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OZET

DENIiZ SUYUNDAN iZOLE EDIiLEN ENTEROKOK SUSLARININ
VIRULANS FAKTORLERININ INCELENMESI

DOKTORA TEZI

ipek ADA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Danmigman : Prof. Dr. Ayten KIMIRAN

Laktik Asit Bakterileri grubunda olan Enterokok cinsi bakteriler, insan ve hayvanlarin
bagirsak florasinin dogal mikroorganizmasi olup bagirsak dis1 bolgelere yayilarak insanlarda
cesitli enfeksiyonlara sebep olurlar. Cevresel kirliligin fazla oldugu ve lagim ve kanalizasyon
sularmin karigtigi deniz sularinda, fekal kirlilik indikatorii olarak bilinen Enterokoklar halk
saghigr acisindan onemlidir. Kromozomal ya da plazmit ve konjugatif transpozonlarla
intrinsik ve ekstrinsik antibiyotik diren¢ mekanizmasi ve virulans faktorlerine sahip olan
Enterokoklar, patojen mikroorganizmalardandir. Caligmamizda, turistik, balik¢ilik, sulama ve
kullanma suyunda Onemi olan Marmara Denizi ve Karadeniz (Kilyos, Rumelikavagi,
Yesilyurt ve Uskiidar)’den alinan deniz suyu ornekleri ile ilgili daha once yapilan bir
calismadan izole edilen 66 Enterokok susunun API®20 Strep test Kiti ile tiir dogrulamasi
yapilmistir. Calismada kullanilan Enterokok suslarinin antibiyotiklere direnclilik profili
[nalidiksik asit (NA), streptomisin (S), penisilin (P), kloramfenikol (C), vankomisin (VA),
tetrasiklin (TE), siprofloksasin (CIP), kanamisin (K), amikasin (AM), eritromisin (E),
gentamisin (CN), rifampisin (RIF)], hemoliz iiretim aktivitesi, jelatinaz ve kazeinaz aktivitesi,
biyofilm olusturma kapasitesi, serum direnci aktivitesi, hemagliitinasyon ve bakteriyosin
aktivitesi, fenotipik olarak incelenmistir. Ayn1 zamanda suslarin kromozomal ve plazmit
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DNA izolasyonlar1 yapilmis ve antibiyotik direng genleri ile virulans faktorleri PZR yontemi
ile incelenmistir. Hiicre dis1 matriks proteinlerine baglanma (ace), jelatinaz aktivitesi (gelE),
agregasyon faktorii (agg), konak dokulara tutunma ve biyofilm olusumu (esp), jelatinaz ve
serin proteaz ifadesini diizenleme (fsr), sitolizin tiretimi (cylM, cylB ve cylA), Enterokok
adezyon proteini varligi (efaAfs ve efaAfm), seks feromonlar1 (cpd, cob ve ccf) ve antibiyotik
direnci [vankomisin (vanA ve vanB), streptomisin (ant(6)-la), gentamisin (acc(6’)-aph(2”’)),
kanamisin (aphA-3), rifampisin (rpoB1 ve rpoB2), ampisilin (bla(Z)), eritromisin (ermB),
kloramfenikol (catplP), tetrasiklin (tetM ve tetL) ile ilgili virulans faktorlerini kodlayan
sorumlu olan genler, PZR yontemi ile incelenmistir. Diger yandan, Enterokok suslarinin
plazmit profilleri, molekiiler biiyiikliikleri bilinen marker ile kiyaslanarak belirlenmistir.
Calismada, API*20 Strep test kiti ile tiir dogrulamasi yapilan 66 Enterokok izolatmin 13 farkl
antibiyotige kars1 direnglilik profili, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine gore incelenmis ve
E. faecalis ve E. faecium suslariin tiir i¢i antibiyotik direng¢ oranlar1 sirasiyla, penisilin i¢in
%60.8 ve %84.2, kloramfenikol i¢in %10.86 ve %31.57, vankomisin i¢in %41.3 ve %57.9,
tetrasiklin i¢in %52.7 ve %063.15, siprofloksasin i¢in %17.4 ve %36.84, kanamisin ig¢in
%97.82 ve %94.7, ampisilin i¢in %39.13 ve %57.9, eritromisin i¢in %50 ve %384.2,
gentamisin i¢in %100 ve %94.7 olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda tiim suslar nalidiksik
asit, amikasin ve rifampisine direngli, streptomisine ise duyarli olarak saptanmistir. Coklu
antibiyotik direng profilleri fenotipik olarak incelendiginde, ¢oklu antibiyotik direncinin 5-11
arasinda degistigi, 3 (%6.52) E. faecalis ve 5 (%26.31) E. faecium susunun en fazla 11
antibiyotige, 3 (%6.52) E. faecalis susunu ise en az 5 antibiyotige ¢oklu direng gosterdikleri
tespit edilmistir. Diger yandan, E. faecalis ve E. faecium suslarmin fenotipik virulans
faktorleri kiyaslandiginda tiir i¢i oranlarinin sirastyla, jelatinaz aktivitesi igin %91.3 ve %94.7,
kazeinaz aktivitesi i¢in %67.4 ve %31.57, biyofilm olusturma kapasitesinde kuvvetli tutunma
icin %41.3 ve %47.36, serum direnci aktivitesi i¢in %52.7 ve %31.57, hemagliitinasyon
aktivitesinde ¢ok kuvvetli reaksiyon i¢in %32.6 ve %0, Staphylococcus aureus ATCC 25923
bakterisine karsi bakteriyosin aktivitesi %32.6 ve %5.26, Escherichia coli ATCC 25922
bakterisine kars1 bakteriyosin aktivitesi ise %23.4 ve %0 olarak belirlenmistir. Caligsmada
incelenen E. faecalis ve E. faecium suslarinin antibiyotik direng¢ genlerinin PZR yontemi ile
genotipik incelenmesi sonucu tiir igi antibiyotik diren¢ gen oranlari sirasiyla, vanA ve vanB
genleri i¢in %32.6 ve %31.57 ile %21.73 ve %31.57, acc(6’)-aph(2’’) geni i¢in %100 ve
%94.73, aphA-3 geni i¢in %97.82 ve %8947, rpoB2 geni i¢in %97.82 ve %100, bla(Z) geni
icin %93.47 ve %89.47, ermB i¢in %50 ve %84.2, catplP icin %71.73 ve %63.15, tetM ve
tetL genleri i¢in %56.52 ve %21.21 ile %43.47 ve %36.84 olarak tespit edilmistir. Suslarin
tamaminin ise rpoBl genine sahip iken, ant(6)-la genine sahip olmadigi belirlenmistir.
Virulans genlerinin PZR yo6ntemi ile incelendiginde ise tiir i¢i virulans gen oranlari sirasiyla,
ace geni i¢in %86.9 ve %0, gelE geni i¢in %91.3 ve %89.4, efaAfs i¢in %95.6 ve %0, efaAfm
icin %58.7 ve %63.1, cpd geni i¢in %41.3 ve %26.3, ccf geni i¢in %30.4 ve %63.1, cob geni
icin %56.5 ve %63.1, agg geni i¢in %84.7 ve %57.9, fsr geni igin %60.8 ve %63.1 olarak
tespit edilmistir. Suslarin tamaminin sitolizin tiretiminden sorumlu genler olan cylM, cylB ve
cylA genlerine sahip oldugu belirlenmistir. Calismada incelenen 66 Enterokok izolatinin goklu
antibiyotik direng gen profili ve virulans gen profili incelendiginde, 12 farkli antibiyotik
direng geninden bir (%2.17) E. faecalis ve bir (%100) E. gallinarum susunun en az 4 direng
genine, bir (%2.17) E. faecalis susunun ise en fazla 11 direng genine sahip oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, 12 farkli virulans geninden 2 (%3.03) E. faecalis susunun 12
gen bolgesi ile en fazla, 1 (%1.51) E. gallinarum susunun ise 3 gen bolgesi ile en az virulans
profili icerdigi saptanmistir. Son olarak, ¢alismada 66 adet Enterokok izolatinin plazmit
profilleri belirlenmis ve 13 (%28.26) E. faecalis ve 3 (%15.78) E. faecium olmak {izere
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toplam 16 (%24.24) susun 340 ile 32600 bp arasinda degisen 26 farkli molekiiler biiyiikliikte
plazmit icerdigi tespit edilmistir.

Sonuglar, deniz suyu orneklerinden izole edilen Enterokok suslarinin antibiyotik direng ve
virulans genlerine sahip oldugunu ve halk sagligi agisindan sorun olusturabilecegini
gostermektedir. Calismadan elde edilen verilerin, deniz suyundaki fekal kirlilik indikatorii
olan Enterokok cinsi bakterilerin virulanst hakkinda bilinglenme ve tedavide olasi
yaklasimlar1 belirlemede katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Temmuz 2019, 219 sayfa.

Anahtar kelimeler: Enterokok, virulans, antibiyotik direnci, plazmit, deniz suyu.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS OF ENTEROCOCCI
STRAINS ISOLATED FROM SEWATER

Ph.D. THESIS

Ipek ADA

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Ayten KIMIRAN

Enterococcus bacteria, which classified in the group of Lactic Acid Bacteria, are the natural
inhabitants of the intestinal flora of humans and animals and causing various infections in
humans by spread to extra-intestinal regions. Enterococci, which is known as fecal pollution
indicator in marine waters where environmental pollution is high and where sewage and
sewage waters are mixed, are important for public health. Enterococci, which have intrinsic
and extrinsic antibiotic resistance mechanisms and virulence factors by chromosomal, plasmid
or conjugative transposons, are pathogenic microorganisms. In our study, 66 Enterococcus
strains isolated from a previous study on sea water samples taken from Marmara Sea and
Black Sea (Kilyos, Rumelikavagi, Yesilyurt and Uskiidar), which are important in tourism,
fishing, irrigation and utility water, were confirmed with AP1¥20 Strep test kit at species
level. Antibiotic resistance profile [nalidixic acid (NA), streptomycin (S), penicillin (P),
chloramphenicol (C), vancomycin (VA), tetracycline (TE), ciprofloxacin (CIP), canamycin
(K), amikacin (AM), erythromycin (E), gentamicin (CN), rifampicin (RIF)], hemolysis
production activity, gelatinase and caseinase activity, biofilm formation capacity, serum
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resistance activity, hemagglutination and bacteriocin activity of the Enterococcus strains used
in the study were examined phenotypically. Chromosomal and plasmid DNA isolations of the
strains were made and antibiotic resistance genes and virulence factors were examined by
PCR method. Binding to extracellular matrix proteins (ace), gelatinase activity (gelE),
aggregation factor (agg), adherence to host tissues and biofilm formation (esp), regulation of
gelatinase and serine protease expression (fsr), cytolysin production (cylM, cylB and cylA)
The genes responsible for the presence of enterococcal adhesion protein (efaAfs and efaAfm),
sex pheromones (cpd, cob and ccf) and virulence factors [vancomycin (vanA and vanB),
streptomycin (ant (6)-la), gentamicin (acc(6')-aph (2")), canamycin (aphA-3), rifampicin
(rpoBl and rpoB2), ampicillin (bla(Z)), erythromycin (ermB), chloramphenicol (catplP),
tetracycline (tetM and tetL)] related to antibiotic resistance were examined by PCR method.
On the other hand, plasmid profiles of Enterococcus strains were determined by comparing
their molecular size with the known marker. In this study, the resistance profile of 66
Enterococci isolates against 13 different antibiotics were examined according to Kirby-Bauer
disc diffusion method and the intraspecific antibiotic resistance rates of E. faecalis and
E. faecium strains were 60.8% and 84.2% for penicillin, 10.86% and 31.57% for
chloramphenicol, 41.3% and 57.9% for vancomycin, 52.7% and 63.15% for tetracycline,
17.4% and 36.84% for ciprofloxacin, 97.82% and 94.7% for kanamycin, 39.13% and %57.9
for ampicillin, 50% and 84.2% for erythromycin, 100% and 94.7% for gentamicin,
respectively. All strains were also resistant to nalidixic acid, amikacin and rifampicin and
susceptible to streptomycin. When multiple antibiotic resistance profiles were examined
phenotypically, it was found that multiple antibiotic resistance ranged between 5-11, 3
(6.52%) E. faecalis and 5 (26.31%) E. faecium strains were up to 11 antibiotics and 3 (6.52%)
E. faecalis strains multiple resistance to at least 5 antibiotics. On the other hand, when
compared the phenotypic virulence factors of E. faecalis and E. faecium strains, 91.3% and
94.7% for gelatinase activity, 67.4% and 31.57% for caseinase activity, 41.3% and 47.36%
for strong retention in biofilm formation capacity, 52.7% and 31.57% for serum resistance
activity, 32.6% and 0% for very strong reaction in hemagglutination activity, bacteriocin
activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 was 32.6% and 5.26%, and bacteriocin
activity against Escherichia coli ATCC 25922 bacteria was 23.4% and 0% determined,
respectively. Genotypic analysis of the antibiotic resistance genes of E. faecalis and
E. faecium strains examined by PCR method in the study resulted in the in vitro antibiotic
resistance gene ratios for 32.6% and 31.57% vanA and 21.73% and 31.57% for vanB genes,
100% and 94.73% for the acc(6")-aph (2"), gene, 97.82% and 89.47% for the aphA-3 gene,
97.82% and 100% for the rpoB2 gene, 93.47% and 89.47% for the bla(Z) gene, 50% and
84.2% for ermB, 71.73% and 63.15% for catplP, 56.52% and 21.21% for tetM and 43.47%
and 36.84% for tetL genes were identified. All strains had the rpoB1 gene but not the ant(6)-
la gene. When the virulence genes were examined by PCR method, the intra-species virulence
gene rates were 86.9% and 0% for the ace gene, 91.3% and 89.4% for gelE gene, 95.6% and
0% for efaAfs, 58.7% and 63.1% for efaAfm and 41.3% and 26.3% for cpd gene, 30.4% and
63.1% for ccf gene, 56.5% and 63.1% for cob gene, 84.7% and 57.9% for agg gene, 60.8%
and 63.1% for fsr gene, respectively. All strains were found to have the genes responsible for
the production of cytolysin, cylM, cylB, and cylA genes. When the multiple antibiotic
resistance gene profile and virulence gene profile of 66 Enterococci isolates examined in the
study were analysed, one (2.17%) E. faecalis and one (100%) E. gallinarum strain had at least
4,and 1 (2.17%) E. faecalis strain had up to 11 of 12 different antibiotic resistance genes was
determined. At the same time, 2 (3.03%) E. faecalis strains from 12 different virulence genes
had the highest virulence profile with 12 gene regions and 1 (1.51%) E. gallinarum strain had
the lowest virulence profile with 3 gene regions. Finally, in the study, plasmid profiles of 66
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Enterococci isolates were determined and 16 (24.24%) strains, including 13 (28.26%)
E. faecalis and 3 (15.78%) E. faecium, contained 26 different sized plasmids ranging from
340 to 32600 bp. The results show that Enterococcus strains isolated from seawater samples
have antibiotic resistance and virulence genes and may cause problems for public health. It is
thought that the data obtained from this study will contribute to the awareness of virulence of
Enterococcus bacteria, which are indicators of faecal pollution in sea water and to determine
possible approaches in treatment.

July 2019, 219 pages.

Keywords:  Enterococcus, virulence, antibiotic resistance, plasmid, seawater.
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1. GIRIS

Denizler, halk sagligi agisindan degerlendirilmesi gereken Onemli su ortamlaridandir

(Carlucci ve Pramer, 1960).

Son yillarda yapilan calismalar, sularda direkt ya da indirekt yolla meydana gelen fekal
kirlilik sonucu patojenlerin halk sagligi {izerine etkileri iizerinedir. Fekal kirliligin,
rekreasyonel su kullanicilarinin saghigi iizerindeki etkisine iligkin yapilan ¢aligmalarda, tatli su
ve deniz suyu Orneklerinde, fekal Streptokoklar ve intestinal Enterokoklar da dahil olmak
tizere pek ¢ok fekal kirlilik indikatorii tanimlanmistir (Priiss, 1998). Sularda fekal kirlilik
indikatorii mikroogranizmalar total ve fekal koliform grubu bakteriler, fekal Streptokoklar ile
stilfit indirgeyen Clostridium perfiringens cinsi bakterilerdir (Olson ve dig., 1991; Cartwright
ve dig., 1995; Jimmy ve dig., 2013). insan ve sicakkanli hayvanlarin diskisinda mevcut olan
fekal kontaminasyon indikatorlerinden olan fekal Streptokoklar digki ve lagim sular ile
birlikte halk sagligi problemlerine yol agmaktadir (Gilmore, 2002; Fisher ve Philips 2009;
Yiiksel, 2012). Kontamine deniz sularinda yiizen ve kontamine sularin kiyiya vurdugu plaj ve
sahillerde bulunan insanlara deri yoluyla, dogal viicut bosluklarindan giris yoluyla ve su
yutma sonucu oral yolla giris yapan Enterokoklar ayn1 zamanda 6zellikle balik ve kabuklu
deniz {riinlerinin tiiketilmesiyle de gecis yapabilmekte ve enfeksiyonlara sebep
olabilmektedir. Dogal ve gevresel kaynaklardan izole edilen Enterokok cinsi bakteriler, ayni
zamanda nozokomiyal enfeksiyonlara iirogenital sistem enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem
enfeksiyonlari, endokardit, bakteriyemi, septik sok ve menenjite sebep olmaktadir (Yildirim,

2007; Sood ve dig., 2008; Yiiksel, 2012; Kasaroglu, 2013).

Gram pozitif kok, fakiiltatif anaerob olan Enterokoklar, %6.5 NaCl tuzluluk oraninda,
10-45 °C arasindaki sicakliklarda ve pH 7.2-9.6 aralifinda iireyebilmektedirler. Sicaklik,
tuzluluk, pH degisiklikleri gibi ¢evresel kosullara dayanikli olan Enterokok cinsi bakteriler,
ayni zamanda sahip olduklar1 virulans faktorleri ve basta 3. kusak sefalosporinler, -laktam
antibiyotikler ve aminoglikozitlere dogal direng gostermeleri ve transpozonlar ve plazmitler
araciligryla vankomisin basta olmak iizere ¢oklu antibiyotik direnci o6zellikleri ile hastalik

yapma potansiyellerini arttirmaktadirlar (Shepard ve Gilmore 2002, Wax ve dig., 2008; Arias



ve Murray 2012; Yiiksel, 2012). Bu g¢alismada, turistik, balik {iretim, sulama ve kullanma
suyu olarak 6nem arz eden bolgelerden olan Marmara Denizi ve Karadeniz (Kilyos,
Rumelikavagi, Yesilyurt ve Uskiidar)’den daha once yapilan bir calismadan izole edilen
(Kimiran Erdem ve dig., 2007) ve API®20 Strep test kiti ile dogrulanmis 66 Enterokok
susunun virulans faktorlerinin fenotipik ve genotipik olarak incelenmesi amac¢lanmistir. Bu
baglamda, hemoliz iretim aktivitesi, jelatinaz aktivitesi, kazeinaz aktivitesi, biyofilm
olusturma kapasitesi, serum direnci aktivitesi, hemagliitinasyon ve bakteriyosin aktivitesi,
antibiyotiklere direnglilik profili [nalidiksik asit (NA), streptomisin (S), penisilin (P),
kloramfenikol (C), vankomisin (VA), tetrasiklin (TE), siprofloksasin (CIP), kanamisin (K),
amikasin (AM), eritromisin (E), gentamisin (CN), rifampisin (RIF)] fenotipik olarak
incelenmistir. Ayrica, 66 Enterokok susunun, hiicre disi matriks proteinlerine baglanmasi
(ace), jelatinaz aktivitesi (gelE), agregasyon faktorii (agg), konak dokulara tutunma ve
biyofilm olusumu (esp), jelatinaz ve serin proteaz ifadesini diizenleme (fsr), sitolizin tretimi
(cylM, cyIB ve cylA), Enterokok adezyon proteini varligi (efaAfs ve efaAfm), seks feromonlari
salinimi1 (cpd, cob ve ccf) ve antibiyotik direnci [vankomisin (vanA ve vanB), streptomisin
(ant(6)-1a), gentamisin (acc(6’)-aph(2’’)), kanamisin (aphA-3), rifampisin (rpoB1l ve rpoB2),
ampisilin (bla(2)), eritromisin (ermB), kloramfenikol (catplIP), tetrasiklin (tetM ve tetL) ile
ilgili virulans faktorlerini kodlayan genler, PZR yontemi ile incelenmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen verilerin, Enterokok cinsi bakterilerin herhangi bir salgina neden olmadig1 diisiiniilen
cevresel izolatlarin  enfeksiyon olusturma potansiyellerinin  belirlenmesine  ve

epidemiyolojik ¢aligmalara katki saglayacag: diisiiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ENTEROKOK CINSi BAKTERILER

2.1.1. Enterokoklarin Simmiflandirilmasi ve Tarihgesi

Enterokok, ilk kez 1899 yilinda Thiercelin tarafindan Fransa’da yayimnlanan bir ¢alismada
‘enterocoque’ olarak adlandirilmis ve insan diskisindan izole edilen, 151k mikroskobunda kisa
zincirler halinde goriilen bakteri olarak tanmimlanmistir (Stiles ve Holzapfel, 1997). 1906
yilinda Andrews ve Holder, ilk kez nozokomiyal enfeksiyon kaynagi olarak endokarditli bir
hastanin kanindan izole edilen, mannitolii ve laktozu fermente eden fakat rafinozu fermente
etmeyen bu bakteriye Streptococcus faecalis adin1 vermistir. 1919 yilinda ise Orla ve Jensen
ise karbonhidratlar1 fermente etme 6zelligi bakimindan S. faecalis tiiriinden farklilik gosteren
tire Streptococcus faecium admi vermislerdir. Zamanla karbonhidratlar1 fermente etme
ozelliklerine gore Streptococcus cinsine yeni tiirler eklenmistir. Streptococcus cinsi Sherman
tarafindan 1937 yilinda yapisal 6zelliklerine gore; fekal streptokoklar (Enterokoklar), siitten
izole edilen Streptokoklar, viridans Streptokoklar ve piyojen Streptokoklar olmak tizere 4 alt
grupta siniflandirilmistir (Klein, 2003). Uzun bir siire Streptococcus cinsi igersinde yer alan
Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium tiirlerinin diger katalaz negatif, fakiiltatif
anaerob, Gram pozitif kok bakterilerden; %40 safraya direngli olmasi, eskulin hidrolizi, %6.5
NaCl iceren ortamda iireyebilmesi ve PYR hidrolizini gerceklestirebilmesi gibi farklh
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Enterokoklart diger Gram pozitif koklardan ayiran 6zellikler (Facklam ve Sahm, 1995;
Facklam ve Teixeria, 1998).

Cins Morfoloji Hareket VAN PYR EH NaCl 10°C’deiireme 45 °C’de iireme
Enterococcus Zincir D Du + + + + D
Streptococcus Zincir - Du - - - - -

Lactococcus Zincir - Du - + D + -
Leuconostoc Zincir - Du - D D + -
Pediococcus Kiime - Du - + D - -

D:Degisken, Du: Duyarli, VAN: Vankomisin (30 pg disk) duyarliligi, PYR: L-pyrolidonyl-p-naphthylamid hidrolizi, EH: Eskulin hidrolizi,
NaCl: %6.5 NaCl igeren besiyerinde tireme, +: Pozitif, -: Negatif..

1984 yilinda Schleifer ve Kilpper-Balz tarafindan gerceklestirilen DNA hibridizasyonu ve

16S rRNA dizi analizi sonuglarina gére Enterococcus cinsi bakterilerin filogenetik olarak



farkli bir cins igerisinde yer almasi gerektigi belirtilmistir (Sekil 2.1). Giinliimiize kadar
yapilan caligmalarda, Enterococcus cinsi igerisinde en az 34 tiir oldugu belirtilmistir
(Billstrom ve dig., 2008).

Leuconostoc

LactobaciliusiPediococcus

Weissella

. Vagococcus
Camobacterium S
Melissococcus
Agrococcus

oA Enterococcus
Listeria

Staphylococcus
Lactococcus

Becillus subtilis group Root of the subtree

Streprococcus

10% Sequence divergence

Sekil 2.1: Enterokok cinsinin 16S rRNA dizi analizi 6zelliklerine gore hazirlanan filogenetik
dendrogram (Klein, 2003).

Enterokok cinsi bakteriler, biyokimyasal Ozelliklerine gore bes gruptan olusmaktadir

(Facklam ve Teixeria, 1998).

Grup | (Entorococcus avium, Enterococcus malodoratus, Enterococcus raffinosus,
Enterococcus pseudoavium, Enterococcus saccharolyticus, Enterococcus pallens,
Enterococcus gilvus): Mannitol, sorbitol ve sorboz gibi karbonhidratlart igeren sivi
besiyerinde asit olusturarak, besiyerinde pH degisikligi ile beraber renk degisimine sebep

olur. Arjinini hidrolize edecek enzime sahip degildirler.

Grup Il (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus haemoperoxidus, Enterococcus mundtii ve Enterococcus gallinarum):
Mannitol igeren sivi besiyerinde asit olustururken, sorbozdan asit olusturmazlar. Arjinini

hidrolize edemezler ve sorbitol reaksiyonlar: degiskenlik gdsterir.



Grup Il (Enterococcus villorum, Enterococcus dispar, Enterococcus durans,
Enterococcus hirae, Enterococcus ratti ve E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin mannitol
iceren sivi besiyerinde asit olusturmayan alt gruplari)): Mannitol, sorboz ve sorbitol
karbonhidratlarin1 iceren sivi besiyerinde asit olusturmaz, dolayisi ile besiyerinde pH

degisikligi ve renk degisimi gbzlemlenmez. Arjinini hidrolize ederler.

Grup IV (Enterococcus sulfurens, Enterococcus asini, Enterococcus phoeniculcola ve
Enterococcus cecorum): Mannitol ve sorboz karbonhidratlarini igeren sivi besiyerlerinde asit

olusturmaz ve arjinini hidrolize etmezler.

Grup V (Enterococcus columbae, Enterococcus canis, Enterococcus moraviensis): Arjinini
hidrolize edemezler ve sorbitol reaksiyonlari degiskenlik gosterir. Mannitol iceren sivi

besiyerinde asit olustururken sorbozdan asit olusumu gercgeklestirmezler.

Enterokoklar, karbonhidrat iceren sivi besiyerlerinde fermentasyon ozelliklerine, arjinin ve
%0.04 telliirit hidrolizine, piriivat kullanimlarina, metil-a-D-glikopiranozid (MGP)’yi

fermente etmelerine ve hareket 6zelliklerine gore tiirlere ayrilirlar (Tablo 2.2)

Biyokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilan Enterokoklar Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2: Enterokok tiirlerinin biyokimyasal 6zelliklerine gore tanimlanma semasi (Ak¢imen, 2010).

Tablo 2.2: Enterokoklarin biyokimyasal 6zelliklerine gore siniflandirilmasi (Lehman, 2011).
Enterokok Hareket MAN SOR ARA RAF TEL ARG PYU MGP

E. faecalis - + - - - + + + -
E. faecium - + - + D - + - -
E. durans - - - - - R + . _

E. avium - + + + - - - + +

E. casseliflavus + + - + + - - D +
E. gallinarum + + - + + - + - +
E. raffinosus - + + + + - - + +

MAN: Mannitol, SOR: Sorboz, ARA: Arabinoz, RAF: Rafinoz, TEL: Telliirit, ARG: Arjinin,
PYU: Piriivat, MGP: Metil-a-D-glikopiranozid, +: Pozitif, -: Negatif, D: Degisken.

2.1.2. Enterokok Cinsi Bakterilerin Fenotipik Ozellikleri

Enterokoklar, 0.6-2.5 pum boyutunda, Gram pozitif kok ya da nadiren kokobasil seklinde,

tekli, ikili ya da kisa zincirler olusturabilen, sporsuz, sitokrom oksidaz ve Kkatalaz negatif,



fakiiltatif anaerob bakterilerdir (Teixeira ve dig., 2011). Asit, alkali, sicaklik, hiperosmolarite,
safra tuzu ve kimyasal ajanlara kisa siirede adapte olarak uygunsuz ortam kosullarina direng
gosterirler. Optimum 35 °C’de iiremesine ragmen 10-45 °C arasinda degisen genis bir sicaklik
araliginda treyebilmektedirler. Enterokok cinsi bakterilerin 60 °C’de 30 dakika 1s1l isleme
maruz kaldiklarinda, pH 9.6’da ve %6.5 NaCl varliginda, canliliklarini siirdiirebildigi
belirlenmistir (Gilmore, 2002; Foulquié Moreno ve dig., 2006; Fisher ve Philips, 2009).
Karbonhidratlardan fermentasyon yoluyla laktik asit olustururlar, gaz olusturmazlar.
Genellikle hareketsiz olup, bazi Enterokok tiirleri (E. flavescens, E. casseliflavus ve
E. gallinarum) hareketlidir. Pek ¢ok Enterokok tirii (E. cecorum, E. columbae ve
E. saccharolyticus disinda), sahip olduklari pirolidonil arilamidaz (pirolidonaz PYRaz)
enzimi sayesinde L-pyrolidonyl-g-naphthylamid (PYR) maddesini hidrolize ederler. %40
safra tuzu varliginda eskulini hidrolize edip 1,3,5-trimetil-tetrazolyum kloriirii (TCC)
indirgeyerek eskulin igeren besiyerlerinde siyah halo ile ¢evrelenmis koloni olustururlar. Tim
Enterokok suslarinda bulunan leucine aminopeptidase (LAPase) enzimi ile leucine

B-naphthylamide yapisini hidroliz ederler (Teiexeira ve dig., 2011).

Kanigik kiiltiir iceren orneklerden Enterokok cinsi bakterileri ayirt etmek igin, Safra-
Eskulinazid Agar, Enterococcosel Agar, Columbia Kolistin-Nalidiksik Asit Agar (CNA),
Feniletil Alkol Agar (PEA) gibi selektif besiyerleri kullanilmaktadir (Winn ve dig., 2006).
Enterokok cinsi bakteriler, Kanli Agar besiyerinde hemoliz aktivitesi (a, f ve y hemoliz)

gosterebilmektedir (Arikan Akan, 2009).

2.1.3. Enterokoklarin Epidemiyolojisi

Laktik Asit Bakterileri (LAB) grubuna dahil oldugu bilinen ve Enterococcaceae ailesi iginde
bulunan Enterococcus cinsi bakteriler, genellikle fekal kirlilik gosteren tatli/tuzlu sular ve
yiizey sulari, toprak ve gidada, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde (GIS) yaygmn
olarak, perineal deri, oral kavite, dental plak, vajinal sekresyonlar, iiretra ve safra yollarinda
daha az siklikta bulunmaktadir. Ozellikle E. faecalis ve E. faecium tiirleri fekal kirlilik
gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Fisher ve Phillips., 2009; Hijazi ve dig., 2009).
Bunlarin disinda; ¢iftlik hayvanlar1 ve kanatli hayvanlar, tavuk, sigir ve domuz gibi
hayvanlarin diskisindan E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin yaninda nadiren E. cecorum,

E. gallinarum, E. durans, E. hirae ve E. avium, bitkisel kaynakli iiriinlerden ise genellikle



E. mundtii ve E. casseliflavus tiirlerinin izole edildigi bildirilmistir (Tunail, 1999; Franz ve
dig., 2003).

2.2. ENTEROKOK CINSi BAKTERILERIN PATOGENEZI

2.2.1. Enterokok Cinsi Bakterilerin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

insanlarda normal bagirsak florasi olan ve digkida 10°-10" kob/g’dan daha fazla bulunan
Enterokoklar, sahip olduklar1 virulans faktorleri ve antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 ile
uygun sartlarda bagirsak disindaki dokulara yayilim gostererek enfeksiyona sebep olurlar.
Cevresel kaynaklarda bulunabilen uygun sartlarda bagirsak epitelyum hiicreleri iizerinden lenf
nodlar1 ve diger hiicrelere yayilim gosterebilen ve bu sebeple hiicre i¢i kaynakli oldugu
diisiiniilen Enterokoklar, ozellikle son zamanlarda vankomisine ve aminoglikozidlere
gosterdigi antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 sayesinde nozokomiyal enfeksiyonlarla da

karsimiza ¢ikmaktadir.
Enterokoklarin sebep oldugu enfeksiyonlar asagida 6zetlenmistir.

1. Uriner Sistem Enfeksiyonlari: Enterokoklarin en sik sebep oldugu nozomkomiyal
enfeksiyonlardan olup iiriner kateterizasyon islemi sonrasinda ortaya g¢ikabilmekte
olup sistit, pyelonefrit, prostatite sebep olabilmektedir.

2. Bakteriyemi ve endokardit: Cevresel kaynakli epidemiyolojik salginlarin yaninda
nozokomiyal bakteriyemi olarak da olusum gosterebilmektedir. Kalp kapakgiklari,
protezler, intravendz ve intraarteriyel kataterlere de yerlesebilen Enterokok cinsi
bakteriler arasinda ozellikle E. faecalis’in endokardite sebep oldugu ve yash ve
immunsupresif bireylerde mortalite oraninin yiiksek oldugu bildirilmektedir.

3. Intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar: Enterokoklar, akut ya da kronik bdbrek
yetmezligi olan, nefrotik sendromlu hastalar ile periton diyalizli hastalarda peritonite
sebep olmaktadirlar. Yapilan calismalarda, sezeryandan sonra intraabdominal ve
pelvik enfeksiyonlara da sebep olabildigi bildirilmistir.

4. Yara ve doku enfeksiyonlari: Enterokoklarin, nadir de olsa yanik sonrasi yaralardan,
cerrahi yara enfeksiyonlarindan, dekiibit iilserlerinden izole edilebildigi ve seliilite

sebep oldugu belirlenmistir.



5. Menenjit: Enterokoklarin, kana karistiklarinda nadiren de olsa menenjite sebep
olabildigi belirlenmistir.

6. Solunum yolu enfeksiyonlari: Enterokoklar, o6zellikle pnomoni, akciger apsesi
hastaligi olan Dbireylerde nadir de olsa izole edilmekte ve solunum yolu
enfeksiyonlarina sebep olabilmektedir.

7. Yenidogan sepsisi: Immunsupresif, prematiire bebeklerde intravendz ya da
intraarteriyel katater uygulamasi sonucu, yliksek ates ile birlikte seyreden ve tiim
viicuda yayilan yenidogan sepsisine sebep olabilmektedir (Yamazhan ve Ulusoy,
2013; Odemis ve dig., 2018).

2.2.2. Enterokok Genomu ve Genetik Bilgi Transferi

Enterokok DNA’s1t G+C igerigi %37-45 arasindadir. The Institute for Genomic Research
(TIGR) ve Joint Genomic Institute of the Department of Energy Birimi’nde yapilan
caligmada, nozokomiyal enfeksiyonlardan siklikla izolasyonu yapilan E. faecalis, E. faecalis
V583, E. faecium ve E. faecium ATCC BAA-472 suslarina ait genomik DNA dizisi
¢ikartilmigtir. Calisma sonucunda, E. faecalis V583 susuna ait genomun 3.218.031 baz cifti
uzunlugunda olup 3182 ‘open reading frame’ (ORF) alani igerdigi ve bu ORF sayesinde
Enterokok tiirleri ile Stafilokok ve Streptokok cinsi bakterilerin genomu arasinda lateral gen
transferi meydana geldigi bildirilmistir. E. faecium genomu G+C igerigi %37.8 olmakla
birlikte, genom 2.928.706 baz ¢ifti biiyiikligiinde olup 3309 ORF igermektedir. Konjugatif
Ozellikte ve transpozonlara, patojenite adalarma (PAI), integre plazmit genlerine, faj
bolgelerine, insersiyon dizileri ve ekzojen gen bolgelerine sahip olan E. faecalis V583
susunun, ekstrinsik (kazanilmig) DNA dizilerine sahip oldugu ve VanB genotipi ile
vankomisine direng gosteren ilk sus oldugu belirlenmistir. Konjugatif plazmitler ve
transpozonlar sayesinde virulans genleri ve antimikrobiyal direng genlerinin aktarimi
gerceklesmektedir. Ayrica E. faecalis V583 susunun ekstrakromozomal DNA bolgesinde,
G+C igerigi %34 ve biiyiikliikleri 66320, 57660 ve 17963 baz cifti biiyiikliigiinde 3 plazmit
bulunmaktadir. Virulans genlerinin veya antimikrobiyal diren¢ genlerinin transferinde rol
oynayan plazmitler 6nem gostermekte olup, Enterokok suslarinda bu gérevi tistlenen Rolling
circle replicating plazmit (RCR), Inc18 plazmit ve feromon iiretiminden sorumlu plazmit
olmak iizere 3 ayr1 plazmit bulunmaktadir. Bunlardan RCR ve Inc18 plazmitleri diger
bakterilerde de replike olabilirken, feromon salgilayan plazmitler basta E. faecalis olmak

tizere sadece Enterokoklarda replike olabilmektedir. Her Enterokok susunda plazmit
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bulunmak zorunda olmayip diren¢ ve virulans genleri koromozomal DNA iizerinde de
bulunabilmektedir. Plazmiti olmayan suslarda genetik bilgi transferi, alici suslarda
ekstraselliiler feromonun salgilanmast ve verici susun ekstraselliiler yapisinda agregasyon
faktorii (AF) adi verilen protein yapisindaki maddenin olusumu ile AF’nin alict hiicrenin
yiizeyine baglanarak alici ile verici hiicre arasinda gen aktariminin ger¢eklesmesi ile meydana

gelmektedir. Bu seks feromonlar1 sayesinde plazmit gegisi daha fazla olmaktadir.

Enterokoklar, 6zellikle antibiyotik diren¢ genlerini konjugatif transpozonlar ile genetik bilgi
degisimi ile gergeklestirmektedir. Bu sayede, ozellikle tetrasiklin, eritromisin, gentamisin,
kanamisin ve aminoglikozidlere direng genleri tasidigr belirlenmistir. Konjugatif
transpozonlar sadece Enterokoklara 6zgii olmayip diger bakterilerde de bulunabilmektedir.
Enterokok cinsi bakterilere 6zgii olan konjugatif transpozonlar ise; Tn916 (E. faecalis’te
tetrasiklin direnci), Tn1546 (vankomisin direncini kodlayan vanA gen bdlgesi), Tn1547,
Tn1549 ve Tn5382 (vankomisin direncini kodlayan vanB gen bolgesi), Tn5281 (gentamisin
direncinden sorumlu aac(6’)-le-aph(2’’)-la geni) olup konak patojenisinden sorumludur
(Gilmore, 2002; Giraffa, 2002; Klare, 2003).

Son yillarda ¢evresel ve klinik Orneklerden izole edilen Enterokoklarda belirlenen
antimikrobiyal diren¢ geni ve virulans genleri nedeni ile enfeksiyonla miicadelede zorluklar

yasandig1 belirlenmistir.

2.3. ENTEROKOK CiNSi BAKTERILERIN VIRULANS FAKTORLERI

Coklu antibiyotik direnci gosterebilen ve bu sayede bagirsak disina yayilim gosterebilen
firsatgr patojen Enterokoklar siiperenfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Plazmit ile gen
transferi disinda Enterokok kromozomal DNA’sinda pek ¢ok virulans faktorii bulunmaktadir.

Bunlar;

1- Konak Dokulara Tutunma: [Agregasyon faktorii (agg), Enterokok ekstraselliiler yiizey
proteini (esp), kollajen baglayicit adhezin (ace), Enterococcus faecalis yilizey antijen A
proteini (efaAfs, efaAfy)],

2- Biyofilm Olusumu: (bopD, fsr, ebp, srtC, sal, epa, dItA),

3- Konak Savunma Mekanizmalarini Onleme: (Lipoteikoik asit, ekstraselliiler siiperoksit

tiretimi, Enterokok bakteriyosinleri),
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4- Konak Immun Kagista Rol Oynayan Bakteri Hiicre Komponenti (Kapsiil polisakkarit
antijenleri),

5- Sahip Oldugu Enzimler: [Hemolizin/sitolizin (cylA, cylB, cylM), jelatinaz (gelE),
hyaluronidaz (hyl)]

6- Seks Feromonlari (cob, cad, cpd ve ccf).

Enterococcus cinsinde tanimlanan virulans faktorleri ve virulanstan sorumlu genler Tablo
2.3’te belirtilmis ve Sekil 2.3’te gosterilmistir (Kariyama ve dig., 2000; Mundy ve dig., 2000;
Eaton ve Gasson, 2001; Shankar ve dig., 2002; Toledo-Aran ve dig., 2001).

Tablo 2.3: Enterococcus cinsinde tanimlanan virulans faktorleri ve virulanstan sorumlu

genler (Kariyama ve dig., 2000; Mundy ve dig., 2000; Eaton ve Gasson, 2001; Shankar ve
dig., 2002; Toledo-Aran ve dig., 2001)..

Gen Virulans Faktorleri

efaAs,, efals E. faecium ve E. faecalis suslarinin hiicre duvari ile iliskili adhezinler
Okaryotik hiicrelere tutunmada ve konjugasyonda rol oynayan agregasyon

agg proteini

gelE Jelatin, kollajen, fibrinojen, kasein, hemoglobini lizis eder.

oL cviL Sito_li_zin ve bgkte_ri_y(_)sin onciileri olan, 6karyotik hiicreleri ve diger Gram

yibL GYlks pozitif bakterileri lizis eder.

cylM Sitolizinin posttranslasyonel modifikasyonu

cylB Sitolizin transportu

cylA Sitolizin aktivasyonu

esp Konak immun yanitindan kagmada rol oynayan ve cyl genleri ile baglantili

cpd, cob, ccf, cad

Lipoteikoik asit
(LTA)
Stiperoksit

Hyaluronidaz

olabilen hiicre duvar iligkili protein
Insan 16kositleri igin kemotaktik ajanlar olup, konjugasyonda ve gen
aktariminda rol oynarlar.

Insan monositleri yoluyla sitokin iiretiminin indiiklenmesi

Konak bagirsak epitel hiicrelerinde hiicre ve DNA hasarina sebep olur.
Konak kollajen bag dokusunu par¢alamada gdrev alan ve hiicre yiizeyi ile
iligkili olan protein.
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Eritrositler, makeofajlac va digar kon:.k
hicrelerinds lizis

sitolizin/hemolizin

hH OO

plazmidin aktariimas:
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S ofgjlariginds 5 ins vapima va
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spasifik konak protainlerinin vikimlanmas:

Sekil 2.3: Enterokok cinsi bakterilerde virulans faktorleri (Cetinel Aksoy, 2008).
2.3.1. Konak Dokulara Tutunma

Enterokok patogenezi ve virulansinda konak dokulara tutunma ve biyofilm olusumu ilk
siralarda gelmektedir. Insan bagirsak sisteminin normal florasinda bulunan Enterococcus cinsi
bakteriler, bagirsak peristaltik hareketleri ile birlikte sindirim sistemi disina ¢ikarak 16kosit,
epitel hiicrelere ve ekstraselliiler matrikse gecebilmektedir. Kromozomal virulans faktorii ve
diren¢ mekanizmalarina sahip ya da plazmitler ve konjugatif transpozonlar araciligi ile
aktarilmig virulans genlerine sahip Enterococcus cinsi bakteriler konak dokulara tutunarak
enfeksiyona sebep olmaktadir. Konak hiicrelere tutunma ve biyofilm olusumu ile patogenezde
rol oynayan Enterokok adhezinleri, fagositoz gorevi gormekte ve konak immun yanitini
inhibe etmektedir (Yiiksel, 2012).

2.3.1.1. Agregasyon Faktorii
Enterokoklarda, konak hiicre ylizeyine baglanmay1 saglayan bir protein olan agregasyon
faktorii, ayn1 zamanda bakteriler arasinda plazmit aktarimini saglayan adhezin yapili bir

molekiildiir. Hiicre duvarinda yer alan, plazmit transferini kolaylastiran, kompleman reseptorii
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yoluyla opsonizasyondan bagimsiz sekilde notrofillere baglanma 6zelligi gosteren agregasyon
faktorli, ‘agg’ geni tarafindan kodlanmaktadir. Yapilan bir ¢calismada, agregasyon faktorii ve
sitolizinin birarada sinerjistik etki gostererek biyofilm olusumunun ana basamagi olan quorum

sensing mekanizmasini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir (Chow ve dig., 1993).

Enterokok agregasyon faktorii, 6zellikle intestinal epitel hiicreleri ve renal dokular basta
olmak tizere, kalp kapakeiklari, notrofiller, genital organlar, dermis tabakasi ve oral
bosluklara yerleserek kolonize olmaktadir. Makrofaj ve fagositlere kars1 direng gelismesinde
etkili oldugu bilinen agg geni, konak dokuda endokardite, gastrointestinal ve {iriner sistem

enfeksiyonlarma ve bakteriyemiye sebep olmaktadir (Ozseven ve dig., 2011).

Agregasyon faktorii, Enterokok tiirleri arasinda diger virulans ve antibiyotik diren¢ genlerinin
aktarrmini da saglamaktadir Yapilan calismada, agregasyon faktorii lireten Enterokok
suslarinin pek ¢ogunun sitolizin de iirettigi, boylelikle daha virulan olabildigi belirlenmistir

(Giiltekin, 2004; Devriese ve dig., 2006; Upadhyaya, 2009).

2.3.1.2. Enterokok Ekstraselliiler Yiizey Proteini
Konak dokulara tutunma, kolonizasyon ve konak immun yanittan kagista rol oynayan
ekstraselliiler hiicre proteinleri, esp geni tarafindan kodlanmaktadir. Ik kez 1999 yilinda
Enterokoklarda hiicre duvar ile iligkili oldugu belirlenmis bu genin 153 kb biiyiikliigiindeki
patojenite adasinda bulundugu belirlenmistir (Shankar ve dig., 1999). Adhezyon
mekanizmasina sahip oldugu disiiniilen esp geni, genellikle epidemiyolojik ya da
nozokomiyal enfeksiyonlardan elde edilen Enterokok tiirlerinde bulunmakta olup 5622 bp

biiytikligiindedir (Foulquie Moreno ve dig., 2006).

Genellikle bakteriyemili ve endokarditli hastalardan alinan Orneklerden izole edilen
Enterokok suslarinda bulunan esp geninde kodlanan bu proteinin, konak dokulara tutunmada
ve konak immun yanitindan kagista rol oynadigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda esp geni,
konjugasyonla diger Enterokok suslar1 arasinda da yayilabilmektedir. Ozellikle E. faecalis ve
E. faecium tiirlerinde virulans faktorii olarak bulundugu ve epidemik suslarin belirlenmesinde
marker olarak kullanilabilecegi belirlenmistir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Oancea, 2004;
Tendolkar ve dig., 2003; Coque ve dig., 2005; Upadhyaya ve dig., 2009).

Uygunsuz sartlarda Enterokoklarda diren¢ gelismesini saglayan esp geni, 6zellikle abiyotik

yiizeylere tutunma ve biyofilm tabakasi olusumundan da sorumludur. Abiyotik yiizeylere ilk
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tutunma, esp geninin yaninda @elE geninin de rol oynadigi belirlenmistir. Yapilan
calismalarda esp geni tasimayan Enterokok suslarimin biyofilm olusturmada yetersiz
olduklari, sonrasinda plazmit ile esp geni transferi yapilan ayni suslarda biyofilm
olusturabilme yetenegi kazandiklar1 belirlenmistir. Enterokoklar, bu biyotik ve abiyotik
biyofilm olusturabilme yetenekleri sayesinde, konak dokuda 6zellikle endokardit, endodontik

enfeksiyonlar ve liriner sistem enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Fisher ve dig., 2009).

2.3.1.3.Kollajen Baglayici Adhezin
Enterokok kollajen baglayic1 adhezin yapili proteinler, 6zellikle kommensal ve patojenik
E. faecalis tiiriinde yer alan, konak dokudaki kollajene baglanarak enfeksiyonlara ve konak
doku hasarina sebep olan bir virulans faktoriidiir. E. faecalis V583 susunda 17, E. faecium
TX0016 susunda 15 kollajen baglayan adhezin belirlenmis olmakla beraber, giiniimiizde 7
tane daha Enterokokkal kollajen baglayici adhezin bulunmustur.

Ace (E. faecalis kollajen baglayan adhezin): Enterokokkal enfeksiyonlarda 6nemli bir roli
olan ve E. faecalis’te tip I ve tip IV kollajen baglayic1 enzim olarak gegen Ace, S. aureus’un

kollajen baglayan Cna proteniyle benzerlik gostermektedir (Upadhyaya ve dig., 2009).
Fssl, Fss2 ve Fss3 (E. faecalis yiizey proteinleri),

Acm (E. faecium kollajen baglayic1 adhezin): Acm, E. faecium’da tespit edilmis olup tip I

basta olmak tizere tip IV kollajenlere de baglanabilmektedir (Nallapareddy ve dig., 2003).

Scm (E. faecium kollajen baglayici adhezin): E. faecium’da tespit edilmis olup tip V
kollajen ve fibrinojenlere baglanabilmektedir (Nallapareddy ve dig., 2006; Sillanpaa ve dig.,
2008).

EcbA (E. faecium kollajen baglayici protein A)’dir (Rich ve dig., 1999; Sava ve dig.,
2010).

Yapilan in vitro deneylerde, enfekte kiside Ace’lere karsi antikor olustugu, fakat antikorun
Ace’nin hiicre dis1 matriks proteinlerine tutunmasini engelledigi belirlenmistir (Nallapareddy

ve dig., 2003; Tendolkar ve dig., 2003; Sava ve dig,, 2010).
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2.3.1.4. Enterococcus faecalis Antijen A Proteini (EfaA Proteini)
EfaA geninde kodlanan Enterococcus faecalis Antijen A protein olarak bilinen EfaA proteini,
ilk kez endokarditli bir hastadan alinan Ornekten izole edilen E. faecalis susunda
tamimlanmustir (Lowe ve dig., 1995). Ozellikle E. faecalis suslarinda bulunan bu protein,
bakterinin konak dokuda ¢ogalmasi i¢in gerekli olan mangan transport sistemine baglanan bir
reseptOr olarak gorev yapmaktadir. Biyotik ve abiyotik yiizeylere tutunmada da gorev aldigi
bilinmektedir (Eaton ve Gasson, 2001; Mannu ve dig., 2003; Kayaoglu ve Orstavik, 2004).
Yapilan bir ¢aligmada, tibbi ve gida kaynakli 6rneklerden izole edilen E. faecalis suslarinin

timiinde E. faecalis efaA geninin bulundugu belirlenmistir (Eaton ve Gasson, 2001).

