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OZET
Yiksek Lisans Tezi

CiG VE iSLENMIS SU URUNLERINDEN iZOLE EDIiLEN
ENTEROKOKLARIN GIDA GUVENLIGI YONUNDEN
DEGERLENDIRILMESI

Onur KARAALIOGLU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Sine OZMEN TOGAY

Bu calismanin amaci ¢ig ve islenmis su iriinlerinden izole edilen enterokoklarin
patojenite etmenleri olan antibiyotik direnclilik potansiyelleri ve virllens genlerini
tasima durumlart yoniinden degerlendirilmesidir. Bu ¢alisma kapsaminda Marmara
bélgesinden giinliik olarak avlanan ¢ig balik &rnekleri Bursa, Istanbul ve Canakkale
balik pazarlarindan, islenmis deniz {iriinleri 6rnekleri ise slipermarket ve sarkiiterilerden
temin edilmistir. Cig ve islenmis su irlinlerinden izolasyonu gergeklestirilen
enterokoklara cins diizeyinde dogrulama amagli Gram boyama, katalaz ve hemoliz testi
gerceklestirilmistir. API-20 Strep biyokimyasal test kitleri sonucu tanimlanmalari
gerceklestirilen enterokok suslar1t  disk  diflizyon yoOnteminden yararlanilarak
streptomisin (10 pg), tetrasiklin (30 ug), gentamisin (10 pg), vankomisin (30 pg),
eritromisin (15 pg), kloramfenikol (30 pg) antibiyotiklerine karsi direnglilikleri
acisindan Mueller Hinton Agar besiyerinde degerlendirilmistir. Virtilens (agg, gelE,
cylA, cylB, cylM) ve vankomisine diren¢ genleri vanA ve vanB’nin varliginin
arastirilmast amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanilmistir. Disk
difiizyon yontemi sonucunda toplam 50 adet enterokok izolatinin %98’inin (49/50)
streptomisin, %80’inin (40/50) gentamisin, %30’unun (15/50) tetrasiklin ve vankomisin
antibiyotiklerine karsi yiiksek seviyede direng gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlarm
%72’sinin (36/50) eritromisin, %30’unun (15/50) vankomisin’e karsit orta diizeyde
direnclilik, kloramfenikol’e kars1 ise izolatlarin %24’liik (12/50) boliimiiniin direnglilik
gosterdigi belirlenmistir. I1zolatlarm %88’inde (44/50) test edilen en az iki farkh
antibiyotige kars1 yiiksek seviye direng goriilmiistiir. Izolatlarda vankomisine direng
genleri olan vanA ve vanB varlig tespit edilememistir. Viriilens genler agisindan ise
izolatlarin %72’sinde gelE geninin, %24’tinde ise agg2 geninin varligi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Su Urlnleri, Enterococcus spp., antibiyotik direng, virtilens faktor
2019, viii + 80 sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

FOOD SAFETY ASPECT OF ENTEROCOCCI ISOLATED FROM RAW AND
PROCESSED SEAFOOD PRODUCTS

Onur KARAALIOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sine OZMEN TOGAY

The aim of this study was to evaluate antibiotic resistance potential and virulence
characteristics of Enterococcus strains isolated from raw and processed seafood
products. In this study, raw fish samples obtained from Bursa, Istanbul and Canakkale
fish markets which hunted daily from Marmara region. Processed seafood products
obtained from supermarkets and charcuteries. For the characterization at genus level,
Gram staining, catalase test and hemolysis test in sheep blood agar were performed. All
isolates identified at species level by using APl 20 Strep biochemical test kits and
performed antibiotic resistancy tests against streptomycin (10ug), tetracycline (30ug),
gentamycin (10ug), vancomycin (30ug), eritromycin (15ug) and chloramphenicol
(30ug) on Mueller Hinton Agar media. Polymerase chain reaction (PCR) analyzes were
performed to evaluate virulence (agg, gelE, cylA, cylB, cylM) and vancomycin
resistance genes (vanA, vanB). As a result of disc diffusion method, most of the isolates
(49/50) were found high resistant against streptomycin, 80% (40/50) of isolates to
gentamycin, 30% (15/50) of isolates to tetracyline and vancomycin antibiotics. 72 %
(36/50) of the isolates to eritromycin and 30% (15/50) of isolates to vancomycin were
found intermediate level resistant. 24% (12/50) of isolates showed resistancy against
chloramphenicol. It was determined that 88% (44/50) of the isolates showed multiple
resistance at least two different antibiotics. Vancomycin resistance genes; vanA and
vanB, were not detected in the isolates. In 72% of the isolates gelE gene and in 24% of
isolates agg2 gene was determined.

Key words: Seafood, Enterococcus spp., antibiotic resistance, virulence factor
2019, viii + 80 pages



TESEKKUR

Basta bu konuda bana calisma imkani sunan ve c¢aligmanin her asamasinda bilgi
birikimi ve deneyimleriyle destegini esirgemeyen, degerli oneri ve fikirleriyle akademik
gelisimimde biiyiik emegi olan, bu siire zarfinda igtenligi ve giiler yiizlinii hig
kaybetmeyen kiymetli danisman hocam Sayin Dog. Dr. Sine OZMEN TOGAY ’a,

Molekiiler c¢alismalar sirasinda, laboratuvar olanaklarini kullanmama izin vererek,
katkilarin1 esirgemeyen degerli hocam Saym Dr. Ogr. Uyesi Mustafa AY’a ve
laboratuvar ¢alismalarim siresince desteklerini hissettigim degerli hocam Sayin Dog.
Dr. Mine CARDAK ’a,

Bu c¢alismayi, ‘2150374’ numarali ‘Cig ve islenmis su iriinlerinden izole edilen
enterokoklarin  gida giivenligi ve bakteriyosin iiretim potansiyeli yOniiyle
degerlendirilmesi’ baslikli proje kapsaminda destekleyen Tirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’na,

Son olarak, hayatimin her doneminde desteklerini esirgemeyip beni bu glinlere getiren
sevgili ailem; babam Diyap KARAALIOGLU’na, annem Sevgi KARAALIOGLU na,
ablalarim Bilgin KARAALIOGLU ve Burcu PEKER’e, abim olarak gordiigiim Ali
PEKER’e ve bu zorlu siirecte sevgisi ve destegini derinden hissettigim c¢ok degerli
Martyna Czekata’ya en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Onur KARAALIOGLU
05/07/2019



ICINDEKILER

Sayfa
(74 = IO T OO U TR OO U URTUURRRRRRRROS |
A B ST RA T ..t e e e e e nr e e e nrraeanraae e I
TESEKKUR ...ttt ettt sttt ettt es sttt s sttt et sttt n et sttt sn s 1
KISALTMALAR DIZINT ..ottt \
SEKILLER DIZINT......coiiiiiiicceeeeee ettt Vil
CIZELGELER DIZINT ...covoiiiecceeeeeeeee et Vil
Lo GERIS ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 1
2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI ....c.cccoovviiiiiiiiieec 3
2.1. Enterococcus Cinsinin Genel Karakteristik OzelliKIeri...........c.cccooveieveveriicnenene, 3
2.1.1. Enterococcus CINSI DAKLEITIEN .......c.coveiiieiieeee e 3
2.1.2. Tarihcgesi ve taksonomik OZellIKIEri ..........cccvevveiiiiiieece e 3
2.1.3. Enterokoklarin ekolojisi ve kaynaklari...........cccooovriiiiiiiiiicnieec s 4
2.1.4. Enterokoklarin fonksiyonel 0zelliKIeri...........ccoveiiiiiiiiiiiiiciec e 5
2.1.4.1. LaKtik aSIT UFELIMI ..ueeivieiieeiecieie ettt sttt nne e 5
2.1.4.2. Starter kiiltiir olarak kullanimi ............coceiiiiiiiiiiiiiii e 5
2.1.4.3. Bakteriyosin Gretim potanSiyeli.........ccooieiiiiiiiiiiiiecee s 7
2.1.4.4. Probiyotik olarak kullanimi..........cccoceiiiiiiiiiiiiiee e 7
2.1.5. Enterokoklarin patojenite etMenleri ..........ccooeieiiriiiiininieeeeee e 8
2.1.5.1. Antibiyotik direnclilik potansiyeli............ccccoeviiiiiireii i 8
2.1.5.2. VIrUIENS OZEIHKIET .......ooiiierieiieeee e e 11
2.1.5.3. Biyojen amin Uretim potanSiyeli ..........ccoeceiieieeiiiie e 13
2.1.6. Su ve su lirlinlerinde enterokoklarin varligi, antibiyotik direnglilik ve viriilens
€en taSIMa AUTUMIATT ...coouviiiiiii e 14
3. MATERYAL VE YONTEM ..ottt 19
L IMALEIYAL. ... 19
3.1.1. SU UrUNIeri OrNEKIEII......c.ve et 19
3.1.2. MiKroorganiZmMalar.............cccoveieiieie et 19
3.1.3. Referans SUSIAT .......coouiiiiiiiiie s 19
3.1.4. Calismada kullanilan besiyerleri, seyreltme sivilari ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi
..................................................................................................................................... 19
3.1.4.1. Kanamisin azide aesCulin @gar ............cccovveiiiiieie e 20
3.1.4.2. Brain heart infusion Droth............ccccoveiiiiei e 20
3.1.4.3. Brain heart infUuSION agar ............ccovveiieiieie e 20
3.1.4.4. MUeller NINTON QAT ........coiiieieiee s 21
3.1.4.5. Serum fiZYOIOJiK .....ccecveiieie e 21
3146, GHISEIOL ... e 21
3.1.5. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan jelin hazirlanmasi ve yliriitme
tAIMPONUNUI TICETIGT . vvveeuieiiirieiee st e ree s e e e s e e s e e e s e st e e e sre e e e e nneeaneenneeeneennneenns 23
K (0101 (=] 1 1 T TSRO U TP OTR PP 24
3.2.1. Enterococcus suslarinin izolaSyonu ...........cccueevireerinienieninieseese e 24
3.2.2. Enterokok izolatlarinin cins diizeyinde tanimlanmasi...........cccccoceeerininnnnnnn. 25
3.2.2.1. Morfolojik ve biyokimyasal teStIer ...........ccooeiiiiiiiiiiii 25
A I B €] 14 1 1 0] V7 13 - PSP 25
I B (G- 1 1 8 (- SR 26
3.2.2.1.3. HEMOIItIK @KEIVITE ..o 27



3.2.2.1.4. Enterokok izolatlarinin tiir diizeyinde dogrulanmasi .............ccccerveinnnnnne 27

3.2.3. Kiiltiirlerin muhafazast ..........ccoooviiiiiiii 28
3.2.4. Enterokok izolatlarinin antibiyotik direng 6zelliklerinin belirlenmesi.............. 28
3.2.5. Enterokok izolatlarinin vankomisin direng genlerini (vanA ve vanB) tasima
potansiyellerinin degerlendirilmesi ..........coiviiiiiiiiiiii s 30
3.2.5.1. Enterokok izolatlarindan toplam DNA izolasyonu .........ccccevevveriiieiivennninn. 30
3.2.5.2. Enterokok izolatlarinda vanA ve vanB genlerinin arastirilmast..................... 30
3.2.6. Enterokok izolatlarinin viriilens gen tagima potansiyellerinin degerlendirilmesi
..................................................................................................................................... 33
3.2.7. DNA izolatlarinin agaroz jel elektroforezi.........ccccoovvvviiiiiiiniiieniie e 36
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ottt 37
4.1. Su Uriinlerinden Elde Edilen Enterokok Izolatlarmin Tiir Diizeyinde Dagilimlar
..................................................................................................................................... 37
4.2. Su Uriinlerinden Elde Edilen Enterokok Izolatlariin Antibiyotik Direng
PROTHIEIT. ... 44
4.3. Su Uriinlerinden Elde Edilen Enterokok Izolatlarmin Viriilens Gen Tasima
DUTUMIATT .ttt ettt et b et e e be e e beenan e 60
5. SONUGQ .ttt ettt nr e e 69
KAYNAKLAR ettt sttt ane e te et easeesbeenteeneesseesseaneesneenen 73
(046 ) 1)1 1 15T 79



Kisaltmalar
agg2, asal
BHIA
BHIB
ace
esp
E*
G*
efa
gelE
KAA
cylLS
C*
MHA
PZR
spr
SF

cyl

g*
Te*
Va*
VRE
MAR

KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklama
Agregasyon maddesi
Brain heart infusion agar
Brain heart infusion broth
Enterokokal ylzey adhezyon
Enterokokal yiizey proteini
Eritromisin
Gentamisin
Hiicre duvar1 adhezini
Jelatinaz
Kanamisin Azide Aesculin Agar
Kisa Alt Birim
Kloramfenikol
Mueller Hinton Agar
Polimeraz zincir reaksiyonu
Serin Proteaz
Serum Fizyolojik
Sitolizin
Streptomisin
Tetrasiklin
Vankomisin
Vankomisin direncli enterokok

Coklu antibiyotik direnclilik

Vi



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 3.1. Calismada kullanilan bazi su tirltinli OrnekIeri..........cccveevivevieeiieniiieieiieeens 24
Sekil 3.2. KAA besiyerinde siipheli enterokok kolonileri..........ccocvvvviiiiiiiiiiieiiiininnen, 25
Sekil 3.3. Mikroskobik MOrfolofi..........ccooviiiiiiiiiiiiie s 26
Sekil 3.4. API-20 Strep biyokimyasal test Kiti............c.ccocvveviiiiiiicic e 27
Sekil 3.5. MHA besiyerinde antibiyotik disk gevresinde olusan zon gorintiisii............. 30
Sekil 4.1. MAR degerlerine gore coklu antibiyotik direnglilik 6zelligi gosteren
izolatlarin tiim izolatlar g6z oniine alindiginda olusan ytizdelik dagilimlari.................. 53
Sekil 4.2. Bazi enterokok izolatlarinda agg2 genine ait PCR iriinlerinin %2’lik agaroz
JEleki gOrUNUMIEIT. ..o 65
Sekil 4.3. Bazi enterokok izolatlarinda gelE genine ait PCR iiriinlerinin %2’ lik agaroz
JEldeKi gOrUNUMIBTT....c.eeuiiieic e 65

