 'lerdeki immunpozitif kolonilerin E. coli O157:H7 olup olmadigi
biyokimyasal, serolojik ve verositotoksisite testleri ile dogrulanmaktadir. Bu yontem ile
gidalarda E. coli O157:H7 varlig1 basan ile gosterilmekle beraber, rutin kullaniminin uygun
olmadig bildirilmektedir (56, 57). Buna benzer bir uygulamada HGMF 'de gelisen E. coli O157
kolonilerinin belirlenmesi i¢in immunolojik yontemle boyamada H7 disindaki serotipleri de
iceren spesifik MADb kullanilmaktadir. Bu yontemde HGMF 'de gelisen koloniler petride yeniden
tiretilip immunolojik olarak boyanmakta, kullanilan MAb tiim E. coli O157 serotipleri ve N grup
Salmonella suglan ile reaksiyona girdigi i¢in immun pozitif koloniler yine biyokimyasal ve
serolojik yontemlerle kontrol edilmektedir (158). Enterohemorajik E. coli O157:H7 ve O26:H11
icin tiretilen spesifik bir MAb E. coli O157 antijeni ya da O157 poliklonal antikorlari ile ¢apraz
reaksiyona giren diger bakteriler ile capraz reaksiyon vermemekte, MAb 6zel olarak sadece
enterohemorajik E. coli O157:H7 ve O26:H11 serotiplerinde bulunan 2 dig membran proteini ile
reaksiyona girmektedir. Bu yiiksek spesifikliginden dolay1t MAb gida ve klinik 6rneklerde bu E.
coli serotiplerinin hizl belirlenmesi i¢in yararli bir immunoassay olarak tanimlanmaktadir (57).



Farkli O157 ve H7 serotiplerinden olusan E. coli , Salmonella ve diger Gram negatif bakteri
suglar1 ile yapilan bir ¢alismada monoklonal ve poliklonal antikorlar kullanilmis, her iki
antiserumun E. coli H7 ile kuvvetli reaksiyon verirken, poliklonal antiserumlarin H7 olmayan E.
coli 'ler ile ve E. coli olmayan diger suslarla da ¢apraz reaksiyon verdigi belirlenmis, ayrica bu
poliklonal antiserum ile E. coli H23 ve H24 serotiplerinde kuvvetli reaksiyon alinmistir. Bu
bulgular E. coli 'min H7, H23, H24 serotipleri arasinda serotip spesifik epitoplarmin belirlenmesi
geregini gostermistir. Anti H7 monoklonal antikorlarin yiiksek kalitede teshis araglar1 oldugu,
gida, insan ve veteriner klinik Orneklerinde E. coli O157:H7 'min aranmasi veya
identifikasyonunda tek baslarmma ya da O157 monoklonal antikorlart ile kullanilabilecegi
goriilmiistiir (86). E. coli O157:H7 suslart analiz edilecek gidanin selektif zenginlestirme
kiiltiirtinin HGMF 'den gegirilip enzimle isaretlenmis antikor analizi (enzyme labeled antibody
assay) ile belirlenebilmektedir. Bu yontemde bayir turbu peroksidaz A (HRP-A) protein ile
isaretlenmis ve O antijenine spesifik olan MAb 'dan da yararlanilmakta ve zenginlestirme
yapilmaksizin gidada E. coli O157:H7 sayimi gergeklestirilebilmektedir (152, 158).

USDA-FSIS (ABD Tarim Bakanlhigi Gida Giivenligi ve Kontrolii Subesi) etlerden E. coli
0O157:H7 izolasyonu i¢in gelistirdigi yontem 3M petrifilm E. coli petrileri ve poliklonal O157
antikor ile immunolojik boyama esasina dayanmaktadir. Zenginlestirme kiiltiiriiniin ¢esitli
diliisyonlar1 petri film petrilerine ekilmekte, olusan koloniler dogrudan temas ile nitroseliiloz
kagitlara alinmakta, buradaki immun pozitif koloni beneklerine uyan petri film petrilerindeki
koloniler ve zenginlestirme kiiltlirlinden bu kez SMAC-BCIG agara ekim yapilmakta, siipheli
koloniler EMB agar ile PRS-MUG agar besiyerlerine siiriilmekte, tipik E. coli O157:H7
kolonileri lateks agliitinasyon testine alinmakta, ayrica biyokimyasal ve serolojik olarak
dogrulanmaktadir (57).

