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AKkut ishalli Bes Yas Alt1 Cocuklarda Diyarejenik Escherichia coli izolatlarinin
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Akut ishalli bes yas alt1 ¢ocuklarda, izole edilen Escherichia coli tiplerinin tespiti, hastaligin
tanis1 ve tedavisi agisindan 6nemlidir. Tirkiye’de ¢ocuklarda diyarejenik E. coli patotiplerinin sikligi
hakkinda calisma ve veri bulunmamaktadir. Bu c¢alismanin amaci Konya/Tiirkiye’de, bes yas alti
cocuklarda 2019 yilinda, akut ishale yol a¢an diyarejenik E. coli patotiplerinin [enteropatojenik E. coli
(EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvazif E. coli (EIEC), Shiga toksin iireten E. coli,
enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC) ve diffiiz aderan E. coli (DAEC)]
sikliginin arastirilmasidir.

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 1 Ocak-31
Aralik 2019 tarihleri arasinda gonderilen akut ishalli bes yas alti ¢ocuklardan alinan 3064 digki 6rnegi
tarandi. Salmonella, Shigella, Campylobacter iiremeyen, rotavirus ve adenovirus pozitifligi
saptanmayan ve parazit goriilmeyen 312 ¢ocugun diskisinda baskin tlireyen E.coli izolatlar1 ¢alismaya
alindi. E. coli konvansiyonel yontemler ve Vitek 2 compact otomatize sistemi ile tanimlandi. DNA
izolasyonu, ticari bir kitle yapildi. eae, pEAF, daaC, aatA, elt, est, ipaH, stx; ve stx, primerleri gercek
zamanli multipleks PZR yo6ntemi ile ¢aligildi. Bir izolatta eae genin saptanmasi aEPEC, eae ve pEAF
genlerinin saptanmasi tEPEC, stx; ve/veya stx, genlerinin saptanmasi STEC, eae, stx; ve/veya stx,
genlerinin saptanmast EHEC, elt ve/veya est genlerinin saptanmast ETEC, ipaH genin saptanmasi
EIEC, aatA genin saptanmast EAEC ve daaC geninin saptanmast DAEC olarak tamimlandi. Gerg¢ek
zamanli multipleks PZR, monopleks PZR ve jel elektroforezi ile dogrulandi.

Toplam 312 E. coli izolatimin 56’sinda tek, 254’tinde miks patotip saptamirken iki izolat
tiplendirilemedi. 310 6rnekte 281 DAEC, 187 EPEC, 159 EAEC, 43 EIEC, 31 EHEC, dort ETEC ve
iki STEC saptandi. En sik tespit edilen tekli patotipler DAEC (47) ve EAEC (7) iken miks patotipler
DAEC + EPEC + EAEC (108), DAEC + EPEC (58) ve DAEC + EIEC (24) olarak belirlendi.

Konya/Tiirkiye’de bes yas alti akut ishalli ¢ocuklarda DAEC’in baskin patotip oldugu ve
miksenfeksiyonlar da ise en stk DAEC+EPEC+EAEC birlikteligi saptanmustir. Bu ¢aligma Tiirkiye’de
tiim diyarejenik E.coli patotiplerinin aragtirildig1 ilk ¢aligmadir. Calismamizin en dnemli kisitliligr tek
merkezli olmasidir. Tiirkiye’de hangi patotiplerin yaygin oldugunun belirlenmesi i¢in ¢ok merkezli
caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sézciikler: Akut ishal, diyarejenik Escherichia coli, multipleks polimeraz zincir
reaksiyon
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The detection of diarrheagenic Escherichia coli isolates from normal intestinal microbiota is
important for the diagnosis and treatment of acute diarrhea. There is no research and data about the
frequency of diarrheagenic E. coli pathotypes in Turkey. This study aims to detect the frequency of
diarrheagenic E. coli pathotypes [enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC),
enteroinvasive E. coli (EIEC) Shiga toxin-producing E. coli, enterohemorrhagic E. coli (EHEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC) and diffuse adherence E. coli (DAEC)] in children with acute
diarrhea under five years in Konya/Turkey.

3064 stool samples taken from children with acute diarrhea under the age of five years sent to
the Medical Microbiology Laboratory of the Medical Faculty Hospital, Selcuk University between 1
January and 31 December 2019 were scanned. E.coli isolates were included in the study that
predominantly growing in the feces of 312 children whose Salmonella, Shigella, Campylobacter were
not grow, rotavirus and adenovirus positivity was not detected and no parasites were observed. E. coli
was defined by conventional methods and Vitek 2 compact automated system. DNA isolation was
performed with a commercial kit. The primers of eae, pEAF, daaC, aatA, elt, est, ipaH, stx; and stx,
genes were studied by real-time multiplex PCR method. Detection of eae plus pEAF genes was
accepted typical EPEC (tEPEC), only eae atypical EPEC (aEPEC), stx1 and/or stx2 genes STEC, eae
plus stx1 and/or stx2 genes EHEC, elt and/or est genes ETEC, ipaH gene EIEC, aatA gene EAEC and
daaC gene DAEC. Results were confirmed by monoplex PCR and gel electrophoresis.

Of the 312 E.coli isolates, 56 had single pathotype, 254 had mixed pathotypes and two
isolates could not be typed. 281 DAEC, 187 EPEC, 159 EAEC, 43 EIEC, 31 EHEC, four ETEC and
two STEC were detected in 312 samples. The most frequently detected single pathotypes were DAEC
(47) and EAEC (7), while mixed pathotypes were DAEC + EPEC + EAEC (108), DAEC + EPEC
(58) and DAEC + EIEC (24) respectively.

DAEC was single and also DAEC plus tEPEC/aEPEC plus EAEC were mixed predominant
pathotypes in the diarrheagenic E. coli isolates in children with acute diarrhea under five years in
Konya/Turkey. This is the first study to investigate all diarrheagenic E. coli pathotypes in Turkey. The
most important limitation of our study is that single-centered. Multicentre studies are needed to
determine which pathotypes are common in Turkey.

Keywords: Acute diarrhea, diarrheagenic Escherichia coli, multiplex polymerase chain reaction



1. GIRIS

Akut ishal, ¢ocukluk caginda morbidite ve mortalitenin alt solunum yolu
enfeksiyonlarindan sonra en sik nedeni olup {ilkemiz i¢in 6nemli halk sagligi
sorunudur (Offit ve Clark 2000, Bulut ve ark 2003). Her yil diinyada, 0-5 yas
arasindaki ¢ocuklarda 525 000 oliimle birlikte 1 700 000 ishali vakasi
bildirilmektedir (Verma ve ark 2019). Bakteriyel etkenler arasinda, diyarejenik
Escherichia coli (DEC), gelismekte olan tilkelerde, 6zellikle bes yasin altindaki
cocuklarda, ishalin ana sebeplerinden biridir (Zhou ve ark 2018).

Diyarejenik Escherichia coli (E. coli) ¢ocuklarda 6nemli bir ishal sebebidir
(Afset ve ark 2004). DEC izolatlarinin birbirinden farkli klinik tablolara yol agan ve
bir dizi viriilans faktorii tasiyan patojen tipleri mevcuttur. DEC suslar1 genellikle alti
patotip seklinde smiflandirilir:  enteropatojenik  Escherichia coli  (EPEC),
enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC), enterohemorajik Escherichia coli (EHEC)
ve diger Shiga toksin tireten Escherichia coli, enteroinvazif Escherichia coli (EIEC),
enteroagregatif Escherichia coli (EAEC), diffiiz aderan Escherichia coli (DAEC).
EPEC suslari, EAF plazmidinin varlifina veya yokluguna gore tipik EPEC (tEPEC)
ve atipik EPEC (aEPEC) suslarina ayrilir (Souza ve ark 2013, Konaté ve ark 2017).

Diskr orneklerinde DEC'i tanimlamak i¢in polimeraz zincir reaksiyon (PZR)
testleri gelistirilmistir. Ayrica, bakteriler, virlisler ve parazitler dahil olmak iizere
birgok ishal olusturan patojenleri eszamanl olarak degerlendirebilen multipleks PZR

testleri de gelistirilmistir (Zhou ve ark 2018).

E.coli’nin bazi tiplerinin akut ishal etiyolojisindeki rolii her gecen giin daha
1yl anlasilmaktadir. Akut ishalli bes yas alti ¢ocuklarda, baska bir patojen etken
saptanmamasi halinde izole edilen, patojen E.coli patotiplerini normal bagirsak
mikrobiyota elemanlarindan ayiran viriilans faktorlerinin tespiti, hastaligin tani ve

tedavisi agisindan 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde ishale neden olan patojen E.coli’lerin prevalansi ve onemi
konusundaki veriler smirli olup, bu suslarin tanimlanmasi epidemiyolojik

caligmalara, hastaligin ve tanmi tedavisine Onemli katkilar saglayacaktir. Bu
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patojenlerin prevalans1 ve epidemiyolojik oOzellikleri, ayni {iilke i¢inde bile farkli
bolgelerde farklilik gosterir. Bu ¢alismanin amaci Konya/Tiirkiye’de, bes yas alti
cocuklarda 2019 yilinda, akut ishale yol acan DEC patotiplerinin (EPEC, ETEC,
EIEC, STEC, EHEC, EAEC ve DAEC) sikliginin arastirilmasidir.

1.1. Tarihge

E. coli ilk kez 1885’de pediyatrist ve bakteriyolog olan Theodor Bald
Escherich tarafindan yenidoganlarin intestinal mikrobiyotasinin gelisimi ile ilgili
calismalari sirasinda diskidan izole edilmistir. Once Bacterium coli commune olarak,
daha sonra 1919’da Castellani ve Chalmers tarafindan Escherichia coli olarak
adlandirilmistir (Barnes ve Gross 1997, Ray 2004, Donnenberg ve ark 2005).
1940'larda ve 1950'lerde bir dizi ishal salgin1 ile epidemiyolojik olarak
iligkilendirilen E.coli patotiplerinden biri olan EPEC susu tanimlanmistir (Neter ve
ark 1955, Youcong ve ark 2009). Risk grubu yenidogan, kiigiik ¢ocuklar ve duyarl
turistler olan ETEC’in tarihi 1956’da Kalkiita‘da baslamis, 1968'de Sack ve
Kalkiita'da yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Qadri ve ark 2005). STEC ise ilk
kez 1977’de kesfedilmistir. E. coli O157:H7 EHEC grubu iginde bulunan bir serotip
olup klinik 6nemi ilk olarak 1980°li yillarda ABD’de agiklanmis 1982°de gida
kaynakli bir patojen oldugu tanimlanmistir (Lawson 2004, Patrick 2009, Control ve
Prevention 2012). Shigella, ilk kez 1897'de EIEC ise yaklasik 50 yil sonra
kesfedilmistir (Shiga 1898, Nataro ve Kaper 1998, Lan ve ark 2004). EAEC ise ilk
kez 1987’de tamimlanmig ve ishal ile iliskili oldugu saptanmigtir (Nataro ve ark
1987). 1984’den sonra intestinal enfeksiyonlara neden olan diffiiz aderan E.coli’yi
potansiyel bagimsiz bir kategori olarak tanimlanmistir (Le Bouguénec ve Servin

2006, Altindis 2010).

1.2. Genel Ozellikler

Tibbi olarak 6nem tasiyan Gram negatif ¢omaklarin en biiylik ve en heterojen
toplulugu Enterobacteriaceae ailesidir. Kirktan fazla cins ve yiizlerce tiir ve alttiir
tanimlanmustir (Murray ve ark 2015). Escherichia cinsi Enterobacteriaceae ailesinin
tiyelerindendir. Escherichia cinsi igerisinde yedi tiir olup, bunlar: E. coli, E.

adecarboxylata, E. fergusonii, E.hermanii, E. vulnaris, E. blattae ve E. alberti’dir.
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Escherichia coli, Gram negatif, fakiiltatif anaerob tercihen 37 °C'de iireyebilen,
hareketsiz veya hareketli olabilen, spor olusturmayan bir ¢omaktir (Ewers ve ark
2004, Croxen ve ark 2013).

1.2.1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

E. coli, ¢ubuk seklinde olup, boyutlar1 yaklasik olarak 2-6 pm uzunlugunda
ve 0,1-1,5 um enindedir. Hareketli suslarin hareketini peritris kirpikleri saglarlar
fakat hareketleri yavastir. Bakteriyolojik boyalarla Gram negatif boyanirlar. Kapsiil
olusturabilirken, endospor olusturmazlar(Bilgehan 2000, Sahin ve Basoglu 2011).

1.2.2. Kiiltiir Ozellikleri

E. coli, agar ve buyyon gibi genel kullanim besiyerlerinde kolayca iirer. Sivi
kiiltiirlerde (buyyon) hizli iireyerek bulaniklik olusturur, tek ya da ciftler halinde
gortliir (Ewers ve ark 2004). Besiyerlerinde 18-44°C de iirer. Organizmalarin
sayisini; sicaklik ve iireme siiresi etkiler. pH:5-8 arasinda iireyebilirken optimum

tireme pH s1 7,2 dir (Bilgehan 2004, Cantekin ve izgiir 2015) .

E. coli, secici besiyerlerine ekilerek digki drneklerinden kolayca izole edilir.
E. coli, genel besiyerlerinde (nutrient ve kanli agar gibi) ve selektif ve ayirt edici
besiyerlerinde MacConkey (MC) ve Eozin Metilen Blue (EMB) agar gibi yuvarlak
parlak, diizgiin kenarli, 1,2 mm c¢apinda, S tipli koloniler meydana getirir. Laktoz
fermantasyonuna bagl olarak pH'daki degisim, suslar1 ayirt etmek i¢in kullanilabilir.
Bazi E. coli suslari, 6zellikle cogu EIEC suslari, laktozu fermente etmez, bu ylizden
tanimlamada dikkatli olunmalidir. MC agarda etken laktozu fermente ettigi i¢in
kirmiz1 veya pembe renkli koloniler, EMB agarda laktoz fermentasyonuna gore
pembe veya koyu, siyah-yesil metalik refle goriinimiinde koloniler olusturur
(Croxen ve ark 2013, Cantekin ve Izgiir 2015).

Genelde E. coli suslar1 2-3 mm ¢apinda S tipi kolonileri agar besiyerlerinde
18 saatte olustururlar. E. coli suslarinin bazilari ise kolonileri mukoid olan M koloni
ya da kenarlar1 diizglin olmayan, kiigik ve kuru gorinimli R-tipli koloni

olustururlar. Bazi patojenik E. coli suslar1 kanli agarda kolonileri hafif nemli
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goriiniimiinde ve bazi suslar1 da kanli agarda beta hemoliz yapma yetenegindedirler
(Bilgehan 2000). MC ve EMB agar gibi besiyerleri indikator boya ve laktoz katilarak
hazirlanir, bu besiyerlerinde laktoz pozitif bakteriler besiyeri igindeki indikatoriin

rengini agiga ¢ikararak koyu renkli koloniler olustururlar (Berkiten 2005).

1.2.3. Biyokimyasal Ozellikler

E. coli glikoz ve diger karbonhidratlar1 kullanarak asit ve gaz olustururken
nisastadan gaz olusturmazlar. Genelde E. coli suslarini tanimlarken laktoz, asit, gaz

ve indol pozitifligi gozlenir (Berkiten 2005, Bilgehan 2009).

Genelde laktozu fermente eden E. coli suslari laktozu fermente etmeyen
Salmonella ve Shigella gibi diger bakterilerinden ayirmaya yarar. Bu sebeple
Hektoen Enterik (HE) agar, EMB agar ve MC agar gibi i¢inde ayira¢ bulunan
besiyerleri E. coli ’yi diskida birlikte bulundugu diger laktoz negatif bakterilerden
ayirt edilmesinde yardimer olur (Ozsoy ve ark 2001). Laktozu fermente etmeyen,
hareketsiz, glikozdan gaz olusturmayan E.coli suslari inaktif suslar olarak kabul

edilir (Bilgehan 2000).

Metil kirmizisinin rengini asit olusturmasi nedeniyle sariya gevirir. Asetik
asit, laktik asit ve piirivik asit olmak tizere ii¢ asit olusturur (Sahin ve Basoglu 2011).
Karbon kaynagi olarak asetat1 kullanabilir, sitrati kullanmaz. Oksidaz negatif, katalaz
pozitif ve lizin dekarboksilaz pozitiftir. Triptofandan indol ve nitrattan nitrit
olusturur. Ureyi pargalamaz. IMVIC testi ( +, +, -, - ) dir. Triple Sugar Iron (TSI)
agarda hem dipte hem yatik kisimda asit ve dipte gaz olusturur, HoS olusturmaz

(Bilgehan 2009).

1.2.4. Antijenik yap1

Enterobacteriaceae iiyelerinin antijenik yapist birbirine benzerdir. E. coli
somatik (O), kirpik (H) , kapsiil (K) ve fimbriya (F) antijenlerine sahiptir (Bilgehan
2009). Bu antijenlerin 6zelliklerine gore gruplara ve tiplere ayrilirlar. Kaufmann
serotiplendirme icin ilk semay1 gelistirmistir. Bu serotip semasma gore E. coli’de

180°den fazla O, 56 H ve 80 K antijeni tanimlanmistir. Somatik antijenleri ortak olan
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Salmonella, Shigella, Citrobacter ve Providencia cinsi bakterilerde serolojik tanida
capraz reaksiyonlar gozlenir. Kapsiil antijenleri 100°C de 1-2 saat kaynatilirsa inhibe
olur. Ornegin 06: K2: H1: F7 ve O78: H20, O18: K1: H7 vs. H ve F saptanmayan
suslar H-, F- olarak gosterilebilir. Ornegin O157: H- gibi (Bilgehan 2000).

E. coli ’nin alt tiirlerinin siniflandirilmasi, antijenik yapilarmin gesitliligine
dayanir. E. coli O antijenlerine gore gruplara, H ve K antijenlerine gore de
serovarlara ayrilir (Bilgehan 2000).0 antijenleri dis hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkarit yapidadir ve 1siya direngli ylizey antijenidir. Lipopolisakkarit
tabakasi 3 komponentten olusur. En dista O polisakkariti, ortada kor polisakkariti ve
en altta lipid A yer almaktadir. Endotoksin aktivitesinden sorumlu olan virulans
faktorii lipid A’dir (Murray ve ark 2009). O antijenleri 4 saat %96’1ik alkole, 2,5 saat
100°C’ye dayanir. Asitlere dayanikli iken, formaldehite dayniksizdir. Antiserumdaki
antikorlar Ig M yapisindadir (Toreci 2002, Deborah Chen ve Frankel 2005).

Flagellanin bir pargasi olan H antijenleri hareketli suslarda bulunur. E. coli
suslarinin geneli hareketsiz veya kismen hareketlidir. H antijeni eksik oldugu suslar
flajellasin1 kaybeder ve hareketsizlesir. Her E.coli susunda H antijeni olmadigindan
H antijenine bagli serotiplendirme gilivenilir degildir. 60’a yakin H antijeni
saptanmigtir. E. coli O157:H7 serotipi disinda H antijenini saptamak pratikte dnemli
degildir. H antijenlerinin yapist proteindir ve aminoasit dizilimlerindeki farkliliklar,
cesitli H antijeni tiplerinin olusmasina neden olur. Isiya, alkole ve asite duyarli,
formaldehite ise direnglidir. H antijenlerinin antiserumundaki antikorlar Ig G
yapisindadir (Bilgehan 2000, Deborah Chen ve Frankel 2005, Findik 2008, Yeniiz ve
ark 2009).

E. coli ’de K antijenleri polisakkarit yapida oldugundan isiya dayaniklidir. 1-
2 saat 100-120 °C de kaynatma sonrast yapisi bozulur (Yeniiz ve ark 2009). K
antijenleri A antijeni grup 1 kapsiiler polisakkarit, B ve L antijenleri ise grup 2

kapsiiler polisakkaritler olarak ayrilmaktadir (Batzing 2002).

E. coli suslarinda L antijeni var ise 1siya duyarhidir. A antijenine sahip
suglarin kolonileri opak, mukoid ve M koloni o6zelligindedir. Kapsiillii E. coli
suslarmin polisakkaritleridir. Kaynatilmaya dayaniklidir ve baz1 serogrup tarafindan

olusturulur (Toreci 2002). B antijeni ise gastroenterit yapan suslarda bulunur ve
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sicakliga duyarlidir. Cocuklarda epidemik ishallerde etken olan E. coli suslarinda B
antijeni saptanmistir (Demir 2001). B antijeni patojenitede rol oynar (Yeniiz ve ark
2009).

Onemli bir virulans faktorii olan F antijenleri bakteri yiizeyinde kisa uzantilar
seklinde bulunur ve dokulara tutunmayi saglar. F antijeni i¢eren bakteriler insan ve
hayvanlarin eritrositlerini agliitine etme egilimindedir. Sivi besiyerinde {iretilen
bakteriler fimbriyalarmin gelistirirken kati besiyerlerinde tekrarlanan pasajlarla

cogaltilirsa fimbriyalarini kaybedebilir (Demir 2001, Cengiz ve ark 2004).

1.2.5. Patojenite ve Virulans Ozellikleri

Enfeksiydz bir etkenin hastalik olusturabilme yetenegine patojenite denir.
Mikroorganizmanin hastalik olusturabilme yeteneginin derecesine ise virulans denir.
E. coli normal bagirsak mikrobiyotasinda bulunan patojen olmayan bir bakteridir.
Diger mikrobiyota bakterileri ile denge i¢inde kaldigi siirece hastalik olusturmaz.
Patojenik E. coli suslarinin virulans faktorii iiretme kapasitesi, onlart non patojenik
suglardan ayirt eder. Patojenik E. coli ’ler olusturdugu hastaligin tiirtine ve sahip
oldugu virulans faktorlerine gore siniflandirilmaktadir (Tungkanat 1993, Bilgehan

2000, Omerovic ve ark 2012).

E. coli farkli dokular1 enfekte edebilmek igin ¢ok sayida virulans faktoriine
sahiptir. E.coli’nin viriilans faktorleri; fimbriyal yapilar (P fimriya, tipl fimbriya),
hiicre yiizey hidrofobisitesi, hemolizin, siderofor, adezinler (aerobaktin,
enterobaktin), serum direnci, antibakteriyellere direng, hiicre disina salgilanan
toksinler (LPS, hemolizin) gibi farkli yapilardir. ETEC’de kolonizasyon faktor
antijenleri (CF), enterolabil toksin (elt) ve enterostabil toksin (est), EPEC’de eae,
EAEC’de aggregatif aderens F, EHEC’de eae, EIEC’de invazif plazmid antijen,
tiropatojenlerde P pili, EAEC’de plazmid tarafindan kodlanan toksin ve
enteroagregatif 1stya dayanikli toksin, STEC’de hemolizin, stx; ve stx; vs (Debeleg
ve Cosar 2007, Demir ve ark 2007, Omerovic ve ark 2012).