Vil



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa
Cizelge 2.1. Baz1 enterokokal viriilens genlerin patojenitedeki fonksiyonlari ............... 13
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan besiyerleri, seyreltme sivilari ve ¢ozeltiler ............. 22
Cizelge 3.2. Agaroz jel elektroforezi yiriitme tamponuNUN IGerigi.......cccoeverererirnnnns 23
Cizelge 3.3. Enterokoklar i¢in referans alinan zon ¢aplart ..........ccccceevveiveieiiesiecsiesnnnn 29
Cizelge 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PZR) vanA ve vanB ig¢in kullanilan
O L =T [T SRS 31
Cizelge 3.5. vanA ve vanB genlerini ¢ogaltmak amaciyla uygulanan PZR bilesenleri. . 32
Cizelge 3.6. vanA ve vanB genlerinin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR programiu. ....... 33
Cizelge 3.7. Izolatlara uygulanan PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler. .............. 34
Cizelge 3.8. Virllens genlerini (agg2, gelE, cylA, cylB, cylM) ¢ogaltmak amaci ile
uygulanan PZR DileSENIETi. ......ccuuriiiiiiiiiiieiieieses e 34
Cizelge 3.9 agg2, cylA, cylB, cylM genlerinin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR
J O L0 0 DS PR PR 35
Cizelge 3.10. gelE geninin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR programi. ............cccccevnene 35
Cizelge 3.11. Optimizasyonu yapilan bolgeler igin PZR kosullart..........cccceoeviiinnnnns 36
Cizelge 4.1. Calismada kullanilan enterokok izolatlarinin elde edildigi ornekler ve
tanImlama SONUGIATT .........cuiiiiiii e 38
Cizelge 4.2. Izolatlarin 6rneklere gdre dagilimIart. ...........ccocvvevivecrerereieeeeeeieeseeeenn, 41
Cizelge 4.3. Tiir diizeyinde tanimlama sonuglarina gore enterokoklarin dagilimlari. ....42
Cizelge 4.4. izolatlarin antibiyotik direnclilik profilleri. ..........ccccoevvvvveeeeccceeenes 45

Cizelge 4.5. izolatlarin test edilen antibiyotiklere kars1 yiizdesel direnglilik profilleri. .49
Cizelge 4.6. Tiir bazinda izolatlarin test edilen antibiyotiklere kars1 direnglilik dagilim

PIOTHIEIT. ... bbbt sb bbbt ene s 50
Cizelge 4.7. Her izolat i¢in direng gozlenen antibiyotikler ve MAR oranlart................ 51
Cizelge 4.8. Izolatlarin ¢oklu antibiyotik direnglilik (MAR) indeksi sonuglart.............. 53
Cizelge 4.9. Enterokok izolatlarinin viriilens direng genlerini tasima durumlari.......... 62

viii



1. GIRIS

Enterokoklar laktik asit bakteri grubuna dahil olup, insanlarin ve hayvanlarin
gastrointestinal sistemlerinde dogal olarak bulunmakta, diisiik ve yuksek sicaklik, pH
ve farkli tuz konsantrasyonlar1 gibi olumsuz g¢evresel kosullar altinda yasamlarini
devam ettirebilme 6zelliklerinden dolayr da 6zellikle hayvansal kaynakli et, siit, peynir
gibi gidalarda bulunabilmekte, fermente gida iirlinlerinin organoleptik o6zelliklerine
katkida bulunarak gidanin olgunlasma siire¢lerinde yararli bir rol iistlenebilmektedir.
Yiiksek tuz konsantrasyonlarina tolerans gosterebilme kapasitelerinden dolay1
enterokoklar atik su ve deniz ortamlart gibi farkli su habitatlarindan da izole
edilebilmektedir. Yapilan bazi arastirmalarda su ve su iriinlerinden izole edilen bazi
enterokok turleri; Enterococcus faecium, E. faecalis, E. durans, E. raffinosus, E.
avium, E. malladoratus, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. phoeniculicola , E.
saccharolyticus ve E. gilvus olarak rapor edilmistir (Foulquié Moreno ve ark. 2006,
Psoni ve ark. 2006, Tansuphasiri ve ark. 2006, Valenzuela ve ark. 2010a, Klibi ve ark.
2013, Hammad ve ark. 2014a).

Enterokoklar proteolitik ve lipolitik aktiviteleri ile 6nemli ugucu bilesikleri iiretebilme
gibi fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 diinya genelinde bir¢cok gida fermentasyonu
islemlerinde lezzet ve aroma gelisimi agisindan 6nemli bir role sahiptir. Bunun yaninda
enterokoklar insanlar ve hayvanlarda bagirsaklarin mikrobiyal dengesini gelistirmek ve
gastroenterit tedavisi amaciyla probiyotik yardimcilar olarak da kullanilabilmektedir.
Enterokoklarin gidalarda bulunabilen bozulma etmeni mikroorganizmalar ile buzdolab1
sicakligi, diisik pH, yiiksek tuz konsantrasyonu gibi zorlu fizikokimyasal kosullar
altinda dahi canlihi@ini siirdiirebilen Listeria monocytogenes gibi patojenik bakterileri
inaktive edebilen enterosinler iiretebildigi de bilinmektedir (Franz ve ark. 1999,

Foulquié Moreno ve ark. 2006, Rehaiem ve ark. 2016).

Enterokoklar bazi suslarinin iyi bilinen yararli etkilerinin yami sira bakteriyemi,
endokardit, idrar yolu ve diger enfeksiyonlara neden olabilen hastane kaynakl
patojenler olarak kabul edilmektedir. Son yillarda enfeksiyonlar1 tedavi etmek amaciyla

siklikla kullanilan pek ¢ok antibiyotige karsi direng gosterip hayatta kalabilmekte ve bu



direng genlerini kolaylikla transfer edebilme mekanizmalari ile dikkat ¢ekmektedirler.
Enterokoklarin  patojenitesinin  degerlendirilmesinde ¢esitli antibiyotiklere karsi
gosterdigi direncin yam sira viriilens faktorlerinin de dikkate alinmasi gerekmektedir.
Antibiyotik diren¢ genlerinin varlig1 tek basina bir susun patojenitesini gostermezken,
virtilens faktorler ile etkileserek susun tehlikeli bir hale gelmesine neden olabilmektedir.
Enterokoklar virulenslige dogrudan veya dolayli olarak katkida bulunabilen cesitli
genleri tasiyabilmektedir. Adhezin, hemolisin, agregasyon maddeleri, jelatinaz,
enterokokal yuzey proteini gibi virllens faktorlerini kodlayan genler, gida
maddelerinden izole edilen enterokoklarda da tanimlanmistir. Cesitli antibiyotiklere
kars1 yiiksek seviyede diren¢ ile viriilens faktorlerin varligi hastane kaynakli
enfeksiyonlarda enterokoklarin firsat¢1 patojen roliinii desteklemektedir. Gidalarda
antibiyotik direnglilik ve viriilens genlerin varlig1 bakterilerin bu genlerin ve direng
belirleyicilerinin gida zinciri yoluyla iletiminde rol oynayabileceginden dolay1 bir
endise konusudur (Franz ve ark. 1999, Trivedi ve ark. 2011, Wierzchowska ve ark.
2017).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Marmara Bolgesi’nden gunliuk olarak avlanmis ekonomik
oneme sahip taze balik (hamsi, istavrit, izmarit, barbun, sardalya) ve hazir gida olarak
satisga sunulan (Karides,midye, kalamar, lakerda) su iiriinii G6rneklerinin florasinda
bulunan enterokoklarin; izolasyonu, tanimlanmast ve gida giivenligi yOniiyle
(antibiyotik direncglilik ve virlilens genleri tasima potansiyellerinin arastirilmasi)

degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enterococcus Cinsinin Genel Karakteristik Ozellikleri

2.1.1. Enterococcus cinsi bakteriler

Enterococcus cinsinin Uyeleri; Gram pozitif , katalaz negatif, oksidaz negatif, ikili ya
da kisa zincirler halinde bulunabilen, fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan, E.
casseliflavus ve E.gallinarum gibi baz1 tiirleri disinda hareketsiz, laktik asit
bakterilerinin genel tanimima uyan koklardir. 10-45°C sicaklik, 9,6 pH , %6,5 tuz
konsantrasyonunda gelisebilme ve 30 dakika 60°C’lik 1s1l islem uygulamasina maruz
kaldiklarinda dahi yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilme Ozelliklerine sahiptir.
Enterokok suslariin ¢ogu %40 safra tuzu varliginda eskulini hidrolize edebilmektedir.
Hemoliz testi sonucunda kanli agarda enterokok kolonileri alfa ya da non-hemolitik
sonug verebilmektedir (Franz ve ark. 1999, Giraffa 2002, Isleroglu ve ark. 2008, Fisher
ve Phillips 2009, Togay ve Temiz 2011).

2.1.2. Tarihcesi ve taksonomik dzellikleri

Enterococcus cinsi icinde yer alan mikroorganizmalar esasen diski kaynakli
streptokoklar ile iliskilidir. Enterokok terimi 1899 yilinda Thiercelin’in enfeksiyonlara
neden olabilen bagirsak kokenli saprofitik bir kok tarifi ile ortaya ¢ikmistir. Ayni yil
icerisinde Maccalum ve Hastings glinimizde ‘Enterococcus faecalis’ olarak bilinen
organizmanin, dliimciil bir endokardit vakasindan ayrimini gerceklestirmis ve bu sayede
patojenik Ozelliklerinin ilk ayrintili agiklamasimi saglamiglardir (Franz ve ark. 1999,
Gilmore ve ark. 2014).

1933 yilinda Lancefield D grup antijene sahip, fekal kokenli streptokoklar i¢in serolojik
bir yazim sistemi gelistirmistir. ~ Streptococcus cinsi i¢in 1937 yilinda yeni bir
siniflandirma sekli oneren Sherman streptokoklari; piyojenik, viridans, laktik ve
enterokoklar olmak tizere dort ayr1 gruba ayirmistir. Streptococcus cinsi daha sonra

modern siiflandirma tekniklerinin uygulanmasi ve yapilan serolojik ¢aligmalar dikkate



alinarak Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus olmak iizere 3 ayri cins bagligi
altinda anilmaya baslanmistir (Franz ve ark. 1999, Fisher ve Phillips 2009, Togay ve
Temiz 2011).

Streptococcus cinsinin 16S rRNA dizilimi kullanilarak toplanan molekiiler verileri,
Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus tiirleri arasindaki iligskiyi gosteren bir 16S
rRNA dendrograminin olusturulmasmi saglamistir. Bu yontem ayni zamanda
Enterococcus tiirlerinin gruplandirilmasina da olanak vermistir (Fisher ve Phillips
2009).

2.1.3. Enterokoklarin ekolojisi ve kaynaklari

Insan bagirsagi pek cok farkli bakteri tiiriinden olusan kendine has bir mikrobiyal
floraya sahiptir. Enterokoklar dogada yaygin olarak bulunabilen bakteriler olmakla
birlikte, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde baskin bir yasam alanina
sahiptir. Insan bagirsaginda, E. faecalis tiirii genellikle baskin olmakla beraber, bazi
bireyler ve ilkelerde E. faecium tiirii sayica daha Ustun gelebilmektedir. Enterokoklar
sadece sicak kanli hayvanlarda degil, toprak, bitkiler, sebzeler ve boceklerde de
bulunabilmekte, yiiksek tuz konsantrasyonlarina tolerans gosterebilme kapasitelerinden
dolay1 atik sular, denizler gibi farkli su habitatlarindan da izole edilebilmektedir ( Franz
ve ark. 1999, Foulquié Moreno ve ark. 2006, Valenzuela ve ark. 2010, John ve
Carvalho 2011).

Hayvanlarin bagirsak kanallarinda yaygin olarak rastlanabilmelerine bagli olarak,
enterokoklar, ozellikle hayvansal kaynakli olmak {izere bircok gidada
bulunabilmektedir. Bu nedenle E. faecalis ve E. faecium'un izolasyonu siklikla
gidalardaki fekal bulasiy1 gostermek amaciyla kullanilmistir. Bununla birlikte
enterokoklar artik sadece kotli  hijyen kosullarmin gostergesi olarak degil, gida

mikroflorasinin dogal pargalari olarak da kabul edilmektedir (Klein 2003).



Enterokok tirleri, 6zellikle E. faecalis ve E. faecium, c¢esitli {ilkelerin geleneksel ya da
endiistriyel olarak islenmis su {irinlerinden (balik, midye, vb.) de izole edilmistir (Pinto

ve ark. 2009, Valenzuela ve ark. 2010, Frangoise 2010, Hammad ve ark. 2014).

2.1.4. Enterokoklarin fonksiyonel 6zellikleri

Enterokoklar; gida, klinik mikrobiyoloji ve c¢evresel alanda olduk¢a 6nemli yeri olan
laktik asit bakterileridir. Son yillarda gastrointestinal sistemde canli kalabilme ve
rekabet yetenekleri nedeniyle enterokoklarin starter kiiltiir, yardimci kiltir ve
probiyotik olarak kullanimina olan ilgi gittikge artmaktadir. Enterokoklar gidalarda
lezzet gelistirme ve peynir kalitesinin iyilestirilmesinde biiylik rol oynamakta ve
mikrobiyal dengenin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinin yaninda,
antilisterial aktivitesi olan bakteriosinlerin (enterosin) Uretimi gibi bazi biyoteknolojik

oOzellikleri de barindirmaktadir (Franz ve ark. 2003, Aspri ve ark. 2017).

Enterokoklarin proteolitik ve lipolitik aktiviteleri ile birlikte ugucu bilesenleri
iiretebilme potansiyelleri gibi fonksiyonel 6zellikleri gida fermentasyonlarinda starter
veya probiyotik kiiltiir olarak kullanimlarina olanak saglamakta ve pek ¢ok fermente

gidanin duyusal 6zelliklerinin gelistirilmesinde rol oynamaktadir (Santos 2011).

2.1.4.1. Laktik asit Uretimi

Enterokoklar laktik asit fermentasyonu ile heksozlardan L-laktik asit olusturan
kemoorganotrofik bakterilerdir. Ana iirin laktik asit olmasina karsin, biiylime
kosullarina bagli olarak Onemli miktarlarda asetat ve etanol Uretebildikleri de
bildirilmektedir. Bahsedilen bilesiklerin tiimii, bir¢ok fermente {iriiniin tadmin

belirlenmesinde 6nemli bir rol almaktadir (Franz ve ark. 2003, Gimenez-Pereira 2005).

2.1.4.2. Starter kiltir olarak kullanim

Fermente gidalarin {iretimi, ham maddenin hizli asidifikasyonunu baslatan laktik asit

bakterilerinin starter kiiltiir olarak kullanimina dayanmaktadir. Fermentasyon isleminin



temel amaci iriiniin raf Omriinii uzatarak, son firiine orjinal gidadan farkli bir tat
kazandirmaktir. Bu amagcla kullanilan mikroorganizmalar sekerlerin, yaglarin ve
proteinlerin katabolizmasi yoluyla ¢esitli aromalarin gelistirilmesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Leroy ve De Vuyst 2004, Kam ve ark. 2011).

Starter kiiltiir, bir fermentasyon siirecini baslatan, siirecin kontrolini kolaylastiran ve
fermentasyonu hizlandirmak amaciyla ilave edilen tek tir ya da ¢ok sayida degisik
mikroorganizma iceren bir preparat olarak tanimlanmaktadir. Starter Kultir olarak
kullanilan  preparatlar, — mikrobiyal kaliteye katkida bulunarak, Uriin Uzerinde
organoleptik, teknolojik ve besin degeri agisindan ¢esitli avantajlar sunabilmektedir
(Leroy ve De Vuyst 2004).