2.3.2. Biyofilm Olusumu

Biyofilm, biyotik ve abiyotik yiizeylerde kolonize olabilen mikroorganizma toplulugudur.
Bakterilerde biyofilm olusumu 5 asamadan olugmaktadir. Bunlar; bakterilerin uygun
ortamdaki yiizeylere hareketi ve temasi, yiizeye geri doniisiimsiiz tutunabilmeleri ic¢in
ekzopolisakkarit (EPS) madde iiretmeleri, biyofilm olusumu, biyofilm olgunlagmasi ve
biyofilm tabakasindan mikrokolonilerin koparak yeni yiizeylere tutunmasidir (Sekil 2.4)
(Stoodley ve dig., 2002). Oncelikle, uygun bir ortam bulan planktonik bakteriler yiizey
boyunca hareket ederek mikrokoloniler olustururlar ve yiizeye tutunurlar. Geri doniistimlii
olan bu tutunma, bakterilerin c¢ogalmast ve ekzopolisakkarit madde iretimi ile geri
dontisiimsiliz bir yap1 almaktadir. Biyofilm tabakasi i¢inde gdmiilii halde bulunan bakteriler,
kendi iirettikleri ekzopolisakkarit madde ile soguk, sicaklik, kimyasal ajanlar, yiiksek tuzluluk
ve dezenfektanlar gibi uygunsuz ortam kosullarina karsi direnglidirler. Quarum Sensing
Sistemi ile olgunlasan biyofilm tabakasinda yeterli sayiya ulasan bakteriler, daha sonra
biyofilm tabakasindan koparak hayatta kalabilmek ve c¢ogalabilmek icin yeni ortamlara

tutunurlar (Aparna ve Yadav, 2008).
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Sekil 2.4: Biyofilm olusum asamalari (Stoodley ve dig., 2002).

Mohamed ve Huang tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢aligmada, ortam kosullar1 ya da
genetik faktorlerle baglantili olarak bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm tabakasinin
kronik endokardit, endodontik ve iiriner sistem enfeksiyonlarma yol ac¢tigi belirlenmistir.
Enterokoklarin biyofilm formasyonunda, pilus, serin proteaz ve jelatinaz enzimleri, Ace
ylizey proteini ile esp ve gelE geninin rolii oldugu ve bu sayede konak¢i dokulara
tutunabildigi belirlenmistir (Borgmann ve dig., 2004; Fisher ve dig., 2009; Paganelli ve dig.,
2012).

Son yapilan ¢alismalarda, Enterokok bakterileri tarafindan olusturulan biyofilm tabakasinin
hem insan viicudunda hem de tibbi gerecler basta olmak iizere cansiz yiizeylerde meydana
gelebildigi, en yaygin olarak ise E. faecalis ve E. faecium suslarinda tespit edildigi
belirlenmistir (Fisher ve dig., 2009; Paganelli ve dig., 2012).

2.3.2.1. BopD (Biyofilm Olusumu)
E. faecalis ve E. faecium suslarinin, biyofilm olusturma yetenegine sahip bakteriler oldugu
bilinmektedir. Biyofilm olusturan Enterokok bakterileri, fagositoza dayaniklidirlar. Glukoz
bulunan ortamlarda biyofilm olusumu bopD geni tarafindan diizenlenmekte olup, osmotik
deger farkliliklarindan etkilenmektedir. Ozellikle E. faecalis T9 ve E. faecalis V583 susu
tarafindan salgilanan bu gen, seker-baglayan transkripsiyonel regiilator gorevi gérmektedir.
Ayn1 zamanda biyofilm olusumu tamir asamasinda gorev alan bu gen, bakteriyel proteinler ile

benzerlik gostermektedir (Mohamed ve Huang, 2007).
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2.3.2.2. Fsr (E. faecalis Regiilatorii)
Ozellikle E. faecalis susunda, biyofilm olusumundan sorumlu genler olan fsrA, fsrB ve
fsrC’yi barindiran fsr lokusu bulunmaktadir. Ozellikle yiizeye tutunma, jelatinaz enzimi
sentezinin aktif hale gelmesi ve biyofilm plaklarmin olusmasinda etkili oldugu bilinmektedir
(Bourgogne ve dig., 2006; Mohamed ve Huang, 2007).

2.3.2.3. Ebp (Endokardit Biyofilm Iliskili Pilus)
Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan planktonik bakterilerin yiizeye tutunmasinda etkili
olan yiizey piluslarinin kodlanmasindan sorumlu gen bdolgesi olup o6zellikle endokardit

enfeksiyonlarindan sorumludur (Nallapareddy ve dig., 2006).

2.3.2.4. SrtC (SortazC)
Otolizin, sortaz ve ekstraselliiler DNA’nin, 6zellikle E. faecalis susunun biyofilm olusumunda
rol oynadigi bilinmektedir. Sortaz, Enterokoklarin da dahil oldugu Gram pozitif bakterilerin

hiicre membranlarinda yer alan transpeptidaz enzimleridir (Guiton ve dig., 2009).

2.3.2.5. Sal (Secretory Antigen Like)
Cansiz yiizeylere ilk tutunmada ve biyofilm olusumunda gorev alan sal geni, ekstraselliiler
matriks proteinlerine baglanarak uygunsuz cevre kosullarmma (NaCl, SDS, 1s1, safra tuzu,

etanol, alkalin, asidik ortam vb.) dayaniklilik sagladigi i¢in 6nemlidir (Mohamed ve dig.,

2004).

2.3.2.6. Epa (Enterokokkal Polisakkarit Antijen)
Enterokokkal polisakkarit antijenini kodlayan gen epa olarak adlandirmakta olup biyofilm
olusumunda glikozil transferazi kodlamaktadir. Yapilan ¢alismalarda esp geni mutasyona

ugrayan suslarda biyofilm olusumunun 6nemli Sl¢lide azaldigi belirlenmistir (Mohamed ve

Huang, 2007).

2.3.2.7. DItA (D-alanine-D-alanil Taswyict Protein Ligaz)
DIt operonunda yer alan dItA geni, D-alanin-D-alanil tasiyici proteini olan ligazin
kodlanmasin1 aktive ederek teikoik asit {izerinde D-alanin esterlerinin olusumune sebep olur.
Bu olay sonucunda, geri doniisiimsiiz biyofilm olusumu ve stres kosullarina karst direng

olusumu meydana gelir (Mohamed ve Huang, 2007).
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2.3.3. Konak Savunma Mekanizmalarim1 Onleme

Patojen mikroorganizmalar, konak hiicreye tutunmada gorev alan reseptorlere sahip olmasi,
konaga adezyonu ve kolonizasyonu, bakteriyosin aktiviteleri ve salgiladig: toksinler, intrinsik
ve ekstrinsik antibiyotik direnci ve plazmit ve transpozonlarin aktarimiyla sahip oldugu yeni
virulans faktorleri ile konak savunma mekanizmalarini 6nlemekte ve enfeksiyona neden

olmaktadir (Fabretti ve dig., 2006; Yiiksel, 2012).

2.3.3.1. Lipoteikoik Asit (LTA)

Adezyon ozelligi gosteren lipoteikoik asitin lipit kismi, okaryotik konak hiicrenin eritrosit,
trombosit, lenfosit, polimorf niiveli 16kosit (PMNL) ve epitel hiicrelerine baglanarak
agregasyon faktorii olusumunu indiiklemekte ve plazmit transferini kolaylastirmaktadir. Bu
nedenle antimikrobiyal diren¢ gelismesine de katki saglamaktadir. Enterokoklarin D grubu
antijenini olusturup tiimdr nekrozis faktor (TNF) ve interferonlarin salgilanmasini
indiikleyerek konak doku bagisiklik sistemini olumsuz etkilemektedir (Huycke, 1998; Barbara
ve Murray, 1998; Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Fabretti ve dig., 2006).

2.3.3.2. Ekstraselliiler Siiperoksit
Siiperoksit, doku hasarina ve lipit, protein ve niikleik asit yapilarinin bozulmasina sebep olan
bir reaktif oksijen radikalidir. Diski kokenli orneklerden ve endokarditli ve bakteriyemili
hastalardan izole edilen Enterokok cinsi bakterilerden 6zellikle E. faecalis ve E. faecium
izolatlarinda stiperoksit radikallerinin salgilandig1 ve ¢evresel faktorlere karsi bakteride direng
gelistirdigi belirlenmistir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Devriese ve dig., 2006). Yapilan bir
arastirmada, 91 klinik izolat ve standart sustan 87’sinin ekstraselliiler siiperoksit anyonu
tirettigi, enfekte bireylerin digki 6rneklerinden elde edilen ekstraselliiler siiperoksitin saglikli
bireylerin digkisindan elde edilen oOrneklere gore ¢ok daha yiiksek seviyede oldugu
belirlenmistir (Huycke ve dig., 1996). Ayn1 zamanda, Enterokoklarin siiperoksitin hidrojen
perokside donilistimiinii saglayan siliperoksit dismutaz enzimine de sahip olduklari

belirlenmistir (Britton ve dig., 1978; Jett ve dig., 1994).

2.3.3.3. Enterokok Bakteriyosinleri
‘Bakteriyosin’ terimi, ilk kez 1953 yilinda Jacob ve digerleri tarafindan tanimlanan, ribozomal
olarak sentezlenen protein yapisindaki antimikrobiyal maddedir (Jacob ve dig., 1953).

Ozellikle laktik asit bakterileri (Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
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Enterococcus Streptococcus, Carnobacterium ve Propionibacterium) tarafindan iretilen

bakteriyosin olan ‘nisin’, diger Gram pozitif bakterilere kars1 bakterisidal etki gostermekte ve

son yillarda gida koruyucusu olarak kullanimi iizerine c¢alismalar yogunlasmaktadir.

Bakteriyosinler genellikle fiziksel kosullara ve proteolitik enzimlere kars1 direnglidirler (Tagg

ve dig., 1976; Nes ve dig., 2007). 1993 yilinda Klaenhammer tarafindan yapilan

siniflandirmada bakteriyosinler 4 gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

1-

Simif I Bakteriyosinler (Lantibiyotikler): Ribozomal olarak sentezlendikten sonra
translasyon asamasi sonrast modifiye olan peptit gruplaridir.
Smif II Bakteriyosinler: Lantibiyotikler gibi translasyon sonrasi modifikasyona
ugramayan bunun yerine hiicre disina tasinmalar1 sirasinda bakteriyosin olusumundan ana
bir peptit grubunun ayrilmasiyla meydana gelen peptitlerdir.
Smif III Bakteriyosinler: Yiiksek 1s1 gibi fiziksel sartlara maruz kaldiginda kolaylikla
bozunabilen peptit gruplarindan olusan bakteriyosin sinifidir.
Smif IV Bakteriyosinler: Aktivasyonu, protein gruplarmin kontrolii altinda olmayan

bakteriyosinlerdir (Klaenhammer, 1993).

Enterokoklarin irettigi bakteriyosinler, ‘enterosin’ adiyla tanimlanmis olup, Oncelikle

E. faecalis, E. faecium ve E. mundtii tiirleri tarafindan tretilmektedir. Bu enterosinlerden
Tablo 2.4’de belirtilmistir (Klaenhammer, 1993; Nes ve dig., 1996).

Tablo 2.4: Enterokoklarin iirettigi bakteriyosinler (enterosinler).

Enterokoklarda Bulunan Bakteriyosinler (Enterosinler)
e Enterosin A,
Enterosin P,
Enterosin CRL35,
Enterosin 1071A,
Enterosin B,
Enterosin AS-48,
Enterosin EJ97,
Enterosin RJ11,
Enterosin MR10A&B,
Enterosin Q,
Enterosin L50A&B,
Mundtisin KS,
Bakteriyosin 31,
Bakteriyosin 32,
Bakteriyosin RC714,
Bakteriyosin T8,
Enterolisin A
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Enterosin olarak adlandirilan Enterokok bakteriyosinleri, pek ¢cok Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere karsi litik aktivite gostermektedir. E. faecalis S-48 susundan izole edilen ve
plazmitte kodlanan AS-48 olarak adlandirilan bakteriyosin, diger bakterilere karsi sitolitik
aktivite gostermekle birlikte konak hiicrenin sitoplazmik membran iyon ge¢is yolagini inhibe

ettigi diistiniilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

2.3.4. Konak immun Kagista Rol Oynayan Bakteri Hiicre Komponenti

2.3.4.1. Kapsiil Polisakkarit Antijenleri

Kapsiiler polisakkarit antijen yapisi bakteriye, uygun olmayan c¢evre kosullarina karsi
dayanikli olma, fagositozdan ve immun sistemden kagma gibi 6zellikler kazandirmaktadir.
Genellikle, E. faecalis ve E. faecium suslarinin DNA’sinda kodlanan bu operon, konak
immun sisteminin baskilanmasinda rol oynamaktadir (Giiltekin, 2014; Fisher ve Phillips.,
2009; Upadhyaya ve dig., 2009). Xu ve dig. (2000) tarafindan yapilan bir calismada,
ramnozlu polisakkariti kodlayan gen grubunun Enterokokkal polisakkarit antijeni (epa) olarak
adlandirildig1 ve patojenitede dnemli bir role sahip oldugu belirlenmistir (Xu ve dig., 2000;
Tendolkar ve dig., 2003).

2.3.5. Sahip Oldugu Enzimler

Enterokok cinsi bakteriler, virulansta rol oynayan enzimler olan hemolizin, jelatinaz ve
hiyaluronidaz enzimleri ile konak dokunun porlarindan gegip sitotoksik aktivite gosterirler ve
ozellikle eritrositler, polimorf niiveli 16kositleri (PMNL), makrofajlar, kollajen, fibrinojen,
kazein, insiilin ve hiyaluronik asit gibi yapilara baglanarak lizis ederler. Ayn1 zamanda bu
enzimler, rekabet¢i floradan olan diger Gram negatif ve Gram pozitif bakteri yapilarini da
parcalayarak patogenezde iistiinliik gelismesine neden olurlar (Kayaoglu ve Orstavik, 2004;

Fabretti ve dig., 2006).

2.3.5.1. Hemolizin/Sitolizin
Hemolizin ya da diger adiyla sitolizin, bakteri yapisinda bulunan sitotoksik proteindir.
Hemolizinin, insan, at ve tavsan eritrositlerini, polimorf niiveli 16kositleri (PMNL),
makrofajlart lizis etmesinin yani sira bakteriyosin 6zelligi ile diger Gram pozitif bakterilere
kars1 litik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle hemolitik aktiviteden sorumlu gen
bolgesi kromozomal DNA ya da plazmit {izerinde tasinabilmektedir (Tailor, 1993; Giiltekin,
2004; Upadhyaya, 2009). Sitolizin kodlayan toplam 8 gen boélgesi (cylR1, cylR2, cylL,, cylLs,
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cylM, cylB, cylA ve cyll) bulunmaktadir (Sekil 2.5) (Gilmore ve dig., 1990; Haas ve dig.,
2002).

Son yillarda, lantipeptit grubuna dahil edilen ve quorum sensing mekanizmasi ile iliskili
oldugu belirlenen sitolizinler, CylLs ve CylL olmak iizere iki ana yapidan olusmaktadir.
Sitolizin operonu, bakteriyel kromozomda ya da pAD1 plazmitinde kodlanmakta olup 8 gen
(cylRy, cyIRy, cylLy, cylLs, cylLwm, cyllg, cylLa ve cylL)) igermektedir. cylL, (uzun alt inite) ve
cylLs (kisa alt {inite) genleri sitolizin alt iinitesinde kodlanan genler, cylLy, cylLg ve cylLa
genleri post-translasyonel mekanizma ile diizenlenen salgisal genler ve immun kagista rol
oynayan cylL, geni olup bir operon tarafindan kodlanmakta iken, cylR; ve cylR, genleri ise
diizenleyici genler olup farkli bir operon tarafindan kodlanmaktadir (Coburn ve dig., 2004).
[k olarak ribozomlarda iiretilen ve lizisten sorumlu olan cylL, ve cylLs genleri, cyllLy
tarafindan lantionin ve metillantionin kopriilerinin  olusmasiyla post-translasyonel
modifikasyona ugramakta ve inaktif halde CylB ile hiicre disina tasinmaktadir. Serin proteaz
yapisinda olan CylA ile aktif hale gelerek hiicre disina tasinmaktadir. Sitolizin alt
tinitelerinden olan cylL, geni ise bakteri hiicresini, konak immun sistemden korumaktadir
(Coburn ve dig., 1999; Tyne ve dig., 2013). Tiim sitolizin genleri, konak hiicre zarinda porlar
olusturur ve eritrositler, makrofajlar ve Gram pozitif bakterileri lizis eder (Coburn ve
Gilmore, 2003). Yapilan ¢alismalarda, diizenleyici genler olan cylR; ve cylR;’nin varliginda
sitolizin {iretimi baskilanirken, cylLs geni hiicre disinda esik degerine ulastiginda sitolizin
tiretiminin uyarildig: belirlenmistir. Bununla birlikte sitolizin iiretiminin ¢evresel kosullardan

etkilendigi ve anaerobik ortamlarda sitolizin saliniminin arttig1 saptanmistir (Haas ve dig.,

2002).

Yapilan ¢aligmalarda, sitolizin operonunun esp ve agg virulans genleri ile de benzer
mekanizmaya sahip oldugu belirlenmistir (Clewell, 1993; Jett ve dig., 1994; Haas ve dig.,
2002; Devriese ve dig., 2006).
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Sekil 2.5: Enterokoklarda sitolizin iretimi. A: cylL_ ve cylLs tarafindan kodlanan toksin yapili
bilesikler [CylL, (biiylik alt tinite) ve CylLs (kiigiik alt tinite)], B: Sitolizin alt {initelerini
olusturan CylL, ve CylLg yapis1 (Gilmore ve dig., 1990; Haas ve dig., 2002).

2.3.5.2. Jelatinaz
fsr gen bolgesinin regiile ettigi jelatinaz enzimi, matriks metalloproteinaz (MMP) grubundan
¢inko igeren bir enzim olup ilk kez Bleiweis ve Zimmerman (1964) tarafindan E. faecalis
OGIRF susunda belirlenmistir (Qin ve dig., 2000). Jelatinaz enzimi, jelatin, kollajen,
fibrinojen, kazein, hemoglobin, insiilini lizis edebilmektedir. Endokarditli hastalardan ve fekal
kaynakli drneklerden izole edilen E. faecalis suslarinda tespit edilmis olup konak dokularda
toksik etki olusturmaktadir (Giiltekin, 2014). Yapilan bir ¢alismada, diski 6rneklerinin
%53’iinde ve endokarditli hastalardan aliman 6rneklerin tamaminda (% 100) fsr geninin

varligi tespit edilmistir (Upadhyaya ve dig., 2009).
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2.3.5.3. Hiyaluronidaz

Hiyaluronidaz enzimi, konak dokudaki hyaluronik asidi pargalayarak doku hasarina sebep
olur, ayn1 zamanda bakteri yayilimimi hizlandirmakta ve hyl geninde kodlanmaktadir.
Enterokoklar, Streptokoklar ve Stafilokoklarda bulunan bu gen ayn1 zamanda kancali kurtlar,
stiliikler, zehirli yilanlar ve spermatozoa gibi okaryotik hiicrelerde de bulunmaktadir. Bakteri
kromozomlarinda kodlanan hyl geni, hiyaluronik asitin kimyasal yapisin1 bozup parcalayarak
bakterinin iliremesi i¢in besin kaynagi olusturur ve kolonizasyonunu saglar. Ayn1 zamanda,
bakteriyel toksinlerin salinmasini uyararak Ozellikle bag doku hiicreleri ve dis kok
kanallarinda inflamatuvar reaksiyonlar baslatir ve apse olusumuna sebep olur. Ozellikle
E. faecium tiiriinde bulundugu belirlenen hyl geni invaziv enfeksiyonlarda rol oynamaktadir
(Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Fabretti ve dig., 2006).

2.3.6. Seks Feromonlari

Enterokok suslar1 ve diger bakteriler arasinda plazmit DNA’sinin konjugasyonla aktarimini
saglayan seks feromonlar1 sayesinde, antibiyotik direng genleri ve sitolizin gibi virulans
faktorii genleri kolayca aktarilabilmektedir. Alict hiicreden salgilanan seks feromonlar1 verici
hiicrede agregasyon faktorii uyararak konjugasyonu baslatir, boylelikle bakteriler arasinda

virulans genlerinin aktarimi gergeklesmis olur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Virulans faktorlerinin seks feromonu ile aktarimi (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

Basta E. faecalis tiirlerinde bulunan seks feromonlarmin cpd, cob, ccf ve cad genlerinde
kodlandig: belirlenmistir. Antibiyotik diren¢ ve virulans genlerinin aktarimindan sorumlu seks
feromonlar1 disindaki diger seks feromonlar1 nétrofillere baglanip bakteride siiperoksit
tiretimini ve lizozomal enzim salgilanmasini arttirmaktadir. Boylelikle konak dokuda hasara
sebep olur ve inflamatuvar yaniti arttirmaktadirlar. Antibiyotik direng ve virulans genlerinin
pek cogunun yatay gen transferinin seks feromonlari ile saglandigi belirlenmistir (Chung ve

dig., 1995; Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Koneman ve dig., 2005, Cetinel Aksoy, 2008).

2.4, ENTEROKOKLARDA ANTIiBiYOTIK DIRENC MEKANIZMALARI

Yapilan ¢alismalarda, 1940’11 yillarda antibiyotigin kullanilmadig: baz1 bolgelerde, toprak ve
digk1 Orneklerinden izole edilen Orneklerde tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiklerine
direngli bakterilerin bulundugu belirtilmis ve c¢alisma sonucunda, uygunsuz cevre
kosullarinda, bakterinin canliligin1 = siirdiirebilmesi ve ¢ogalabilmesi i¢in savunma

mekanizmasi olarak direng gelistirebildigi bildirilmistir (Yuce ve dig., 2001).
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Bilingsiz antibiyotik kullanimi, plazmit ve konjugatif transpozonlarla antibiyotik direng
genlerinin aktarimi, bakterilerde ¢oklu antibiyotik direncine (CAD) neden olmakta ve konakta
stiperenfeksiyonlara yol agmaktadir. Bakterilerin bazilari, antibiyotigin kimyasal reaksiyona
girdigi enzim ya da metabolik yapilarindaki degisimlerle antibiyotigin baglanmasini
engellerken, bazilar ise folat sentezinin engellenmesi, bakterilerin olusturdugu biyofilm ile
antibiyotik gecirgenliginin azalmasi, biyofilm tabakasindaki bakterilerin VBNC (viable but
non-culturable) fazina girmesi ve biyofilm tabakasindaki kimyasal degisiklikler sonucu
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmektedirler. Bu diren¢ mekanizmasi sayesinde bakterilerin,
trimetoprim, sulfonamidler basta olmak {izere pek cok antibiyotige karsi direng gelistirdigi
belirlenmistir (Costerton ve dig., 1999; Mah ve O’Toole, 2001; Ciftci ve Aksoy, 2015).
Mikroorganizmalarin antibiyotiklere ¢esitli savunma mekanizmalariyla direng gelistirdigi

saptanmistir. Bu diren¢ mekanizmalari;

1- Bakteri hiicresi i¢ine antibiyotik girisinin engellenmesi ile gelisen direnc,

2- Antibiyotik inaktivasyonu sonucu gelisen direng,

3- Hedef molekiiliin degisimi ile geligen direng,

4-  Aktif pompa sistemleri ile gelisen direng,

5- Diger mekanizmalar ile gelisen direng (Cift¢i ve Aksoy, 2015) olmak iizere 5 grup altinda

incelenmektedir.

Bakteriler kromozomal olarak, plazmitlerle, konjugatif transpozonlar, mutasyonlar ya da
insersiyon dizileri sayesinde antibiyotik diren¢ ve virulans genlerine sahip olup tiir i¢i ya da

tirler arasinda bu genleri aktarabilmektedir.

Bakterilerde antibiyotik direnci, intrinsik (dogal-kromozomal) ve ekstrinsik (kazanilmis)
olmak tlizere 2 mekanizma ile gergeklesmektedir. Mikroorganizmanin kromozomal
DNA’sinda bulunan ve kalitsal olarak meydana gelen direng mekanizmasina ‘intrinsik direng’
denilmektedir. Konjugatif plazmitler ve transpozonlar tarafindan edinsel olarak meydana
gelen antibiyotik diren¢ mekanizmasina da ‘ekstrinsik diren¢’ denilmektedir. Enterokoklar
kazandiklar1 bu ekstrinsik direng ile, tetrasiklinler, kloramfenikol, ~makrolidler,
aminoglikozitler, linkozamid, B-laktam grubu antibiyotikler, kinolonlar ve glikopeptitlere
diren¢ kazanmiglardir. Yapilan c¢alismalarda, oOzellikle son yillarda yiiksek diizey
aminoglikozit, B-laktam ve glikopeptit grubu antibiyotiklere kars1 olusan direncin, Enterokok

kaynakli enfeksiyonlar ve nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde sorun olusturdugu
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bildirilmektedir (Cetinkaya ve dig., 2000; Klare, 2003; Meri¢ ve dig., 2004; Teiexeria ve dig.,
2009).

Enterokoklarda intrinsik ve ekstrinsik antibiyotik diren¢ mekanizmalar1i Tablo 2.5’te
gosterilmistir (Robert ve Moellering, 2005).

Tablo 2.5: Enterokoklarin intrinsik ve ekstrinsik direngli oldugu antibiyotikler (Robert ve Moellering,
2005).

Intrinsik (Dogal-kromozomal Direnc) Ekstrinsik (Kazanilmis Direnc)

Aminoglikozid direnci (diisiik diizey) Aminoglikozid direnci (yiiksek diizey)
B-laktamlar (yiiksek MIK degeri) o  B-laktamlar (penisilin, ampisilin vb.)
Linkozamidler (disiik diizey) Hiicre duvarina etkili antibiyotiklere direng
Trimetoprim-sulfametoksazol (tolerans gelistirmeyle)
Kinupritsin/dalfopristin (E. faecalis) Florokinonlar

Linkozamidler (yiiksek diizey)
Makrolidler

Rifampisin

Tetrasklin

Vankomisin

Kinupristin/Dalfopristin

Linezolid

2.4.1. B-laktam Direnci

B-laktam antibiyotiklere direng, Enterokoklardaki penisilin baglayan proteinlerin (PBP)
varlig1 ile iligkilidir. Enterokoklarda bulunan penisilin baglayan protein 5 (PBP5) enzimi,
B-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ gelismesine neden olmaktadir. Hiicre duvarimin
transpeptidasyon asamasinda gorevli olan B-laktam grubu ajanlar, bakterisidal etkiye sahip

olup baslica 3 mekanizma ile direng gelisimini saglamaktadirlar (Suppola ve dig., 1999).
Bu mekanizmalar;

1- B-laktamaz grubu enzimler ile antibiyotigin hedef bdlgeye ulasmadan lizisine neden
olan mekanizma,

2- Hiicre duvari transpeptidazlarin, antibiyotigin hedef konumunu degistirmesi,

3- Hiicre duvar1 permeabilitesinin degismesi ve Efluks pompalar ile antibiyotigin hedefe

ulagsmasinin engellenmesidir (Merig ve dig., 2004).

Uretilen beta-laktamaz enzimleri ile Gram negatif, Gram pozitif ve Mycobacterium cinsindeki

bakterilerin pek c¢ogunun, basta penisilinlere ve sefalosporinlere direng gdosterdigi
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belirlenmistir. Gram pozitif bakteriler olan Staphylococcus ve Enterococcus cinsi bakterilerde
virulans faktorii olan beta-laktamaz enzimi, penisilin ve ampisilinlere diren¢ gelisimine neden
olmaktadir (Rice ve Goldstein, 1991). E. faecium tiirlerinde ampisilin ve beta-laktam grubu
antibiyotiklere direng, beta-laktam grubu antibiyotiklerin baglanma afinitesini azaltan asir1
PBPS5 iiretimi ve beta-laktam grubu antibiyotiklerin baglandigi D, D-transpeptidazlar yerine
L, D-transpeptidazlarin iiretimi ile gerceklesmektedir (Zapun ve dig., 2008).

Enterokoklar, pB-laktam grubu antibiyotiklerden sefalosporinlere daha direngli oldugu igin
tedavide sefalosporin yerine penisilin kullanilmasi daha uygun goriilmiistiir (Suppola ve dig.,
1999). Klinik 6rneklerden izole edilen bakteriler basta olmak tizere, E. faecium susunun
E. faecalis’e gore penisilin direncinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan bir
calismada 1-8 pg/ml penisilin E. faecalis izolatlarinda bakterisidal etki olustururken,
E. faecium izolatlarinda bu oran 16-64 pg/ml’dir. Son yillarda yapilan caligmalarda,
E. faecium PBP’lerinin penisiline baglanma kapasitesinin azaldigi bunun yerine ampisiline
direng gelistirdikleri belirlenmistir (Barbara ve Murray, 1998; Marothi ve dig., 2005). Fontana
ve dig. (1985) yaptiklari ¢alismada, E. faecium susunun PBP5 enzimini iiretme yeteneklerini
kaybettikleri bu nedenle penisiline duyarli hale geldikleri belirlenmistir. p-laktam grubu
antibiyotiklere kars1t olusturduklar1 direng mekanizmalar1 sayesinde, bu antibiyotikler

Enterokoklar tizerinde bakterisid etki yerine bakteriyostatik etki olusturmaya baslamistir.

Enterokoklar, B-laktam grubu antibiyotiklere intrinsik direng kazanmalarinin yaninda plazmit
aracili ekstrinsik diren¢ de kazanabilmektedirler. Enterokoklarda bulunan, o&zellikle
gentamisine yiiksek diizey direng geni tasiyan plazmitlerle transfer olan B-laktamaz enzimi

sayesinde penisilin, ampisilin gibi antibiyotikler hidrolize olur (Derbentli, 1998).

2.4.2. Aminoglikozit Direnci

Enterokok bakterileri sitokrom enzimlerine sahip olmadiklarindan hiicre igine antibiyotik
girisinde harcanacak olan enerjiyi liretemezler, bu durum sonucunda aminoglikozitlere diisiik
seviyede diren¢ gostermektedirler. Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde B-laktam grubu
gibi hiicre duvarina etkili antibiyotiklerle beraber kullanildiginda sinerjistik etki sonucu

bakterisidal etki olugsmaktadir (Arias ve Murray, 2013).
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Enterokoklarda aminoglikozit direnci 3 mekanizma ile ger¢eklesmektedir:

1- Permeabiliteye bagli direng: Enterokok kromozomlarinda gergeklesen bir mutasyonla
hiicre membranindaki permeabilitenin azalmasi ile gelisebilen direngtir. Bu tip direng
mekanizmasini 6nlemek i¢in, aminoglikozidler B-laktam grubu antibiyotiklerle beraber
kullanilabilmektedir (Mohanty ve dig., 2005; Albakkour, 2013).

2- Aminoglikozit modifiye edici enzimlere (AME) bagl direng: Kazanilmis (ekstrinsik)
direng igerisinde incelenmekte olup, plazmit veya transpozonlar tarafindan kodlanan
veya aktarilan ve aminoglikozidleri modifiye ve inaktive edici enzimler olan
asteiltransferaz (AAC), adeniltransferaz (ANT), fosfotransferaz (APH) enzimleri
tarafindan gergeklestirilen direng¢ mekanizmadir (Kariyama ve dig., 2000; Kobayashi
ve dig., 2001). Enterokoklarin da sahip oldugu enzimatik siirecte gorev alan
6’-asetiltransferaz-2-fosfotransferaz  enzim  bilesigi  streptomisin  hari¢  tiim
aminoglikozidlere (amikasin, gentamisin, tobramisin ve netilmisin) direng
gelismesinde onemli bir role sahiptir. Sadece streptomisine karsi gelisen direng ise
6’-adeniltransferaz (AADG6) sayesinde geceklesmektedir. E. faecalis suslarinda diisiik
diizeyde de olsa aminoglikozit direnci olup B-laktam grubu antibiyotiklerle bu direng
mekanizmas: azalmaktadir. E. faecium ise aac(6’) geni tarafindan kodlanan
6’-asetiltransferaz (AAC-6’) enzimine intrinsik olarak sahip oldugundan tobramisin,
kanamisin, netilmisin ve sisomisini modifiye eden antibiyotik diren¢ mekanizmasina
sahiptir. Enterokoklardaki yiiksek diizey aminoglikozit direnci ekstrinsik olarak
kazanilmis olup, tedavide kombine antibiyotik uygulansa bile sinerjistik etki gdstermez
(Kapoor ve dig., 2005; Mohanty ve dig., 2005; Albakkour, 2013).

3- Ribozomal direng: Ribozomal direng bakteriler arasinda nadir goriilmekle birlikte,
ribozomlarda meydana gelen aminoasit degisikligi, ribozomun anitibiyotige olan

baglanma kabiliyetini azaltmaktadir (Gold ve dig., 1993).

2.4.3. Trimetoprim-Sulfametoksazol (TMP-SMX) Direnci

Enterokoklar, ekzojen  kaynakli  folik asit, dihidrofolat ve tetrahidrofolati
kullanabilmektedirler. Enterokoklar TMP-SMX” kars1 in vitro olarak duyarl olsalar bile in
vivo ¢alismalarda duyarsiz olduklari belirlenmistir. Bu durum sonucunda, antibiyotik
duyarlilik testlerinde TMP-SMX kullanim1 uygun goriilmemektedir (Giiltekin, 2004; Wilke,
2008).
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2.4.4. Linkozamidlere Direnc

Enterokoklarin linkozamid ve klindamisine, intrinsik olarak diisiik diizeyde direng gosterdigi
bilinmektedir (Giiltekin, 2014).

2.4.5. Kinupristin/dalfopristin Direnci

E. faecalis, intrinsik yolla kinupristin/dalfopristine kars1 direngli iken, E. faecium’da ise son

yillarda direng gelistigi tespit edilmistir (Tiinger, 2012).

2.4.6. Glikopeptit Direnci

Diinya’da ilk glikopeptit direnci 1988 yilinda Uttley ve dig. tarafindan bildirilmistir.
Tiirkiye’de ise ilk kez Vural ve dig., 1998 yilinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde bir hastadan vankomisin direngli Enterokok (VRE) izole ettiklerini
bildirmiglerdir. Enterokok bakterilerinde hiicre duvar yapisi hedef molekiil yapisal ve
kimyasal degisikliklerle vankomisin ve ampisiline kars1 direng gelistigi belirlenmistir. Bakteri
hiicre duvarinda vankomisin baglanan hedef molekiil olan D-ala-D-ala yapisinin D-alanil-D-
laktat veya D-alanil-D-serin yapisina doniismesi sonucunda vankomisin direnci meydana
gelmektedir. Gram pozitif koklar basta olmak {izere pek ¢ok bakteride kromozomlarda
meydana gelen dogal direng (VanC tipi direng) ya da replikon ve transpozon genlerde
meydana gelen kazanilmis direng (VanA, B, C, D, E ve G) mekanizmalar1 ile vankomisine
direng gelismektedir (Sekil 2.7). Vankomisin direnci 6zellikle nozokomiyal enfeksiyonlarin
tedavisinde Karsilagilan sorunlar arasindadir (Coleri ve Cokmiis, 2008). Sadece Gram pozitif
bakterilere etkili olan glikopeptitler, hiicre duvari sentezinden sorumlu olan D-ala-D-ala
terminal ucuna baglanarak hiicre duvari sentezini inhibe ederler (Uttley ve dig., 1988;
Shepard ve Gilmore, 2002; Giilay, 2002). Vankomisine karsi direng daha 6nceki ¢alismalarda
MIK degerine gore yorumlanmakta iken giiniimiizde, hiicre duvari peptidoglikan tabakasi
yapiminda gorev alan D-ala-D-ala yapisini ligaz enzimi ile D-ala-D-ala-laktat veya D-ala-D-
ala-serin olusumuna modifiye ettiklerinden molekiiler ¢alismalarla ligaz enzimi {iretimine

bakilmasinin daha dogru oldugu sonucuna varilmistir (Fang ve dig., 2010).
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Sekil 2.7: Enterokoklarda vankomisin direnci. IR_ ve IRg: sol ve sag inverted tekrarlari, B: BamH];
Bg: Bglll, EI: EcoRI, EV: EcoRV, H: Hindlll, P: Pstl, X: Xbal restriksiyon enzimi kesim
bolgeleri (Fang ve dig., 2010).

Kromozomlarda ¢esitli etkenler sonucu meydana gelen mutasyonlar, plazmit ve transpozon
transferi gibi etkenlerle, Enterokoklar vankomisin ve teikoplain gibi glikopeptitlere karsi
diren¢ kazanmuslardir. VRE suslari, nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde sorun teskil
etmekte olup, 6 tip glikopeptit direnci (VanA, VanB, VanC, VanD, Vank, VanG)
tanimlanmis olup son yillarda VanL ve VanM olmak {izere 2 vankomisin direng tipi daha
eklenmistir. Enterokok vankomisin direncine ait bilgiler Tablo 2.5’te gosterilmistir (Gilmore,

2002; Fisher ve Phillips, 2009; Yiiksel, 2012).

VanA tipi direng: Ilk olarak E. faecium susunda tespit edilen ve vanA geni tarafindan
kodlanan yiiksek diizeyde vankomisin (MIK>64 pg/ml) ve teikoplanin direnci (MIK>16
pg/ml) olup Enterokoklarda en sik goriilen glikopeptit direncidir. Enterokok kromozomu
tizerinde bulunabildigi gibi, Tn1546 transpozonu aracilifiyla ekstrinsik olarak da kazanilmig
bir direng olup tiim Enterokok suslari arasinda transferi gerceklestirilebilmektedir (Gilmore,

2002; Williams ve Hergenrother, 2008).

VanB tipi diren¢: Enterokok kromozomlari {izerinde (intrinsik) bulunan bu direng geni, ayni
zamanda Tn1546 ve Tn5382 transpozonlari arasinda konjugasyonla aktarimla da meydana
gelen ekstrinsik gendir. Hiicre duvari peptidoglikan sentez basamagini ligaz enzimi ile D-ala-
D-ala-lac seklinde modifye eder (Gilmore, 2002; Klare ve dig., 2003). Bu direng tipinde,
vankomisine diren¢ MIK>32-64 ng/ml iken teikoplanine duyarlilk vardir ve sadece

E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda goriilmektedir (Cigekler Tok, 2006).
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VanC tipi direng: Intrinsik diren¢ olup transfer edilemedigi belirlenmistir ve bu direng
tipinde MIK>4-32 pg/ml iken teikoplanine duyarlilik gériiliir. E. casseliflavus, E. flavescens,

E. gallinarum susunda goriilmektedir (Bilgehan, 2000; Giiltekin, 2014).

VanD tipi direng: ilk kez 1991 yilinda E. faecium susunda tanimlanan VanD tipi direnc,
MIK>64-256 ng/ml degeri ile vankomisine, MIK>4-32 pg/ml degeri ile teikoplanine
direnglidir. Intrinsik olarak bulunan bu diren¢ geni diger Enterokok tiirleri arasinda

konjugasyonla transfer edilemez (Basustaoglu, 2004; Sayiner, 2008; Togay ve dig., 2010).

VanE tipi direnc: Ik kez E. faecalis BM4405 susunda tanimlanmis olup MiK=16 pg/ml
degeri ile vankomisine direng gdsterirken, MIK=0.5 pg/ml degeri ile teikoplanine duyarlidir.
Intrinsik oldugu belirlenen bu diren¢ geni, ligaz enzimi ile hiicre duvar1 sentezinin
peptidoglikan basamagini D-ala-D-ala-ser ile sonlanan prekiirsorler ile modifiye etmektedir.
VanE tipi diren¢ geni konjugasyonla diger Enterokok tiirleri arasinda transfer edilemez

(Robert ve Moellering, 2005; Xu, 2000).

VanG tipi direnc: Ilk olarak E. faecalis WCH9 susunda tanimlanmis olup olup MIK=16
ng/ml degeri ile vankomisine direng gosterirken, MiK=0.5 pg/ml degeri ile teikoplanine
duyarhdir. Bu direng geni, diger Enterokok tiirleri arasinda konjugasyonla aktarilamayip nadir

goriilmektedir (Basustaoglu, 2004; Sayiner, 2008; Togay ve dig., 2010).

VanL tipi direng: ilk kez E. faecalis BM4405 susunda tanimlanmis olup MIK=16 pg/ml
degeri ile vankomisine direng gosterirken, MIK=0.5 pg/ml degeri ile teikoplanine duyarlidir.
Intrinsik oldugu belirlenen bu direng geni, ligaz enzimi ile hiicre duvari sentezinin
peptidoglikan basamagini D-ala-D-ala-ser ile sonlanan prekiirsorler ile modifiye etmektedir
(Vergidis ve Falagas, 2008).

VanM tipi direnc: Ilk kez 2010 yilinda E. faecium susunda tanimlanmis olup, hiicre duvari
sentezinin peptidoglikan yapimi asamasimi ligaz enzimi ile D-ala-D-ala-lac prekiirsorii ile
modifiye edip konjugasyonla diger Enterokok tiirleri arasinda aktarimi gergeklestirilebilen bir
direng genidir. VanM tipi direncin sahip oldugu ligaz geni 1032 baz cifti uzunlugunda olup

diger vankomisin direng tipleri ile ortak aminoasitler icermektedir (Gallagher ve dig., 2009).
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Enterokoklarda vankomsin direng tipleri Tablo 2.6’da gosterilmistir (Gilmore, 2002; Fisher ve
Phillips, 2009; Yiiksel, 2012).

Tablo 2.6: Enterokok vankomisin direng tipleri (Gilmore, 2002; Fisher ve Phillips, 2009; Yiiksel,

2012).
. Vankomisin N
Genotip MIK (ug/ml) Konum Oncii
vanA 64-1000 Plazmit ya da kromozom D-ala-D-ala-lac
vanB 4-1000 Plazmit ya da kromozom D-ala-D-ala-lac
vanC 2-32 Kromozom D-ala-D-ala-ser
vanD 64-168 Kromozom D-ala-D-ala-ser
vank 16 Kromozom D-ala-D-ala-ser
vanG <16 Kromozom Bilinmiyor
vanL 16 Bilinmiyor D-ala-D-ala-ser
vanM 16 Bilinmiyor D-ala-D-ala-lac

Enterokoklarda glikopeptit direnci, sadece Enterokok tiirleri i¢i veya tiirler arasinda degil,
farkli cinslerden patojenlere de aktarilabildigi i¢in olduk¢a onemlidir (Coleri ve Cokmiis,

2008).

2.4.7. Kloramfenikole Direnc¢

Enterokoklarda, kloramfenikole direng, asetiltransferaz (CAT) enzimi tarafindan
gerceklesmekte olup bu enzim kloramfenikolde asetillenmeye sebep olarak ribozomlara
baglanmasini engeller. CAT enzimi Enterokoklarda hem kromozomlar {izerinde bulunmakta
olup hem de konjugatif ve konjugatif olmayan plazmitlerle tasinmaktadir. Enterokoklardaki
kloramfenikole diren¢ olusumunu saglayan catypesor geni, Streptokoklarda bulunan plP501
plazmiti tizerindeki kloramfenikol asetiltransferaz direng geni ile aym1 olup E. faecalis ve
E. faecium suslarinda bulundugu belirlenmistir. Bu gen, Enterokoklar disinda Streptokoklar
ve Stafilokoklarda da bulundugu i¢in catypse1 direng geninin horizontal transfer ile aktarildig:
belirlenmistir. Enterokoklar bu diren¢ geninin disinda, Efluks pompasi ile enerji harcanarak
kloramfenikolii hiicre disina atarak direng¢ gelistirmislerdir (Gilmore, 2002; Wax ve dig.,

2008).

2.4.8. Makrolidlere Direnc

Enterokoklarda makrolidlere direng, kromozomlarda ger¢eklesen nokta mutasyonlari, 23S
rRNA metilasyonu ile protein sentezi blokasyonu sonucu makrolidlerin baglanmasinin

engellenmesi, makrolidlerde bulunan lakton halkasinin hidrolizi ve makrolidlerin Efluks
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pompast ile hiicreden atilmasi olmak iizere 4 diren¢ mekanizmasi sayesinde meydana
gelmektedir. Makrolid diren¢ geni olan ermB, kromozomlarda bulunmakla birlikte Tn917
transpozonu ile transfer edilebilmekte ve horizontal gen transferi ile de yayilabilmektedir
(Wegener ve dig., 1999; Wax ve dig., 2008).

2.4.9. Tetrasiklinlere Direnc

Enterokoklar tetrasiklinlere direng, antibiyotik metilasyonu ile ribozomlara baglanmasinin
engellenmesi (tetM, tetO ve tetS genleri ile) ve enerji bagimli Efluks pompasi sayesinde
antibiyotigin hiicre disina atilmasiyla (tetK ve tetL genleri ile) gerceklesmektedir. Bunlarin
disinda tetU geni son yillarda kesfedilmis olup mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Enterokoklarda yaygin olarak bulunan tetM geni kromozomlar iizerinde yerlestigi ya da
Tn916 konjugatif transpozonu ile tagindigi belirlenmistir (Aarestrup ve dig., 2000; Huys ve
dig., 2004).

2.4.10. Florokinonlara Direnc

Bakterilerde bulunan DNA giraz ve topoizomeraz IV, florokinonlarla kompleks olusturma
yeteneginde olup DNA’nin replike olmasini engeller ve bakterisidal etki olustururlar.
Florokinonlara direng, GyrA (DNA giraz alt iinitesi) ve ParC (Topoizomeraz IV alt {initesi)
bolgelerinde meydana gelen mutasyonlarla meydana gelebilmektedir. Enterokoklarda
florokinonlara diren¢ yaygin olup, enerji bagimli Efluks pompasiyla (E. faecalis’te EmeA,
EfrAB ve Lsa) da gelisebilmektedir. E. faecalis’te tanimlanmis olan efrAB direng geni
florokinonlara diren¢ gelistirmekten sorumlu olup ayni zamanda, siprofloksasin ve

norfloksasinin MIK degerini dort kart arttirdign saptanmugtir (Wax ve dig., 2008).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYDE KULLANILAN BAKTERILER

Calisma kapsaminda, daha 6nce yapilan bir ¢alismada (Kimiran Erdem ve dig., 2007) deniz
suyundan izole edilen 66 Enterococcus susu kullanilmistir. -80 °C’de saklanan stok
kiiltirlerin canlandirma ve dogrulama islemlerinin yapilmasi i¢in, suslarin Triptik Soy Agar
(TSA) (Merck, Germany) besiyerine ekimleri yapilmis ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 TSA besiyerinde tek diisen koloniler Gram boyama yontemi ve
katalaz testi ile incelenmistir. Gram pozitif kok goriiniimiinde, katalaz testi negatif koloniler
daha sonra Bile Esculin Agar (Oxoid, UK) besiyerine ekilmis ve 37 °C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda Bile Esculin Agar besiyerinde iireyen
ve eskulini hidrolize ederek siyah halo ile ¢evrelenmis koloniler Enterococcus olarak kabul

edilmistir.

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin fenotipik ve genotipik virulans faktorlerinin
incelenmesinde pozitif kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 (American Type
Culture Collection, USA) kullanilmustir.

3.2. ENTEROKOK SUSLARININ API®20 STREP TEST KiTi IiLE
TANIMLANMASI

Deniz suyundan izole edilen Gram pozitif kok, katalaz negatif, Bile Esculin Agar (Oxoid,
UK) besiyerinde siyah halo ile ¢evrelenmis koloni olusturan 66 Enterokok susuna ait tiir
tayini, 20 mikrotiipten olusan AP1¥20 Strep (Biomeriux, France) test sistemi kullamilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). AP1“20 Strep (Biomeriux, France) ticari biyokimyasal test
sisteminde sodyum piruvat hidrolizi (VP), hippurik asit hidrolizi (HP), eskulin hidrolizi
(ESC), aminoasit metabolizmasi (PYRA, o-GAL, B-GUR, B-GAL, PAL, LAP, ADH),
fermentasyon ozellikleri (D-riboz, L-arabinoz, D-mannitol, D-sorbitol, D-laktoz, D-trehaloz,
inulin, D-rafinoz, nisasta hidrolizi, glikojen metabolizmasi) ve strip disinda hemoliz aktivitesi

incelenmistir. Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susu, Mc Farland No. 4 bulaniklik
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serisine gore hazirlanmig ve iretici firmanin talimatlart dogrultusunda striplerdeki
kuyucuklara eklenmistir. Tiim ornekler, 37 °C’de, ilk okuma igin 4 saat inkiibasyona
birakilmis ve gerekli ayiraclar eklendikten sonra ikinci okumanin degerlendirilmesi igin
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda iiretici firmanin talimatlart
dogrultusunda, Enterokok suslarinin biyokimyasal olarak tiir tayini degerlendirmesi

yapilmistir. Pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 susu kullanilmistir.

Sekil 3.1: 20 mikrotiipten olusan API*20 Strep (Biomeriux, France) test sistemi.

3.3. ENTEROKOK SUSLARINDA VIRULANS FAKTORLERININ
FENOTIPIK OLARAK iNCELENMESI

3.3.1. Antibiyotik Duyarhlik/Direnclilik Profillerinin incelenmesi

3.3.1.1. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmast
Deniz suyundan izole edilen Enterokok cinsi bakterilerin antibiyotik duyarlilik/direnglilik
profillerinin incelenmesi amaciyla, Bile Esculin Agar (Oxoid) Besiyerinde siyah renk
olusturan 66 Enterokok susu Nutrient Agar (Oxoid, UK) Besiyerine azaltma yontemi ile
ekilmis ve 37 °C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tek diisen
kolonilerden Mc Farland No. 0.5 bulaniklik serisine gore bakteri siispansiyonlari

hazirlanmstir.

3.3.1.2. Kullanilan Antibiyotikler
Kullanilan antibiyotik disklerine ait bilgiler ve CLSI (Clinical Laboratuary Standards
Institute) verilerine gére Enterokok bakterilerinin antibiyotik direng profili bilgileri Tablo

3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1: CLSI verilerine gore direng profili.