E. coli ’nin viriilans faktorlerinden aderens 6zelligi, enfeksiyonlarin ¢cogunun

baslangicina ve mikroorganizmanin konak hiicreye yapismasini saglar. E. coli’de
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bulunan dokulara tutunmayi saglayan K1 kapsiilii, yiizey yapilarindan birisidir. Insan
notrofillerinin  ve insan serumunun Oldiriicii etkisine karsi, K1 kapsiilii
mikroorganizmaya diren¢ saglar, beyin omurilik sivisinda ve kanda

mikroorganizmanin canli kalmasina yardimci olur (Demir ve ark 2007).

1.3. Escherichia coli *nin Yaptig1 Hastaliklar

Escherichia coli insan bagirsak mikrobiyotasinda diger mikrobiyota
bakterileri ile dengede oldugu siirece hastalik olusturmaz (Bilgehan 2000). E.coli
enfeksiyonlarmin ¢ogu konagin kendi mikrobiyotasinda kaynaklanmaktadir ancak
dis ortamdan bulas yoluyla da gelisebilir. E.coli’nin enfeksiyon siirecinde bir
basamakta mikroorganizmanin giris kapisindaki dogal engelleri gecerek, konak
hiicrelerine tutunmasi ve kolonizasyonudur. Bazi patojenik suslar gastroenterit, idrar
yolu enfeksiyonu ve sepsis/menenjit gibi dnemli bulasici hastaliklara neden olur
(Nataro ve ark 2006). Patojenik E. coli ’ler olusturdugu hastaligin tiiriine ve virulans
ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir. E. coli suslar1 enfekte ettikleri dokulara gore;
ekstraintestinal ve intestinal olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Omerovic ve ark
2012). Ekstraintestinal hastaliklar idrar yolu enfeksiyonu, septisemi, yenidogan
menenjit, merkezi sinir sistemi ve solunum sistemi enfeksiyonlarini igerir. E. coli
enfeksiyonlarmin en sik goriilenleri; tiropatojenik idrar yolu enfeksiyonlar1 ve

enteropatojenik ishallerdir (Banu A ve ark 2011, Croxen ve ark 2013).

1.3.1. Ekstraintestinal Hastaliklar

Patojenik E. coli ’ler bagirsaktan diger dokulara ge¢meleri bagirsaklarin
mekanik veya biyolojik etkileri ile olusabilmektedir (Omerovic ve ark 2012). idrar
orneklerinde, beyin omirilik sivisinda, kan 6rneklerinde, herhangi bir E. coli ’nin
varligi enfeksiyonun gostergesidir. Ekstraintestinal E. coli i¢in ¢ok sayida viriilans
faktorli, oOzellikle K antijeni tanimlanmistir ve en Onemli viriilans faktorii

hemolizindir (Debeleg ve Cosar 2007, Murray ve ark 2009).

Ekstraintestinal patojenik E. coli, insanlarda en yaygm gram negatif
bakteriyel etkendir ve tiim yas gruplarini etkileyen ¢esitli klinik hastaliklara neden

olur. Ozellikle gen¢ saghkli kadinlarda idrar yolu enfeksiyonunun en sik ve
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yenidoganlarda menenjitin ikinci en yaygin sebebidir. Ekstraintestinal patojenik E.
coli enfeksiyonlarma baglh kiiresel morbidite ve mortalite oranlart énemli oranda
artmaktadir. Coklu ilaca diren¢ ekstraintestinal enfeksiyonlarinin Onlenmesi ve

tedavisi i¢in zorluk teskil etmektedir (Russo ve Johnson 2003, Mathers ve ark 2015).

1.3.2. intestinal Hastaliklar

Diyarejenik Escherichia coli diinya genelinde endemik ve epidemik ishalin
onemli nedenlerindendir. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda ishale neden olan en
az alt1 farkli E.coli patotipi tanimlanmistir (Forbes ve ark 2007). E. coli patotipleri,
enfeksiyon mekanizmalarina, virulans faktorlerine, doku tropizmine, enterositle
etkilesime, semptomlara ve sendromlara gore simiflandirilirlar (Kaper ve ark 2004,

Croxen ve ark 2013).

DEC’in patotipleri;

1. Enteropatojenik E. coli

2. Enterotoksijenik E. coli

3. Enteroinvazif E. coli

4. Enterohemorajik E. coli ve Shiga toksin iireten E. coli
5. Enteroagregatif E. coli

6. Diffiiz aderan E. coli

1.4. Enteropatojenik Escherichia coli

Enteropatojenik E. coli, intestinal epitel hiicrelerin yiizeylerinde farkli
lezyonlar olusturmalarina gore patojenleri yapisma ve bozma (A/E) olarak bilinen
kolektif bir bakteri grubuna aittir. DEC 'den EPEC, ilk tanimlanan patotiptir (Bray
1945, Neter ve ark 1955, Robins-Browne 1987).

1.4.1. Epidemiyoloji

Enteropatojenik E. coli enfeksiyonunun epidemiyolojisi, tanimlandigindan

bugiine kadar degismistir. Baslangicta, EPEC diinyada ¢ocuk ishalinde daha sik
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goriiliir iken yillar i¢inde gelismekte olan iilkelerde daha ¢ok yaygimlagmistir (Nataro
ve Kaper 1998). Gelismekte olan lilkelerde ki ¢ocuklarda, 6zellikle yenidoganlarda,
hastane kreslerinde salginlara yol agabildigi saptanmustir (Tinger ve ark 2005).
Genellikle anne siitii ile beslenmeyen ve dort ayliktan kiiclik bebeklerde goriilmiis ve
eyliil aylarinda saptanmis, EPEC salginlar1 sicak aylarda zirve yaptig1 mevsimsel bir
dagilim gosterdigi bildirilmistir. (Levine ve ark 1993, Afset ve ark 2003a, 2004b,
Behiry ve ark 2011).

1.4.2.Patogenez

Enteropatojenik E. coli invazif olmayan bir organizmadir. EPEC susu agiz
yoluyla alindiktan sonra ince bagirsaklara ulasir ve hiicrelere yapisir. EPEC herhangi
bir ekzotoksin iiretmez. EPEC suslart ii¢ saat icinde HEp-2/Hela hiicrelere lokal veya
diffiiz adhere olmalarina gore enfeksiyon farkli belirtilerle kansiz hafif ishalden agir
seyirli ishale neden olabilir. EPEC suglarinin A/E mekanizmas1 bakteri ile epitel
hiicre arasindaki baglanmay1 baglatir. Bakterinin baglanmasini saglayan plazmid
kontroliindeki ‘“’boundle formin pili’’(Bfp) dir. Bu baglanmada intiminin (eae)
diizenleyici rolii vardir (Scaletsky ve ark 1984, Tiinger ve ark 2005, Caylan 2017).
eae adezini ve kisa yiizeyle iligkili filamanlar1 (ESpA) barindirirlar. Bakterinin
konakg1 hiicresine tutunmasi ile bir sinyal olusur. Bfp ve ESpA filamanlan epitel
hiicrelerine tutunur “’Translocated eae’’ ve tanmimlanmamis pek cok molekiilii
konakg1 hiicresine aktarirlar. Bu molekiiller sinyalizasyon yolunu aktive eder ve
hiicrede aktinin depolimerizasyonuna, mikrovilluslarda silinmeye neden olur.
Enjekte edilen efektdr molekiiller hiicrenin fonksiyonunu bozar, elektrolit kaybina ve

hiicre 6liimiine neden olur (Findik 2008).

1.4.3. Klinik

Enteropatojenik  E.  coli  kaynakli  ishalin  baglangict  oldukca
hizhidir(bulastiktan iki ila dokuz saat arasinda baslar). Akut ishalin genelde nedeni
EPEC olmasina ragmen iki haftadan uzun siiren kronik vakalar da tespit edilmistir.
Hastalik huzursuzluk, beslenme bozukluklar1 ile baslar ve ince bagirsagi etkiler.
Tipik bulgular1 ise kramp tarzinda karin agrisi, ates, sulu bol mukuslu ishaldir. Digk1

sulu, kan ve l6kosit igermeyen, sari-yesil renktedir (Tiinger ve ark 2005, Caylan
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2017). Klinik olarak diger ishal etkenlerinden ayirt edilemez fakat kusmanin en sik
rastlandigr tipdir. Yenidoganlarda akut ishale, kiigiik ¢ocuklarda kronik ishale yol
acar (Findik 2008). EPEC nedenli kronik ishalin hastaneye yatisa yol agma olasilig
diger ishal patojenlerine kiyasla daha yiiksektir (Nguyen ve ark 2006).

1.4.4. Tam

Enteropatojenik E. coli yillar gectikge ¢ogu susu kokli serogruplara girmistir.
Fakat serotiplendirilmesi artik bir susun “EPEC” olarak kabul edilmesi i¢in yeterli
degildir. Patojenik 6zelliklerine gore EPEC"tipik" ve "atipik" olarak ayrilir. EPEC’in
ayirt edilebilmesi i¢in fenotipik 6zelliklerine gore hiicre kiiltiirti teknikleri, fluoresan
aktin boyama (FAS) testi ve HEp-2 veya HeLa hiicre yapisma testi kullaildi (Knutton
ve ark 1989, Knutton ve ark 1991, Shariff ve ark 1993). Birgok laboratuvarda doku
kiiltiri yapilamamadigindan EPEC'in tespiti i¢in genotipik testler, genellikle DNA,
prob hibridizasyonunu veya PZR-bazli yontemler tercih edilmektedir. EPEC
suslarinin tanimlanmasi i¢in, klinik ve arastirma laboratuvarlari tarafindan genotipik
tespit yontemleri kabul edilmistir (Bortolini ve ark 1999, Trabulsi ve ark 2002).
Multipleks PZR analizin de sadece eae geninin varligi aEPEC, eae ve DbfpA
genlerinin varligt tEPEC ve olarak degerlendirilmektedir (Souza ve ark 2013).
Molekiiler yontemlerde DNA problari, Pulsed-field jel elektroforez (PFGE),
multipleks PZR gibi analizler EPEC ve diger DEC patojenleri tanisinda
kullanilmaktadir (Kurt ve ark 2013). PFGE tipleme igin altin standart yontem olarak
kabul edilir ve epidemiyolojik arastirmalarda kullanilir (Swaminathan ve ark 2001).
Ayrica, bakteriler, virlisler ve parazitler olmak {izere bir¢ok ishal olusturan
patojenleri eszamanli olarak degerlendirebilen PZR analizleri gelistirilmistir
(Binnicker 2015). Molekiiler tekniklerin benimsenmesi, farkli patotiplerin daha hizli

tespitine ve tanimlanmasina olanak saglamaktadir (Croxen ve ark 2013).

1.4.5. Tedavi ve Korunma

Tiim ishalli hastalarda rehidratasyon tedavisi 6nemlidir. EPEC kaynakl1 ishal
genelde kendi kendini siirlar ve oral rehidrasyon tedavisi ile tedavi edilebilir. Hafif
EPEC enfeksiyonlarinda antibiyotik kullanimi Onerilmemektedir fakat kronik

enfeksiyonlarda antimikrobiyallerin kullanilmasi tedavide yararli olabilir. EPEC'in
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antibiyotik diren¢ profili, enfeksiyona yanit olarak tedavinin basarisini belirlemede
onemli bir faktordiir, ¢linkii standart antibiyotiklere karsi coklu antimikrobiyal direng
gosteren EPEC izolatlar1 bildirilmistir (Donnenberg ve ark 2005). EPEC
enfeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotiklerin etkinligini sinirlayan diger faktorler,
gelismekte olan iilkelerde maliyet ve arzdir (Manning 2010). Gelismekte olan ve
gelismis {ilkelerde antibiyotige direngli EPEC'in sikligi her gegen giin artmakta,
penisilinler, sefalosporinler ve aminoglikozitler olmak {izere bir dizi antibiyotige

direng¢ gostermektedir (Subramanian ve ark 2009).

Bulasin temel yolu insandan insana bulastir, kontamine gidalarla salginlar
nadirdir. Anne siitii pek ¢ok EPEC virulans faktoriine kars1 antikor igerirken EPEC
aderansin1 onler. Anneden bebege koruma, kolostrum IgA yoluyla olur (Carbonare
ve ark 1997, Loureiro ve ark 1998). Bu sebeple biberonla beslenen bebeklerde risk
artmaktadir (Findik 2008). EPEC'in bulagsmasini ve yayilmasini1 6nleme stratejileri
arasinda sihhi sartlarda ve tatli su kaynaklarinda iyilestirmeler ile hijyen kurallarina
uyulmasi yer almaktadir (Maranhao ve ark 2008). EPEC kaynakli enfeksiyonlarin
yayilmasi, hastanelerde ve kreslerde yapilan ¢ok sayida ¢alismayla belgelenmistir
(Levine ve Edelman 1984). Yayilmasini kontrol etmek i¢in su anda higbir asi

bulunmamakta fakat as1 ¢alismalar1 yapilmaktadir (Donnenberg ve ark 2005).

1.5. Enterotoksijenik Escherichia coli

Gelismekte olan iilkelerde ETEC, c¢ocuklarda hem semptomatik hem de
asemptomatik tasiyicilardan izole edilebildigi gibi yenidogan hayvanlarda ve
yetiskinlerde de ishal yaptigini gosteren ¢aligmalar vardir (Gupta ve ark 2008,
DuPont 2009). ETEC, isiya dayaniksiz enterotoksin (LT) veya isiya dayanikli
enterotoksin (ST) iiretim ile tanimlanir ve bagirsak epiteline benzemesi igin ¢esitli

CF'leri tasir (Qadri ve ark 2005).

1.5.1. Epidemiyoloji

Enterotoksijenik E. coli en sik gelismekte olan iilkelerde o6zellikle kiigiik
cocuklar ve seyahat edenlerde goriilmektedir. ETEC’in morbidite ve mortalite

oranlan1 yiiksektir (Patrick 2009). Arjantin, Banglades, Misir ve Gine-Bissau'daki
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cocuklart takip eden kohort calismalari, toksinlerin ve CF'lerin dagilimina ve
bunlarin ishal hastaligindaki sikligina ve katkilarina bakmaktadir (Abu-Elyazeed ve
ark 1999, Viboud ve ark 1999). Bu ¢alismalarda, ST tireten ETEC genelde ishal ile
iliskilendirilmistir. Kiiresel enterik ¢ok merkezli vaka kontrol ¢alismasi sadece ST
tireten ETEC'i bildirken, yenidogan ishaline neden olan LT iireten ETEC'i
bildirmemistir. ST {ireten ETEC suslar1 ¢ocuklarda artmig oOliim riskiyle
iliskilendirilmistir (Kotloff ve ark 2013).Ayrica ST iireten veya LT ve ST iireten
suslar 1995-2001 yillarinda ABD’de 10 ETEC salginina neden olmustur (Dalton ve
ark 1999, Caylan 2017).

1.5.2.Patogenez

Enterotoksijenik E. coli suslar1 plazmid kontroliinde 1siya dayanikli/duyarh
ekzotoksinleri sivi elektrolit asir1 salinimini artirir (Patrick 2009). ETEC’in yiizey
proteinleri ve yapilar tarafindan konake1 epitel ylizeyine yapisarak ince bagirsagin
kolonize olmasina ve ishale neden olur. ince bargirsak epiteline tutunmasini saglayan
>20 farkl1 yapisma araci oldugu gibi, noninvazivdir (Biger 2012). Iki farkli Sth ve
Stp varyant1 belirlenmistir. Bu toksinler ST ve/veya LT tek enterotoksin ile
kombinasyon halinde bulunabilir. Genel olarak ST, ETEC izolatlarinin yaklagik %
75-80'inde bulunur (Qadri ve ark 2005, Caylan 2017).

1.5.3. Klinik

Enterotoksijenik E. coli, koleradakine benzer klinik bir tabloya sahiptir. Hizli
bir sekilde dehidrasyona neden olabilen, genellikle kanli olmayan sulu ishale sebep
olur. Hastaliga bazen bas agrisi, ates, karin kramplari, bulant1 ve bazen az sayida
kusma eslik eder. ETEC ile iliskili ishalin baglangici genellikle hizlidir, bes saat
kadar kisa bir inkiibasyon siiresi vardir. ETEC semptomlar1 hafif ve kendi kendini
siirlayicidir, genellikle ii¢ ila bes giin siiren klinik tabloya yol agar, bazen uzamis
hastalik siiresi de gortilmektedir. Uygun tedavi ile 6liim oranlar1 ¢ok diisiiriilmektedir
(Beatty ve ark 2004, Qadri ve ark 2005, Patrick 2009, Caylan 2017). ETEC
gelismekte olan iilkelerdeki iki yasin altindaki ¢ocuklarda, gelisim geriligine sebep
olmaktadir. Banglades'teki ¢ocuklarda yapilan c¢alismada ETEC enfeksiyounu

gecirmis bir ¢ocugun gecirmeyen ¢ocuga gore gelisiminin geri oldugu saptanmistir
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(Qadri ve ark 2007). Literatiirde ayrica turist ishali geciren kisilerde bulasict olmayan
irritabl bagirsak sendromu gelistirme riskinin bes kat arttigi saptanmistir (Stermer ve
ark 2006).

1.5.4. Tam

Enfeksiyoz ishallerde serolojik tanmmin genelde yeri yoktur. Rutinde
kullanilmayan fakat bazi enfeksiy6z ishal etkeni, ETEC gibi bakterilerin toksinlerini
saptamak i¢in Enzyme linked immuno sorbent assay yontemlerinden faydalanilabilir
(Ulutan 2017). Diyarejenik izolatlarin tespitinde kullanilan serolojik testler ¢apraz
reaksiyon gosterebildikleri i¢in sensitif ve spesifik degildir (Nishikawa ve ark 2002,
Yang ve ark 2007, Caylan 2017).ETEC, her iki enterotoksinin (LT ve/veya ST)
varhigl ile tanimlanir (Souza ve ark 2013). Diger DEC patotiplerinde oldugu gibi,
ETEC MC besiyerinde kommensal E. coli'den ayirt edilemediginden molekiiler
teknikler kullanilmalidir. ETEC immiinosorbent deneyi, PZR ve monoklonal anti-CF
antikorlarla tespit edilir (Qadri ve ark 2005). Ayrica ETEC i¢in 20 kolonin taranmasi
onemlidir ¢iinkii yalmizca bes koloni taranmasimin ETEC’in yaklasik %50'sini
kagirabilecegini gosteren ¢alismalar vardir (Galbadage ve ark 2009). Enterotoksin
saptamak i¢in PZR yontemleri oldukga spesifik ve duyarlidir. CF'ler de monoklonal
antikorlar kullanilarak tespit edilebilecegini gosteren caligmalar vardir (Sj0ling ve
ark 2007). PZR-temelli yaklasimlar, enterotoksinlere veya CF'lere monoklonal
antikorlarin  kullanilamadigi c¢alismalarda o6zellikle yararlidir. ETEC viriilans

faktorlerini tespit eden multipleks PZR testi gelistirilmistir (Rodas ve ark 2009).

1.5.5. Tedavi ve Korunma

Enterotoksijenik E. coli nedenli ishaller kendi kendini sinirlar. Rehidratasyon
ile hidrasyonun saglanmasi gerekir. Oral rehidrasyon ve diyet yoluyla sivi ve
elektrolit dengesini korumak 6nemlidir (Nataro ve Kaper 1998, Qadri ve ark 2005).
Ciddi dehidrasyon vakalarinda intravendz rehidrasyonda gerekebilir. Loperamid,
yetiskinlerde digki  sayisinin  azaltilmasinda  kullanilabilir  ve  genellikle
antimikrobiyallerle kombinasyon halinde kullanim1 giivenlidir (DuPont ve ark 2009).
Uygun antibiyotikle tedavi enfeksiyonunun siddetini ve klinik bulgularin siiresini

azaltir (Glandt ve ark 1999). ETEC’li ishallerde antimikrobiyaller (florokinolonlar,
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bizmut subsalisilat, azitromisin, siproflaksasin, trimetoprim-sulfametaksazol,
doksisiklin, eritromisin, norfloksasin, rifamisin, ofloksasin) etkisi kanitlanmistir
(Kurt ve ark 2013). Antibiyotik kullanma karari, antibiyotige direngli bakterilerin
artmasi ve diger bagirsak enfeksiyonlarinin gelismesine yatkinligin artmasi gibi olasi
olumsuz etkilere karsi tartismalidir (DuPont 2009). ETEC'in degisen antibiyotik
direng profillerine bakildiginda, izolatlarin yaklasik %60'min trimetoprim-
sulfametoksazol ve tetrasikline karsi yaklasik %50'sinin ise ampisiline direngli

oldugu bulunmustur (Mendez Arancibia ve ark 2009).

Antibiyotik kullanan ¢ocuk hastalarin %11-40‘inda tedavide ve tedavinin
kesilmesini takiben antibiyotik ile iligkili ishal riskinin azaltilmasinda, probiyotik
kullanim1 etkilidir. Saccharomyces boulardii ile ¢esitli laktobasiller igeren
probiyotiklerin turist ishalinde enterik patojen mikroorganizma kolonizasyonunu
engelledigi bildirilmistir (Johnston ve ark 2011).

Turist ishalinde altin standart ©* yika, soy, kaynat veya unut’’ dur (Caylan
2017). Bizmut subsalisilat kullanim1 21 giinden kisa siiren turist ishallerinde etkilidir.
Onemli seyahatlerde korunmak igin doksisikin veya kinolonla, kotrimoksazol
almabilir fakat turist ishallerinde antimikrobiyal profilaksi Onerilmemektedir.
Turistlere kemoprofilaksi, immiinoprofilaksi, giivenli gida ve su tiiketmeleri 6nerilir
(Rojas-Lopez ve ark 2018). ETEC i¢in as1 ¢calismalar1 yapilmaktadir (Donnenberg ve
ark 2005, DuPont 2009). Cografyaya bagli ETEC izolatlar1 farklilik gosteren bir

virtilans profiline sahip oldugundan as1 gelisimi zorlasmistir (Walker 2007).
1.6. Enteroinvazif Escherichia coli

Shigella tiirleri ve EIEC fakiiltatif hiicre i¢i patojenlerdir. Basilli dizanteri
veya sigellozun etiyolojik mikroorganizmalaridir (Shiga 1898, Trofa ve ark 1999,
Lan ve ark 2004).