Enterokoklar sit, et gibi hayvansal kaynakli iiriinlerde kolonize olarak bu iiriinlerde
yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmekte ve c¢ogalabilmektedir. Sut driinlerinde
enterokoklarin varligi uzun yillar boyuca siitiin iiretimi ve islenmesi sirasinda hijyenik
olmayan kosullarin bir sonucu olarak diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte gidalardaki
enterokoklar siite dogrudan insan veya hayvan digkilarindan ya da dolayli olarak
kontamine su kaynaklari, sagim ekipmanlart ve depolama tanklarindan
bulasabilmektedir. Psikrotrofik dogasi, 1s1 direnci ve farkli substrat ve biiylime
kosullarina uyum saglamalart nedeniyle, sogutma sirasinda gelisebilmekte ve
pastorizasyon islemi sonrasi hayatta kalabilmektedir. Bu nedenle, enterokoklar hem
¢ig hem de pastdrize siit mikroflorasinin bir pargasi olmaktadir (Hugas ve ark. 2003,
Giraffa 2003, Bhardway ve ark. 2008).

Peynir aroma gelisimine olumlu etkilerinden dolay1 bazi enterokok suslari starter kiiltiir
olarak kullanilmaya baslanmistir. Enterokoklarin ¢esitli peynir tiirlerindeki varligi ve
fermente gida triinlerinin organoleptik 6zelliklerine potansiyel katkis1 gida isletmecileri
tarafindan gidaya dogrudan uygulanmalar1 agisindan dikkate alinmasi gereken 6nemli

Ozellikleridir (Sarantinopoulos ve ark. 2001, Foulquié Moreno ve ark. 2006).

Enterokoklarin fermente et Uriinlerinde ve peynirlerde olgunlagsma ve aroma olusumu

gibi yararl etkilerinin yam sira, zeytinlerde oleuropeinin pargalanmasi gibi olumlu



teknolojik 6zellikleri bu bakterilerin bu tiir gidalarin iiretiminde starter ya da yardime1

kiiltirler olarak kullanimini ilgi ¢ekici hale getirmistir (Foulquié Moreno ve ark. 2006).

2.1.4.3. Bakteriyosin Uretim potansiyeli

Bazi laktik asit bakteri suslar1 bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri molekiillerin yani
sira gidanin ~ korunmasi ve giivenligine katkida bulunabilen diger antimikrobiyal
peptidleri sentezleyebilmektedir. Laktik asit bakterilerinin bakteriyosinleri; gida
kaynakli 6nemli patojenlere ve mikroflorada bozulmaya neden olabilecek etmenlere
kars1 antimikrobiyal aktivite gosteren protein yapili bilesiklerdir. Bu 6zelliklerinden
dolayi, bakteriyosin lireten suslar gidalarin korunmasi amaciyla biiylik bir kullanim
potansiyeline sahiptir. Gram pozitif ve Gram negatif ¢cok sayida bakteri antimikrobiyal
bilesikler iiretmelerine ragmen, laktik asit bakterileri gida fermentasyonlar1 ile direkt
olarak iligkili olmasindan dolay1 gida biyokontroliinde kullanim i¢in ¢ok uygundur (De
Martinis ve ark. 2002, Luc De Vuyst ve Leroy 2007).

Enterokoklar enterosin olarak adlandirilan ve Listeria, Clostridium, Staphylococcus gibi
patojenik bakteriler de dahil olmak iizere yakin tiir Gram pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal etkili bakteriyosinler tretebilmektedir. Enterokoklarin g¢ogunun 1siya
dayanikli, katyonik, hidrofobik antibakteriyel peptitler irettigi bilinmektedir (L.De
Vuyst ve ark. 2003, Foulquié Moreno ve ark. 2006).

2.1.4.4. Probiyotik olarak kullanimi

Probiyotikler belirli miktarlarda tiiketildiklerinde saglik iizerinde olumlu etkiler
gosteren yararli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Cogu probiyotik
mikroorganizma Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus spp. gibi laktik
asit bakterileri grubunda yer almaktadir. Gidalarda probiyotik kiiltiirler ¢cogunlukla siit
tiriinlerinde kullanilmakla beraber, son zamanlarda miisli barlar, ¢ikolatalar, meyve
sular1 ve et tiriinlerinde de kullanim alan1 bulmustur (Ljungh ve Wadstrom 2006, Franz
ve ark. 2011).



Enterokoklarin probiyotik olarak kullaniminin, mikrobiyal dengenin gelistirilmesine ve
insanlar ile hayvanlarda gastroenterit tedavisine katkida bulunabilecegi belirtilmektedir.
Bununla birlikte enterokoklarin probiyotik olarak kullanimi bazi iilkelerde antibiyotik
direng genlerinin transfer mekanizmasi ile ilgili giivenlik kaygilarindan 6tiirii tartisma
konusudur (Hugas ve ark. 2003, Ljung ve Wadstrém 2006, Foulquié Moreno ve ark.
2006).

2.1.5. Enterokoklarin patojenite etmenleri

2.1.5.1. Antibiyotik direnclilik potansiyeli

Enterokoklar bilinen yararli etkilerinin yani sira bakteriyemi, endokardit, {iriner sistem
ve hastane kaynakli (nozokomiyal) enfeksiyonlara neden olabilen firsatgi patojenler
olarak kabul edilmekte ve genellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Franz ve ark. 2003).

Enterokoklar ¢ok cesitli antibiyotiklere karsi diren¢ gosterebilme 6zelliklerinden dolay1
antibiyotik kullanilan hastane ortaminda hayatta kalabilmekte ve direncli
organizmalarin  yayilmalar1 agisindan firsat saglamaktadir.  Bakteriler bazi
antibiyotiklere kars1 kendiliginden direncli olabilmekle beraber kromozomal genlerdeki
mutasyonlar ve yatay gen transferi ile antibiyotiklere diren¢ kazanabilmektedir (Blair ve
ark. 2015).

Enterokoklarin antibiyotik direnci dogal ve kazanilmis diren¢ olmak iizere iki gesittir.
Bir bakteri tiirlinlin belirli bir antibiyotige kars1 dogal direnci, yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerin bir sonucu olarak bu antibiyotigin etkisine direnme kabiliyetidir.
Sefalosporinler, siilfonamidler, bir¢cok p-laktam (karbapenemler, sefalosporinler,
penisilinler, monobaktamlar, klavamlar, vb.) ve disiik seviyedeki aminoglikozitlere
(streptomisin, gentamisin, kanamisin, vb.) karsi olan direng¢ dogal direnglilik olarak
kabul edilmektedir. Kazanilmis direnglilik ise kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin,

rifampisin, ampisilin ve glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin, vb.) dahil olmak (lizere



antimikrobiyallerin tiim siniflarma karsi direngliligi kapsamaktadir(Barbosa ve ark.
2009, Blair ve ark. 2015).

B-laktamlar, bir B-laktam halkasi i¢eren ve aktif bolgede penisilin baglayici proteinlere
kovalent baglanarak peptidoglikan sentezini inhibe eden 6nemli bir antibiyotik sinifidir.
B-laktam sinifi antibiyotiklere kars1 bakteriyel direncin ana mekanizmasi, sitoplazmik
membranda bulunan penisilin baglayici proteinlere ulasmadan 6nce bu antibiyotikleri
inaktive etme yetenegine sahip hidrolitik enzimler olan B -laktamazlarin iiretimini
icermektedir. Bakterilerde B-laktam grubu antibiyotiklere karsi olusan direng; penisiline
baglanan proteinlerde (PBP) olusan degisiklikler ile p-laktamaz enzimleri ve
gecirgenlige bagl olarak gelisebilmektedir. PBP’de olusan degisikliklere bagli olusan
direnglilik kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikarken, [-laktamaz
enzimlerine bagl direnglilik f-laktamazlarin, penisilin, sefalosporin ve benzeri -laktam
grubu antibiyotikleri hidrolize etmesi sonucunda bu antibiyotiklere direng
gelistirmesiyle meydana gelmektedir (Birdal 1999, Falagas ve Karageorgopoulos 2009,
Blair ve ark. 2015).

Hastane kaynakli ciddi enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla kullanilan aminoglikozitler,
biyolojik olarak aktif sekonder bakteriyel metabolitlerin blyik bir grubunu
olusturmaktadir. Aminoglikozidlere karsi yiiksek diizeyde direng, siklikla,
fosfotransferazlar (APH'ler), asetiltransferazlar (AAC'ler) ve nikleotidiltransferazlar
(ANT'ler) gibi aminoglikosit modifiye edici enzimler araciligiyla meydana gelmektedir
Garrido ve ark. 2014).

Glikopeptitler, peptidoglikan biyosentezine midahale ederek bakteriyel blyimeyi
inhibe  etmektedir.  Antibiyotikler, hiicre duvari biyosentetik  enzimlerinin
transglikosilasyon ve transpeptidasyon reaksiyonlari i¢in substrat olarak kullanilmasini
engelleyerek hiicrenin dis yiizeyi lizerindeki peptidoglikan onciillerinin D-Ala-D-Ala
(D-Alanil-D-Alanin) peptit terminalleri ile kompleksler olusturmasini saglayarak hiicre
duvari biitinligiiniin bozulmasina neden olmaktadir. Enterokoklarda glikopeptitlere

karst olusan direng, ilk kez 1986 yilindan bildirilmistir ve klinik ortamlarda giderek



artan bir sorun haline gelmistir. Enterokoklarda glikopeptid direnci fenotipik ve
genotipik olarak heterojendir ve direnglilik dogal veya kazanilmis olabilmektedir.
Enterokoklarda glikopeptid direncinin aktarimi mutasyonlar ya da yabanci DNA
kazanimi ile gergeklesmektedir. Enterokoklarin direng genlerini diger bakterilere
yayabilmek amaciyla kullandiklar1  genetik  aktarim  sistemleri mevcuttur.
Transdiksiyon, transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon gibi mekanizmalarla
direng genlerini tasiyan unsurlarin bakteriler arasi aktarimi gerceklesmektedir. Bu
sistemler icerisinde bircok Gram pozitif tirde replike olabilen plazmidler ile
transpozonlar mevcuttur. Enterokoklarda en yaygin aktarim mekanizmasinin
konjugasyon yoluyla oldugu bilinmektedir. Konjugasyon, iki bakteri hiicresinin temasi
sonucunda genetik materyalin aktarimidir (Arthur ve ark. 1996, Gholizadeh ve
Courvalin 2000, Yice 2001, Coleri ve Cokmiis 2008, Gilmore ve ark. 2014).

Enterokoklarin degerlendirilmesindeki en dnemli faktdr vankomisin veya teikoplanin
gibi glikopeptitlere karsi gosterdikleri direngtir. Glikopeptitler penisilinin  etki
gostermedigi durumlarda direngli Gram pozitif bakterilere bagli ciddi enfeksiyonlar
tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir. Vankomisine direngli enterokok (VRE) turleri,
Ozellikle E. faecalis ve E. faecium idrar yolu enfeksiyonlari, yumusak doku
enfeksiyonlari, bakteriyemi ve endokardit dahil olmak iizere bir¢ok insan enfeksiyonu
ile iligkili en yaygin enterokokal patojenlerdir. Vankomisinin yaygin olarak kullanimi
sonucu VRE suslarinin sayisinda ve dolayisiyla da yiiksek vankomisin direncine sahip
hastane kaynakli enterokoklarin yayilma oraninda artis goriilmistir. Gidalarda
antibiyotiklere direngli enterokoklar yaygin olarak bulunabilmekte ve direng genleri
plazmidler vasitasiyla bakteriler arasinda aktarilabilmektedir. Gergeklestirilen bazi
caligmalar patojenik enterokoklarin gidalar araciligiyla tagimip tasinmadigi ve ozellikle
vankomisin direncli enterokoklarin hastane ortaminda hastalik yapma potansiyelleri
Uzerinde yogunlasmistir(Franz ve ark. 1999, Eaton ve Gasson 2001,Klein 2003,
Foulquie Moreno ve ark. 2006, Gilmore ve ark. 2014, Akpaka ve ark. 2017).
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2.1.5.2. Virtllens ozellikler

Uzun yillar boyunca enterokoklar S. aures, L. monocytogenes gibi diger Gram pozitif
patojenlerle karsilastirildiklarinda giiglii viriilens faktorlerinin olmamasi ve diisiik
patojenite potansiyelleri nedeniyle zararsiz olarak kabul edilmislerdir. Bu goriis zaman
icerisinde hastane kaynakli enfeksiyonlarda enterokoklarin artan etkisinden dolay1
degisiklik gostermistir. Gidalarda viriilens genler ile antibiyotik direncinin varligi,
bakterilerin bu genleri ve direng belirleyicilerini besin zinciri yoluyla insanlara
aktarilmasina neden olabileceginden dolayr endise konusudur (Franz ve ark. 1999,
Trivedi ve ark. 2011)

Viriilens faktdr bir mikroorganizmanin hastaliga neden olabilme 6zelligini arttiran bir
molekiil olarak tanimlanmaktadir. Eaton ve Gasson (2001), enterokokal viriilens
faktorlerin, en sik Kklinik izolatlarda olmak {izere gida ve starter kiiltiir olarak kullanilan
suslarda da bulundugunu belirtmislerdir. Enterokoklarin enfeksiyon olusturabilmesi igin
konake¢1 dokuda kolonize olmasi, konakg¢iya spesifik olarak direngli olmas1 ve patolojik
degisiklikler meydana getirmesi gerekmektedir. Enterokoklarin enfeksiyonlara neden
olan faktorlerinin daha iyi anlagilmasinin, bu bakterilerin neden oldugu hastane kaynakl
enfeksiyonlarin onlenmesiyle birlikte, yeni tedavi edici ve koruyucu yaklasimlarin
gelistirilmesine katkida bulunabilecegi belirtilmektedir. Agregasyon maddesi, jelatinaz
ve sitolizin enterokoklarin viriilenslik ile ilgili bazt molekdllerdir (Franz ve ark. 1999,
Eaton ve Gasson 2001, Franz ve ark. 2003, Foulquie Moreno 2006, Sava ve ark. 2010).

Agregasyon maddesi feromona duyarli plazmidler tarafindan kodlanan, bakteriler
arasinda toplanmaya aracilik eden ve boylece plazmid transferini kolaylastiran bir yiizey
aktif glikoproteindir (Submuth ve ark. 2000). Konak¢i dokuya baglanma,
kontaminasyon siirecinin ilk adimidir. Agregasyon maddesi baglanma agsamasinda rol
oynamakta ve bakteriyel agregasyonu yonlendirerek konjugasyonu tesvik etmektedir
(Submuth ve ark. 2000, Kayser 2003, Sava ve ark. 2010).

Agregasyon maddesi E. faecalis suslarinda yaygin olarak karakterize edilmis bir yiizey
proteinidir. Bu proteinler, siklikla antibiyotik diren¢ genlerini de igeren feromona
duyarli plazmidler tarafindan kodlanirlar ve E. faecalis suslarinin kiimelenmesini

saglayarak plazmid DNA transferine neden olmaktadir. Bu nedenle E. faecalis’in
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nozokomiyal suslar1 genetik degisim i¢in uygun olabilmekte ve plazmidler iizerinde
antibiyotik direng¢ belirleyicilerini tasiyabilmektedirler (Mundy ve ark. 2000, Arias ve
Murray 2012).