Zon ¢ap1 (mm)
Antibiyotik (ug/ml)

Du Yd Di
Nalidiksik asid; NA(30) >19 14-18 <13
Streptomisin; S(10) >10 - <6
Penisilin; P(10) >15 - <14
Kloramfenikol; C(30) >18 13-17 <12
Vankomisin; VA(10) >17 15-16 <14
Tetrasiklin; TE(30) >19 15-18 <14
Siprofloksasin; CIP(5) >21 16-20 <15
Kanamisin; K(30) >18 15-17 <14
Amikasin; AM(30) >17 15-16 <14
Ampisilin; AM(10) >17 - <16
Eritromisin; E(15) >23 14-22 <13
Gentamisin; CN(10) >15 13-14 <13
Rifampisin; RIF(5) >20 17-19 <16

Du: Duyarli, Yd: Yari-duyarli, Di: Direngli.

3.3.1.3. Antibiyotik Duyarlilik Deneyleri
Enterokok bakterilerinin antibiyotiklere karsi duyarlilik/direnclilik profilleri, Kirby-Bauer
Antibiyotik Disk Difiizyon yontemi ile incelenmis ve Clinical and Laboratory Standards
Institue (CLSI) standartlarina gore belirlenmistir (CLSI, 2016). Bulaniklik serisine gore
ayarlanan orneklerden 100 pl alinarak Mueller Hinton Agar (MHA) (Oxoid, UK) besiyerine
yayma ekim yontemi ile ekim yapilmistir. Petriler, bakteri slispansiyonlarinin besiyerine iyice
niifuz etmesi i¢in 5-10 dakika oda 1sisinda bekletilmis, daha sonra her bir Petri kutusunda 3
adet olacak sekilde antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Tiim Petri kutular1 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda meydana gelen zon ¢aplart milimetrik cetvel
yardimiyla Olgiilerek ortalamalari alinmistir. Ortalama inhibisyon zon ¢aplari CLSI verileri

(Tablo 3.1) dikkate alinarak “duyarli”, “yari-duyarli”, “direngli” olacak sekilde belirlenmistir.

Pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 susu kullanilmig ve tiim deney prosediirii ayni

sekilde uygulanmistir. Deneyler her bir bakteri i¢in 2 tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

3.3.2. Hemoliz Aktivitesinin incelenmesi

Enterokok suslarmm hemoliz aktivitesi, 37 °C’de 18 saat TSA besiyerinde iireyen taze
kiiltiirlerden, %35 oraninda koyun kani igeren Columbia Agar besiyerine ¢izgi ekim yapilarak
incelenmistir. Petri kutular1 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmig, siire sonunda
kolonilerin etrafinda gelisen zonlar gozlemlenmistir. Inkiibasyondan sonra, kolonilerin
etrafinda, parlak-yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik, berrak zon olusturanlar

B-hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak degerlendirilmistir. Deney, her bir
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bakteri igin 2 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Hemoliz aktivitesinin
degerlendirilmesi igin pozitif kontrol olarak, a- hemolitik aktiviteye sahip Streptococcus
pneumoniae ATCC 6301, B-hemolitik aktiviteye sahip Staphylococcus aureus ATCC 25923
ve y-hemolitik aktiviteye sahip Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanilmistir (Valenzuela
ve dig., 2009).

3.3.3. Jelatinaz Aktivitesinin incelenmesi

Deniz suyundan izole edilerek Bile Esculin Agar Besiyeri’nde iireme aktivitesi dogrulanmig
66 ornegin jelatinaz aktivitesi Dahlén ve dig. (2011)’nin kullandig1 yontem modifiye edilerek
uygulanmistir. Calismada kullanilan suslar Mc Farland No. 1 bulaniklik serisine gore
ayarlanmis ve her bir bakteri slispansiyonundan 100 pl alinarak %4 jelatin igeren Beyin Kalp
Infiizyon Broth (Merck, Germany) besiyeri iceren tiiplere ekilmis ve bu tiipler 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tiiplerde sivilasma olup olmadig
incelenmis ve tiipler +4 °C’e kaldirilarak 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda besiyerinde
stvilasmanin - devam  ettigi tiiplerdeki reaksiyon, jelatinaz aktivitesi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Besiyerinde sivilagma meydana gelmeyen tiipler ise jelatinaz reaksiyonu
negatif olarak kabul edilmistir. Jelatinaz aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in pozitif kontrol

olarak E. faecalis ATCC 29212 susu kullanilmastir.

3.3.4. Kazeinaz Aktivitesinin incelenmesi

Kazeinaz aktivitesi testi i¢in, deniz suyundan izole edilerek Bile Esculin Agar Besiyeri’nde
siyah halo ile g¢evrelenmis ve tireme aktivitesi dogrulanmis 6rnekler, Mc Farland No. 1
bulaniklik serisine gére ayarlanmis ve her bir bakteri slispansiyonundan 10 pl alinarak, %3
Skim-milk Powder igeren Mueller Hinton Agar (Oxoid, UK) besiyerlerine ¢izgi ekim yontemi
ile ekilmistir. Tiim Petri kutular1 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda, MHA Besiyerinde kolonilerin etrafindaki seffaf zonlarmm varhigi kazeinaz
aktivitesi pozitif, herhangi bir zon olmayan 6rnekler ise kazeinaz aktivitesi negatif olarak
degerlendirilmistir. Kontrol suslar1 olarak kazeinaz aktivitesi gosteren Bacillus subtilis ve

kazeinaz aktivitesi géstermeyen Escherichia coli bakterileri kullanilmistir (Kazanas, 1967).

3.3.5. Biyofilm Olusturma Kapasitesinin incelenmesi

Deniz suyundan izole edilen Enterokok cinsi bakterilerin biyofilm olusturma kapasitelerinin

degerlendirilmesi amaciyla, Triptik Soy Agar (TSA) (Merck, Germany) besiyerine ekim
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yapilmis ve drnekler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
besiyerinde iireyen kolonilerden alinarak Triptik Soy Broth (TSB) (Merck, Germany)
besiyerinde, Mc Farland 0.5 no’lu bulaniklik serisine gore bakteri siispansiyonlari
hazirlanmistir. Elde edilen bakteri slispansiyonlarindan 100’er pl alinarak steril sartlar altinda,
96 kuyucuklu, diiz tabanli, steril polistren mikropleytlere inokule edilmistir. Mikropleytler
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda her bir kuyucuk, 100 ul PBS ile
2’ser kez yikandiktan sonra ylizeye tutunmayan bakterilerin ortamdan uzaklastirilmasi
saglanmistir. Her bir kuyucuga %]1’lik kristal viyole boyasi eklenmis ve 15 dakika
beklenmistir. Siire sonunda Kkuyucuklara tutunan bakteriler kristal viyole boyasi ile
boyanirken, bakteri Ornegi icermeyen mikropleyt yiizeyi boyanmadan kalmaktadir.
Kuyucuklardaki fazla kristal viyole boyasindan arindirmak i¢in her bir kuyucuk, steril gesme
suyu ile 3 kez yikanmistir. Mikropleytler 37 °C’lik etiivde 30 dakika boyunca kurumaya
birakilmigtir. Siire sonunda, her bir kuyucuga % 95°lik etanolden 200 ul eklenmis ve
hiicrelerin i¢indeki boyanin ¢oziinmesi saglanmistir. Mikropleytlerde ¢oziinmiis halde
bulunan Etil Alkol-Kristal Viyole boyasi ¢6zeltisi ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) okuyucusunda (Thermo Scientific) 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri
Ol¢tilmiistiir (Sekil 3.3) (Friedman ve Kolter, 2004).

Deney, her bir bakteri i¢in 2 tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmistir. Biyofilm olusturma
kapasitesinin degerlendirilmesi igin pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212, negatif
kontrol olarak ise steril ¢cesme suyu kullanilmistir. Enterokok suslarinin biyofilm olusturma
kapasitesinin degerlendirilmesinde Stepanovic ve dig. (2000) tarafindan tanimlanan asagidaki

kriterler esas alinmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Enterokok suslariin biyofilm olusturma kapasitelerinin degerlendirilmesi.

Biyofilm Olusturma Kapasitesi Absorbans Araligi
Tutunmanin olmadig1 OD<0OD,

Zayif tutunma kapasitesi OD<0D<2x OD,
Orta kuvvette tutunma kapasitesi 2x OD,<OD<4x OD,
Kuvvetli tutunma kapasitesi 4x OD.<0OD

OD: Optik dansite.

Tablo 3.2°de belirtilen degerlerden OD, degeri, 540 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbans
degerlerinin ortalamalari ile standart sapma degerlerinin toplanmasi sonucu elde edilen degeri
gosterirken, OD ise Enterokok bakterilerini iceren kuyucuklardan elde edilen boyanin

absorbans degerini belirtmektedir (Stepanovic ve dig., 2000).
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3.3.6. Serum Duyarhliklarmin Incelenmesi

3.3.6.1. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi
Insan serumunun, Enterokok bakterilerine kars1 gosterdigi bakterisidal etkinin test edilmesi
icin, TSA besiyerinde lireyen 24 saatlik taze kiiltiirlerden Mc Farland 0.5 no’lu bulaniklik
serisine gore siispansiyonlar hazirlanmistir. Her bir bakteri stispansiyonundan 100 pl alinarak
Beyin Kalp Infiizyon Agar (Merck, Germany) besiyerine inokule edilmis ve 37 °C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir &rnek, 5 ml Triptik Soy Broth
(TSB) (Merck, Germany) besiyeri igerisinde 10° h/ml olacak sekilde siispanse edilmistir.
Ornekler, 1500 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iistte kalan siipernatant dokiilmiistiir.
Altta kalan pelet, tekrar 5 ml PBS icerisinde 10> h/ml olacak sekilde tekrar siispanse edilmis

ve 600 nm’de absorbans degerleri Sl¢iilmiistiir (Joiner ve dig., 1986).

3.3.6.2. Insan Serumunun Hazirlanmasi
Antibiyotik kullanmayan saglikli bireylerden alinan kan santrifiij tiiplerine bosaltilmis ve
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siire sonunda ayrilan serum ornekleri, steril sartlar
altinda 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplerine esit miktarlarda paylastirilarak kullanima hazir hale

gelmistir.

3.3.6.3. Serum Duyarlilik Deneyleri
Hazirlanan 100 pl bakteri siispansiyonu ve 100 pl serum 96 kuyucuklu mikropleytlere
eklenmistir. Tiim mikropleytler 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Her bir 6rnek igin, 0, 60,
120 ve 180. dakikada mikropleyt kuyucuklarindan 50 ul alinarak Nutrient Agar (Oxoid, UK)
besiyerine yayma ekim yontemiyle ekilmistir. Tiim Petri kutular1 37 °C’de 24 inkiibasyona

birakilmustir.

Serum direnci aktivitesinin degerlendirilmesinde, pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC
29212 susu kullanilmis ve negatif kontrol olarak serum igermeyen bakteri siispansiyonlari
kullanilmistir. Deney, her bir bakteri i¢in 2 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda Nutrient Agar (Oxoid, UK) besiyerinde gelisen koloniler sayilarak
bakterilerin serum duyarliliklar1 incelenmis ve 180. dakika sonrasinda, besiyerinde lireyen
koloni sayis1 0. saate gore %1 ve alti oraninda azalmigsa seruma duyarl, %90’1n {izerine
cikmigsa seruma direngli, %1-90 arasinda ise seruma yar1 duyarl olarak degerlendirilmistir

(Tablo 3.3) (Benge, 1988).
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Tablo 3.3: Enterokok suslarinin serum duyarliliklarinin degerlendirilmesi.

Serum Direnci Aktivitesi kob/ml (0. saate gore)
Du (kob/ml)-% 1
Yd % 1< (kob/ml) < % 90
Di > % 90

kob: Koloni olusturan birim, Du: Seruma duyarli, Yd: Seruma yari-duyarli,
Di: Seruma direngli.

3.3.7. Hemagliitinasyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Deniz suyu orneklerinden izole edilen Enterokok suslarmin hemagliitinasyon aktivitelerini
belirlemek amaciyla Davis ve dig. (1982) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek
kullanmilmistir. Deniz suyundan izole edilen ve Bile Esculin Agar Besiyerinde Kkoloni
morfolojisi dogrulanan 6rnekler, McFarland No. 0.5 bulaniklik serisine gore hazirlanmistir.
Bulaniklik serisine gore hazirlanan Enterokok suslarindan 100 pl alinarak 10 ml Todd Hewitt
Broth (THB) (Sigma, US) besiyeri igersine inokule edilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler 0.25 mg/10 ml tripsin ile 37 °C’de 1 saat
muamele edilmistir. Hemaglutinasyon testi igin, 100 pl %3’lik insan eritrositi ile 100 pl
tripsin-muamelesi yapilmis Enterokok suslari, steril bir lam {izerinde 10 dakika dairesel
hareketlerle ¢alkalanarak karigmasi saglanmigtir. Hemagliitinasyon aktivitesi, lam {izerindeki
karisimin 2 dk igerisinde insan kani alyuvarlarinda ¢okelme olusturmasi kuvvetli (++++), ilk
10 dk igerisinde ¢Okelme olusturmasi orta kuvvette (+++), 10 dk sonunda ¢okelme
olusturmasi zayif (++) ve 10 dk sonunda x4 biiylitmede tespit edilebilen ¢okelme ise ¢ok zayif

hemagliitinasyon aktivitesi (+) olarak degerlendirilmistir (Giilhan ve dig., 2005).

3.3.8. Enterokok Suslarimin Bakteriyosin Uretimi Aktivitesinin incelenmesi

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun bakteriyosin iretimi aktivitesinin
incelenmesinde, Agar-Sandvi¢ yontemi (Mary-Harting ve dig., 1972) modifiye edilerek
kullanilmistir. Indikatér olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia coli
ATCC 25922 standart bakterileri kullanilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle, Enterokok suslart TSA
Besiyerine ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik taze Enterokok
kiiltiirlerinden Mc Farland No.1’e gore bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan her
bir 6rnekten 1 pl alinarak M17 Agar Besiyeri plaklarinin iizerine 3 nokta ekim yapilmis ve
tiim Petri kutular1 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Indikator bakteriler, Nutrient
Agar (Oxoid, UK) besiyerine ekildikten sonra 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda besiyerinde tireyen, indikator bakteri kolonilerden alinarak Mc Farland No.1’e

gore bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmis ve igersinde %0.8 Agar bulunan 10 ml’lik BHI Broth
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tiiplerine %1°lik olacak sekilde ekim yapilmistir. Boylece indikator bakterilerinin bulundugu
BHI yumusak agar hazirlanmistir. Indikatdr bakterileri igeren bu karisim 37 °C’de 16 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra, Enterokok bakterilerinin bulundugu M17 Agar plaklarinin
tizerine dokiilmistiir. Enterokok suslari ve indikator bakterileri iceren tiim Petri kutulari,
37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, Enterokok suslarmin indikator
bakteriler Tlizerinde olusturdugu antimikrobiyal aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla
besiyerinde olusan zon ¢aplar1 dlgiilmiis ve 2 mm’den daha biiyiikk zon ¢ap1 olusturanlar
bakteriyosin iiretim etkinligi agisindan pozitif olarak kabul edilmistir (Xiraphi ve dig, 2008)
(Sekil 3.2).

\ . . [ndikater hakreriler
(] rnad e adilen £5 ad # ] - - Ly . -
o lm adet Enterskek 8 (o iylococcur awrens ATCC 23923 ve Escherichia cali ATCC 25922)

TSA Besivenine yayma ekim o T B
Mummient Agar besiverine yayma elim

37 °C de 24 saar inkibasyen

l 37*Cde 14 saat inkiibasyom
Me Farland Mo, 1 bakten saspansiyvenlan I
l Yamuzak Apara %61'lik ekim

(2808 Agar buduzan 10 ml'Ek BHI Bresk tiplen)

l

3790 de 24 saar libasyen 37073 24 saat inboilbasyon

./

indikatsr bakterilerin bulundufu BHI vumusak Agar,

1l M17 Agar besiyerine 3 nokra elim

Enterokek cinsi baktenlenn bulundugu M17 Agar besiven fizenine dokilir.

37 5C de 24 saat inkithasven

|

Inhibisvon zon gaps Tmm== [bakterivosin wretimi (+]

Sekil 3.2: Enterokok cinsi bakterilerin bakteriyosin tiretim aktivite semasi.
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3.4. ENTEROKOK SUSLARINDA VIRULANS FAKTORLERININ
GENOTIPiK OLARAK INCELENMESI

3.4.1. Kromozomal DNA izolasyonu

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin kromozomal DNA izolasyonu IDPURE™

Universal Spin Column Genomic DNA Mini Kit (IDLabs™, Canada) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bunun igin, Gram pozitif kok, katalaz negatif, Bile Esculin Agar
Besiyerinde koloni morfolojisi dogrulanmis ve API1¥20 Strep Kiti ile tiir tayini yapilmis 66
Enterokok susu Nutrient Agar (Oxoid, UK) besiyerine ekilmis ve 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, ticari firmanin talimatlart dogrultusunda her bir
ornek, steril sartlar altinda 2x10° h/ml yogunlukta olacak sekilde 2 ml’lik steril Eppendorf
tiiplere yerlestirilmis ve 10000 g’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Siire sonunda siipernatant
atilmis ve her bir Eppendorf tiiptine 180 ul Lizozim soliisyonu eklenmistir. Tiim 6rnekler
37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda her bir Eppendorf tiipii, salinim
hareketiyle karistirilmis ve RNA igermeyen 6rnek eldesi i¢in 20 pul RNase A (10 mg/ml)
eklenmistir. Tiim 6rnekler, oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
her bir Eppendorf tiipiine, kit i¢eriginde bulunan 200 pl CL Buffer ve 20 pl Proteinaz K
eklenerek salinim hareketiyle homojenize edilmis ve 56 °C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda tim Eppendorf tiiplerine 200 pl %96’lik etanol eklenmistir.
Eppendorf tiipleri igerisindeki karisim, Spin Column yerlestirilmis 2 ml’lik toplama tiipiine
alinmistir. Tiim 6rnekler, 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve toplama tiipiinde biriken
stv1 atilmistir. Spin Column igerisine, kit igeriginde bulunan 500 ul CW1 soliisyonu eklenmis
ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Siire sonunda, toplama tiiplinde biriken siv1
atilmistir. Her bir 6rnek iizerine 500 ul CW2 soliisyonu eklenmis ve 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Stire sonunda, Spin Column yerlestirilmis toplama tiipii, hicbir madde
eklenmeksizin 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmis ve toplama tiipiinde biriken sivi
atilmistir. Her bir Ornege ait Spin Column, steril 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Spin Column membrani, igerigindeki etanoliin uzaklagsmasi i¢in oda
sicakliginda 2-3 dakika bekletilmistir. Son asama olarak, Spin Column membraninin tam orta
noktasina, kit igeriginde bulunan ve énceden 60 °C sicaklikta bekletilmis CE Buffer’dan 75 pl
eklenmis ve tiim 6rnekler oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilmigtir. 12000 rpm’de

2 dakika santrifiij edilmistir. Bu sekilde deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarina ait
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kromozomal DNA o&rnekleri, farkli virulans gen bdlgelerini belirlemede kullanilacak olan

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi uygulanincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.4.1.1. Kromozomal DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi Ile Goriintiilenmesi
Saflagtirilmis DNA 6rneklerinin miktari nicel olarak temiz semikuvarz kiivetler icinde 260 nm
ve 280 nm dalga boyunda Nanodrop cihazinda (Thermo Scientific) absorbanslar1 6lgiilerek

kaydedilmistir.

-20 °C’de saklanan Enterokok susuna ait kromozomal DNA o6rneklerinin nitel olarak analizi
yatay agaroz jel elektroforezi (Cleaver Scientific) ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Bunun
icin Oncelikle %]1°lik agaroz hazirlanmigtir. 250 ml Balon Joje igine 1.7 g agaroz tartilarak
eklenmis ve lizerine, 6nceden hazirlanan steril 1XTAE’den 170 ml eklenerek mikrodalgada
agarozun kaynamamasina dikkat edilerek erimesi saglanmistir. Mikrodalgada eridikten ve
homojenize olduktan sonra seffaf bir hale gelen agaroz ve 1XTAE karisimi igine DNA
bantlarmin goriintiilenmesi amaciyla 2.5 pl GelRed (Niikleikasit jel boyasi, Biotium), nitril
eldiven kullanilarak eklenmis ve iyice karistirilmistir. Daha sonra karisim, taraklarin
yerlestirildigi ve kenarlarina kaucuk yapilar gegirilmis olan 40 kuyucuklu agaroz tankina
dokiilerek, agaroz jelin donmasi i¢in yaklasik 15 dakika beklenmistir. Jel donduktan sonra, jel
tankindaki kauguk ve taraklarindan ayrilarak igerisinde yaklasik 500 ml 1XTAE bulunan
elektroforez tankina dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir. Agarozun iizerini oOrtecek kadar

1XTAE ilave edilmistir.

Sekil 3.3: Calismada kullanilan yatay agaroz jel elektroforezi (Cleaver, Scientific).
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Kesilen ince bir parafilm lizerinde yatay agaroz jel elektroforez tankina yiiklenecek olan
ornekler (1/10 oraninda ultra saf su ile sulandirilmis 9ul DNA Marker [1 kb plus DNA
Marker (Thermo Scientific™, Generuler)/ 100 bp DNA Marker (Biomatik, Canada)/ 50 bp
DNA Marker (Sigma, US)] (Sekil 3.4) + 1 ul 6x Loading Dye (Biomatik, Canada) karigimi,
5 ul Enterokok kromozomal DNA) kuyucuklara dikkatlice yiiklenmistir. Calismada kullanilan

markerlar Sekil 3.4’te gosterilmistir.

bpng/@.Spmg %

20000 200 40
:j 10000 200 40
_— gl))f.' 200 40

P

1% Tepidsion™ LE GO Agurcse (ERO4M)

Sekil 3.4: Calismada kullanilan DNA Markerlar. A: 50 bp DNA Ladder (Sigma), B: 100 bp DNA
Ladder (Biomatik), C: 1 kb plus DNA Ladder (Thermo Scientific™, Generuler).

Her bir agaroz jel tankinda, pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 susuna ait
kromozomal DNA, negatif kontrol olarak ise steril distile su kullanilmistir. Elektroforez
tankinin kapagi dikkatlice kapatilarak elektrot yerlesimi siyah — ugtan, kirmizi + uca dogru
olmak iizere, her bir 6rnek 110 V’da 60 dakika karanlik ortamda yiirtitiilmistiir. Elektroforez
tankinda kabarciklarin gozlemlenmesi, elektrotlardan akimin iletilebildiginin gostergesi
olarak kabul edilmistir. Siire sonunda sistem kapatilarak, agaroz jel, jel tankindan alinmus,
vakit kaybetmeden DNA bantlari, kamerali jel goriintiileme sistemi (Daihan, Wisedoc) ile

gozlemlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: Calismada kullanilan kamerali jel goriintiileme sistemi (Daihan, Wisedoc).
3.4.2. Plazmit DNA izolasyonu

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susuna ait plazmit izolasyonu, SpinKlean Plasmid
DNA Miniprep Kit (Biomatik, Canada) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in, Gram
pozitif kok, katalaz negatif, Bile Esculin Agar Besiyerinde koloni morfolojisi dogrulanmis ve
API1%20 Strep kiti ile identifikasyonu yapilmis 66 Enterokok susu Nutrient Agar (Oxoid, UK)
besiyerine yayma ekim ydntemiyle ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda besiyerinde tireyen kolonilerden Mc Farland No.l’e gore bakteri
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Belirtilen yogunluktaki bakteri drneklerinden 2 ml alinarak
10000 g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siire sonunda Eppendorf tiipiinde kalan siipernatant
atilmistir. Geriye kalan pellet iizerine, kit i¢erigindeki Resiispansiyon Soliisyonu’ndan 250 pl
eklenmis ve vortekslenerek siispanse edilmistir. Siispansiyon, steril sartlar altinda 1.5 ml’lik
Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve sonrasinda iizerine kit igeriginde bulunan Lizis
Soliisyonu’ndan 250 pl eklenmistir. Karisim, soliisyonun rengi agilana ve viskosite goriilene
dek 4-6 kez karistirilmistir; fakat kromozomal DNA ’nin karigmamasi i¢in vortekslenmemistir.
Tiim ornekler tizerine, kit igeriginde bulunan Noétralizasyon Soliiyonu’ndan 350 pl eklenmis
ve 4-6 kez salinim hareketiyle karistirilmistir. Karisim 14000 g’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siire sonunda siipernatant, kit igerigindeki Spin Column’a bosaltilmis ve beyaz
¢okeltiden 6rnek alinmasindan kagimilmistir. Karisim 14000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Siire sonunda toplama tiiptinde kalan sivi kisim atilmis ve kit igeriginde bulunan Yikama
Soliisyonu PB’den 500 ul eklenmistir. Tiim o6rnekler, 14000 g’de 30-60 saniye santrifiij

edilmis ve toplama tiipiinde biriken silipernatant atilmistir. Spin Column’a, kit iceriginde
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bulunan Yikama Soliisyonu W’den 500 ul eklenmis, tiim 6rnekler 14000 g’de 30-60 saniye
tekrar santrifiij edilerek toplama tiipiinde biriken siipernatant atilmis ve bu islem bir kez daha
tekrarlanmigtir. Tim bu iglemler sonucunda Spin Column, 1.5 ml’lik Eppendorf tiipiine
yerlestirilmis ve Spin Column membraninin tam orta noktasina, kit iceriginde bulunan ve
onceden 60 °C sicaklikta bekletilmis Elution Buffer’dan 40 pl eklenmistir. Tiim drnekler, oda
sicakliginda 2 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 14.000 g’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Enterokok suslarina ait plazmit Ornekleri, incelemede kullanilincaya kadar -20 °C’de

bekletilmistir.

3.4.2.1. Plazmit DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi Ile Goriintiilenmesi
SpinKlean Plasmid DNA Miniprep Kit (Biomatik, Canada) kullanilarak izolasyonu
gerceklestirilen Enterokok suslarina ait plazmit DNA bant biiytikliiklerini gézlemlemek i¢in
yatay agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Kesilen ince bir parafilm {izerinde yatay agaroz
jel elektroforezi tankina yiiklenecek 6rnekler [(1/10 oraninda ultra saf su ile sulandirilmis 9pul
A DNA Marker (ThermoScientific™, Generuler) + 1 pl 6x Loading Dye (Biomatik, Canada)
karisimi, 5 pl Enterokok plazmit DNA)] kuyucuklara dikkatlice yiiklenmistir. Her bir agaroz
jel tankinda, pozitif kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 standart susu, negatif
kontrol olarak ise ultra saf su kullanilmistir. Elektroforez tankinin kapagi dikkatlice
kapatilarak elektrot yerlesimi siyah — ugtan, kirmizi + uca dogru olmak {izere, her bir 6rnek

110 V’°da 60 dakika karanlik ortamda yiiriitiilmiistiir.

3.4.2.2. Plazmit Profil Biiyiikliiklerinin Belirlenmesi

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarina ait plazmit DNA biiytikliiklerinin
belirlenmesinde, molekiiler biiyiikliikleri bilinen £ DNA Markerlarin (ThermoScientiﬁcTM,
Generuler) yatay agaroz jel elektroforezindeki hareketlilikleri ile belirtilen suslara ait plazmit
DNA biiytikliiklerinin logaritmalar1 arasindaki iliskiden faydalanilmistir (Macrina ve dig.,
1978; Southern, 1979; Schafer ve Sederof, 1981; Yiiksel, 2012). Marker olarak kullanilan £
DNA yapisinin yatay agaroz jel ilizerindeki gd¢ hareketlerinin UV transliiminatorde
goriintlileri alinarak, standart biiyiikliiklerinin logaritmasina bagli kalinarak egrileri
cikartilmistir. Asagida belirtilen formiil temel alinarak, her bir 6rnek i¢in korelasyon katsayisi
ve egrinin egimi belirlenerek Enterokok suslarindan izole edilen plazmit DNA’larinin
biiyiikliikleri saptanmaya calisilmistir (Campbell, 1974; Elder ve Southern 1983; Elder ve
dig., 1983; Yiiksel, 2012).
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PRV E-(G.O
Egrinin Egimi (I) = m
E—-(G.C)

Korelasyon katsayisi (J) =

VD — (H.0)].[B— (G.A)]
Molekiiler Biiyiiklik(W) = Antilog;,[l. (0 — G) + H]
X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel iizerindeki go¢ araligi (mm)

Y = Marker DNA molekiillerinin biiyiikligi (kb)

A=Xy+Xo+ X3+ o, + Xn
B=X2+ Xo% + X2+ oo, + X2

C=log10Y1 +100910Y2 +10910Y3 + cecveiveienne +log10Yn

D = (10g10Y1)® + (10910Y2)* + (10910Y3)* + wevvvrvvrrrrrrans +( 10g120Yn)?

E = X1 (log1oY1)+X2 (10g10Y2) + X3 (10g10Y3 )t ooevevviininee. +Xn (10g10Y0)

G = Ortalama X = A/N
H = Ortalama Y = C/N

a = Molekiiler biiytikliigii bilinmeyen plazmitin jel tizerindeki gocii (mm) (Yiiksel, 2012).



48

3.4.3. Virulans Faktorlerinin Genotipik Olarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) Yontemi ile Incelenmesi

Deniz suyundan izole edilen ve kromozomal ve plazmit DNA izolasyonu yapilan 66
Enterokok susunda antibiyotik diren¢ genlerini ve virulans genlerini tespit etmek i¢in PZR

yontemi uygulanmastir.

3.4.3.1. Antibiyotik Diren¢ ve Virulans Genlerini Tespit Etmek igin Kullanilan
Primerler
IDPURE™ Universal Spin Column Genomic DNA Mini Kit (IDLabs™, Canada) ile
kromozomal ve plazmit DNA izolasyonu yapilmis tiim Enterokok suslarinin antibiyotik
diren¢ genlerinin (vanA, vanB, ant(6)-1a, acc(6’)-aph(2”’), aphA-3, rpoB1, rpoB2, bla(Z), ermB,
catplP, tetM ve tetL) ve virulans genlerinin (ace, gelE, agg, esp, fsr, cylM, cylB, cylA, efaAfs,
efaAfm, cpd, cob, ccf ve hyln) incelenmesi i¢in klasik PZR yontemi uygulanmistir. PZR
yonteminde antibiyotik diren¢ ve virulans genlerini tespit etmek i¢in kullanilan primerler

Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te gosterilmistir.



Tablo 3.4: Enterokok suslarinda antibiyotik diren¢ genlerini tespit etmek i¢in kullanilan primerler.

Antibiyotik Diren¢ Primer Dizisi Bant Biiyiikliigii (bp) Antibiyotik Adi Referans
Geni
vanA (F) 5> GGGAAAACGACAATTGC 3’ 732 Vankomisin Poeta ve dig., 2005
(R) 3 GTACAATGCGGCCGTTA 5°
(F) 5> ATGGGAAGCCGATAGTC 3’ - Mcgregor ve Young,
vanB (R) 3 GATTTCGTTCCTCGACC 5° 635 Vankomisin 2000
ant(6)-la (F) 5 ACTGGCTTAATCAATTTGGG 3’ 577 Streptomisin Poeta ve dig., 2005
(R) 3> GCCTTTCCGCCACCTCACCG 5°
ace(6”)-aph(2”) (F) 5> CCAAGAGCAATAAGGGCATACC 3’ 675 Gentamisin Kobayashi ve dig., 2001
(R) 3> ACCCTCAAAAACTGTTGTTGC 5’
aphA-3 (F) 5 GCCGATGTGGATTGCGAAAA 3° 292 Kanamisin Braak ve dig., 1999
(R) 3 GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 5’
rpoB1 (F) 5 GTCCGTTTCGGCTTTAATATA 3’ 1000 Rifampisin Enne ve dig., 2004
(R) 3 AAGAAACGAGCATTCAGCAA 5
rpoB2 (F) 5 CGCAAGCGACTCAAGAACAG ¥’ 1000 Rifampisin Enne ve dig., 2004
(R) 3 GAGCAAATGTTCCATCTTCA 5°
bla(Z) (F) 5> TACAACTGTAATATCGGAGGG 3’ 278 Ampisilin Stovcik ve dig., 2008
(R) 3’ CAATAGGTTCAGATTGGCCC 5’
ermB (F) 5> CATTTAACGACGAAACTGGC 3’ 422 Eritromisin Aarestrup ve dig., 2000
(R) 3> GGAACATCTGTGGTATGGCG 5’
catplP (F) 5 GGATATGAAATTTATCCCTC 3’ 486 Kloramfenikol Aarestrup ve dig., 2000
(R) 3> CAATCATCTACCCTATGAAT 5’
tetM (F) 5 GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 3’ 657 Tetrasiklin Aarestrup ve dig., 2000
(R) 3 CTAAGATATGGCTCTAACAA 5’
tetL (F) 5 CATTTGGTCTTATTGGATCG 3’ 475 Tetrasiklin Aarestrup ve dig., 2000

(R) 3 ATTACACTTCCGATTTCGG 5°

(F): Forward primer, (R): Reverse primer.

6v



Tablo 3.5: Enterokok suslarinda virulans genlerini tespit etmek i¢in kullanilan primerler.

Virulans Bant Referans
Geni Primer Dizisi Biiyiikliigii Gorevi
(bp)
ucre dis1 matriks annu ve dig.,
ace (F) 5> AAAGTAGAATTAGATCCACAC 3’ 320 H d ik M dig., 2003
(R) 3° TCTATCACATTCGGTTGCG 5’ proteinlerine baglanma
gel E (F) 5> AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 3’ 402 Jelatinaz Mannu ve dig., 2003
(R) 3 CTTCATTATTTACACGTTTG 5’
agg (F) 5> AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 3’ 1553 Adresasvon faktori Eaton ve Gasson, 2001
(R) 3> AAACGGCAAGACAAGTAAATA 5’ gregasy “
esp (F) 5> TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 3’ 955 Yiizey proteini Eaton ve Gasson, 2001
(R) 3> GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 5°
fsr (F) 5 AACCAGAATCGACCAATGAAT 3° 2268 Jﬁ)'f;;r;‘j‘rzl :’f‘; 52221 Pillai ve dig., 2002
(R) 3 GCCCCTCATAACTCAATACC 5° p diizenler
ovIM (F) 5 CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 3’ 742 Sitolizin Eaton ve Gasson, 2001
y (R) 3 TGAGTTGGTCTGATTACATTT 5’
ovIB (F) 5 ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 3’ 843 Sitolizin Eaton ve Gasson, 2001
y (R) 3 AATAAACTCTTCTTTTCCAAC 5’
ovIA (F) 5> TGGATGATAGTGATAGGAAGT 3’ 517 sitolizin Eaton ve Gasson, 2001
y (R) 3’ TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 5°
.faecalis adezyon aton ve Gasson,
efaAfs (F) 5> GACAGACCCTCACGAATA 3’ 705 E.f lis ad Eat G 2001
(R) 3’ AGTTCATCATGCTGTAGTA 5° proteini
efaAfm (F) 5> AACAGATCCGCATGAATA 3’ 735 Enterokok adezyon Eaton ve Gasson, 2001
(R) 3 CATTTCATCATCTGATAGTA 5’ proteini
eks feromonu aton ve Gasson,
cpd (F) 5 TGTTGGGTTATTTTTCAATTC 3’ 782 Seks f E G 2001
(R) 3’ TACGGCTCTGGCTTACTA 5’
cob (F) 5> AACATTCAGCAAACAAAGC 3’ 1405 Seks feromonu Eaton ve Gasson, 2001
(R) 3’ TTGTCATAAAGAGTGGTCAT 5’
ccf (F) 5 GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 3’ 543 Seks feromonu Eaton ve Gasson, 2001

(R) 3’ AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT 5’

(F): Forward primer, (R): Reverse primer.

05
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3.4.3.2. PZR Yontemi
Enterokok bakterilerinde antibiyotik diren¢ ve virulans genlerini tespit etmek i¢in kullanilan

PZR yonteminde hazirlanan karigima ait bilgiler Tablo 3.6’da belirtilmistir.

Tablo 3.6: Enterokok suslarinda antibiyotik diren¢ ve virulans genlerini tespit etmek igin hazirlanan

PZR karigimu.
PZR Yontemi’nde Kullanilan Karisim Hacim
Tag PCR Master Mix (2x, Biomatik) 25 pul
Enterokok DNA Sul
Forward Primer 1l (10 pM)
Reverse Primer 1 pl (10 uM)
Steril distile su 18 ul

Tablo 3.6’da belirtilen karisim sirasiyla olmak kosuluyla, 0.2 ml’lik PZR tiiplerine
yerlestirilmis ve vakit kaybedilmeden Thermal Cycler (Biorad T100) cihazina
yerlestirilmistir. Tim antibiyotik direng ve virulans genlerinin PZR yontemi ile
belirlenmesinde pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 susu ve negatif kontrol olarak

ultra saf su kullanilmstir.

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin antibiyotik direng ve virulans genlerini

tespit etmek i¢in kullanilan PZR kosullar1 Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de gosterilmistir.



Tablo 3.7: vanA, vanB, ant(6)-la, acc(6’)-aph(2”’), aphA-3, rpoB1, rpoB2, bla(Z), ermB, catplP, tetM ve tetL antibiyotik diren¢ genlerini tespit etmek i¢in
kullanilan PZR kosullari.

Antibiyotik Diren¢ Genleri PZR Kosullari Referans
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’de 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C’de 1 dakika
vanA ve vanB Baglanma Tm °C (54)’de 1 dakika Poeta ve dig., 2005; Mcgregor

Uzama 72 °C’de 1 dakika ve Young, 2000

Son uzama 72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de «©
Baglangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 10 dakika
Denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye
ant(6)-la Baglanma Tm °C (54)’de 30 saniye Poeta ve dig., 2005

Uzama 72 °C’de 30 saniye
Son uzama 72 °C’de 10 dakika

+4 °C’de

Baslangi¢ denatiirasyonu

94 °C’de 5 dakika

Denatiirasyon 94 °C’de 1 dakika
acc(6’)-aph(2”’) Baglanma Tm °C (58)’de 1 dakika Kobayashi ve dig., 2001
Uzama 72 °C’de 2 dakika
Son uzama 72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de «©
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’de 5 dakika
Denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye
aphA-3 Baglanma Tm °C (54.5)’de 30 saniye Braak ve dig., 1999
Uzama 72 °C’de 2 dakika
Son uzama 72 °C’de 10 dakika

+4 °C’de

Baslangi¢ denatiirasyonu

95 °C’de 5 dakika

e e e

Denatiirasyon 95 °C’de 1 dakika

rpoBl ve rpoB2 Baglanma Tm °C (57)’de 1 dakika Enne ve dig., 2004
Uzama 72 °C’de 1 dakika
Son uzama 72 °C’de 10 dakika

+4 °C’de «©

Tm: Baglanma sicakligi.

¢S



Tablo 3.7 (devam): vanA, vanB, ant(6)-la, acc(6’)-aph(2’’), aphA-3,
etmek i¢in kullanilan PZR kosullari.

rpoB1, rpoB2, bla(Z), ermB, catplP, tetM ve tetL antibiyotik direng genlerini tespit

Antibiyotik Diren¢ Genleri

PZR Kosullarn

Referans

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
bla(z) Baglanma
Uzama
Son uzama

94 °C’de 5 dakika
94 °C’de 1 dakika
Tm °C (58)’de 30 saniye
72 °C’de 2 dakika
72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de

35 dongii

Stovcik ve dig., 2008

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
ermB Baglanma
Uzama
Son uzama

93 °C’de 5 dakika
93 °C’de 1 dakika
Tm °C (56)°de 1 dakika
72 °C’de 1 dakika
72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de o

35 dongii

Aarestrup ve dig., 2000

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
catplP Baglanma
Uzama
Son uzama

94 °C’de 5 dakika
94 °C’de 1 dakika
Tm °C (50)’de 1 dakika
72 °C’de 2.5 dakika
72 °C’de 7 dakika
+4 °C’de o

30 dongii

Aarestrup ve dig., 2000

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
tetM ve tetL Baglanma
Uzama
Son uzama

94 °C’de 5 dakika
94 °C’de 1 dakika
Tm °C (53.5)’de 30 saniye
72 °C’de 2 dakika
72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de

30 dongii

Aarestrup ve dig., 2000

Tm: Baglanma sicaklig1.

€9



Tablo 3.8: ace, gelE, efaAfm, efaAfs, esp, agg, cylA, cylM, cylB, cpd, cob, ccf ve fsr virulans genlerini tespit etmek i¢in kullanilan PZR kosullari.

Virulans Genleri

PZR Kosullarn

Referans

ace ve gelE

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama
Son uzama

94 °C’de 5 dakika
94 °C’de 1 dakika
Tm °C’de 1 dakika
72 °C’de 1 dakika
72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de
TMyee: 53 °C; TMgeie: 50 °C

30 dongii

Mannu ve dig., 2003

efaAfm, efaAfs, esp, agg, cylA,

cylM, cylB, cpd, ccf ve cob

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama
Son uzama

TmefaAfm: 49 OC; TmefaAfs: Tmcob: TmcyIB: 50 OC; Tmagg: TmcyIAa TmcyIM: Tmcpd: 52 OC; Tmccf:
54 °C; Tmgg,: 60 °C

94 °C’de 5 dakika
94 °C’de 2 dakika
Tm °C’de 2 dakika
72 °C’de 2 dakika
92 °C’de 15 saniye
Tm °C’de 15 saniye
72 °C’de 15 saniye
72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de

1 dongii

30 dongii

Eaton ve Gasson, 2001

fsr

Baslangi¢ denatiirasyonu
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama
Son uzama

95 °C’de 5 dakika
94 °C’de 30 saniye
Tm °C (55)’de 30 saniye
72 °C’de 2.5 dakika
72 °C’de 10 dakika
+4 °C’de o

30 dongii

Pillai ve dig., 2002

Tm: Baglanma sicaklig1.

vS
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3.4.3.3. Antibiyotik Diren¢ ve Virulans Genlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Ile
Goriintiilenmesi
Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunda, antibiyotik diren¢ gen bolgeleri (vanA,
vanB, ant(6)-1a, acc(6’)-aph(2”’), aphA-3, rpoB1, rpoB2, bla(Z), ermB, catplP, tetM ve tetL) ve
virulans gen bolgeleri (ace, gelE, agg, esp, fsr, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, cob ve
ccf) PZR yontemi ile gogaltilmis ve olusan DNA bantlarini goriintiilemek i¢in Boliim 3.4.2°de
belirtildigi gibi yatay agaroz jel elektoroforezi uygulanmistir. %1°lik agaroz jel hazirlandiktan
sonra 40 kuyucuklu yatay agaroz jel tankina dokiilmiis ve donmasi icin yaklasik 15 dakika
beklenmistir. Kesilen ince bir parafilm {izerinde yatay agaroz jel elektroforez tankindaki
kuyucuklara ornekler [(1/10 oraninda ultra saf su ile sulandirilmis 9ul 50 bp/100 bp DNA
Marker (Biomatik, Canada) + 1 ul 6x Loading Dye (Biomatik, Canada) karigimi, 5 ul
Enterokok antibiyotik diren¢ gen bolgeleri ya da virulans gen bolgelerine ait PZR iirlint + 1
ul 6x Loading Dye (Biomatik, Canada) karisimi] dikkatlice yiiklenmistir. Her bir agaroz jel
tankinda, pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 susunun sahip oldugu antibiyotik
diren¢ gen bolgeleri ya da virulans gen bolgelerine ait PZR iiriinii, negatif kontrol olarak ise
ultra saf su kullanilmigtir. Elektroforez tankinin kapagi dikkatlice kapatilarak elektrot
yerlesimi siyah — ugtan, kirmizi + uca dogru olmak iizere, her bir 6rnek 110 V’da 60 dakika

karanlik ortamda yuriitiilmiistiir.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Calismada kullanilan verilerin analizinde SPSS 22.0 istatistik programi kullanilmistir.
Calismadaki bagimsiz 2 grup degiskenin normal dagilim degerleri Kolmogorov-Smirnov t
Testi ile normal dagilim goéstermeyenlerin ise Mann-Whitney U testi ile incelenmistir.
Calismada incelenen fenotipik ve genotipik deneyler gibi kategorik veriler, Person Chi-Square
ve Fisher’s Exact testleri ile karsilagtirilmistir. Calismada, 66 adet Enterokok susundan sadece
bir E. gallinarum susu oldugu igin istatistiksel analizde degerlendirilme dis1 birakilmistir.
Deneyde incelenen tiim veriler, n (say1) ve yiizde (%) ile gosterilmistir. Verilerin giliven
araligr %95 olup, p<0.05 degeri ise veriler arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermektedir

(Kilig, 2015).
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3.6. CALISMADA KULLANILAN BESIYERLERI VE KIMYASAL
MADDELER

3.6.1. Bile Esculin Agar Besiyeri (Oxoid, UK)

Fekal kontaminasyon kaynagi olan D grubu Streptokok cinsi bakteriler ve 6zellikle Enterokok
cinsi bakterlerin izolasyonunda ve tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Enterokoklar, eskulin
hidrolizi aktivitesine sahip olmakla birlikte safra tuzlarina da direngli olduklarindan diger pek

cok refakat¢i floranin gelisimini baskilamaktadir.

Enterokok cinsi bakteriler, eskulini, dekstroz ve eskuletine hidroliz ederler. Eskuletin ise
besiyeri iceriginde bulunan demir (III) iyonlar1 ile reaksiyona girerek besiyerinin rengini
zeytin yesili-kahverengi-siyaha dondstiiriirler. Diger yandan besiyeri igerigindeki safra tuzu

ve eskulin de, diger pek ¢ok mikroorganizmanin iiremesini engellemektedir (Facklam, 1973).

Bile Esculin besiyeri igerigi;

Pepton 1409

Safra tuzu 1509

Ferrik sitrat 05¢g

Eskulin 109

Agar 14049
pH: 7.1+0.2

Dehidre besiyeri 44.5 g olacak sekilde tartilip {izerine 1000 ml kaynar distile su eklenerek
karistirilmis ve homojenize edilmistir. Karigim, otoklav cihazinda 121 °C'de 1.2 atm basing
altinda 15-30 dakika steril edilmis ve 45°C’ye kadar soguduktan sonra, steril sartlar altinda
disposable Petri kutularina 15'er ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Oda sicakliginda katilasan
besiyeri 37°C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir hale
gelmistir. +4 °C’de 3 haftaya kadar kullanilabilmektedir.
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3.6.2. Beyin Kalp Infiizyon Agar Besiyeri (Merck, Germany)

Mikrobiyolojik analizlerde ozellikle zor {reyen bakteriler igin kullanilan genel kati
besiyeridir. Iceriginde klinik ve Klinik olmayan materyallerden izole edilen bakterilerin
kiiltire edilmesinde kullanilmaktadir. Icerigindeki beyin ve kalp infiizyonu, pepton ve
glikozu, o6zellikle patojen mikroorganizmalarin iiremesinde etkendir. Igerigindeki D(+)
Glukoz ise, fermentatif mikroorganizmalar i¢in karbonhidrat kaynagidir. Besiyeri, disodyum

fosfat ilavesiyle tamponlanarak kullanilmaktadir (Nash ve Krenz, 1991).
Besin katkis1 2759

(beyin ekstrakti, kalp ekstrakti1 ve peptonlar)

D(+) Glukoz 209

NaCl 509

Na,HPO, 259

Agar 1509

Distile su 1000 ml
pH: 7.4 £0.2

Hazirlanan besiyeri, otoklavda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilmistir.
37°C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir hale

gelmistir.

3.6.3. Beyin Kalp Infiizyon Broth Besiyeri (Merck, Germany)

Mikrobiyolojik analizlerde ozellikle zor ftreyen bakteriler i¢in kullanilan genel kati
besiyeridir. Streptococci, Neisseria gibi mikroorganizmalarin {iremesi igin zengin besiyeri

ortamindan olusan genel amacli besiyerlerindendir (Rosenow, 1919).
Besin katkis1 27549
(beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar)

D(+) Glukoz 20¢g
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NaCl 50¢9

Na;HPO,4 259

Distile su 1000 ml
pH: 7.4+ 0.2

Hazirlanan besiyeri, otoklavda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilmistir.

Bir gece sterilizasyon kontroliinden sonra bulaniklik olmayan tiipler ¢calismada kullanilmistir.

3.6.4. 9%0.8’lik Agar Bulunan Beyin Kalp infiizyon Broth Besiyeri

Enterokok suslarinin bakteriyosin aktivitesinin incelenmesinde kullanilmistir.

Beyin Kalp Infiizyon Broth 37.09
Agar 8049
Distile su 1000 ml

Karisim, otoklav cihazinda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilerek

kullanima hazir hale gelmistir.

3.6.5. %4 Jelatin Iceren Beyin Kalp infiizyon Broth Besiyeri

Beyin Kalp Infiizyon Broth 3709
Jelatin 40.0¢g
Distile su 1000 ml

Karigim, 16x160 mm’lik cam deney tiiplerine 10 ml hacimde olacak sekilde dagitilmis ve tiim
tipler, otoklav cihazinda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilerek

kullanima hazir hale gelmistir.

3.6.6. Triptik Soy Agar (TSA) Besiyeri (Merck, Germany)

Su ve gida mikrobiyolojisi drnekleri gibi pek cok cevresel ornekte kullanilmakla birlikte,

zenginlestirilmemis TSA Besiyeri, Enterobacteriaceae, Stafilokoklar, Enterokoklar, fermente
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edici olmayan Gram negatif comaklar, Bacillus cinsi gibi bakterilerin tiretilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (MacFaddin, 1985).

Pepton (kazeinden) 1509

Pepton (soya unu) 509

NaCl 50¢9

Agar 1509

Distile su 1000 ml
pH: 7.3+0.2

Hazirlanan besiyeri, otoklav cihazinda 121 °C’de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril
edilmistir. 37 °C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir

hale gelmistir.

3.6.7. Triptik Soy Broth (TSB) Besiyeri (Merck, Germany)

Inhibitdr veya indikatdr icermeyen, genel amagl kullanilan sivi besiyeridir, Enterokok cinsi

bakterilerin iiretilmesinde de kullanima uygun olarak gériilmektedir (Hawkey ve dig., 1986).