1.6.1. Epidemiyoloji

Shigella ve EIEC 'in konvansiyonel konaktan konaga iletimi, fekal oral yolla
oldugu gibi kontamine su ve gida bulasa aracilik eder (Lampel ve ark 2012).
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Hastalik, goniillii ¢aligmalarda gozlendigi gibi, insanlarda ve insan dis1 primerlerin,
10 ila 100 cfu Shigella kadar bulasict bir doza sahip olmalarina neden olur (DuPont
ve ark 1989). EIEC daha az etkili olma egilimindedir (Hsia ve ark
1993).Epidemiyolojik arastirmalarda klinik belirtileri hafif olmasi nedeniyle EIEC
yetersiz tespit edilmektedir. Shigella'ya benzer biyokimyasal, virulans genleri,
molekiiler filogeni ve patojenik benzerligi olan EIEC suslar1 yanlis siniflandirilabilir,
oysa laktoz fermantasyonu gibi kommensal E. coli 6zelliklerine sahip EIEC suslari,
ilgili arastirmalarda tespit edilemeyebilir. Bu nedenle EIEC’in belirli bir cografi

ortintlisti yoktur (Croxen ve ark 2013).

Gelismekte olan iilkelerde endemik enfeksiyonlara gelismis tilkelerde ise ara
sira salginlara neden olur (Gordillo ve ark 1992). 2003°den itibaren Orta ve Giiney
Amerika, Afrika ve Asya'daki ¢alismalardan 10'dan fazla vaka ile birkag EIEC
salgini bildirilmistir (Ratchtrachenchai ve ark 2004, Vieira ve ark 2007, Okeke 2009,
Pérez ve ark 2010).

1.6.2. Patogenez

Ishal patogenezinde rol oynayan bir veya daha fazla sekretuvar enterotoksin
vardir (Nataro ve Kaper 1998). EIEC yiiksek derecede invazif patojenlerdir. Bu
patojenler, diisiik gastrik pH, sicaklik degisiklikleri, oksijen kullanilabilirligi ve
oksidatif stres ve ayrica osmolarite dahil olmak iizere, enfeksiyon sirasinda
karsilastiklar gesitli cevresel zorluklara kolayca uyum saglar (Marteyn ve ark 2012).
EIEC suslar1 plazmid kontroliinde kalin bagirsak epitel hiicrelerini invaze ederek
fagositlerden kacar, sitoplazmaya yayilarak hiicreden hiicreye gecer, apoptozisi
indiikler ve makrofajlardan parainfamtuar sitokinleri salgilattirarak invaze etme
kabiliyeti ile hiicre harabiyetine yol agar (Donnenberg ve ark 2005). S. flexneri
aragtirmasindaki gelismeler, EIEC patogenezini, hiicresel ve molekiiler seviyelerdeki

temelini olusturmaktadir (Schroeder ve Hilbi 2008, Carayol ve Van Nhieu 2013) .

1.6.3. Klinik

Enteroinvazif E. coli diger patojenlerin neden olugu ishallere benzediginden

ayirt edilememektedir (Donnenberg ve ark 2005). Komplikasyonlari, bulasici
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maddeye, konagin immiin sistemine ve mevcut tibbi altyapiya bagh olarak klinik
tablo degisir. Hastaligin, erken evrelerinde genellikle hafif sulu ishal, yorgunluk,
halsizlik, ates ve istahsizlik gelisir. Buna tipik olarak ciddi karin kramplari,
tenesmus, bazen kanli ve mukuslu yetersiz digki ve dehidrasyon eslik eder.
Shigella’ninkine benzer bir ishal olusturur ve dizanteriye doniisebilir (Patrick 2009).
Bulgular genelde kendi kendini siirlayici tiptedir. EIEC gelismekte olan diinyanin
ozellikle geng, cogunlukla yetersiz beslenen ve bagisiklik sistemi baskilanmig
cocuklarin enfekte etmektedir. Tedavinin erigimin kisitli oldugu bolgelerde ciddi ve

hayat1 tehdit edici komplikasyonlar ortaya c¢ikabilir (Butler 2012).

1.6.4. Tam

Kobay goziine bakterinin inokiile edilerek konjonktivit olusturmasi (Sereny
testi) ile EIEC’in invazyon ozelligi gosterilebilir ve kanli diski 6rneklerinde ¢ok
sayida polimorfoniikleer 16kosit varliginin mikroskobik tespiti iki olas1 fenotipik
tahlildir (Kopecko 1994, WHO 2011). Sereny testi zahmetli ve EIEC’i kesin bir
sekilde tanimlamaz. Tanmin giivenilir olabilmesi i¢in, diski 6rneklerinin tamponlu
gliserol salin veya Cary-Blair tasima ortaminda depolanmasi gerekir (Niyogi 2005).
EIEC i¢in siklikla kullanilabilecek Shigella'nin biyokimyasal tanimi, ayirt
edici/segici ortam kullanir ve ¢ogunlukla hemen hemen tiim Shigella suslarinin
ozelliklerine odaklanilir (Von Seidlein ve ark 2006, Panchalingam ve ark 2012).
Diger E.coli patotiplerinden EIEC, hareketsiz, lizin dekarboksilaz negatif, laktozu
yavas fermente etmesi, sitrat kullanamama ve iireaz aktivitesinin negatif olmasi ile
ayrilir (Strockbine ve Maurelli 2005). Yeterli donanim ve bilimsel egitim mevcutsa,
invazif plazmid antijeni H geni (ipaH) veya invazif iliskili lokus geni (ial) tespiti
i¢cin PZR spesifik bir tan1 aracidir (Fidan ve ark , Souza ve ark 2013). EIEC/Shigella
ve diger patojenik ajanlar1 ayn1 anda tanimlamak i¢in multipleks PZR test yapilabilir
(Barletta ve ark 2013). 5 viriis, 13 bakteri (EIEC/Shigella dahil), 4 parazit olmak
tizere 22 patojeni tespit eden multipleks PZR FilmArray sistemi mevcuttur (Guerrant
ve ark 2001). Bakteriyel izolat EIEC olarak tanimlandiktan sonra, sirasiyla serogrup
ve serotip, antiserumlarla slayt agliitinasyon testleri ile dogrulanabilir (Von Seidlein
ve ark 2006, Panchalingam ve ark 2012). Antiserum bazli serotiplemeye alternatif
yaklasimlar da gelistirilmistir (Coimbra ve ark 2010). Genomik sekanslama

verilerinin artmasi, kesin EIEC serotiplemesi ic¢in kullanilabilecek yeni genetik
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markirlarin aranmasini kolaylastirir. Klinik izolatlarin degerlendirilebilmesi icin ve
genom bazli ek tipleme yontemleri, EIEC'in tanimlanmasi, gozetimi ve risk
degerlendirmesinde biiyiik katki saglar. Multilokus sekans tipleme, klinik izolatlar

tamimlayan ve genomik iliski derecelerini belirleyen bir aragtir (Choi ve ark 2007).

1.6.5. Tedavi ve Korunma

Ishalli hastalarda tan1 icin tam kan saymu istenmesede EIEC ile meydana
gelen basilli dizanteri lehine taniya yardimi olur. Ishalle seyreden enterik ateste ALT
ve AST yiiksekligi enfeksiyon tanisi i¢in dnemlidir. Hastalarda dehidratasyon var ise
BUN, kreatinin ve elektrolit takibi onemlidir (Ulutan 2017). WHO tarafindan
gelistirilen etkili oral rehidrasyon, ishal tedavisindeki temel ilk adimdir (WHO
2011). ikinci adim, antimikrobiyal tedavinin semptomlarin siiresini kisalttig: ve ciddi
komplikasyon ve olim riskini azalttigi kanitlanmigtir (Niyogi 2005). Antibiyotik
bazli strateji icin hastanin yasi, hastaligin siddeti ve antibiyotik duyarlilik paterni
dikkate alinmalidir. Yetiskin tedavisi i¢in ise florokinolonlar ve azitromisin,
onerilmektedir. Hafif belirtili EIEC enfeksiyonu kendi kendini sinirlar ve siklikla
antibiyotik tedavisine gerek kalmaz (DuPont 2009, Feng ve Sun 2012, Pfeiffer ve ark
2012). 1970 ve 2000 yillar1 arasinda Kuzey ve Giiney Amerika, Afrika ve Asya'dan
EIEC suslarindan kapsamli bir analizi yapilmis, izolatlarin %48'inde tetrasiklin
direnci gosterilmistir (Hartman ve ark 2003). Ayrica, Japonya'daki EIEC izolatlar
i¢in tiim birinci basamak antibiyotiklere direng bildirilmistir (Ahmed ve ark 2005).
Ishal hastaliklarmin ciddiyetini ve siiresini azalttign icin ¢inko takviyesi de
onerilmektedir (Bhandari ve ark 2008, WHO 2011). Ayrica, beslenme tedavisinde
yesil plantainlerin, ishal hastasinin kilo alimini artirarak hastaligin siiresini kisalttig
bildirilmistir (Rabbani ve ark 2009). Alternatif olarak, Aegle marmelos meyveli
lektin kullanimi1 veya Brezilya Cymbopogon martinii'den elde edilen ugucu yag gibi
terapotik yaklagimlarin antimikrobiyal aktivite gdstermesi umut verici olmustur

(Duarte ve ark 2007, Raja ve ark 2011).

Gelismekte olan bazi alternatif segencklere ragmen, antibiyotik tedavisi hala
EIEC’e kars1 en etkili tedavidir. Bolgesel antibiyotik duyarlilik paternlerini de hesaba
katan kontrollii ve akillica antibiyotik kullanimi, ¢oklu antibiyotik direnc¢li suslarin

ortaya ¢ikmasini yavaglatacaktir. Saglik kosullarina ve temiz icme suyuna erisim ve

17



saglikta egitimin gelistirilmesi EIEC’in azaltilmasinda 6nemli bir adimdir (Croxen
ve ark 2013). EIEC ig¢in as1 mevcut degildir (Levine ve ark 2007, Kweon 2008,
Camacho ve ark 2013).

1.7. Enterohemorajik Escherichia coli ve Shiga Toksin Ureten Escherichia coli

Verositotoksin tireten E. coli veya STEC stx; ve/veya stx, iiretirler. Tespit
edilen 400'den fazla STEC serotipi olmasina ragmen, bunlarin sadece bir alt grubu
insanlarda hastalik ile iligkilendirilmistir (Blanco ve ark 2004). Enterohemorajik E.
coli, STEC'in bir alt kiimesidir. EHEC klinik olarak shigellozdan farkli olan ve
EPEC'den farkli olan genotipik ve fenotipik 6zelliklere sahip olan Hemorajik kolit ile
iligkisi ile tanimlanmustir (Nataro ve Kaper 1998). Genellikle, EHEC LEE (enterosit
eflizyon lokusu) pozitiftir ve A/E lezyonlar1 olusturur. EHEC eae ve stx; ve/veya stx;
toksinleri tiretir (Findik 2008). En yaygin serogrup EHEC O157:H7'dir ve 6zellikle
patogenezi molekiiler mekanizmalar icin bir¢cok calismaya konu olmustur. ABD
Tarim Bakanligit 6 EHEC serogrup (026, 045, 0103, O111, O121 ve O145) ilan
etmistir. Insanlarda agir seyirli hastaliklarla iliskili en sik rastlanan O157 STEC
suglaridir (Almanza 2011).

1.7.1. Epidemiyoloji

Shiga toksin iireten E. coli 'nin gozetimi ve Kkontrolii halk sagligi
merkezlerinin temel odagi haline gelmistir. Oncelikli odak E. coli O157:H7'nin
saptanmasina odaklanirken, non-O157 STEC'inde Kuzey Amerika, Avustralya ve
Avrupa'daki sporadik vakalara ve salginlara da neden oldugu goriilmiistir. Gida
Hastaliklart Aktif Gozetleme Agi adli bir program, ABD'de gida kaynakh
hastaliklarin aktif olarak izlenmesini saglamaktadir (Allos ve ark 2004, Scallan ve
ark 2011). FoodNet ABD niifusunun %15'ine gozetim saglamaktadir (Swaminathan
ve ark 2001).

Shiga toksin iireten E. coli, asemptomatik olarak kedi, kopek, kegi ve
sigirlarin bagirsaklarinda kolonizedir (Donnenberg ve ark 2005). Ozellikle gelismis
tilkelerde, bes yasin altindaki ¢ocuklarda ve yaz mevsiminde prevelans siktir (Serter

ve ark 2000). ABD'de, 2011 ‘de FoodNet tarafindan bildirilen vaka sayis1 984°tiir,
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STEC vakalar 1 yatis oranlar1 %61,4’tiir. Umit verici olan su ki, STEC O157: H7'nin
goriilme sikligi, 1996-1998’e kadar goriilme oranina gore 2011 yilinda %42 oraninda
diissmistiir (Control ve Prevention 2012). 2005-2010 yillarinda Washington’da non-
0157 STEC vakalarin artmis oldugu gozlenmistir. Arastirmacilar bu artisin
testlerdeki degisikliklerden kaynaklanabilecegini 6ne stirmiislerdir (Stigi ve ark
2012). Ulusal Enterik Siirveyans Programi (NESP) tarafindan bildirilen Kanada'da
gorilme siklig, 2005 (2,28/100 000) ve 2006'daki (3,0/100 000) olaylara kiyasla
2010'daki STEC O157:H7 vakalarinda (1,18/100 000) artmistir (WHO 2011). NESP,
non-0O157 STEC insidansiin son yillarda degismedigini bildirdi. Avustralya'da,
2000'den 2010'a kadar STEC insidansinin, hafif bir artisla 0,4/100 000 oldugu
bildirilmistir (Vally ve ark 2012). Avrupa'da, Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezi (ECDC) ve Avrupa Gida Giivenligi Merkezi (EFSA), 24 Avrupa Birligi
tiyesi tilkenin STEC vakalarina iliskin raporunu; Avrupa Birligi i¢in 2009’da STEC
goriilme sikligmin 0,75/100 000 oldugunu bildirdiler (WHO 2011). ECDC/EFSA,
tespitlerindeki farkliliklar nedeniyle tilkeler arasindaki vakalarin Karsilastirilmasini

onermektedir (Croxen ve ark 2013).

1.7.2. Patogenez

Ag1z yoluyla aliman ve kalin bagirsaklara ulasan EHEC suslar1 hiicrelere
tutunur, eae etkisi ile kansiz sulu ishale yol agar. Ishalin inkiibasyon siiresi 3-4

3

giindiir. Shiga toksinleri kontroliinde protein sentezinin bozulmasina; ’yapisma-
bozma’’ 6zel tutunumlari ile intestinal mikrovillus harabiyetine sebep olur ve emilim
azalir (Serter ve ark 2000, Tiinger ve ark 2005).

Shiga toksin adin1 Shigella dysenteriae (S. dysenteriae) serotipl tarafindan
tiretilen bir sitotoksine benzerliginden almaktadir (O'Brien ve ark 1982). Stxs, S.
dysenteriae tip 1 tarafindan tiretilen shiga toksiniyle hemen hemen aynidir fakat Stx,
ise bu toksinlere benzerligi %50-60 ‘dir. Stxy, 2c, 2d, 2e ve 2f olmak iizere 5 degisik
varyantlar1 vardir. STEC bu toksinlerin birini veya her ikisini de tiretebilir. Ciddi

klinik semptomlara ise daha g¢ok stx, tlireten E. coli O157:H7 sebep olmaktadir
(Koneman ve ark 1997).
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1.7.3. Klinik

Shiga toksin iireten E. coli enfeksiyonlari, hafif sulu ishalden agir seyirli kanlt
ishale (Hemorajik kolit) kadar degisebilir ve HUS (Hemolitik iiremik sendrom)
gelisimi i¢in risk olusturur. Ozellikle cocuk ve yashlarda &liimle sonlanabilen klinige
neden olabilmektedir. Siddetli karin agris1 ve 6nce sulu ardindan bol kanli ishalle
Hemorajik kolit, HUS ve Trombotik Trombositopenik Purpura gibi ciddi hastaliklara
neden olabilir (Sahin 2005). STEC hem 0157 hem de non-0157 STEC benzer klinik
bulgulara neden olabilir. Ancak hastalik siddeti farkli serotipler arasinda farklilik
gosterebilir ve dolayisiyla bir seropatotip siniflamasi onerilmistir (Karmali ve ark
2003). STEC O157:H7 igin semptomlarin baslamasindan 6nceki inkiibasyon siiresi,
yaklagik 3 giindiir (Bell ve ark 1994). Hastalarda ishal baslangicindan sonraki
giinlerde Hemorajik kolit gelisebilir. Genelde, STEC O157:H7'nin, 0157 STEC'den
daha yiiksek oranda kanli ishale neden oldugu diisiiniilmektedir (Jelacic ve ark
2003). Ishalin tedavisi ve bulasin onlenmesi i¢in kanli ishal hastalarinin hastanede
tedavi edilmesi onerilmistir (Tarr ve ark 2005). STEC O157:H7'nin nedenli ishal,
genellikle baslangictan sonra bir hafta siirerken, non-O157 STEC ishal daha uzun
stirebilir (Pai ve ark 1988). STEC O104:H4 Alman salgininda hastaligi gegirme
stiresi eriskinlerde yaklasik 2 hafta ve ¢ocuklarda bir aydan daha fazladir (Vonberg
ve ark 2013).

1.7.4. Tam

Patojenik E. coli igin geleneksel kiiltiir teknikleri zaman alici ve zahmetli
olabilir (Croxen ve ark 2013). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, STEC
izolasyonu ve tanimlama ydntemlerini kiltiir tekniklerini agiklamistir (Gould ve
Group 2012). Genelde STEC O157:H7 izolatlari, sorbitolii fermente edemediginden,
Sorbitollii MacConkey (SMAC) Kkiiltiirlerinde agik renkli koloniler olarak ayirt
edilebilir. Laboratuvar maliyetlerini azaltmak i¢in diger kromojenik segici
kiiltiirlerdede tretilebilir. Bu koloniler daha sonra lateks agliitinasyon testleri
kullanilarak O157 ve H7 antijenleri i¢in kontrol edilebilir (March ve Ratnam 1986,
Church ve ark 2007). Kuzey Amerika'da nadir olmasina ragmen, SFO157:NM, diger
sorbitol fermente E. coli suslarindan kolayca tespit edilemeyebilir ve SMAC

besiyerleri tizerinde kolayca gozden kagirilabilir. Ayrica, sefiksim-telliiritli SMAC
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besiyerleri kullanimi, SUR157:NM izolatlarin1 telliirite duyarliliklarindan dolay1
gozlenebilir (Bielaszewska ve ark 2007, Bielaszewska ve ark 2011). Bir susun STEC
olarak siniflandirilmasi igin Stx; veya stx, toksininin tespit edilmesi gerekir ve bu,
enzim immiinolojik test kitleri ile yapilabilir (Gould ve ark 2009, Gould ve Group
2012). PZR analizlerinde eae ve stx; ve/veya stx, genlerinin pozitif bulunmasi
EHEC olarak degerlendirilir (Souza ve ark 2013).

STEC O157:H7 genellikle fenotipik olarak tanimlanirken, non-O157 STEC
diger E. coli suslarindan kolayca ayirt edilemez, ¢linkii siklikla sorbitol fermente eder
ve SMAC’ta pembe koloni olarak tirerler. SMAC'dekine kiyasla hem O157:H7 hem
de non-O157 STEC tespitinin duyarliligini arttirmak i¢in enzimatik testler
gelistirilmistir (Mackenzie ve ark 2000, Gould ve ark 2009, Hermos ve ark 2011).
STEC'i saptamak i¢in mikrodiziler, matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu-
ucus kiitle spektrometresi ve mikro boncuklar kullanilarak serotipleme yontemleri
gelistirilmistir (Lin ve ark 2011, Norman ve ark 2012). Kantitatif PZR panelleri
ayrica, belirli STEC izolatlarin1 goriintiilemek tizere O157 antijeni, stx, eae, ehx, fliC
ve O-antijen genleri gibi ¢oklu genlere bakmak igin gelistirilmistir (Gonzales ve ark
2011)

1.7.5. Tedavi ve Korunma

Genellikle STEC enfeksiyonu kendi kendini sinirlar ve bir hafta sonra diizelir
(Pai ve ark 1988). STEC enfeksiyonundan sonra HUS gelisimini énlemenin bir yolu
yoktur (Ahn ve ark 2009). Calismalar, 18 yasin altindaki ¢ocuklarda, intravendz
stvilar verildiginde HUS'E karst bobrek korumasmi saglanmistir (Hickey ve ark
2011). STEC enfeksiyonlarinin klinik yonetimi i¢in Oneriler; intravendz sivilarin
kullanimi, bobrek fonksiyonlar1 ve trombosit izleme ve antimotilite ilaglari, agr
kesici ilaglar ve antibiyotik kullanilmamasidir (Holtz ve ark 2009). HUS un tedavisi
olmadigindan, etkili alternatif yontemler gelistirilmektedir (Goldwater ve Bettelheim
2012). O157 STEC enfeksiyonlarinda antimikrobiyal tedavi tartismalidir. Bazi
arastirmalar antimikrobiyallerin HUS riskini artirdigin1  yazarken, yaymnlanmis
raporlarin metaanalizinde 6nemli derecede artmis bir risk saptanmamistir (Safdar ve
ark 2002). STEC tedavisi igin antibiyotik Onerilmemektedir. STEC c¢esitli

antimikrobiyallere ampisilin, streptomisin, siilfonamidler, tetraksilin ve trimetoprim’e
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kars1 direng gostermistir (Ogura ve ark 2009, Venturini ve ark 2010, Control ve
Prevention 2019).

Laboratuvarda degerlendirilen diger stratejiler, Lactobacillus acidophilus'un
salgilanan molekiilleri gibi, STEC O157:H7'nin in vitro olarak epitel hiicrelere
yapismasint  Onleyen probiyotikleri igerir (Medellin-Pena ve Griffiths 2009).
Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri STEC O157:H7'nin laboratuvarda tiremesini
onledigi saptanmistir (Mogna ve ark 2012). Manganez iyonlarinin hiicre oliimiinii

onledigi bulunmustur (Mukhopadhyay ve Linstedt 2012).

Korunma i¢in; hijyen kurallarina uyulmasi, pastdrize siit kullanilmasi, etlerin
iyice pisirilerek yenilmesi vs 6nlemler (Paton ve Paton 1998). Asilar STEC'e karsi
gelistirilmektedir Bu stratejilerden bazilari, sigir gibi rezervuarlarda tasiyicilik,
hastalik ve yayilmayi azaltmaya yoneliktir (Potter ve ark 2004, Goldwater ve
Bettelheim 2012).

1.8. Enteroagregatif Escherichia coli

Enteroagregatif E. coli, bir vaka kontrol ¢alismasindan 500'den fazla izolatin
aderans paternlerini karsilastirarak tanimlanmistir (Nataro ve ark 1987). EAEC
diinya ¢apinda endemik ve salgin ishallere sebep olan patolojik tiplerden biridir
(Bhan ve ark 1989). EAEC'n endemik oldugu bdlgelerde ¢ocuklarda ve HIV ile
enfekte olmus hastalarda kronik ishale ayrica turist ishaline neden olan

etkenlerdendir (Mathewson ve ark 1998, Okhuysen ve DuPont 2010).