USDA-FSIS yontemi ve esas olarak O157 poliklonal antikor kullanan diger yontemlerde alinan
sahte pozitif sonuclar bunlarin yaygin kullaniminmi kisitlamaktadir. O157 poliklonal antiserumu
E. hermannii, Brucella abortus, Bru. melitencis, Y. enterocolitica serogrup 0:9, Salmonella N
grup, Ps. maltophilia ve diger bazi enterik bakteriler ile ¢apraz reaksiyona girmektedir. Bu
capraz reaksiyondan sorumlu olan genel epitop hiicre duvar lipopolisakkaridinde bulunan 4-
amino-4,6-dideoxy-a-D-mannopyranose 'dur (57).

E. coli O157:H7 'nin zenginlestirme ve kat1 besiyeri kullanilmadan antikor-direk epifluoressent
filitre teknigi (Ab-DEFT) ile dogrudan sayimi miimkiindiir. Bu analiz yontemi ile 15 dakika siire
ile tripsin ve Triton X-100 ile muamele edilen kiyma 5 mm por ¢apli 6n filitreden sonra 0,2 mm
por capl siyah polikarbonat filitreden gegirilmekte ve son filitre dogrudan fluorescein ile
isaretlenmis anti-O157 poliklonal antikor ile boyanip yikanmakta ve epifloresan mikroskopta
incelenmekte, boylece 1 saatten daha az bir siire i¢inde analiz tamamlanmaktadir (159).

SLT 1 ve SLT 2 antikorlar1 i¢cin ELISA yontemleri kullanimi HeLa hiicre sitotoksisitesi
notralizasyon analizleri ile benzer sonuglar vermistir. Gerek ELISA uygulamalar gerek
notralizasyon testleri enfekte olmus hastalarin belirlenmesinde duyarli degillerdir. Bununla
beraber E. coli O157 lipopolisakkarit antikorlart igin ELISA tekniklerinin her ikisi de duyarl ve
spesifik olarak bulunmus ve E. coli O157:H7 ile enfekte olmus Kkisilerin belirlenmesinde
antitoksik antikorlardan muhtemelen daha yararli olarak yorumlanmustir (13).

Selektif zenginlestirme kiiltiirliniin "sandwich" ELISA E. coli O157 antijeni i¢in spesifik bir
poliklonal antikor ile uygulanmasidir. Yiiksek diizeydeki spesifikligi, duyarligi ve hizli olmasinin
yaninda bu islem rutin mikrobiyolojik kontroller yapan laboratuvarlar i¢in kullanimi kolay ve



uygun bir yontem olarak tanmimlanmistir (126). Et ve tavuk {irlinlerinden E. coli O157:H7
izolasyonu i¢in ticari olarak bulunan ve E. coli O157 antijeni i¢in "reactive disc blot" ELISA
sisteminin kullanildig1 bir tarama yontemi de tasarlanmistir (122).

Immunolipozomlar kullanilarak gelistirilen ve bir kolorimetrik immuno analiz yéntemi olan
"immunoliposome sandwich assay" ile E. coli O157:H7 'nin yikama ve inkiibasyon asamalarina
gerek duyulmadan 8 dakika gibi kisa bir siire i¢inde belirlenebilecegi, ve mmunopolizomlarin
sadece E. coli O157:H7 ile baglanabilecegi ve hi¢ bir ¢apraz reaksiyon alinmadig1 transmisyon
elektron mikroskobik analizler ile gosterilmistir (130).