Pepton (kazeinden) 170¢g

Pepton (soya unu) 30¢g

D(+) Glukoz 2590

NaCl 509

K,HPO, 2.5¢

Distile su 1000 ml
pH: 7.3+0.2

Karisim, esit hacimlerde tiiplere dagitildiktan sonra otoklavda 121 °C'de 1.2 atm basing

altinda 15-30 dakika steril edildikten sonra berrak sar1 renkte olan besiyeri kullanima hazir
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hale gelmistir. Bir gece sterilizasyon kontroliinden sonra bulaniklik olmayan tiipler ¢alismada

kullantlmistir.

3.6.8. Nutrient Agar Besiyeri (Oxoid, UK)

Mikroorganizmalarin liremesi i¢in genel kullanima uygun olarak siklikla kullanilan kati

besiyeridir (Lapage ve dig., 1970).

Pepton 1509

Maya 6ziitii 3.0¢

NaCl 6.09

D(+) Glukoz 10g

Agar 12049
pH: 7.4£0.02

Hazirlanan besiyeri, otoklav cihazinda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril
edilmistir. 37°C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir

hale gelmistir.

3.6.9. Mueller-Hinton Agar (MHA) Besiyeri (Oxoid, UK)

Uluslararasi kabul gérmiis standart prosediirlerde antimikrobiyal duyarlilik testinde kullanilan

genel kati1 besiyeridir (Mueller ve Hinton, 1941).

Calismamizda da deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarmin Kirby-Bauer Disk

Difiizyon Yontemi’ne gore antibiyotik duyarliliklarini test etmek amaciyla kullanilmigtir.

Et oziitii 3049
Kazein hidrolizati 1759
Nisasta 15¢
Agar 17.0¢g

Distile su 1000 ml
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pH: 7.3+0.1

Hazirlanan besiyeri, otoklavda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilmistir.
37°C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir hale

gelmistir.

3.6.10. %3 Skim-milk Powder Iceren Mueller Hinton Agar (MHA) Besiyeri

Mueller Hinton Agar 38.0¢g
Skim-milk powder 30.0g
Distile su 1000 ml

Karigim, otoklav cihazinda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilmis ve
45 °C’ye kadar soguduktan sonra, steril sartlar altinda disposable Petri kutularina 15'er ml
olacak sekilde dokiilmiistiir. Oda sicakliginda katilagsan besiyeri 37 °C’de 24 saat bekletilerek
sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir hale gelmistir. Hazirlanan besiyeri,

calismada kazeinaz aktivitesinin test edilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.6.11. %5 Koyun Kanh Columbia Agar Besiyeri (Becton Dickinson, Germany)

Kanli agar, ¢ikolata agar ve ¢esitli secici besiyerlerinin hazirlanmasindan temel olarak
kullanilan besiyeridir. Kanli Columbia Agar besiyeri, 6zellikle klinik 6rneklerden Gram
pozitif bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilan segici bir besiyeridir (Petts, 1984).

Calismamizda %5 koyun kanli Columbia Agar Besiyeri, deniz suyundan izole edilen

Enterokok suslarinin hemoliz aktivitesinin incelenmesinde kullanilmistir.

Kazein 6zii (pankreatik enzim) 120¢g
Peptik 6zii (hayvan dokusundan) 509
Maya ekstrakti 309
Et ekstrakt 309
Misir nisastasi 109

NaCl 50¢9
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Agar 1359

Distile su 1000 ml

Defibrine koyun kani %5
pH: 7.410.02

Karigim, otoklavda 121 °C'de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilmis ve 45°C’ye
kadar soguduktan sonra, steril sartlar altinda %35 oraninda hazirlanan eritrosit eklenmis ve
vakit kaybetmeksizin Petri kutularina yaklasik 15 ml olacak sekilde paylastirilmistir. Oda
sicakliginda katilagsan besiyeri 37°C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra
kullanima hazir hale gelmistir. Besiyeri +4°C’de 7 giin saklanabilmektedir (Petts, 1984).

3.6.12. M17 Agar Besiyeri (Himedia, India)

M17 Agar Besiyeri, laktik asit bakterlerinin, Streptokoklarin ve onlarin bakteriyofajlarinin

tiremesi i¢in kullanilan kat1 besiyeridir (Anderson ve Elliker, 1953).

Peptik 6zii (Hayvan dokusundan) 50¢9
Papaik 6zii (soya kiispesinden) 509
Maya oziitii 259
Et 6ziitl 5009
Askorbik asit 05¢g
Magnezyum siilfat 0259
Laktoz 509
Agar 10.0¢g
Disodyum B-Gliserofosfat 19.0¢g
Distile su 1000 ml

pH: 7.1+0.2
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Karigim, esit hacimlerde tiiplere dagitildiktan sonra otoklavda 121 °C'de 1.2 atm basing
altinda 15-30 dakika steril edilmis ve 45 °C’ye kadar soguduktan sonra, steril sartlar altinda
disposable Petri kutularina 15'er ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Oda sicakliginda katilasan
besiyeri 37 °C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanima hazir hale

gelmistir.

3.6.13. Todd-Hewitt Broth (THB) Besiyeri (Sigma, US)

Todd-Hewitt Broth Besiyeri, A grubu hemolitik Streptokoklarin  ve patojenik

mikroorganizmalarin iiremesinde ve serolojik testlerde kullanilan sivi besiyeridir (Todd ve

Hewitt, 1932).

Sigir eti-kalp inflizyonu 500.0 g
Peptik 6zii (hayvan dokusu) 20.0¢
Dekstroz 209
NaCl 209
Disodyum fosfat 049¢g
Sodyum karbonat 2590
Distile su 1000 ml

Hazirlanan besiyeri, esit hacimlerde tiiplere dagitildiktan sonra otoklavda 121 °C'de 1.2 atm
basing altinda 15-30 dakika steril edilmis ve 37 °C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontroli

yapildiktan sonra kullanima hazir hale gelmistir.

3.6.14. Cahismada Kullanilan Eritrositlerin Eldesi

Eritrosit eldesi i¢in saglikli bireyden alinan defibrine insan kan1 ve defibrine koyun kan1 vakit
kaybetmeksizin 15 ml hacimli vida kapakli plastik santrifiij tiiplerine alinmistir. Kanin diger
bilesenlerinden ayirmak ve saf eritrosit elde edebilmek i¢in santirifiij tiipiinlin i¢indeki insan
kani, 800 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siire sonunda, tiipilin tistiinde kalan siv1 atilmig
ve dipte kalan eritrositler PBS ile bastaki hacmi ile esit olacak sekilde sulandirilarak tekrar
800 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. PBS ile yikama islemi iki kez yapildiktan sonra dipte

kalan eritrosit siispansiyonu saf (%100°1ik) eritrosit soliisyonu olarak degerlendirilmistir.
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3.6.15. Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS)

Enterokok suslarinin biyofilm olusturma ve hemagliitinasyon aktivitelerinin incelenmesinde,

yikama tamponu olarak kullanilmstir.

NaCl 08¢

KCI 0.02 g

Na;HPO, 0.29¢g

KH2PO4 0.02¢g

Distile su 100 ml
pH: 7.2+0.02

Yukarida belirtilen karisim, bir Erlen Mayer igerisinde hazirlanip pH’s1 ayarlandiktan sonra

121°C’de 1.2 atm basing altinda 15-30 dakika steril edilmistir.

3.6.16. McFarland No. 0.5 Bulaniklik Serisinin Hazirlanmasi

McFarland serisi, bir sividaki yaklasik bakteri sayisini standartlagtirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. McFarland Standardi, baryum kloriir ve siilfirik asidin karisimi ile olusan
bulanikligin, s1v1 igeriginde bulunan bakteri konsantrasyonunun gorsel olarak karsilagtiriimasi

amaciyla kullanilmaktadir (McFarland, 1907).

Calismada, deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin Mc Farland No. 0.5 bulanik
serisine gore hazirlanan konsantrasyonlari, antibiyotik duyarlilik testi, biyofilm olusturma
aktivitesinin incelenmesi, insan serumuna direng¢ aktivitesinin degerlendirilmesi ve
hemagliitinasyon aktivitelerinin incelenmesinde kullanilmistir. Mc Farland No. 0.5 bulanik

serisine ait bilgiler Tablo 3.9°da gosterilmistir.

3.6.17. McFarland No. 1 Bulamiklik Serisinin Hazirlanmasi

Calismada, deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarmin McFarland No. 1 bulanik
serisine gore hazirlanan konsantrasyonlari, bakteriyosin iiretim aktivitesinin incelenmesi,
plazmit DNA izolasyonunda bakteri siispansiyonlarinin hazirlanmasinda kullanilmustir.

McFarland No. 1 bulanik serisine ait bilgiler Tablo 3.9°da gdsterilmistir.
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3.6.18. McFarland No. 4 Bulamiklik Serisinin Hazirlanmasi

Calismada, deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin McFarland No. 4 bulanik
serisine gore hazirlanan konsantrasyonlar, API®20 Strep test kiti ile Enterokok suslarmnmn tiir
tayininde kullanilmistir. McFarland No. 4 bulanik serisine ait bilgiler Tablo 3.9°da

gosterilmistir.

Tablo 3.9: McFarland No. 0.5, McFarland No.1 ve McFarland No.4 bulaniklik serisinin hazirlanmasi.
Mc Farland Standardi  %1°lik BaCl, (ml)  9%12°lik H,SO, (ml)  Yaklagsik Bakteri Sayisi (kob/ml)

0.5 0.05 9.95 1.5x10°
1 0.10 9.90 3.0x108
4 0.4 9.6 1.2x10°

3.6.19. 1M Tris-HCI Hazirlamsi
Trisma Base 12.1¢
Trisma-Base tartilip temiz bir 250 ml’lik Erlen Mayer’e konulduktan sonra iizerine 40 ml
distile su eklenmis ve ¢oziindiikten sonra 1 M HCI ile pH 8’e ayarlanmistir. Daha sonra
toplam hacim steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Karisim, 0.22 um por capl
enjektor ucu filtre ile steril edilmis ve steril 2 ml’lik crio tiiplerine esit sekilde
paylastirilmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.6.20. 0.5 M EDTA Hazirlanisi
EDTA 18.1¢
EDTA tartilip temiz bir 200 ml’lik behere konulduktan sonra iizerine yaklasik 60 ml steril
distile su eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir. 10 M NaOH ile pH 8’e ayarlandiktan sonra
toplam hacim distile su ile 100 mI’ye tamamlanmistir. Karigim, 0.22 pm por ¢apli enjektor
ucu filtre ile steril edilmistir. Kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.6.21. Tris-EDTA Hazirlanisi

1M Tris-HCI 1ml
0.5 MEDTA 200 pl

Yukarida belirtilen karigim tartilarak temiz bir 250 ml’lik Erlen Mayere konulduktan sonra

tizerine 100 ml distile su eklenmistir. Karisim daha sonra 0.22 um por ¢apli enjektor ucu filtre
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ile steril edilmis ve steril 2 ml’lik crio tiiplerine esit sekilde paylastirilmistir. Kullanilincaya
kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.6.22. 1M HCI Hazirlanisi
%37’1ik HCI1 8.4 ml
Icerisinde 100 ml distile su bulunan temiz bir 200 ml’lik behere, ¢eker ocak altinda %37’lik
HCI’den 8.4 ml yavas yavas damlatilmistir. Karisim daha sonra 0.22 um por ¢apli enjektor
ucu filtre ile steril edilmistir.

3.6.23. 10M NaOH Hazirlanisi
NaOH 10 g
NaOH temiz bir 50 mI’lik behere 10 g olacak sekilde tartildiktan sonra iizerine 25 ml distile

su eklenmis ve homojenize edilmistir. Karisim daha sonra 0.22 pm por ¢apli enjektdr ucu

filtre ile steril edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

3.6.24. 10x TAE Hazirlamisi

Trisma Base 48.44 g
%100’1iik asetik asit 11.42 mi
0.5MEDTA 20 mi
Bidistile su 750 ml

10x TAE stok soliisyonu hazirlamak i¢in 48.4 g Trisma Base tartilarak temiz bir Erlen Mayere
konulmus ve tizerine 750 ml filtrelenmis bidistile su eklenerek homojenize edilmistir. Ceker
ocak altinda karisim {izerine %100’liikk asetik asitten 11.42 ml yavas yavas eklenmistir.
Karisima, 20 ml 0.5 M EDTA eklendikten sonra, filtrelenmis bidistile su ile hacim 1000
ml’ye tamamlanmistir. Karigim, otoklavda 121 °C’de 1.2 atm basingta 15-30 dakika steril
edilmistir. Otoklavdan giktiktan sonra sogumaya birakilmis ve +4 °C’de mavi kapakli Schott

sisesinde saklanmustir.
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3.6.25. 1x TAE Hazirlanisi

Icerisinde 900 ml filtrelenmis bidistile su bulunan mavi kapakli Schott sise igerisine, Snceden
hazirlanan 10X TAE stok soliisyonundan 100 ml eklenmis ve homojenize edilmistir. Karisim,
otoklavda 121 °C’de 1.2 atm basingta 15-30 dakika steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan

sonra sogumaya birakilmis ve +4 °C’de mavi kapakli Schott sisesinde saklanmuistir.

3.6.26. %1’lik Agaroz Jel Hazirlanisi

Calismada, deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarmin kromozomal DNA izolasyonu,
plazmit izolasyonu, antibiyotik diren¢ ve virulans genlerinin PZR {iriinii bant goriintiilemesi,
40 kuyucuklu agaroz jel elektroforezi tankinda gergeklestirilmistir. Deney kapsaminda %1°lik
agaroz jel kullanilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle 250 ml’lik Erlen Mayer icerisine 1.7 g agaroz
eklenmistir. Uzerine 170 ml, dnceden hazirlanmis 1x TAE eklenmis ve homojenize edilmistir.

Karisim, mikrodalgaya konulmus ve kaynamadan erimesi saglanmistir.

3.6.27. %71’lik Kristal Viyole Boyasinin Hazirlanisi

Enterokok suslarinin biyofilm olusturma kapasitelerini tespit etmek i¢in % 1°lik Kristal viyole
boyast kullanilmigtir (Di Bonaventura ve dig., 2007). Bunun igin, 200 ml’lik mavi kapakli
Schott sisesi icerisine 99 ml distile su konulmus {izerine ise 1 ml Kristal Viyole boyasi

eklenilerek homojenize edilmis ve kullanima hazir hale gelmistir.

3.6.28. %95’lik Etanol Hazirlanisi

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin biyofilm {iretim aktivitelerinin
incelenmesinde %]1°lik kristal viyole boyasinin ¢ézlinmesi amaciyla kullanilmistir (O Toole
ve Kolter, 1998). Bunun igin Oncelikle temiz bir 100 ml’lik meziir i¢erisine 95 ml etanol

eklenip tizerine 5 ml distile su eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

3.6.29. %96’k Etanol Hazirlanisi

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarmin kromozomal DNA izolasyonu
prosediiriinde kullanilmistir. Bunun igin 6ncelikle temiz bir 100 ml’lik meziir i¢erisine 96 ml

etanol eklenip tlizerine 4 ml distile su eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmuistir.
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3.6.30. %35 Gliserol Hazirlanisi

Deniz suyundan izole edilen bakterilerin stok suslar olarak saklanmasinda kullanilmistir. Saf
gliserol, distile su ile % 35 oraninda sulandirilmis ve karisim 121°C’de 1.2 atmosfer basingta
15-30 dakika steril edilerek kullanima hazir hale getirilmistir (Feltham ve dig., 1978).

3.6.31. Lizozim Soliisyonu Hazirlanisi
Calismada kullanilan Enterokok suslarinin kromozomal DNA izolasyonu prosediiriinde,

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinin par¢alanmasinda kullanilan bir ¢6zeltidir.

Lizozim Soliisyonu igerigi;

Lizozim 20 mg
Tris-HCI 20 mM (pH 8.0)
EDTA 2 mM
Triton X-100 %1.2

1.5 mI’lik Eppendorf tiipli igersine steril sartlar altinda 1 ml Tris-EDTA (TE) eklenmis ve
tizerine 12 pl Triton X-100 eklenerek homojenize edilmistir. Triton X-100 ¢dziinmesi zor
olan bir kimyasal oldugundan 37 °C’lik su banyosunda ¢oziiniinceye kadar bekletilmistir.
Homojenize olan karisim iizerine, steril sartlar altinda 0.02 g lizozim eklenmis ve
vortekslendikten sonra kullanima hazir hale gelmistir. Her 6rnek i¢in DNA izolasyonunda,

lizozim soliisyonu taze olarak hazirlanmistir.

3.6.32. IDPURE™ Universal Spin Column Genomic DNA Mini Kit igerigi

Hazirlamis1

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin kromozomal DNA izolasyonunda
kullanilan IDPURE™ Universal Spin Column Genomic DNA Mini Kit (IDLabs™, Canada)

iceriginde bulunan kimyasallarin hazirlig1 yapilmastir.

Kullanimdan once, kit igeriginde bulunan ve yikama soliisyonu olarak kullanilmasi amaglanan
26 ml CW1 soliisyonuna, 34 ml %100’lik etanol eklenmis ve son hacim 60 ml’ye

tamamlanarak kullanima hazir hale getirilmistir.
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Kullanimdan 6nce, kit igeriginde bulunan ve yikama soliisyonu olarak kullanilmasi amaglanan
18 ml CW2 soliisyonuna, 42 ml %100’lik etanol eklenmis ve son hacim 60 ml’ye

tamamlanarak kullanima hazir hale getirilmistir.

3.6.33. Antibiyotik Diren¢ Genlerini Belirlemede Kullanilan Primer Setlerinin

Hazirlams1

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin antibiyotik diren¢ gen bolgelerine ait
primer dizisi ve kullanilan primerlerden 100 uM stok yapmak i¢in eklenen Tris-EDTA (TE)
hacmi (ul) Tablo 3.10°da verilmistir.

Tablo 3.10: Antibiyotik direng gen bdlgelerini belirlemede kullanilan primerler ve 100 uM stok
primer seti hazirlamada kullanilan TE Buffer hacmi (pl).

Antibiyotik

Direnc Geni Antibiyotik Ad1 Primer Dizisi TE Buffer hacmi (ul)
vanA Vankomisin (F) 5> GGGAAAACGACAATTGC 3’ (F)97 ul
(R) 3> GTACAATGCGGCCGTTA 5 (R) 107 pl
vanB Vankomisin (F) 5> ATGGGAAGCCGATAGTC 3’ (F) 101 pl
(R) 3> GATTTCGTTCCTCGACC 5° (R) 120 pl
ant(6)-la Streptomisin (F) 5> ACTGGCTTAATCAATTTGGG 3’ (F) 90 ul
(R) 3 GCCTTTCCGCCACCTCACCG 5’ (R) 108 pl
ace(6”)- Gentamisin ~ (F) 5> CCAAGAGCAATAAGGGCATACC 3’ (F) 77 ul
aph(2”’) (R) 3° ACCCTCAAAAACTGTTGTTGC 5° (R) 88 pl
aphA-3 Kanamisin (F) 5 GCCGATGTGGATTGCGAAAA 3’ (F) 86 ul
(R) 3 GCTTGATCCCCAGTAAGTCA 5’ (R) 93 pul
rpoB1 Rifampisin (F) 5 GTCCGTTTCGGCTTTAATATA 3’ (F) 90 ul
(R) 3> AAGAAACGAGCATTCAGCAA S’ (R) 81 pul
rpoB2 Rifampisin (F) 5 CGCAAGCGACTCAAGAACAG ¥’ (F) 85l
(R) 3> GAGCAAATGTTCCATCTTCA 5° (R)91 pul
bla(2) Ampisilin (F) 5> TACAACTGTAATATCGGAGGG 3’ (F) 81 ul
(R) 3> CAATAGGTTCAGATTGGCCC 5’ (R)91 pl
ermB Eritromisin ~ (F) 5> CATTTAACGACGAAACTGGC 3’ (F) 88 ul
(R) 3 GGAACATCTGTGGTATGGCG 5’ (R) 89 pul
catplP Kloramfenikol  (F) 5 GGATATGAAATTTATCCCTC 3’ (F) 90 ul
(R) 3 CAATCATCTACCCTATGAAT 5’ (R)91 pl
tetM Tetrasiklin (F) 5 GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 3’ (F) 87 ul
(R) 3’ CTAAGATATGGCTCTAACAA 5° (R) 86 pl
tetL Tetrasiklin (F) 5> CATTTGGTCTTATTGGATCG 3’ (F)95 ul
(R) 3> ATTACACTTCCGATTTCGG 5’ (R) 101 nl

(F): Forward primer; (R): Reverse primer.

Orneklerdeki antibiyotik direng gen bolgelerini belirlemede kullanilan 10 pM primer setini
(forward ve reverse primer) hazirlamak i¢in 100 uM stok primer setinin her birinden 10 pl
alinarak steril mavi kapakli 2 mI’lik Eppendorf tiiplerine paylastirilmis ve {izerine steril TE
Buffer’dan 90 pl eklenerek kullanima hazir hale gelmistir. Tim primer setleri +4 °C’de

saklanmustir.
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3.6.34. Virulans Genlerini Belirlemede Kullanilan Primer Setlerinin Hazirlanisi

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin virulans gen bolgelerine ait primer dizisi ve
kullanilan primerlerden 100 uM stok yapmak icin eklenen Tris-EDTA (TE) hacmi (ul) Tablo

3.11°de verilmistir.

Tablo 3.11: Virulans gen bolgelerini belirlemede kullanilan primerler ve 100 uM stok primer seti
hazirlamada kullanilan TE Buffer hacmi (pl).

TE Buffer hacmi

V'(';lélnains Primer Dizisi (n

ace (F) 5> AAAGTAGAATTAGATCCACAC 3’ (F) 78 ul
(R) 3° TCTATCACATTCGGTTGCG 5’ (R) 102 ul

gel E (F) 5> AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 3’ (F) 89 ul
(R) 3 CTTCATTATTTACACGTTTG 5’ (R) 96 pul

agg (F) 5> AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 3° (F) 72 ul
(R) 3 AAACGGCAAGACAAGTAAATA S’ (R) 74 ul

esp (F) 5> TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 3’ (F) 86 ul
(R) 3 GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 5’ (R) 80 ul

fsr (F) 5> AACCAGAATCGACCAATGAAT 3’ (F)79 ul
(R) 3 GCCCCTCATAACTCAATACC 5’ (R) 96 ul

cyIM (F) 5 CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 3’ (F) 76 ul
(R) 3> TGAGTTGGTCTGATTACATTT 5’ (R) 88 ul

oylB (F) 5> ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 3’ (F) 85 ul
(R) 3> AATAAACTCTTCTTTTCCAAC 5° (R) 89 ul

oylA (F) 5> TGGATGATAGTGATAGGAAGT 3’ (F) 78 ul
(R) 3> TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 5° (R) 88 pul

ofaAfs (F) 5 GACAGACCCTCACGAATA 3’ (F)97 ul
(R) 3> AGTTCATCATGCTGTAGTA 5’ (R) 95 ul

efaAfm (F) 5> AACAGATCCGCATGAATA 3’ (F)93 ul
(R) 3° CATTTCATCATCTGATAGTA 5’ (R)91 ul

cod (F) 5> TGTTGGGTTATTTTTCAATTC 3’ (F)91 wl
(R) 3> TACGGCTCTGGCTTACTA 5’ (R) 108 ul

cob (F) 5> AACATTCAGCAAACAAAGC 3’ (F) 86 ul
(R) 3> TTGTCATAAAGAGTGGTCAT 5° (R) 87 ul

cof (F) 5> GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 3’ (F) 75 ul
(R) 3> AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT 5’ (R) 79 ul

(F): Forward primer; (R): Reverse primer.

Orneklerdeki virulans gen bolgelerini belirlemede kullanilan 10 uM primer setini (forward ve

reverse primer) hazirlamak i¢in 100 pM stok primer setinin her birinden 10 pl alinarak steril

mavi kapakli 2 ml’lik Eppendorf tiiplerine paylastirilmis ve tizerine steril TE Buffer’dan 90 ul

eklenerek kullanima hazir hale gelmistir. Ttim primer setleri +4 °C’de saklanmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢aligmada, daha onceki bir ¢alismada (Kimiran Erdem ve dig., 2007), deniz suyundan
izole edilen 66 Enterokok susunun API®20 Strep test kiti ile dogrulamasi yapilmistir. Daha
sonra tiim O6rneklerin antibiyotik direng profilleri ve virulans faktorleri fenotipik ve genotipik

olarak incelenmis ve plazmit profil biiyiikliikleri belirlenmistir.

4.1. ENTEROKOK SUSLARININ API®20 STREP TEST KiTi IiLE
TANIMLANMASI

Deniz suyundan izole edilen Gram pozitif kok, katalaz negatif, Bile Esculin Agar besiyerinde
siyah halo ile ¢evrelenmis koloni morfolojisine sahip, eskulin hidrolizi pozitif olan ve %6.5
NaCl igeren besiyerinde iireyen koloniler Enterokok olarak degerlendirilmis (Sekil 4.1) ve 20
mikrotiipten olusan API®20 Strep (Biomeriux, France) test sistemi kullamlarak tiir diizeyinde

tanimlanmasi gergeklestirilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1: A: Enterokok suslarina ait Bile Esculin Agar besiyeri iizerindeki koloni morfolojisi
goriintiileri (AE12 ve AE13 susu), B: Enterokok susuna ait Gram boyama goriintiisii (100x
biiylitme).
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Sekil 4.2: Enterokok suslarmin API®20 Strep test kiti identifikasyon sonuclari. A: Pozitif kontrol
E. faecalis ATCC 29212 susu, B: AE1, C: AE48, D: AE66.

Deniz suyundan izole elde edilen 66 Enterokok susuna ait tiir tayini sonuglari, apiweb
(Biomeriux, France) identifikasyon yazilim sistemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonrasinda, deniz suyundan izole edilen toplam 66 Enterokok susundan 46’s1
(%69.7) Enterococcus faecalis, 19’u (%28.79) Enterococcus faecium, biri ise Enterococcus

gallinarum olarak belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: izole edilen Enterokok suslarmm AP1*20 Strep test kiti ile tiir dagilim.

Bakteri Adi n %
Enterococcus faecalis 46 69.7
Enterococcus faecium 19 28.79

Enterococcus gallinarum 1 1.51

n: izole edilen sus sayisi.

API¥20 Strep test kiti biyokimyasal identifikasyon sonuclarindan elde edilen verilere gore

caligmada kullanilan tiim Enterokok suslarina yeni kod numaralari verilmistir. Buna goére
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AE1-AE46 E. faecalis, AE47-AE65 E. faecium, AE66 ise E. gallinarum susunu
belirtmektedir.

4.2. ENTEROKOK SUSLARINDA VIRULANS FAKTORLERININ
FENOTIPIiK OLARAK GOSTERILMESI

4.2.1. Antibiyotik Duyarhliklarinin Degerlendirilmesi

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun antibiyotik duyarlilik deneyleri Kirby-
Bauer Antibiyotik Disk Difiizyon Yontemi ile yapilmis ve Clinical and Laboratory Standards
Institue’un (CLSI) 2016 Kriterlerine gore degerlendirilmistir (Tablo 4.2).

Calisma kapsaminda kullanilan 66 Enterokok susunun antibiyotik duyarlilik profilleri Tablo
4.2°de gosterilmistir. Calisgma sonucunda, suslarin tiimiiniin nalidiksik asit (NA), amikasin
(AK) ve rifampisine (RIF) ve karsi direngli oldugu, buna karsin 60 susun streptomisine (S)
kars1t duyarl oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2). Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok
susunun penisilin (P), kloramfenikol (C), vankomisin (VA), tetrasiklin (TE), siprofloksasin
(CIP), kanamisin (K), ampisilin (AM), eritromisin (E) ve gentamisin (CN) antibiyotiklerine
kars1 direng oranlar1 ise sirasiyla, % 66.66, % 16.66, % 45.45, % 54.54, % 22.72, % 95.46, %
45.45, % 60.6 ve % 98.48 olarak saptanmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.2: Enterokok suslarinin antibiyotik duyarliliklari.

Antibiyotikler

Ba,fff” NA S P C VA TE CIP K AK AM E CN RIF
AE1 Di Du Du Du Yd Di_ Yd Di_Di_ Du Yd Di Di
AE2 Di Du Du Du Yd Di Yd Di Di Du Yd Di Di
AE3 Di Du Di Du Yd Di Yd Yd Di Du Yd Di Di
AE4 Di Du Di Du Yd Di Yd Di Di Du Yd Di Di
AE5 Di Du Di Yd Di Di Yd Di Di Du Yd Di Di
AE6 Di Du Di Du Yd Du Yd Di Di Du Yd Di Di
AE7 Di Du Di Yd Yd Yd Yd Di Di Du Yd Di Di
AES Di Du Di Du Yd Du Yd Di Di Du Yd Di Di
AEQ Di Du Du Du Yd Du Yd Di Di Du Yd Di Di

AE10 Di Du Du Du Du Di Yd Di Di Du Yd Di Di
AE11 Di Du Di Yd Yd Di Yd Di Di Du Yd Di Di
AE12 Di Du Di Du Du Du Yd Di Di Du Yd Di Di
AE13 Di Du Di Du Du Du Yd Di Di Du Yd Di Di
AE14 Di Du Du Du Du Du Yd Di Di Du Yd Di Di
AE15 Di Du Di Du Yd Di Yd Di Di Du Yd Di Di
AE16 Di Du Di Yd Di Di Yd Di Di Du Yd Di Di

Du: Duyarli, Yd: Yari-duyarli, Di: Direngli, SB: Standart bakteri.
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Tablo 4.2(devam): Enterokok suglarinin antibiyotik duyarliliklar.

Bakteri Antibiyotikler

No. NA S P C VA TE CIP K AK AM E CN RIF
AE17 Di Du Du Yd Yd Di Yd Di Di Du Yd Di Di
AE18 Di Du Di Di Di Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE19 Di Du Di Yd Yd Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE20 Di Du Du Yd Di Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE21 Di Du Du Di Di Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE22 Di Du Du Du Du Du Yd Di Di Di Yd Di Di
AE23 Di Du Du Du Di Du Yd Di Di Di Di Di Di
AE24 Di Du Du Du Di Du Du Di Di Di Di Di Di
AE25 Di Du Di Yd Di Di Du Di Di Di Di Di Di
AE26 Di Du Di Du Yd Du Du Di Di Di Yd Di Di
AE27 Di Du Di Du Yd Du Du Di Di Di Di Di Di
AE28 Di Du Di Yd Di Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE29 Di Du Di Yd Di Du Yd Di Di Di Di Di Di
AE30 Di Du Di Du Du Du Yd Di Di Di Di Di Di
AE31 Di Du Du Yd Di Yd Yd Di Di Du Yd Di Di
AE32 Di Du Du Du Du Du Yd Di Di Du Yd Di Di
AE33 Di Du Du Du Di Du Yd Di Di Di Di Di Di
AE34 Di Du Di Yd Du Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE35 Di Du Di Yd Di Di Du Di Di Di Di Di Di
AE36 Di Du Di Di Di Di Du Di Di Di Di Di Di
AE37 Di Du Du Di Di Di Yd Di Di Du Di Di Di
AE38 Di Du Di Di Di Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE39 Di Du Di Du Du Du Di Di Di Du Yd Di Di
AE40 Di Du Du Yd Di Du Di Di Di Du Yd Di Di
AE41 Di Du Di Du Du Di Di Di Di Du Di Di Di
AE42 Di Du Di Du Du Di Di Di Di Du Di Di Di
AE43 Di Du Di Yd Di Di Di Di Di Du Di Di Di
AE44 Di Du Du Du Yd Du Di Di Di Du Di Di Di
AE45 Di Du Du Yd Di Du Di Di Di Du Di Di Di
AE46 Di Du Du Du Du Du Yd Di Di Du Di Di Di
AEA47 Di Du Di Yd Du Di Yd Di Di Du Di Di Di
AE48 Di Du Di Yd Yd Du Di Di Di Du Di Di Di
AE49 Di Du Di Du Yd Du Di Di Di Du Di Di Di
AE50 Di Du Di Yd Di Di Di Di Di Di Di Di Di
AE51 Di Du Di Du Du Du Di Di Di Di Di Di Di
AE52 Di Du Di Di Di Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE53 Di Du Di Du Du Du Du Di Di Di Yd Di Di
AE54 Di Yd Du Yd Di Di Du Di Di Di Di Di Di
AE55 Di Yd Di Yd Di Di Yd Di Di Du Di Di Di
AE56 Di Du Du Di Di Di Yd Di Di Du Di Di Di
AE57 Di Yd Di Di Di Di Di Di Di Du Di Di Di
AE58 Di Du Di Yd Di Di Du Di Di Du Di Di Di
AE59 Di Du Di Di Di Du Yd Di Di Du Di Di Di
AEGO Di Yd Di Di Di Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE61 Di Du Di Di Di Di Yd Di Di Di Yd Di Di
AEB2 Di Du Di Du Du Yd Di Di Di Di Yd Yd Di
AE63 Di Yd Di Yd Di Di Di Di Di Di Di Di Di
AE64 Di Du Di Du Du Di Yd Di Di Di Di Di Di
AE65 Di Du Du Du Yd Du Di Yd Di Di Di Di Di
AE66 Di Du Di Du Yd Du Yd Yd Di Di Di Di Di

SB Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di Di

Du: Duyarli, Yd: Yari-duyarli, Di: Direngli, SB: Standart bakteri.
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Caligmada, deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin antibiyotik duyarlilik oranlar

Tablo 4.3’te gdsterilmistir.

Tablo 4.3: Enterokok suslarinin antibiyotik duyarlilik oranlari.

Antibiyotik duyarhlik oranlari (%)

Antibiyotik Du Yd Di
n (%) n (%) n (%)
NA 0(0) 0(0) 66 (100)
s 61(92.42) 5(7.58) 0(0)
P 22(3334)  0(0) 44 (66.66)
C 32(48.48) 23 (34.84) 11 (16.66)
VA 17 (25.27) 19 (28.78) 30 (45.45)
TE 27 (40.90) 3 (4.56) 36 (54.54)
CIP 9(13.63) 42(63.65) 15 (22.72)
K 0 (0) 2(454) 64 (95.46)
AK 0(0) 0(0) 66 (100)
AM 36(5454)  0(0) 30 (45.46)
E 0(0) 26 (39.4) 40 (60.6)
CN 0 (0) 1(151) 65 (98.49)
RIF 0(0) 0(0) 66 (100)
Du: Duyarli, Yd: Yari-duyarl, Di: Direngli, n: Bakteri sayist,
%: Yiizde.

Tablo 4.2 ve Tablo 4.3 incelendiginde; E. faecalis, E.faecium ve E. gallinarum tiirlerini
igcerdigi belirlenen 66 Enterokok susunun, streptomisin (S), penisilin (P), kloramfenikol (C),
vankomisin (VA), tetrasiklin (TE), siprofloksasin (CIP), ampisilin (AM), antibiyotiklerine
kars1 duyarlilik oranlart sirasiyla %92.42, %33.34, %48.48, %25.27, %40.90, %13.63 ve
%54.54 olarak belirlenmistir. Calismada kullanilan Enterokok suslarinin, streptomisin (S),
kloramfenikol (C), vankomisin (VA), tetrasiklin (TE), siprofloksasin (CIP), kanamisin (K),
eritromisin (E) ve gentamisin (CN) antibiyotiklerine kars1 gosterdigi yari-duyarlilik
yiizdelerinin sirasi ise; %7.58, %34.84, %28.78, %4.56, %63.65, %4.54, %39.4 ve %1.51
oldugu saptanmistir. Tiim suslarin nalidiksik asit (NA), amikasin (AK) ve rifampisin (RIF)
antibiyotiklerine direngli oldugu belirlenmistir.Deniz suyundan izole edilen Enterokok
suslariin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi’ne gore, farkli antibiyotiklere karsi MHA

besiyeri iizerinde olusturdugu inhibisyon zon goriintiileri Sekil 4.3’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.3: Enterokok suslarinin antibiyotik diskleri etrafinda olusturdugu inhibisyon zonlari.
a: AM(10), E(15) ve RIF(5); b: AK(30), K(30) ve CN(10); c: VA(10), TE(30) ve C(30);
d: AM(10), P(10) ve NA(30); e: S(10), P(10) ve NA(30) antibiyotiklerine karsi olusturdugu zon
gortintiisii. AK(30): Amikasin, AM(10): Ampisilin, C (30): Kloramfenikol, CN(10):
Gentamisin, E(15): Eritromisin, K(30): Kanamisin, NA (30): Nalidiksik asit, P(10): Penisilin,
RIF(5): Rifampisin, S(10): Streptomisin, TE(30): Tetrasiklin, VA(10): Vankomisin.
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Calisma sonucunda, incelenen Enterokok suslarindan E. faecalis’in E. faecium’a gore genel
olarak daha yiiksek oranda antibiyotik diren¢ profili gosterdigi belirlenmistir. E. faecalis ve
E. faecium suslar1 arasinda kloramfenikol, vankomisin, kanamisin, tetrasiklin, ampisilin ve
gentamisin direnci agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.05). Diger
yandan, E. faecalis ve E. faecium suslarinin siprofloksasin, penisilin ve eritromisin direnci
acisindan aralarinda anlamli bir fark oldugu (p<0.05) sonucuna varilmistir. Calismada
antibiyotik direnci fenotipik agidan genel olarak degerlendirildiginde, E. faecalis susunun

E. faeicum’a gore daha yiiksek oranda antibiyotik direncine sahip oldugu belirlenmistir.

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun, antibiyotik direng¢ profilleri Tablo 4.4’te
gosterilmistir. 66 Enterokok susunun ¢oklu antibiyotik diren¢ profilleri incelendiginde (Tablo
4.4 ve Tablo 4.5); c¢oklu antibiyotik profilinin 5-11 arasinda degistigi belirlenmistir.
Calismada, 66 Enterokok susundan 3 E. faecalis susu ve 5 E. faecium susu olmak tizere
toplam 8 Enterokok susunun en fazla 11 farkli antibiyotige, 3 E. faecalis (AE9, AE14 ve
AE32) susunun ise en az 5 antibiyotige karst direngli olduklart belirlenmistir. Diger yandan
6 Enterokok susunun 10 farkli antibiyotige, 14 Enterokok susunun 9, 11 Enterokok susunun 8§,

10 Enterokok susunun 7, 14 Enterokok susunun 6 ve 3 Enterokok susunun ise 5 farkli

antibiyotige kars1 ¢oklu direng gelistirdigi tespit edilmistir.



Tablo 4.4: Enterokok suslarinin antibiyotik direng profilleri.

Direngli Direngli
Bakteri No.  Antibiyotik Direng Profili Antibiyotik Bakteri No.  Antibiyotik Direng Profili Antibiyotik
Sayisi Sayisi

AE1l NA, TE, K, AK, CN, RIF 6 AE35 NA, P, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 10
AE2 NA, TE, K, AK, CN, RIF 6 AE36 NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 11
AE3 NA, P, TE, AK, CN, RIF 6 AE37 NA, C, VA, TE, K, AK, E, CN, RIF 9
AE4 NA, P, TE, K, AK, CN, RIF 7 AE38 NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 11
AE5 NA, P, VA, TE, K, AK, CN, RIF 8 AE39 NA, P, CIP, K, AK, CN, RIF 7
AE6 NA, P, K, AK, CN, RIF 6 AE40 NA, VA, CIP, K, AK, CN, RIF 7
AE7 NA, P, K, AK, CN, RIF 6 AE41 NA, P, TE, CIP, K, AK, E, CN, RIF 9
AES8 NA, P, K, AK, CN, RIF 6 AE42 NA, P, TE, CIP, K, AK, E, CN, RIF 9
AE9 NA, K, AK, CN, RIF 5 AEA43 NA, P, VA, TE, CIP, K, AK, E, CN, RIF 10
AE10 NA, TE, K, AK, CN, RIF 6 AE44 NA, CIP, K, AK, E, CN, RIF 7
AE11 NA, P, TE, K, AK, CN, RIF 7 AE45 NA, VA, CIP, K, AK, E, CN, RIF 8
AE12 NA, P, K, AK, CN, RIF 6 AE46 NA, K, AK, E, CN, RIF 6
AE13 NA, P, K, AK, CN, RIF 6 AE47 NA, P, TE, K, AK, E, CN, RIF 8
AE14 NA, K, AK, CN, RIF 5 AE48 NA, P, CIP, K, AK, E, CN, RIF 8
AE15 NA, P, TE, K, AK, CN, RIF 7 AE49 NA, P, CIP, K, AK, E, CN, RIF 8
AE16 NA, P, VA TE, K, AK, CN, RIF 8 AES50 NA, P, VA, TE, CIP, K, AK, AM, E, CN, RIF 11
AE17 NA, TE, K, AK, CN, RIF 6 AE51 NA, P, CIP, K, AK, AM, E, CN, RIF 9
AE18 NA, C, P, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 11 AES52 NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 11
AE19 NA, P, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 9 AES53 NA, P, AK, AM, CN, RIF 6
AE20 NA, VA TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 9 AE54 NA, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 9
AE21 NA, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 10 AES55 NA, P, VA, TE, K, AK, E, CN, RIF 9
AE22 NA, K, AK, AM, CN, RIF 6 AE56 NA, C, VA, TE, K, AK, E, CN, RIF 9
AE23 NA, VA K, AK, AM, E, CN, RIF 8 AES57 NA, P, C, VA, TE, CIP, K, AK, E, CN, RIF 11
AE24 NA, VA K, AK, AM, E, CN, RIF 8 AES58 NA, P, VA, TE, K, AK, E, CN, RIF 9
AE25 NA, P, VA TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 10 AES59 NA, P, C, VA, K, AK, E, CN, RIF 9
AE26 NA, P, K, AK, AM, CN, RIF 7 AE60 NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 11
AE27 NA, P, K, AK, AM, E, CN, RIF 8 AE61 NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, CN, RIF 10
AE28 NA, P, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 10 AE62 NA, P, CIP, K, AK, AM, RIF 7
AE29 NA, P, VA K, AK, AM, E, CN, RIF 9 AE63 NA, P, VA, TE, CIP, K, AK, AM, E, CN, RIF 11
AE30 NA, P, K, AK, AM, E, CN, RIF 8 AE64 NA, P, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 9
AE31 NA, VA K, AK, CN, RIF 6 AE65 NA, CIP, AK, AM, E, CN, RIF 7
AE32 NA, K, AK, CN, RIF 5 AE66 NA, P, AK, AM, E, CN, RIF 7
AE33 NA, VA K, AK, AM, E, CN, RIF 8 SB NA, S, P, C, TE, VA, CIP, K, AK, AM, E, CN, RIF 13
AE34 NA, P, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 9

NA: Nalidiksik asit, S: Streptomisin, P: Penisilin, C: Kloramfenikol, VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin, K: Kanamisin, AK: Amikasin, AM: Ampisilin, E: Eritromisin, CN: Gentamisin,
RIF: Rifampisin, SB: Standart bakteri.

8.
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Calismada kullanilan Enterokok suslarinin ¢oklu antibiyotik direng profillerinin E. faecalis,
E. faecium ve E. gallinarum tiirleri arasindaki degerlendirme sonuclart Tablo 4.5°te

gosterilmistir.



Tablo 4.5: Enterokok suslarinin ¢oklu antibiyotik direnci.

Bakteri Adi
Direng Profili No.  Coklu Direng Profili Direncli Antibiyotik Sayis1  E. faecalis E.faecium E. gallinarum  Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)

1 NA, K, AK, CN, RIF 5 3 (%6.5) 0 (%0) 0 (%0) 3 (%4.54)
2 NA, TE, K, AK, CN, RIF 6 4 (%8.7) 0 (%0) 0 (%0) 4 (%6.06)
3 NA, P, K, AK, CN, RIF 6 5(%10.8) 0 (%0) 0 (%0) 5 (%7.57)
4 NA, P, TE, AK, CN, RIF 6 1 (%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
5 NA, P, AK, AM, CN, RIF 6 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)
6 NA, K, AK, AM, CN, RIF 6 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
7 NA, K, AK, E, CN, RIF 6 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
8 NA, VA, K, AK, CN, RIF 6 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
9 NA, P, TE, K, AK, CN, RIF 7 3(%65) 0 (%0) 0 (%0) 3 (%4.54)
10 NA, P, K, AK, AM, CN, RIF 7 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
11 NA, P, CIP, K, AK, CN, RIF 7 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
12 NA, VA, CIP, K, AK, CN, RIF 7 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
13 NA, CIP, K, AK, E, CN, RIF 7 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
14 NA, CIP, AK, AM, E, CN, RIF 7 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)
15 NA, P, CIP, K, AK, AM, RIF 7 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)
16 NA, P, AK, AM, E, CN, RIF 7 0 (%0) 0 (%0) 1 (%100) 1 (%1.51)
17 NA, VA, K, AK, AM, E, CN, RIF 8 3(%65) 0 (%0) 0 (%0) 3 (%4.54)
18 NA, P, K, AK, AM, E, CN, RIF 8 2(%43) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
19 NA, P, VA, TE, K, AK, CN, RIF 8 2 (%4.3) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
20 NA, P, TE, K, AK, E, CN, RIF 8 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)
21 NA, P, CIP, K, AK, E, CN, RIF 8 0 (%0) 2(%105) 0 (%0) 2 (%3.03)
22 NA, VA, CIP, K, AK, E, CN, RIF 8 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
23 NA, P, C, VA, K, AK, E, CN, RIF 9 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)
24 NA, P, VA, K, AK, AM, E, CN, RIF 9 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
25 NA, P, VA, TE, K, AK, E, CN, RIF 9 0 (%0) 2 (%105) 0 (%0) 2 (%3.03)
26 NA, P, CIP, K, AK, AM, E, CN, RIF 9 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)
27 NA, P, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 9 2(%43)  1(%53) 0 (%0) 3 (%4.54)
28 NA, P, TE, CIP, K, AK, E, CN, RIF 9 2(%43) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
29 NA, C, VA, TE, K, AK, E, CN, RIF 9 1(%2.2)  1(%5.3) 0 (%0) 2 (%3.03)
30 NA, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 10 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
31 NA, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 9 1(%2.2)  1(%5.3) 0 (%0) 2 (%3.03)
32 NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, CN, RIF 10 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)
33 NA, P, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 10 3(%65) 0 (%0) 0 (%0) 3 (%4.54)
34 NA, P, VA, TE, CIP, K, AK, E, CN, RIF 10 1(%2.2) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
35 NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF 11 3(%65) 2 (%105) 0 (%0) 5 (%7.57)
36 NA, P, VA, TE, CIP, K, AK, AM, E,CN, RIF 11 0 (%0) 2(%105) 0 (%0) 2 (%3.03)
37 NA, P, C, VA, TE, CIP, K, AK, E, CN, RIF 11 0 (%0) 1 (%5.3) 0 (%0) 1 (%1.51)

08

NA: Nalidiksik asit, S: Streptomisin, P: Penisilin, C: Kloramfenikol, VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin, K: Kanamisin,
AK: Amikasin, AM: Ampisilin, E: Eritromisin, CN: Gentamisin, RIF: Rifampisin, n: Say1, %: Yiizde.
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Enterokok suslarinin 37 farkli ¢oklu direng profili gelistirdikleri belirlenmistir (Tablo 4.5).
Calisma sonucunda, 3 (%6.5) E. faecalis susunun en az 5 (NA, K, AK, CN, RIF) farkli
antibiyotige karsi ¢coklu direng gelistirdigi belirlenmistir. Ayrica, 2 (%10.5) E. faecalis ve 2
(%10.5) E. faecium (NA, P, C, VA, TE, K, AK, AM, E, CN, RIF), 2 (%10.5) E. faecium (NA,
P, VA, TE, CIP, K, AK, AM, E, CN, RIF) ve 1 (%5.3) E. faecium (NA, P, C, VA, TE, CIP,
K, AK, E, CN, RIF) susunun en fazla 11 farkli antibiyotik profiline karsi ¢oklu direng
gelistirdigi saptanmustir. E. gallinarum susunun 7 (NA, P, AK, AM, E, CN, RIF) antibiyotige
kars1 ¢coklu direng gelistirdigi tespit edilmistir.

4.2.2. Hemoliz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Deniz suyundan izole edilen, Gram pozitif kok, katalaz negatif 6zellik gosteren, Bile Esculin
Agar besiyerinde siyah halo ile ¢evrelenmis koloni olusturan ve API®20 Strep test kiti ile tiir
tanimlamas1 yapilmis 66 Enterokok susunun hemoliz aktiviteleri degerlendirmek amaciyla
tiim ornekler %5 koyun kani iceren Columbia Agar (Becton-Dickinson, Germany) besiyerine
cizgi ekim yontemiyle ekilmistir. Tiim Petri kutular1 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda %5 koyun kani igeren Columbia Agar besiyeri

tizerinde hemoliz 6zellikleri degerlendirilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: %5 koyun kani igeren Columbia Agar besiyerinde 3-hemoliz. A: E. faecalis ATCC 29212,
B: AE1 Enterokok susu.

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun hemoliz aktiviteleri Tablo 4.6’da

gosterilmistir.
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Tablo 4.6: Enterokok suslarinin hemoliz aktiviteleri.