1.8.1. Epidemiyoloji

Tiim DEC suslar i¢in kiiresel siirveyansin ge¢miste sinirli olmasi nedeniyle,
EAEC ile ilgili tarihi verileri de simirlidir (Nataro ve ark 2006). EAEC, 1997°de
Japonya'da 2 697 cocukta ishale neden olmustur. Yine 1997'de, Hindistan'da ishal
salgin1 meydana gelmis, niifusun yaklasik %15'inde EAEC goriilmiistiir (Pai ve ark
1997). EAEC salgnlari, Libya, Nijerya, Mali ve Sahra alti Afrika'da saptanmistir
(Dow ve ark 2006, Okeke ve ark 2010, Boisen ve ark 2011, Kotloff ve ark 2013).
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EAEC, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde sporadik ishale ve “’turist ishali’’
etkeni olarak bildirilmistir (Tiinger ve ark 2005).

Enteroagregatif E. coli ve STEC hibrit soylar1 da taninmaktadir. Stx kodlayan
sus, hem tipik EAEC suslarinda hem de STEC'de bulunan viriilans genlerini tagiyan
hibrit bir patojen olan E. coli O104:H4 olarak tanimlanmistir (Mellmann ve ark
2011, Rasko ve ark 2011, Estrada-Garcia ve Navarro-Garcia 2012) . Almanya'daki
2011 salgininda, 900'den fazla hastanin HUS gelistirdigi ve 50'den fazla 6liimiin
oldugu 16 iilkeden 4 321 saglikli kisiyi hastalandirildig tespit edilmistir (Grad ve ark
2012). EAEC, Japonya, Kuzey Irlanda ve Orta Afrika Cumhuriyeti’nden bildirilen
HUS hastalarindan stx-pozitif EAEC izolatlar1 Shiga toksinleri edinme diizenine
sahiptir (lyoda ve ark 2000, Mossoro ve ark 2002, Dallman ve ark 2012). Bu vakalar
gelecekte salgin olasiligini gostermektedir (Croxen ve ark 2013).

1.8.2. Patogenez

Enteroagregatif E. coli’nin bazi suslar1 ince bagirsaklari enfekte ederken
digerleri de hem ince bagirsagi hem de kalin bagirsagi enfekte eder (Harrington ve
ark 2006). EAEC, epitel hiicrelerine diffiiz ve agregatif iki farkli fenotip sergileyerek
adhere olur (Tiinger ve ark 2005, Biger 2012). Hep-2 hiicrelerine fimbriyalari
araciligl ile agregasyon gosterir. Suslar bagirsak hiicrelerine yapistiktan sonra
mukozada histolojik degisiklik meydana getirmezler. Inflamatuvar hiicre olmaksizin

goriilen sulu digkilamada akla getirilmesi gereken bir etkendir (Caylan 2017).

Non-Stx varyantlar i¢in, EAEC susu 042, goniilliilerin ¢ogunda ishale neden
oldugu i¢in, ishal hastaligina neden olan viriilans faktorlerini ve diyarejenik EAEC'in
patojenitesini incelemek igin prototipik bir sus olarak kullanilmistir (Nataro ve ark
1995). Bununla birlikte, sayisiz adezinler, toksinler ve viriilansla iligkili proteinler
icin kodlama genleri, suslar arasinda oldukc¢a degiskendir. Cocuklardan bes farkli
non-Stx EAEC izolat1 bir ¢alismada, her sus jejunal, ileal ve kolonik mukoza i¢in
farkli bir yakinliga sahipti. Farkli Stx EAEC suslar1 arasindaki heterojenlige ragmen,
non-Stx EAEC patogenez icin ii¢ boliimden olusan bir model ortaya cikmistir:

bagirsak mukozasina baglilik, enterotoksin ve sitotoksin iiretimi ve mukozal
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iltihaplanma (Nataro ve ark 1996, Okeke ve ark 2010, Estrada-Garcia ve Navarro-
Garcia 2012) .

1.8.3. Klinik

Genelde 0-5 yas arasi ¢ocuklarda birkag¢ giin inkiibasyondan sonra bulanti,
kusma, karin agrisi, diisiik dereceli ates, dehidratasyon ve bol sulu, ara sira kanlh
disk1 genelde kansiz diski, mukoid digkilama ile kendini klinik bulgularla gosterir
(Nataro 2005). Hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde, hem yetigkinleri
hem de gocuklar etkiler (Al-Gallas ve ark 2007, Denno ve ark 2012). Ayrica HIV
ile enfekte hastalarda akut ve kronik ishale ve ¢ocuklarda da kronik ishale neden olur
(Johnson ve ark 2000, Carcamo ve ark 2005). EAEC enfeksiyonlarindan
kaynaklanan en 6nemli halk saglig1 sorunu, gelismekte olan iilkelerdeki ¢ocuklarda
bagirsak epiteline zarar verdigi icin, besin maddelerini emme yetenegini azaltan
kronik enflamasyona neden olur ve yetersiz beslenmeye sebep olur (Suzart ve ark
2001, Guerrant ve ark 2008). EAEC postinfeksiyoz irritabl bagirsak sendromu
gelistirme olasilig, akut enfeksiydz gastroenteritten sonra artmakta, bazi
caligmalarda bir etken olarak diger enteropatojenlerin yani sira bildirilmektedir

(Thabane ve ark 2007).

1.8.4. Tam

Enteroagregatif E. coli 'yi tanimlamada altin standart yontem, statik Luria
buyyonunda 37°C'de hasta basina bes koloni kiiltiirii yapmaktir. 3 saat boyunca HEp-
2 hiicrelerini enfekte ederek yapisma modelini aramaktir. Bu yontem patojenik ve
patojenik olmayan suslar arasinda ayrim yapmaz. EAEC olan ¢ocuklarda EAEC
genlerinin dagilimini inceleyen dort farkli ¢alismanin meta-analizinde, aafA, astA ve
4A18 genlerinin tiimii, akut ishal hastalig: ile iliskilendirilmistir. Bu ¢aligmalarda
EAEC suglarinda farkli genler saptanmistir. EAEC suslar1 arasindaki heterojenligi ve
tanimlanmig viriilans ozelliklerinin yetersizligi bulunmustur (Dudley ve ark 2006,
Huang ve ark 2006). EAEC suslarinda viriilans genlerini tanimlamak i¢in PZR
deneylerinin kullanilmas1 problemlidir, ¢iinkii AA baglama diizenine sahip olan tiim
EAEC tiirleri ishale sebep olur. Bunlar arasinda, patojenik ve patojenik olmayanlari

ayiran gen veya gen dizisi yoktur (Estrada-Garcia ve Navarro-Garcia 2012).
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Tipik EAEC suslarindaki aggR geni, yapisma ve toksin iiretimine dahil olan
birgok viriilans faktorii igin pozitif bir regiilatér kodlayicidir (Harrington ve ark
2006, Aslani ve ark 2011). Saglikli insanlardanda aggR genini tasiyan ishal disi
EAEC suslar1 da izole edilmistir. aggR genin ishalli bir hastadan saptanmasi, ishalin
nedensel etkeni oldugunu gostermez (Jenkins ve ark 2006, Navarro-Garcia ve Elias
2011). aggR genini tanimlamak i¢in birgok PZR-bazli analiz gelistirilmistir. aap,
astA ve setlA gibi ek virlilans genlerinin tespiti, ishale neden olan suslarin tespitini
onemli derecede arttirir (Huang ve ark 2007, Cennimo ve ark 2009). Gastrointestinal
salginlarda aggR genini tasimayan suslar da izole edilmistir (Cobelji¢ ve ark 1996).
Plazmid ile tasinan gen aatA veya kromozomal olarak tagmman aaiC lokusunun
multipleks PZR ile ¢ogaltilmasi, EAEC'i dogrulamak igin yeterlidir (Panchalingam
ve ark 2012).

1.8.5. Tedavi ve Korunma

Enteroagregatif E. coli suslar1 florokinolonlara duyarli oldugu halde, ¢cogu
antimikrobiyale direnglidir. Tedavide EAEC gesitli antibiyotiklere karsi giderek
diren¢ kazandigi icin, o bdlgenin antimikrobiyal duyarlilik paternlerine uygun
antibiyotigin sec¢imi, enfeksiyonun kazanildigi cografi bolge dikkate alinmalidir
(Ouyang-Latimer ve ark 2011). EAEC enfeksiyonlart siprofloksasin ve
florokinolonlarla etkili sekilde tedavi edilir (Glandt ve ark 1999). Ancak c¢oklu
antibiyotige direngli suslar da vardir (Mortensen ve ark 2011). ABD'deki yetiskin
hastalarda, EAEC rifaximin veya loperamid iceren veya icermeyen azitromisin
dozuna duyarhdir (Ericsson ve ark 2007). Laktoferrin ile tedavi, EAEC entero
adezyonunu ve biyofilm olusumunu inhibe ederek, EAEC'in O6nlenmesi igin

potansiyel tedavi olmasini saglar (Flores ve Okhuysen 2009, Ochoa ve Cleary 2009).

Kuzey Almanya'daki 2011 salginindan once, Stx igceren EAEC i¢in standart
bir tedavi uygulanmamistir. 2011 salgininda ise, stx ile iliskili HUS'u 3 cocuk,
eculizumab ile hizli klinik iyilesme gdstermistir (Lapeyraque ve ark 2011). Genelde
antibiyotikler STEC igin 6nerilmez, ¢iinkii HUS gelisme riskini arttirirlar. Bu risk
nedeniyle, stx eksprese eden EAEC susu O104:H4'i tedavi eden klinisyenler, in vitro

stx ekspresyonunu baskilayan azitromisin seg¢mistir. Azitromisin alan hastalarda
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STEC izlenmesi bu hastalarin hizla dekolonize oldugunu gostermistir. Bu nedenle,
STEC 0O104:H4'tin > 28 giin siireli tasiyicilart azitromisin ile tedavi edilmis ve
hastalar HUS ile iliskili semptomlar gostermemistir (Nitschke ve ark 2012,
Hauswaldt ve ark 2013).Calismalarda, siprofloksasin STEC O104:H4'te stx tiretimini
arttirdigin1 ancak meropenem, rifaximin, tigesiklin ve azitromisinin artirmadigini
gostermistir. Hastalarda stx pozitif suslart ortadan kaldirmak i¢in azitromisin

kullanimi hala tartismalidir (Seifert ve Tarr 2012, Hauswaldt ve ark 2013).

Kisisel hijyen kurallarina uyulmasi, suyun temiz ve gilivenilir olmasi,
gidalarin tiikketiminde hijyenik kurallara uyulmasi, etlerin iyi pisirilerek tiikketilmesi,
uygun tuvalet kanalizasyon sistemi kontrolii, yenidoganlarin anne siitii ile
beslenmesi, vektor kontrolii gibi 6nlemler etkilidir (Cengiz ve ark 2004).EAEC
proteinleri antijenik oldugu i¢in, agmin gelistirilebilmesi miimkiindiir, ancak mevcut

bir as1 yoktur (Flores ve Okhuysen 2009).

1.9. Diffiiz Aderan Escherichia coli

Enteroagregatif E. coli suslar1 gibi DAEC‘de aderans 6zellik gostererek
ishal olusturan patolojik tiplerden biridir (Findik 2008). DAEC, kiiltirde HEp-2
hiicrelerine dagmik yapigmasi ile klasik olarak tanimlanmistir. Benzersiz bir grup
olarak ortaya ¢ikmis ve diger patolojik tiplerden ayri olarak kabul edilmistir.
Smiflandirma ve tanimlamadaki zorluklar nedeniyle DAEC'in farkli bir enterik E.
coli patotipi olarak tanimlanmasi daha fazla epidemiyolojik ¢alisma gerektirmektedir

(Findik 2008, Snelling ve ark 2009).

1.9.1. Epidemiyoloji

Diffiz aderan E. coli’nin diyarejenik suslari igin tespit yontemleri hala
gelistirilmektedir. Halen ishalden sorumlu olan klinik bir ortamda suslari tespit
etmek i¢in evrensel bir yontem yoktur. Bu nedenle, diyarejenik DAEC'in
epidemiyolojisi belirsizligini korumustur. DAEC izolatlar1 Meksika, Avustralya,
Birlesik Krallik, Brezilya, Peru ve Kolombiya'da ishal olan g¢ocuklarda
tanmmmlanmastir (Giron ve ark 1991, Gunzburg ve ark 1993, Knutton ve ark 2001,
Lopes ve ark 2005, Gomez-Duarte ve ark 2010, Ochoa ve ark 2010).DAEC
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Brezilya'da 200 ishalli gocugun %23"inde saptanmis ve ishale neden olan yaygin
bir patotip oldugu ileri siiriilmistiir (Gomes ve ark 1998). Bazi ¢alismalar ishalli
hastalarda DAEC suslarini, asemptomatik kontrollerde daha sik tespit ederken, bazi
caligmalar farkli olmadigini bildirmislerdir. Bu, DAEC suslarin1 hizli ve kesin olarak
tanimlamak i¢in bir yontem gelistirmenin Onemini gostermistir. DAEC'in nasil

iletildigi veya rezervuari bilinmemektedir (Caylan 2017).

1.9.2. Patogenez

Prototipik C1845 susu Afa/Dr adezinlerini kodlayan bir DAEC susudur.
Afa/Dr yapiskanlari, AfaE-l, AfaE-Il, AfaE-Ill, AfagE-V, Dr, Dr-11, F1845 ve NFA-I
yapigkanlarini igeren bir adezin smifidir (Le Bouguénec ve Servin 2006). Afa/Dr
DAEC'de, Dr ve F1845 yapiskanlari, polarize epitel hiicrelerin apikal yiizeyi
tizerinde sinirla iligkili bozunma hizlandirici faktorii firgalamak icin baglanir. F1845
fimbriyal yapisi ile Hep-2 hiicrelerine adezyon yolu ile yapisarak diffiize olurlar. Iki
ayr1 adezin genine sahip oldugu gibi eae genine de sahip oldugu tespit edilmistir
(Tasdemir 2009). Baglandiktan sonra, hiicre iskeleti yeniden diizenler, mikrovilusu
tahrip eder. Bazi Afa/Dr DAEC suslari, ayn1 zamanda, insan karsinoembriyonik
antijen ile iligkili hiicre adezyon molekiilii reseptdr ailesini, farklilasmamis epitel
hiicrelerine icsellesmeye yol agan bir islemde baglar. Igsellestirme mekanizmasi
mikrofilamentten bagimsiz, mikrotubule bagimli ve lipid salinimina baghdir (Le
Bouguénec ve Servin 2006, Guignot ve ark 2009). Onemli bir etkilesim olan Dr
adezin yoluyla tip IV kollajenini bagladigi da gosterilmistir. Bu etkilesimin ishal
hastaliginda rolii belirsizdir (Servin 2005).

Afa/Dr DAEC suslarinin bozunma hizlandirict faktorii ile baglanmasindan
sonra, proinflamatuar sitokin IL-8, Toll benzeri reseptor 5 'in uyarilmasiyla iretilir,
aktive olan protein kinaz, hiicre dis1 sinyal diizenlenmis kinazlar 1 ve 2'nin, P38 ve
Jun-C kinaz aktivasyonu ile sonuglanir (Arikawa ve Nishikawa 2010). IL-8
aktivasyonundan sonra, PMN'ler, epitel boyunca go¢ eder ve bu da bozunma
hizlandiric1 faktoriin regiilasyonuna neden olur (Bétis ve ark 2003). Tipik Afa/Dr
DAEC'in patogenezi karakterize edilmeye baslanirken, atipik DAEC suslar igin
kesfedilmeyi beklemektedir. iki farkli atipik DAEC alt simifi vardir. Bir alt sinif,
diffiiz olarak yapisan EPEC gibi baska bir E. coli arka planinda Afa/Dr adezin
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ailesinin tipik tiim adezinlerini igerir. Diger atipik DAEC alt simifinda bakteri
bozunma hizlandirict faktorii baglamaz ve yiizeyinde farkli bir adezin dizisi vardir

(Servin 2005).

1.9.3. Klinik

Diffiiz aderan E. coli suslar1 ¢ocuklarda stireklilik gdsteren sulu, kansiz ve
fekal lokositlerin olmadigi ishale neden olur. DAEC enfeksiyonu 1,5-5 yas
araligindaki ¢ocuklarda bir artis gostermektedir. Yetiskinlerin de asemptomatik
tasiyict olduklart diisiiniilmektedir. DAEC tastyicisinin kronik enflamatuar bagirsak
hastaliklarina yol agabilecegi diistiniilmektedir (Kaper ve ark 2004, Servin 2005, Le
Bouguénec ve Servin 2006, Tagdemir 2009).

1.9.4. Tam

Diffiiz aderan E. coli susu C1845, Afa/Dr adezinler ailesinin iyeleri ile
homolog olan yiizey fimbrialarina (F1845) sahiptir. Bu nedenle, klasik
hibridizasyonda ve daha sonra DAEC suslarinin tespiti icin PZR tabanli analizler,
Afa/Dr adezin ailesini kodlayan operonlarda ortak genler olan daaC, daakE, afaB ve -
C'yi saptamak igin problar ve PZR primerleri gelistirilmistir (Bilge ve ark 1989,
Nowicki ve ark 1989). DNA problari, PZR gibi analizler DAEC’nin tanisinda
kullanilmaktadir (Kurt ve ark 2013). Brezilya'da ishali olan bir yasin altindaki 40
bebekte yapilan bir caligmada ise, tespit edilen yapisan E. coli suslarmim %210'u doku
kiiltirinde difere yapismis, ancak daaC sondasiyla tespit edilememistir (Scaletsky ve
ark 1999). DaaC probu, ishale neden olan bir EAEC susu alt kiimesi ile ¢apraz
reaksiyona girerek, DAEC'in kesin sekilde tanimlanmasini engeller (Snelling ve ark
2009). Baska bir galismada ise, 61 diyarejenik hastada, DAEC'in sadece %9,8'inin
daakE ile hibritlestirilmis oldugunu, saglikli bireylerin %17,6'sinin  daak ile
hibritlenen DAEC suslar1 i¢erdigini gostermistir. Bu ¢alismalar DAEC izolatlarinda
viriilansa karsilik gelen genis bir prob dizisi oldugunu, patojenik DAEC izolatlarim
evrensel olarak saptamak i¢in kullanilabilecek genel paternin olmadigin1 gostermistir

(Lopes ve ark 2005).

28



1.9.5. Tedavi ve Korunma

Ishalde dnce enfeksiyoz ishal tanis1 kesinlestirilmeli, hemodinamik durum
belirlenmelidir. Tiim ishalli hastalarda oldugu gibi DAEC enfeksiyonlardada temel
tedavi rehidratasyondur. Hastada dehidratasyon varsa rehidratasyon saglanir.
Laboratuvar incelemeleri yapilmali, antimikrobiyale gerek olup olmadigina karar
verilmelidir (Kurt ve ark 2013). Bagirsak hareketlerini onleyen veya hareketleri
yavaslatan medikal tedavi uygun goriilmemektedir. Intestinal enfeksiyonlarda
antibiyotik tedavisinin etkisi belirsizdir (Altindis 2010). Brezilyali ¢ocuklarda izole
edilen DAEC suslarinda %70'inin ¢oklu antibiyotiklere %50'den fazlasi ya ampisilin,
sefalotin, ko-trimoksazol, streptomisin, siilfonamid ya da tetrasikline karsi ve
%20'sinin ise kloramfenikol'e direngli oldugu bulunmustur. DAEC izolatlarinin
seftazidime, gentamisin, lomefloksasin, ofloksasin ve nalidiksik aside duyarli oldugu

saptanmustir (Lopes ve ark 2005).

Korunmanin 6n kosulu; giivenilir su kaynagi, kisisel hijyen, gida iiretiminde
ve tiikketiminde hijyenik kurallara uyulmasi, tuvalet kanalizasyon sistemi kontroli,
yenidoganlarin anne siitii ile beslenmesi, sinek kontrolii gibi 6nlemlerdir. Korunmada
egitim eksikliklerinin giderilmesi, gida iiriinlerinin {iretim ve tliketimi i¢in kullanilan
icme suyunun kalitesinin yiiksek olmasi, kotii hijyen uygulamalarinin ve
sosyoekonomik faktorlerin iyilestirilmesi gibi 6nlemler ishal kontrolii i¢in dnemlidir.
Hasta ve portorlerin tespit edilerek gozlenmesi ve tedavi edilmeleri halk sagligi
icerisinde etkenin varliginin kirilmasi agisindan 6nemlidir. DAEC patotipi igin as1

bulunmamustir (Caylan 2017, Canizalez-Roman ve ark 2019).
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurul Komisyonu’nun 26.09.2018 tarih ve 2018/326 numaral etik
kurul karari ile tez projesi olarak onaylanmus; sonrasinda Selguk Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeler Koordinatorliigii tarafindan 18202057 numarast ile

desteklenmistir.

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Acil, Cocuk Sagh@ ve
Hastaliklari, Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari, Yenidogan Yogun Bakim {initesi,
Cocuk Yogun Bakim {initesi gibi polikliniklerine ve servislerine 1 Ocak - 31 Aralik
2019 tarihleri arasinda akut ishal sikayetleri ile bagvuran bes yas alt1 ¢ocuklardan
alinarak, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen sulu, kanli veya mukuslu 0-
5 yas araliginda 3064 hastanin diski drnegi tarandi. Orneklerin ¢alismaya alinma
kriterleri; hastanin 0-5 yas araliginda olmasi ve akut ishal sikayetleri ile hastanemize
basvurmasidir. Numunelerin ¢aligmaya alinmama kriterleri ise akut ishale neden olan
diger patojenler agisindan digki Orneklerinin pozitif bulunmasidir. Bunlar; rutin
testlerle rotavirus ve adenovirus pozitifligi ve parazit saptanmasi, digki kiiltiirtinde

Salmonella, Shigella ve Campylobacter tiirleri iiremis olmasidir.
2.1. Kullanilan Kimyasal, Cozelti ve Malzemeler
o Ekiivyon ¢ubugu

o Qaita kab1

o Immersiyon yag

o Lam
o Lamel
o Oze

o Serum fizyolojik

o Steril eppendorf tiipleri

o Steril filtreli pipet uglar1 (10-20-200-1000 pl)
o 96’lik pleyt

o %96-100 Etanol
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2.2. Kullanilan Cihazlar

o Ayarlanabilir otomatik pipetler (Brand, Almanya)
o Biyogiivenlik kabini (Steril-VBH, Avrupa)

o Bunzen beki (Schuett phoenix, Almanya)

o Etiiv (Teknosem, Tiirkiye)

o Gel Logic 200 goriintiileme sistemi (Kodak, ABD)
o Gergek zamanl Pzr cihazi1 (LightCycler, Isvigre)

o Hassas terazi (Acculab, Almanya)

o Jel elektroforez sistemi (Scie plas, ABD)

o Magnetik karistirict (Boeco, Almanya)

o Mini satrifiij/Vorteks (Biosan, Almanya)

o Minispin santrifiij (VWR, Avrupa)

o Otoklav (Hirayama, Japonya)

o Steril su cihazi (Purelab flex elga, ABD)

o Termoblok kuru banyo (Euro lone, Cin)

o Vitek 2 kompakt otomatize sistemi (bioMerieux,, Fransa)

o Vorteks (Heidolph, Almanya)

2.3.Kullanilan Besiyerleri, Ayiraclar, Soliisyonlar ve Kitler

o Rotaviriis ve Adenoviriis kombo hizli test kaseti kiti
o Trikrom boyasi

o Gram boyasi

o Eozin Metilen Blue agar

o Hektoen Enterik agar

o Komiirlii Sefoperazon Deoksikolat agar
o Hareket agar

o Indol ayiraci

o Mueller Hinton broth

o Simmons Sitrat agar

o Triple Sugar Iron agar

o Ure agar

o Oksidaz ayiraci



o DNA izolasyon kiti

o Primerler

o FastStart essential DNA yesil master karigimi
o TBE (Tris, Borik Asit, EDTA) tamponu

o Agaroz jel

o Etidyum Bromiir

o DNA yiikleme boyasi

o Marker

2.3.1. Rotaviriis ve Adenoviriis Kombo Hizh Test Kaseti Kiti

Gaitada kalitatif rotavirlis ve adenoviriis tespiti i¢in hizli yatay akis kart

testleridir (Juschek).
2.3.2. Trikrom boyama

Trikrom boyasi: Chormotrope 3 g, Lightgreen SF 1,5 g, fosfotungustik asit,
glasiyal asetik asit 5 mL, karigtirilarak 30 dakika beklendi. 500 ml dH,O eklendi ve

karistirildi (Chembio CB6165-02).