Diski 6rneklerinde E. coli O157:H7 'nin belirlenebilmesi i¢in gelistirilmis ve 1 saatten daha az
stirede sonu¢ veren hizli bir ELISA yonteminde diger enterik patojenler ile capraz reaksiyon
alinmamustir. Bu yontem diskilarda E. coli O157 'nin aranmast i¢in dogru ve kolay uygulanabilir
olarak degerlendirilmistir (128). E. coli O157:H7 varlig ticari kit olan HEC O157 ELISA ile test
edildigi bir ¢alismada ise E. coli izolatlarinin hig¢ birisinin O157:H7 serotipi olmadig1 saptandig1
icin ticari HEC O157 ELISA kiti diisiik duyarlikli olarak kabul edilmistir (147).

E. coli O157 'nin hizli ve basit olarak belirlendigi bir diger enzim immunoassay sistemi
polymacron 'dur. Bu sistemin esasi test 6rneginin sodyum cholate ile 100 °C 'da 10 dakika
isitilmast  ile ekstrakte edilen E. coli OI157 antijeninin immuno enzimatik yontemle
belirlenmesidir. Immunoadsorbent yliksek bir ylizey alanina sahiptir. Sistem, E. coli min 29
O157:H7 serotipi, 1 O157:H12 serotipi ve 1 O157:NM (non motile ; H') serotipi ve S. urbana (N
grup) ile pozitif sonu¢ vermis ancak ¢ok sayida Gram negatif ve pozitif bakteri ile reaksiyon
vermemistir. Bu yontem ile ¢ig kiymaya inokiile edilen 0,4 kob/g diizeyindeki E. coli O157:H7
belirlenebilmektedir (19).

Yine ticari bir kit olan EZ Coli ise standart mikropipette bulunan E. coli O157 i¢in spesifik olan
hizli immunoassay yontemi olup E. coli O157 ve laktozu fermente eden diger koliform bakteriler
icin selektif olan tek asamali zenginlestirme besiyeri ve E. coli O157 aranmasinda 6 aylik raf
Omriine sahip mikropipet ucu formunda bir mikrofilament ELISA testi olan EZ coli detektor ug
olmak iizere iki unsurdan olusmaktadir. EZ coli kitinin basarili bir kit olarak tanimlanmasina
karsin (7, 68, 80), bir bagka calismada EZ coli kiti ile pozitif sonug¢ alinan 6rneklerde standart
kiiltiirel yontemlerle E. coli O157 izole edilememis, dolayisi ile bu kitin kullanimi dogrulama
acisindan endise ile karsilanmistir (119). EZ Coli ticari kiti disinda benzer sekilde gelistirilmis
olan bagka ticari kitler de vardir. Bunlardan BioMerieux 'un Mini Vidas sistemi ve Organon
Teknika 'nin EHEC-TEK sistemi en ¢ok kullanilanlar arasindadir. Her ne kadar Mini Vidas i¢in
7 basamakli, EHEC-TEK i¢in 11 basamakli bir islem uygulanirken EZ coli i¢in 14 basamak
bulunmakta ise de analiz siirelerinin Mini Vidas 'da 45 dakika, EHEC-TEK 'de 90 dakika iken
EZ Coli 'de sadece 9-10 dakika olmasi EZ Coli i¢in biiyiik bir iistlinliik saglamaktadir (85, 138).

Immunomanyetik ayirim yontemi ile calisan sistemler iizerinde son yillarda yogun bir ilgi vardir
(22). Immunomanyetik ayirim ydnteminde O157 spesifik antikorlarin paramanyetik parcaciklara
tutturulmas: seklindeki bir selektif zenginlestirme ile diskida 107 kob/g koliform bakteri
bulunurken 10? kob/g diizeyindeki E. coli O157:H7 belirlenebilmistir (96). Bu yéntem pek cok
aragtirict olarak giivenilir ve duyarli olarak bulunmus ve dogrulama i¢in dogrudan izolasyon
saglamasi nedeni ile diger gelismis analiz yontemlerine gore avantajli olarak tanimlanmustir (15,
38, 87). Electrochemi luminescence (ECL) ile kombine edilmis immunomanyetik ayirim
(immunomagnetic seperation = IMS) sistemi olan bir ticari sensor ile gidalarda E. coli O157 1
saatten daha az siirede belirlenebilmektedir (172).