Hemoliz Tiirii (24. saat) / (48. saat)

Bakteri  a-hemoliz ~ B-hemoliz  y-hemoliz Bakteri a-hemoliz  p-hemoliz  y-hemoliz
No. No.
AE1l -/- +/+ -/- AE34 -/- +/+ -/-
AE2 -/- +/+ -/- AE35 -/- +/+ -/-
AE3 -/- +/+ -/- AE36 -/- +/+ -/-
AE4 -/- +/+ -/- AE37 -/- +/+ -/-
AE5 -/ - +/+ -/ - AE38 -/- +/+ -/-
AEB -/ - +/+ -/ - AE39 -/- +/+ -/-
AE7 -/ - +/+ -/ - AE40 -/- +/+ -/-
AE8 -/ - +/+ -/ - AE41 -/- +/+ -/-
AE9 -/ - +/+ -/ - AE42 -/- +/+ -/-
AE10 -/ - +/+ -/ - AE43 -/- +/+ -/-
AE11l -/- +/+ -/- AE44 -/- +/+ -/-
AE12 -/- +/+ -/- AE45 -/- +/+ -/-
AE13 -/- +/+ -/- AE46 -/- +/+ -/-
AE14 -/- +/+ -/- AE47 -/- +/+ -/-
AE15 -/- +/+ -/- AE48 -/- +/+ -/-
AE16 -/- +/+ -/- AE49 -/- +/+ -/-
AE17 -/- +/+ -/- AE50 -/- +/+ -/-
AE18 -/- +/+ -/- AE51 -/- +/+ -/-
AE19 -/- +/+ -/- AE52 -/- +/+ -/-
AE20 -/- +/+ -/- AE53 -/- +/+ -/-
AE21 -/- +/+ -/- AE54 -/- +/+ -/-
AE22 -/- +/+ -/- AE55 -/- +/+ -/-
AE23 -/- +/+ -/- AE56 -/- +/+ -/-
AE24 -/ - +/+ -/- AE57 -/- +/+ -/-
AE25 -/ - +/+ -/- AE58 -/- +/+ -/-
AE26 -/ - +/+ -/- AE59 -/- +/+ -/-
AE27 -/- +/+ -/- AEBO -/- +/+ -/-
AE28 -/- +/+ -/- AE61 -/- +/+ -/-
AE29 -/- +/+ -/- AEG2 -/- +/+ -/-
AE30 -/ - +/+ -/ - AEGB3 -/ - +/+ -/ -
AE31 -/- +/+ -/- AE64 -/- +/+ -/-
AE32 -/ - +/+ -/ - AEB5 -/ - +/+ -/-
AE33 -/ - +/+ -/ - AEG6 -/ - +/+ -/ -
SB1 +/+ -/- -/-
SB2 -/- +/+ -/-
SB3 -/- -/- +/+

SB1: Streptococcus pneumoniae ATCC 6301, SB2: Staphylococcus aureus ATCC 25923, SB3: Escherichia coli ATCC 25922.

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun hemoliz aktivitelerinin degerlendirildigi
Tablo 4.5 incelendiginde; E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum suslarimi igeren tiim
orneklerin besiyerinde berrak zon olusturdugu ve sonug olarak B-hemolitik aktivite gosterdigi
ve hemolitik aktivitenin zamana bagli olarak degismedigi belirlenmistir. Hemoliz aktivitesinin

incelendigi tiim Enterokok suslarinin o ve y hemoliz aktivitesi gostermedigi saptanmustir.
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4.2.3. Jelatinaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

%4 jelatin igeren besiyerine ekilen suslar, uygun sicaklik ve siireler sonunda jelatinaz
aktivitesi agisindan incelenmis ve besiyerinde sivilagsma olan tiiplerdeki bakterilerin jelatinaz

aktivitesine sahip oldugu kabul edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Enterokok suslarina ait jelatinaz aktivite gortntiileri. A: Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC
29212), B: AE45 Enterokok susu (jelatinaz +), C: AE62 Enterokok susu (jelatinaz -).

Calismada kullanilan Enterokok suslarina ait jelatinaz aktivitesi sonuglari Tablo 4.7’de

gosterilmistir.
Tablo 4.7: Enterokok suslarinin jelatinaz aktiviteleri.
Bakteri Jelatinaz Bakteri Jelatinaz Bakteri Jelatinaz Bakteri Jelatinaz
No. Aktivitesi No. Aktivitesi No. Aktivitesi No. Aktivitesi
AE1l + AE18 + AE35 + AE52 +
AE2 + AE19 + AE36 + AE53 +
AE3 - AE20 + AE37 + AE54 +
AE4 + AE21 - AE38 + AE55 +
AES + AE22 + AE39 + AE56 +
AEb6 + AE23 + AE40 - AE57 +
AE7 + AE24 + AE41 + AES58 +
AES8 + AE25 + AE42 + AES59 +
AE9 + AE26 + AE43 + AEG0 +
AE10 + AE27 + AE44 + AE61 +
AE11 + AE28 + AE45 + AEB2 -
AE12 + AE29 + AE46 + AEB3 +
AE13 + AE30 + AE47 + AE64 +
AE1l4 + AE31 + AE48 + AE65 +
AE15 + AE32 + AE49 + AE66 +
AE16 + AE33 + AES50 - SB +
AEL17 - AE34 + AE51 + Negatif -
kontrol

SB: Standart bakteri.

Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarmin jelatinaz aktivitesine ait oranlar, Tablo

4.8’de gosterilmistir.
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Tablo 4.8: Enterokok suslarinin jelatinaz aktivitesi oranlart.

Jelatinaz Aktivitesi

Bakteri Adi n (%)
E. faecalis 42 (%91.3)
E. faecium 17 (89.48)
E. gallinarum 1 (%100)
Toplam 60 (%90.9)

n: Jelatinaz pozitif bakteri sayist.

Calismada, incelenen 66 sustan 60 (%90.9)’min jelatinaz aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmistir. Caligmada, 46 E. faecalis susundan 4 (%8.7)’tinlin (AE3, AE17, AE21 ve AE40)
ve 19 E. faecium susundan 2 (% 10.52)’sinin (AE50 ve AE62) jelatinaz aktivitesine sahip
olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.6 ve Tablo 4.7). E. faecalis suslarinin daha yiiksek oranda
jelatinaz aktivitesi gostermesine ragmen, E. facealis ve E. faecium arasinda jelatinaz aktivitesi

acisindan anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (p>0.05).

4.2.4. Kazeinaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

24 saatlik taze Enterokok kiiltiirleri, %3 Skim-milk Powder igceren Mueller Hinton Agar

(Oxoid, UK) besiyerinde kazeinaz aktivitesi agisindan incelenmistir.

Sekil 4.6: Enterokok suslarina ait kazeinaz aktivitesi goriiniimleri. A: AE1 (kazeinaz +), B: AE13
(kazeinaz -), C: Pozitif kontrol (Bacillus subtilis), D: Negatif kontrol (Escherichia coli).

Enterokok suslarina ait kazeinaz aktivitesi sonuglar1 Tablo 4.9’da gosterilmistir.
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Tablo 4.9: Enterokok suslarinin kazeinaz aktiviteleri.

Bakteri No. Kazeinaz Bakteri No. Kazeinaz Bakteri No. Kazeinaz

Aktivitesi Aktivitesi Aktivitesi

AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 - AE46 -
AE3 + AE25 + AE47 -
AE4 - AE26 + AE48 -
AE5 + AE27 - AE49 +
AE6 + AE28 - AE50 -
AE7 + AE29 + AE51 -
AES8 - AE30 - AE52 -
AE9 + AE31 + AE53 -
AE10 + AE32 + AE54 +
AE11 + AE33 + AE55 -
AE12 + AE34 - AE56 +
AE13 - AE35 - AE57 +
AE14 + AE36 - AES58 -
AE15 - AE37 + AES59 +
AE16 + AE38 + AEG0 -
AE17 + AE39 - AE61 -
AE18 + AE40 + AE62 -
AE19 + AE41 - AEG3 -
AE20 + AE42 + AE64 +
AE21 + AE43 - AEG5 -
AE22 - AE44 + AEG6 +
SB +

Negatif -

kontrol

SB: Standart bakteri.
Deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin kazeinaz aktivitesine ait oranlar, Tablo

4.10°da gosterilmistir.

Tablo 4.10: Enterokok suslarinin kazeinaz aktivitesi oranlari.

Kazeinaz Aktivitesi

Bakteri Adi n (%)
E. faecalis 30 (%65.2)
E. faecium 6 (%31.5)
E. gallinarum 1 (%100)
Toplam 37 (%56)

n: Kazeinaz aktivitesi pozitif bakteri sayisi.

Tablo 4.9 ve Tablo 4.10 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 30 E. faecalis, 6 E. faecium
ve bir E. gallinarum olmak tiizere toplamda 37 Enterokok susunun kazeinaz aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda, 16 E. faecalis (AE4, AE8, AE13, AE15, AE22,
AE24, AE27, AE28, AE30, AE34, AE35, AE36, AE39, AE41, AE43 ve AE46) ile 13
E. faecium (AE47, AE48, AE50, AE51, AE52, AES3, AES5, AES8, AE60, AE61, AE62,
AEG63 ve AE65) olmak tizere 29 Enterokok susunun, %3 Skim-milk Powder igeren Mueller
Hinton Agar besiyerinde zon olusturmadigi tespit edilmis ve belirtilen suslarin kazeinaz

aktivitesine sahip olmadigi saptanmistir.
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Calisma sonucunda, deniz suyundan izole edilen tiim Enterokok suslarinin degisen oranlarda
kazeinaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda, c¢alismada incelenen
E. faecalis susunun diger suslara gore daha yiiksek oranda kazeinaz aktivitesine sahip oldugu
ve E. faecalis ile E. faecium arasinda kazeinaz aktivitesi agisindan anlamli bir fark oldugu

belirlenmistir (p<0.05)

4.2.5. Biyofilm Olusturma Kapasitesinin Degerlendirilmesi

Enterococcus bakterilerinin biyofilm olusturma kapasitelerine ait degerlendirme sonuglari
Tablo 4.11 ve Sekil 4.7’de gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 susu,

negatif kontrol olarak ise steril gesme suyu kullanilmstir.
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Sekil 4.7: Biyofilm olusum deneyinde kullanilan 96 kuyucuklu polistren mikropleyt. A1-A12: AE1-
AE12; B1-B12 sirasi: AE13-AE24; C1-C12 sirasi: AE25-AE36; D1-D12: AE37-AEA48; E1-
E12: AE49-AE60; F1-F6: AE61-AE66; H1: Negatif kontrol; H12: Pozitif kontrol (E.faecalis
ATCC 29212).
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Tablo 4.11: Enterokok suslarinin biyofilm olusturma kapasiteleri.

Absorbans Absorbans
Bakteri  Degerleri (ODsy) Biyofilm Bakteri Degerleri (ODsy) Biyofilm
No. Ortalama £SS Olusturma No. Ortalama £SS Olusturma
Kapasitesi Kapasitesi
AE1 0.3525+0.01 Orta AE35 0.3315+0.03 Orta
AE2 0.4450+0.01 Orta AE36 0.4035+0.00 Orta
AE3 0.6550+0.04 Kuvvetli AE37 0.4005+0.00 Orta
AE4 0.5355+0.01 Kuvvetli AE38 0.4750+0.00 Orta
AE5 0.1640+0.01 Zayif AE39 0.4080+0.01 Orta
AE6 0.3100+0.00 Orta AE40 0.4235+0.01 Orta
AE7 0.6010+0.03 Kuvvetli AE41 0.3650+0.01 Orta
AE8 0.4200+0.01 Orta AE42 0.2565+0.01 Orta
AE9 0.5175+0.01 Kuvvetli AE43 0.5625+0.04 Kuvvetli
AE10  0.5295+0.02 Kuvvetli AE44 0.6080+0.01 Kuvvetli
AE11  0.3840+0.01 Orta AE45 0.4470+0.03 Orta
AE12  0.6830+0.02 Kuvvetli AE46 0.5210+0.00 Kuvvetli
AE13  0.3685+0.01 Orta AE47 0.4670+0.00 Orta
AE14  0.3890+0.00 Orta AE48 0.6645+0.00 Kuvvetli
AE15  0.5550+0.02 Kuvvetli AE49 0.5365+0.00 Kuvvetli
AE16 0.5455+0.03 Kuwvvetli AE50 0.4230+0.02 Orta
AEL7 0.5170+0.02 Kuvvetli AE51 0.6140+0.00 Kuvvetli
AE18  0.4795+0.03 Orta AE52 0.5100+0.00 Kuvvetli
AE19  0.6535+0.00 Kuvvetli AE53 0.5500+0.03 Kuvvetli
AE20  0.7160+0.01 Kuvvetli AE54 0.6435+0.04 Kuvvetli
AE21  0.6390+0.00 Kuvvetli AE55 0.4800+0.00 Orta
AE22  0.1995+0.00 Zayif AE56 0.6000+0.00 Orta
AE23  0.5150+0.01 Kuvvetli AE57 0.4425+0.05 Orta
AE24  0.4760+0.00 Orta AE58 0.3635+0.00 Orta
AE25  0.4010+0.00 Orta AE59 0.4410+0.03 Orta
AE26  0.2580+0.05 Orta AE60 0.4730+0.01 Orta
AE27  0.6640+0.02 Kuvvetli AE61 0.4090+0.00 Orta
AE28  0.6990+0.02 Kuvvetli AE62 0.4490+0.00 Orta
AE29  0.3550+0.01 Orta AE6B3 0.5810+0.00 Kuvvetli
AE30  0.4485+0.06 Orta AE64 0.5975+0.00 Kuvvetli
AE31  0.3790+0.00 Orta AE65 0.4580+0.00 Orta
AE32  0.3645+0.01 Orta AEG6 0.4825+0.02 Orta
AE33  0.3980+0.00 Orta SB 0.5190+0.02 Kuvvetli
AE34 0.5810+0,03 Kuvvetli Negatif ~ 0.1255+0.00 -
Kontrol

OD: Optik dansite, SS: Standart sapma, SB: Standart bakteri.

Stepanovic ve dig. (2000) tarafindan tanimlanan kriterler dikkate alindiginda, deniz suyundan
izole edilen 66 Enterokok susundan 19 E. faecalis (AE3, AE4, AE7, AE9, AE10, AE12,
AE15, AE16, AE17, AE19, AE20, AE21, AE23, AE27, AE28, AE34, AE43, AE44 ve AE46)
ile 8 E. faecium (AE48, AE49, AE21, AE52, AE53, AE54, AE63 ve AE64) olmak {izere
toplamda 27 (%40.90) susun kuvvetli tutunma Ozelligi gosterdigi belirlenmistir. Diger
yandan, 25 E. faecalis (AE1, AE2, AE6, AE8, AE1l, AE13, AE14, AE18, AE24, AE25,
AE26, AE29, AE30, AE31, AE32, AE33, AE35, AE36, AE37, AE38, AE39, AE40, AE41,
AE42 ve AEA45) ile 8 E. faecium (AE47, AE50, AE55, AE5S6, AES7, AES8, AES9, AE6O,
AE61, AE62 ve AEG5) ve bir E. gallinarum (AE66) susu olmak tizere toplamda 37 (%56.1)
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Ornegin orta kuvvette tutunma 6zelligi gosterdigi saptanmistir. Calisma incelenen Enterokok
bakterilerinden sadece AES5 ve AE22 (E. faecalis) olmak fiizere toplam 2 (%3) susun zayif

tutunma ozelligi gosterdigi belirlenmistir.

Calismada kullanilan Enterokok bakterilerinin biyofilm olusturma kapasiteleri Tablo 4.12°de

gosterilmistir.
Tablo 4.12: Enterokok suslarinin biyofilm olusturma kapasiteleri.
Biyofilm Olusturma Kapasitesi

Non-adherent Zayif Orta Kuvvetli
Bakteri Ad1

n (%) n (%) n (%) n (%)
E. faecalis 0 (%0) 2 (%4.3) 25 (9%54.3) 19 (%41.3)
E. faecium 0 (%0) 0 (%0) 11 (%57.9) 8 (%42.1)
E. gallinarum 0 (%0) 0 (%0) 1 (%100) 0 (%0)
Toplam 0 (%0) 2 (%3.03) 37 (%56.06) 27 (%40.9)

n: Bakteri sayisi.

Tablo 4.12 incelendiginde, ¢alismada kullanilan Enterokok suslarinin tamaminin zayif, orta ya
da kuvvetli siddette biyofilm olusturdugu belirlenmistir. E. faecalis ve E.faecium’un biyofilm
olusturma oranlarn sirastyla zayif tutunma i¢in %4.3 ve %0, orta kuvvette tutunma i¢in %54.3
ve %57.9, kuvvetli tutunma igin ise %41.3 ve %42.1 oldugu belirlenmistir. E. gallinarum’un
ise orta kuvvette biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Calisma
sonucunda, deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun biyofilm olusturma kapasitesi
degerlendirildiginde tiim suglarin degisen oranlarda biyofilm olusturma kapasitesine sahip
oldugu saptanmistir. Calismada E. faecalis ve E. faecium arasinda, bakterilerin biyofilm

olusturma kapasitesi agisindan anlaml bir fark olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

4.2.6. Serum Duyarhhiklarinin Degerlendirilmesi

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun insan serumuna duyarliliklart Tablo

4.13’te gosterilmigtir.
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Tablo 4.13: Enterokok suslarinin serum duyarliliklar.

Bakteri No. Serum direnci Bakteri No. Serum direnci
AE1 + AE34 -
AE2 / AE35 +
AE3 + AE36 +
AE4 - AE37 +
AE5 + AE38 +
AE6 - AE39 -
AE7 - AE40 +
AES + AE41 -
AE9 + AE42 -
AE10 - AE43 +
AE11l / AE44 -
AE12 + AE45 +
AE13 + AE46 -
AE14 - AE47 /
AE15 / AE48 -
AE16 + AE49 -
AE17 - AES50 +
AE18 + AE5S1 -
AE19 - AES52 +
AE20 + AES53 -
AE21 + AE54 /
AE22 - AE55 +
AE23 + AE56 +
AE24 + AE57 +
AE25 + AE58 -
AE26 - AE59 +
AE27 - AEGO /
AE28 + AE6G1 /
AE29 + AEG2 -
AE30 - AEGB3 /
AE31 + AE64 -
AE32 - AEB5
AE33 + AEG6 -

SB +
Negatif -
kontrol

+: Seruma direngli, -: Seruma duyarly, /: Seruma yari-duyarli, SB: Standart bakteri.

Tablo 4.13 incelendiginde 66 Enterokok susundan 25 E. faecalis (AE1, AE3, AE5, AES,
AE9, AE12, AE13, AE16, AE18, AE20, AE21, AE23-AE25, AE28, AE29, AE31, AE33,
AE35-AE38, AE40, AE43, AE45) ile 6 E. faecium (AE50, AE52, AES5-AES7, AE5S9) olmak
tizere toplamda 31 (%46.97) susun seruma direngli oldugu belirlenmistir. 3 E. faecalis (AE2,
AE11, AE15) ve 5 E. faecium (AE47, AE54, AE6O, AE61, AE63) olmak iizere toplamda 8
(%12.12) susun seruma yari-duyarli oldugu belirlenmistir. Geriye kalan 18 (%27.27)
E. faecalis susu, 8 (%12.12) adet E. faecium susu ve 1 (1.51) E. gallinarum susu olmak tizere

toplamda 27 Enterokok susunun seruma duyarli oldugu saptanmistir. Pozitif kontrol olarak
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kullanilan E. faecalis ATCC 29212 bakterisinin serumun antibakteriyel etkisine direngli

oldugu saptanmustir.

Calismada kullanilan Enterokok suslarinin serum duyarlilik oranlar1 Tablo 4.14°te

gosterilmistir.
Tablo 4.14: Enterokok suslarinin serum duyarlilik oranlari.
Serum Duyarhhg:
Seruma diren¢li Seruma duyarli Seruma yari-duyarh
Bakteri Ad1
n (%) n (%) n (%)
E. faecalis 25 (%54.34) 18 (%39.13) 3 (%6.53)
E. faecium 6 (%31.57) 8 (%42.1) 5 (%26.31)
E. gallinarum 0 (%0) 1 (%100) 0 (%0)
Toplam 31 (%46.9) 27 (%40.9) 8 (%12.12)

n. Bakteri sayisi.

Tablo 4.14 incelendiginde, caligmada kullanilan 66 Enterokok susundan 31 (%46.9)’1 seruma
direngli, 27 (%40.9)’si seruma duyarli ve 8 (%12.12)’1 ise seruma yari-duyarli olarak
bulunmustur. Calisma sonucunda, Enterokok suslarinin seruma direngli, duyarli ve yari
duyarlilik oranlar1 sirasyla E. faecalis i¢in %54.34, %39.13 ve %6.53, E. faecium igin
%31.57, %42.1 ve %26.31 olarak tespit edilmistir. E. gallinarum susunun ise insan serumuna
duyarli oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda, E. faecalis suslarmin E. faecium suslarina
oranla insan serumuna direngli oldugu goriinmekle beraber aralarinda anlamli bir fark

olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

4.2.7. Hemagliitinasyon Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Enterokok suslarinin  hemagliitinasyon yetenekleri, lam hemagliitinasyon testi ile

incelenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.8: Enterokok suslarinin hemagliitinasyon reaksiyonlari.
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Enterokok suslarina ait hemagliitinason aktivitesi sonuglar1 Tablo 4.15°te gosterilmistir.

Tablo 4.15: Enterokok suslarinin hemagliitinasyon aktivitesi.

Bakteri No. Hemagliitinasyon Bakteri Hemagliitinasyon
siddeti No. siddeti
AE1 ++++ AE34 ++++
AE2 +H++ AE35 +++
AE3 +++ AE36 +++
AE4 +++ AE37 +++
AE5 +++ AE38 +++
AE6 ++++ AE39 ++++
AE7 +++ AE40 +++
AE8 ++++ AE41 +++
AE9 ++++ AE42 ++++
AE10 ++++ AEA43 +++
AE11l ++++ AE44 ++
AE12 ++++ AE45 +
AE13 ++++ AE46 +
AE14 ++ AE47 ++
AE15 ++++ AE48 -
AE16 ++++ AE49 +++
AEL17 +++ AE50 ++
AE18 +++ AE51 ++
AE19 ++++ AE52 ++
AE20 ++ AE53 ++
AE21 +++ AE54 ++
AE22 +++ AE55 ++
AE23 + AE56 ++
AE24 +++ AE57 -
AE25 ++ AE58 ++
AE26 ++ AE59 -
AE27 - AE60 -
AE28 ++++ AE61 -
AE29 +++ AEB62 -
AE30 ++++ AEBG3 -
AE31 ++++ AE64 -
AE32 - AEGB5 -
AE33 - AEG6 -
SB ++++
Negatif -
kontrol

++++: Cok kuvvetli hemagliitinasyon aktivitesi, +++: Kuvvetli hemagliitinasyon aktivitesi,
++: Zayif hemagliitinasyon aktivitesi; +: Cok zayif hemagliitinasyon aktivitesi,
-: Hemagliitinasyon aktivitesi yok, SB: Standart bakteri.

Tablo 4.15 incelendiginde, 18 E. faecalis (AE1, AE2, AE6, AE8-13, AE15, AE16, AE19,
AE28, AE30, AE31, AE34, AE39, AE42) olmak iizere suslarin %27.27’sinin ¢ok kuvvetli
(++++) hemagliitinasyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bunun yanisira, 17 E. faecalis
(AE3-AE5, AE7, AE17, AE18, AE21, AE22, AE24, AE29, AE35-AE38, AE40, AEA41,
AEA43) ile bir E. faecium (AE49) olmak {izere toplamda 18 (%27.27) susun kuvvetli (+++)
hemagliitinasyon aktivitesi gosterdigi saptanmustir. 5 E. faecalis (AE14, AE20, AE25, AE26,
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AE44) ile 9 E. faecium (AE47, AE50-AE56, AES8) olmak iizere toplamda 14 (%21.21) adet
susun zayif (++) hemagliitinasyon, 3 (%6.52) E. faecalis (AE23, AE45 ve AE46) susunun ¢ok
zaylf (+) hemagliitinasyon aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Ayrica, 3 E. faecalis (AE27,
AE32 ve AE33), 9 E. faecium (AE48, AE57, AE59-AE65) ve bir E. gallinarum (AEG66)
olmak fizere toplamda 13 (%19.69) susun hemagliitinasyon aktivitesine sahip olmadigi
belirlenmistir. Calismada kullanilan Enterokok suslarinin hemagliitinasyon altivitesi oranlari

Tablo 4.16’da gosterilmistir.

Tablo 4.16: Enterokok suslarinin hemagliitinasyon aktivitesi oranlari.

Hemagliitinasyon aktivitesi

Cok kuvvetli ~ Kuvvetli Zayif Cok zayif Hemag. yok
Bakteri Adi

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
E. faecalis 18 (%39.1) 17 (%36.9) 5 (9610.86) 3 (%6.52) 3 (%6.52)
E. faecium 0 (%0) 1 (%5.26) 9 (%47.36) 0 (%0) 9 (9%47.36)
E. gallinarum 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%100)
Toplam 18 (%27.27) 18 (%27.27) 14 (%21.2) 3 (%4.54) 13 (%19.69)

n: Bakteri sayisi.

Tablo 4.16 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 18 (%27.27)’inin ¢ok kuvvetli, 18
(%27.27)’inin kuvvetli, 14 (%21.2)’iiniin zayif, 3 (%4.54)’linlin ¢cok zayif hemagliitinasyon
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Calismada, E. faecalis ve E. faecium suslarinin
hemagliitinasyon aktivitesi oranlari sirastyla, %39.1 ve %0 ¢ok kuvvetli, %36.9 ve %5.26
kuvvetli, %10.86 ve %47.36 zayif, %3 ve %0 c¢ok zayif siddette oldugu tespit edilmistir.
E. gallinarum susunun ise hemagliitinasyon aktivitesine sahip olmadigi saptanmustir.
E. faecalis susglarmin E. faecium’a gore daha yiiksek oranda hemagliitinasyon aktivitesi
gosterdigi ve hemagliitinasyon aktivitesi agisindan aralarinda anlamli bir fark oldugu

(p<0.05) tespit edilmistir.

4.2.8. Bakteriyosin Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Calismada, deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun indikator olarak kullanilan
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia coli ATCC 25922 bakterilerine karsi
bakteriyosin {iretim aktivitesi incelenmistir. M17 Agar (Himedia, India) besiyerinde 3 nokta
ekim sonucunda, iireme gosteren 66 Enterokok susunun, Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Sekil 4.9) ve Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine (Sekil 4.10) karst olusturdugu zon
capt 2 mm’den biiyiik ise suslar Dbakteriyosin iiretme yetenegine sahip olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.9: M17 Agar besiyeri iizerinde, Enterokok bakterilerinin Staphylococcus aureus ATCC 25923
bakterisine karsi bakteriyosin iiretme yetenegi. A: Bakteriyosin iiretimi pozitif (zon gapi>2
mm), B: Bakteriyosin negatif (zon olusumu yok).

Sekil 4.10: M17 Agar besiyeri lizerinde, Enterokok bakterilerinin Escherichia coli ATCC 25922
bakterisine karsi bakteriyosin iiretme yetenegi. A: Bakteriyosin iiretimi pozitif (zon capi>2
mm), B: Bakteriyosin negatif (zon olusumu yok).
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Calismada incelenen 66 Enterokok susunun Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi bakteriyosin tiretim yetenegi sonuglart Tablo

4.17°de gosterilmistir.

Tablo 4.17: Enterokok suslarinin bakteriyosin iiretme yetenegi.

Bakteri Zon cap1 Bakteriyosin Bakteri Zon cap1 Bakteriyosin
No. (mm) iiretme No. (mm) iiretme
A B A B A B A B
AE1l 3.4 2.2 + + AE34 - - - -
AE2 2.6 2.1 + + AE35 - - - -
AE3 2.4 2.0 + + AE36 2.3 2.3 + +
AE4 2.2 2.0 + + AE37 1.4 1.4 - -
AE5 1.6 - - - AE38 - - - -
AE6 2.8 14 + - AE39 - - - -
AE7 3.0 - + - AE40 - - - -
AE8 - 15 - - AE41 2.6 - + -
AE9 3.2 2.2 + + AE42 - - - -
AE10 1.9 1.7 - - AE43 - - - -
AE11 2.0 1.8 + - AE44 - - - -
AE12 1.8 1.8 - - AE45 - - - -
AE13 - - - - AE46 2.0 2.0 + +
AE14 1.6 1.2 - - AEA47 13 1.3 - -
AE15 - - - - AE48 - - - -
AE16 3.4 2.4 + + AE49 - - - -
AE17 2.0 2.0 + + AES50 - - - -
AE18 1.9 1.9 - - AE51 1.8 - - -
AE19 - 13 - - AE52 - - - -
AE20 1.6 1.6 - - AE53 - - - -
AE21 2.6 2.0 + + AE54 - - - -
AE22 - - - - AE55 - - - -
AE23 - - - - AE56 - - - -
AE24 24 2.2 + + AE57 2.2 - + -
AE25 1.8 1.8 - - AE58 - - - -
AE26 - - - - AES59 - - - -
AE27 - - - - AEG0 - - - -
AE28 - - - - AE61 - - - -
AE29 - - - - AE62 - - - -
AE30 - - - - AE63 - - - -
AE31 - - - - AE64 - - - -
AE32 - - - - AE65 - - - -
AE33 - - - - AE66 - - - -
SB 3.6 2.6 + +

A: Indikator bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923, B: Indikatér bakteri E. coli ATCC 25922, SB: Standart bakteri.

Tablo 4.17 incelendiginde, deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun indikator
olarak kullanilan Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia coli ATCC 25922
bakterisine karst inhibitér etki gosterdigi goriilmiistiir. Calismada, Enterokok suslarinin

Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterisine karst M17 Agar besiyerinde olusturdugu zon
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capt 2 mm’den fazla olan 15 E.faecalis (AE1l, AE2, AE3, AE4, AE6, AE7, AE9, AE1l,
AE16, AE17, AE21, AE24, AE36, AE41 ve AE46) ile bir E. faecium (AE57) olmak iizere
toplam 16 (%24.24) susun bakteriyosin iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.
Calisma sonucunda, deniz suyundan izole edilen 6rneklerin Staphylococcus aureus ATCC
25923 bakterisine kars1 degisen oranlarda bakteriyosin aktivitesi gosterdigi, fakat E. faecalis

susunun daha yiiksek oranda bakteriyosin aktivitesine sahip oldugu saptanmistir (p<0.05).

Calismada, Enterokok suslarinin Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karst M17 Agar
besiyerinde olusturdugu zon ¢ap1 2 mm’den fazla olan 11 (%16.66) E. faecalis (AEL, AE2,
AE3, AE4, AE9, AE16, AEl7, AE21, AE24, AE36 ve AE46) susunun bakteriyosin
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Genel olarak diger E. faecalis, E. faecium ve
E. gallinarum suslarini igeren toplam 55 (%83.34) susun E. coli ATCC 25922 bakterisine
kars1 bakteriyosin aktivitesine sahip olmadigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda, deniz
suyundan izole edilen 6rneklerden sadece bazi E. faecalis suslarinin Escherichia coli ATCC

25922 bakterisine kars1 bakteriyosin aktivitesi gosterdigi (p<0.05) saptanmustir.

E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum suslarina ait bakteriyosin iiretim yetenegi sonuglari

Tablo 4.18°de gosterilmistir.

Tablo 4.18: E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum suslarina ait bakteriyosin {iretme oranlari.

Bakteriyosin Uretimi

Bakteri Adx S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922
n (%) n (%)

E. faecalis 15 (%32.6) 11 (%23.91)

E. faecium 1 (%5.26) 0 (9%0)

E. gallinarum 0 (%0) 0 (%0)

Toplam 16 (%24.24) 11 (%16.66)

n: Pozitif bakteri sayisi.

Ayn1 zamanda, pozitif kontrol olarak kullanilan E. faecalis ATCC 29212 susunun M17 Agar
besiyeri tizerinde S. aureus ATCC 25923 ve E. coli ATCC 25922 bakterisine karsi sirasiyla
3.6 ve 2.6 mm zon cap1 olusturdugu ve bakteriyosin iliretme yetenegine sahip oldugu

saptanmuistir.

Tablo 4.18 incelendiginde, c¢alismada incelenen 66 Enterokok susunun 16 (%24.24)’smin
S. aureus ATCC 25923 bakterisine, 11 (%16.66)’inin ise E. coli ATCC 25922 bakterisine
kars1 bakteriyosin iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. S. aureus ATCC 25923 ve

E. coli ATCC 25922 bakterisine karsi bakteriyosin liretme oranlar sirasiyla E. faecalis i¢in
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%32.6 ve %23.91, E. faecium igin ise %5.26 ve %0 olarak tespit edilmistir. E. gallinarum’un
ise bakteriyosin {iiretme aktivitesine sahip olmadigi tespit edilmistir. Calismada, hem
Staphylococcus aureus ATCC 25923, hem de Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi
bakteriyosin iiretme aktivitesine sahip olan 12 susun E. faecalis (AE1, AE2, AE3, AE4, AE9,
AE11, AE16, AE17, AE21, AE24, AE36 ve AE46) oldugu belirlenmistir.

4.3. ENTEROKOK SUSLARINDA VIRULANS FAKTORLERININ
FENOTIiPiK OLARAK GENEL DEGERLENDIRMESIi

Calismada kullanilan 66 Enterokok susunun fenotipik virulans faktorlerine (B-hemoliz,
jelatinaz, kazeinaz, biyofilm iiretim yetenegi, serum direnci, hemagliitinasyon,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi
bakteriyosin iiretim yetenegi Vve antibiyotik duyarlilik) ait sonuglar Tablo 4.19’da

gosterilmistir.

Tablo 4.19 incelendiginde, bir E. faecalis (AE22) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak iizere
toplam 2 Enterokok susunun fenotipik olarak 21 farkli virulans faktoriinden en az 8 virulans
faktoriine, 3 E. faecalis (AE16, AE21 ve AE36)’in ise fenotipik olarak en fazla 16 virulans
faktoriine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, 5 Enterokok susu 15 virulans faktoriine
sahipken, Enterokok suslarindan 5’inin 14, 9’unun 13, 16’sinin 12, 13’tiniin 11, 6’sinin 10,
4’linlin 9 virulans faktoriine sahip oldugu saptanmistir. Calisma sonucunda virulans faktorleri
fenotipik olarak degerlendirildiginde, E. faecalis suslarimin E. faecium’a gore daha yiiksek

oranda virulans faktoriine sahip oldugu tespit edilmistir.



Tablo 4.19: Enterokok suslarinda virulans faktorlerinin fenotipik olarak genel degerlendirilmesi.

Fenotipik Virulans Faktorleri

Bakteri Fenotipik deneyler Antibiyotikler Toplam
No. Hg, J K Bk SD. Hx Ba Bg NA P C VA TE cCIP K AK AM E CN RIF n (%)
AE1 + + o+ - + + + + + - - - + - + o+ - - + + 13 (%61.9)
AE2 + + o+ - - + + + + L - = + - + o+ - - + + 12 (%57.14)
AE3 + -+ o+ + - + + + + - - + - - + - - + + 12 (%57.14)
AE4 + + - + - - + + + + - - + - + o+ - - + + 12 (%57.14)
AE5 + + o+ - + - - - + + - + + - + o+ - - + + 12 (%57.14)
AEB + + o+ - - + + - + + - - - - + o+ - - + + 11 (%52.38)
AE7 + + o+ + - - + - + + - - - - + + - - + + 11 (%52.38)
AES8 + + - - + + - - + + - - - - + + - - + + 10 (%47.62)
AE9 + + o+ o+ + + + + + - - - - - + o+ - - + + 13 (%61.9)

AE10 + + o+ + - + - - + - - - + - + + - - + + 11 (%52.38)
AE11 + + o+ - - + + - + + - - + - + + - - + + 12 (%57.14)
AE12 + + o+ o+ + + - - + + - - - - + o+ - - + + 12 (%57.14)
AE13 + + - - + + - - + + - - - + o+ - - + + 10 (%47.62)
AE14 + + o+ - - - - - + + - - - - + o+ - -+ + 9 (%42.85)
AE15 + + - + - + - - + + - - + - + o+ - - + + 11 (%52.38)
AE16 + + o+ + + + + + + + - + + - + + - - + + 16 (%76.2)
AE17 + -+ o+ - - + + + - - - + - + o+ - -+ + 11 (%52.38)
AE18 + + o+ - + - - - + + o+ + + - + + + + o+ + 15 (%71.42)
AE19 + + o+ + - + - - + + - - + - + + + + o+ + 14 (%66.66)
AE20 + + o+ + + - - - + - - + + - + + + + o+ + 14 (%66.66)
AE21 + -+ + + - + + + - + + + - + + + + o+ + 16 (%76.2)
AE22 + + - - - - - - + - - - - - + + + - + + 8 (%38.09)

Hg: B-hemoliz, J: Jelatinaz, K: Kazeinaz, Bk: Kuvvetli biyofilm olusturma yetenegi, S.D.: Serum direnci, Hx: Cok kuvvetli hemagliitinasyon olusturma yetenegi,

bakterisine karsi bakteriyosin iiretim yetenegi, Bg: Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi bakteriyosin tiretim yetenegi, NA: Nalidiksik asit, S: Streptomisin, P: Penisilin, C: Kloramfenikol,

Ba: Staphylococcus aureus ATCC 25923

VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin, K: Kanamisin, AK: Amikasin, AM: Ampisilin, E: Eritromisin, CN: Gentamisin, RIF: Rifampisin, n: Toplam virulans faktori sayisi, %0: Yiizde.

L6



Tablo 4.19(devam): Enterokok suslarinda virulans faktorlerinin fenotipik olarak genel degerlendirilmesi.

Fenotipik Virulans Faktorleri

Bakteri Fenotipik deneyler Antibiyotikler Toplam
No. He, J K Bx SD. Hg Ba Bg NA P C VA TE cCIP K AK AM E CN RIF n (%)
AE23 + + o+ o+ = - = - + - = + - - + + + + o+ + 12 (%57.14)
AE24 + +4 - - + = + + + - - + - - + o+ + + o+ + 13 (%61.9)
AE25 + + o+ - + = - = + + - + + - + o+ + + o+ + 14 (%66.66)
AE26 + + o+ - + - = - + + - - - - + + + - + + 11 (%52.38)
AE27 + + - + - - - - + + - - - - + + + + o+ + 11 (%52.38)
AE28 + + - + - - - - + + - + + - + + + + o+ + 13 (%61.9)
AE29 + + o+ - + - - - + + - + - - + + + + o+ + 13 (%61.9)
AE30 + + - - + - - - + + - - - - + + + + o+ + 11 (%52.38)
AE31 + + o+ - - - - - + - - + - + + - - + + 9 (%42.85)
AE32 + + o+ - - - - + - - - - - + o+ - - + + 9 (%42.85)
AE33 + + o+ - - - - - + - + - - + o+ + + o+ + 11 (%52.38)
AE34 + + - + - + - - + + - - + - + o+ + + 4+ + 13 (%61.9)
AE35 + + - - + - - - + + - + + - + o+ + + 4+ + 13 (%61.9)
AE36 + + - - + - + + + + o+ o+ + - + + + + o+ + 16 (%76.2)
AE37 + + o+ - + - - - + - + o+ + - + o+ - + 4+ + 13 (%61.9)
AE38 + + o+ - + - - - + + o+ o+ + - + + + + o+ + 15 (%71.42)
AE39 + + - - - + - - + + - - - + + + - - + + 10 (%47.62)
AE40 + - + - + - - - + - - + - + + + - - + + 10 (%47.62)
AE41 + + - - - - + - + + - - + + + + - + o+ + 12 (%57.14)
AE42 + + o+ - - + - - + + - - + + + + - + o+ + 13 (%61.9)
AE43 + + - + + - - - + + - + + + + + - + o+ + 14 (%66.66)
AE44 + +  + o+ - - - - + - - - - + + o+ - + 4+ + 11 (%52.38)

Hg: B-hemoliz, J: Jelatinaz, K: Kazeinaz, Bk: Kuvvetli biyofilm olusturma yetenegi, S.D.: Serum direnci, Hx: Cok kuvvetli hemagliitinasyon olugturma yetenegi, Ba: Staphylococcus aureus ATCC 25923

bakterisine karsi bakteriyosin tiretim yetenegi, Bg: Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi bakteriyosin tiretim yetenegi, NA: Nalidiksik asit, S: Streptomisin, P: Penisilin, C: Kloramfenikol,

VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin, K: Kanamisin, AK: Amikasin, AM: Ampisilin, E: Eritromisin, CN: Gentamisin, RIF: Rifampisin, n: Toplam virulans faktorii sayisi, %: Yiizde.
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Tablo 4.19(devam): Enterokok suslarinda virulans faktorlerinin fenotipik olarak genel degerlendirilmesi.

Fenotipik Virulans Faktorleri

Bakteri Fenotipik deneyler Antibiyotikler Toplam
No. Hi J K B SD. H«c Bn B NA S P C VA TE CIP K AK AM E CN RIF n (%)
AE45 + + o+ o+ = - 9 - + b - - + - + + o+ - + 4+ + 12 (%57.14)
AE46 + + o+ - + . + + + . - - 3 - - + o+ - + o+ + 12 (%57.14)
AE47 + + - + - = - o + - = - + - + O+ - + 4+ + 10 (%47.62)
AE48 + + - - - - = - + -+ - - - + + o+ - + o+ + 10 (%47.62)
AE49 + + - + - - - - + -+ - - - + + o+ - + o+ + 11 (%52.38)
AE50 + + o+ + - - - - + - + - + + + + + + + o+ + 15 (%71.42)
AE51 + + - - + - - - + - + - - - + + + + + o+ + 12 (%57.14)
AE52 + + + - - - - + - + + o+ + - + + + + o+ + 14 (%66.66)
AE53 + + - + + - - - + - + - - - - + + + - + + 11 (%52.38)
AE54 + + - + - - - - + - + - + + - + + + + o+ + 13 (%61.9)
AE55 + + o+ o+ - - - - + - - - + + - + o+ - + 4+ + 12 (%57.14)
AE56 + + - - + - - - + -+ o+ o+ + - + o+ - + o+ + 13 (%61.9)
AE57 + + o+ - + - + - + - - + o+ + + + o+ - + 4+ + 15 (%71.42)
AE58 + + o+ - + - - - + -+ - + + - + o+ - + o+ + 13 (%61.9)
AE59 + + - - - - - - + -+ o+ o+ - - + o+ - + o+ + 11 (%52.38)
AEG0 + + o+ - + - - - + -+ o+ o+ + - + o+ + + 4+ + 15 (%71.42)
AE61 + + - - - - - - + - + o+ o+ + - + + + - + + 12 (%57.14)
AE62 + + - - - - - - + - + - - - + + + + - - + 9 (%42.85)
AE63 + - - - - - - - + - + - + + + + + + + o+ + 12 (%57.14)
AE64 + + - + - - - - + - + - - + - + + + + o+ + 12 (%57.14)
AEB5 + + o+ + - - - - + - + - - - + - + + + o+ + 12 (%57.14)
AE6G6 + + - - - - - - + - - - - - - - + + + + + 8 (%38.09)

Hg: B-hemoliz, J: Jelatinaz, K: Kazeinaz, Bk: Kuvvetli biyofilm olusturma yetenegi, S.D.: Serum direnci, Hx: Cok kuvvetli hemagliitinasyon olusturma yetenegi, Ba: Staphylococcus aureus ATCC 25923
bakterisine karsi bakteriyosin iiretim yetenegi, Bg: Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi bakteriyosin tiretim yetenegi, NA: Nalidiksik asit, S: Streptomisin, P: Penisilin, C: Kloramfenikol,
VA: Vankomisin, TE: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin, K: Kanamisin, AK: Amikasin, AM: Ampisilin, E: Eritromisin, CN: Gentamisin, RIF: Rifampisin, n: Toplam virulans faktorii sayisi, %: Yiizde.

66
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E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerine ait fenotipik virulans faktorlerinin bulunma

siklig1 Tablo 4.20°de gosterilmistir.

Tablo 4.20: Enterokok suslarinda virulans faktorlerinin fenotipik dagilim sikligi.

Bulunma Sikhig: (%)
Fenotipik Virulans Faktorii E. faecalis E. faecium E. gallinarum Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)
Hpg 46 (%100) 19 (%100) 1 (9%100) 66 (%100)
J 42 (%91.3) 18 (%94.7) 1 (%100) 61 (%92.42)
=<5 K 31 (%67.4) 6 (%31.57) 0 (%0) 37 (%56.06)
= = Bk 19 (%41.3) 9 (%47.36) 0 (%0) 28 (%42.42)
g 2 S.D. 24 (%52.7) 6 (%31.57) 0 (%0) 30 (%45.45)
L :Q Hgk 15 (%32.6) 0 (%0) 0 (%0) 15 (%22.72)
Ba 15 (%32.6) 1 (%5.26) 0 (%0) 16 (%24.24)
Bg 11 (%23.4) 0 (%0) 0 (%0) 11 (%16.66)
NA 46 (%100) 19 (%100) 1 (%100) 66 (%100)
S 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
P 28 (%60.8) 16 (%84.2) 0 (%0) 44 (%66.66)
o C 5 (%10.86) 6 (%31.57) 0 (%0) 11 (%16.66)
2 VA 19 (%41.3) 11 (%57.9) 0 (%0) 30 (%45.45)
= TE 24 (%52.7) 12 (%63.15) 0 (%0) 36 (%54.54)
S CIP 8 (%17.4) 7 (%36.84) 0 (%0) 15 (%22.72)
2 K 45 (%97.82) 18 (%94.7) 0 (%0) 63 (%95.45)
5: AK 46 (%100) 19 (%100) 1 (%100) 66 (%100)
AM 18 (%39.13) 11 (%57.9 1 (%100) 30 (%45.45)
E 23 (%50) 16 (%84.2) 1 (9%100) 40 (%60.6)
CN 46 (%100) 18 (%94.7) 1 (9%100) 65 (%98.48)
RIF 46 (%100) 19 (%100) 1 (%100) 66 (%100)

Hg: B-hemoliz; J: Jelatinaz; K: Kazeinaz; Bk: Kuvvetli biyofilm olusturma yetenegi; S.D.: Serum direnci; Hk: Cok kuvvetli
hemagliitinasyon olusturma yetenegi; Ba: Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterisine karsi bakteriyosin iiretim yetenegi;
Bg: Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine kars1 bakteriyosin tiretim yetenegi; NA: Nalidiksik asit; S: Streptomisin; P: Penisilin;
C: Kloramfenikol; VA: Vankomisin; TE: Tetrasiklin; CIP: Siprofloksasin; K: Kanamisin; AK: Amikasin; AM: Ampisilin; E: Eritromisin;
CN: Gentamisin; RIF: Rifampisin; n: Toplam bakteri sayisi; %: Yiizde.

Tablo 4.20’de, incelenen 66 Enterokok susunun tamaminin (%100) B-hemoliz aktivitesi
gosterdigi, nalidiksik asit, amikasin ve rifampisine direngli oldugu ve streptomisine karsi
duyarli oldugu belirlenmistir. E. gallinarum susunun ise 21 farkli virulans faktoriinden sadece
B-hemoliz ve jelatinaz aktivitesine sahip oldugu ve nalidiksik asit, amikasin, ampisilin,

eritromisin, gentamisin ve rifampisin antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu saptanmustir.
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4.4. ENTEROKOK SUSLARINDA VIRULANS FAKTORLERININ
GENOTIPiK OLARAK GOSTERILMESI

4.4.1. DNA Eldesi

Calismada, deniz suyundan izole edilmis ve AP1¥20 Strep kiti ile tir tanimlamasi yapilmis
Enterokok bakterilerinin  virulanslarmi belirleyen genler, PZR yontemi kullanilarak
incelenmistir. Bu baglamda, Enterokok bakterilerinin IDPURE™ Universal Spin Column
Genomic DNA Mini Kit (IDLabs™, Canada) kullanilarak kromozomal DNA izolasyonu ve ,
SpinKlean Plasmid DNA Miniprep Kit kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapilmistir.
Enterokok susglarina ait kromozomal ve plazmit DNA &rneklerinin nitel olarak incelenmesi
yatay agaroz jel elektroforezi (Cleaver Scientific) ile gergeklestirilmistir. Kamerali jel
goriintlileme sistemi (Daihan, Wisedoc) ile gozlemlenen kromozomal DNA’ya ait bant

goriintlileri Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11: Enterokok suslarina ait kromozomal DNA’larin elektroforez goriintileri. 1, 2, 21, 40, 41,
56, 73 ve 86: 1kb plus DNA Ladder; 3, 22, 42, 58 ve 74: Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC
29212); 4-19, 29-38, 43-54, 59-60: AE1-AE46 (E. faecalis); 61-83: AE47-AE65 (E. faecium);
84: AE66 (E. gallinarum); 20, 39, 55, 71 ve 85: Negatif kontrol.

4.4.2. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Yontemi ile Gosterilmesi

Calismada kullanilan Enterokok suslarinin antibiyotik diren¢ genlerinin PZR yontemi ile
incelenmesinde; vankomisin antibiyotigi i¢in vanA (732 bp) ve vanB (635 bp) genlerini (Sekil
4.12) incelemede 100 bp DNA Marker (Biomatik, Canada), streptomisin antibiyotigi igin
ant(6)-la (577 bp) geni (Sekil 4.13), gentamisin antibiyotigi i¢in acc(6’)-aph(2’’) (675 bp)
geni (Sekil 4.14), kanamisin antibiyotigi i¢in aphA-3 (292 bp) geni (Sekil 4.15), rifampisin
antibiyotigi i¢in rpoBl ve rpoB2 (1000 bp) genleri (Sekil 4.16), ampisilin antibiyotigi igin
bla(Z) (778 bp) geni (Sekil 4.17), eritromisin antibiyotigi igin ermB (421 bp) geni (Sekil
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4.18), kloramfenikol antibiyotigi igin catplP (486 bp) geni (Sekil 4.19) ve tetrasiklin
antibiyotigi igin tetM (657 bp) ve tetL (457 bp) genlerini (Sekil 4.20) incelemede 50 bp DNA
Marker (Sigma, US) kullanilmistir. DNA bantlarinin agaroz jel iizerindeki gogilini
belirlemede %1°lik agaroz ve marker olarak 1kb plus DNA Ladder (Thermo Scientific ™,
Generuler) kullanilmigtir. Her bir agaroz jel tankinda, pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC
29212 susuna ait kromozomal DNA, negatif kontrol olarak ise ultra saf su kullanilmistir. Her
bir 6rnege ait kromozomal DNA o6rnekleri, 40 kuyucuklu yatay agaroz jel elektroforezindeki
jel tanki kuyucuklarmma yiiklenmek iizere, 110 V’da 60 dakika karanlik ortamda
yiriitiilmiistir. Siire sonunda DNA bantlari, kamerali jel goriintileme sistemi (Daihan,

Wisedoc) ile gozlemlenmistir.

4.4.2.1. Vankomisin Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PZR Yéntemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini iceren 66 Enterokok susunun vankomisin
antibiyotik direng geni olan 732 bp uzunlugundaki vanAve 635 bp uzunlugundaki vanB geni

incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.12 ve Tablo 4.21°de gosterilmistir.

Sekil 4.12: Enterokok suslarinin vankomisin diren¢ genlerine (vanA ve vanB) ait PZR {irlinlerinin
elektroforez goriintiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 100 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62,
82: Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57,
58, 63-78, 83: AE4A7-AEG65 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif
kontrol. A: vanA; B: vanB.
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Tablo 4.21: Enterokok suslarinda vankomisin direng genlerinin (vanA ve vanB) PZR ile gosterilmesi.