%90’k asit alkol: 9955 ml %90 etil alkole 4,5 ml glasiyal asetik asit
eklendi.

D’Antoni Iyot soliisyonu: 1 g potasyum iyodiir, 1,5 g iyot kristalleri ve 100
MI soliisyon kirmizims: kahverengi olana kadar karistirildi. Filtre kagidindan
stiztildii.
2.3.3. Gram boyama

Kristal Viyole: 500 ml igin; 5 g Kristal Viyole, 10 g fenol, 50 ml absollii

alkol havanda karistirildi. 500 ml dH,O eklenerek siizgegten gegirildi (Himedia
GRM961, Hindistan).
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Liigol: 900 ml i¢in; 3 g iyot, 6 g potasyum iyodiir havanda karistirildi. 900 ml
dH,0 eklenerek siizgecten gegirildi.

Alkol: %95 “lik etanol kullanima hazird.

Sulu fuksin: 100 ml Bazik fuksin stok soliisyonu 1000 ml dH,O eklenerek

karistirild ve filte kagidindan siiziildi.

2.3.4. Eozin Metilen Blue Agar

Bilesimi: Pepton 10 g; Laktoz 10 g; Dipotasyum hidrojen fosfat 2 g; Eozin Y
0,4 g; Metilen mavisi 0,06 g; Agar 15 g (Merck 1.01.347.0500, Almanya).

Hazirlamisi: Dehidre besiyeri, 37,5 g/L olacak sekilde dH2O iginde 1sitilarak
eritildi. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi ve 45-50 °C'de sogudugunda
steril petri kutularina en az 2-3 mm kalinliginda hava kabarcigi olmayacak sekilde
dokiilerek alevden gegirildi. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizimsi-kahve,

menekse-kahverenginde olup, 25 °C'de pH's1 6,8+0,2'dir.

2.3.5. Hektoen Enterik Agar

Bilesimi: Meat pepton 12 g; Maya 6zii 3 g; Laktoz 12 g; Siikroz 12 g; Salisin
2 g; Bile salts N0.37 g; Sodyum desoxycholate 2,4 g; Sodyum Klorit 5 g; Sodyum
thisulfat 5 g; Ammonyum ferrik sitrat 1,5 g; Asidik fuksin 0,1 g; Bromtimol mavisi
0,065 g; Agar No 1 14 g (Himedia M467-500G, Hindistan).

Hazirlanisi: Dehidre besiyeri, 76 g/L olacak sekilde dH,O eklenerek icinde
tiimilyle ¢oziiliinceye kadar kaynar su banyosunda eritildi. Steril petri kutularina en
az 2-3 mm kalmhiginda hava kabarcigi olmayacak sekilde dokiilerek alevden
gecirildi. Sterilizasyon, kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis oldu.
Asirt 1sitmadan kaginildi. Hazirlanmis besiyeri berrak ve mavi-yesil renkli olup, 25

°C'de pH's1 7,5+0,2'dir.
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2.3.6. Komiirlii Sefoperazon Deoksikolat Agar

Bilesimi: Nutrient broth No. 2 25 g; Bakteriological charcoal 4 g; Kazein
hidrolizat1 3 g ; Sodyum desoxycholate 1 g ; Ferrous siilfat 0,25 ; Sodyum piruvat
0,25 g; Agar 12 g. (Oxoid CM739, Ingiltere) CCDA Culture Media Selective
Supplement (Merck 1.00071, Almanya).

Hazirlamisi: Dehidre besiyeri 22,75 g/L olacak sekilde dH,O eklenerek,
kaynatilarak eritildi. Otoklavda 121 °C 'da 15 dakika sterilize edildi. Otoklav sonrasi
45-50 °C 'a sogutuldu, 2 ml steril dH,O ile ¢6ziinmiis CCDA Selective supplement
ilave edildi. Karigtirilip petri kutularina 2-3 mm kalinliginda hava kabarcigi

olmayacak sekilde dokiilerek alevden gecirildi. Hazirlanmis besiyeri siyah renkli

olup, 2-8 °C 'da 14 giin depoland1. pH 's1 25 °C 'da 7,4+0,2 'dir.

2.3.7. Hareket agar

Bilesimi: Bacteriological Pepton 10 g (Oxoid LP0037, Ingiltere); Lab-lemco
powder 3 g (Oxoid LP0029, Ingiltere); NaCl 5 g (Merck 1.06404, Almanya); Agar 4
g (Oxoid LP0011, Ingiltere).

Hazirlamisi: Cam siseye pepton 10 g/L, Lab-lemco powder 3 g/L, NaCl 5 g/L
ve agar 4 g/L sekilde koyuldu ve dH,O’da isitilarak eritildi. Besiyeri heniiz sivi
halde iken, tiiplere 4'ser ml dagitildi. Otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edildi.
Besiyeri dik olarak sogumaya birakilarak katilagmasi beklendi. Agar miktarinin
diisiik olmasma bagl olarak yar1 kati formdaydi. Hazirlanmis besiyerinin rengi

berrak, sarimsi-kahvedir ve 25 °C'da pH's1 7,3£0,2'dir.

2.3.8. indol ayiraci

Bilesimi: 15 ml Isoamyl alkol (Emsure 1.00979,Almanya), HCL, 1 g
C9H11NO (Merck 8.03057, Almanya).

Hazirlanisi: 20 cc icin; 15 ml isoamyl alkol, 5 ml HCL, 1 g COH11NO(

dimetilamino-benzaldehit) falkon tiipiinde karistirildi ve kullanima hazirdi.
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2.3.9. Mueller Hinton Broth

Bilesimi: Sigir eti, kurutulmus infiizyon 300 g; Kazein hidrolizat 17,5 g;
Nisasta 1,5 g (Oxoid CM0405, Ingiltere).

Hazirlamisi: Cam siseye 21 g/L olacak sekilde dehidre besiyeri dH,O’da
¢oziildii. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanmis besiyeri berrak
ve sarims1 kahve renkli olup, 25 °C’de pH’s1 7,3 £ 0,1°dir.

2.3.10. Simmons Sitrat Agar

Bilesimi: Ammonyum dihidrojen fosfat 1 g; Potasyum dihidrojen fosfat 1 g;
Sodyum Klor 5 g; Sodyum sitrat 2 g; Magnezyum siilfat 0,2 g; Bromtimol mavisi
0,08 g; Agar 13 g (Merck 1.02501, Almanya).

Hazirlamisi: Dehidre besiyeri, 22,5 g/L olacak sekilde dH,O’da isitilarak
eritildi. Besiyeri siv1 halde iken, standart 16x160 mm tiiplere 7'ser ml dagitildi. 121
°C'da 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri siv1 iken tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir
cubuga yatirilarak katilagmasi beklendi. Hazirlanmis besiyeri berrak ve yesil renkte

olup, 25 °C 'da pH's1 6,6+0,2'dir.

2.3.11. Triple Sugar Iron Agar

Bilesimi: Lab-Lernco Tozu 3 g; Maya 6zii 3 g; Pepton 5 g; Sodyum klor 5 g;
Laktoz 10 g; Siikroz 10 g; Glukoz 1 g; Ferrik sitrat 0,3 g; Sodyum thiosulfat 0,3 g;
Fenol kirmizis1 0,024 g; Agar 12 g (Oxoid CM0277, Ingiltere).

Hazirlamisi: Dehidre besiyeri, 65 g/L olacak sekilde dH,O’da isitilarak
eritildi. Besiyeri sivi halde iken, standart 16x160 mm tiiplere 7'ser ml dagitildi.
Tiipler 121 °C'da 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri heniiz s1v1 iken tiipler 1-1,5 cm
yiiksekliginde bir ¢ubuga tiipiin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinlig
olacak sekilde yatirilarak besiyerinin katilasmasi beklendi. Hazirlanmig besiyerinin

rengi berrak kirmizidir ve 25 °C'de pH's1 7,4+0,2'dir.
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2.3.12. Ure agar

Bilesimi: Pepton from meat 1 g; D(+) Glukoz 1 g; Sodyum klor 5 g;
Potasyum dihidrojen fosfat 2 g/L; Fenol kirmizis1 0,012 g; Agar 12 g (Merck
1.08487, Almanya).

Hazirlamisi: Cam siseye 21 g/L olacak sekilde dehidre besiyeri deiyonize
suda 1sitilarak eritildi. Otoklavda 121 °C'de 15 dakika siire ile sterilize edildi. 45 °C'
ye kadar sogutulup, tizerine 50 ml/L hesabiyla filtre ile sterilize edilmis %40 {ire
cozeltisi eklendi, karistirtlirak ve steril tiiplere 7'ser ml dagitildi. Dip kismi yaklasik
2,5 cm olacak sekilde yatik agar hazirlandi. Hazirlanmis besiyerinin rengi berrak ve

kirmizidir. pH ise 25 °C'de 6,8+0,2'dir.

2.3.13. Oksidaz ayiraci

Bilesimi: Cam sisede 5,25 g N, N, N, N'-Tetrametil parafenikadiamin
dihidroklorid (Sigma 87890-25G, Almanya).

Hazirlamisi: 10 cc i¢in;10 enjeksiyonluk su; 0,1 g N, N, N, N'-Tetrametil

parafenikadiamin dihidroklorid falkon tiipiine hazirlandu.

2.3.14. DNA lizolasyon Kiti

Hazirlamisi: 1k kullamimdan 6nce 50 testlik Proteinaz K tiipiine, 1,1 ml
dH,O eklendi ve vorteks yapilarak iyice ¢o6ziildi. Proteinaz K’ y1 uzun siire
kullandigimiz icin steril suda c¢oziildiikten sonra bolerek —20 °C’de sakland.
Soliisyon W1 ve Soliisyon W2 konsantredir. lk kullanimdan énce W1 soliisyonuna
38 ml, W2 soliisyonuna 19 ml %96’lik etanol eklendi (Rta, Tiirkiye).15-25 °C oda

1s1sinda kuru ortamda saklanda.

2.3.15. FastStart Essential DNA Yesil Master Karisimi

Kullanima hazir 2x konsantre, FastStart Essential DNA yesil master (Roche
06402712001, isvicre), su ve PZR sinifi sicak baslangi¢ reaksiyon karisimidir. -20
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°C'de saklandi. FastStart Essential DNA yesil master, kalitatif ve kantitatif PZR i¢in
tek bilesenli karigimdir. FastStart Taq DNA Polimeraz ve {irlin tespiti ve

karakterizasyonu i¢in DNA spesifik SYBR yesil I boyasi igerir.

2.3.16. Primerler

izolatlarda aEPEC’in tanimlanmasi i¢in eae geni, tEPEC’in tanimlanmas igin
eae ve pEAF genleri, STEC’in tanimlanmasi igin Stx; ve/veya stx; genleri, EHEC’in
tanimlanmasi i¢in eae, Stx; ve/veya stx, genleri, ETEC’in tanimlanmasi igin elt
ve/veya est genleri, EIEC’in tanimlanmasi i¢in ipaH geni, EAEC’in tanimlanmasi
icin aatA geni ve DAEC’in tanimlanmas1 daaC geni ve belirlenmesinde kullanilan
primer eae, pEAF, daaC, aatA, elt, est, ipaH, stx; ve stx, dizileri (Macrogen,

Gilineykore), primer sekans (5'-3'), konsantrasyonlari, baz ¢iftleri Tablo.1’de verildi.

Tablo 2. 1. Gergek zamanli multipleks PZR i¢in kullanilan hedef gen, primer adi ve
dizileri (5' — 3"), konsantrasyon, baz giftleri (Souza ve ark 2013).

Konsantr Bant
Hedef Primer adi ve dizisi (5' -3 ) asyon bityiikliigii
gen (nM) (bp)
eaeA EAE-S for: ACT GGACTT CTT ATTRCC GTT CTATG 0,2 189
EAE-B2 rev: CCT AAACGG GTATTATCA CCA GA
pEAF EP-1 for: GTT CTT GGC GAA CAG GCTTGTC 0,2 107
EP-2 rev: TTA AGC CAG CTACCATCC ACCC
est STa-FATT TTTMTT TCT GTATTRTCT T 0,4 190
STa-R:CAC CCG GTACARGCAGGATT
elt LTf: GGC GAC AGATTA TAC CGT GC 0,2 450
LTr: CGGTCTCTATATTCCCTGTT
ipaH IpaH1:GTT CCT TGACCG CCTTTC CGATACCGTC 0,2 620
IpaH2:GCC GGT CAG CCA CCC TCT GAG AGT AC
StXy stxAl 598:AGT CGT ACG GGG ATG CAG ATA AAT 0,1 418
stxAl 1015:CCG GAC ACA TAG AAG GAA ACT CAT
Stx, Stx2f:GGC ACT GTC TGA AAC TGC CC 0,1 246
Stx2r:;TCG CCAGTT ATC TGA CATTCT G
aatA EA-1 for: AGG TTT GAT ATT GAT GTC CTT GAG GA 0,1 152
EA-2 rev: TCA GCT AAT AAT GTATAG AAATCC GCT GTT
daaC DAA-F: ATT ACG TCATCC GGG AAG CAC ACA 0,1 150
DAA-R: GCT TGC TCA TAA AGC CGC AGA CAA
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2.3.17.TBE (Tris, Borik Asit, EDTA) Tamponu

0,5xTBE Tamponun Hazirlanis1: Agaroz jel elektroforezi i¢in 0,5xTBE
tampon kullanildi. Asagidakileri 2 L'lik bir sisede karistirildi: 10,8 g Trizma base
(Sigma, Almanya), 5,5 g Borik asit (Merck, Almanya), 0,744 g EDTA (Merck,
Almanya) ve dH,0 ile 2 litreye tamamlanir. Sisede tamamen ¢6ziilene kadar igine
manyetik balik atarak manyetik bir karistiriciya yerlestirildi. Homojen olduktan

sonra 0,5xTBE tampon ¢ozeltisi kullanima hazirdi.

2.3.18. Agaroz Jel

Amplifiye edilmis PZR {irlinlerinin goriilebilmesi igin jel elektroforez yapildi.
2 g agar (Sigma, Almanya) tartilarak cam siseye koyuldu. 200 ml’ye 0,5xTBE (pH
8,3) ile tamamlandi. Mikrodalga firinda 350 °C de yaklasik 3-5 dakikada tamamen
¢oziinmesi saglandi. Kaynatilan karigim, 40-50 °C’ye kadar sogutuldu. Jel icerisine 8
ul etidyum bromiir eklendi ve ¢ozeltiye dagilmasi saglandi. Jel kalibinin aparat ve
igerisine ylkleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklari yerlestirildi. Halen sivi
halde olan karisim, jel kalibinin igerisine dokiildii. Trayin ¢atlamamasi i¢in ¢ozelti

15-20 dakika oda 1s1sinda sogumaya birakildi.

2.3.19. Etidyum Bromiir

Elektroforez igleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda etidyum

bromiir, %1’ lik agar jelin igerisine eklendi.

2.3.20. DNA Yiikleme boyasi

6*DNA yiikleme boyasi (Thermo, Amerika) kullanildi.

2.3.21. Marker

Isaretleyici olarak 100 bp’lik DNA ladder (Thermo, Amerika) kullanildi.
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2.4. Standart Suslar

izolasyon ve identifikasyon calismalarinin asamalarinda kullamlan EHEC,
EPEC, ETEC, DAEC, EAEC kontrol suglari Halk Sagligi Genel Miidiirligi
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanligi/

Ulusal Enterik Patojenler Laboratuvarindan temin edildi.

2.5. Orneklerin Secilmesi

Selguk Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, akut
ishalli bes yas alt1 312 ¢ocugun diski 6rneginde rutin testlerle Salmonella, Shigella,
Campylobacter, rotavirus ve adenovirus pozitifligi ve parazit saptanmayan EMB

agarda baskin E.coli iiremesi olan kiiltiirler ¢alismaya alindi.

Digkinin makroskopisine yonelik, kivami (sulu, yar1 kati, kati1), miktari,

mukus ve kan varligi, piiriilan olup olmadig1 degerlendirildi (Bandreas ve ark 2004).

Paraziter akut gastroenterit etyolojisine yonelik, Giardia intestinalis,
Blastocystis hominis ve siipheli amip, kist, trofozoit varligi direkt mikroskopi ve
trikrom boyama yontemiyle degerlendirildi. Direk mikroskopide, lam iizerine serum
fizyolojik veya lugol 1 damla damlatild1 ve diski 6rnegi emiilsiye edildi ve iizerine
lamel kapatilarak, yas preparatlar hazirlandi ve mikroskopda (x40) objektifle her
alan incelendi. Trikrom boyama yonteminde, digki lamin iizerine yayilarak
kurumadan Schaudinn fiksatifine daldirilarak en az 30 dakika bekletilmistir. Lamlar,
%70’1lik etil alkolde 5 dakika, D’ antoni iyot soliisyonunda ise 3-5 dakika
bekletilmistir. Daha sonra, iki ayr1 salede ki %70’lik alkolde her birinde 2-5 dakika
tutulmustur. Tespit edilmis lamlar trikrom boyada 5-8 dakika bekletilmistir. Fazla
boyasi siiziilen lamlar 2-3 saniyede sirasiyla %90’lik asit-alkolde, %100°liik alkolde
calkalanmistir. Lamlar ikinci ve tiglincii %100’lik alkolde 2-5 dakika bekletilmistir.
Daha sonra iki ayr1 ksilen veya toluen igeren salede 2-5 dakika bekletilmistir.
Imersiyon yagi damlatilarak x100 objektifle incelenmistir. Iyi tespit edilmis ve
boyanmis diski 6rneklerindeki trofozit ve kistlerin sitoplazmalari morumsu, mavi,
yesil renkte iken genelde zemin yesil renktedir. Entamoeba coli kistleri genelde diger
amiplerden daha koyu mor renkte gozlenmistir (Girginkardesler ve Uz 2011).
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Viral etyolojiye yonelik de rotavirlis ve adenovirlis antijen testi immuno
kromotografik yontemle rotaviriis ve adenoviriis kombo hizli test kaseti kiti ile
calisildi. Diski ornekleri pipet ile aspire edilerek ekstraksiyon tamponunu igeren
numune toplama tlipiine 2 damla (yaklasik 50 pL) aktarildi. Aplikator tekrar tiipe
yerlestirilerek kapak kapatild1 ve vortekslendi. Seyreltme tiipiiniin ucu kirilarak karta
damlatildi. Sonuclar 5-15 dakika i¢inde alindi. Rotaviriis ve adenoviriis sonuglari
ayrn ¢izgilerle gosterilmisti. Biri renkli ¢izgi kontrol ¢izgisi bolgesinde (C) ve diger
belirgin renkli ¢izgi test ¢izgisi bolgesinde (T) olmasi pozitif olarak degerlendirildi.
Test ¢izgisi bolgesindeki rengin yogunlugu, numunedeki konsantrasyona bagl olarak
degisti. Bir renkli ¢izgi kontrol ¢izgisi bolgesinde belirdi. Test ¢izgisi bolgesinde
cizgi gorlinmiiyorsa negatif olarak degerlendirildi. Kontrol ¢izgisi goriinmiiyorsa

sonug gegersiz olarak degerlendirildi (Wood ve ark 1989, Thomas ve ark 1994).

Salmonella ve Shigella tiirlerine yonelik kiiltiir degerlendirmesi, Salmonella
ve Shigella kiiltiirii i¢in digki érnekleri HE besiyerine ekildi. 24 saat 35-37 °C’de
inkiibasyondan sonra laktoz negatif ve/veya H,S pozitif koloniler konvansiyonel
yontemler (hareket, indol, simmons sitrat, tsi, iireaz ve oksidaz testleri) ve VITEK 2

otomatize sistemi ile tanimlandi (Aygiin 2015).

Campylobacter tiirlerine yonelik kiiltiir degerlendirmesi, diski 6rneklerinden
Campylobacter izolasyonu amaciyla, segici besiyeri (CCDA Culture Media Selective
Supplement) kullanildi. Kiiltiirler 42°C'de mikroaerofilik ortamda (Anaerocult C,
Merck, Almanya) 72-96 saat inkiibe edildi. Modifiye CCDA’da gri-beyaz renkte,
metalik rofle veren koloniler segilerek, Gram boyama ve oksidaz testi uygulandi.
Gram boyamada Gram negatif, mart1 kanadi, spiral sekilli, S ve virgiil goriinlimiinde
olan, faz-kontrast mikroskobunda hareketli goriinen ve oksidaz testleri pozitif olan

bakterilerin tiimii termofilik Campylobacter spp. olarak tanimlandi (Aygiin 2015).

Diski ornekleri 60 dakika icinde EMB agara tek koloni diistirme teknigi ile
ekim yapildiktan sonra 35-37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
laktozu kullanamayan bakteriler renksiz koloniler (laktoz negatif) laktozu
kullanabilen E. coli i¢in tipik koloniler ise yesilimsi ve parlak metalik renkte

koloniler (laktoz pozitif) olarak degerlendirildi (Padhye ve Doyle 1992).
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2.6. Gram boyama

Urettigimiz  kiiltiirlerden, siipheli kolonilere Gram boyama yapildi.
Mikroskopta 100 liik objektifle lamin {izerine 1 damla immersiyon yagi damlatilarak
incelendi. Mor renkte goriilen mikroorganizmalar Gram pozitif, pembe-kirmizi

renkte goriilenler ise Gram negatif olarak degerlendirildi (York ve ark 2007).