Jelatinaz; jelatin, kollajen, hemoglobin ve diger biyoaktif peptidleri hidrolize eden ve
Enterococcus tiirlerininin patojenitesinde rol oynadigir diisliniilen bir proteazdir.
Jelatinaz genellikle, fekal ve klinik enterokok izolatlarinin bir viriilens faktor olup,
gidalarda E. faecalis suslar1 arasinda iiretiminin yiiksek oldugu belirtilmektedir.
Jelatinaz proteinini kodlayan gelE geni, konak¢i dokularin bozulmasi ve konakgi
bagisiklik cevabinin modiilasyonu gibi etkilerle viriilense aracilik etmektedir. Hiicre disi
DNA salinimina ve biyofilm olusumuna yol acan otolizinin aktivasyonuna katilmaktadir
(Franz ve ark. 1999, Foulquie Moreno ve ark. 2006, Isleroglu ve ark. 2008, Arias ve
Murray 2012).

Sitolizin tiretimi ve aktivasyonu bir dizi asamay1 igermektedir. Litik faktor oncul
maddeleri (prekidrsorleri) olan CylLL (uzun alt birim) ve CylLS (kisa alt birim)
ribozomal olarak sentezlenmekte ve CylM tarafindan translasyon sonrasi modifiye
edilmektedir. Modifiye edilmis peptitler daha sonra bir tasiyict olan CylB tarafindan
hicreden proteolitik olarak salgilanmaktadir. Salgilanan peptit bir serin proteaz olan

CylA tarafindan aktive edilmektedir (Kayaoglu 2011).

Baz1 enterokokal virlilens genlerin patojenitedeki fonksiyonlart Cizelge 2.1.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Baz1 enterokokal viriilens genlerin patojenitedeki fonksiyonlar1 (Eaton ve
Gasson 2001).

Virtlens gen Genin virulenslikteki roli

agg Hucre agregasyonu ve konjugasyon, 6karyotik hiicrelere tutunmada goérevli

agregasyon proteininin sentezi

gelE Jelatin, kollajen, hemoglobin ve diger biyoaktif bilesikleri hidrolize eden

toksik ekstraseliler metalloendopeptidaz enziminin sentezi

cylM Gram pozitif bakteriler ile 6karyotik hicreleri lize eden sitolizinin

(hemolizin/bakteriyosin) translasyon sonrasi modifikasyonu.

cylB Sitolizinin transportu

cylA Sitolizinin aktivasyonu

2.1.5.3. Biyojen amin tretim potansiyeli

Biyojen aminler dekarboksilaz aktivitesine sahip mikroorganizmalar tarafindan protein
icerigi  bakimindan zengin gidalarda ve fermente UrUnlerde aminoasitlerin
dekarboksilasyonu sonucu olusan, alifatik, aromatik ve heterosiklik yapida bulunabilen

azotlu organik bilesiklerdir (Akan ve Demirag 2018).

Biyojen aminler; su {iriinleri, et, siit iriinleri, meyveler, sebzeler, kuruyemisler,
cikolatalar ve fermente drlnler dahil olmak Uzere pek c¢ok gida Grininde
bulunabilmektedir. Su iiriinlerinde uygun olmayan sartlarda depolama veya mikrobiyal
kontaminasyon sonucu yiiksek miktarlarda biyojen amin iiretimi gergeklesebilmektedir.
Su tiriinlerindeki yiiksek biyojen amin varligi, gida kaynakli hastaliklara neden olabilen
bir etken madde olarak gortlmekte olup, ylksek biyojen amin icerikli Grlnlerin
tliketilmesi sonucu zehirlenmeler meydana gelmektedir. Histamin, tiramin, triptamin,
putresin ve kadaverin su Urtinlerinde rastlanan 6nemli biyojenik aminlerdir (Biji ve ark.
2016).
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Basta E. faecium ve E. faecalis olmak lizere Enterococcus tiirleri fermente drdinler, et ve
stit tirlinleri gibi ¢esitli gida maddelerinin duyusal 6zelliklerinin gelismesinde dnemli bir
rol oynasa da g¢esitli calismalarda belirli suslarinin biyojen amin {iretebildigi
bildirilmistir. Biyojen amin tretimi genel olarak susa spesifik bir dzellikken, tiramin
olusumu E. faecalis, E. faecium ve E. durans’ta tiir diizeyinde bir 6zellik olarak
tanimlanmaktadir (Ladero ve ark. 2012, Inoglu ve Tuncer 2013, Yiiceer ve Tuncer

2015, Akpinar Kankaya ve ark. 2017).

2.1.6. Su ve su Urunlerinde enterokoklarimm varhgy, antibiyotik direnclilik ve
virulens gen tasima durumlari

Enterokoklar yaygin bir sekilde dogada bulunabilmekte ve gida, toprak, su gibi ¢ok
cesitli ortamlardan izole edilebilmektedir. Bazi enterokok suslari, ¢esitli fermente
gidalarin olgunlagma ve aroma kazanimi gibi islemlerine katkida bulunabilmekte, ayrica
anti-Listeria aktivitesi gosterebilen bakteriyosinler Uretebilmektedir. Enterokoklar
insanlar ve hayvanlar da probiyotik olarak da kullanim potansiyeli bulmaktadir. Bilinen
bu yararli ozelliklerinin yani sira enterokoklarin bazi suslari, gesitli enfeksiyonlara
neden olabilen hastane kaynakli 6nemli patojenler arasinda yer almaktadir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarina tolerans gosterebilme kapasitelerinden dolayr enterokoklar atik su
ve deniz ortamlar1 gibi farkli su habitatlarindan da izole edilebilmektedir. Yapilan bazi
arastirmalarda su ve su iriinlerinden izole edilen bazi enterokok tiirleri; Enterococcus
faecium, E. faecalis, E. durans, E. raffinosus, E. avium, E. malladoratus, E.
casseliflavus, E. gallinarum, E. phoeniculicola , E. saccharolyticus ve E. gilvus olarak
rapor edilmistir (Franz ve ark. 1999, Kayser 2003, Psoni ve ark. 2006, Foulquié Moreno
ve ark. 2006, Tansuphasiri ve ark. 2006, Valenzuela ve ark. 2010, Klibi ve ark.2013,
Hammad ve ark. 2014).

Son yillarda deniz sulari, atik sular, igme sular1 gibi gesitli akuatik ortamlardan ve bu
ortamlarda bulunabilen su iirinlerinden elde edilen enterokoklarin izolasyonunun yani
sira diinya genelinde ciddi bir artis gosteren ve biiylik bir halk sagligi sorunu olarak
gortlmekte olan antibiyotik direng ve viriilens gen tagima durumlarina iliskin olarak

cesitli caligmalar gerceklestirilmistir (Ferguson ve ark. 2013, Hammad ve ark. 2014,

14



Cameiro ve ark. 2015, Carey ve ark. 2016, Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2016,
Molale ve Bezuidenhout 2016, Mus ve Cetinkaya 2017, Ben Said ve ark. 2017,
Igbimosa ve Beshiru 2019).

Mus ve Cetinkaya (2017) tarafindan farkli su kaynaklaklarinin mikrobiyolojik
kalitesinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bir ¢alismada 119°u sebeke suyu, 81’1
ise artezyen suyu olmak tiizere toplam 200 adet su O0rnegi analize alinmistir. Calisma
sonucunda, sebeke suyu Orneklerinin %2.5’inin, artezyen suyu Orneklerinin ise

%40.7’sinin enterokoklar1 igermekte oldugu belirlenmistir.

Ferguson ve ark. (2013) tarafindan atik sularda bulunan enterokoklarin izolasyonunun
gerceklestirildigi bir ¢alismada, E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin baskin olarak izole
edildigi ve bunun nedeninin insan kaynakli fekal bulasi ile iliskilendirilebilecegi

belirtilmistir.

Igbinosa ve ark. (2019), Ben Said ve ark. (2017), Wierzchowska ve ark. (2016) ve
Hammad ve ark. (2014) tarafindan su iriinii 6rneklerinden elde edilen enterokok
izolatlarinda E. faecalis ve E. faecium tlrlerinin en yaygin olarak tespit edildigi, bunun
yaninda E. casseliflavus, E. durans, E. hirae, E. gallinarum ve E. mundtii, E.
phoeniculicola, E. raffinosus, E. saccharolyticus ve E. gilvus gibi farkli tiirlerinde

tanimlandig: bildirilmistir.

Enterokoklarin belirli suslar1 hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen firsatci
patojenler olarak kabul edilmektedir. Enterokoklarin kendilerine 6zgli direng
ozelliklerine ve farkli antibiyotiklere karsi kazanilmis diren¢ mekanizmalarina sahip
oldugu bilinmektedir. Bu diren¢ mekanizmalari mutasyonun yani sira, herhangi bir
ortamdaki diger bakterilerle gen aktarimi yoluyla da kazanilabilmektedir.
Antibiyotiklere kars1 olan direnclilik, direngli bakterilerin ve diren¢ genlerinin ¢evreye
yayilmalar1 sonucu diinya genelinde biiylik bir halk sagligi problemi haline hizla
gelmektedir. Sucul ekosistem, antibiyotiklere direncli bakteriler ve direng genleri igin
onemli bir kaynaktir. Bu yiizden enterokoklarin c¢evresel su kaynaklarinda ve su

tirtinlerinde ki varligi toplumda meydana gelen enfeksiyonlardaki muhtemel baglantilari
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nedeniyle 6nem teskil etmektedir (Bergeron ve ark. 2015, Chajecka-Wierzchowska ve
ark. 2016, Molale ve Bezuidenhout ve ark. 2016).

Enterokoklarin antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin yani sira, patojenite de Snemli
cesitli viriilens faktorleri de barindirdigi bilinmektedir. Bu baglamda enterokoklarin
patojenitesinin degerlendirilmesi amaciyla antibiyotik diren¢ ve viriilens gen tagima
durumlarina iliskin farkli su kaynaklar1 ve su iiriinlerinde gergeklestirilmis ¢esitli
calismalar bulunmaktadir (Franz ve ark. 1999, Valenzuela ve ark. 2010, Hammad ve
ark. 2014, Cameiro ve ark. 2015, Carey ve ark. 2016, Chajecka-Wierzchowska ve ark.
2016, Molale ve Bezuidenhout 2016, Ben Said ve ark. 2017, Ighinosa ve ark. 2019).

Carey ve ark. (2016) sulama amaciyla kullanilan geri kazanilmis sudan elde ettikleri
enterokok izolatlarinin c¢esitli antibiyotiklere (quinopristin, vankomisin, tetrasiklin,
penisilin, siprofloksasin) karsi direnglilik durumlarini arastirdign bir ¢alismada
vankomisine direngli enterokoklarin geri kazanilmis suda az miktarda bulundugunu
ancak test edilen diger antibiyotiklere karsi 6zellikle E. faecalis disindaki tiirlerde daha

yaygin olarak direnglilik gézlemlendigini bildirmislerdir.

Carneiro ve ark. (2015) su ve yumusakgalardan izole ettikleri enterokoklar
antimikrobiyal duyarlilik ve viriilens belirleyicileri yoniinden test ettikleri bir caligmada
tim izolatlarin ampisilin ve nitrofurantoine duyarli oldugunu, izolatlarin %47°lik
boliminan test edilen antibiyotiklerden (gentamisin, ampisilin, imipenem, vankomisin,
nitrofurantoin, siprofloksasin, tetrasiklin) en az birine karsi yiiksek seviyede direng
gosterdigini  belirlemislerdir. Bunun yani sira E. faecalis izolatlarinin %97°lik
boliminde jelatinaz enziminin Gretiminden sorumlu gelE virulens geninin varligini

bildirmislerdir.

Molale ve ark. (2016) yiizey sularindan elde ettikleri enterokok izolatlarinin
antibiyotiklere direng ve virulens genlerini test ettikleri bir ¢alismada, izolatlarin yiiksek
oranda f-laktamlara ve vankomisin’e karsi diren¢ gosterdigini, bunun yaninda pek
cogunun test edilen diger antibiyotiklere (amfisilin, amoksisilin, penisilin, neomisin,

streptomisin, kloramfenikol, siprofloksasin, eritromisin, tetrasiklin) kars1 da direnclilik
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profili ortaya koydugunu tespit etmislerdir. Bunun disinda bazi izolatlarda g¢esitli

virtllens faktorlerin (cylA, hyl, gelE, asal) varligini bildirmislerdir.

Igbinosa ve ark. (2019) tiiketime hazir su {riinii 6rneklerinden elde ettikleri enterokok
izolatlarinin  %49,2’sinde eritromisin, %37,3’iinde vankomisin, %45,8’inde ise
tetrasikline kars1 yiiksek seviyede direng belirlemislerdir. izolatlarin hig birinin test
edilen virllens faktorlerin (gelE, sprE, cylL, agg, efaA, esp, ace, hyl, cob, ccf) timine
kars1 positif bir sonu¢ vermedigi ancak gelE ve agg genlerinin sirasiyla %30,5 ve %62,7

oranlarinda tespit edildigini bildirmislerdir.

Ben Said ve ark. (2017) Tunus’taki su iiriinii orneklerinden elde ettikleri enterokoklarda
streptomisin, tetrasiklin ve eritromisin antibiyotiklerine kars1 yiliksek seviyede
direnglilik tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ayn1 ¢alisma kapsaminda, gelE, hyl, esp,
cylA ve cylB olmak tizere bes adet viriilens faktoriin varligi polimeraz zincir reaksiyonu
yoluyla arastirilmis ve izolatlarin %38,6’sinin jelatinaz iireticisi oldugu ve tim E.

faecalis ve E. durans suslarinin gelE genini igerdigi belirlenmistir.

Wierzchowska ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen ve karideslerden izole edilen
enterokoklarin  %65,7’sinin  test ettikleri antibiyotiklerin (amfisilin, penisilin,
gentamisin, streptomisin, vankomisin, teikoplanin, norfloksasin, levofloksasin,
siprofloksasin, tetrasiklin, tigesiklin, rifampisin, eritromisin, nitrofurantoin, linezolid,
fosfomisin, kloramfenikol, quinupristin) en az birine kars1 yiikksek seviyede % 45.7’sinin
ise yuksek seviye coklu direnglilik 6zelligi gosterdigini belirtmislerdir. Calisma
kapsaminda elde edilen E. faecalis suslarmin diger suslara gore daha fazla viriilens
faktorleri igerdigi ve li¢ adet susun test edilen tiim viriilens faktorlere (gelE, esp, ace,
agg, cylA, efaA) karst pozitif sonug¢ verdigi Dbildirilmistir. Hiicre disi

metaloendopeptidazi kodlayan gelE geni izolatlarin %85,7’sinde tespit edilmistir.

Hammad ve ark. (2014) tiiketime hazir baliklardan elde ettikleri E. faecalis suslarinin
%42 oraninda, test ettikleri antibiyotiklerden (kanamisin, gentamisin, streptomisin,
sefotaksim, sefoperazon, siprofloksasin, teikoplanin, vankomisin, klindamisin,

azithromisin, eritromisin, penisilin, amoksilin, tetrasiklin, kloramfenikol) en az iki
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tanesine karst ¢oklu yiiksek direnclilik gosterdigini bildirmislerdir. Bunun yani sira,

elde edilen tim E. faecalis suslarinin gelE viriilens geni tasidigi tespit edilmistir.