Vankomisin Vankomisin Vankomisin
Bakteri No. Diren¢ Genleri Bakteri No. Diren¢ Genleri Bakteri Diren¢ Genleri
No.
vanA vanB vanA vanB vanA vanB

AE1 - - AE23 + - AE45 - +

AE2 - - AE24 + - AE46 - -

AE3 - - AE25 + - AE47

AE4 - - AE26 - - AE48

AE5 + + AE27 - - AE49 -

AE6 - - AE28 + + AE50 +

AE7 - - AE29 + + AE51 - -

AES - - AE30 - - AE52 - +

AE9 - - AE31 + + AE53 - -

AE10 - - AE32 - - AE54 + -

AE11 - - AE33 + - AE55 - +

AE12 - - AE34 - - AE56 + -

AE13 - - AE35 - + AE57 - +

AE14 - - AE36 + - AE58 + -

AE15 - - AE37 . + AE59 - +

AE16 + - AE38 + - AEGO + -

AE17 - - AE39 - - AE61 - +

AE18 + + AE40 - + AEG2 - -

AE19 - - AE41 - - AEG3 + +

AE20 + - AE42 - - AE64 - -

AE21 + + AE43 + c AEG5

AE22 - - AE44 - - AEG6 - -
SB + +

SB: Standart bakteri.

Tablo 4.21 incelendiginde, ¢alismada kullanilan 66 Enterokok susundan 15 E. faecalis
(%22.72) (AE5, AE16, AE18, AE20, AE21, AE23, AE24, AE25, AE28, AE29, AE31, AE33,
AE36, AE38, AE43) ile 6 E. faecium (%9.09) (AE50, AE54, AE56, AE58, AE60 ve AEG3)
olmak ftizere toplam 21 (%31.82) susun vanA genine sahip oldugu belirlenmistir. E. faecalis,
E. faecium ve E. gallinarum suslarini igeren toplam 45 (%68.18) susun vanA genine sahip

olmadig: belirlenmistir.

Tablo 4.21°de, ¢alismada kullanilan 66 Enterokok susundan 10 E. faecalis (%15.15) (AES5,
AE18, AE21, AE28, AE29, AE31, AE35, AE37, AE40 ve AE45) ile 6 E. faecium (%9.09)
(AE52, AE55, AE57, AES9, AE61 ve AEG63) olmak lizere toplam 16 (%24.24) susun vanB
genine sahip oldugu belirlenmistir. Calismada kullanilan diger E. faecalis, E. faecium ve
E. gallinarum suslarini igeren toplam 50 (%75.75) susun ise vankomisin antibiyotigine kars1
direnci belirten vanB genine sahip olmadigi belirlenmistir. Deniz suyundan izole edilen
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini iceren 66 Enterokok susundan 7
(%10.6)’sinin (AE5, AE18, AE21, AE28, AE29, AE31 ve AEG63) vanA ve vanB genlerine
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sahip oldugu tespit edilmistir. Calismada, E. faecalis siglarinin E. faecium’a gore vankomisin
ve linkezoid antibiyotik diren¢ geni olan vanA ve vankomisin direng geni olan vanB genine
daha yiiksek oranda sahip oldugu ancak aralarinda anlamli bir farkin olmadig1 saptanmistir
(p>0.05).

4.4.2.2. Streptomisin Antibiyotik Diren¢ Geninin PZR Yéontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini i¢ceren 66 Enterokok susunun streptomisin
antibiyotik diren¢ geni olan 577 bp uzunlugundaki ant(6)-la geni incelenmis ve elde edilen

sonuglar Sekil 4.16 ve Tablo 4.21°de gosterilmistir.

Sekil 4.13: Enterokok suslarinin streptomisin direng genine (ant(6)-la) ait PZR {irlinlerinin
elektroforez goriintiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58,
63-78, 83: AE47-AE65 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif
kontrol.
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Tablo 4.22: Enterokok suslarinda streptomisin direng geninin (ant(6)-la) PZR yontemi ile
gosterilmesi.

Bakteri Streptomisin direng Bakteri Streptomisin direng Bakteri Streptomisin direng

No. geni No. geni No. geni
ant(6)-la ant(6)-la ant(6)-la

AE1l - AE23 - AE45 -
AE2 - AE24 - AE46 -
AE3 - AE25 - AEA47 -
AE4 - AE26 - AE48 -
AE5 - AE27 - AE49 -
AE6 - AE28 - AE50 -
AE7 - AE29 - AE51 -
AE8 - AE30 - AE52 -
AE9 - AE31 - AE53 -
AE10 - AE32 - AE54 -
AE11 - AE33 - AE55 -
AE12 - AE34 - AES56 -
AE13 - AE35 - AES57 -
AE14 = AE36 - AES58 -
AE15 = AE37 - AES9 -
AE16 - AE38 - AE60 -
AE17 - AE39 - AE61 -
AE18 - AE40 - AE62 -
AE19 - AE41 - AE63 -
AE20 - AE42 - AE64 -
AE21 - AE43 - AE65 -
AE22 - AE44 - AE66 -

SB +

SB: Standart bakteri.

Sekil 4.13 ve Tablo 4.22 incelendiginde E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum suslarini
iceren 66 Enterokok susundan hicbirinin streptomisin antibiyotigine karst direnci belirten

ant(6)-la genine sahip olmadig1 belirlenmistir.

4.4.2.3. Gentamisin Antibiyotik Diren¢ Geninin PZR Yontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini iceren 66 Enterokok susunun gentamisin
antibiyotik diren¢ geni olan 675 bp uzunlugundaki acc(6’)-aph(2’’) geni incelenmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 4.14 ve Tablo 4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4.14: Enterokok suslarinin gentamisin direng genine (acc(6’)-aph(2’’)) ait PZR iiriinlerinin jel
elektroforez goriintiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58,
63-78, 83: AE47-AE65 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif
kontrol.

Tablo 4.23: Enterokok suslarinda gentamisin direng geninin (acc(6’)-aph(2’’)) PZR yontemi ile

gosterilmesi.
Bakteri Gentamisin direng Bakteri Gentamisin direng Bakteri Gentamisin diren¢
No. geni No. geni No. geni
acc(6’)-aph(2”’) acc(6’)-aph(2”’ acc(6’)-aph(2”’)
AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 + AE25 + AE47 +
AE4 + AE26 + AE48 +
AE5 + AE27 + AE49 +
AE6 + AE28 + AE50 +
AE7 + AE29 + AE51 +
AES8 + AE30 + AE52 +
AE9 + AE31 + AES53 +
AE10 + AE32 + AE54 +
AE11 + AE33 + AES55 +
AE12 + AE34 + AES56 +
AE13 + AE35 + AE57 +
AE14 + AE36 + AE58 +
AE15 + AE37 + AE59 +
AE16 + AE38 + AE60 +
AE17 + AE39 + AE61 +
AE18 + AE40 + AE62 -
AE19 + AE41 + AE63 +
AE20 + AE42 + AE64 +
AE21 + AE43 + AE65 +
AE22 + AE44 + AE66 -

SB

+

SB: Standart bakteri.
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Sekil 4.14 ve Tablo 4.23 incelendiginde 49 E. faecalis (%74.24) (AE1-AE49) ile 15
E. faecium (22.72) (AE50-AE61, AE63, AE64 ve AEG65) susu olmak {izere toplam 64
(%96.96) susun gentamisin antibiyotigine karsi direnci kodlayan acc(6’)-aph(2’’) genine sahip
oldugu belirlenmistir 66 Enterokok susundan bir E. faecium (AE62) ile bir E. gallinarum
(AE66) olmak tizere toplam 2 (%3.03) susun acc(6’)-aph(2’’) genine sahip olmadigi
belirlenmistir. Calisma sonucunda, E. faecalis susunun E. faecium susuna gore gentamisin
direng geni (acc(6’)-aph(2’’)) daha yiiksek oranda olmasina karsin anlamhi bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05).

4.4.2.4. Kanamisin Antibiyotik Diren¢ Geninin PZR Yontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini iceren 66 Enterokok susunun kanamisin
antibiyotik diren¢ geni olan 292 bp uzunlugundaki aphA-3 geni incelenmis ve elde edilen

sonuglar Sekil 4.15 ve Tablo 4.24°te gosterilmistir.

CT L R T T TR Rl il
e —
200bp

Sekil 4.15: Enterokok suslarinin kanamisin diren¢ genine (aphA-3) ait PZR triinlerinin elektroforez
gortntiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif
kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78,
83: AE47-AEGS (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.
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Tablo 4.24: Enterokok suslarinda kanamisin diren¢ geninin (aphA-3) PZR yontemi ile gosterilmesi.

Bakteri Kanamisin direng Bakteri Kanamisin direng Bakteri Kanamisin direng
No. geni No. geni No. geni
aphA-3 aphA-3 aphA-3

AE1l + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 - AE25 + AEA47 +
AE4 + AE26 + AE48 +
AE5 + AE27 + AE49 +
AE6 + AE28 + AE50 +
AE7 + AE29 + AE51 +
AES8 + AE30 + AE52 +
AE9 + AE31 + AE53 +
AE10 + AE32 + AE54 +
AE11 + AE33 + AE55 +
AE12 + AE34 + AE56 +
AE13 + AE35 + AE57 +
AE14 + AE36 + AE58 +
AE15 + AE37 + AES59 +
AE16 + AE38 + AEG0 +
AELl7 + AE39 + AE61 +
AE18 + AE40 + AE6B2 -
AE19 + AE41 + AEG3 +
AE20 + AE42 + AE64 +
AE21 + AE43 + AE65 -
AE22 + AE44 + AE66 -

SB +

SB: Standart bakteri.

Sekil 4.15 ve Tablo 4.24 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 63 (%95.46) susun
kanamisin antibiyotigine direnci kodlayan aphA-3 genine sahip oldugu, diger bir E. faecalis
(AE3) ile 2 E. faecium (AE62 ve AEG5) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak iizere toplam 4
susun ise aphA-3 genine sahip olmadigi belirlenmistir (p>0.05).

4.4.2.5. Rifampisin Antibiyotik Direng Genlerinin PZR Yontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini i¢eren 66 Enterokok susunun rifampisin
antibiyotik diren¢ geni olan 1000 bp uzunlugundaki rpoB1 ve rpoB2 genleri incelenmis ve elde

edilen sonuclar Sekil 4.16 ve Tablo 4.25°te gdsterilmistir.
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Sekil 4.16: Enterokok suslarinin rifampisin direng genlerine (rpoB1 ve rpoB) ait PZR iiriinlerinin jel
elektroforez goriintileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58,
63-78, 83: AE47-AE6B5 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif
kontrol; A: rpoB1; B: rpoB2.
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Tablo 4.25: Enterokok suslarinda rifampisin diren¢ genlerinin (rpoBl ve rpoB2) PZR yontemi ile

gosterilmesi.
Rifampisin Diren¢ Rifampisin Diren¢ Rifampisin Diren¢
Bakteri Geni Bakteri Geni Bakteri Geni
No. No. No.
rpoB1 rpoB2 rpoB1 rpoB2 rpoB1 rpoB2

AE1l + + AE23 + + AE45 + +
AE2 + + AE24 + + AE46 + +
AE3 + + AE25 + + AEA47 + +
AE4 + + AE26 + + AE48 + +
AE5 + + AE27 + + AE49 + +
AE6 + + AE28 + + AE50 + -
AE7 + + AE29 + + AE51 + +
AE8 + + AE30 + + AE52 + +
AE9 + + AE31 + + AE53 + +
AE10 + + AE32 + + AE54 + +
AE11 + + AE33 + % AE55 + +
AE12 + + AE34 + + AE56 + +
AE13 + + AE35 + + AES57 + +
AE14 + + AE36 + + AES58 + +
AE15 + + AE37 + + AES9 + +
AE16 + + AE38 + o AE60 + +
AE17 + + AE39 + + AE61 + +
AE18 + + AE40 + - AE62 + +
AE19 + + AE41 + 4 AE63 + +
AE20 + 55 AE42 + + AE64 + +
AE21 + i AE43 + + AE65 + +
AE22 + + AE44 + + AE66 + +

SB + +

SB: Standart bakteri.

Sekil 4.16 ve Tablo 4.25 incelendiginde, E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini
iceren 66 Enterokok susunun tamaminin (%100) rpoB1 genine sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayni zamanda, bir (%1.51) E. faecalis (AE40) disinda kalan 65 6rnegin tamaminin (%98.48)
rpoB2 genine sahip oldugu ve E. faecalis ile E. faecium arasinda anlamli bir farkin olmadigi

tespit edilmistir (p>0.05).

4.4.2.6. Ampisilin Antibiyotik Diren¢ Geninin PZR Yéntemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini igeren 66 Enterokok susunun ampisilin
antibiyotik diren¢ geni olan 778 bp uzunlugundaki bla(Z) geni incelenmis ve elde edilen

sonuglar Sekil 4.17 ve Tablo 4.26’da gosterilmistir.
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Sekil 4.17: Enterokok suslarimin ampisilin direng genine (bla(Z)) ait PZR firiinlerinin elektroforez
goriintiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif
kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78,
83: AE4AT7-AEG6S5 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.

Tablo 4.26: Enterokok suslarinda ampisilin direng geninin (bla(Z)) PZR yontemi ile gosterilmesi.

Ampisilin diren¢ Ampisilin diren¢ Ampisilin diren¢
Bakteri geni Bakteri geni Bakteri geni
No. bla(Z) No. bla(Z) No. bla(z)
AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 + AE25 + AE47 +
AE4 + AE26 + AE48 +
AE5 + AE27 + AE49 +
AEG + AE28 + AES50 +
AE7 + AE29 + AES51 +
AES8 + AE30 + AE52 +
AE9 + AE31 + AES53 +
AE10 + AE32 + AE54 +
AE11 + AE33 + AES55 +
AE12 + AE34 + AES56 +
AE13 + AE35 + AE57 +
AE14 + AE36 + AES58 +
AE15 + AE37 + AE59 +
AE16 + AE38 + AEG60 +
AE17 + AE39 + AEG61 +
AE18 + AE40 - AEG62 +
AE19 + AE41 + AEG3 -
AE20 + AE42 + AE64 -
AE21 + AEA43 - AEG5 +
AE22 + AE44 - AEG6 -

SB

+

SB: Standart bakteri.
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Sekil 4.17 ve Tablo 4.26 incelendiginde ¢alismada kullanilan E. faecalis, E. faecium ve
E. gallinarum tiirlerini de igeren 66 Enterokok susundan 3 E. faecalis (AE40, AE43 ve AE44)
ile 2 E. faecium (AE63 ve AE64) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak iizere toplam 6 (%9.1)
susun disinda kalan toplam 60 Enterokok susunun (%90.90) bla(Z) genine sahip oldugu tespit
edilmistir. E. faecalis susunun E. faecium susuna gére ampisilin direng geni (bla(Z)) daha

yiiksek oranda bulunmasina karsin aralarinda anlamli bir fark olmadigi sptanmistir (p>0.05).

4.4.2.7. Eritromisin Antibiyotik Diren¢ Geninin PZR Yontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini iceren 66 Enterokok susunun eritromisin
antibiyotik diren¢ geni olan 421 bp uzunlugundaki ermB geni incelenmis ve elde edilen

sonuglar Sekil 4.18 ve Tablo 4.27°de gosterilmistir.

Sekil 4.18: Enterokok suslariin eritromisin direng genine (ermB) ait PZR iiriinlerinin elektroforez
goriintiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif
kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78,
83: AE47-AEG65 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.
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Tablo 4.27: Enterokok suslarinda eritromisin diren¢ geninin (ermB) PZR yontemi ile gosterilmesi.

Eritromisin diren¢ Eritromisin direng Eritromisin direnc
Bakteri geni Bakteri geni Bakteri geni
No. ermB No. ermB No. ermB

AE1l - AE23 + AE45 +
AE2 - AE24 + AE46 +
AE3 - AE25 + AEA47 +
AE4 - AE26 - AE48 +
AE5 - AE27 + AE49 +
AEB - AE28 + AES50 +
AE7 - AE29 + AE51 +
AES8 - AE30 + AE52 +
AE9 - AE31 - AES53 -
AE10 - AE32 - AE54 +
AE11 - AE33 + AE5S5 +
AE12 - AE34 + AE56 +
AE13 - AE35 + AE57 +
AE14 - AE36 + AE58 +
AE15 - AE37 + AE59 +
AE16 - AE38 + AE60 +
AEL7 - AE39 - AE61 -
AE18 + AE40 - AE62 -
AE19 + AE41 + AE63 +
AE20 + AE42 + AE64 +
AE21 + AE43 + AEB5 +
AE22 - AE44 + AE66 +

SB +

SB: Standart bakteri.

Sekil 4.18 ve Tablo 4.27 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 23 E. faecalis (AE18, AE19,
AE20, AE21, AE23, AE24, AE25, AE27, AE28, AE29, AE30, AE33, AE34, AE35, AE36,
AE37, AE38, AE41, AE42, AE43, AE44, AE4S ve AE46) ile 16 E. faecium (AE47, AE4S8,
AE49, AE50, AE51, AE52, AE54, AES5, AES6, AE57, AES8, AES9, AE60, AE63, AE64 ve
AEBb5) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak iizere toplam 40 (%60.6) susun ermB genine sahip
oldugu, kalan 26 (%39.4) susun ise ermB genine sahip olmadigi saptanmistir. E. faecalis
susunun E. faecium susuna oranla daha yiiksek oran eritromisin diren¢ genine (ermB) sahip

oldugu, aralarinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p<0.05).

4.4.2.8. Kloramfenikol Antibiyotik Diren¢ Geninin PZR Yontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini i¢eren 66 Enterokok susunun kloramfenikol
antibiyotik diren¢ geni olan 486 bp uzunlugundaki catplP geni incelenmis ve elde edilen

sonuclar Sekil 4.19 ve Tablo 4.28’de gosterilmistir.
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Sekil 4.19: Enterokok suslarmin kloramfenikol diren¢ genine (catplP) ait PZR diriinlerinin
elektroforez goruntiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58,
63-78, 83: AE47-AE65 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif
kontrol.

Tablo 4.28: Enterokok suslarinda kloramfenikol diren¢ geninin (catplP) PZR yontemi ile

gosterilmesi.
Kloramfenikol diren¢ Kloramfenikol direng Kloramfenikol direng
Bakteri geni Bakteri geni Bakteri geni
No. catplP No. catplP No. catplP

AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 + AE25 + AE47 -
AE4 + AE26 + AE48 +
AES5 - AE27 - AE49 +
AE6 + AE28 + AES50 +
AE7 + AE29 + AE51 +
AES8 + AE30 - AE52 -
AE9 + AE31 + AES53 -
AE10 - AE32 + AE54 +
AE11 + AE33 + AE55 -
AE12 + AE34 + AE56 +
AE13 - AE35 - AE57 +
AE14 + AE36 + AES58 +
AE15 - AE37 - AES59 -
AE16 + AE38 + AEG0 +
AE17 + AE39 + AE61 +
AE18 - AE40 + AEG2 -
AE19 + AE41 + AEB3 +
AE20 - AE42 - AE64 +
AE21 + AEA43 + AEB5 -
AE22 - AE44 - AE66 -

SB +

SB: Standart bakteri.



116

Sekil 4.19 ve Tablo 4.28 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 33 E. faecalis ve 12
E. faecium susu olmak {iizere toplam 45 (%68.18) susun kloramfenikol direng genini kodlayan
catplP genine sahip oldugu, 13 E. faecalis (AE5, AE10, AE13, AE15, AE18, AE20, AE22,
AE27, AE30, AE35, AE37, AE42 ve AE44) ile 7 E. faecium (AE47, AE52, AE53, AES5,
AES9, AE62 ve AEGS) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak tizere toplam 21 (%31.82) 6rnegin
ise catplP genine sahip olmadigi saptanmistir. Kloramfenikol diren¢ genini (catplP)
E. faecalis suslarinda E. faecium suslarina gore daha yiiksek oranda bulunmasina karsin

aralarinda anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (p>0.05).

4.4.2.9. Tetrasiklin Diren¢ Genlerinin PZR Yintemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini igeren 66 Enterokok susunun tetrasiklin
antibiyotik direng geni olan 657 bp uzunlugundaki tetM ve 457 bp uzunlugundaki tetL genleri

incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.20 ve Tablo 4.29°da gosterilmistir.

Sekil 4.20: Enterokok suslarinin tetrasiklin diren¢ genlerine (tetM ve tetL) ait PZR dirlinlerinin
elektroforez gorintileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58,
63-78, 83: AE47-AE65 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif
kontrol; A: tetM; B: tetL.
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Tablo 4.29: Enterokok suslarinda tetrasiklin direng genlerinin (tetM ve tetL) PZR yontemi ile
gosterilmesi.

Tetrasiklin direnc Tetrasiklin direnc Tetrasiklin direnc

Bakteri Bakteri Bakteri

No. geni No. geni No. geni
tetM tetL tetM tetL tetM tetL
AE1 + + AE23 - - AE45
AE2 + + AE24 - - AE46 - -
AE3 + + AE25 - + AE47 - +
AE4 + - AE26 + - AE48 + -
AE5 + + AE27 - - AE49 + -
AEb6 - - AE28 - + AE50 - +
AE7 - AE29 + - AE51 + -
AE8 - AE30 - - AEbH2 +
AE9 - - AE31 - - AE53
AE10 + + AE32 + - AE54 + +
AE1l + + AE33 - - AES5 -
AE12 - - AE34 - + AE56 + -
AE13 - - AE35 + + AE57 + +
AE14 - - AE36 + + AES8 + -
AE15 + - AE37 + + AE59 + -
AE16 + + AE38 + + AEGO + +
AE17 + + AE39 + - AE61 - -
AE18 + - AE40 - - AEG2 + -
AE19 + + AE41 - + AEGB3 + +
AE20 + + AE42 + - AE64 + +
AE21 + + AE43 + + AEG5 +
AE22 + - AE44 + - AEG6 + -
SB + +

SB: Standart bakteri.

Sekil 4.20 ve Tablo 4.29 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 26 E. faecalis (AE1, AE2,
AE3, AE4, AE5, AE10, AE11, AE15, AEL16, AEL17, AE18 AEL9, AE20, AE21, AE22, AE26,
AE29, AE32, AE35, AE36, AE37, AE38, AE39, AE42, AE43 ve AE44) ile 14 E. faecium
(AE48, AE49, AE51, AE52, AE54, AES6, AES7, AES8, AES9, AE6GO, AE6G2, AEG3, AE64,
AEBb5) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak tizere toplam 41 (%62.12) susun tetM genine sahip
oldugu belirlenirken, belirtilen suslar disinda kalan 25 (%37.88) susun ise tetM genine sahip
olmadig1 saptanmistir. Ayn1 zamanda, 20 E. faecalis (AE1, AE2, AE3, AE5, AE10, AE11,
AE16, AEL17, AE19, AE20, AE21, AE25, AE28, AE34, AE35, AE36, AE37, AE38, AE4] ve
AEA43) ile 7 E. faecium (AE47, AE50, AE54, AE57, AE60, AE6G3 ve AE64) olmak iizere
toplam 27 (%40.9) susun tetL genine sahip oldugu belirlenirken, geriye kalan 39 (%59.1)

susun tetL genine sahip olmadig: saptanmustir.

Calisma sonucunda, deniz suyundan izole edilen ve c¢alisma kapsaminda kullanilan

E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini de igeren 66 Enterokok susundan 21
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(%31.81)’inin tetrasiklin antibiyotigine direngten sorumlu tetM ve tetL genlerine tsahip

oldugu tespit edilmistir.

Calismada kullanilan 66 Enterokok izolatinin tetrasiklin direncinden sorumlu olan tetM ve
tetL genlerinden tetM genine ve E. faecalis suslarinin E. faecium suslarina gére daha yiiksek

oranda sahip oldugu ve aralarinda anlamli fark bulunmadigi saptanmistir (p>0.05).

4.5. ENTEROKOK SUSLARINDA ANTIBiYOTIiK DIRENC GENLERININ
GENOTIPiK OLARAK GENEL DEGERLENDIRMESI

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun, vankomisin, streptomisin, gentamisin,
kanamisin, rifampisin, ampisilin, eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin antibiyotiklerine
direng genleri varligit PZR yontemi ile incelenmis ve 12 farkli antibiyotik diren¢ geninden
4-11 arasinda degisen profillerde diren¢ genine sahip oldugu belirlenmistir. Calisma
sonucunda, bir E. faecium (AE62) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak iizere toplam 2
Enterokok susunun en az 4 antibiyotik direng geni profiline, bir E. faecalis (AE21) susunun
ise en fazla 11 antibiyotik diren¢ geni profiline sahip oldugu tespit edilmistir. Diger yandan
66 Enterokok susundan 8’1 10 antibiyotik diren¢ genine sahipken, 11’inin 9, 17’sinin 8,
12°sinin 7, 12’sinin 6 ve 3’liniin 5 antibiyotik diren¢ genine sahip oldugu tespit edilmistir

(Tablo 4.30)



Tablo 4.30: Enterokok suslarinda antibiyotik direng¢ genlerinin genotipik olarak genel degerlendirilmesi.

Antibiyotik Direnc¢ Profili

Bakteri Vankomisin Streptomisin  Gentamisin  Kanamisin Rifampisin Ampisilin  Eritromisin  Kloramfenikol  Tetrasiklin Toplam
No. ,

vanA vanB ant(6)-la Z;Zg ) ) aphA-3 rpoBl  rpoB2 bla(z) ermB catplP tetM  tetL n(%)
AE1 - r - + + + + + - + + + 8 (%66.66)
AE2 - - - + + + + + - + + + 8 (%66.66)
AE3 - - _ + - + + + - + + + 7 (%58.33)
AE4 - - - + + + + + - + + - 7 (%58.33)
AE5 + + - + + + + + - - + + 7 (%58.33)
AEG - - - + + + + + - + - 6 (%50)
AE7 - - - + + + + + - + - - 6 (%50)
AES8 - - - + + + + + - + - - 6 (%50)
AE9 - - - + + + + + - + - _ 6 (%50)
AE10 - - - + + + + + - - + + 7 (%58.33)
AE1l - - - + + + + + - + + + 8 (%66.66)
AE12 - - - + + + + + - + - - 6 (%50)
AE13 - - + + + + + - - - - 5 (%41.66)
AE14 - - - + + + + + - + - - 6 (%50)
AE15 - - - + + + + + - - + _ 6 (%50)
AE16 + - - + + + + + - + + + 9 (%75)
AE17 - - - + + + + + - + + + 8 (%666.66)
AE18 + + - + + + + + + - + - 9 (%75)
AE19 - - - + + + + + + + + + 9 (%75)
AE20 + - - + + + + + + - + + 9 (%75)
AE21 + + - + + + + + + + + + 11 (%91.6)
AE22 - - - + + + + + - - + - 6 (%50)

vanA ve vanB: Vankomisin, ant(6)-la: Streptomisin, acc(6’)-aph(2’’): Gentamisin, aphA-3: Kanamisin, rpoB1 ve rpoB2: Rifampisin, bla(Z): Ampisilin, ermB: Eritromisin,

tetM ve tetL: Tetrasiklin, n: Toplam antibiyotik direng geni sayisi, %: Yiizde.

catplP: Kloramfenikol,

61T



Tablo 4.30(devam): Enterokok suslarinda antibiyotik direng¢ genlerinin genotipik olarak genel degerlendirilmesi.

Antibiyotik Diren¢ Profili

Bakteri Vankomisin Streptomisin Gentam’isin Kanamisin Rifampisin Ampisilin  Eritromisin  Kloramfenikol = Tetrasiklin Toplam
No. vanA  vanB ant(6)-la Z;Zg ) ) aphA-3 rpoBl  rpoB2 bla(z) ermB catplP tetM  tetL n (%)

AE23 + - - + + + + + + + - - 8 (%66.66)
AE24 + - - + + + + + + + - - 8 (%66.66)
AE25 + - - + + + + + + + - + 9 (%75)
AE26 - - - + + + + + - + + - 7 (%58.33)
AE27 - - - + + + + + + - - - 6 (%50)
AE28 + + - + + + + + + + - + 10 (%83.33)
AE29 + + - + + + + + + + + - 10 (%83.33)
AE30 - - - + + + + + + - - - 6(%50)
AE31 + + - + + + + + - + - - 8(%66.66)
AE32 - - - + + + + + - + + - 7(%58.33)
AE33 + - - + + + + + + + - - 8(%66.66)
AE34 - - - + + + + + + + - +  8(%66.66)
AE35 - + - + + + + + + - + + 9 (%75)
AE36 + - - + + + + + + + + + 10 (%83.33)
AE37 - + - + + + + + + - + + 9 (%75)
AE38 + - - + + + + + + + + + 10 (%83.33)
AE39 - - - + + + + + - + + - 7 (%58.33)
AE40 - + - + + + - - - + - - 5 (%41.66)
AE41 - - - + + + + + + + - +  8(%66.66)
AE42 - - - + + + + + + - + - 7(%58.33)
AE43 + - - + + + + - + + + + 9 (%75)
AE44 - - - + + + + - + - + - 6 (%50)

vanA ve vanB: Vankomisin, ant(6)-la: Streptomisin, acc(6’)-aph(2”’): Gentamisin, aphA-3: Kanamisin, rpoB1 ve rpoB2: Rifampisin, bla(Z): Ampisilin, ermB: Eritromisin, catplP:

Tetrasiklin, n: Toplam antibiyotik direng geni sayis1, %: Yiizde.

Kloramfenikol, tetM ve tetL:

0ct



Tablo 4.30(devam): Enterokok suslarinda antibiyotik direng¢ genlerinin genotipik olarak genel degerlendirilmesi.

Antibiyotik Direnc¢ Profili

Bakteri Vankomisin Streptomisin Gentam}isin Kanamisin Rifampisin Ampisilin  Eritromisin  Kloramfenikol  Tetrasiklin Toplam
No. vanA  vanB ant(6)-la Z;;g ) ) aphA-3 rpoBl  rpoB2 bla(z) ermB catplP tetM  tetL n (%)
AE45 - + - + + + + + + + - - 8 (%66.66)
AE46 - - - + + + + + + + - - 7 (%58.33)
AE47 - - - + + + + + + - - + 7 (%58.33)
AE48 - - - + + + + + + + + - 8 (%66.66)
AE49 - - - + + + + + + + + - 8 (%66.66)
AES50 + - - + + + + + + + - + 9 (%75)
AE51 - - - + + + + + + + + - 8 (%66.66)
AE52 - + - + + + + + + - + - 8 (%66.66)
AES53 - - - + + + + + - - - - 5 (%41.66)
AE54 + - - + + + + + + + + + 10 (%83.33)
AES55 - + - + + + + + + - - - 7 (%58.33)
AE56 + - - + + + + + + + + - 9 (%75)
AE57 - + - + + + + + + + + + 10 (%83.33)
AES8 + - - + + + + + + + + - 9 (%75)
AE59 - + - + + + + + + - + - 8 (%066.66)
AEG0 + - - + + + + + + + + + 10 (%83.33)
AE61 - + - + + + + + - + - - 7 (%58.33)
AE62 - - - - - + + + - - + - 4 (%33.33)
AEG63 + + - + + + + - + + + + 10 (%83.33)
AE64 - - - + + + + - + + + +  8(%66.66)
AE65 - - - + - + + + + - + - 6 (%50)
AEG6 - - - - - + + - + - + - 4 (%33.33)

vanA ve vanB: Vankomisin, ant(6)-la: Streptomisin, acc(6’)-aph(2”’): Gentamisin, aphA-3: Kanamisin, rpoB1 ve rpoB2: Rifampisin, bla(Z): Ampisilin, ermB: Eritromisin, catplP: Kloramfenikol, tetM ve tetL:
Tetrasiklin, n: Toplam antibiyotik direng geni sayisi, %0: Yiizde.

1¢T



E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum suslarinin antibiyotik diren¢ genlerinin bulunma

siklig1 Tablo 4.31°de gosterilmistir.
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Tablo 4.31: Enterokok suslarinda antibiyotik direng genlerinin dagilim siklig1.

Antibiyotik

Bulunma Sikhgi (%)

Direng profili Gen E. faecalis E. faecium E. gallinarum Toplam

n (%) n (%) n (%) n (%)
Vankomisin vanA 15 (%32.6) 6 (%31.57) 0 (%0) 21 (%31.81)
vanB 10 (%21.73) 6 (%31.57) 0 (%0) 16 (%24.24)

Streptomisin ant(6)-la 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Gentamisin Z;Z((g ) ) 46 (%100) 18 (%94.73) 0 (%0) 64 (%96.96)
Kanamisin aphA-3 45 (%97.82) 17 (%89.47) 0 (%0) 62 (%93.93)

Rifampisin rpoB1 46 (%100) 19 (%100) 1 (%100) 66 (%100)
rpoB2 45 (%97.82) 19 (%100) 1 (%100) 65 (%098.48)

Ampisilin bla(z) 43 (%93.47) 17 (%89.47) 0 (%0) 60 (%90.9)

Eritromisin ermB 23 (%50) 16 (%84.2) 1 (9%100) 40 (%60.6)
Kloramfenikol catplP 33 (%71.73) 12 (%63.15) 0 (%0) 45 (%68.18)
Tetrasiklin tetM 26 (%56.52) 14 (%21.21) 1 (%100) 41 (%62.12)

tetl 20 (%43.47) 7 (%36.84) 0 (%0) 27 (%40.9)

n: Bakteri sayisi.

Tablo 4.31 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 21 (%31.81)’i vanA ve 16 (%24.24)’s1
vanB, 64 (%96.96)’i acc(6’)-aph(2”’), 62 (%93.93)’si aphA-3, 66 (%100)’s1 rpoBl ve 65
(%98.48)’1 rpoB2, 60 (%90.9)’1 bla(Z), 40’1 (%60.6)’1 ermB, 45 (%68.18)’i catplP, 41
(%61.12)’1 tetM ve 27 (%40.9)’si tetL genine sahiptir. E. gallinarum susunun tamaminin
rifampisin direncini kodlayan rpoB1l ve rpoB2, eritromisin direncini kodlayan ermB ve
tetrasiklin direncini kodlayan tetM genine sahip oldugu belirlenirken, E. faecalis suslarinin
tamaminin gentamisin direncini kodlayan acc(6°)-aph(2°’) geni ile rpoB1 genine sahip oldugu
saptanmistir. Calismada incelenen Enterokok suslarinin, streptomisin direncini kodlayan

ant(6)-la genine sahip olmadig tespit edilmistir.

E. faecalis ve E. faecium suslar1 arasinda 13 farkli antibiyotik direng genine ait oranlar
incelendiginde, E. faecalis susunun E. faecium suslarina gére daha fazla sayida antibiyotik
diren¢ genine sahip oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda iki susun vanA, vanB, acc(6’)-
aph(2’’), aphA-3, rpoB2, bla(zZ), catplP, tetM ve tetL genlerine sahip olmasi bakimindan
aralarinda anlaml bir fark yokken, ermB geninde anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir

(p<0.05).
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4.5.1. Enterokok Suslarinda Virulans Faktorlerini Kodlayan Genlerin Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi ile Gosterilmesi

Bu calismada, deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin hiicre disi matriks
proteinlerine baglanmay1 ifade eden ace (320 bp) (Sekil 4.21), jelatinaz aktivitesi ifade eden
gelE (402 bp) (Sekil 4.22), yiizey proteini varligini ifade eden esp (955 bp) (Sekil 4.23),
sitolizin iretimini ifade eden cylM (742 bp), cylB (843 bp), cylA (517 bp) (Sekil 4.24), E.
faecalis adezyon proteini varligini ifade eden efaAfs (705 bp) ve efaAfm (735 bp) (Sekil 4.25),
seks feromonunu ifade eden cpd (782 bp), ccf (543 bp) ve cob (1405 bp) (Sekil 4.26),
agregasyon faktorii tretimini ifade eden agg (1553 bp) (Sekil 4.27), jelatinaz ve serin
proteazin ifadesini diizenleyen fsr (3268 bp) (Sekil 4.28) genlerinin varligi PZR yontemi

kullanilarak belirlenmistir.

4.5.1.1. Hiicre Disi1 Matriks Proteinlerine Baglanmay: Ifade Eden ace Geninin PZR
Yontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini igeren 66 Enterokok susunun hiicre dist
matriks proteinlerine baglanmay: ifade eden 320 bp uzunlugundaki ace geni incelenmis ve

elde edilen sonuglar Sekil 4.21 ve Tablo 4.32°de gosterilmistir.

500 bp
[r—

\300 bp

Sekil 4.21: Enterokok suslarinda ace virulans genine ait PZR iiriinlerinin jel elektroforez goriintiileri.
1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif kontrol
(E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78, 83:
AEAT7-AEGS (E. faecium); 84: AE6G6 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.
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Tablo 4.32: Enterokok suslarinda ace geninin PZR yontemi ile gosterilmesi.

Bakteri No. ace geni Bakteri No. ace geni Bakteri ace geni

No.
AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 + AE25 + AE47 -
AE4 - AE?26 + AE48
AE5 - AE27 + AE49
AE6 + AE28 + AES50
AE7 + AE29 + AE51
AE8 + AE30 + AES52
AE9 + AE31 + AE53
AE10 + AE32 + AE54
AE11 + AE33 + AEb5
AE12 + AE34 + AE56
AE13 + AE35 - AE57
AE14 + AE36 - AE58
AE15 + AE37 + AE59
AE16 + AE38 + AE6G0
AE17 + AE39 + AE61
AE18 + AE40 + AE62
AE19 + AE41 + AEG3
AE20 + AE42 + AE64
AE21 + AE43 - AE6B5
AE22 - AE44 + AE66 -
SB +

SB: Standart bakteri.
Tablo 4.32 incelendiginde, 40 E. faecalis (AE1, AE2, AE3, AE6, AE7, AES, AE9, AE10,

AE1l, AE12, AE13, AE14, AE15, AE16, AEL17, AE18, AE19, AE20, AE21, AE23, AE24,
AE25, AE26, AE27, AE28, AE29, AE30, AE31, AE32, AE33, AE34, AE37, AE38 AE39,
AE40, AE41l, AE42, AE44, AE45 ve AE46) susun ace genine sahip oldugu belirlenirken,
diger 6 E.faecalis ile birlikte E. faecium ve E. gallinarum suslarinin ace genine sahip
olmadigr belirlenmistir. E. faecalis suslari E. faecium suslarina gére daha yiiksek oranda hiicre
dis1 matriks proteinlerine baglanmay: ifade eden ace genine sahip oldugu ve aralarindaki

farkin anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

4.5.1.2. Jelatinaz Aktivitesini Kodlayan gelE Geninin PZR Yintemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini i¢eren 66 Enterokok susunun jelatinaz
enzimi Uretimini ifade eden 402 bp uzunlugundaki gelE geni incelenmis ve elde edilen

sonuglar Sekil 4.22 ve Tablo 4.33’te gosterilmistir.
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Sekil 4.22: Enterokok suslarinda gelE virulans genine ait PZR firiinlerinin jel elektroforez goriintiileri.
1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif kontrol
(E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78, 83:
AEAT7-AEGS (E. faecium); 84: AE6G6 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.

Tablo 4.33: Enterokok suslarinda gelE geninin PZR yontemi ile gosterilmesi.

Bakteri No. gelE geni Bakteri No. gelE geni Bakteri gelE geni

No.
AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 - AE25 + AE47 +
AE4 + AE26 + AE48 +
AE5 + AE27 + AE49 +
AE6 + AE28 + AE50 -
AE7 + AE29 + AE51 +
AES8 + AE30 + AES52 +
AE9 + AE31 + AE53 +
AE10 + AE32 + AE54 +
AE11 + AE33 + AE55 +
AE12 + AE34 + AE56 +
AE13 + AE35 + AE57 +
AE14 + AE36 + AE58 +
AE15 + AE37 + AE59 +
AE16 + AE38 + AEGO +
AE17 - AE39 + AEG1 +
AE18 + AE40 - AEB62 -
AE19 + AE41 + AEB3 +
AE20 + AE42 + AE64 +
AE21 - AE43 + AEB5 +
AE22 + AE44 + AE66 -

SB

+

SB: Standart bakteri.
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Tablo 4.33 incelendiginde, 4 E. faecalis (AE3, AE17, AE21 ve AE40) ile 2 E. faecium (AE50
ve AEG62) ve bir E. gallinarum (AE66) olmak iizere toplam 7 sus disinda kalan 59 (%89.4)
susun gelE genine sahip oldugu saptanmistir. E. faecalis ve E. faecium suslar1 arasinda
jelatinaz enzimini kodlayan gelE geninin bulunma sikligi bakimindan anlamli bir farkin

olmadigi (p>0.05) tespit edilmistir.

45.1.3. Yiizey Proteini Varhgim Ifade Eden esp Geninin PZR Yontemi ile
Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini i¢ceren 66 Enterokok susunun yiizey proteini
varligini ifade eden 955 bp uzunlugundaki esp geni incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil

4.23 ve Tablo 4.34’te gosterilmistir.

1000 bp

Sekil 4.23: Enterokok suslarinda esp virulans genine ait PZR iiriinlerinin jel elektroforez goriintiileri.
1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif kontrol
(E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78, 83:
AEA7-AEGS (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.
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Tablo 4.34: Enterokok suslarinda esp geninin PZR yontemi ile gosterilmesi.

Bakteri No. espgeni Bakteri No. espgeni Bakteri esp geni

No.
AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 + AE25 + AE47 +
AE4 + AE26 + AE48 +
AE5 - AE27 + AE49 +
AE6 + AE28 + AES50 -
AE7 + AE29 + AE51 +
AE8 + AE30 + AE52 +
AE9 + AE31 + AE53 +
AE10 + AE32 + AE54 +
AE11 + AE33 + AE55 +
AE12 + AE34 + AE56 +
AE13 + AE35 + AE57 +
AE14 + AE36 + AE58 +
AE15 + AE37 + AE59 +
AE16 + AE38 + AEGO0 +
AE17 + AE39 + AEG61 +
AE18 + AE40 + AEG2 +
AE19 + AE41 + AE63 +
AE20 + AE42 + AE64 +
AE21 + AE43 + AEB5 +
AE22 - AE44 + AE66 +

SB +

SB: Standart sus.

Tablo 4.34 incelendiginde, 2 E. faecalis (AE5 ve AE22) ile bir E.faecium (AE50) olmak iizere
toplam 3 Enterokok susunun disinda kalan 63 (%95.45) susun ise esp genine sahip oldugu ve

aralarinda anlamli bir farkin olmadigi tespit edilmistir (p>0.05).

4.5.1.4. Sitolizin Uretimini Ifade Eden cyIM, cylB ve cylA Genlerinin PZR Yontemi
ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini igeren 66 Enterokok susunun sitolizin
tiretimini ifade eden 742 bp uzunlugundaki cylM, 843 bp uzunlugundaki cylB, 517 bp
uzunlugundaki cylA geni incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.24 ve Tablo 4.35te

gosterilmistir.
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Sekil 4.24: Enterokok suslarinda cylM, cylB ve cylA virulans genlerine ait PZR driinlerinin jel
elektroforez goriintiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58,
63-78, 83: AE47-AE65 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif
kontrol. A: cylM; B: cylIB; C: cylA.
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Tablo 4.35: Enterokok suslarinda cylM, cyIB ve cylA genlerinin PZR yontemi ile gosterilmesi.

Sitolizin Uretimi Sitolizin Uretimi Sitolizin Uretimi
Bakteri Bakteri Bakteri
No. No. No.
cylM cylB cylA cylM cylB cylA cylM  cylB cylA

AE1 + + + AE23 + + + AE45 + + +
AE2 + + + AE24 + + + AE46 + + +
AE3 + + + AE25 + + + AEAT7 + + +
AE4 + + + AE26 + + + AE48 + + +
AE5 + + + AE27 + + + AE49 + + +
AEB + + + AE28 + + + AE50 + + +
AE7 + + + AE29 + + + AE51 + + +
AE8 + + + AE30 + + + AE52 + + +
AE9 + + + AE31 + + + AE53 + + +
AE10 + + + AE32 + + + AE54 + + +
AE11 + + + AE33 + + + AE55 + + +
AE12 + + + AE34 + + + AE56 + + +
AE13 + + + AE35 + + + AE57 + + +
AE14 + + + AE36 + + + AE58 + + +
AE15 + + + AE37 + + + AE59 + + +
AE16 + + + AE38 + + + AE60 + + +
AE17 + + + AE39 + + + AE61 + + +
AE18 + + + AE40 + + + AE6B2 + + +
AE19 + + + AE41 + + + AEB3 + + +
AE20 + + + AE42 + + + AE64 + + +
AE21 + + + AE43 + + + AE6B5 + + +
AE22 + + + AE44 + + + AE6G6 + + +
SB + + +

SB: Standart bakteri.

Tablo 4.35 incelendiginde, E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini de igeren 66
Enterokok susunun tamaminin (%100) sitolizin tretimini ifade eden cylM, cylB ve cylA

genlerine sahip oldugu belirlenmistir.

4.5.1.5. Enterokok Suslarinda Adezyon proteini Varlhigini Ifade Eden efaAfs ve
efaAfm Genlerinin PZR Yontemi ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini iceren 66 Enterokok susunun E. faecalis
adezyon proteini varligini ifade eden 705 bp uzunlugundaki efaAfs ve 735 bp uzunlugundaki
efaAfm genleri incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.25 ve Tablo 4.36’da gosterilmistir.
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Sekil 4.25: Enterokok suslarinda efaAfs ve efaAfm virulans genlerine ait PZR firiinlerinin jel
elektroforez goriintiileri. 1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58,
63-78, 83: AE47-AE6B5 (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif

kontrol. A: efaAfs; B: efaAfm.
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Tablo 4.36: Enterokok suslarinda efaAfs ve efaAfm genlerinin PZR yontemi ile gosterilmesi.

Adezyon Adezyon Adezyon Proteini
Bakteri Proteini Bakteri Proteini Bakteri
No. No. No.
efaAfs efaAfm efaAfs efaAfm efaAfs efaAfm

AE1 + + AE23 + + AE45 + -
AE2 + + AE24 + - AE46 + +
AE3 + - AE25 + + AE47 - +
AE4 + AE26 + + AE48 - +
AE5 - - AE27 + + AE49 - -
AEB + + AE28 + - AE50 - +
AE7 + - AE29 + + AE51 - +
AE8 + - AE30 + + AE52 - -
AE9 + + AE31 + + AE53 - +
AE10 + - AE32 + + AE54 - +
AE11 + + AE33 + + AE55 - +
AE12 + + AE34 + - AE56 - -
AE13 + + AE35 + AE57 - +
AE14 + - AE36 + - AE58 - -
AE15 + + AE37 + + AE59 - -
AE16 + + AE38 + + AE60 - +
AE17 + + AE39 + - AE61 - +
AE18 + - AE40 + + AEG2 - -
AE19 + + AE41 + T AEGB3 - +
AE20 + + AE42 + - AE64 - +
AE21 + = AE43 + + AEGB5 - -
AE22 - - AE44 + - AEG6 - -

SB + +

SB: Standart bakteri.
Tablo 4.36 incelendiginde, 46 E. faecalis susundan 44’tiniin (%66.66) (AE1, AE2, AE3, AE4,

AEG6-AE20, AE22-AE46) susun efaAfs genine sahip oldugu, E. faecium ve E. gallinarum
suslarinin ise efaAfs genine sahip olmadigi belirlenmistir. Diger yandan, 66 Enterokok
susundan 27 E. faecalis (AE1, AE2, AE6, AE9, AE1l, AE12, AE13, AE15, AE16, AE17,
AE19, AE20, AE23, AE25, AE26, AE27, AE29-AE33, AE37, AE38, AE40, AE41, AE43 ve
AE46) ile 12 E. faecium (AE47, AE48, AE50, AE51, AES3, AE54, AESS5, AES7, AEGO,
AEG61, AE63 ve AE64) olmak iizere toplam 39 (%59.09) susun efaAfm genine sahip oldugu,
kalan 27 (%40.91) susun ise efaAfm genine sahip olmadigi saptanmistir. Calisma sonucunda
beklenilen sekilde sadece E. faecalis izolatlarinin, E. faecalis’e 6zgii adezyon proteinin
kodlanmasindan sorumlu gen olan efaAfs genine sahip oldugu ve iki tiir arasinda anlamli bir
farkin oldugu (p<0.05), efaAfm geni icin ise anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir
(p>0.05).
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4.5.1.6. Seks Feromonunu Ifade Eden cpd, ccf ve cob Genlerinin PZR Yiontemi ile
Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini igeren 66 Enterokok susunun Seks
feromonunu ifade eden 782 bp uzunlugundaki cpd, 543 bp uzunlugundaki ccf ve 1405 bp
uzunlugundaki cob genleri incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.26 ve Tablo 4.37’de

gosterilmistir.

Sekil 4.26 ve Tablo 4.37 incelendiginde, 19 E. faecalis (AE1, AE3, AE4, AE1l, AE13, AE14,
AE16, AE18, AE20, AE21, AE24, AE32, AE33, AE35, AE36, AE40, AE43, AE45 ve AE46)
ile 5 E. faecium (AE50, AE52, AE53, AE56 ve AE64) olmak tizere toplam 24 (%36.36) susun
cpd genine sahip oldugu, kalan 28 (%63.63) susun ise cpd genine sahip olmadigi saptanmaistir.
14 E. faecalis (AELl, AE2, AE3, AE4, AE5, AE6, AE33, AE35, AE37, AE38, AE40, AE42,
AE44 ve AE46) ile 12 E. faecium (AE47, AE48, AE49, AES0, AES1, AE54, AES6, AES7,
AE59, AE60, AE62 ve AE64) olmak lizere toplam 26 (%39.4) susun ccf genine sahip oldugu,
kalan 40 (%60.6) susun ise ccf genine sahip oldugu saptanmistir. Ayni zamanda, 26
E. faecalis (AE1,AE2, AE3, AE4, AE12-AE24, AE27, AE28, AE33, AE34, AE35, AE39,
AE40, AE41 ve AE42) ve 12 E. faecium (AE49-AE59 ve AE64) olmak iizere toplam 38
(%57.57) susun cob genine sahip oldugu saptanmustir.