2.7. E.coli izolasyonunda Fenotipik Identifikasyon

E. coli (laktoz + veya laktoz - dahil) siipheli koloniler kiiltiirden segilerek,
biyokimyasal testler yapildi. Diski Orneklerinden izole edilen E.coli suslari
konvansiyonel yontemlerle (hareket, indol, simmons sitrat, tsi, lireaz ve oksidaz
testleri)  tamimlamada giicliik ¢ekilen kolonilerde VITEK-2 kompakt otomatize
cihaz1 ve VITEK-2 GN tanimlama kart1 kullanildu.

2.7.1. Hareket testi

E.coli suslarin tanimlanmasinda tiip besiyerine ekildikten sonra 35-37°C’de
18-24 saat inkiibe edidi. Tiip besiyerinde ekim cizgisinden uzaklasarak, yaygin
tireme olursa veya besiyerinde bulaniklik goriiliirse mikroorganizma hareketli olarak,
tiip besiyerinde temiz/berrak bir goriiniim olursa veya sadece inokiilasyon ¢izgisinde
siirh tireme goriiliirse hareketsiz olarak degerlendirildi (York ve ark 2007, Aygiin

2015).

2.7.2. indol Testi

%1°lik triptofanin sudaki ¢ozeltisinden hazirlanan Tryptone Broth’a E.coli
siipheli koloniden &ze ile birkag koloni ekildi. 35-37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Koliform bakteriler triptofanaz enzimi tiretip liretememe yetenekleri ile birbirinden
ayrilirlar. Triptofanaz enzimine sahip mikroorganizmalar, triptofan amino asidinden
indol, amonyak ve piriivik asit olusturur. Nitrat ayiracindan, 1’er ml damlatilarak
brothun {ist ylizeyinde kirmizi veya kiremit kirmizisi renkli halka olmasi pozitif, renk

degisikliginin olmamas1 negatif olarak degerlendirildi (Bilgehan 2009, Aygiin 2015).
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2.7.3. Simmons Sitrat Testi

Simon sitrat yatik agara EMB agardaki siipheli koloniden 6ze yardimui ile
ekim yapildi. 35-37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Test tiipiiniin rengi nétral pH
degerinde yesildir. Ancak pH 7,6’nin iizerinde yogun koliform iiremesine bagl
olarak amonyum tuzlarindan alkali tiretimi sonucu besiyerindeki bromtimol mavisi
indikatorii koyu prusya mavisine doniisiir. Renk degisikliginin olugsmamasi negatif

olarak degerlendirildi. E. coli’ de sitrat negatifdir (Aygiin 2015).

2.7.4. Triple Sugar Iron Testi

Izole edilmis koloninin tepesine 6ze ile dokunularak besiyerinin ortasindan
tiipiin dibine batirarak ve ardindan agar yiizeyini ¢izerek inokiile edildi. Tiip 35-37
°C'de 18-24 saat inkiibe edildi. Ortamin reaksiyonunu incelendi. Glikoza etki edenler
dipte sar1, yatik alan kirmizi renk olustururken laktoza etki edenler tiim alanlarda sar1
renk olusturur. Agar icinde kabarciklar ya da c¢atlaklar gaz olusumunu
gostermektedir. H,S olusumu dipte siyah renkle anlasilir. E. coli laktoza etkili, gaz
pozitif, H,S negatifdir (Aygiin 2015).

2.7.5. Ureaz testi

Mikroorganizmalarin iireaz enziminin varligini saptamak amaciyla yapilir.
E.coli suglarin tanimlanmasinda tiip besiyerine 6ze yardimi ile ekildikten sonra 35-
37 °C’de 1-5 giin inkiibe edidi. Kiiltiirlerde kirmizi rengin olugmasi (amonyak
olusumu nedeniyle pH'nin yiikselmesi sonu indikatdriin renginin ortaya ¢ikmasi)
pozitif reaksiyon olarak ve hicbir degisikligin olmamasi da negatif olarak

degerlendirildi (Bilgehan 2009).
2.7.6. Oksidaz Testi
Izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin oksidaz aktiviteleri, oksidaz ayirac ile

degerlendirildi. izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin kolonilerden &ze ile birkag

tanesi alinarak filtre kagidina yayildi ve oksidaz ayiraci damlatildi. 15-30 saniye
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icinde pembe mor bir renk almasi pozitif, renk degisikliginin olmamasi negatif

olarak degerlendirildi (York ve ark 2007, Bilgehan 2009).

2.8. Molekiiler analizler

Polimeraz zincir reaksiyon ig¢in DNA izolasyonu, taze olarak iiretilmis

kolonilerden RTA Bakteriden Genomik DNA izolasyon kiti protokoliine gore

yapildi. Ekstraksiyon E.coli DNA ornekleri steril eppendorf tiiplere aktarilip

molekiiler analizler gergeklestirilinceye kadar -40°C’de saklandi. Her g¢alismada

yeterli negatif ve ekstraksiyon kontrolleri kullanildi. Asagidaki prosediir uygulandi.

1.

10.

11.

12.
13.

Steril ependorflar siralanip hasta listesine gére numaralandirildi ve 200 pl BL
sollisyonu pipetlendi.

Oze ile kat1 kiiltiirden degisik alanlardan 10-20 E.coli kolonileri alind1 ve BL
soliisyonu icinde vorteks kullanilarak iyice ¢oziildi. Hiicre peletinin
tamamen c¢oziildliglinden ve herhangi bir hiicre topaginin kalmadigindan
emin olundu.

20 ul Proteinaz K ¢ozeltisi eklendi ve vortekslenerek karistirildi.

56°C’ta 1 saat bekletildi. Inkiibasyon sirasinda drnekler her 10 dakikada bir
vorteks ile karistirildi.

250 pl soliisyon B eklendi ve 20 saniye boyunca vurum-vorteks yapilarak
karisgtirildi.

Kisa santrifiijden yapildiktan sonra her 3 dakikada bir karistirilarak 65°C’ta
15 dakika inkiibe edildi.

200 pl %96’lik etanol eklenip, 20 saniye vurum-vorteks yapilarak karistirildi.
Kisa santrifiij yapilarak karisim, toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis spin
kolona aktarildu.

10 000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi. S1v1 igeren alttaki tiip atild1 ve kolon
yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

700 pl Soliisyon W1 eklendi. 10 000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Toplama tiipiindeki s1v1 atildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
700 pl Soliisyon W2 eklendi. 10 000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi.
Toplama tiipiindeki s1vi1 atild1 ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

14 000 x rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi.

Spin kolon, steril 1,5 ml’lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edildi.
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14. 200 pl 70°C’ye 1sitilmig eliisyon soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 3
dakika inkiibe edildi.
15. 14 000 x rpm’de 1 dakika santriflij yapildi. Spin kolon atildi, mikrosantrifiij

tiipiiniin i¢indeki eliisyon tamponunda genomik DNA bulundu.

2.8.1. Ger¢ek zamanh multipleks PZR

Multipleks PZR Tamara ve ark (2013) tarafindan onerilen sekilde yapildi. 96
ornek kapasiteli LightCycler 96 (Roche, Almanya) termal dongii cihazinda
gerceklestirildi. Her 40 pl reaksiyon karigimi, 20 pl Fast essential DNA yesil master
karisimi (Roche, Isvigre) ve 2 ul DNA vardir. Tablo 2°de 1s1l dongii ve siire
diyagrami gosterilmistir. Win 7 + Win XP isletim sistemleri kullanilarak
amplifikasyon egrileri absolute guantification modiilii ile erime egrileri TM calling
ile bitis noktas1 genotiplemesi HRM*Qual Detection* analiz edildi. Sonug tablosu

.txt dosyast ile aktarildi (siiriim 1.1).

Tablo 2. 2: Gergek zamanli multipleks PZR i¢in 1s1l dongii ve siire diyagramu.

Basamak Dongii Sicaklik Siire
Sayisi
Inkiibasyon 6ncesi 1 95 °C 600 s
95°C 10s
U¢ adimda amplifikasyon 40 60°C 15s
97 °C 20s
95 °C 10s
Erime 1 60 °C 60's
97 °C ls
Sogutma 1 37°C 30s

2.8.2. Agaroz Jel elektroforezi

Amplikonlarin Elektroforez Tankinda Jele Yiiklenmesi: Sogutulan jelden
tarak ve kaliplar ¢ikarilarak, elektroforez tankina yerlestirildi. Tank jelin {istiinii
kaplayacak kadar 0,5xTBE eklendi. Multipleks PZR firiiniinden 4 pl alinip, 4 pl
DNA yiikleme boyast ile karigtirildi. Jeldeki kuyucuga pipetlendi. Bir kuyucuga da
marker 100 bp’lik DNA ladder 4 pl pipetlendi.

44



Jelde Yiiriitme: Hazirlanmis olan jele, ornekler ve markerin yiliklemesi
yapildiktan sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, negatif ve pozitif elektrotlar

pozisyonlarina baglandiktan sonra 120V 50mA 6W akimda 210 dakika yiiriitiildi.

Goriintiileme ve Degerlendirme: Elektroforez isleminin ardindan jel,
tanktan alinarak transilluminatér cihazinina (Gel Logic 200 goriintiileme sistemi,
Kodak) yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant goriintiileri
degerlendirildi. Pozitif DNA 6rneginin karsisina denk gelen ve molekiiler standart ile

uyumlu baz ¢iftine sahip olan 6rneklerin geni tasidigi tespit edildi.

2.9. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Akut ishalli 312 c¢ocugun diski Orneginde iireyen E. coli izolatlari
konvansiyonel yontemler ve Vitek 2 compact otomatize sistemi ile tanimlandi. DNA
izolasyonu, ticari bir kitle yapildi. eae, pEAF, daaC, aatA, elt, est, ipaH, stx; ve stx,
primerleri gercek zamanli multipleks PZR yontemi ile calisildi. Erime analizi, tim
hedef genler i¢in dokuz farkli tepe noktasi gosterdi (Sekil 1). eae + pEAF genlerinin
saptanmas1 tipik EPEC (tEPEC), sadece eae geninin saptanmasi atipik EPEC
(aEPEC), stx; velveya stx2 genlerinin saptanmast STEC, eae + stx; ve/veya stx;
genlerinin saptanmast EHEC, elt ve/veya est genlerinin saptanmasi ETEC, ipaH
geninin saptanmasi EIEC, aatA geninin saptanmast EAEC ve daaC geninin
saptanmas1 DAEC olarak kabul edildi. Gergek zamanli multipleks PZR (Sekil 2. 1.),
monopleks PZR ve Jel elektroforez (Sekil 2. 2.) ile dogrulandi.

2.9.1. istatistiksel Analiz
Bu ¢alismada verilerin istatiksel analizini yapmak i¢in SPSS-Statistics-21

(Windows 32 bit ) yazilimi kullanilarak Ki-kare testi ve gerektiginde Fisher kesin
testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 2. 1. Ger¢ek zamanli multipleks PZR’da DEC’in viriilans genlerinin erime
egrileri; est i¢in 76,4 £ 0,2 °C, aatA igin 75,7 = 0,4 °C, elt i¢in 80 + 0,5 °C, stx; i¢in
84,5 + 0,5°C, eae i¢in 82 + 1 °C, pEAF i¢in 86 + 0,5°C ipaH i¢in 87 £ 0,2 °C, daaC
i¢in 87,5 £ 0,2 °C ve stx, i¢in 88,5 £ 0,5 °C (Calismamizdan).

Sekil 2. 2. Diyarejenik E.coli patotiplerinin multipleks PZR ile saptanan viriilans

genlerinin jel gortintiisii. Genlerin beklenen boyutlar1 (bp): stx; 418 bp, stx, 246 bp,
eae 189 bp pEAF 107 bp, elt 450 bp, ipaH 620 bp, daaC 150 bp, aatA 152 bp, est
190 bp (Calismamizdan).
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3. BULGULAR

Sel¢uk T1p Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen bes
yas alt1 ¢ocuklardan alinan 3064 digski 6rnegi taranmis ve 312 c¢ocugun digkisinda

tireyen E. coli izolatinin 310’u patotiplendirilmistir.

Hastalarin yas gruplarina gore dagilimi incelendiginde, %55,9’unun 24 aydan
kiigiik oldugu saptanmis, hastalarin yaslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmistir (p=0,000). Hastalarin yas gruplar1 dagilim1 Tablo 3. 1. ve Sekil
3. 1.’de gosterilmistir.

Tablo 3. 1. Hastalarin yas gruplarina gore dagilimu.

Yas 0 1 2 3 4 5 Toplam P
degeri
Say 100 73 50 59 14 14 310
(Yiizde) (32,4) (23,5) (16,1) (19,0 (4,5) (4,5) (100,0) 0,000
100
80 Qo
|1
60
o2
40 o3
20 )
as

Sekil 3. 1. Hastalarin yas dagilim grafigi.
Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi incelendiginde erkek sayisi kiza gore

daha yiiksek bulunmus, cinsiyetler arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0,031) (Tablo 3. 2 ve Sekil 3. 2).
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Tablo 3. 2. Hastalarin cinsiyetlere gére dagilima.

Cinsiyet Erkek Kiz Toplam P degeri
Say1 (Yiizde) 174 136 310 0,031
(56,1) (43,9) (100,0)
200
150
DO Erkek
100 BKiz

50

Sekil 3. 2. Hastalarin cinsiyetlere gore dagilimi grafigi.

Diyarejenik E.coli tiirleri yaz mevsiminde (%40,0) ve ilkbaharda (%26,4)
diger mevsimlere gore [sonbahar (%19,4) ve kis (%14,2)] daha yiiksek oranda
saptanmistir. Vakalarin aylara gore dagilimi incelendiginde en yiiksek oran Haziran,
Temmuz, Agustos aylarinda (%40,0), en diisiik oran ise Aralik, Ocak, Subat
aylarinda (%14,2) izlenmistir (Tablo 3.3, Sekil 3.3.). Aylar ile vaka sayis1 arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000).
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Tablo 3. 3. Diyarejenik E.coli’nin mevsimlere ve aylara gére dagilimu.

Mevsim Ay Erkek Kiz Toplam Toplam
sayl sayl sayl yiizde
Mart 8 5 13 4,2
ilkbahar Nisan 18 15 33 10,6
Mayis 24 12 36 11,6
Haziran 16 22 38 12,3
Yaz Temmuz 30 19 49 15,8
Agustos 19 18 37 11,9
Eyliil 15 8 23 74
Sonbahar Ekim 9 11 20 6,5
Kasim 11 6 17 55
Arahk 6 8 14 45
Kis Ocak 9 11 20 6,5
Subat 9 1 10 3,2
Toplam 174 136 310 100,0
60
5° A
40 / \
30
/ a=pumSayi
20 ~
10
0 T T T T T T T T T T T \_\
2 N S PN & &N
Y QI N LSO S
O o I ® & ?}é‘\ ‘%& N @ K

Sekil 3. 3. Diyarejenik E.coli vakalarinin aylara gore dagilim grafigi.

Akut ishalli ¢ocuklarda saptanan DEC izolatlarinin patotiplere gore dagilimi
incelendiginde DAEC 281 (%90,6), EPEC 187 (%60,4), EAEC 159 (%51,3), EIEC
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43 (%13,9), EHEC/STEC 33 (%10,6) ve ETEC dort (%]1,3) hastada tespit edilmistir.
Diyarejenik E.coli patotiplerinin aylara gore dagilimi Tablo 3. 4. ve Sekil 3. 4.’de

gosterilmistir.

Diffiiz Aderan E. coli yilin her ayinda yiiksek oranda saptanmis ve aylar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,288).

Atipik Enteropatojenik E. coli Temmuz (%20,1), Agustos (%22,1), Eyliil
(%12,1) ve Ekim (%13,4) aylarinda diger aylara gore daha yiiksek saptanmustir.
Aylar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000). tEPEC
Nisan (%2,6), Mayis (%2,6), Haziran (%63,2) ve Temmuz (%31,6) aylarinda tespit
edilmis diger aylarda ise saptanmamustir. Aylar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p=0,000).

Enteroagregatif E. coli Temmuz’da 28 (%17,6), Agustos’ta 29 (%]18,2),
Eylil’de 21 (%13,2) ve Ekim’de 16 (%10,1) hastada tespit edilmistir. Aylar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000).

Enteroinvazif E. coli en yiiksek Nisan (%48,8) ve Mayis (%23,3) aylarinda
daha diisikk oranlarda Ocak (%2,3), Subat (%11,6), Mart (%7,0), Haziran ve
Temmuz (%?2,3) aylarinda saptanmis, diger aylarda ise tespit edilememistir. Aylar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000).

Enterohemorajik E. coli en yiiksek Mayis (%29,0) ve Haziran (%22,6)
aylarinda daha az oranlarda Nisan (%6,5), Temmuz (%16,1), Agustos (%12,9) ve
Eylil (%12,9) aylarinda bulunmus, diger aylarda ise tespit edilememistir. Aylar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,011). STEC Mart’ta bir
(%50,0) ve Mayis’ta bir (%50,0) vakada tespit edilmis yilin diger aylarinda
saptanmamistir. Aylar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p=0,216).

Enterotoksijenik E. coli Mayis’ta bir (%0,25), Temmuz’da iki (%0,50) ve
Kasimda bir (%0,25) hastada tespit edilmis diger aylarda ise saptanmamistir. Aylar

arasindaki  fark istatistiksel olarak anlamli  bulunmamistir  (p=0,607).

50



Tablo 3. 4. Diyarejenik E.coli patotiplerinin aylara gore dagilimi.

Patotip DAEC aEPEC tEPEC EAEC EIEC EHEC STEC ETEC
Aylar (s;ﬁyzlde) Sayi (yiizde) | Sayi (yiizde) | Sayi(yiizde) | Sayi (yiizde) | Sayi (viizde) | Sayi (yiizde) | Sayi (yiizde)
Ocak 18(6.4) 6(4,0) 0(0,0) 4(2,5) 123) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Subat 93.2) 1(0.7) 0(0,0) 2(1,3) 5(11,6) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Mart 10(3.6) 1(0.7) 0(0,0) 7(4,4) 3(7.0) 0(0,0) 1(50,0) 0(0,0)
Nisan 28(10,0) 2(1,3) 1(2.6) 7(4,4) 21(48.8) 2(6,5) 0(0,0) 0(0,0)
Mayis 31(11,0) 10(6.7) 1(2.6) 14(8,8) 10(23,3) 9(29,0) 1(50,0) 1(0,25)
Haziran 33(11,7) 74.7) 24(63,2) 12(7,5) 12.3) 7(22,6) 0(0,0) 0(0,0)
Temmuz 45(16,0) 30(20,1) 12(31,6) 28(17,6) 12.3) 5(16,1) 0(0,0) 2(0,50)
Agustos 35(12,5) 33(22.1) 0(0,0) 29(18,2) 0(0,0) 4(12,9) 0(0,0) 0(0,0)
Eyliil 23(8,2) 18(12,1) 0(0,0) 21(13,2) 12.3) 4(12,9) 0(0,0) 0(0,0)
Ekim 20(7,1) 20(13,4) 0(0,0) 16(10,1) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,25)
Kasim 17(6.0) 16(10,7) 0(0,0) 12(7,5) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 10)
Aralk 12(4.3) 5(3.4) 0(0,0) 7(4,4) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Toplam 281(90,6) | 149(48.1) 38(12,3) 159(51,3) 43(13,9) 31(10) 2(0,6) 4(1,3)
p degeri 0,288 0,000 0,000 0,000 0,000 0,011 0,216 0,607
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Sekil 3. 4. Diyarejenik E.coli patotiplerinin aylara gére dagilim grafigi.

Diyarejenik E. coli’nin patotiplerinin yaslara gore dagilimi incelendiginde,
hastalarin yaslari ile DEC enfeksiyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir (p>0,05). DEC patotiplerinin yas i¢cinde dagilim analizi ve p degerleri
Tablo 3. 5.’da gosterilmistir.

Tablo 3. 5. Diyarejenik E.coli patotiplerinin yaslara gore dagilimi.

0 1 2 3 4 5 Toplam
Patotip Say1 Say1 Say1 Sayi Sayi Say1 Sayi P
(yiizde) | (yiizde) | (yiizde) | (yiizde) | (yiizde) | (yiizde) | (yiizde) | degeri
aEPEC 47 37 21 28 9 7 149 0,778
(31,5 (24,8) (14,1) (18,8) (6,0) 4,7 (100,0)
tEPEC 12 10 6 7 0 3 38 0,668
(31,6) (26,3) (15,8) (2,3) (0,0) (7,9 (100,0)
ETEC 1 0 0 3 0 0 4 0,121
(25,0) 0,0) (0,0) (75,0) (0,0) (0,0) (100,0)
EHEC 11 8 5 6 1 0 31 0,867
(35,5) (25,8) (16,1) (19,4) 3,2) (0,0) (100,0)
STEC 2 0 0 0 0 0 2 0,517
(100,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (100,0)
EIEC 12 11 5 11 2 2 43 0,630
(27,9) (25,6) (11,6) (25,6) 4,7 4,7 (100,0)
EAEC 48 38 23 34 9 7 159 0,713
(30,2) (23,9) (14,5) (21,4) 5,7 4,4) (100,0)
DAEC 91 65 46 53 13 13 281 0,990
(32,4) (23,1) (16,4) (18,9) 4,2) 4,2) (100,0)
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Diyarejenik  E.

coli’nin

patotiplerinin

cinsiyetlere

gore

dagilimi

incelendiginde, hastalarin cinsiyeti ile DEC enfeksiyonu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). DEC patotiplerinin cinsiyetlere gore

dagilim analizi ve p degerleri Tablo 3. 6.’da gosterilmistir.

Tablo 3. 6. Diyarejenik E.coli patotiplerinin cinsiyetlere gére dagilima.

Patotip Kiz Erkek Toplam P degeri
Sayi(yiizde) Sayi (yiizde) Sayi (yiizde)
aEPEC 65 84 149 1,000
(43,6) (56,4) (100,0)
tEPEC 21 17 38 0,163
(55,3) (44,7) (100,0)
ETEC 1 3 4 0,634
(25,0) (75,0) (100,0)
EHEC 14 17 31 1,000
(45,2) (54,8) (100,0)
STEC 0 2 2 0,506
(0,0) (100,0) (100,0)
EIEC 17 26 43 0,620
(39,5) (60,5) (100,0)
EAEC 75 84 159 0,253
(47,2) (52,8) (100,0)
DAEC 124 157 281 0,776
(44,1) (55,9) (100,0)

Toplam 312 E.coli izolatinin 56’sinde tek, 254’tinde miks patotip saptanirken

2 izolat tiplendirilemedi. Diyarejenik E.coli patotiplerinin tekli ve miks olarak

mevsimlere gore Tablo 3. 7.’de gosterilmistir.
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Tablo 3. 7. Diyarejenik E.coli patotiplerinin (tekli ve miks olarak) mevsimlere gore

dagilima.