Valenzuela ve ark. (2010) tarafindan yumusakga, balik ve balik filetosundan olusan ¢ig
su urtinlerinden izole edilen enterokoklarin, eritromisin antibiyotigine diren¢ gosterdigi,
bunun yaninda higbir izolatta B-laktam ve vankomisin direnci tespit edilmedigi

bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Su Urinleri 6rnekleri

Bu calisma kapsaminda enterokok suslarinin izolasyonu amaciyla Istanbul, Canakkale
ve Bursa perakende balik saticilarindan temin edilen ekonomik 6neme sahip ¢ig
(Sardalye, Istavrit, Barbun, Hamsi) ve siipermarket ve sarkiiterilerden temin edilen
islenmis su iriini Ornekleri (Anguez, Lakerda, Midye ici) buzdolabi muhafaza
kosullarnda Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Béliimii ve
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deniz Bilimleri Fakiltesi mikrobiyoloji
laboratuvarina getirilmistir. Ayn1 giin igerisinde, herhangi bir depolama islemine maruz

birakilmaksizin izolasyon amagl ¢alismalara basglanmugtir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda belirtilen su {irlinii 6rneklerinden izole edilen toplamda 50
adet Enterococcus izolati gida giivenligi yoniinden degerlendirilmistir. Izolatlar
gerektiginde kullanilmak tizere %30’luk steril gliserol ¢ozeltisi igeren Brain Heart

Infusion Broth (Merck) besiyerinde stok yapilarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3. Referans suslar

Caligmada test edilen virulens genlerin hepsini tasiyan E. faecalis NCIMB 700584

referans susu pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.4. Cahismada kullamilan besiyerleri, seyreltme sivilar ve ¢ozeltilerin
hazirlanmasi

Ileri diliisyonlarin olusturulmasi amaciyla serum fizyolojik (SF) ¢Ozeltisi hazirlanmis ve

kullanilmigtir. Enterokoklarin izolasyonunda segici besiyeri olarak Kanamisin Azid
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Eskulin agar (KAA), izolatlarin saflastiritlmasi amaciyla Brain Heart Infusion agar
(BHIA), aktiflestirilmesi amagli Brain Heart Infusion broth (BHIB), izolatlarin hemoliz
aktivitesinin tespiti amaciyla ise % 5 koyun kanli agar besiyeri kullanilmistir. Katalaz
testi icin hidrojen peroksit ve kiiltiirlerin stoklanmasi amaciyla gliserol ¢ozeltilerinden
yararlanilmigtir. Calismada kullanilan besiyerleri, seyreltme sivilart ve ¢ozeltiler

Cizelge 3.1.de gosterilmistir.

3.1.4.1. Kanamisin azide aesculin agar

500 gramlik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyerinden, belirtilen
hazirlama prosediiriine bagli olarak 47,5 gram/L miktarlarda tartilarak sulandirilmis ve
homojenize edilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakikalik sterilizasyon islemi sonrasi
sogutularak petrilere dokiimii gergeklestirilmistir. Enterococcus cinsi igin selektif olan

bu besiyeri izolasyon amaciyla kullanilmistir (Devriese ve ark. 1992).

3.1.4.2. Brain heart infusion broth

500 gramlik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyeri, belirtilen hazirlama
prosediiriine bagli olarak 37 gram/L miktarlarda tartilarak sulandirilmig, 5 mL’lik
tiplere dagitilarak otoklavda 121°C’de 15 dakikalik sterilizasyon islemi
gerceklestirilmis ve gerektiginde izolatlarin aktivasyonu amaciyla bu besiyerinden

yararlanilmistir (Nicos ve ark. 1989).

3.1.4.3. Brain heart infusion agar

Brain Heart Infusion Broth besiyeri i¢in belirtilen hazirlama prosediirlerine uygun
olarak hazirlanan besiyerine, %1.,5’lik agar ilavesi sonucu Brain Heart Infusion Agar
besiyeri elde edilmistir. Hazirlanan besiyerinin otoklavda 121°C’de 15 dakikalik
sterilizasyon islemi sonrasi sogutularak petrilere dokiimii gerceklestirilmistir. Bu
yontem ile hazirlanan besiyeri, Enterococcus izolatlarinin saflastirilmas: amaciyla

kullanilmigtir (Caylan ve ark. 2004).
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3.1.4.4. Mueller hinton agar

500 gramlik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki besiyeri, belirtilen hazirlama
prosediiriine bagli olarak 34 gram/L miktarlarda hazirlanmis ve otoklavda 121°C’de 15
dakika sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Hazirlanan besiyeri antibiyogram testi

amaciyla kullanilmistir (Landman ve ark. 1995).

3.1.4.5. Serum fizyolojik

500 gramlik kutuda hazir olarak temin edilen toz halindeki NaCl, 1 litre saf su icerinde
8,5 gram miktarda tartilip tiiplere dagitilarak hazirlanmis ve otoklavda 121°C’de 15
dakika sterilizasyon sonrasi seyreltme amaciyla kullanilmistir.

3.1.4.6. Gliserol

Kiiltiirlerin stoklanmasi amaciyla hazirlanan %30’luk gliserol ¢ozeltisi otoklavda

121°C*de 15 dakika sireyle sterilize edilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan besiyerleri, seyreltme sivilari ve ¢ozeltiler

Besiyeri Ad1 Kullamim Amaci Inkiibasyon Marka
Kosullar:
Kanamisin Azide Enterococcus 37°C Merck
) izolasyonu
Aesculin Agar 24-48 saat 1.05222.0500
Brain Heart Izolatlarin 37°C Merck
) saflastirilmasi
Infusion Agar 18-24 saat 1.13285.0500
Brain Heart Izolatlarin 37°C Merck
Infusion Broth Aktiflestirilmesi 18-24 saat 1.10493.5000
Agar S1v1 besiyerlerinin -- Merck
Katilagtirilmast 1.01613.1000
%35 Koyun Kanh 37°C Spesera
Agar Hemolitik aktivite 18-24 saat
Mueller Hinton Antibiyogram 37°C Merck
Agar Testi 18-24 saat 1.05437.0500
Serum Fizyolojik Seyreltme sivisi -- Merck
1.06404.1000
Hidrojen Peroksit Katalaz testi -- Merck

1.08597.1000

Gliserol

Stok kultur

Merck

1.04091.2500
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3.1.5. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan jelin hazirlanmasi ve ylrttme
tamponunun igerigi

Viriilens ve vankomisin direng genlerinin arastiritlmasinda kullanilan agaroz, 1,6 gram
miktarinda tartilip, 80 mL 1XxTAE tamponunda eritilmis ve karisim 50-55°C sicakliga
geldikten sonra, i¢ine 3 pL EtBr (3 mg/mL) eklenip elektroforez kasetine dokiilerek
sogutulmustur. 20-30 dakika sonra polimerlesen jel, i¢cinde 1XxTAE tampon bulunan
elektroforez tankina alinmis, elektroforez yiikleme tamponu eklenerek polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) iriinleri 5 pL miktarda agaroz jele uygulanmustir. Agaroz jel

elektroforezi yiiriitme tamponunun igerigi Cizelge 3.2.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Agaroz jel elektroforezi yiriitme tamponunun igerigi

Yurttme Tamponu
Miktar Marka, Kod No.
(5 x/1 L, TAE tamponu, pH 8.0)
Tris- Base 2429 Sigma, T8524
Glasiyel Asetik Asit 57.1ml Sigma, A9967
0.5MEDTA pH 8.0 100 mi Sigma, E5134
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3.2. Ydontem

3.2.1. Enterococcus suslarmin izolasyonu

Cig (Hamsi, Sardalye, Barbun, Istavrit) ve islenmis (Ancuez, Lakerda, Midye ici) su
tirtinii 6rneklerinden enterokok izolasyonu amaciyla aseptik kosullarda her bir 6rnekten
10’ar gram tartilip 90 mL steril seyreltme s1vis1 eklenerek steril stomacher posetlerinde

homojen bir diliisyon olusturulmustur. Calismada kullanilan bazi su {iriinii 6rnekleri

Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan bazi su tirtinii 6rnekleri

Olusturulan ileri diliisyonlardan enterokoklar i¢in selektif olan KAA besiyeri yiizeyine
100 pL aktarilarak Drigalski spatiilii yardimiyla yayma ekimler yapilmis ve 37 °C’de
24-48 saat araliginda inkiibasyona birakilmistir (Devriese ve ark. 1992).

Inkiibasyon sonras1 besiyerindeki eskulinin hidrolizi ve olusan eskuletinin Fe™ ile
olusturdugu bilesik sonucu zeytin yesili-Siyah arasi renklerde ve etrafi siyah zonlu
koloniler enterokok siipheli olarak degerlendirilmis ve secilen koloniler Brain Heart
Infusion Agar besiyerinde saflastirilmistir(Baixas-Nogueras ve ark. 2003). Inkiibasyon
sonras1t Kanamisin azide aesculin agar besiyerinde siipheli enterokok kolonileri Sekil

3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. KAA besiyerinde siipheli enterokok kolonileri.
3.2.2. Enterokok izolatlarmin cins diizeyinde tanimlanmasi
3.2.2.1. Morfolojik ve biyokimyasal testler

3.2.2.1.1. Gram boyama

Gram boyama islemi igin, steril bir pastor pipeti yardimiyla sivi kiiltiirlerden bir damla
lam Uzerine aktarilmis ve ince bir tabaka elde edilecek sekilde yayilmistir. Lam
lizerinde preparatlarin  tespit islemi, bek alevi tizerine 2-3 kez gegirilerek
gerceklestirilmis ve boyama islemine baslamadan once lamin sogumasi beklenmistir

(Temiz 2014) .

Boyama islemi prosediirii su sekilde yiirtitiilm{istiir;
a. Boyanmaya hazir sabitlenmis lamlar bir boya standina yerlestirilmistir.
b. Kristal viyole soliisyonu lam Uzerine konarak 30 saniye bekletilmistir.
c. Kiristal viyole akitilarak, lam hafif akan saf su altinda yikanmaistir.
d. Iyodin sollsyonu ile lam kaplanmis ve 30 saniye bekleme sonrasinda

hafif akan saf su altinda yikanmustir.
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e. Renk giderme amaci ile alkol ¢ozeltisi lam acili bir sekilde tutularak
hafifce iizerine akitilmig ve renk agilmaya bagladigi an uygulama
durdurulmustur.

f.  Safranin lam (zerine kaplanmis ve 30 saniye bekletildikten sonra saf su
ile yitkanmustir.

g. Lam {izerindeki su iyice siiziilerek mikroskop altinda incelenmeye hazir
hale getirilmistir. Secilen kolonilerin morfolojileri boyanmis preparatlara
bir damla immersiyon yagi damlatilarak 100X biyilitme ile 151k

mikroskobu altinda incelenmistir.

Enterokoklar mikroskop altinda genellikle diplokok ya da kisa zincirler halinde gorunt
verebilen Gram pozitif laktik asit bakterileridir. Sekil 3.3 de boyamasi
gercgeklestirilmis bir preparatin 100X biiyiitme ile 151k mikroskopu altinda goriiniimii

verilmistir.

Sekil 3.3. Mikroskobik morfoloji.

3.2.2.1.2. Katalaz testi

Katalaz testi icin Brain Heart Infusion Agar besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyon
sonucu gelistirilen kolonilerin iizerine %30’luk hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilarak
gaz olusumu gézlemlenmistir (Sinton ve ark. 1993, Harwood ve ark. 2004).
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3.2.2.1.3. Hemolitik aktivite

[zolatlarin hemolitik aktivitelerinin tespiti amaciyla %35 koyun kanli agar besiyerinde
hemoliz testi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in ticari olarak (Spesera) elde edilen %5
koyun kanli agar besiyerine 24 saatlik aktif kiiltiirden koloniler ekilerek 37°C’de 18-24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda petride meydana gelen
degisimler incelenerek hemoliz olusturma durumlarina gore o, P, ya da vy

degerlendirilmistir.

3.2.2.1.4. Enterokok izolatlarimn tir dizeyinde dogrulanmasi

Gram pozitif, katalaz negatif, ve mikroskobik morfolojide diplokok ve/veya tetrad
dizilimi goriilen kok izolatlar1 enterokok silipheli olarak degerlendirilmis ve tr
dizeyinde tanimlama amaciyla API 20 Strep (Bio-Merieux, Fransa) biyokimyasal test
kitleri kullanilmistir. API sistemindeki biyokimyasal testler 4. ve 24. saatlerdeki renk
degisimleri gbz Oniine alinarak pozitif veya negatif olarak belirlenmistir. Sonuglar API
20 Strep Software Database (V8.0) iizerinden degerlendirilmis ve yiiksek tanimlama
yuzdelerine (%90 ve (zeri) sahip olan toplamda 50 adet Enterococcus izolat1 ¢aligmanin
geri kalaninda kullanilmak tizere secilmistir. Sekil 3.4.’te API 20 strep biyokimyasal

test kitleri gosterilmistir.

B e
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L e s e~

Sekil 3.4. API 20 Strep Biyokimyasal Test Kiti
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3.2.3. Kultdrlerin muhafazasi

Elde edilen saf kiiltiirler gerektiginde kullanilmak tzere %30’luk steril gliserol ¢ozeltisi
icinde -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Enterokok izolatlarimmin antibiyotik direncg 6zelliklerinin belirlenmesi

Cig ve islenmis su drilinlerinden izole edilen enterokok suslari kazanilmis direng
gelistirebildikleri streptomisin (10 pg), tetrasiklin (30 pg), gentamisin (10 pg),
vankomisin (30 pg), eritromisin (15 pg), kloramfenikol (30 pg) antibiyotiklerine karsi
direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla Miller Hinton Agar (MHA) besiyerinde disk

difiizyon yonteminden yararlanilarak degerlendirilmistir.

Antibiyotiklere direnc 6zellikleri belirlenecek izolatlar Brain Hearth Infusion broth
(BHIB) besiyerinde 24 saat suresince inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Aktif kiltirler
0.5 McFarland standart bulanikliginda siispansiyon haline getirilmistir. 0,5 McFarland
standart bulanikligindaki siispansiyon steril ekiivyon yardimiyla Mueller Hinton Agar
(MHA) besiyeri (zerine yayma ekim yontemi kullanilarak yayilmis ve ardindan
dispenser yardimiyla antibiyotik diskler yerlestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
inhibisyon zonlar1 6lgiilerek sonuglar izolatlara ait zon ¢aplar1 Charteris ve ark. (1998),
Anonim (2006) ve Savasan ve ark (2008)’da yer alan smir degerleri temel alinarak
direnglilik ya da duyarlilik yoniiyle degerlendirilmistir. Enterokoklar i¢in referans alinan
zon c¢aplart Cizelge 3.3 te belirtilmisti. MHA besiyerinde inkiibasyon sonrasi
antibiyotik disk gevresinde olusan zon goriinimii Sekil 3.5.’te gosterilmistir. (Charteris
ve ark. 1998, Aslim ve Beyathi 2004, Martin ve ark. 2005, Reviriego ve ark. 2005,
Anonim, 2006, Savasan ve ark. 2008).