Niikleik asit esasli analizler agirlikli olarak DNA Stxs geni ya da eae genine spesifik DNA probu
kullanan yontemler ve PCR analizleri olarak 2 gruba ayrilir. Bunlardan Stxs genine 6zel niikleik
asit esasli testler sadece Stxs lireten patojenlere spesifik olmakla beraber, 60 kadar farkl E. coli
serotipi ile hatta Citr. freundii ‘nin de Stx II varyantlarim {iiretebilmesi nedeni ile bu testler
dogrudan O157:H7 belirlenmesinde kullanilamamaktadir. Ayni sekilde eae genine spesifik
yontemlerde de sadece E. coli O157:H7 degil, diger EPEC serotipleri de pozitif sonug
verebilmektedir. Oysa B-glucuronidase (uidA) geni ile ilgili analizlerde boyle bir kisitlama
yoktur. Son olarak sadece E. coli O157:H7 serotipinin uidA geninin belirli bir bolgesine duyarli
olan 18 bp ‘lik oligoniikleotid DNA probu PF-27 ‘nin oldukca basarili bir sekilde kullanilabildigi
belirtilmektedir. Multiplex PCR analizleri duyarli, spesifik ve O157:H7 serotipinin fenotipik
varyantlarini belirleyebilecek diizeyde iken, bu sistemin ¢ok kompleks ve gidalar ile klinik
orneklerin rutin analizlerinde kullanilamayacak kadar pahali oldugu belirtilmektedir (129).

Enterohemorajik E. coli disindaki pek ¢ok VTEC susunun insanlar1 hastalandirmadaki 6énemi ve
bu suslarin hemorajik kolit ve. HUS ile iliskisinin bilinmemesi nedenleri ise gidalardaki
verotoksijenik E. coli 'lerin belirlenmesi daha yararl olabilecegi goriisii de vardir. VT-1 ve VT-2
'vi kodlayan DNA 'nin kullanildigi gen probe analizlerinde sadece enterohemorajik E. coli
serotipleri olan O157:H7 ve 026-H11 degil tim VT-1 ve VT-2 fiireten E. coli 'ler
belirlenebilmektedir. E. coli O157:H7 'nin 3,4 kilobazlik bir segmentinden hazirlanan DNA
probu E. coli O157:H7 ile %99, E. coli O26:H11 ile %77, hemorajik kolit veya HUS
hastalarindan izole edilen diger VT pozitif E. coli serotipleri ile %81 diizeyinde hibridize
oldugunun belirlenmesi bu yontemin duyarligini gostermektedir (57). DNA esash testler
tizerinde basarili sonuglarin alindig ¢esitli calismalar ile de gosterilmistir (17, 74, 169).

Son zamanlarda toksin olusturan ¢esitli £. coli suslarinin belirlenmesinde multipleks PCR teknigi
kullanilmaktadir. Bu yontem ile bifteklerde E. coli O157:H7 ve toksinlerinin arastirildigi bir
calismada PCR '1 inhibe eden gida pargaciklar1 2 asamali basit bir filitrasyon ile giderilmistir.
Bu yontem ile genel bir besiyerinde 37 °C 'da 6 saat inkiibasyon ile 10° kob/g, bir gece
inkiibasyon ile 1 kob/g diizeyinde duyarlik saglanmaktadir (162). Benzer sekilde yiiriitiilen bir
arastirmada da multipleks PCR teknigi kullanilarak bagarili sonuglar almmustir (132).
"Restriction-site specific-PCR ; RSS-PCR" yontemi ile ¢evresel orneklerden izole edilmis ¢ok
sayidaki E. coli izolatinin E. coli O157:H7 olup olmadiginin belirlenmesinde basarili bir sekilde
kullanilabilecegi (98), bunlarin disinda lazer taramali konfokal mikroskobik arastirmalar ile de
etlerde E. coli O157:H7 'nin belirlenebilecegi gosterilmistir (136).