Patotip

ilkbahar

Yaz

Sonbahar

Kis

Toplam

ETEC

1

1

tEPEC

1

EAEC

7

DAEC

16

23

47

DAEC+EPEC

36

10

58

DAEC+EHEC

13

DAEC+EIEC

21

)
~

DAEC+EAEC

DAEC+ETEC

EAEC+aEPEC

EAEC+EIEC

EAEC+EHEC/STEC

EAEC+EIEC +aEPEC

NS

EAECHEPEC+EHEC

DAEC+aEPEC+EIEC

Wl O k| W O Wl k| ©

DAEC+EPEC+EAEC

57

44

108

DAEC+EHEC+EIEC

DAEC+tEPEC+EHEC

DAEC+EHEC/STEC+EAEC

DAEC+EAEC+EIEC

DAEC+EAEC+ETEC

Rl W o N

DAEC+EHEC+EIEC+EAEC

[EN

DAEC+EPEC+EIEC+EAEC

DAEC+EPEC+EIEC+ETEC

TOPLAM

82

124

60

44

310
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4. TARTISMA

Patojenik E. coli'ye bagli gastrointestinal enfeksiyonlar, diinya capinda
Ozellikle Giiney Asya ve Sahra Alt1 Afrika ilkelerinden gelen ¢ocuklarda ortaya
cikan salgmlarin ve sporadik vakalarin 6nemli nedenlerindendir (Walker ve ark
2013, Foster ve ark 2015). DEC, ozellikle gelismekte olan iilkelerde gocuklara

yonelik bir halk saglig1 sorunudur (Canizalez-Roman ve ark 2016).

Diinyadaki DEC enfeksiyonunun sikligindaki farklar; ¢alisma popiilasyonlari,
cografi bolge ve sosyoekonomik simiflar, yas dagilimlari, tanida kullanilan
yontemlerden kaynaklanir (Ochoa ve ark 2008). Muni ve ark (2014) tarafindan
Hindistan’in Bihar sehrinde bes yas alt1 ishalli ¢ocuklardan alinan 120 digki 6rnegi
taranmig 110°unda (%91,6) DEC patotipleri (EPEC, EAEC, ETEC ve DAEC) tespit
edilmistir. Ishalli cocuklardan saptanan DEC izolatlarinin patotiplere gére dagilimi
incelendiginde EPEC 54(%49,1), DAEC 38(%34,5), EAEC 12(%10,9) ve ETEC
6(%3,5) hastada saptanmustir. Isvec’te Tobias ve ark (2015) tarafindan bes yas alt1
ishalli 307 hastanin digki G6rnegi taranmis 59’unda (%19,2) DEC patotipleri
belirlenmis, EPEC 28(%47,5), EAEC 27(%46), ETEC 3(%5) ve EHEC 1(%]l,5)
hastada tespit edilmistir. Canizalez-Roman ve ark (2016) tarafindan Meksika’da
yapilan ¢alismada akut ishalli 0-99 yas grubu hastalardan alinan 1037 digki 6rneginin
242’sinde (%23,3) DEC patotipleri (EPEC, STEC, ETEC, EIEC, EAEC ve DAEC)
saptanmistir. DEC izolatlariin patotiplere gore dagilimi incelendiginde EAEC
126(%52,1), EPEC 53(%21,9), ETEC 43(%17,8), DAEC 15(%6,2), STEC 3(%1,2)
ve EIEC 2(%0,8) hastada tespit edilmistir. Mandal ve ark (2017) tarafindan
Bihar'daki bes yas alt1 ishalli cocuklardan alinan 633 diski 6rnegi taranmis 191’inde
(%30,2) DEC patotipleri [EAEC 132(%69,1), ETEC 20 (%10,5) EPEC 16(%8,4),
EHEC 5(%2,6), EIEC 3(%]1,6) ve miks enfeksiyon 15(%7,8)] tespit edilmistir.
Burkina Faso’da Konaté ve ark (2017) tarafindan bes yas alti akut ishalli 315
cocuktan 192 digski 6rnegi toplanmis, 419 E. coli susu izole edilmistir. 419 E. coli
susunun 31’inde (%7,4) DEC patotipleri [EAEC 15(%48.,5), EPEC 8(%25,8), EIEC
4(%12,9), EHEC 3(%9,6) ve ETEC 1(%3,2)] bulunmustur. Singh ve ark (2017)
tarafindan yapilan c¢alismada Hindistan'da akut ishalli bes yas alt1 120 hastanin digk1
orneginin 106’sinda (%88,3) DEC patotipleri (EPEC, EHEC, ETEC, EIEC ve
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EAEC) belirlenmistir. DEC izolatlarinin patotiplere gore dagilimi incelendiginde
EPEC 87 (%72,5) EAEC 76(%63,33), ETEC 55(%45,83), EHEC 11(%9,16) ve
EIEC 3 (%1,6) hastada saptanmistir. Yu ve ark (2018) Cin’de 684 diski 6rneginin
54’tinde (%7,9) DEC patotipleri tespit edilmistir. EPEC 27(%50,0), EAEC
11(%20,9), ETEC 8(%14,8), EHEC 2(%3,7) EIEC 2(%3,7) ve koenfeksiyon 4(%7,4)
hastada tespit edilmistir. Ulkemizde Tutak ve Tugrul (2015) tarafindan yapilan
arastirmada ishal sikayeti olan farkli yas gruplarindaki 1318 hastadan 254 E.coli
tanimlanmis, lam agliitinasyon testi ile 29’unda DEC patotipleri (EPEC, ETEC ve
EIEC) tespit edilmistir. Serolojik yontemle pozitif sonu¢ veren ornekler, PZR
yontemi ile arastirilmis 29 E.coli’den ticlinde (%10,3) diyarejenik suslara ait viriilans
genleri bulunmugtur. Calismamizda, Konya/Tiirkiye'de akut ishalli bes yas alt1 3064
hastanin digk1 6rnegi taranmus, izole edilen 312 (%10,2) E.coli’nin 310’unda(%99,4)
ger¢cek zamanli multipleks PZR ile DEC patotipleri belirlenmistir. DEC izolatlarinin
patotiplere gore dagilimi incelendiginde DAEC 281(%90,6), EPEC 187(%60,4),
EAEC 159(%51,3), EIEC 43(%13,9), EHEC/STEC 33(%10,6) ve ETEC 4(%1,3)
hastada tespit edilmistir.

Diyarejenik E.coli enfeksiyonu vakalarinin yas kiigiildiik¢e arttigi ve kiigiik
yastakilerin enfeksiyona daha yatkin oldugunu goriilmiistiir. Bu durum yasa bagh
bagisikliga baglanmistir (Leimbach ve ark 2013, Pérez-Losada ve ark 2013). Genel
olarak, EPEC gelismekte olan iilkede iki yasin altindaki ¢ocuklar1 enfekte eden en
onemli patojenlerden biri oldugu tespit edilmistir (Qadri ve ark 2005, Organization
2012). Bu goriisti destekleyen ¢alismalardan, Zhou ve ark (2018) EPEC enfeksiyon
vakalarinin %66,7'si 24 ayliktan kiiciik ¢ocuklardan oludugunu bulmuslardir. ETEC
enfeksiyon vakalarmin yaklasik 280 milyonunun 0-4 yas arasindaki ¢ocuklarda
oldugunu tahmin edilmistir (Wennerds ve Erling 2004). Bes yasindan sonra
muhtemelen oOnceki enfeksiyonlardan kazanilmis bagisikliktan dolayr ETEC
enfeksiyon oranmi dismistir (Steinsland ve ark 2003). Gupta ve ark (2008)
gelismekte olan tilkelerdeki ¢alismalar1 gézden gegirmisler, cocuklardaki ishallerin
%13'linlin nedeninin ETEC oldugunu, her yil bes yasin altindaki 325 000 ¢ocugun
ETEC ile iligkili ishal nedeniyle 6ldiigiinti tespit etmislerdir (Wennerds ve Erling
2004). Muni ve ark (2014) Bihar’da bes yas alt1 ishali saptanan ¢ocuklarda DEC
izolatlarinin yaslara gore dagilimini incelemis, %39,5’inin 0-12 aylik, %18’inin 13-

24 aylik, % 36’smin 25-36 aylik, %7,4’ilinlin 37-48 aylik ve %40,8’inin 49-60 aylik
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oldugunu saptamis ve DEC izolatlarinin 0-12 ve 49-60 aylik ¢ocuklarda daha sik
oldugunu bulmuslardir. Patzi-vargas ve ark (2015) Meksika'nin Yukatan sehrinde bes
yas alt1 ishali saptanan 831 ¢ocukta DEC izolatlarinin yaglara gore sikligini
incelemis, %23'linilin 6 aydan kii¢lik, %30'unun 6-12 aylik, %27'sinin 13-24 aylik ve
%31'inin 24 aydan biiyiik oldugu belirlenmistir. EAEC patotipi, 6-24 aylik ¢ocuklar
arasinda alt1 aydan kii¢iik ¢ocuklarda daha sik goriilmiis (p=0,008) ve 13-24 aylik
cocuklarin diger yas gruplarindaki ¢ocuklara gore daha az miks DEC enfeksiyonu
oldugu tespit edilmistir ( p= 0,012). 6 ayliktan kii¢iik cocuklarda tEPEC suslar ile
daha sik enfekte olma egilimi gostermistir (p=0,052). Canizalez-Roman ve ark
(2016) Meksika’da 0-99 yas grubu akut ishali saptanan DEC izolatlarinin yaglara
gore dagilimini incelemis, %26’sinin 0-2 yas, %8,3’linilin 3-5 yas, %10,4’iiniin 6-10
yas, %10’unun 11-20 yas, %10,6’smnin 21-30 yas, %19,8’inin 31-50 yas ve
%13,9’unun 51-99 yas oldugu belirlenmis ve DEC suslarinin <2 yas cocuklarda
daha sik oldugu tespit edilmistir. Bihar’da Mandal ve ark (2017) bes yas alt1 ishali
saptanan ¢ocuklarda DEC izolatlarimin yaslara goére dagilimim incelemis,
%74,6’s1mun 0-1 yas, %17,3’{inlin 1-3 yas ve %8,2’sininin 3-5 yas oldugu belirlenmis
ve DEC izolatlarinin <I yas ¢ocuklarda daha sik oldugu bulunmus yas ilerledikce
daha az saptanmustir. Singh ve ark (2017) Hindistan'da bes yas alt1 akut ishali
saptanan ¢ocuklarda DEC izolatlarimin yaslara goére dagilimim incelemis,
%42,2’sinin 0-1 yas, %25,5’inin 1-3 yas ve %33,3’liniin 3-5 yas oldugu belirlenmis
ve diger calismalara benzer DEC suslarinin <1 yas c¢ocuklarda daha sik oldugu
bulunmustur. Cin'de Zhou ve ark (2018) bes yas alt1 ishali saptanan gocuklarda DEC
izolatlarinin yaglara gore sikligini incelemis, %17,5’inin 0-11 aylik, %6,3’linlin 12-
23 aylik, %5,0’inin 24-35 aylik, %5,2’sinin 36-47 aylik ve %1,8’inin 48-59 aylik
oldugu belirlenmis ve DEC izolatlarinin 0-11 aylik ¢ocuklarda daha yaygin oldugu
saptanmistir (p<0,001). Ayrica en baskin patotip olan EPEC, 24 ayliktan kiigiik
cocuklarda (%66,7) daha yaygin goriilme egilimi gdstermistir. Cocugun yasi
kiigiildiikge DEC enfeksiyonuna daha yatkin oldugu tespit edilmistir. Caligmamizda,
310 Diyarejenik E. coli’nin patotiplerinin yas araligt dagilimi incelendiginde
%32,4’lniin 0 yas, %23,5’inin 1 yas, %16,1’inin 2 yas %19,0’unun 3 yas, %4,5’inin
4 yas ve %4,5’inin 5 yas oldugu belirlenmistir. DEC suslar1 <1 yas ¢ocuklarda daha
stk oldugu bulunmus muhtelemen yas ilerledikge bagisikliga bagli daha az

saptanmuistir.
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Diyarejenik E.coli enfeksiyonu vakalarinda cinsiyet gore dagilimi
incelendiginde bes yas alti erkek hastalarin kiz hastalara gore enfeksiyona daha
yatkin oldugu goriilmiis bazi ¢alismalarda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Mandal ve ark 2017). Giiniimiizde daha ¢ok bes yas altt ¢ocuklarda EHEC
patotipine bagli HUS tablosu gozlenir iken, Almanya’daki 2011 salgininda olgularin
biiylik kismi erigkinlerde ve yaklagik %70’inin  kadin hastalar oldugu
gozlemlenmistir (WHO 2011). Singh ve ark (2017) Hindistan'da akut ishalli bes yas
altt 120 c¢ocugun 73’lniin (%60,8) erkek ve 47’sinin (%39,2) kiz oldugu
belirlenmistir. Nyanga ve ark (2017) Kenya'daki Nairobi sehrinde ishalli bes yas alti
354 cocugun 184’{iniin (%52) erkek ve 170’inin (%48) kiz oldugu saptanmustir.
Hastalarin calismalarda demografik Ozelliklerinde cinsiyet dagilimi verilsede
istatistiksel olarak incelenmemistir. Mandal ve ark (2017) DEC’in cinsiyete gore
dagilimi incelendiginde, 348’inin (%54,9) erkek ve 285’inin (%45,1) kiz oldugu
bulunmus ve DEC olgulari ile cinsiyet arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir.
Bazi ¢alismalarda DEC enfeksiyonu ile cinsiyet arasinda anlaml bir iliski bulunmasa
da calismalarda erkek oranin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Calismamizda, 310
diyarejenik E. coli’nin cinsiyetlere gore dagilimi incelendiginde 174’iiniin (%56,1)
erkek ve 136’siin (%43,9) kiz ¢ocugu oldugu ve aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir (p=0,031). Baska bir ifade ile hastalarin erkek olmasi

DEC enfeksiyonuna yatkin oldugu bulgusuna ulagilmigtir.

Diyarejenik  E.coli  enfeksiyonu vakalarmin mevsimsel degisimleri
incelendiginde, ozellikle ilkbahar/yaz doneminde sik goriildiigii tespit edilmis,
sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorlerle giiclii bir sekilde iliskili oldugu saptanmustir.
(Levine ve ark 1993, Afset ve ark 2003a, 2004b, Behiry ve ark 2011). Afset ve ark
(2003), Norvecli ¢cocuklarda EPEC izolatlarinin %47,7'sini Temmuz ve Eyliil aylari
arasinda saptamistir. Patzi-Vargas ve ark (2015) Meksika'nin Yukatan sehrinde dort
yil boyunca bes yas alti ishali saptanan 831 ¢ocukta DEC (%28) izolatlarmin
mevsimsel dagilimi incelendiginde, en sik ilkbaharda 81 DAEC’in 31’ini (%38)
saptarken, yaz aylarinda ise en sik olgu 21 ETEC’in 11’ini (%52), 56 EAEC’in
20’sini (%36) ve 46 EPEC’in 16’sm1 (%35) tespit etmisler. Cin'de Zhou ve ark
(2018) DEC (54) olgularinin mevsimsel dagilimi incelendiginde, yaz aylarinda
(%33,4), ilkbaharda (%14,8), kista (%12,9) ve sonbaharda (%38,9) takip edilmis, en

stk DEC izolasyon oranlar1 yazda ve sonbaharda goriilmiis, mevsimsel farkliliklar
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gostermistir  (p=0,002). Ayrica en baskin patotip olan EPEC, yaz/sonbahar
doneminde (%81,5) daha sik goriilme egilimi gostermistir. Calismamizda DEC
olgularinin mevsimsel dagilimi incelendiginde Haziran, Temmuz, Agustos aylarinda
%40,0 oraninda saptanmis ve bunu Mart, Nisan, Mayis aylar1 (%26,4) takip etmistir.
Eyliil, Ekim, Kasim (%19,4) ve Aralik, Ocak, Subat (%14,2) aylarinda ise daha
diisiik oranlar izlenmistir. Calismamizin sonuglart DEC’in daha ¢ok yaz ve ilkbahar
mevsiminde goriildiigiini, sicak ve nemin DEC enfeksiyonunun gelisimini etkiledigi

bulgusuna ulasilmis ve diger calismalarla uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Diffiiz Aderan E.coli suslar1 heterojen bir klon grubu olusturur, ¢iinkii
bagirsak enfeksiyonlari olan hastalardan izole edilen bazilar1 hastalia neden olan
ajanlar oldugu kabul edilirken, digerleri saglikli insanlarin normal digkilarindan izole
edilmistir. Klinik 6rneklerden elde edilen klonlarin virtilansinin genetik temeli heniiz
aydinlatilamamistir. DEC patotip siklig1 incelendiginde altinci patotip, ishal ile
iliskili DAEC olarak bilinir (Gomez-Duarte ve ark 2010, Ochoa ve ark 2010). Gomes
ve ark (1998) tarafindan Brezilya'da yapilan ¢alismada, 1801 E. coli susundan
%23 tiniin DAEC oldugunu saptamislar, ayrica ishale neden olan yaygin bir patotip
oldugunu tespit etmislerdir. Ochoa ve ark (2010) yaptiklar1 ¢alismada 95 DEC
patotipi arasinda, 30 (%31,6) DAEC tespit etmistir. Muni ve ark (2014) Bihar'in
Katihar/ Kosi bolgesinde bes yas alt1 ishalli 120 ¢ocugun 110’nunda (%91,6) DEC
patotipleri tespit etmis, bunun %34,5’inin DAEC oldugunu saptamistir. Canizalez-
Roman ve ark (2016) tarafindan yapilan ¢calismada Meksika’da akut ishalli 0-99 yas
grubu hastalarda muhtemelen yas grubundan kaynaklanan diisiik oranda (%,2)
DAEC patotipi oldugu bildirilmistir. Singh ve ark (2017) Hindistan'da akut ishalli
bes yas altt 120 hastanin 106’sinda (%88,33) DEC patotipleri saptamiglar fakat
DAEC izole edememislerdir. Calismamizda en sik saptanan patotip %90,6 orani ile
DAEC’dir. Bu bulgular DAEC’in bolgemizde yaygin bir patotip oldugunu
gostermistir. Ancak {ilkemizde DAEC enfeksiyonlarmin sikligi hakkinda veri

bulunmadig1 icin DAEC epidemiyolojisi belirsizligini korumaktadir.

Enteropatojenik E.coli diinya da ishallere neden olmaya ve iki yas altindaki
cocuklar i¢in ciddi bir risk olusturmaya devam etmektedir. EPEC, ilk olarak Neter ve
ark (1955) tarafindan gelismekte olan birgok iilkede en sik goriilen DEC patotipi

olarak tanimlanmistir. EPEC gelismekte olan iilkelerde yasayan ¢ocuklarda, 6zellikle
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yenidoganlarda, anne siitii ile beslenmeyen c¢ocuklarda ve hastane kreslerinde
salginlara neden oldugu saptanmistir (Tiinger ve ark 2005, Caylan 2017). EPEC
suglarinin etken oldugu ishallerle iliskili ciddi hastalik sonuglar1 ortaya ¢ikmistir.
Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (2013) EPEC
enfeksiyonu nedeni ile dort hastanin hastaneye yattigini bildirmistir. Muni ve ark
(2014) tarafindan Bihar'in Katihar/Kosi bdlgesinde bes yas alt1 120 ishalli ¢ocuktan
110’unda (%91,6) DEC tespit edilmis, en sik patotipin (%49,1) EPEC oldugu
belirlenmistir. EPEC’in gelismekte olan iilkelerde ¢ocuklar1 enfekte eden en 6nemli
patotiplerden biri oldugu goriilmiistiir. Isve¢’te Tobias ve ark (2015) tarafindan
yapilan calismada bes yas alti ishalli hastalarda 59 (%19,2) DEC saptanmis,
izolatlarin yaklasik yarisinin (%47,5) EPEC patotipi oldugu bulunmustur. EPEC’in
cocuklar1 enfekte etmesinin baglica nedenleri; bes yas altt cocuklarin kreste
bulunmasi, kismen anne siitii ile beslenmemesi, hijyenik kurallara uyulmamas1 gibi
bir¢ok neden oldugu goriilmiistiir. Cin’de Wang ve ark (2015) tarafindan yapilan
calismada ishal hastalarindan olusan {i¢ grup [Henan’dan bes yas alti 755 c¢ocuk,
Pekin'den bes yas alt1 1422 ¢ocuk ve 18 yas lstii 1047 yetiskin] calismaya dahil
edilmistir. EPEC’in ¢ocuklarda en yaygin (Pekin’de %4,5 Henan Eyaleti’de %3,6)
yetiskinlerde ise ikinci en yaygin (%2,1) etken oldugu goriilmistiir. Canizalez-
Roman ve ark (2016) Meksika’da akut ishalli 0-99 yas grubu hastalarda ikinci sik
saptanan patotipin EPEC (%21,9) oldugunu bildirmistir. Singh ve ark (2017)
Hindistan'da akut ishalli bes yas alti 120 hastada en baskin patotipin EPEC (%72,5)
oldugu tespit edilmistir. Cin'de akut ishalli bes yas alt1 684 hastanin yarisinin EPEC
oldugu bildirilmistir (Zhou ve ark 2018). Yurt diginda yapilan ¢aligmalarda bes yas
alt1 hastalarda EPEC en sik etken olarak bulunmustur. Ulkemizdeki arastirmalara
bakildiginda bes yas alt1 akut ishalli ¢gocuklarda EPEC’in goriilme sikligi hakkinda
yeterli veri yoktur. Bozgal ve ark (2016) tarafindan yapilan bir arastirmada Izmir’de
62’si gocuk, 40’1 yetiskin toplam 102 hastanin diski 6rneginden 146 E.coli
saptanmigtir. DEC patotiplerinden EPEC ve STEC bakilmus, ti¢iiniin EPEC (%2,05)
susu oldugu bildirilmistir. Calismamizda bes yas alt1 akut ishalli cocuklarda saptanan
DEC izolatlarinda %60,4 oraninda EPEC tespit edilmistir. Bu bulgular bélgemizde

EPEC’in ikinci en sik patotip oldugunu gostermistir.