Ayrica bu ¢alisma kapsaminda izolatlarin ¢oklu antibiyotik direngliligi (MAR/ Multiple
Antibiotic Resistance) indeksi belirlenmistir. Izolatlarm ¢oklu antibiyotik direnclilik
indeksi, her izolatin direngli oldugu antibiyotik sayisinin, test edilen toplam antibiyotik

sayisina boliinmesi sonucu hesaplanmustir (EI Shafay ve ark. 2016).
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Cizelge 3.3. Enterokoklar igin referans alinan zon gaplar1 (Charteris ve ark. 1998,
Anonim 2006, Savasan ve ark. 2008).

Zon Capi(mm)
Antibiyotik
Konsantrasyonu
Antibiyotik R2 I Se
(ng)
30 <12 13-17 >18
Kloramfenikol
30 <14 15-16 >17
Vankomisin
15 <13 14-22 >23
Eritromisin
30 <14 15-18 >19
Tetrasiklin
10 <12 - >13
Gentamisin
Streptomisin 10 <11 12-14 >15
a,b,c** R:Direngli I: Orta duyarh (Ara seviye direng) S=Duyarh
Not: Gentamisin icin Charteris ve ark. 1998, Streptomisin, tetrasiklin, eritromisin igin Savasan ve
ark. 2008, test edilen diger antibiyotikler icin Anonim (CLSI) 2006 referans olarak alinmistir.
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Sekil 3.5. MHA besiyerinde antibiyotik disk ¢evresinde olusan zon gOriinumdi.

3.2.5. Enterokok izolatlarimin vankomisin direng genlerini (vanA ve vanB) tasima
potansiyellerinin degerlendirilmesi

3.2.5.1. Enterokok izolatlarindan toplam DNA izolasyonu

Enterokok izolatlarindan vankomisin dire¢ genleri (vanA ve vanB) ve virilens genlerini
tasima  potansiyellerinin  aragtirllmast  amaciyla toplam  DNA  izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, izolatlara uygulanan tim molekiler biyolojik
caligmalar icin gerekli olan bakteriyel genomik DNA, DNA izolasyon kiti GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (K0721, Thermo Scientific) kullanilarak elde edilmistir.

3.2.5.2. Enterokok izolatlarinda vanA ve vanB genlerinin arastirilmasi

Vankomisine direng genleri olan vanA ve vanB’nin varliginin arastirilmasi amaciyla
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gerceklestirilmistir. vanA primerleri icin 732-bp
urlin boyutuna sahip VanAl [5-GGG AAA ACG ACA ATT GC-3 '] ve VanA2 [5'-
GTA CAA TGC GGC CGT TA-37 primerleri kullanilmistir. VanB primerleri icin
1145-bp'lik Grin boyutuna sahip VanB [5'-GTG CTG CGA GAT ACC ACA GA-3 "] ve
VanBrev [5-CGA ACA CCA TGC AAC ATT TC-37 primerleri kullanilmistir

30



(Reviriego ve ark 2005). vanA ve vanB i¢in kullanilan primerler, PZR bilesenleri ve

PZR programi Cizelge 3.4-3.6.  da gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PZR) vanA ve vanB i¢in kullanilan
primerler.

Gen adx PZR drin

Primer Dizisi
boyutu (bp)

VanA F-5> GTA CAA TGC GGC CGT TA 732
R-5" GGG ACA GTT ACA ATT GC

VanB F-5° GTG CTG CGA GAT ACC ACA GA 1145
R-5" CGA ACA CCA TGC AAC ATT TC
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Cizelge 3.5. vanA ve vanB genlerini ¢ogaltmak amaciyla uygulanan PZR bilesenleri.

PCR Bilesenleri puL/ Tup Son konsantrasyon
vanA vanB
Steril bidistile H20 19 18,5 -
10X Buffer 2,5 2,5 1X
MgCl2 (25mM) 1 1.5 1-1.5mM
dNTP (25mM) 0,3 0,3 0.3mM
Primerl (10 pmol / pL) 0,5 0,5 10mM / 25 pL
Primer2 (10pmol / pL) 0,5 0,5 10mM / 25 uL
Taq Polimeraz (5U / pL) 0,2 0,2 1U /25 uL
DNA (150 ng / pL) 1,0 1.0 150 ng / 25 pL
Toplam Hacim 25.0
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Cizelge 3.6. vanA ve vanB genlerinin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR programi.

Program Turd Derece (°C) Zaman (sn) Dongii Sayisi
IIk Denatiirasyon 95 120 -
Denatiirasyon 94 30
Baglanma 54 30 35
Uzatma 72 45
Son Uzatma 72 300 --
Bekleme 10 600 -

3.2.6. Enterokok izolatlarinin virtilens gen tasima potansiyellerinin
degerlendirilmesi

Enterokok izolatlarinda viriilens genlerinin arastirilmasi amaciyla tez calismasinin
3.2.5.1. numarali yontem kisimda belirtildigi sekilde elde edilen toplam DNA materyali
kullanilmistir. Izolatlarin virulens genleri (agg, gelE, cylA, cylB, cylM) tasima
potansiyelleri Reviriego ve ark. (2005) tarafindan uygulanan  polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) protokolii kullanilarak belirlenmistir (Eaton ve Gasson 2001,
Reviriego ve ark. 2005) E. faecalis NCIMB 700584 ( National Collection of Industrial,
Marine, and Food Bacteria, UK) virlilens genler icin pozitif kontrol susu olarak
kullanilmistir. Kullanilan primerler ve uygulanan PZR protokolleri asagida verilen

cizelgelerde (Cizelge 3.7- Cizelge 3.11) belirtilmistir.
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Cizelge 3.7. izolatlara uygulanan PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler.

Gen ad1 Primer Dizisi PZR Uirlin
boyutu (bp)

agg?2 F-5° GTT GTT TTA GCA ATG GGG TAT 1210
R-5> TCC TGT CAC TCC TCT TCT CAG

gelE F-5° ACC CCG TAT CAT TGG TTT 419
R-5 ACG CAT TGC TTT TCC ATC

cylA F-5° AAT CCT ATC GGT TAC TGC TTA 517
R-5 AGC ATC ACA ACC ATC CTA AC

cylB F-5° TGG AAG CAT TAC TTC CAGCT 843
R-5> AAC TGC AAC CTC AAG ATT GG

cylM F-5° TGC TTC TCC ACT GTG ACCT 742

R-5 ATC TAG TAA ATG TTA AGA AAT ACA

Cizelge 3.8. Virllens genlerini (agg2, gelE, cylA, cylB, cylM) ¢ogaltmak amaci ile
uygulanan PZR bilesenleri.

PCR Bilesenleri pL/ Tap Son konsantrasyon
Steril bidistile H20 18 --

10X Buffer 2,5 1X
MgCl2 (25mM) 2 2mM
dNTP (25mM) 0.3 0,3mM
Primerl (10 pmol/uL) 0,5 10mM/25 pL
Primer2 (10pmol/uL) 0,5 10mM/25 pL
Tag Polimeraz (5U/uL) 0.2 1U /25 uL
DNA (150 ng / puL) 1,0 150 ng / 25 pL
Toplam Hacim 25,0
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Cizelge 3.9. agg2, cylA, cylB, cylM genlerinin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR
programi.

Program TUru Derece (°C) Zaman (sn) Dongii Sayis1
IIk Denatiirasyon 95 120 -
Denatiirasyon 94 30

Baglanma 54 30

Uzatma 72 45 35

Son Uzatma 72 300 -
Bekleme 10 600 --

Cizelge 3.10. gelE geninin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR programi.

Program Tard Derece (°C) Zaman (sn) Dongii Sayisi
IIk Denatiirasyon 95 120 -
Denatiirasyon 94 30

Baglanma 53 30

Uzatma 72 45 35

Son Uzatma 72 300 --
Bekleme 10 600 -
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Cizelge 3.11. Optimizasyonu yapilan bolgeler igin PZR kosullart.

Gen Ad1 Baglanma Sicakhig (°C) [MgCl;]
agg2 54 2 mM
GelE 53 2mM
CylA 54 2mM
CylB 54 2mM
CylM 54 2mM
VanA 54 1 mM
VanB 54 1.5 mM

3.2.7. DNA izolatlarinin agaroz jel elektroforezi

Enterokok izolatlarinda vankomisin diren¢ genleri ve viriilens genlerinin aranmasi
amaciyla izole edilen DNA’larin ve PZR firiinlerinin varhigi, % 2’lik agaroz jel
elektroforezi kullanilarak kontrol edilmistir. Ornekler 120 V’da 25-30 dakika

yiiriitiilmiis ve olusan bantlar UV 1s1k altinda kontrol edilmistir.

36




4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calisma kapsaminda Istanbul, Canakkale ve Bursa balik halinden temin edilen ¢ig
(Sardalye, Istavrit, Barbun, Hamsi) ve siipermarket ile sarkiiterilerden temin edilen
islenmis (Anguez, Lakerda, Midye i¢i) su iiriinii 6rneklerinden enterokok izolasyonu
gerceklestirilmis ve toplamda 50 adet izolat gida giivenligi yoniiyle degerlendirilmesi

amaciyla secilmistir.

4.1. Su Uriinlerinden Elde Edilen Enterokok Izolatlarinin Tiir Diizeyinde
Dagilimlan

Calisma kapsaminda enterokok siipheli olarak degerlendirilen 66 adet izolata cins
diizeyinde dogrulama ve API 20 Strep biyokimyasal test kiti uygulanmis ve
Enterococcus cinsine ait oldugu belirlenen %90 ve iizerinde tanimlama yiizdesine sahip

50 adet izolat gida giivenligi yoniiyle degerlendirilmek amaciyla se¢ilmistir.

Su irlinlerinden elde edilen ve tanimlanmasi1 gergeklestirilen izolatlarda en fazla E.
faecalis tiirtiniin izole edildigi, bunu sirasiyla E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus
ve E. durans tlrlerinin takip ettigi belirlenmistir. Enterokok izolatlarinin elde edildigi
ornekler ve API-20 strep biyokimyasal test Kitleri sonucu tlr diizeyinde tanimlama

sonuglari1 Cizelge 4.1.” de belirtilmistir.
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan enterokok izolatlarmin elde edildigi 6rnekler ve
tanimlama sonugclari

Sira No Izolat No Ornek Tammlanan Tur
1 1-2 Sardalye E. faecalis
2 1-3 Sardalye E. faecalis
3 1-4 Sardalye E. faecalis
4 1-5 Sardalye E. faecalis
5 2-1 [stavrit E. faecalis
6 2-2 [stavrit E. faecalis
7 2-3 Istavrit E. faecalis
8 2-4 Istavrit E. faecalis
9 2-5 Istavrit E. faecalis
10 3-1 Barbun E. faecalis
11 3-2 Barbun E. faecalis
12 3-3 Barbun E. faecalis
13 3-4 Barbun E. faecium
14 3-5 Barbun E. faecalis
15 4-1 Hamsi E. faecalis
16 4-2 Hamsi E. faecalis
17 5-2 Sardalye E. faecalis
18 5-3 Sardalye E. faecalis
19 5-4 Sardalye E. faecium
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan enterokok izolatlarmin elde edildigi 6rnekler ve
tanimlama sonuglar1 (devam)

20 6-1 Istavrit E. faecium

21 6-4 Istavrit E. faecium

22 6-5 Istavrit E. faecium

23 6-6 Istavrit E. faecalis

24 7-1 Barbun E. faecalis

25 7-2 Barbun E. faecalis

26 7-3 Barbun E. faecalis

27 7-4 Barbun E. faecalis

28 8-1 Hamsi E. faecalis

29 8-2 Hamsi E. faecalis

30 8-3 Hamsi E. faecalis

31 8-4 Hamsi E. faecium

32 8-5 Hamsi E. faecalis

33 8-6 Hamsi E. faecalis

34 77-1 Ancuez E. casseliflavus
35 77-2 Ancuez E. casseliflavus
36 77-3 Ancuez E. casseliflavus
37 77-4 Anguez E. casseliflavus
38 78-1 Lakerda E. gallinarum
39 78-2 Lakerda E. gallinarum
40 80-1 Lakerda E. gallinarum
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan enterokok izolatlarmin elde edildigi 6rnekler ve
tanimlama sonuglar1 (devam)

41 80-3 Lakerda E. durans

42 80-4 Lakerda E. durans

43 4-2-3 Lakerda E. durans

44 1-0-2-2 Lakerda E. faecium

45 TSM-59 Midye ici E. gallinarum
46 174-1 Midye ici E. gallinarum
47 174-2 Midye ici E. gallinarum
48 174-3 Midye ici E. gallinarum
49 174-4 Midye ici E. casseliflavus
50 175-1 Midye ici E. casseliflavus

Cig ve islenmis su triinti 6rneklerinden elde edilen toplam 50 adet izolatin %181 (9/50)
istavrit ve barbun, %16’s1 (8/50) hamsi, %14’i (7/50) sardalya ve lakerda, %12’si
(6/50) midye i¢i, %81 (4/50) ise anguez drneklerinden elde edilmistir. izolatlarin analiz
edilen orneklere gore dagilimlar1 Cizelge 4.2 *de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Izolatlarmn &rneklere gore dagilimlar.

Ornek izolat Sayis1 %
Istavrit 9 18
Barbun 9 18

Hamsi 8 16
Lakerda 7 14

Sardalya 7 14
Midye ici 6 12
Anguez 4 8

Bu tez calismasi kapsaminda su iriinii orneklerinden elde edilen izolatlarin tiir
diizeyinde tanimlama sonuglarina gore ¢ig su triinlerinde E. faecalis baskin
mikrofloray1 olustururken bunu E. faecium takip etmektedir. Islenmis su iiriinlerinde
benzer sayilarda E. casseliflavus, E. gallinarum ve E. durans varligi saptanmistir.
Enterokok izolatlarmin tiir diizeyinde tanimlama sonuglarina gore olan dagilimlar

Cizelge 4.3. te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Tiir diizeyinde tanimlama sonuglarina gore enterokoklarin dagilimlari.

Tur izolat Sayis1 % Oran Toplam Izolat
E. faecalis
27 %54
E. faecium
"4 %14

E. gallinarum

7 %14 50
E. casseliflavus
6 %12
E. durans
3 %6

Enterokoklarin ¢evre, klinik ve ¢esitli gida 6rneklerinden (peynir, et, vb.) izolasyonu ve
karakterizasyonu ile ilgili pek c¢ok c¢aligma bulunmasina karsin, su iriinlerinde
enterokok florasinin arastirildigi siirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir (Hammad ve ark.
2014,2015, Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2016, Rehaiem ve ark. 2016, Kirekgi ve
ark. 2016, Ben Said ve ark. 2017).