Calisma sonucunda 6 E. faecalis (AE1, AE3, AE4, AE33, AE35, AE40) ve 3 E. faecium
(AE50, AES6, AE64) olmak lizere toplam 9 (%13.63) Enterokok susunun seks feromonlarini

kodlayan cpd, ccf ve cob genlerinden her tigiine de sahip oldugu saptanmistir.

E. faecalis suslarimin E. faecium suslarina oranla seks feromonlar1 olan cpd, ccf ve cob
genlerine daha yiiksek oranda sahip oldugu, iki tiir arasinda cpd ve cob geni bakimindan
anlaml1 bir fark olmadig1 (p>0.05), ccf geninde ise anlamli bir farkin oldugu (p<0.05) oldugu
tespit edilmistir.



Sekil 4.26: Enterokok suslarinda cpd, ccf ve cob virulans genlerine ait PZR iiriinlerinin jel elektroforez
goriintiileri.1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 50 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif
kontrol (E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78,
83: AE47-AEG65 (E. faecium); 84: AE6G6 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.
A: cpd; B: ccf; C: cob.
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Tablo 4.37: Enterokok suslarinda cpd, ccf ve cob genlerinin PZR yéntemi ile gosterilmesi.

Seks Seks Seks
Bakteri No. Feromonu Bakteri No. Feromonu Bakteri Feromonu
No.
cpd ccf  cob cpd ccf cob cpd ccf  cob

AE1 + + + AE23 - - + AE45 + - -
AE2 - + + AE24 + - + AE46 + + -
AE3 + + + AE25 - - - AE47 - + -
AE4 + + + AE26 - - - AE48 - + -
AE5 - + - AE27 - - + AE49 - + +
AE6 - + - AE28 - - + AE50 + + +
AE7 - - - AE29 - - - AE51 - + +
AE8 - - - AE30 - - - AE52 + - +
AE9 - - - AE31 - - - AE53 + - +
AE10 - - - AE32 + - - AE54 - + +
AE11 + - - AE33 + + + AE55 - - +
AE12 - - + AE34 - - + AE56 + + +
AE13 + - + AE35 + + + AE57 - + +
AE14 + - + AE36 + - - AE58 - - +
AE15 - - + AE37 - + - AE59 - + +
AE16 + - + AE38 - + - AEG0 - + -
AE17 - - + AE39 - - + AE61 - - -
AE18 + - + AE40 + + + AEG2 - + -
AE19 - - + AE41 - - + AEG3 - - -
AE20 + - + AE42 - + + AE64 + + +
AE21 + - + AE43 + - - AEB5 - - -
AE22 - - + AE44 5 + - AEG6 - - -

SB + + +

SB: Standart bakteri.

4.5.1.7. Agregasyon Faktoriinii Ifade Eden agg Geninin PZR Yiontemi ile
Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini i¢eren 66 Enterokok susunun agregasyon
faktorti varhigin1 ifade eden 1553 bp uzunlugundaki agg geni incelenmis ve elde edilen

sonuclar Sekil 4.27 ve Tablo 4.38’de gosterilmistir.
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N\

1500 bp

Sekil 4.27: Enterokok suslarinda agg virulans genine ait PZR f{iriinlerinin jel elektroforez goriintiileri.
1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 100 bp DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif kontrol
(E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78, 83:
AEA7-AEGS (E. faecium); 84: AE66 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.

Tablo 4.38: Enterokok suslarinda agg geninin PZR yontemi ile gosterilmesi.

Bakteri No. agggeni Bakteri No. agggeni Bakteri agg geni

No.
AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 + AE46 +
AE3 + AE25 + AE47 -
AE4 - AE26 + AE48 +
AE5 - AE27 + AE49 +
AEb6 + AE28 + AES50 +
AE7 + AE29 + AE51 -
AES8 + AE30 + AE52 -
AE9 + AE31 + AE53 +
AE10 + AE32 + AE54 -
AE11 + AE33 + AE55 +
AE12 + AE34 + AE56 -
AE13 + AE35 + AE57 +
AE14 + AE36 - AE58 +
AE15 + AE37 - AE59 +
AE16 + AE38 + AE60 +
AE17 + AE39 + AE61 -
AE18 + AE40 - AEG2 +
AE19 + AE41 + AEG3 -
AE20 + AE42 + AEG4 +
AE21 + AE43 - AEG5 -
AE22 - AE44 + AEG6 -

SB +

SB: Standart bakteri.
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Tablo 4.38 incelendiginde, 66 Enterokok susundan 50 (%75.76)’sinin agg genine sahip
oldugu, kalan 7 E. faecalis (AE4, AE5, AE22, AE36, AE37, AE40 ve AE43) ile 8 E. faecium
(AE47, AE51, AE52, AE54, AE56, AE61, AE63 ve AE65) ve 1 E. gallinarum (AE66) olmak
tizere toplam 16 (%24.24) susun agg genine sahip olmadigi tespit edilmistir. Calismada
kullanilan 66 Enterokok susundan E. faecalis’in E. faecium’a gore daha yiiksek oranda agg

genine sahip oldugu ve aralarindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05).

4.5.1.8. Jelatinaz ve Serin Proteazin Ifadesini Diizenleyen fsr Geninin PZR Yiontemi
ile Gosterilmesi
E. faecalis, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerini igeren 66 Enterokok susunun jelatinaz ve
serin proteazin ifadesini diizenleyen 3268 bp uzunlugundaki fsr geni incelenmis ve elde edilen

sonuclar Sekil 4.28 ve Tablo 4.39’da gosterilmistir.

3000bp

q—
s 1500bp

3000 bp

E\ 1500bp

Sekil 4.28: Enterokok suslarinda fsr virulans genine ait PZR firiinlerinin jel elektroforez goriintiileri.
1, 20, 21, 40, 41, 60, 61, 80, 81: 1 kb plus DNA Marker; 2, 22, 42, 62, 82: Pozitif kontrol
(E. faecalis ATCC 29212); 3-18, 23-38, 43-56: AE1-AE46 (E. faecalis); 57, 58, 63-78, 83:
AEAT7-AEGS (E. faecium); 84: AE6G6 (E. gallinarum); 19, 39, 59, 79, 85: Negatif kontrol.
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Tablo 4.39: Enterokok suslarinda fsr geninin PZR yontemi ile gosterilmesi.

Bakteri fsrgeni Bakteri fsrgeni Bakteri fsr geni

No. No. No.

AE1 + AE23 + AE45 +
AE2 + AE24 - AE46 -
AE3 - AE25 - AE47 +
AE4 + AE26 + AE48 +
AE5 - AE27 + AE49 +
AEb6 - AE28 + AE50 +
AE7 + AE29 - AE51 -
AES8 + AE30 + AE52 +
AE9 - AE31 - AE53 -
AE10 + AE32 + AE54 -
AE11 + AE33 + AE55 +
AE12 + AE34 - AE56 +
AE13 + AE35 - AE57 +
AE14 + AE36 + AE58 -
AE15 - AE37 - AE59 +
AE16 + AE38 - AE60 -
AE17 + AE39 + AE61 +
AE18 + AE40 + AE62 -
AE19 - AE41 + AE63 +
AE20 - AE42 + AE64 +
AE21 + AE43 + AE65 -
AE22 - AE44 - AE66 -

SB +

SB: Standart bakteri.

Tablo 4.39 incelendiginde, 28 E. faecalis (AE1, AE2, AE4, AE7, AE8, AE10-AE14, AE16-
AE18, AE21, AE23, AE26-AE28, AE30, AE32, AE33, AE36, AE39-AE43 ve AE45) ile 12
E. faecium (AE47-AES50, AE52, AES55-AES57, AES9, AE61, AE63 ve AE64) olmak iizere
toplam 40 (%60.6) susun fsr genine sahip oldugu, kalan 26 (%40.4) susun ise fsr genine sahip
olmadigi saptanmigtir. Calisma sonucunda fsr geninin E. faecalis suslarinda E. faecium
suslaria gore daha fazla susta bulunmasia ragmen aralarinda anlamli bir farkin olmadigi

saptanmistir (p>0.05).

4.6. ENTEROKOK SUSLARINDA VIiRULANS GENLERININ GENOTIPIiK
OLARAK GENEL DEGERLENDIRMESI

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susuna ait virulans genlerinin (ace, gelE, esp,
cylM, cylIB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, ccf, cob, agg ve fsr) genotipik olarak genel
degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.40 ve Tablo 4.41°de gosterilmistir.
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Virulans faktorleri genotipik olarak incelendiginde, E. gallinarum (AE66) susunun en az 3
virulans genine (cylM, cylB, cylA), 2 E. faecalis (AE1 ve AE33) susunun ise en fazla 12

virulans genine sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.40).



Tablo 4.40: Enterokok suslarinda virulans genlerinin genotipik olarak genel degerlendirmesi.

Virulans Genleri

Hiicre Dis1 Jelatinaz ve Serin Toplam
Bakteri Ma_trlks_ Jelatinaz Sitolizin Adezyon Seks Agrega}.syp n Proteaz ifadesini
Proteinlerine Feromonlari Faktorii -
No. Baglanma Diizenleme
n; (%)
ace gelE cylM cylB cylA efaAfs efaAfm cpd ccf cob agg fsr
AE1l + + + + + + + + + + + + 12 (%100)
AE2 + + + + + + + - + + + + 11 (%91.66)
AE3 + - + + + + - + + + + - 9 (%75)
AE4 - + + + + + - + + + - + 9 (%75)
AE5 - + + + + - - - + - - - 5 (%41.66)
AE6 + + + + + + + - + - + - 9 (%75)
AE7 + + + + + + - - - - + + 8 (%66.66)
AES8 + + + + + + - - - - + + 8 (%066.66)
AE9 + + + + + + + - - - + - 8 (%066.66)
AE10 + + + + + + - - - - + + 8 (%66.66)
AE11 + + + + + + + + - - + + 10 (%83.33)
AE12 + + + + + + + - - + + + 10 (%83.33)
AE13 + + + + + + + + - + + + 11 (%91.66)
AE14 + + + + + + - + - + + + 10 (%83.33)
AE15 + + + + + + + - - + + - 9 (%75)
AE16 + + + + + + + + - + + + 11 (%91.66)
AE17 + - + + + + + - - + + + 9 (%75)
AE18 + + + + + + - + - + + + 10 (%83.33)
AE19 + + + + + + + - - + + - 9 (%75)
AE20 + + + + + + + + - + + - 10 (%83.33)
AE21 + - + + + + - + - + + + 9 (%75)
AE22 - + + + + - - - - + - - 5 (%41.66)

Ny Toplam virulans faktorii sayisi.

6€T



Tablo 4.40(devam): Enterokok suslarinda virulans genlerinin genotipik olarak degerlendirmesi.

Virulans Genleri

Hiicre _Ilzlsl « Jelatinaz ve Serin |
Bakteri Matriks Jelatinaz Sitolizin Adezyon Seks Agrega}.syp n Proteaz ifadesini Toplam
No. Prot?lnlerlne Feromonlari Faktorii Diizenleme
Baglanma Ny (%)
ace gelE cylM cylB cylA efaAfs efaAfm cpd ccf cob agg fsr
AE23 + + + + + + + c - + + + 10 (%83.33)
AE24 + + + + + + - + - + + - 9 (%75)
AE25 + + + + + + + - - - + - 8 (%66.66)
AE26 + + + + + + + - - - + + 9 (%75)
AE27 + + + + + + + - - + + + 10 (%83.33)
AE28 + + + + + + - - - + + + 9 (%75)
AE29 + + + + + + + - - - + - 8 (%66.66)
AE30 + + + + + + + - - - + + 9 (%75)
AE31 + + + + + + + - - - + - 8 (%066.66)
AE32 + + + + + + + + - - + + 10 (%83.33)
AE33 + + + + + + + + + + + + 12 (%100)
AE34 + + + + + + - - - + + - 8 (%066.66)
AE35 - + + + + + - + + + + - 9 (%75)
AE36 - + + + + + - + - - - + 7 (%58.33)
AE37 + + + + + + + - + - - - 8 (%66.66)
AE38 + + + + + + + - + - + - 9 (%75)
AE39 + + + + + + - - - + + + 9 (%75)
AE40 + - + + + + + + + + - + 10 (%83.33)
AE41 + + + + + + + - - + + + 10 (%83.33)
AE42 + + + + + + - - + + + + 10 (%83.33)
AE43 - + + + + + + + - - - + 8 (%066.66)
AE44 + + + + + + - - + - + - 8 (%066.66)

Ny Toplam virulans faktorii sayisi.

ovT



Tablo 4.40(devam): Enterokok suslarinda virulans genlerinin genotipik olarak degerlendirmesi.

Virulans Genleri

Hiicre Dis1 Jelatinaz ve
Bakteri Ma_trlks_ Jelatinaz Sitolizin Adezyon Seks Feromonlari Agrega}.syp n Serin Proteaz Toplam
No. Proteinlerine Faktorii ifadesini
Baglanma Diizenleme n; (%)
ace gelE cylM cylB cylA efaAfs efaAfm cpd ccf cob agg fsr
AE45 + + + + + + - + - - + + 9 (%75)
AE46 + + + + + + + + + - + - 10 (%83.33)
AEA47 - + + + + - + - + - - + 7 (%58.33)
AE48 - + + + + - + - + - + + 8 (%66.66)
AE49 - + + + + - - - + + + + 8 (%66.66)
AE50 - - + + + - + + + + + + 9 (%75)
AE51 - + + + + - + - + + - - 7 (%58.33)
AE52 - + + + + - - + - + - + 7 (%58.33)
AE53 - + + + + - + + - + + - 8 (%066.66)
AE54 - + + + + - + - + + - - 7 (%58.33)
AE55 - + + + + - + - - + + + 8 (%066.66)
AE56 - + + + + - - + + + - + 8 (%066.66)
AE57 - + + + + - + - + + + + 9 (%75)
AE58 - + + + + - - - - + + - 6 (%50)
AE59 - + + + + - - - + + + + 8 (%66.66)
AEG0 - + + + + - + - + - + - 7 (%58.33)
AE61 - + + + + - + - - - - + 6 (%50)
AEGB2 - - + + + - - - + - + - 5 (%41.66)
AE63 - + + + + - + - - - + 6 (%50)
AE64 - + + + + - + + + + + + 10 (%83.33)
AEG65 - + + + + - - - - - - - 4 (%33.33)
AEG66 - - + + + - - - - - - - 3 (%25)
Toplam 40 59 66 66 66 44 39 24 26 38 50 40
n (%) (%60.6) (%89.4)  (%100) (%100) (%100) (%66.66) (%59.09) (%36.36) (%39.4) (%57.57) (%75.75) (%60.6)

n: Toplam bakteri sayis1, n;: Toplam virulans faktorii sayis.

14"
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66 Enterokok susunda 12 (ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, ccf, cob, agg ve
fsr) virulans faktorii PZR yontemi ile incelenmis ve ¢alisma sonucunda suslarin 40
(%60.6)’1n1n hiicre dis1 matriks proteinlerine baglanmadan sorumlu ace, 59 (%89.4)’unun
jelatinaz enzimini kodlayan gelE, 66 susun tamaminin (%100) sitolizin iiretiminden sorumlu
cylM, cyIB ve cylA, sirasiyla 44 (%66.66) ve 39 (%59.09)’unun Enterokok yiizey proteini olan
efaAfs ve efaAfm, sirastyla 24 (%36.36), 26 (%39.4) ve 38 (%57.57)’inin seks feromonlarini
kodlayan cpd, ccf ve cob genlerine, 50 (%75.75)’sinin agregasyon faktoriinii kodlayan agg ve
40 (%60.6)’min jelatinaz ve serin proteaz ifadesini diizenleyen fsr genine sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.40).

Calismada, 66 Enterokok susunda virulans genlerinin E.faecalis, E.faecium ve E.gallinarum

tirlerindeki bulunma siklig1 Tablo 4.41°de gosterilmistir.

Tablo 4.41: Enterokok suslarinda virulans genlerinin bulunma sikligi.

Bulunma Sikhgi (%)

Vlrglfor}?"Gen Gen E. faecalis E. faecium E. gallinarum Toplam
n (%) n (%) n (%) n (%)
Hiicre dis1 matriks
proteinlerine ace 40 (%86.9) 0 (%0) 0 (%0) 40 (%60.6)
baglanma
Jelatinaz gelE 42 (%91.3) 17 (%89.4) 0 (%0) 59 (%89.4)
cylM 46 (%100) 19 (%100) 1 (%100) 66 (%100)
Sitolizin cylB 46 (%100) 19 (%100) 1 (%100) 66 (%100)
cylA 46 (%100) 19 (%100) 1 (%100) 66 (%100)
Adezyon efaAfs 44 (%95.6) 0 (%0) 0 (%0) 44 (%66.66)
efaAfm 27 (%58.7) 12 (%63.1) 0 (%0) 39 (%59.09)
cpd 19 (%41.3) 5 (%26.3) 0 (%0) 24 (%36.36)
Seks feromonlari ccf 14 (%30.4) 12 (%63.1) 0 (%0) 26 (%39.4)
cob 26 (%56.5) 12 (%63.1) 0 (%0) 38 (%57.57)
Agregasyon faktorii  agg 39 (%84.7) 11 (%57.9) 0 (%0) 50 (%75.75)
Jelatinaz ve serin
proetaz ifadesini fsr 28 (%60.8) 12 (%63.1) 0 (%0) 40 (%60.6)
diizenleme

n: Bakteri sayisi.

Tablo 4.41 incelendiginde, incelenen 66 Enterokok susunun tamaminin sitolizin tiretiminden
sorumlu cylM, cylB ve cylA genlerine sahip oldugu belirlenmistir. E. faecalis ve E. faecium
suslariin virulans genlerine sahip olma orani, ace igin %86.9 ve %0, gelE i¢in %91.3 ve
%89.4, efaAfs icin %95.6 ve %0, efaAfm i¢in %58.7 ve %63.1, cpd i¢in %41.3 ve %26.3, ccf
icin %30.4 ve %63.1, cob igin %56.5 ve %63.1, agg i¢in %84.7 ve %57.9 ve fsr igin %60.8

ve %63.1 olarak tespit edilmistir. Calismada kullanilan E. gallinarum susunun ise 12 virulans
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faktoriinden sadece sitolizin tiretiminden sorumlu cylM, cylB ve cylA genlerine sahip oldugu

tespit edilmistir.

Calismada, 66 Enterokok susunda 12 farkli virulans faktorii arastirilmis ve genel olarak
E. faecalis suslarinin E. faecium’a goére daha virulan oldugu belirlenmistir. Virulans genlerine
sahip olan suslarin oranlan iki tiir arasinda kiyaslandiginda, ace, efaAfs, ccf ve agg genleri
icin anlamli bir farkin oldugu (p<0.05) belirlenirken, gelE, efaAfm, cpd, cob ve fsr genleri

i¢in ise anlaml1 bir fark olmadigi (p>0.05) saptanmaistir.

Enterokok suslarinin tasidiklar1 ¢oklu virulans gen profilleri Tablo 4.42°de gosterilmistir.



Tablo 4.42: Enterokok suslarinin tagidiklar1 ¢oklu virulans gen profilleri.

Tiir Adi

Virulans Coklu Virulans Profili Virulans Gen Sayis1  E. faecalis E. faecium E. gallinarum  Toplam
Profili No. n (%) n (%) n (%) n (%)

1 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, ccf, cob, agg, fsr 12 2 (%4.34) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
2 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, ccf, cob, agg, fsr 11 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
3 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, cob, agg, fsr 11 2 (%4.34) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
4 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cob, agg, fsr 10 4 (%8.7) 0 (%0) 0 (%0) 4 (%6.06)
5 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, agg, fsr 10 2 (%4.34) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
6 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, cob, agg, fsr 10 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
7 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, cpd, cob, agg, fsr 10 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
8 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, cob, agg 10 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
9 ace, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, ccf, cob, fsr 10 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
10 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, ccf, cob, agg, fsr 10 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
11 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, ccf, agg 10 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
12 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, cpd, ccf, cob, agg, fsr 10 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
13 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, ccf, agg 9 2 (%4.34) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
14 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cob, agg 9 2 (%4.34) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
15 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, agg, fsr 9 2 (%4.34) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
16 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cob, agg, fsr 9 2 (%4.34) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%3.03)
17 ace, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, ccf, cob, agg 9 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
18 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, ccf, cob, fsr 9 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
19 ace, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cob, agg, fsr 9 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
20 ace, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, cob, agg, fsr 9 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
21 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, cob, agg 9 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
22 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, ccf, cob, agg 9 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
23 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, agg, fsr 9 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
24 cylM, cylIB, cylA, efaAfm, cpd, ccf, cob, agg, fsr 9 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
25 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, ccf, cob, agg, fsr 9 0 (%0) 1(%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
26 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, agg 8 4 (%8.7) 0 (%0) 0 (%0) 4 (%6.06)
27 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, agg, fsr 8 3(%6.52) 0 (%0) 0 (%0) 3 (%4.54)
28 gelE, cylM, cylB, cylA, ccf, cob, agg, fsr 8 0 (%0) 2 (%10.52) 0 (%0) 2 (%3.03)
29 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cob, agg 8 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
30 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, ccf 8 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
31 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, fsr 8 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
32 ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, ccf, agg 8 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
33 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, ccf, agg, fsr 8 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
34 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, cpd, cob, agg 8 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
35 gelE, cylM, cylIB, cylA, efaAfm, cob, agg, fsr 8 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
36 gelE, cylM, cylB, cylA, cpd, ccf, cob, fsr 8 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
37 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, ccf, cob 7 0 (%0) 2 (%10.52) 0 (%0) 2 (%3.03)

n: Coklu virulans profiline sahip bakteri sayisi.
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Tablo 4.42(devam): Enterokok suslarinin tasidiklari ¢oklu virulans gen profilleri.

Tiir Ad1

Virulans Coklu Virulans Profili Virulans Gen Sayis1  E. faecalis E. faecium E. gallinarum  Toplam
Profili No. n (%) n (%) n (%) n (%)

38 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, cpd, fsr 7 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
39 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, ccf, fsr 7 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
40 gelE, cylM, cylB, cylA, cpd, cob, fsr 7 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
41 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, ccf,agg 7 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
42 gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfm, fsr 6 0 (%0) 2 (%10.52) 0 (%0) 2 (%3.03)
43 gelE, cylM, cylB, cylA, cob, agg 6 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
44 gelE, cylM, cylB, cylA, cpd 5 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
45 gelE, cylM, cylB, cylA, cob 5 1(%2.17) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%1.51)
46 cylM, cylB, cylA, ccf, agg 5 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
47 gelE, cylM, cylIB, cylA 4 0 (%0) 1 (%5.26) 0 (%0) 1 (%1.51)
48 cyIM, cylB, cylA 3 0 (%0) 0 (%0) 1 (%100) 1 (%1.51)

n: Coklu virulans profiline sahip bakteri sayisi.

vl
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Tablo 4.42 incelendiginde, 66 Enterokok susunun c¢oklu virulans gen profiline sahip oldugu
belirlenmistir. Calismada 12 virulans gen bolgesi (ace, gelE, efaAfs, efaAfm, cylM, cylB, cylA,
cpd, ccf, cob, agg ve fsr) PZR yontemi ile incelenmis ve 66 sustan 2 (%3.03) E. faecalis’in
(AE1 ve AE33) 12 gen bolgesi ile en fazla, bir (%1.51) E. gallinarum’un (AE66) 3 gen
bolgesi (cylM, cylB ve cylA) ile en az virulans profili gosterdigi saptanmistir. Diger yandan 66
Enterokok susundan 3’liniin 11 virulans gen profiline sahipken, 13’{iniin 10, 17’sinin 9,
17’sinin 8, 6’sinin 7, 3’ilinlin 6, 3’iinlin 5 ve birinin 4 virulans gen profiline sahip oldugu
saptanmustir. Ayn1 zamanda ¢alisma sonucunda E. faecalis suslarinin E. faecium’a goére daha

fazla sayida virulans profiline sahip oldugu tespit edilmistir.

4.7.ENTEROKOK SUSLARINDA PLAZMIT PROFILLERININ
BELIiRLENMESI

Deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunda, SpinKlean Plasmid DNA Miniprep Kit
(Biomatik, Canada) kullanilarak plazmit DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve plazmit DNA

bantlarina ait gortintiiler Sekil 4.29°da gosterilmistir.

23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp
2322 bp
2027 bp

564 bp
125bp

Sekil 4.29: Enterokok suslarinda plazmit DNA bantlarinin agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi.
1, 20: £ DNA Marker, 2: Standart sus (E. faecalis ATCC 29212), 3: AE5, 4: AE16, 5: AE18,
6: AE20, 7: AE21, 8:AE23, 9: AE24, 10: AE25, 11: AE28; 12: AE31; 13: AE36; 14: AESS;
15: AE43; 16: AES0, 17: AE54; 18: AE63; 19: Negatif kontrol.

Calismada, DNA biiyiikliikleri bilinen & DNA Marker (ThermoScientific™) kullanilarak,
markerin agaroz jel elektroforezindeki gogli hesaplanmis ve standart egri cikartilmistir.
Korelasyon katsayis1 ve egrinin egiminden faydalanilarak plazmit DNA’larin biiyiikliikleri

tespit edilmistir. Enterokok suslarinda plazmit DNA sonuglar1 Tablo 4.43’te belirtilmistir.
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Tablo 4.43: Enterokok suslarinda plazmit DNA sonuglart.

Plazmit Profili Plazmit Profili Plazmit Profili
Bakteri Bakteri Bakteri
No. No. No.
Plazmit Plazmit Plazmit Plazmit Plazmit Plazmit
icerigi sayis1 icerigi sayis1 icerigi sayis1

AE1 - - AE23 + 1 AE45 - -
AE2 - - AE24 + 1 AE46 - -
AE3 - - AE25 + 2 AE47 - -
AE4 - - AE26 - - AE48 - -
AE5 + 1 AE27 - - AE49 - -
AE6 - - AE28 + 1 AE50 + 1
AE7 - - AE29 - - AE51 - -
AE8 - - AE30 - - AE52 - -
AE9 - - AE31 + 1 AE53 - -
AE10 - - AE32 - - AE54 + 3

AE11 - - AE33 - - AE55 -
AE12 - - AE34 - - AE56 - -
AE13 - - AE35 - - AE57 - -
AE14 - - AE36 + 1 AE58 - -
AE15 - - AE37 - - AE59 - -
AE16 + 2 AE38 + 2 AE60 - -
AELl7 - - AE39 - - AE61 - -
AE18 + 3 AE40 - - AEG2 - -
AE19 - - AE41 - - AEG3 + 1
AE20 + 3 AE42 - - AE64 - -
AE21 + 3 AE43 + 1 AEGB5 - -
AE22 - - AE44 - - AEG6 - -
SB + 3

SB: Standart bakteri.

Tablo 4.43 incelendiginde, 13 E.faecalis (AE5, AE16, AE18, AE20, AE21, AE23, AE24,
AE25, AE28, AE31, AE36, AE38 ve AE43) ile 3 E.faecium (AE50, AE54 ve AE63) olmak
tizere toplam 16 (%24.24) susun plazmit icerdigi saptanmistir. Plazmit icerdigi belirlenen 16
Enterokok susu ve standart sus olarak kullanilan E. faecalis ATCC 29212 susuna ait plazmit
profil bityiikliikleri Tablo 4.44°te belirtilmistir.
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Tablo 4.44: Enterokok suslarinda plazmit profil biyiikliikleri.

Ornek Molekiiler Biiyiikliigii (bp)

£ DNA Marker 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125
Bakteri No. Plazmit Profil Bityiikliigii (bp)
AE5 2160

AE16 3210 3180

AE18 9560 8570 7240

AE20 2140 2020 340

AE21 6460 4080 3260

AE23 2120

AE24 2120

AE25 1580 1560

AE28 1920

AE31 752

AE36 2360

AE38 3960 3920

AE43 6400

AES50 32600

AE54 9320 7560 4020

AEG3 1640

SB 6520 4280 4090

SB: Standart bakteri.

66 Enterokok susunun sahip oldugu plazmit profilleri molekiiler biiyiikliikleri bilinen marker
ile karsilastirilarak belirlenmistir. 13 (%28.2) E. faecalis (AE5, AE16, AE18, AE20, AE21,
AE23, AE24, AE25, AE28, AE31, AE36, AE38, AE43) ve 3 (%15.78) E. faecium (AES50,
AES54, AE63) suslarmin farkli molekiiler biiyiikliikte plazmit profillerine sahip oldugu
belirlenmistir. Calismada, bir susun en fazla 3 plazmit igerdigi ve toplamda 26 farkli
molekiiler biiyiikliikkte plazmite sahip odugu ve plazmit biiylikliklerinin 340 ile 32600 bp
arasinda degistigi tespit edilmistir. AE23 ve AE24 kodlu 2 E. faecalis susunun 2120 bp
molekiiler biiytikliik ile ayn1 plazmit profiline sahip olabilecegi belirlenmistir (Tablo 4.44).
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5. TARTISMA VE SONUC

Insan bagirsak sisteminin normal florast olan Enterokoklar, sicakkanli hayvanlarin
diskisindan, et ve et iiriinleri, balik, siit ve siit iirlinleri gibi gida Ornekleri ve klinik
orneklerden siklikla izole edilmesinin yanisira toprak ve bitki 6rnekleri ile denizler, nehirler,
tathh sular, plajlar ve c¢op sular1 gibi c¢evresel Orneklerden de yaygin olarak izole
edilebilmektedir. Fekal kirlilik indikatorii olarak bilinen ve Laktik Asit Bakterileri grubuna
dahil olan patojen Enterokoklar, sahip olduklari intrinsik ve ekstrinsik antibiyotik direng
mekanizmalar1 ve virulans faktorleri ile enfeksiyon tedavisinde sorunlara neden olmaktadir.
Enterokoklar, konak doku hiicrelerine tutunmada rol oynayan reseptorlere sahip olmasi,
adezyon proteinleri, antijenik yapilari, salgiladiklari toksinler, sahip oldugu enzimler ve
biyofilm olusturma yetenegi ile konak dokularin eritrosit, makrofaj, timor nekrozis faktor,

hiyaluronik asit gibi yapilarina tutunarak onlar1 lizis etmektedir (Gilmore, 2002).

Enterokoklar sahip olduklari fenotipik ve genotipik virulans faktorleri ile insanda bakteriyemi,
tirogenital ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, gingivit, yara ve doku enfeksiyonlari ile
sepsise neden olmaktadir. Aym1 zamanda, Enterokok bakteriyosinleri olarak adlandirilan
enterosinler sayesinde diger pek ¢cok Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere istiinliik
saglayarak firsatg1 patojen olarak yerini almaktadir. Bakteriyofajlar, plazmitler, transpozonlar
araciligi ve insersiyon dizileri ile Enterokok tiirleri arasinda yatay gen transferi ve diger
bakteri gruplar arasinda dikey gen transferinin yapilmasi ile antibiyotik diren¢ ve virulans
genleri ile aktarilabilmektedir. Bu sayede Enterokoklar, sicaklik, pH, tuzluluk gibi g¢evre
kosullaria kars1 daha direngli ve insanlarda enfeksiyona yol agmasi bakimindan daha virulan

ozellikte olabilmektedir (Yiiksel, 2012).

Enterokoklar fekal kaynaktan direkt veya indirekt yolla kontamine olmus 6zellikle et, balik,
slit ve siit trlinleri gibi gida, su, toprak ve bitkilerden izole edilebilmekle birlikte sicakkanli
hayvanlarin siklikla kan, idrar, BOS ve diskilarindan izole edilmektedir (Cetinkaya ve Elal
Mus, 2010). Enterokoklar, pastdrizasyon sicakligina dayaniklilik gostermeleri nedeniyle 1s1l
islem gormiis ve ¢ig gidalarda siklikla karsimiza c¢ikmakta ve bakteriyosin iiretmeleri,

aromatik enzim salgilamalar1 nedeniyle fermente gidalarda starter kiiltiir ve probiyotik olarak
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kullanildiginda dikkat edilmesi gerekmektedir. Son yillarda gidalarda Enterokok cinsi
bakterilerin yayginlagmasinin nedeninin gidalardaki koruyucu madde olarak kullanilan
antibiyotiklerin oldugu belirlenmistir (Gilmore, 2002). Aynm1 zamanda gidalar, hayvanlardan
insanlara antibiyotik direngli patojen Enterokoklarin insanlara geg¢isinde Oonemli bir etken
olarak goriilmektedir. Enterokoklar gen aktarimi sayesinde sahip oldugu yeni diren¢ genleri
ile yiiksek tuzluluk, sicaklik, pH, osmotik basing, safra ortami gibi stres kosullarina karsi
dayaniklilik gostermekte olup hem denizler basta olmak iizere sucul ekosistemlerde ve
gidalarda hem de insan doku ve organlarinda iireme 6zelligi gostermektedir. Deniz kiyilar1 ve
nehir yataklarindan alinan su orneklerinden 6zellikle yaz aylarinda deniz kiyilarmin fekal
kirlilik sonucu kontamine oldugunu ve halk saglhigimi tehdit edebilecek derecede E. faecalis
izole ettiklerini bildiren ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (Berdard, 1989; Morinigo ve
dig., 1990; Bravo ve Vincente, 1992; Gutmann ve dig., 1994; Mufioz ve dig., 1998; Kimiran
Erdem ve dig., 2007). Calismamizda da sicaklik, tuz, pH gibi ¢evresel kosullar bakimindan
farklilik gdsteren Kilyos, Rumelikavagi, Uskiidar ve Yesilyurt denizinden alman su

orneklerinden izole edilen Enterokoklar ile ¢alisilmustir.

Ulkemizde cevresel, gida ve klinik &rneklerden izole edilen Enterokoklarin epidemiyolojisi
lizerine yapilan ¢alismalar genel olarak incelendiginde, ilk sirada E. faecalis (% 72.9- 80),
ikinci sirada ise E. faecium’un (%19-25.2) izole edildigi belirlenmistir (Cetinkaya, 2000;
Kagmaz ve dig., 2004). Enterokoklarin tiir tayini ile ilgili ¢aligmalarda, genel olarak
izolatlarin bilyiik ¢ogunlugunun E. faecalis oldugu, E. faecium oraninin daha az oldugu rapor
edilmistir (Sekercioglu ve dig., 1998; Torun ve dig., 1999; Yiice ve dig., 1999; Comert ve
dig.,2007; Alkan ve dig., 2016). Klinik ve ¢evresel ornekler ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
diisiik oranlarda dahi olsa E. gallinarum susu tespit edildigi bildirilmistir (Etiz ve dig., 2014;
Oryasin, 2008; Alkan ve dig., 2016). Calismamizda, daha once yapilan bir calismada
(Kimiran Erdem ve dig., 2007), deniz suyundan izole edilen 66 adet Enterokok susunun
API®20 Strep test kiti (Biomeriux, France) ile tir dogrulamasi yapilmis ve sonucunda 46
(%69.7) susun E. faecalis, 19 (%28.79) susun E. faecium ve bir susun (%1.51) E. gallinarum
oldugu tespit edilmistir. Yapilan diger calismalarla kiyaslandiginda, ¢alismamizda da
E. faecalis susu E. faecium susuna gore daha yiiksek oranda izole edilirken sadece bir

E. gallinarum susu tespit edilmistir.
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Denizler, sahip oldugu kiy1 seridindeki plajlar ile turistik 6neme sahip olmasinin yani sira,
deniz iiriinleri agisindan besin zincirinde énemli bir yere sahiptir. Ayni1 zamanda rekreasyonel
amacli olarak tarim alanlarinin sulanmasinda, nadiren de aritilarak igme suyu olarak
kullanilabilmektedir. Artan niifus ve sanayilesme ile birlikte 6zellikle metropol sehirlerde
bulunan denizler ve plajlarda insanlar tarafindan meydana gelen kirlilik, sanayi atiklart ve
kanalizasyon sularin denizlere karigmasi ile birlikte denizlerden izole edilen patojen
mikroorganizmalarin sayisinda artis yasanmaktadir. Denizler, giines 1sinlarinin yiizey ve derin
sulara farkli agilardan diismesi ile acrob ve anaerob ortam gibi zengin ortamlara sahip olmasi,
besin kaynaklarinin zenginligi, genis araliga sahip sicaklik ve pH degerleri, yiiksek tuzluluk,
osmolarite gibi faktorlerle Enterokoklarin {iremesi igin elverisli ortam olusturmaktadir.
Ozellikle lagim ve kanalizasyon sularinin denizlere karismasi ile birlikte fekal indikatdr
kaynag1 olarak bilinen ve insan bagirsak florasinin dogal yapisinda bulunan Enterokoklar,
deniz sularinda hizla iireyerek patojen hale gelmekte ve insanlarda enfeksiyona sebep
olmaktadir. Ayni zamanda kromozomal yapilarinda ya da plazmit ve konjugatif transpozonlar
araciligr ile kazandiklar1 antibiyotik diren¢ genleri ve virulans faktorleri ile pek ¢ok stres
ortamlarina, antibiyotiklere ve dezenfektanlara direncli hale gelmekte ve tedavide giicliikler

yasanmaktadir (Savasan ve dig., 2008).

Denize giren insanlarda su yutma yoluyla oral bosluklar ya da diger viicut bosluklarindan ya
da dermal yolla giris yapan, plajlarda kontamine materyallere temas ya da deniz iirlinlerinin
tilketilmesi ile birlikte indirekt yolla alinan Enterokoklar, sahip oldugu antijenik
determinantlar ve virulans genleri ile birlikte konak immun yanittan kagmakta ve konak
savunma mekanizmasini 6nlemektedir (Mus ve Cetinkaya, 2017). Bu nedenle ¢alismamizda,
Istanbul’a kiyis1 bulunan ve deniz iiriinleri agisindan énem arz eden Marmara Denizi ve
Karadeniz (Kilyos, Rumelikavagi, Yesilyurt ve Uskiidar)’den daha énceki bir calismadan
izole edilen Enterokok suslarimin tiir dogrulamasinin yapilmasi, virulans faktorlerinin

fenotipik ve genotipik olarak incelenmesi amaglanmustir.

Matyar ve Dinger, 2010 yilinda Iskenderun Korfezi kiyr seridinin farkli noktalarindan aldig
deniz suyu Orneklerinden antibiyotik ve agir metal direncliligine sahip fekal kaynakli 158
E. faecalis susu tespit etmis ve 15 farkli antibiyotige karsi antibiyotik diren¢ oranlarimi
incelemistir. Belirtilen ¢alismada, tatli sulardan ve deniz sularindan izole edilen Enterokok
suglarindaki direng oranlari sirasiyla %32.9 ve %64.9 (eritromisin), %19.2 ve %?20.8
(gentamisin), %83.6 ve %92.2 (ampisilin), %28.8 ve %31.2 (kloramfenikol), %56.2 ve %44.1
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(vankomisin), %35.6 ve %49.3 (siprofloksasin), %54.8 ve %68.8 (tetrasiklin) olarak
bulunmustur. Calismamizda da benzer sekilde, E. faecalis ve E. faecium suslarinda
antibiyotik diren¢ oranlart tiir i¢i degerlendirildiginde sirasiyla, eritromisin i¢in %50 ve
%84.2, gentamisin i¢in %100 ve %94.7, ampisilin i¢in %39.13 ve %57.9, kloramfenikol i¢in
%10.86 ve %31.57, vankomisin i¢in %41.3 ve %57.9, siprofloksasin i¢in %17.4 ve %36.84,
tetrasiklin i¢in %52.7 ve %63.15 olarak belirlenmistir.

Genellikle bakteriyemi, iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve endokardite sebep olan Enterokok
cinsi bakteriler, ¢oklu antibiyotik direnci ve vankomisin direnci ile 6zellikle son 20 yilda
nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde sorunlar yarattigindan, Enterokok cinsi bakteriler ile
ilgili calismalarm sayis1 artmustir. Intrinsik ve ekstrinsik antibiyotik diren¢ mekanizmalari
sayesinde Enterokoklar, konak bagisiklik yanitindan kagmakta ve konak savunma
mekanizmalarin1 6nlemektedir. Enterokoklar, kromozomlarinda ya da patojenite adalarinda
bulunan antibiyotik direng yapilarinin yaninda, plazmit ve transpozonlar aracili gen aktarimi
ile yanlis ve fazla antibiyotik kullanimi nedeni ile de pek ¢ok antibiyotige direng gelistirmistir

(Gilmore, 2002; Yiiksel, 2012).

Sentiirk (2017), yaptig1 calismada market, kasap ve pazarlardan izole ettigi 100 Enterokok
izolatinin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi’ne gore %100’tGniin nalidiksik asite,
%99’unun kanamisine, %37’sinin eritromisine, %81 ’inin rifampisine, %60’ 1mnin ampisiline,
%34’tnilin  siprofloksasine, %9’unun tetrasikline, %@8&’inin penisilin G’ye, %3’liniin
kloramfenikole, %?2’sinin gentamisine karsi antibiyotik direnci saptadigini bildirmistir.
Yapilan bu calismada kullanilan antibiyotikler ¢alismamiz ile benzerlik gostermekte olup
calisma sonucunda elde edilen veriler karsilastirildiginda, ¢alismamizda incelenen E. faecalis
ve E. faecium suslarinda gelisen antibiyotik diren¢ oranlarinin sirasiyla, penisilin i¢in %60.8
ve %84.2, kloramfenikol i¢in %10.86 ve %31.57, vankomisin i¢in %41.3 ve %57.9,
tetrasiklin i¢in %52.7 ve %63.15, siprofloksasin i¢in %17.4 ve %36.84, kanamisin ig¢in
%97.82 ve %94.7, ampisilin i¢in %39.13 ve %57.9, eritromisin i¢in %50 ve %84.2,
gentamisin i¢in %100 ve %94.7 oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, deniz suyundan izole
ettigimiz 66 Enterokok susu ile ilgili yaptigimiz ¢aligmada, yapilan bu ¢aligmada oldugu gibi
nalidiksik asite kars1 direng %100 oraninda tespit edilmistir. Calismamiz sonucunda da, deniz
suyundan izole edilen Enterokok suslarmin g¢oklu antibiyotik direng profiline ve farkli
virulans genlerine sahip oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, ¢calismada deniz suyundan izole

edilen Enterokok suslarinin farkli molekiiler biiyiikliikte plazmit profiline sahip oldugu
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belirlenmistir. Calismamizdan elde edilen veriler dogrultusunda, fekal kaynakli Enterokok
bakterilerinin deniz suyuna bulasmis olabilecegi ve igerdigi plazmit profilleri ile Enterokok
tiurleri arasinda antibiyotik diren¢ ve virulans genlerinin yiikksek oranda aktariminin
gerceklesmis olabilecegi diisiinlilmektedir. Calismamizda deniz sularinda halk saghg
problemlerine yol acan patojen Enterokoklarin var oldugu, bu nedenle deniz sularinin fekal
indikator mikroorganizmalar agisindan analizi ve rutin mikrobiyolojik kontrollerin yapilmasi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Siprofloksasin gibi florokinon ailesinden antibiyotiklere karsi olusan direng, GyrA (DNA
giraz alt tnitesi) ve ParC (Topoizomeraz IV alt {initesi) bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlarla ve antibiyotigin hiicre disina atilmasini saglayan Efluks pompa sistemleri ile
meydana gelmektedir (Klare, 2003; Li, 2005; Frye ve Jackson, 2013). Yapilan ¢alismalarda
kinolon grubu antibiyotiklerden olan siprofloksasin, Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde
siklikla kullanildigindan, direng oranlarinda 7 yilda ciddi bir artis oldugu (%10.3’ten %61.1°¢
yiikseldigi) belirlenmis ve ¢alismalar yeni kusak kinolonlar tizerine yogunlasmistir (Aktepe ve
dig., 2011). Calismamizdan elde edilen sonuglar incelendiginde, 66 Enterokok susundan 8
(%17.4) E. faecalis ve 7 (%36.84) E. faecium olmak iizere toplam 15 (%22.72) susun
siprofloksasine direngli oldugu, bu diren¢ oraninin da mutasyonlar ya da bakterinin sahip
oldugu Efluks pompa sistemleri ile meydana gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Enterokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullanilan siprofloksasine karsi gelisen direng, tedavide

problemlere yol agmaktadir.

Enterokoklarda, kloramfenikole karst olusan direng, kromozomlar ya da konjugatif
plazmitlerde bulunan cat geninde kodlanan kloramfenikol asetil transferaz enzimi ile
kloramfenikoliin yapisal degisiklige ugrayarak ribozomlara baglanamamas1 sonucunda
gergeklesmektedir. Ayn1 zamanda hiicre duvarinda bulunan aktif pompa sistemlerinden olan
Efluks pompa sistemi ile kloramfenikoliin hiicre digina atilim1 da ger¢eklesmektedir (Barbosa
ve dig., 2009). Calismamizda, deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarinin
kloramfenikole direnci hem Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine gore fenotipik olarak hem
de catplP geni varligt PZR yontemi ile genotipik olarak incelenmistir. Fenotipik sonuglar
incelendiginde, 66 Enterokok susundan 5 (%10.86) E. faecalis ve 6 E. faecium (%31.57)
olmak tizere toplam 11 (%16.66) susun kloramfenikole direncli oldugu, genotipik
incelemelerde ise 33 (%71.73) E. faecalis ve 12 (%63.15) E. faecium olmak tizere toplam

45(%68.18) susun catplP genine sahip oldugu belirlenmistir. Genotipik incelemelerde,
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fenotipik incelemelere gore kloramfenikol direncinin daha yiiksek ¢ikmasi, kiiltiirde
bakterilerin  VBNC fazmna girebilmesidir. Bu nedenle o&zellikle virulans genlerinin
incelenmesinde altin standart olarak kabul edilen fenotipik yontemlerle o6zgiilligl yiiksek
olarak bilinen PZR yonteminin birarada kullanilmasi ve elde edilen sonuglarin

karsilagtiritlmasi gerekmektedir.

Enterokoklarda ribozomal korumadan sorumlu tetM kromozomlar iizerinde kodlanmakla
birlikte Efluks pompa sistemini kodlayan tetL geni ile tetQ ve tetN direng genleri ile gelisen
tetrasiklin direncinin genellikle Tn916 konjugasyon transpozon yolu ile aktarildig:
belirlenmistir (Ak¢imen, 2010; Hammad ve dig., 2014). Yiiksel (2012), yaptigi ¢aligmada 13
Enterokok izolatinda tetM geni tespit ettigini, tetL genine sahip sus izole edilmedigini
bildirmistir. Yapilan diger bir caligmada, 135 E. faecalis’in %95’inde tetM ve %]17’sinde tetL
direng geni saptanirken, 81 E. faecium’un %95’inde tetM ve %16’sinda tetL geni saptanmistir
(Aarestrup ve dig., 200). Calismamizda, Enterokok izolatlarinin tetrasiklin direnci fenotipik
ve genotipik olarak incelenmistir. Fenotipik sonuglar incelendiginde Kirby-Bauer disk
diftizyon yontemine gore, 24 (%52.7) E. faecalis ve 12 (%63.15) E. faecium olmak iizere
toplam 36 (%54.54) susun tetrasikline direng gosterdigi saptanmistir. Diger yandan,
tetrasiklinin ribozomlara baglanmasini1 engelleyen tetM geni ile tetrasiklinin Efluks pompasi
ile disar1 atilimini saglayan tetL geninin PZR yo6ntemi ile genotipik olarak incelenmesi sonucu
elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, 26 (%56.52) E. faecalis, 14 (%21.21) E. faecium ve
1 (%100) E. gallinarum olmak iizere toplam 41 (%62.12) susun tetM genine, 20 (%43.47)
E. faecalis ve 7 (%36.84) E. faecium olmak tizere toplam 27 (%40.9) susun tetL genine sahip
oldugu belirlenmistir. Calismada, tetrasiklin direncinin fenotipik ve genotipik analizinden
elde edilen sonuglarin birbirine yakin oldugu ve tetM genine sahip olan suslarin sayisinin
daha fazla oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, 66 Enterokok Susunun tetrasiklin direnci
profili E. faecalis’te E. faecium’a gore daha yiiksek oranda tespit edilmis ve tetrasiklinin
ribozomlara baglanmasini engelleyen diren¢ geni olan tetM’nin Enterokok suslarinda daha

yiiksek oranda oldugu belirlenmistir.

Enterokoklarda, makrolid grubu antibiyotiklerden olan eritromisine karsi gelisen direng
intrinsik olmakla birlikte genellikle konjugatif plazmit ve transpozonlar araciligi ile ekstrinsik
olarak da gelisebilmektedir (Miller ve dig., 2014). Eritomisin direnci, 23S rRNA alt
birimlerinde gerceklesen metillenme sonucu protein sentezinin inhibe edilerek eritromisinin

baglanmasinin engellenmesi, eritromisin yapisindaki lakton halkasinin hidrolizi ve
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eritromisinin pek cok antibiyotik gibi Efluks pompasi ile hiicreden atilmasi ile meydana
gelmektedir. Eritromisin diren¢ geni olan ermB, hem kromozomlarda bulunmakta hem de
Tn917 transpozonu ile aktarilabilmektedir. Eritromisin direncinden sorumlu bu transpozon,
ermB geninin yatay ve dikey gen transferi ile hem Enterokok tiirleri arasinda hem de diger
bakteriler arasinda aktarimini sagladigindan Enterokok patogenezinde 6nemlidir (Jensen ve
dig., 1999; Wax ve dig., 2008). Ulkemizde Enterokok patogenezi iizerine yapilan ¢alismalara
genel olarak bakildiginda, Enterokoklarin eritromisine gosterdigi antibiyotik direncinin
ortalama %60 oldugu gériilmektedir (Aral ve dig., 2011; Ozseven ve dig., 2011; Etiz ve dig.,
2014). Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan eritromisine karsi
direng, yapilan bir ¢alismada 153 Enterokok susunun 131 (%83)’inde (Aral ve dig., 2011)
belirlenirken, baska bir ¢alismada E. faecalis’te %48, E. faecium’da %95 olarak belirlenmis
(Ozseven ve dig., 2011) ve bir diger calismada ise 536 Enterokok susunun 445 (%83.2)’inde
eritromisine direng saptanmistir (Etiz ve dig., 2014). Calismamizda Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemine gore, 66 Enterokok izolatindan 23 (%50) E. faecalis, 16 (%84.2)
E. faecium ve bir (%100) E. gallinarum olmak {izere toplam 40 (%60.6) susun eritromisine
direng gosterdigi belirlenmistir. ermB geni hem kromozomal hem de plazmit DNA iizerinde
kodlanmaktadir. Calismamizda 66 Enterokok susunun 40’inda fenotipik ve genotipik olarak
ayni oranda eritromisine direng gelistigi ve bu 40 6rnekten 12’sinin plazmit profiline sahip

oldugu belirlenmistir.