Uzun yillar boyunca aEPEC’in gelismekte olan iilkelerde nadir olmakla
birlikte sanayilesmis iilkelerde baskin oldugu disiiniilmiistiir (Trabulsi ve ark 2002,
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Afset ve ark 2004). Ancak, son veriler aEPEC enfeksiyonlarinin gelismekte olan ve
gelismis iilkelerde tEPEC ishallerinden daha ¢ok goriildiigiinii gostermistir (Ochoa
ve ark 2008, Hernandes ve ark 2009). 1998-1999'da Brezilya’da g¢ocuklardan
toplanan EPEC izolatlarinin %38’inin, 2001-2002 yillar1 arasinda ise %92'sinin
aEPEC oldugu belirlenmistir (Scaletsky ve ark 2010). Tobias ve ark (2015) 59 DEC
izolatinin yaklasik yarisinda saptadigi EPEC (%47,5) suslarinin ¢ogunun aEPEC
(%46) oldugunu bildirmistir. Cin'de 27 EPEC (%50) patotipinin %77,8’inin aEPEC,
%22,2’sinin ise tEPEC oldugu tespit edilmistir (Zhou ve ark 2018). izmir’de Bozcal
ve ark (2016) ishalli 102 hastada tespit edilen EPEC (%2,05) suslarinin tamaminin
aEPEC oldugunu saptamislardir. Calismamizda DEC izolatlarinda %60,4 oraninda
EPEC saptanmis, bunun %79,7’sinin aEPEC, %20,3’sinin tEPEC oldugu
belirlenmigtir. Calismamizin sonuglar1 diger calismalarla uyumlu olarak aEPEC

patotipinin tEPEC patotipine gore daha yaygin oldugunu goéstermistir.

Enteroagregatif E.coli suslari hem gelismekte olan hem de sanayilesmis
tilkelerde turist ishali ile iliskilendirilmistir. EAEC, akut ve kronik ishalden sorumlu
bir patojendir, bu patotip ¢cocuklarda yetersiz beslenme ve gelisme geriligine neden
olabilir (Cohen ve ark 2005, O’Ryan ve ark 2005). Gegmiste DEC suslarinin
slirveyansinin sinirlt olmasi nedeniyle diinyada EAEC patotipi ile ilgili verileri de
stnirlidir. Maryland ve Connecticut'taki iki biiylik hastanenin kliniklerinde EAEC'n
ishalde en yaygin bakteriyel patojen oldugu tespit edilmistir (Nataro ve ark 2006).
Muni ve ark (2014) tarafindan Bihar'in Katihar/Kosi bolgesinde yapilan ¢alismada
bes yas alt1 120 ishalli cocuktan 110’unda (%91,6) DEC tespit edilmis, ikinci en sik
DEC patotipinin (%10,9) EAEC oldugu tespit edilmistir. Tobias ve ark (2015)
Isve¢’de bes yas alt1 ishalli 307 hastada ikinci en yaygm DEC patotipinin (%46)
EAEC oldugunu belirlemisir. Cin’de Wang ve ark (2015) {i¢ grup ishalli hastada
[Henan’dan bes yas alt1 755 ¢ocuk, Pekin'den bes yas alt1 1422 cocuk ve 18 yas {istii
1047 yetiskin] EAEC’1n (Pekin’de %3,52 ve %1,72, Henan Eyaletin’de %2,91) en
sik ikinci patotip oldugu belirlemistir. Canizalez-Roman ve ark (2016) Meksika’da
akut ishalli 0-99 yas grubu hastalarda en sik saptanan patotipin EAEC (%52,1)
oldugunu bildirmistir. Hindistan'da akut ishalli bes yas alt1 120 hastada ikinci en
baskin patotipin EAEC (%63,33) oldugu tespit edilmistir (Singh ve ark 2017).
Bihar'da Mandal ve ark (2017) ve Burkina Faso’da Konaté ve ark (2017) tarafindan
bes yas alt1 ishalli ¢ocuklarda en yaygin saptanan patotipin EAEC (%69,1- %48,5)
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oldugu bulunmustur. Zhou ve ark (2018) Cin'de akut ishalli bes yas alt1 684 hastada
ikinci en sik saptanan patotipin EAEC (%20,9) oldugunu bildirmistir. Ulkemizde 0-5
yas aralig1 akut ishalli ¢ocuklarda EAEC enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi hakkinda
rapor bulunmamaktadir. Calismamizda bes yas alt1 akut ishalli ¢ocuklarda DEC
patotiplerinde EAEC (%51,3) en sik saptanan patotipler arasinda tiglincii siradadir.
Calismamizin sonuglart diger ilkelerdeki siklikla uyumlu olmakla beraber

bolgemizde EAEC en yaygin patotipler arasinda goriilmiistiir.

Enteroinvazif E.coli gelismekte olan tilkelerde endemik gelismis iilkelerde ise
sporadik enfeksiyonlara neden olur. ABD’de EIEC enfeksiyonunun neden oldugu ii¢
biiytik ishal salgimi bildirilmistir (Nataro ve Kaper 1998). Kanada, Avrupa veya
Avustralya gibi tlkelerin hiikiimet izleme programlarinda hi¢bir EIEC enfeksiyonu
bildirilmemistir (Program 2010, WHO 2011, Group 2012). 2003°den bu yana Orta ve
Gliney Amerika, Afrika ve Asya'daki calismalarda birka¢ EIEC salgini bildirilmistir
(Gassama-Sow ve ark 2004, Ratchtrachenchai ve ark 2004, Vieira ve ark 2007,
Okeke 2009, Pérez ve ark 2010, Vieira ve ark 2010). Cin’de Wang ve ark (2015)
tarafindan yapilan ¢alismada ii¢ grup ishalli hastada EIEC’in (Pekin’de ¢ocuklarda
%0,35, yetiskinlerde %0,48 ve Henan’da ¢ocuklarda %0,3) en sik ligiincii patotip
oldugu goriilmiistiir. Canizalez-Roman ve ark (2016) Meksika’da akut ishalli 0-99
yas grubu hastalardan alman 1037 diski 6rneginde en az bulunan patotipin EIEC
(%0,82) oldugu tespit etmis, yaygmligmin diisiik oldugunu belirlemistir. Mandal ve
ark (2017) Hindistan'da bes yas alt1 ishalli 633 c¢ocukta en az saptanan patotipin
EIEC (%1,6) oldugunu bildirmistir. Burkina Faso’da Konaté ve ark (2017) bes yas
alt1 akut ishalli 315 ¢ocukta EIEC’in (%12,9) tigiincii sirada oldugunu ve sik goriilen
patotipler arasinda yer aldigini belirtmislerdir. Zhou ve ark (2018) Cin'de akut ishalli
bes yas altt 684 hastada en az tespit edilen patotipin (%3,7) EIEC oldugunu
gostermislerdir. Ulkemizde Tutak ve Tugrul (2015) tarafindan yapilan arastirmada
ishal sikayeti olan farkli yas gruplarindaki 1318 hastadan 254 E.coli tanimlanmus,
lam agliitinasyon testi ile serogruplandirilan 11 EIEC (%5,4) patotipinde molekiiler
yontemle EIEC viriilans geni tespit edilememistir. Tiirkiye’deki 0-5 yas arasi
cocuklarda EIEC epidemiyolojisi hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir.
Calismamizda bes yas alt1 akut ishalli cocuklarda DEC patotiplerinde EIEC (%13,9)

saptanan etkenler arasinda dordiincii siradadir. Calismamizda EIEC iilkemizde
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yapilan arastirmalardaki sikliktan yiiksek ¢ikmasina ragmen bolgemizdeki ishallerde

yaygimliginin diisiik oldugu bulunmustur.

Enterohemorajik E. coli’nin prevelans: 6zellikle gelismis tlilkelerde, bes yas
altindaki ¢ocuklarda ve yaz mevsiminde siktir. Salginlarda sorumlu tutulan baslica
besinler sigir eti ve sigir etinden yapilmis {iriinler ile pastdrize edilmemis siit ve siit
rtinleridir (Serter ve ark 2000). ABD hastalik koruma ve kontrol merkezi
raporlarina gére EHEC 1982-2002 yillar1 arasinda ABD’de 49 eyalette toplam 8 598
vakadan olusan 350 salgin yapmustir. Olgularin %17,4 hastaneye yatis, %4,1 HUS
vakast ve %0,5 oliimle sonuglandigi belirtilmistir (Rangel ve ark 2005). 1 Mayis-9
Haziran 2011 tarihlerinde Almanya’da 2 229 EHEC enfeksiyonu rapor edilmistir.
Almanya’daki bu salgina bagli olarak 13 farkli Avrupa iilkesinde 63, tiim diinyada
toplam 3 092 EHEC vakasi rapor edilmistir (WHO 2011). Hindistan'da Mandal ve
ark (2017) bes yas alt1 633 ishalli ¢ocukta en az saptanan DEC patotipleri arasinda
EHEC’i (%2,6) bildirmistir. Tobias ve ark (2015) Isve¢’de bes yas alt1 307 ishalli
hastada en az (%1,5) EHEC patotipi belirlemistir. Burkina Faso’da Konaté ve ark
(2017) Hindistan'da Singh ve ark (2017) bes yas alt1 akut ishalli ¢ocuklarda siklig1 en
az bulunan DEC patotipleri arasinda EHEC’in (%9,6) oldugunu belirlemislerdir.
Ulkemizde Hascelik ve ark (1991) ve arkadaslar1 (1991) Ankara’da 677 ishalli
cocukta, Erensoy ve Tokbas (1992), izmir’de 300 ishalli ve 100 saglikli kiside, (Eksi
ve ark 2007) Gaziantep’de bes yas altt 91 akut ishalli gocuk ve 60 saglikli kiside
yapmis olduklar1 arastirmalarda EHEC varligmi arastirmiglar, ancak tespit
edememislerdir. Ulkemizde Arslantiirk ve ark (1997) 566 hastanin birinde (%0,18)
Kaleli ve ark 1999) 681 ishalli hastanin birinde (%0,1), Tas (2004) 200 ishalli
hastanin ikisinde (%1,0), Aydogan ve ark (2001) 100 ishalli hastanin Giglinde (%3)
EHEC serotipini saptamislardir. Calismamizda bes yas alt1 akut ishalli ¢ocuklarda
DEC patotipleri arasinda EHEC (%10) {iclincii sirada saptanmistir. Calismamizin
sonuclar1 yurt dis1 calismalara benzer ancak iilkemizde yapilan diger arastirmalardan
yiiksek bulunmustur. Bunun nedeninin uzun siiredir iilkemizde bu konuda caligma

yapilmamasina bagli olacag diisiiniilmektedir.

Shiga toksin iireten E. coli, bes yasin altindaki ¢ocuklarda diinya ¢apinda en
yiiksek HUS insidansina sahiptir ve gelismekte olan iilkelerde yaygindir (Rivero ve
ark 2010). Iskogya'da et veya siit iiriinleri veya cevresel bulasla iliskili STEC patotipi
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salginlar yaklasik %40'inin gida kaynakli, % 54'iniin ¢evresel temas ve %6'sinin her
iki bulagma yolu ile oldugu gosterilmistir. ABD'de gida ile iliskili ishallerin
%82'sinin etkeni STEC patotipi oldugu tespit edilmistir (Strachan ve ark 2006,
Scallan ve ark 2011). Hale ve ark (2012) tarafindan yapilan arastirmada ABD'de
hayvan veya hayvanin atiklari ile temasdan sonra insanlarda STEC enfeksiyonunun
goriilme orant %8 oldugu tespit edilmistir. Colorado'da Brown ve ark (2012)
tarafindan yapilan ¢alismada ¢ocuk bakimevinde ¢alisan 20 kisi ve 48 aydan kiigiik
55 ¢ocukta STEC (%60) patotipi belirlenmis, en biiyilk salgin oldugu tespit
edilmistir. Cin’de Wang ve ark (2015) ii¢ grup ishalli hastada STEC’in (Pekin’de
1422 c¢ocukta %0,35 ve 1047 yetiskinde %0,1, Henan Eyaletin’de 755 cocukta
%0,26) Meksika’da Canizalez-Roman ve ark (2016) akut ishalli 0-99 yas grubu
hastalarda %1,23 oraninda saptamislar ve DEC enfeksiyonlar1 arasinda en diisiik
ikinci patotip oldugunu belirlemislerdir. Ulkemizde arastirmalara bakildiginda
Izmir’de Bozcal ve ark (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada ishalli 102 hastada
en sik (%3,42) STEC patotipi tespit edilmistir. Calismamizda, bes yas alt1 akut ishalli
cocuklarda DEC patotipleri arasinda en az STEC (%0,6) patotipi saptanmis ve
bolgemizdeki ishallerde yayginliginin diisiik oldugu belirlenmistir.

Enterotoksijenik E. coli’nin prevelansi geligsmis ve gelismekte olan iilkelerde
ozellikle iki yas alt1 ¢ocuklarda ve turistlerde bakteriyel ishalin en 6nemli sebebini
olusturmaktadir. ETEC enfeksiyonunun morbidite ve mortalite oranlari ytiksektir
(Patrick 2009). Shah ve ark (2009) Latin Amerika ve Afrika'daki turistlerde ETEC’in
hala en sik saptanan etken oldugunu ve ishallerin yaklasik %30'unu olusturdugunu
saptamistir. Taneja ve ark (2003) Hindistan’da {iglincii basamak bir hastanede
yenidogan yogun bakim iinitesinde akut ishalli 16 yenidogan bebekte muhtemelen
asemptomatik bir tasiyici tarafindan hazirlanan kontamine siit nedeniyle ETEC
(%87,5) patotipi tespit etmistir. Beatty ve ark (2004) 1996-2003 yillar1 arasinda
toplam 2 865 hastadan olusan ortalama 16 ETEC salgmi bildirmistir. ETEC
gelismekte olan {ilkelerin ¢ogunda endemik olmasina ragmen, Banglades'te sel
felaketlerinde ETEC (%18) patotipi salginlara yol agmistir (Qadri ve ark 2005).
Muni ve ark (2014) Bihar'in Katihar/Kosi bolgesinde bes yas alt1 ishalli 120 ¢ocugun
110’nunda (%91,6) DEC patotipleri tespit etmis, bunun %5,5’inin ETEC oldugunu
saptamistir. Isvec’de Tobias ve ark (2015) bes yas alt1 ishalli hastalarda 307 diski
orneginde 59 (%19,2) DEC saptanmisg, olgularda diisiik oranda (%1,5) ETEC oldugu
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belirlenmistir. Cin’de ETEC’in ¢ocuklarda en az (Pekin’de %0,35, Henan Eyaleti’de
%0,26) yetiskinlerde ise en sik (%6,21) etken oldugu goriilmiistiir (Wang ve ark
2015). Canizalez-Roman ve ark (2016) Meksika’da akut ishalli 0-99 yas grubu
hastalarda patotipler arasinda tigiincii sirada ETEC (%17,8) oldugunu bildirmistir.
Hindistan'da bes yas alt1 ishalli ¢cocuklarda yapilan ¢alismalarda ETEC %10,5-%45,8
oranlarinda ve en sik ikinci ve ii¢ilincii etken olarak bulunmustur (Mandal ve ark
2017). Burkina Faso’da bes yas alt1 akut ishalli 315 ¢ocukta en diisiik oranda ETEC
(%3.,2) tespit edilmistir (Konaté ve ark 2017). Zhou ve ark (2018) Cin'de akut ishalli
bes yas alt1 684 hastada ETEC’in {i¢iincii (%14,8) sirada yer aldigini bildirmislerdir.
Ulkemizde Tutak ve Tugrul (2015) tarafindan yapilan calismada ishal sikayeti olan
farkli yas gruplarindaki 1318 hastadan 254 E.coli tanimlanmis, lam agliitinasyon testi
ile serogruplandirilan 29 DEC izolatinin birinde molekiiler yontemle ETEC viriilans
geni tespit edilmistir. Calismamizda, bes yas alt1 akut ishalli ¢ocuklarda ETEC %1,3
oraninda ve diger calismalardan daha diisiik oranda saptanmistir. Bunun nedeni

ETEC’in daha ¢ok seyahat iligkili ishal etkeni olmasina baglanmaistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Gastrointestinal sistemin kommensal {iyelerinden olan E. coli suslarinin
intestinal veya ekstraintestinal enfeksiyonlara sebep olabilen cesitliligi dikkat
cekicidir. Bazi enfeksiyonlari hafif seyirli olsa da, E. coli hala 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Pek c¢ok patotipin diisiik dozlarda bulasmas1 ve ¢esitli kaynaklar arasinda
yayllma potansiyeli yiiksektir. Gida, su, evcil ve yabani hayvanlar ve insanlar,
kontaminasyon ve bulasmanin potansiyel noktalaridir. Bu ¢alismada diski
orneklerinden izole edilen E. coli suslarinin viriilans faktorleri (eae, pEAF, daaC,
aatA, elt, est, ipaH, stx; ve stx, ) ger¢ek zamanli multipleks PZR yontemi ile
saptanmig, Konya/Tiirkiye'de 0-5 yas aralifinda akut ishalli ¢ocuklarda DEC
patotipleri, (EPEC, EIEC, ETEC, EHEC, STEC, EAEC, DAEC) tanimlanmis ve

siklig1 arastirilmigtir.

Calismaya alinan toplam 312 E.coli susunun 56’sinde tek, 254’tinde miks
DEC patotipi saptanmig, 2 Ornek tiplendirilememistir. Akut ishalli ¢ocuklarda
saptanan DEC izolatlarinin patotiplere gore dagilimi incelendiginde DAEC
281(%90,6), EPEC 187(%60,4), EAEC 159(%51,3), EIEC 43(%13,9), EHEC
31(%10,0) ve ETEC dort (%1,3) ve STEC iki (%0,6) hastada gercek zamanl
multipleks PZR yontemi ile tespit edilmistir. DAEC yilin her ayinda yiiksek oranda
saptanmis, DEC enfeksiyonunda en baskin patotip oldugu bulunmustur. STEC iki
vakada tespit edilmis, sikhigi en disiik patotip olarak belirlenmistir. Miks
enfeksiyonlar da ise en stk DAEC+EPEC+EAEC birlikteligi tespit edilmistir.

Bu calisma Tiirkiye’de tiim diyarejenik E.coli patotiplerinin arastirildigi ilk
caligmadir. Calismamizin en 6nemli kisitliligr tek merkezli olmasidir. Tiirkiye’de
hangi patotiplerin yaygin oldugunun belirlenmesi i¢in ¢ok merkezli ¢alismalara
ithtiyag vardir. Hastane ve toplum kaynakli DEC enfeksiyonlari yillik siirveyans
calismalar1 ile diizenli bir sekilde takip edilmeli, gerekli onlemler alinmali ve bu
sonuclara gore tedavi protokolleri diizenlenmelidir. Tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda DEC'in tespiti i¢in bir multipleks PZR sisteminin rutin olarak
kullanilmast 6nemli bir tan1 araci olacaktir. Maliyet gelismekte olan iilkeler igin
onemli bir sinirlama teskil etse de, ishal olgularina dogru tan1 konulmasini ve hedefe

yonelik tedavi edilmesini saglayacaktir.
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Yapilan inceleme ve gériismelerden sonra; Dog.Dr.Hatice TURK DAGI’'nin “Akut ishalli Bes Yas

Alti Cocuklarda Diyarejenik Escherichia coli Izolatlarinin Sikligi” adl aragtirmasinin kabuliine oy birligi
ile karar verildi.
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8. 0ZGECMIS

Aysegil Kog, T.C. uyruklu 09.03.1982 dogumlu olup; dogum yeri
Ankara/Polatli’dir. 1lk, Orta ve Lise egitimini Konya sehrinde 2000 yilinda
tamamlamistir. Lisans egitimini Atatiirk Universitesi, Afet ve Acil Durum
boliimiinde 2017 yilinda mezun olmustur. Yiiksek lisans egitiminine Selguk
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji anabilim dalinda 2017 yilinda baslamistir.
14.10. 2008 — 28.02.2009 tarihleri arasinda Akdemir Tarim Makineleri Bilgisayar
isletmeni olarak gérev yapmus, is kariyerine 02.03.2009 — 14.07.2010 tarihlerinde
Konya Celtik Saglik Grup Baskanligi Laboratuvarinda Laboratuvar teknisyeni
olarak, 15.07.2010 — 02.2012 Balikesir tniversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Laboratuvar teknikeri olarak goérev yapmus,
02.03.2012—- Selguk Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
Laboratuvar teknikeri olarak goreve baslamis ve burada halen goérevine devam
etmektedir. Katildig1 kurs ve bitirme sertifikalari; Previ Color Gram cihazi katilim
sertifikasi, Lanjie Jinan LJ-2000 Gaita analiz cihazi egitim sertifikasi, VITEK® 2
CompactVITEK® 2 Compact katilim Sertifikasi, Lightcyler Sistem ve Software
kullanic1 egitim Sertifikasi, BaCT/ALERT 3D katilim sertifikasi, BD Bactec 9120
Serisi otomatik kan kiiltiir cihazlar1 egitim sertifikasi, Beckman Coulter Immage 800
Nefelometre cihazi kullanici egitim Sertifikasi, Roche Cobas e601- Cobas e411
egitim sertifikasi, Biomerieux Vidas cihazi kullanici egitim Sertifikasi, Bilgisayar
isletmenligi (Microsoft Office Programlar1) kurs bitirme belgesi, Bilgisayarl
muhasebe kurs bitirme belgesi. Laboratuvar tecriibeleri ise dezenfeksiyon ve
sterilizasyon yapilmasi, besiyeri hazirlamasi, digki mikroskopi ve parazitolojik
yonden incelenmesi, bakterinin biyokimyasal testlerle (Gram boyama, katalaz testi,
kuagiilaz testi, oksidaz testi, indol testi vs.) tanimlanmasi ve manuel antibiyogram
yapilmasi, manuel ELISA testlerin ¢alisilmasi ve degerlendirilmesi, slide test, wright
testi, commbs testinin yapilmasi, bakteri DNA izolasyonun yapilmasi, gergek
zamanli multipleks ve monopleks PZR hazirlama asamalarinin yiiriitiilmesi, cihaza
yiiklenmesi ve yorumlanmasi, agaroz jel elektroforezi hazirlama asamalarinin
yiirlitiilmesi, cihaza yiiklenmesi, goriintiilenmesi ve yorumlanmasi. S6zli sunum ve
posterler: Magin S, Ko¢ A , Tirk Dagi H. Microorganisms isolated from blood
cultures of patients pre-diagnosed with sepsis in intensive care units, S6zIlii sunum

Bildiri No:77, 1. Uluslararast ve 24. Ulusal Multidisipliner Klinik Toksikoloji
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Kongresi, 25-27 Mayis 2019. Konya/Tiirkiye. Magin S, Kog A , Tiirk Dagi H. Yogun
bakim {iinitesinde yatan hastalarin Bronkoalveoller lavaj drneklerinden izole edilen
mikroorganizmalarin sikliginin arastirilmasi. Poster No:116 5. Ulusal Klinik
Mikrobiyoloji Kongresi, 28 Ekim- 01Kasim 2019. izmir/Tiirkiye. Kog A , Tiirk Dagi
H. The frequency of diarrheagenic Escherichia coli isolates in childrens with acute
diarrhea under five years. Poster No: 4173, 30 th ECCMID, 18-21 April 2020.

Parice/France.

Tletisim Bilgileri:
Telefon : 0507 359 11 16
e-mail : aysegul_ozr@hotmail.com
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