Ben Said ve ark. (2017) tarafindan su Urinidi 6rneklerinden izole edilen Enterococcus
suslarinin izolasyonunun gergeklestirildigi bir calismada E. faecalis susunun en yaygin

olarak izole edildigi ve sirasiyla E. faecium, E. casseliflavus, E. durans, E. hirae, E.
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gallinarum ve E. mundtii’nin izole edilen diger suslar oldugu bildirilmistir.
Wierzchowska ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen farkli bir calismada ise
karideslerden izole edilen enterokok izolatlarinda da E. faecalis’in en baskin tiir oldugu,
bunu E. faecium’ un takip ettigi belirtilmistir. Hammad ve ark. (2014) tiiketime hazir
baliklardan elde ettikleri enterokoklarda E. faecalis susunun en yaygin olarak izole
edildigini bunu sirastyla E. faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum , E. phoeniculicola,
E. raffinosus, E. saccharolyticus ve E. gilvus oldugunu bildirmislerdir Son yillarda su
urinlerinden izole edilen enterokoklarin yayginliginin incelendigi bu g¢alismalar goz
Ontine alindiginda E. faecalis ve E. faecium tirlerinin en yaygin olarak tespit edildigi
belirtilmistir. Bunun yani sira; E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans gibi farkli
enterokok tirlerinin de su driinlerinden izole edildigi bildirilmistir. Ben Said ve ark.
(2017) su triinlerinde enterokoklarin yayginlik ve tiir farkliliklarinin ¢evresel kosullar

ve balik ¢iftliklerinin mikrobiyal kalitesi ile agiklanabilecegini bildirmislerdir.

Son donemlerde gergeklestirilen su iiriinii kaynakli olmayan ¢esitli ¢caligmalarda da E.
faecalis ve E. faecium tirlerinin en yaygin olarak izole edilen tiirler oldugu
belirtilmistir. Bu baglamda E. faecalis ve E. faecium’un gidalardan izole edilen
enterokoklarda genel olarak baskin  mikroflorayr olusturabilecegi diistiniilmiistiir.
Rehaiem ve ark. (2016) tarafindan Tunus’taki fermente gidalardan (siit, peynir, yesil
zeytin ve sebzeler) enterokoklarin izolasyonunun gergeklestirildigi bir caligmada E.
faecium’un en yaygin olan tlr olarak belirlendigini bunu E. faecalis, E. casseliflavus,
E. durans, E. mundtii’nin takip ettigi bildirilmistir. Hammad ve ark. (2015) Misir’daki
peynirlerden en cok E. faecium susunu izole ettiklerini bunu ise E. faecalis susunun
takip ettigini belirtmislerdir. Kiirek¢i ve ark. (2016) Tirkiye’deki peynirlerden izole
ettikleri enterokoklarda ise en fazla E. faecalis suslarina rastladiklarini bunu E. faecium,

E. gallinarum, E. durans, E. casseliflavus ve E. avium’un takip ettigini bildirmislerdir
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4.2. Su Uriinlerinden Elde Edilen Enterokok Izolatlarimin Antibiyotik Diren¢
Profilleri

Bu calisma kapsaminda izolasyonu gerceklestirilen enterokoklar gida giivenligi

acisindan 6nem teskil eden antibiyotik direnglilik durumlarina gore degerlendirilmistir.

Antibiyotik direnclilik durumlar1 degerlendirilirken kazanilmig direng gelistirebildikleri
streptomisin (10 pg), tetrasiklin (30 pg), gentamisin (10 pg), vankomisin (30 pg),
eritromisin (15 pg), kloramfenikol (30 pg) antibiyotiklerine kars1 direnclilik profilleri
Cizelge 4.4.” te belirtilmistir.
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Cizelge 4.4. Izolatlarin antibiyotik direnclilik profilleri.

‘ S* Te* Ge* Va* E* c*
Izolat
No | faynak Tar @w | @ | @ | @ | a5 | @o
Hg) Hg) Hg) Hg) Hg) Hg)
1-2 Sardalye E. faecalis R S R I | S
1-3 Sardalye E. faecalis R | R R R S
1-4 Sardalye E. faecalis R S R R | S
1-5 Sardalye E. faecalis R S R I | S
2-1 Istavrit E. faecalis R I R R I R
2-2 Istavrit E. faecalis R S R I I I
2-3 Istavrit E. faecalis R S R R I S
2-4 Istavrit E. faecalis R S R R I S
2-5 Istavrit E. faecalis R S R R I S
3-1 Barbun E. faecalis R S R I | S
3-2 Barbun E. faecalis R S S S | S
3-3 Barbun E. faecalis R S R I | S
3-4 Barbun E. faecium R | R R | |
3-5 Barbun E. faecalis R S R R | S
4-1 Hamsi E. faecalis R S R R | S
4-2 Hamsi E. faecalis R S R R | S
5-2 Sardalye E. faecalis R | R I | S
5-3 Sardalye E. faecalis R S R I | S
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Cizelge 4.4. izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri (devam)

5-4 Sardalye | E. faecium R S R S
6-1 Istavrit E. faecium R S R I
6-4 Istavrit E. faecium R I R R
6-5 Istavrit E. faecium R S R R
6-6 Istavrit E. faecalis R S R I
7-1 Barbun E. faecalis R S S S
7-2 Barbun E. faecalis R S S S
7-3 Barbun E. faecalis R R R I
7-4 Barbun E. faecalis R | R R
8-1 Hamsi E. faecalis R S R I
8-2 Hamsi E. faecalis R S R I
8-3 Hamsi E. faecalis R S R R
8-4 Hamsi E. faecium R S R I
8-5 Hamsi E. faecalis R S R I
8-6 Hamsi E. faecalis R S R I
E.
77-1 Ancuez ] R R R S
casseliflavus
E.
77-2 Anguez . R R R S
casseliflavus
E.
77-3 Anguez . R R R S
casseliflavus
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Cizelge 4.4. izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri (devam)

E.
77-4 Ancuez ) R R R S R R
casseliflavus
78-1 Lakerda | E.gallinarum | R S S S S S
78-2 Lakerda | E.gallinarum | R R R R R R
80-1 Lakerda | E.gallinarum | R R R S R R
80-3 Lakerda | E.durans R R S S R R
80-4 Lakerda | E.durans R R S S I S
4-2-3 Lakerda | E.durans R I S S I S
1-0-2-2 | Lakerda | E. faecium R R S S R R
Midye :
TSM-59 | E. gallinarum |1 3 S S S S
ici
Midye )
174-1 o E. gallinarum | R R S S R R
ici
Midye )
174-2 o E. gallinarum | R R R S R R
ici
Midye )
174-3 o E. gallinarum | R R R S R R
ici
Midye E.
174-4 o _ R R R S R R
ici casseliflavus
Midye E.
175-1 o _ R R R S R R
ici casseliflavus

R: Direngli I: Orta duyarli (Ara seviye direng) S: Duyarli S*: Streptomisin Te*: Tetrasiklin Ge*:

Gentamisin Va*: Vankomisin E*: Eritromisin C*: Kloramfenikol
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Antibiyotik direnglilik profilleri incelendiginde izolatlarin %98’lik (49/50) boluminin
streptomisine karst direncli oldugu saptanmustir. Izolatlarin  %80’inin  (40/50)
gentamisin, %30’unun  (15/50) tetrasiklin ve vankomisin, %24’iniin (12/50) ise
eritromisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine kars1 yiiksek seviyede direng gosterdigi
tespit edilmistir. izolatlarin %72’sinin (36/50) eritromisin, %30’unun (15/50) ise
vankomisin antibiyotigine karsi ara seviyede direnglilik gosterdigi belirlenmistir.
Izolatlarin %98’inin (49/50) test edilen antibiyotiklerin en az bir tanesine kars yiiksek
seviye direng gosterdigi belirlenmistir.  Coklu antibiyotik direnclilik 6zellikleri
incelendiginde, izolatlarin %88’inin (44/50) en az iki farkli antibiyotige karsi yiiksek
seviye direnc gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlarin test edilen antibiyotiklere kars:
yuzdesel direnglilik profilleri Cizelge 4.5.” te gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Izolatlarin test edilen antibiyotiklere kars1 yiizdesel direnclilik profilleri.

) . Orta Duyarli(Ara Seviye
Direngli ) Duyarh
Antibiyotikler Direnc)
Say1 // %O0ran Say1// %Oran
Say1// %Oran
Streptomisin 49// 98 1/12 0/ --
Tetrasiklin 15//30 7114 2811 56
Gentamisin 40// 80 10// 20 0/--
Vankomisin 15// 30 15// 30 20// 40
Eritromisin 12 /124 36/ 72 211 4
Kloramfenikol 12 /1 24 21/ 4 361172

Calisma kapsaminda ¢ig ve islenmis su {iriini 6rneklerinden en fazla izole edilen E.
faecalis izolatlarinin gentamisin ve vankomisin antibiyotigine kars1 yiiksek seviye
direng gosterdigi, tetrasiklin, eritromisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi ise
duyarlilik ya da ara seviye diren¢ gosterdigi belirlenmistir. Lakerda’dan izole edilen 78-
2 numaral1 E. casseliflavus izolatinin test edilen tim antibiyotiklere kars: yiiksek seviye
direnclilik gosterdigi tespit edilmistir. TUr bazinda izolatlarin test edilen antibiyotiklere

kars1 olan direnglilik yiizde dagilimlar: Cizelge 4.6.’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Tiir bazinda izolatlarin test edilen antibiyotiklere karst direnglilik dagilim
profilleri.

S* Te* Ge* Va* E* Cc*
Tar
(10 ng) | (30 pg) | (10 pg) | (30 1Y) | (15 Mg) | (30 HO)
%3,7 R %40,7 R %3,7 R
%88,9 R %3,7 R
E. faecalis %14,8 | %48,1 | %3,7 |
%100 R %11,1S %96,3 |
(27 adet) %815 S %11,1S %926 S
%14,3 R %428 R %14,3 R
E. faecium %85,7 R %14,3R
%28,6 | %28,7 | %14,3 |
(7 adet) %100 R %14,3S %85,7 |
%57,1S %28,6 S %71,4 S
%66,7 R
%66,7 R
E. casseliflavus %33,3 S
%100 R | %100R | %100 R | %100 S | %33,3 |
(6 adet)
E. gallinarum |%85,7 R |%71,4 R|%57,1 R %143 R|%714R |%71,4R
(7 adet) %14,31 | %28,6 S|%42,9S | %85,7 S| %28,6 S | %28,6 S
E. durans %66,7 R 2%33,3 R [%33,3R
(3 adet) %100 R | %33,31 | %100 S | %100 S | %66,7 | | %66,7 S
R: Direngli I: Orta duyarli (Ara seviye direng) S: Duyarl
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Her bir izolat icin direncg g6zlenen antibiyotikler ve ¢oklu antibiyotik direnglilik (MAR)
degerleri Cizelge 4.7.de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Her izolat i¢in direng gbzlenen antibiyotikler ve MAR oranlari.

Tum Antibiyotikler izolat No | Direnc Gozlenen Antibiyotikler | MAR* oram
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 1-2 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 1-3 S*, Ge*, Va*, E* 0,66
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 1-4 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 1-5 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 2-1 S*, Ge*, Va*, C* 0,66
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 2-2 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 2-3 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 2-4 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 2-5 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 3-1 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 3-2 S* 0,17
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 3-3 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 3-4 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 3-5 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 4-1 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 4-2 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 5-2 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 5-3 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 5-4 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 6-1 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 6-4 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 6-5 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 6-6 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 7-1 S* 0,17
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 7-2 S* 0,17
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 7-3 S*, Te*, Ge* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 7-4 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 8-1 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 8-2 S*, Ge* 0,33
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Cizelge 4.7 Her izolat igin direng gozlenen antibiyotikler ve MAR oranlari(devam)

S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 8-3 S*, Ge*, Va* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 8-4 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 8-5 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 8-6 S*, Ge* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 77-1 S*, Te*, Ge*, C* 0,66
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 77-2 S*, Te*, Ge* 0,5
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 77-3 S*, Te*, Ge*, E* 0,66
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 77-4 S*, Te*, Ge*, E*, C* 0,83
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 78-1 S* 0,17
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 78-2 S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 1

S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 80-1 S*, Te*, Ge*, E*, C* 0,83
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 80-3 S*, Te*, E*, C 0,66
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 80-4 S*, Te* 0,33
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 4-2-3 S* 0,17
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 1-0-2-2 S*, Te*, E*, C* 0,66
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* TSM-59 - 0

S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 174-1 S*, Te*, E*, C* 0,66
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 174-2 S*, Te*, Ge*, E*, C* 0,83
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 174-3 S*, Te*, Ge*, E*, C* 0,83
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 174-4 S*, Te*, Ge*, E*, C* 0,83
S*, Te*, Ge*, Va*, E*, C* 175-1 S*, Te*, Ge*, E*, C* 0,83

S*: Streptomisin, Te*: Tetrasiklin, Ge*: Gentamisin, Va*: Vankomisin,
E*: Eritromisin, C*: Kloramfenikol, MAR*: Coklu Antibiyotik Direng

MAR verileri incelendiginde, en az iki farkli antibiyotige karsi yiiksek direnglilik
gosteren izolatlarda, MAR indeks degerlerinin 0,33-1.0 araliginda oldugu
belirlenmistir. MAR indeks degerlerininin 0.2’ den yiiksek olmasinin, antibiyotiklerin
siklikla kullanildig1 yerlerde yiiksek kontaminasyon riski gostergesi oldugu
belirtilmektedir (Osundiya ve ark. 2013). Tespit edilen MAR degerleri ve belirtilen
degerlerde ¢oklu antibiyotik direngliligi gosteren toplam izolat sayilar1 Cizelge 4.8. *de

gosterilmistir. Coklu direng gosteren izolatlarin belirlenen MAR degerlerine gore tiim
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izolatlar igerisindeki ¢oklu antibiyotik direnclilik oranlar1 yiizdesel olarak Sekil 4.1.’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.8. izolatlarin ¢oklu antibiyotik direnglilik (MAR) indeksi sonuglari