Son yillarda Enterococcus cinsi bakterilerde, glikopeptit yapidaki antibiyotikler olan
vankomisin ve teikoplanine karsi diren¢ gelistigi gozlemlenmekle birlikte ozellikle
nozokomiyal Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde sorun yaratmaktadir. Vankomisine
direngli Enterokok (VRE) suslarinin yiiksek oranda artisinin sebebi olarak mutasyon ve
kromozom anomalileri ile konjugatif plazmitler, transpozonlar aracilig1 ile gen aktariminin
gergeklestigi disiiniilmektedir (Cetinkaya ve dig., 2000; Yiiksel, 2012). Yapilan ¢alismalarda
fenotipik ve genotipik virulans faktorleri olarak glikopeptid direngli Enterokoklarin sayisinda
artig oldugu ve dzellikle vankomisin direng genlerinin Enterokok tiirleri ve diger Gram pozitif
bakteriler arasinda plazmit ve transpozonlar ile aktarildigi belirlenmis ve Enterokok
olgularinin tedavisinde giigliikler yasanmaya baslanmistir (Leclercq ve dig., 1989; Woodford
ve dig., 1997; Coleri ve Cokmiis, 2008).

Vankomisin direngli Enterokok suslari, Diinya’da ilk kez 1986 yilinda Ingiltere, Fransa ve

ABD’den bildirilmis olmakla birlikte, iilkemizde 1998’de Akdeniz Universitesi Hastanesi’nde
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yenidogan bir bebegin plevra sivisindan izole edilmistir (Vural ve dig., 1999; Sood ve dig.,
2008; Isikgdz Tasbakan, 2010). 1990 yilinda Newyork City Hastanesi’nde izole edilen
vankomisine direngli Enterokok (VRE) sayisinin 2 yil i¢inde %53 arttig1 saptanmistir (Mato
ve dig., 1996). Iraz ve dig. (2012). Calismada, 79 hastadan izole edilen Enterokok
bakterilerinden nozokomiyal kaynakli 31 ve perirektal siiriinti kaynakli 30 VRE susu tespit
edilmistir (Ak¢imen, 2010). Yapilan bir ¢alismada 536 hastanin idrar kiiltiirlinden izole edilen
Enterokok suslarmin %14.7’sinin (Etiz ve dig., 2014), Dicle Universitesi’nde yapilan baska
bir calismada 699 rektal siirlintiiden izole edilen Enterokok suslarindan 82 (%75.9)
E. faecium, 6 (%5.6) E. faecalis ve 20 (18.5) Enterococcus spp. susu olmak iizere toplam 108
ornegin (Ipek, 2015), Kiiba’da yapilan diger bir calismada ise 50 Enterokok izolatinin
%350’sinin vankomisine direngli oldugu (Medell ve dig., 2014) belirlenmistir. Benzer
calismalarda, 189 perirektal siirlintiiden 101 (%53)’inde (Landman ve dig., 1996) ve 197
rektal stirlintii kiltirinden 5 (%2.5)’inde (Ceryan ve dig., 2000) VRE tespit edilmistir.
Oryasin, 2008 yilinda Aydin’da yaptig1 ¢aligmada, Biiyiik Menderes Nehri ve nehir suyuyla
beslenen kanal sulari, kanal sulari ile beslenen toprak ornekleri, aritim tesisi sulari, hayvan
kesim yerindeki rektum ve c¢ekum Ornekleri, havuz suyu Ornekleri, ¢Op tasima
kamyonlarindaki ¢op sizint1 sularindan aldig1 ¢evresel 6rneklerden izole ettigi 50 Enterokok
susundan 4 (%8)’linlin vankomisine direngli oldugunu tespit etmistir. Sanchez Valenzuela ve
dig. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, hayvansal ve bitkisel kaynakli gida iiriinleri ve sulardan izole
edilmis 55 Enterokok susundan E. faecalis ve E. faecium suslarinin vankomisine direng
oranlarini sirastyla %7.14 ve %4.87 olarak saptamistir. Kanada’da ve Avustralyada Enterokok
epidemiyolojisinin arastirilmasina yonelik yapilan ¢aligmada, iiriner sistem enfeksiyonlu ve
bakteriyemili hastalardan izole edilen VRE izolatlarinin oranlari sirasiyla, E. faecalis’te %1.7
ve %5, E. faecium’da %98.3 ve %70 olarak belirlenmistir (Peel ve dig., 2011). Son yillarda
yapilan c¢alismalarda goriildiigli iizere yanlis ve fazla antibiyotik kullanimi ile plazmit ve
transpozonlar ile gen aktariminin yiiksek sayida olmasi nedeniyle vankomisin direncinde artis
gorilmiis ve calismalardan elde edilen veriler dogrultusunda vankomisin direnci gdsteren
suslarin diger antibiyotiklere de yliksek oranda diren¢ gdsterdiginin belirlendigi bildirilmistir.
Calismamizda, 19 (%41.3) E. faecalis ve 11 (%57.9) E. faecium olmak iizere toplam 30
(%45.45) Enterokok susunun fenotipik olarak vankomisin direncine sahip oldugu belirlenmis
ve calismamizda da diger ¢alismalara benzer olarak ve halk sagligi problemlerine neden

olacak sekilde ytiksek oranlarda vankomisin direnci saptanmustir.
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Glikopeptit yapili vankomisin ve teikoplanin direncinden sorumlu vanA geni ve sadece
vankomisin direncinden sorumlu vanB geni Enterokok kromozomlarinda bulunarak
vankomisine karsi intrinsik direng gelistirebildigi gibi aym1 zamanda Tnl1546 ve Tn5382
konjugatif transpozonlar1 ve plazmitlerle de aktarimiyla ekstrinsik diren¢ de gelistirebildigi
belirlenmistir (Gilmore, 2002; Klare, 2003; Cigekler Tok, 2006; Williams ve Hergenrother,
2008). Kaleli ve dig. (2017), 674 rektal siiriintiiden izole ettikleri Enterokok cinsi bakterilerin
vanA ve vanB direng genleri real time PZR yontemi ile arastirilmis, ¢calisma sonucunda 67
(%10)’sinde vanA, 25 (%3.7)’inde vanB, 1 (%0.1)’inde ise vanA ve vanB diren¢ genlerine

rastlanmustir.

Et, kabuklu deniz iiriinleri ve gevresel 6rnekler ile yapilan ¢aligmalarda, Lopez ve dig. (2009)
229 Enterokok izolatindan 31 (%13.5)’inin vanA genine sahip oldugunu tespit etmis, benzer
sekilde Messi ve dig. (2006) 59 izolattan %10.7’sinin vanA, %8’inin vanB ve %16’sinin vanC
genine sahip oldugunu belirlemislerdir. Kutluk (2018), 7551 hastadan izole ettigi Enterokok
susundan 107’sinde vankomisin diren¢ genleri arastirmis ve 96 (%89.72) 6rnegin vanA, bir
(%0.93) 6rnegin ise vanB diren¢ genine sahip oldugunu bildirmistir. 49 Kklinik merkezinin
katilimiyla gerceklestirilen bir ¢alismada, 4208 Enterokok izolatindan 18’inde vanA, 5’inde
vanB ve 28’inde vanC diren¢ genine rastlanmistir (Schouten ve dig., 2000). Yapilan
caligmalarda, patojen Enterokoklarda son yillarda siklikla goriilen vanA’nin vankomisin ve
teikoplanin olmak iizere her iki antibiyotik direncinden, vanB’nin ise sadece vankomisin
direncinden sorumlu oldugu bildirilmis ve Diinya geneline bakildiginda Enterokok
izolatlarinda vanA diren¢ genine daha fazla rastlandigi belirlenmistir (Kawalec ve dig., 2001;
Sun ve dig., 2012). Calismada da son yillarda 6zellikle ekstrinsik diren¢ mekanizmalariyla
diren¢ gelisen ve Enterokok epidemiyolojisinde dnemli olan vankomisin diren¢ genlerinden

vanA ve vanB ile ¢aligilmistir.

Enterokoklar, gida, su, toprak ve bitki kaynakli olmasinin yani sira sicakkanli hayvanlarin
rektal yollarinda da siklikla bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, 100 pet kdpeginden oral,
nasal ve rektal yapilardan alinan 300 siiriintii 6rneginde 51 Enterokok izole edilmis ve bu
tiirlerin ¢evreye yayilabildigi, insanlardan alinan 6rneklerde 6zellikle vankomisine direncli
Enterokok suslarinda rastlanan Tn1546 transpozuna, kopeklerden alinan Orneklerde de
rastlandig1 belirlenmis ve virulans faktorlerinin cinsler arasinda da aktariminin yapilabildigi
sonucuna varilmistir (Rodrigues ve dig., 2002; Herrero ve dig., 2004; Ghosh ve dig., 2011).
Yapilan ¢alismalar ile benzer sekilde ¢alismamizda da, 66 Enterokok susundan 15 (%32.6)
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E. faecalis ve 6 (%31.57) E. faecium olmak {izere toplam 21 (%31.81) susun vanA genine, 10
(%21.73) E. faecalis ve 6 (%31.57) E. faecium olmak {izere toplam 16 (%24.24) susun vanB
diren¢ genine sahip oldugu belirlenmistir. Ayn1 c¢aligmada, %49.09 Ornegin en az 3
antibiyotige direncli olup E. faecalis’in %57’sinin ve E. faecium’un %46’simin ¢oklu
antibiyotik direncine sahip oldugu tespit edilmis ve vankomisin direncinin ¢oklu antibiyotik
direnci ile iligkisi olabilecegi rapor edilmistir. Calismamiz genel olarak degerlendirildiginde
66 Enterokok susunun 30 (%45.45)’sinin fenotipik olarak, 37 (%56.06)’sinin genotipik olarak
benzer oranlarda vankomisin direnci gosterdigi tespit edilmistir. Tiim bu sonuglarin yanisira,
calismamizda, plazmit profiline sahip Enterokok suslarinin vankomisin direncine sahip suslar
ile aynit oldugu belirlenmis ve vankomisin direncinden sorumlu genin plazmitler ile
aktariminin yapilmis olabilecegini diislindiirmektedir. Calismamiz ayrica vankomisine direng
gosteren E.facealis, E.faecium ve E. gallinarum suslarinin 13 farkli antibiyotikten en az 6 en
fazla 11 antibiyotige karsi direng gelistirdigi saptanmis ve 6zellikle plazmit aracili aktarilan

vankomisin direncinin ¢oklu antibiyotik direncine de sebep olabilecegi sonucuna varilmistir.

Enterokoklarda, son yillarda artis gosteren yiiksek diizey aminoglikozit direnci (YDAD),
mutasyonlar ve aminoglikozit modifiye edici enzimlerin salgilanmasiyla meydana
gelmektedir. Kirby-Bauer disk diflizyon yontemine gore, Enterokok cinsi bakterilerde yiiksek
diizey aminoglikozit direncini (YDAD) saptamak i¢in yapilan ¢alismalarda direng oranlarini,
Esen ve dig. (2001) %43, Gokahmetoglu ve dig. (1999) E. faecalis’te %33 ve E. faecium’da
%71, Mirovi¢ ve dig. (2000) E. faecalis’te %52 ve E. faecium’da %68, Toutoza ve dig. (2001)
E. faecalis’te %28 ve E. faecium’da %47 olarak tespit etmistir. Aktepe ve dig. (2011) yilinda
hastalardan izole edilen 137 Enterokok susu ile yaptiklari ¢alismada, %44.5’inin
streptomisine, %46’sinin gentamisine direngli oldugu belirlenmis ve ayn1 hastanede 7 yil dnce
yapilan bir caligmaya gore Ozellikle gentamisin direncinde artis (%10.8’den %46’ya
yiikselme) oldugu belirlenmistir. Enterokoklarda gentamisin ve streptomisin direnci ile ilgili
yapilan calismalarda yiiksek diizey gentamisin direnci (YDGD) ve yiiksek diizey streptomisin
direnci (YDSD) bulunmustur. YDGD iizerine yapilan calismalarda diren¢ oranlari, bir
calismada tiim izolatlarda %29 (Cigek ve dig., 2006), diger bir calismada E. faecalis susunda
%13 ve E. faecium susunda %41 (Meri¢ ve dig., 2004), baska bir ¢calismada E. faecalis
susunda %14 ve E. faecium susunda ise %52 (Mert Ding ve dig., 2009) olarak belirlenmisken,
Samlioglu ve dig. (2011) ve lIraz ve dig. (2012) yaptiklar1 ¢alismada YDGD oranlarini

sirasiyla E. faecalis susunda %18 ve %42, E. faecium susunda %93 ve %69 olarak
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belirlemiglerdir. Diger yandan, Ci¢ek ve dig. (2006) tiim Enterokok izolatlarinin %38’inde
YDSD tespit etmisken, Meri¢ ve dig. (2004), Mert Ding ve dig. (2009) ve Iraz ve dig. (2012)
yaptiklar1 ¢alismalarda YDSD oranlarin1 sirasiyla E. faecalis’te %22, %11 ve %44 ve
E. faecium’da %67, %61.5 ve %79 olarak saptamislardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda,
YDGD gosteren suslarin aynt zamanda ampisiline de direng gelistirdigi belirlenmis ve
Enterokoklar gelistirdikleri bu diren¢ mekanizmasi ile Enterokok bakterileri ile enfekte olmus
bireylerde sinerjistik etki olusturmak amagli kullanilan antibiyotik tedavisine yanit vermedigi
belirlenmistir. Calismamizda, deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun
aminoglikozit grubu antibiyotiklerden streptomisin, kanamisin ve gentamisin direnci fenotipik
ve genotipik olarak incelenmistir. Calismamiz sonucunda 46 (%2100 ) E. faecalis, 18 (%94.73)
E. faecium ve bir (%100) E. gallinarum olmak iizere toplam 65 (%98.48) susun fenotipik
olarak gentamisin direncine sahip oldugu ve 45 (%97.82) E. faecalis, 18 (%94.97) E. faecium
olmak tiizere toplam 63 (%95.45) susun kanamisine direng gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
diger galismalardan farkli olarak ¢alismamizda yiiksek diizey gentamisin ve kanamisin direnci
saptanirken, ¢alismada incelenen suslarin hepsinin fenotipik ve genotipik olarak streptomisin
direncine sahip olmadigi belirlenmis ve ¢alismamizin ilgi ¢ekici sonuglarindan biri olarak
degerlendirilmistir. Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda, yiliksek oranda
gentamisin ve kanamisin direncinin gelismesi, Enterokok kromozomlarinda meydana gelen

mutasyonlar ya da plazmitler ile gen aktarimi sayesinde olabilecegi diistiniilmektedir.

Aminoglikozitlere gelisen direngten aminoglikozit modifiye edici enzimleri kodlayan genler
aac(6’)-aph(2’’) (gentamisin direng geni), ant(6)-la (streptomisin direng geni) ve aphA3
(kanamisin direng geni) genleridir. Yapilan c¢alismalarda, aac(6’)-aph(2’’) genine sahip
Enterokok yiizdelerini, Yiiksel (2012) E. faecalis’te %26, Kobayashi ve dig. (2001) %42,
Aarestrup ve dig. (2000) %100 olarak tespit ederken, E. faecium susunda sirasiyla %9, %4.3
ve %100 olarak bulmuslardir. Yapilan bir ¢alismada, E. faecalis izolatlarinin %91 inin,
E. faecium izolatlarmin %72’sinin aphA3 genine sahip oldugu belirlenmistir (Aarestrup ve
dig., 2000). Yapilan calismalarda, aac(6°)-aph(2‘‘) geninin gentamisin, kanamisin,
tobramisin, sisomisin direncinden, aphA3 geninin ise streptomisin, kanamisin ve amikasin
direncinden sorumlu oldugu ve her iki genin de yiiksek diizey aminoglikozit direncine ve
coklu antibiyotik direncine neden oldugu belirlenmistir (Kobayashi ve dig., 2001; Yiiksel,
2012). Calismamizda, aminoglikozit grubu antibiyotiklerden streptomisin, kanamisin ve

gentamisin direncinden sorumlu olan virulans genleri PZR yontemi ile incelenmis ve ¢alisma
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sonucunda, 46 (%100) E. faecalis,18 (%94.73) E. faecium olmak iizere toplam 64 (%96.96)
susun acc(6’)-aph(2’’) genine, 45 (%97.82) E. faecalis ve 17 (%89.47) E. faecium olmak
tizere toplam 62 (%93.93) susun aphA-3 genine sahip oldugu belirlenmis ve fenotipik
sonuglar ile benzerlik gostermistir. Calismamiz sonucunda, diger caligmalardan elde edilen
sonuglar ile benzerlik gostererek acc(6’)-aph(2’’) geni ile aphA-3 geninin sinerjistik etki
olusturarak yiiksek diizey aminoglikozit direncine neden oldugu sonucuna varilmistir. Diger
calismalarin sonuglarindan farkli olarak, tiim suslarin fenotipik incelemelerde streptomisin
duyarl oldugu ve genotipik olarak da streptomisine direnci kodlayan ant(6)-la genine sahip
olmadigr saptanmistir. Ayni zamanda streptomisinin ¢aligmada incelenen Enterokok
suslarmin hiicre duvarina baglanma affinitesinin yiiksek oldugu, hiicre duvari porlarindan
kolaylikla gecebildigi ve aminoglikozit modifiye edici enzimlerden streptomisine Ozgii

enzimlerin salgilanmadigi distiniilmektedir.

Rifampisin, bakteri RNA polimerazinin -alt linitesine baglanarak etki gostermektedir. Son
yillarda giderek artan rifampisin direncinin, fazla antibiyotik kullanimi ve rifampisin
direncinden sorumlu rpoBl ve rpoB2 genlerindeki mutasyonlar sonucu meydana geldigi
diistiniilmektedir (Enne ve dig., 2004). Calismamizda, deniz suyundan izole edilen 66
Enterokok susunda rifampisin direnci fenotipik ve genotipik olarak incelenmis, tim suslarin
fenotipik olarak direng¢ gelistirdigi ve rpoBl genine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda bir (%2.17) E. faecalis susu hari¢ tiim suslarin rpoB2 genine sahip oldugu tespit
edilmistir. rpoB1 ve rpoB2 geninin her ikisi rifampisin direncinden sorumlu olup sadece bir
susun rpoB2 genine sahip olmadig1 belirlenmistir. Bunun nedeninin ise yapilan baska bir
calismadan (Toprak Ulger ve dig., 2011) elde edilen sonuca benzer sekilde, bazi direng
genlerinin kromozomal DNA’da kodlanirken mobil genler (IS elementleri) varliginda daha
fazla eksprese edilirken, mobil genler olmadiginda ‘sessiz genler’ olarak kalmasindan

kaynaklandig: diistintilmektedir.

Enterokoklar ve diger Gram pozitif bakteriler arasinda antibiyotik diren¢ ve virulans
genlerinin aktarimi, genellikle transpozon ve konjugasyon yolu ile gerceklesirken,
konjugasyonda verici hiicreler ile alict hiicreler arasinda peptit yapili hormonlarin
salgilanmasi, seks feromonlarmin varligi ve yiizey adezyon proteinleri ile agregasyon
faktoriiniin salinmasi ile bu genlerin aktariminin 1000 kat daha arttig1 belirlenmistir. Yapilan
caligmalarda seks feromonlarina sahip olan bakterilerin f-hemoliz 6zelligine de sahip oldugu

belirlenmistir (Leclercq ve dig., 1989). Gida 6rneklerinden izole edilen Enterokok suslari ile
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ilgili yapilan bir caligmada, izolatlarin hemoliz aktivitesi degerlendirilmis, 140 susun
a-hemolitik, 12 susun B-hemolitik ve 13 susun y-hemolitik aktivite gosterdigi rapor edilmistir
(Sentiirk, 2017). Calismamizda, tiim suslarin hemoliz aktivitesine sahip oldugu ve -hemoliz
reaksiyon gosterdigi, bu izolatlardan 16’sinin plazmit igerdigi de belirlenmistir. Ayni
zamanda calismamizda diger calismalara benzer sekilde, hemolitik aktivite gosteren
Enterokok suslarindan 24 (%36.36)’lintin cpd, 26 (%39.4)’simin ccf ve 38 (%57.57)’inin cob
seks feromonlarina sahip oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda yapilan ¢alismalara benzer
sekilde Enterokok suslarinin tiire gore a, B ve y hemoliz aktivitesine sahip iken sadece tek bir
hemoliz aktivitesine sahip suslarin bulunmasinin sebebinin tiirler aras1 hemolitik aktivitenin
aktariminda B-hemolitik aktiviteden sorumlu genin baskin genler arasinda olabilecegi

diistiniilmektedir.

Enfeksiyon olusum siirecinde, ilk asama konak hiicreye tutunma ve kolonizasyondur.
Kolonizasyondan sonra biyofilm olusumu gergeklesir. Biyofilm yapisi sayesinde bakteriler,
konak hiicrenin bagisiklik sistemine ve antibiyotiklere direngli hale gelen bir savunma sistemi

olusturarak konakta enfeksiyona sebep olurlar (Costerton ve dig., 1999).

Insan bagirsak florasmnin dogal yapisinda bulunan Enterokoklar, gastrointestinal ve iiriner
sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi, menenjit, intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar, yara ve
doku enfeksiyonlar1 ve yenidogan sepsisine sebep olmakla birlikte, son yillarda yapilan
caligmalarda Enterokoklarin tiikiiriik ve diseti yapisindan da izole edildigi ve oral yapida
biyofilm olusturarak enfeksiyonlara yol a¢tiginin bildirilmesi ilgi uyandirmistir (Lowe ve dig.,
1995; Kayaoglu ve dig., 2004; Dahlén ve dig., 2011). Yapilan bir ¢alismada, oral 6rnek alinan
240 bireyin %40 (16.6)’inda E. faecalis susu tespit edilmis ve bu suslarin fenotipik ve
genotipik virulans faktorleri incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda izole edilen E. faecalis
suslariin  %100’liniin biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu, %92’sinin lipaz,
%38’inin hemoliz, %39 unun jelatinaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Komiyama ve
dig., 2016). Bigec, 2015 yilinda yaptigr tath su ve deniz suyundan toplanan 100 balik
orneginden izole edilen Enterokok suslarinin jelatinaz, hemoliz aktivitesi, biyofilm olusturma
kapasitesini incelemistir. Biyofilm olusturma sonuglar1 incelendiginde 100 izolattan
%18.7’sinin  kuvvetli, %52.7’sinin orta, %24’ zayif biyofilm olusturma kapasitesine
sahipken %9.3’liniin biyofilm olusturmadigi belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada 100 Enterokok
susundan 19 (%12.7)’unun jelatinaz ve 3 (%2)’linlin hemoliz aktivitesine sahip oldugu

belirlenmistir. Calismamizda, yapilan ¢aligmalara benzer sekilde, deniz suyundan izole edilen
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66 Enterokok susunun jelatinaz, kazeinaz, biyofilm olusturma kapasitesi, serum direnci ve
hemagliitinasyon aktivitesi fenotipik olarak incelenmis ve E. faecalis ve E. faecium suslarinda
sirastyla 42 (%91.3) ve 18 (%94.7), 31 (%67.4) ve 6 (%31.57), 19 (%41.3) ve 9 (%47.36), 24
(%52.7) ve 6 (%31.57), 15 (%32.36) ve 0 (%0) olarak belirlenmistir. Caligma sonucunda,
E. faecalis susunun E. faecium’a gore daha yiiksek oranda virulans faktoriine sahip oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda, diger yapilan calismalara benzer sekilde, 66 Enterokok
susundan 28’inin kuvvetli biyofilm olusturma kapasitesine sahip oldugu, bu suslarin da
25’inin ayn1 zamanda jelatinaz ve hemolitik aktivite gosterdigi saptanmistir. Calismamizda,
biyofilm olusturma kapasitesinin bakterilerin konak doku ve kolonizasyonunda etkili olarak
konak dokulara zarar veren jelatinaz enzimin salgilanmasi ve hemolitik aktivitenin artisinda

etkili oldugu diisiiniilmektedir (Bigeg, 2015; Komiyama ve dig., 2016).

Bakteriyosinler, 6zellikle laktik asit bakterileri tarafindan tretilen ve 1s1l islem goérmiis ve
paketli gidalarda muhafaza olarak kullanilan ve Gram pozitif bakteriler basta olmak {izere
diger pek cok Gram negatif bakteri lizerinde de antimikrobiyal etkisi olan protein yapidaki
maddelerdir (Upadhyaya, 2009). Lantibiyotik grubuna dahil olan ve Enterokoklar tarafindan
tiretilen bakteriyosinler olan enterosinler, Listeria monocytognes, Bacillus cereus,
Staphlococcus aureus ve Clostridium perfringens bakterilerinin yani sira pek ¢ok Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriye karsi litik aktivite gostererek Ozellikle gidalarda starter
kiiltiir olarak ve probiyotik olarak kullanilmaktadir (Tagg ve dig., 1976; Klaenhammer, 1993;
Nes ve dig., 2007; Yiiksel, 2012). Yapilan bir calismada, 48 Enterokok susunun agar diflizyon
yontemine gore indikator olarak kullanilan Micrococcus luteus bakterisine karst
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (van Belkum ve Stiles, 2000; Line ve dig.,
2008; Yiiksel, 2012). Yapilan ¢alismalarda, E. faecalis’in Bacillus subtilis, Bacillus pumilus,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa ve E.coli’nin iiremesini inhibe ettigi
(Sarika ve dig., 2011), E. faecium’un ise L. monocytogenes, B. cereus ve Streptococcus
bovium’un {iremesini inhibe ettigi (Marekova ve dig., 2003) belirlenmistir. Calismamizda,
deniz suyundan izole edilen Enterokoklarin, Gram pozitif Staphylococcus aureus ATCC
25923 ve Gram negatif Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi gelistirdigi
bakteriyosin aktivitesi incelenmistir. Calisma sonucunda 15 (%32.6) E. faecalis ve bir
(%5.26) E. faecium’un Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterisine, 11 (%23.4)
E. faecalis’in ise Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi antimikrobiyal etki

gosterdigi belirlenmistir. Calismamiz sonucundan elde edilen bu veriler dogrultusunda,
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Enterokok suslarinin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere antimikrobiyal etki gostermesi,
rekabetci florada ve diger patojen bakterilere kars litik aktivite gostererek cevresel ortamlarda
avantaj saglayabilecegi ve gidalarda koruyucu olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Bununla beraber, Enterokok suslarinin pek ¢ok antibiyotige direng gelistirmesi ve virulans
faktorlerine sahip olmasi nedeniyle antibakteriyel aktiviteye sahip olsa bile Enterokoklarin

gida koruyucu olarak kullanimlarinda sorun teskil edebilecegini gostermektedir.

Endokardit olgularinda siklikla tespit edilen kollajen, jelatin ve hemoglobini lizis eden
jelatinaz enzimi bakteri kromozomlarinda gelE geni {izerinde kodlanmaktadir (Fisher ve
Phillips, 2009). Enterokok cinsi bakterilerde gelE geninin PZR yontemi ile incelenmesine
yonelik ¢alismalarda, sebzeden izole edilen suslarin %45.5’nde, sulardan izole edilen suslarin
%33.3’nde (Abriouel ve dig., 2008), insan ve hayvanlardan izole edilen suslarin %20.5’nde
(Glilhan ve dig., 2005), mastisitli sigir siitlerinin %30.7’sinde (Giiltekin, 2015), et ve siit
tiriinlerinden izole edilen suslarin %10’unda, klinik izolatlardan elde edilen suslarin %15°de
(Torlak, 2013) jelatinaz aktivitesinden sorumlu gelE geni tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda, klinik, gida ve sulardan siklikla gelE genine sahip Enterokok suslarinin izole
edildigi bildirilmistir (Eason ve Gasson, 2001, Lanthier ve dig., 2010). Yapilan bir ¢calismada,
klinik 6rneklerden izole edilen 85 Enterokok susunun %55’inde ve ¢oklu antibiyotik direnci
gosteren suslarin %39’unda gelE geni tespit edilmistir (Shahraki ve Mousavi, 2017). Benzer
caligmalarda, vankomisin direncine sahip Enterokok izolatlarinin %70’inde (Sabia ve dig.,
2008) ve %7.9’unda (Sharifi ve dig., 2012) ayn1 zamanda gelE geni de gézlemlenmistir.
Calismamizda, 66 Enterokok susundan 42 (%91.3) E. faecalis, 18 (%94.7) E. faecium ve bir
(%100) E. gallinarum olmak tiizere toplam 61 (%92.42) susun fenotipik olarak jelatinaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda, incelenen suglardan 42 (%91.3)
E. faecalis ve 17 (%89.4) E. faecium olmak iizere toplam 59 (%89.4) susun jelatinaz
tiretiminden sorumlu gelE genine sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan diger caligmalarla
benzer sekilde, gelE genine sahip suslarin ayni zamanda vankomisin direncine de sahip

oldugu belirlenmistir.

Enterokoklarda AS-48 olarak adlandirilan agregasyon maddesi, asal ya da agg geni
tarafindan kodlanmaktadir. Ozellikle konak dokunun renal tiibiiler ve endokardiyal
hiicrelerine tutunarak biyofilm olugmasinda gorev alan ve feromon ile salinimi uyarilan bir
yiizey proteinidir. Diger bir yiizey proteini olan Esp’nin ise Enterokok bakterilerinin 6zellikle

idrar yolu epitel hiicrelerine tutunmasinda ve biyofilm olusumunda gorev aldig bildirilmistir



164

(Sava ve dig., 2010). Klinik izolatlar ve gida ornekleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda,
Enterokok suslarinin esp genine sahip olma oranlarmin farklilik gosterdigi ve klinik
orneklerde daha yiiksek oranda tespit edildigi belirlenmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Hallgren
ve dig., 2009; Baylan ve dig., 2011; Giiltekin, 2015). Bakteri kromozomlarinda kodlanan ve
hiicre ylizeyinde yer alan, konak immun sistemden kagista ve biyofilm olusumundan sorumlu
virulans faktorii olan esp geni ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde esp genine sahip suslarin
g¢ogunun agg ya da asalgeni ile ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugu belirlenmistir
(Upadhyaya ve dig., 2009; Giltekin, 2015). Eaton ve Gasson (2001), klinik E. faecalis
izolatlarmin %44’inde, gidadan izole edilen E. faecalis’in %33’iinde esp geni varligini
bildirmislerdir. Baldassari ve dig. (2004) yaptiklar1 ¢calismada vanA genine sahip E. faecalis
suslarinda asal genine de rastlamislardir. Bir diger ¢alismada 85 Enterokok izolatindan ¢oklu
antibiyotik direnci gosteren Enterokok izolatlarinin %61’inde ve tiim izolatlarin %69 unda
asal geni tespit edilmistir (Shahraki ve Mousavi, 2017). Ozellikle E. faecalis ve E. faecium
tirlerinde bulundugu belirlenen esp geni ile ilgili yapilan galismalarda, ¢oklu antibiyotik
direnci gosteren izolatlarin goriilme sikliginin daha fazla oldugu belirtilmistir (Creti ve dig.,
2004). Coque ve dig. (2002) yaptiklari caligmada, esp geninin ¢oklu antibiyotik direnci
goriilen izolatlarda daha sik gozlemlendigini ve ampisilin, eritromisin ve siprofloksasin
direncine sahip bolgeler icerdigini bildirmislerdir. Waar (2004) yilinda, karaciger nakli olan
ve goniillii saglikli bireylerden aldiklart digkr ve kan kiiltiirlerinden izole ettikleri toplam 133
Enterokok susunun virulans faktorlerini PZR yontemi ile genotipik olarak incelemistir.
Calisma sonucunda, karaciger nakli olan hastalarda %71, diski Orneklerinde %40, kan
kiiltirlerinde %45 olmak iizere esp geni gozlemlenmistir. gelE ve asa373 gen yiizdeleri ise
sirasiyla, karaciger nakli olan hastalarda %32 ve %15, disk1 6rneklerinde %66 ve %6 olarak
saptanmis, kan kiiltiir 6rneklerinde ise asa373 geni %5 olarak belirlenmistir. Ayni ¢alismada,
virulans faktorleri kiyaslandiginda, esp ve asal gen varligina sahip olan izolatlarin tiimiiniin
asa373 genine de sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizda virulans faktorleri incelenen ve
deniz suyundan izole edilen Enterokok suslarindan 39 (%84.7) E. faecalis ve 11 (%57.9)
olmak tizere toplam 50 (%75.75) susun agg genine sahip oldugu saptanmistir. Aynt zamanda
yapilan ¢aligmalarda, agg geninin Enterokok virulansindan sorumlu diger genler ile virulansta
sinerjistik etki olusturdugu ve ortak diren¢ determinantlarmin aktariminda goérevli oldugu
saptanmistir (Wardal ve dig., 2014; Hashem ve dig., 2015). Calismamiz sonucunda diger
calismalarla benzer sekilde, agg genine sahip Enterokok suslarinin vankomisin direnci ve

coklu antibiyotik direncine de sahip oldugu ve plazmit aracili diren¢ aktarimindan sorumlu
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seks feromon genlerini (cpd, ccf ve cob) de igerdigi belirlenmistir. Bu bulgu, Eaton ve Gasson
(2001)’un, agregasyon geni icermeyen Enterokok suslarinda seks feromon determinantlarinin
bulunabilecegini, agregasyon geni iceren suslarda ise mutlaka seks feromon
determinantlarinin bulundugunu belirten ¢alismanin bulgular ile uygunluk gdstermektedir.
Seks feromonlar1 virulans faktorleri olarak degerlendirilmemekle birlikte, iiretiminin virulans
faktorlerinin ve antibiyotiklere direncin konjugatif plazmit aracilii ile diger Enterokok
suslarina yayilmasini saglayarak virulans 6zelliklerinin artmasini saglamasi agisindan onem

kazanmaktadir.

Konak dokulara tutunmada gorevi olan ve Enterokoklarin hiicre yiizey adezyon proteini olan
Enterococcus yiizey antijen A proteinin kodlanmasindan sorumlu genler efaAfs ve efaAfy’dir.
Gidalar ve klinik Orneklerden izole edilen Enterokok suslari ile yapilan calismalarda,
virulanstan sorumlu efaAfm genine sahip sus oranini, Shoeili ve dig. (2014) %100, Tuncer ve
Inoglu (2013) %75, Eaton ve Gasson (2001) gidada %382, klinik 6rneklerde %100, Giiltekin
(2015) %69.2 olarak bildirmislerdir. Yapilan calismalara benzer sekilde galismamizda da
adezyondan sorumlu efaAfs ve efaAfm oranlar1 sirasiyla E. faecalis i¢in 44 (%95.6) ve 27
(9%58.7) ile E. faecium igin 0 (%0) ve 12 (%63.1) olarak belirlenmis ve suslarin %66.66’sinin
efaAfs genine, %59.09’unun efaAfm genine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda,
diger ¢aligmalara benzer sekilde efaAfs geninin sadece E. faecalis izolatlarinda bulundugu ve
adezyon proteinlerinin genel olarak E. faecalis’te daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
Calismamiz genel olarak degerlendirildiginde tiim verilerden elde edilen fenotipik ve
genotipik virulans faktorlerinin E. faecalis’te daha yiiksek oldugu ve enfeksiyonun ilk
basamagi olan konak tutunma ve kolonizasyonunda E. faecalis suslarinin daha virulan oldugu

belirlenmistir.

Enterokok patogenezinde onemli olan virulans faktorlerinden biri de hiicre disi matriks
proteinlerine ve kollajen baglamada gorev alan ace ve acm genleridir. Ace, Staphylococcus
aureus’un kollajen baglayici proteinine benzeyen ve kollajen tip | ve IV ile laminin ve dentine
baglanmada gorev alan protein yapisidir. E. faecalis tiiriinde daha siklikla gozlemlenen bu
genin ayni zamanda konak dokulara kolonizasyon ve biyofilm iiretiminde 6nemli oldugu
bildirilmistir. PZR yontemi ile ace geninin belirlenmesine yonelik yapilan g¢alismalarda,
Medeiros ve dig. (2014) klinik 6rneklerden izole edilen Enterokok bakterilerinin %73.7 sinde,
Shahraki ve Mousavi (2017) ise 85 Enterokok izolatinin %40’inda ace geni

gozlemlemislerdir. Calismamizda da benzer sekilde, hiicre dist matriks proteinlerine ve
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kollajene baglanmada goérev alan ace geni oraninin %60.6 oldugu ve sadece E. faecalis

suslarinda bulundugu saptanmistir.

Hemolizin/sitolizin, insan, at, koyun ve tavsan eritrositlerine karsi litik aktivite gosteren
toksin yapidaki virulans faktoriidiir. Genellikle klinik 6rneklerde endokarditli hastalardan
izole edilmekle birlikte diger Gram pozitif bakterilere karsi bakteriyosin aktivitesi gosterdigi
de bildirilmistir. Sitolizin operonu bakteri kromozomlar1 iizerinde bulunmakta ya da
plazmitlerle aktarilmaktadir. Sitolizin iiretiminden sorumlu birincil gen olan cylA geninin
peptit salmimini uyararak diger sitolizinden sorumlu genlerin aktivitesinden ve hemolitik
toksin tiretiminden sorumlu oldugu bilinmektedir (Cox ve dig., 2005; Morandi ve dig., 2006).
Yapilan bir ¢alismada, iiriner sistem enfeksiyonlu hastadan izole edilen Enterokok suslarinin
%14.1’inde cylA geni tespit edilmistir (Shahraki ve Mousavi, 2017). Diger bir ¢alismada ise
Enterokok suslarmmin hemolizin aktivitesi fenotipik olarak kanli agarda tiim izolatlarin
%39’unda belirlenirken, genotipik incelemede tiim izolatlarin %5’inde cylA geni saptanmistir
(Banerjee ve Anupurba, 2015). Caligmamizda, diger ¢aligmalara benzer sekilde, incelenen
tim suslarin B-hemolitik aktiviteye ve sitolizin iiretiminden sorumlu genlere (cylM, cylB ve

cylA) sahip oldugu belirlenmistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, bakterilerin kromozomal olarak sahip oldugu ya da plazmit
aracilt gen aktarimi ile ekstrinsik olarak kazandigi antibiyotik direng genleri ya da virulans
genleri arasinda sinerjistik bir etki yarattigi ve patogenezde onemli oldugu bildirilmistir.
Yapilan caligmalarda, 6zellikle sitolizin tiretiminden sorumlu cyl geni, biyofilm tiretiminden
sorumlu esp geni, agregasyon faktorii ve konaga tutunmadan sorumlu olan agg ya da asa
geninin birlikte bulunmas1 konak dokuya tutunma ve biyofilm olusumunda 6nemli oldugu,
Enterokok virulansligini arttirdigi ve ayni zamanda eritromisin, yiiksek diizey aminoglikozit
direnci ve en Onemlisi vankomisin direncinde artisa sebep oldugu belirlenmistir. Yiiksel
(2012), peynirlerden izole edilen 48 Enterokok cinsi tanimlamis, orneklerin virulans
faktorlerini fenotipik ve genotipik olarak incelemis ve Orneklerde plazmit profillerini
belirlemeye ¢alismistir. Ayni ¢alismada, Enterokok suslarimin agg, esp, ace, efA, gelE, fsr,
cylM, cyIB, cylA, cpd, cob ve ccf virulans genleri PZR yontemi ile belirlenmis ve
E. faecalis’in E. faecium’a gore daha fazla virulans genine sahip oldugu saptanmustir.
Calismamaiz ile benzerlik gdsteren bu calisma ile calismamiz sonuglar karsilastirildiginda, tiir
i¢i virulans gen oranlari sirasiyla, ace geni igin %86.9 ve %0, gelE geni i¢in %91.3 ve %89.4,
efaAfs igin %95.6 ve %0, efaAfm igin %58.7 ve %63.1, cpd geni igin %41.3 ve %26.3, ccf
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geni igin %30.4 ve %63.1, cob geni i¢cin %56.5 ve %63.1, agg geni igin %84.7 ve %57.9, fsr
geni i¢in %60.8 ve %63.1 olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglara
benzer sekilde, calismamizda da suslarin tamaminin hemolizin/sitolizin liretiminden sorumlu
genlere (cylM, cylB ve cylA) ve ayni1 zamanda ¢oklu antibiyotik direng genleri ve virulans
genlerine de sahip oldugunun saptanmasi agg ve gelE gibi sitolizin {iretiminden sorumlu

genlerin de diger virulans faktorlerinin gelisimine katki sagladigi goriistinii desteklemektedir.

Shahraki ve Mousavi (2017) yaptiklar1 ¢alismada, Iran’da bir hastanedeki hastalarin idrar, kan
kiltiirii, beyin omurilik sivisi (BOS), idrar kateteri ve akciger plevral sivisi, vajinal ve rektal
stiriintiiden izole edilen 85 Enterokoktan 63’i E. faecalis, 22’si E. faecium olarak tespit
etmiglerdir. Ayn1 ¢alismada 85 Enterokok izolatinda antibiyotik direng ve virulans genleri
PZR yontemi ile incelenmistir. Caligma sonucunda 18 izolatin ¢oklu diren¢ genine sahip
oldugu ve tiim izolatlarin %21’inin vankomisin direncinden sorumlu vanA, %27’sinin yiiksek
diizey gentamisin direncinden sorumlu aac(6’)-le-aph(2’’)-la geni, %40’ min eritromisin
direncinden sorumlu ermB ve %48’inin tetrasiklin direncinden sorumlu tetM genine sahip
oldugu tespit edilmistir. Bunun yani1 sira, asal, cylA, ace/acm, hyl, esp ve gelE genlerinin
varligi PZR yontemi ile incelenmis ve izolatlardaki virulans gen yiizdeleri %69, %14, %40,

%21, %41 ve %55 olarak belirlenmistir.

Hasani ve dig. (2012) iran’da yaptiklari galismada, 220 Kklinik Enterokok izolatinin Kirby-
Bauer disk diflizyon yontemine gore 133 (%60.45)’iinde yiiksek diizey gentamisin direnci ve
aac(6’)-le-aph(2’’) geni tespit edilmistir. Yiiksek diizey gentamisin direngli izolatlarin %881
penisiline, %42.9’u ampisiline, %95.5’1 siprofloksasine, %67.96’s1 streptomisine ve
%32.33’1i vankomisine direngli olarak bulunmustur. Aymi ¢alismada 220 izolatin %19.54’1
B-hemolitik aktivite gosterirken, %65.9’unun gelE, %55’inin cpd, %53.6’sinin  asal,
%351.8’inin ace ve %49.5’inin esp genine sahip oldugu belirlenmis ve ¢aligma sonucunda
sahip oldugu virulans genlerinin ¢oklu antibiyotik direncinin meydana gelmesinden sorumlu
oldugu vurgulanmustir. Sharifi ve dig. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, 48 VRE izolatindan 5’ini
vanA genotipinde, 3’linii vanB genotipinde bulmuslar ve VRE izolatlarinda asal, esp, gelE,
ace ve cpd genlerinin varligint multipleks PZR yontemi ile incelemislerdir. Calisma
sonucunda, 4 susta asal, gele, ace ve cpd, 4 susta asal, gelE ve cpd, 1 susta gelE, ace ve cpd
ile 1 susta gelE ve cpd genlerini saptamiglardir. Pereira ve dig. (2017) yaptiklari ¢alismada, 79
Enterokok izolatinda biyofilm olusturma kapasitesi ve jelatinaz {iretimini fenotipik olarak

incelerken, agg, ace ve gelE genlerinin varligin1 PZR yontemi ile incelemislerdir. Caligmanin
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sonucunda, izolatlarin %10.34’linde ace, %26’sinda agg, %17.24’tinde ise gelE genini tespit
etmigler ve bu genlerin E. faecium’da E. faecalis’e gore daha yiiksek oranda bulmuslardir.
Ayni zamanda, biyofilm olusturma yetenegini E. faecalis’te %90, E. faecium’da %24.1 olarak
tespit etmislerdir. Benzer sekilde, Jahansepas ve dig. (2018) yaptiklar1 ¢alismada, 125
E. faecalis ve 35 E. faecium olmak iizere toplam 160 Enterokok izolatinda antibiyotik direng
profillerini ve virulans genlerinin varligini incelemislerdir. Calisma sonucunda, izolatlarin
%76.25°1 rifampisine, %73.12’s1 eritromisine direncli iken, vankomisine diren¢ gdsteren 30
ornekten 27’sinin vanA fenotipinde oldugu belirlenmistir. Ayrica, izolatlarin %87.5’inde
gelE, %85.6’sinda cpd ve %73.8’inde asal geni tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalara benzer
sekilde ¢alismamizda da deniz suyundan izole edilen 66 Enterokok susunun ¢oklu antibiyotik
direng genleri ve coklu virulans faktorleri incelenmistir. Calisma sonucunda, 12 farkh
antibiyotik diren¢ geninden bir (%2.17) E. faecalis ve bir (%100) E. gallinarum susunun en
az 4 (rpoB1, rpoB2, bla(Z), tetM / rpoB1, rpoB2, ermB, tetM) antibiyotik direng genine, 1
(%2.17) E. faecalis susunun ise en fazla 11 (vanA, vanB, acc(6’)-aph(2’’), aphA-3, rpoBl,
rpoB2, bla(Z), ermB, catplP, tetM ve tetL) antibiyotik diren¢ genine sahip oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, 12 farkli virulans geninden 2 (%3.03) E. faecalis susunun 12
gen bolgesi (ace, gelE, cylM, cylB, cylA, efaAfs, efaAfm, cpd, ccf, cob, agg ve fsr) ile en fazla,
1 (%1.51) E. gallinarum susunun ise 3 gen bolgesi (cylM, cylB ve cylA) ile en az virulans

profili igerdigi saptanmuistir.

Bakterilerde plazmitlerde kodlanan pek ¢ok antibiyotik diren¢ geni ve virulans
determinantlari tanimlanmustir. Plazmitler bu 6zellikleri sayesinde, hem pek ¢ok direng genini
farkli bakterilere aktariminda rol oynadigindan gidada starter kiiltiir olarak kullanimimda hem
de gevresel ve nozokomiyal enfeksiyonlarin yayilmasinda da halk saglig1 a¢isindan onemlidir.
Enterokok suslarinda bulunan plazmit icerigini belirlemeye yonelik caligmalarda, Rosvoll ve
dig. (2010) 88 izolatta 1-7, Coleri ve dig. (2004) molekiiler biiyiikliikleri 2.08-56.15 kb
arasinda degisen 1-11, Yiiksel (2012) 88 izolatta molekiiler biiytikliikleri 35.8-2.4 kb arasinda
degisen 1-7 plazmit tanimlamiglardir. Calismamizda Enterokok suslarinin plazmit profilleri
molekiiler biiyiikliikleri bilinen marker kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmis ve toplamda 26
farkli molekiiler biiyiikliikte plazmitlere sahip odugu ve bir susun en fazla 3 plazmit igcerdigi
saptanmistir. Ayn1 zamanda, plazmit biiyiikliiklerinin 340 ile 32600 bp arasinda degistigi
tespit edilmis ve 2 E. faecalis susunun ise, 2120 bp molekiiler biiyiikliik ile ayni plazmit

profiline sahip olabilecegi belirlenmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore, antibiyotik
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direng genleri ve virulans genlerinin aktarimindan sorumlu plazmitlerin, virulans faktorlerinin
yiikksek oranda ¢ikmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda, vankomisine
direng gosteren suslarin plazmite/plazmitlere sahip olmasi da bu diisiinceyi destekler
niteliktedir.

Cevresel izolatlarda antibiyotik diren¢ genleri ve virulans genlerinin tespit edilmesi,
Enterokoklarin halk sagligi problemlerine yol agabilecegini gostermektedir. Enterokok
epidemiyolojisi ilizerine yapilan c¢alismalarda genellikle klinik ve gida 6rneklerinden izole
edilen Enterokok cinsi bakteriler iizerine ¢cok sayida arastirma bulunurken, yiiksek tuzluluk ve
degisen sicaklik degerleriyle Enterokoklarin iiremesine elverisli ortam olusturan ve deniz ve
plajlarda halk sagligi acisindan risk teskil eden deniz sularindaki Enterokoklarin virulans
faktorleri lizerine g¢alisma sayisi ¢ok az oldugundan g¢alismamizdan elde edilen veriler

onemlidir.

Deniz sulari, turistik, balik¢ilik, rekreasyonel sulama gibi pek ¢ok alanda etkin olmakla
birlilte oral yolla su yutulmasi, dermal ya da dogal viicut bosluklarindan gegisi ile direkt ya da
baliklar ve diger deniz canlilarinin tiiketilmesi ile indirekt yollarla insanlara ge¢mekte ve

insanlarda enfeksiyona sebep olmaktadir.

Ozellikle fekal kirlilik sonucu deniz sularina bulasan Enterokoklarin sahip oldugu virulans
genlerinin pek ¢ogunun diger Enterokok tiirleri arasinda aktarimi ¢oklu antibiyotik direng ve
coklu virulans profillerine sahip patojen Enterokoklarin sayisinda artisa neden olmaktadir. Bu
durum da, Enterokoklarin tedavisinde problemlere yol agmakta her gecen giin yeni kusak
antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmasma sebep olmaktadir. Cevresel izolatlar ve nozokomiyal
enfeksiyonlardan izole edilen Enterokoklarin sahip oldugu antibiyotik direnci ve virulans
genlerinin bilinmesi, tedavide etkin ve hizli bir yol izlenmesi agisindan yol gostereceginden
calismamizdan elde edilen verilerin Enterokok epidemiyolojisine katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda bakteriyosin 6zellikli Enterokoklar gidalarda starter kiiltiir
olarak olarak yaygin olarak kullanilmakta olup konu ile ilgili pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir.
Calismamizdan elde edilen bulgularda goriildiigii tizere cevresel izolatlarda ¢oklu antibiyotik
direng genleri ve virulans genlerine sahip ¢ok sayida Enterokok bulunmakta olup gidalarda
kullaniminda dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu baglamda, konu ile ilgili caligmalarin sayisi
az oldugundan Enterokok bakterilerinin kullanim alanlarinda dikkat edilmesi gereken noktalar

ile calismamiz, epidemiyolojik ¢alismalara katki saglayacaktir.
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