MAR Indeksi Toplam izolat Sayist
0,33 17
0,50 14
0,66 6
0,83 6
1 1

40

B MAR indeksi

B Tim izolatlar igindeki Yiizdelik
Dilim

Sekil 4.1. MAR degerlerine gore coklu antibiyotik direnglilik 6zelligi gosteren

izolatlarin tiim izolatlar g6z oniine alindiginda olusan yiizdelik dagilimlari

Ben Said ve ark. (2017) tarafindan gergeklestirilen ve Tunus’taki su {iriind
orneklerinden izole edilen enterokoklarin antibiyotik direnglilik potansiyellerinin
arastirildigr bir calismada streptomisin, tetrasiklin ve eritromisine karsi yiiksek
seviyede, kanamisin ve kloramfenikole karsi ise diisiik seviyede direnglilik tespit
edilmistir. B- laktam ve glikopeptidlere kars1 tiim izolatlarin duyarlilik gosterdiginin
belirtildigi calismada, izolatlarin %31,8’lik kisminin en az 3 farkli antibiyotige karsi
direng gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda streptomisin, tetrasiklin ve
eritromisin antibiyotiklerine karsi sirastyla %98 (49/50), %30 (15/50) ve %24 (12/50)

oranlarinda yiiksek seviye direnglilik tespit edilmistir. Eritromisin antibiyotigine kars1
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izolatlarin %72’sinin (36/50) ara seviye diren¢ gosterdigi ve sadece 2 adet izolatta
duyarhilik oldugu belirlenmistir. izolatlarin %72’lik kisminin (36/50) kloramfenikol
antibiyotigine duyarli oldugu saptanmustir. Coklu antibiyotik direnclilik profilleri
incelendiginde izolatlarin %56’lik (28/50) béliimiiniin en az {i¢ farkli antibiyotige karst
direng gosterdigi belirlenmistir. Ben Said ve ark. (2017) su drinlerinin potansiyel bir
Enterococcus spp. kaynagi olabilecegini ve antibiyotik direng ve viriilens genleri
tagiyabildiklerini  bildirmislerdir. Bu genlerin suda yasayan diger bakterilere
yayilabilecegini ve kiiresel acidan antibiyotik direnclilik sorununu arttirabilecegini
belirtmiglerdir. Belirtilen veriler kapsaminda Ben Said ve ark. (2017)’nin
gerceklestirdikleri ¢alisma ile bu ¢alismanin sonuglarinin benzerlikler igerdigi ve direng
genlerinin yayilmasinin engellenmesi amaciyla Onlemlerin alinmas1 gerektigi
diistinilmiistir. Wierzchowska ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen ve
karideslerden izole edilen Enterococcus tlrlerinin antibiyotik direnglilik profillerinin
ortaya konuldugu bir ¢calismada, analiz edilen izolatlarin %65,7’lik kisminin test edilen
antibiyotiklerden en azindan birine karsi direngli oldugu, %45,7°lik kismin ise ¢oklu
antibiyotik direncliligi gosterdigi belirtilmistir. Test edilen izolatlarin %48,6’lik
boliimiiniin tetrasiklin antibiyotigine kars1 direnglilik gdsterdigi ve test edilen
antibiyotiklere karsi sus bazinda E. faecalis susunun digerlerine gore daha fazla
direnglilik gosterdigi bildirilmistir (Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2016). Bu ¢alisma
kapsaminda antibiyotik direnglilikleri incelenen enterokoklarin %98 (49/50)’lik
boliimiiniin test edilen antibiyotiklerin en azindan birine kars1 yiiksek seviyede direng
gosterdigi, %88’lik (44/50) boliimiiniin ise en az iki antibiyotige olmak tizere ¢oklu
yiiksek antibiyotik direnclilik profili ortaya koydugu tespit edilmistir. izolatlarin
%30’luk (15/50) kismunda  yiiksek seviye tetrasiklin direnglili§i saptanmigtir.
Wierczchowska ve ark. (2016) karideslerden elde ettikleri enterokok izolatlarinda bu
calisma kapsaminda c¢esitli su triinlerinden elde edilen izolatlara paralel olarak cesitli
antibiyotik diren¢ ve viriilens genlerin varhi§inmi tespit etmislerdir. Bu c¢alisma
kapsaminda izole edilen enterokoklarin test edilen antibiyotiklere karsi olan direnclilik
yiizdeleri Wierzchowska ve ark.(2016) tarafindan gerceklestirilen ¢alismaya gére daha
yiiksek seviyelerde olsa da, sonuglar ¢esitli benzerlikler icermektedir. Bu baglamda su
urinlerinden elde edilen enterokoklarin g¢esitli direng genlerini igerebilecegi

belirlenmigtir. Diren¢ genlerinin gida zinciri yoluyla insanlara potansiyel iletimi
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miimkiin olabileceginden bu durumun toplumsal saglik agisindan géz Oniine alinmasi

gereken 6nemli bir durum oldugu diisiiniilmiistiir.

Hammad ve ark. (2014) gerceklestirdigi ve tiikketime hazir baliklardan elde edilen
enterokok izolatlarinda klindamisin, eritromisin, kanamisin, gentamisin, streptomisin ve
tetrasiklin direngliligi tespit edilmistir. E. faecalis suslarmin %42 oraninda en azindan
iki antibiyotige olmak iizere ¢oklu antibiyotik direngliligi gésterdigi bildirilmistir. Bu
calisma kapsaminda denenen streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine karsi sirasiyla
%98 (49/50) ve %80 (40/50) oranlarinda direnglilik belirlenmistir. Eritromisin
antibiyotigine karst Hammad ve ark (2014) yiiksek seviye direnglilik tespit etmis olup,
bu calismada %72 (36/50) oraninda ara seviye direnglilik belirlenmistir. Calisma
kapsaminda tetrasiklin antibiyotigine karsi izolatlarin  %56’sinin  (28/50) duyarl
oldugu bulunmasina karsin, %30’luk (15/30) kisminda yiliksek seviye direnglilik
belirlenmistir. Su iriinlerinden izole edilen E. faecalis suslarinin ¢oklu antibiyotik
direncliligi incelendiginde, suslarin en az iki farkli antibiyotige olmak iizere %92,6
(25/27) oraninda yiiksek seviye direnclilik gosterdigi tespit edilmistir. Her iki ¢aligmada
da izolasyonu gergeklestirilen enterokok suslarinin  klinik agidan 6nemli olan ve
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanim alani bulan gentamisin ve streptomisin gibi
antibiyotiklere kars1 yliksek seviyede diren¢ gosterebildigi belirlenmistir. Bunun yani
sira test edilen antibiyotiklere kars1i E. faecalis suslarmin yiksek seviye ¢oklu
antibiyotik diren¢ Ozelligi gostermesinin, gida giivenligi ve halk sagligi agisindan
dikkate alinmas1 gereken Ozellikler olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Valenzuela ve ark. (2010) tarafindan yumusakca, balik ve balik filetosundan olusan su
urtinlerinden izole edilen enterokoklarin, eritromisin antibiyotigine direng gosterdigi,
bunun yaninda hi¢ bir izolatta fB-laktam ve vankomisin direnci tespit edilmedigi
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda eritromisin antibiyotigine kars1 genelde ara
seviye direnglilik belirlenmistir. Bunun yani sira vankomisin antibiyotigine karsi
toplamda 30 adet izolatta sirasiyla %30 (15/50) oraninda yiiksek ve ayni oranda ara
seviye direnclilik tespit edilmistir. Valenzuela ve ark. (2010)’ nin gerceklestirdikleri
calisma ile karsilastirildiginda bu calisma sonucu elde edilen verilerin ciddi oranda
farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Enterokoklarin antibiyotik direnclilik profilleri

incelenirken dikkat edilmesi gereken Onemli noktalardan biri de vankomisin gibi
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glikopeptitlere kars1 gosterdikleri direngtir. Vankomisin direngli enterokoklarin, gesitli
sucul ortamlardan kontaminasyon yoluyla gidalara bulasabilecegi bildirilmistir. Cesitli
kaynaklarda enterokok izolatlarinin antibiyotiklere karsi olan direng 6zelliklerinin susa
0zgu olabilecegi belirtilmektedir. Bunun yani sira, son donemlerde gerceklestirilen
calismalarda cevre faktoriiniin direng genlerinin bakterilere aktariminda ve direngli
patojenlerin ortaya ¢ikmasinda énemli bir rol aldig1 belirtilmektedir. Tarimsal alanlarda
ve hayvancilikta gereksiz antibiyotik kullaniminin yeralti sulari, toprak gibi ¢esitli
ortamlardaki cevresel mikrobiyomu etkilemesi sonucu bakterilerin yeni direng
mekanizmalar1 gelistirebilecegi bildirilmistir. Belirtilen direng genlerinin plazmidler
gibi genetik materyaller vasitasiyla aktarilabilir oldugu ¢esitli ¢aligmalarda
belirtilmektedir. Antibiyotiklere diren¢ genlerinin, plazmidler vasitasiyla bakteriler
arasinda olas1 aktariminin dikkat edilmesi gereken bir nokta oldugu diisiiniilmiistiir
(Franz ve ark. 1999, Eaton ve Gasson 2001, Foulquié Moreno ve ark. 2006, Ventola
2015, Azimi Mahalleh ve Gonciioglu 2018, Bengtsson-Palme ve ark. 2018).

Su drlnlerinden izole edilen enterokoklarin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi
amaciyla gerceklestirilmis smirli sayida caligma bulunmasma karsin ¢esitli gida
orneklerinden izole edilen enterokoklar ile ilgili gerceklestirilmis pek ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Son yillarda gida trtinleri kaynakli enterokoklarin antibiyotik
direnglilik potansiyellerinin incelendigi bazi ¢aligmalar asagida belirtilmistir.

Balu ve ark. (2018), cesitli gida orneklerinden izole ettikleri E. faecalis suslarinin
enfeksiyonlar1 tedavi etmek amaciyla kullanilan vankomisin ve gentamisin gibi
antibiyotiklere karsi yiiksek seviyede direng gosterdigini ve bunun endise verici bir
durum oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alisma kapsaminda izole ettigimiz E. faecalis
suslariin vankomisin ve gentamisin antibiyotiklerine kars1 sirasiyla %40,7 (11/27) ve
%88,9 (24/27) oranlarinda direng gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismadaki E. faecalis
suglarinin belirtilen antibiyotiklere olan direnglilik durumlart ile Balu ve ark. (2018)
tarafindan gerceklestirilen calismanin sonuglar1 karsilastirildiginda paralellik gosterdigi
tespit edilmistir. Farkli kaynaklardan elde edilen E. faecalis suslarinin ayni
antibiyotiklere karsi benzer antibiyotik direnglilik pofilleri ortaya koymasinin,
enterokok izolatlarinda antibiyotiklere karsi olan direng¢ Ozelliklerinin susa 06zgi

olabilecegi belirtilen ¢esitli calismalar1 destekler nitelikte oldugu belirlenmistir.

56



Roézanska ve ark. (2015) tarafindan sigir, domuz ve kanath etlerinden izole edilen E.
faecalis suslarmin antibiyotik direngliliginin arastirildigi bir baska c¢alismada,
linkomisin, eritromisin ve tetrasiklin direngliligi saptanirken, test edilen izolatlarin
sadece bir kac tanesinin gentamisin, penisilin ve vankomisin antibiyotiklerine kars1

direng gosterdigi belirlenmistir.

Enterokok tiirleri son dénemlerde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyon etmenleri
arasinda giderek artan bir 6neme sahip olmaktadir. TUm dlinyada, insan ve hayvanlarin
gastrointestinal sistemlerinde dogal olarak bulunabilme Ozellikleri nedeniyle ¢esitli
cevresel ortamlardan (su, toprak, vb.) ve hayvansal kaynakli gidalar (et, siit, vb.) basta
olmak {izere farkli gida iiriinlerinden elde edilen izolatlarda da antibiyotik direng
genlerinin varhi@i enterokoklarin daha iyi incelenmesi gerektigi gercegini ortaya

koymaktadir.

Son yillarda gida, klinik ve ¢evresel ortamlardan elde edilen belirli enterokok suslarinin
hastane ortamlarinda enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla kullanilan ve bu calisma
kapsaminda da degerlendirilen streptomisin, tetrasiklin, gentamisin, vankomisin,
eritromisin  ve  kloramfenikol antibiyotiklerine karsi diren¢  gosterebildigi
belirtilmektedir. Bir antibiyotige karsi olusan direng, tedavi esnasinda normal sartlar
altinda antibakteriyel etki gostermesi beklenen dozun herhangi bir etki gostermemesi ve
enfeksiyonun ilerlemesinin durdurulamamasi anlamina gelmektedir. Bunun yani sira
enfeksiyonun tedavisi esnasinda istenen etkinin saglanamamasi, bakterilerin direng
genlerini aktarim yoluyla farkli bakteri tiirlerine de gecirebilmesine olanak tanimaktadir.
Insan ve hayvanlarda antibiyotik direng genleri tastyan enterokoklar sonucu meydana
gelen enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla kullanilan antibiyotiklerin istenen etkiyi
gosterememesinin ciddi sonuglara neden olabilecegi diisiiniilmiistiir (Valenzuela ve ark.
2010, Hammad ve ark. 2014, Cameiro ve ark. 2015, Rozanska ve ark. 2015, Chajecka-
Wierzchowska ve ark. 2016, Carey ve ark. 2016, Molale ve Bezuidenhaut 2016, Ben
Said ve ark. 2017, Balu ve ark. 2018 Igbinosa ve Beshiru 2019). Son yillarda
bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ genleri bulundurmasi artarak biiyliyen bir

toplum saglig1 problemi haline gelmistir. Bu baglamda 6nleyici tedbirler alinabilmesi
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icin bakterilerin belirli antibiyotiklere karst neden direng genleri gelistirdiginin
anlasilmasi ve yayginlagmasinin Onlne gecilmesi toplumsal saglik agisindan oldukga
onem tegkil etmektedir. Son donemlerde gerceklestirilen calismalarda ¢evre faktoriiniin
direng genlerinin bakterilere aktariminda ve direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasinda
onemli bir rol aldigi belirtilmektedir. Palme ve ark. (2018) c¢evresel faktorlerin direng
gelisimine etkisini arastirdiklar1 bir calismada, ¢evresel direng gelisiminin azaltilmasi
amaciyla insanlar ve hayvanlarda tedbirli antibiyotik kullanimini onermislerdir. Aksi
takdirde, farkli diren¢ genlerinin patojenlerle alinmasi sonucu bunlarin yeni direng
mekanizmalart gelistirerek tedavi seceneklerini daha da azaltabilecegini bildirmislerdir.
Ventola (2015) antibiyotiklerin tarimsal alanlarda ve hayvancilikta yaygin olarak
kullaniminin gilinlimiizde antibiyotiklere karsi olusan direnglilikte etkili oldugunu
bildirmislerdir. Hayvancilikta kullanilan antibiyotiklerin iiriinlerin tiiketimi sonucu
insanlara gecebilecegi ve cesitli enfeksiyonlara neden olabilecegi bilinmektedir.
Hayvanlara verilen antibiyotiklerin biiyiik bir kism1 idrar ve digki ile atilarak toprak,
yeralt1 suyu gibi c¢esitli alanlara yayilabilmekte ve bdylece cevresel mikrobiyomu da

etkilemektedir (Ventola 2015, Bengtsson-Palme ve ark. 2018).

Tum dlnya genelinde antibiyotiklere karsi artan direnglilik giin gectikge kiiresel bir kriz
haline gelmektedir. Son yiizyil i¢erisinde antibiyotik direngli bakteriler hizli bir sekilde
yayginlagarak antibiyotik direncin olumsuz etkilerini daha belirgin bir hale getirmistir.
Kdresel olarak bir mikroorganizmadaki direngliligin insan sagligi i¢in uzun vadeli ve
onemli etkileri olabilmektedir. Ozellikle son dénemlerde bir veya birden fazla
antibiyotige karsi direng gosteren bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara sahip
hastalarin tedavisinde ciddi zorluklarla karsi karsiya kalinabilmektedir. Belirli
antibiyotiklere kars1 gelisen bu direnclilik ila¢ firmalarmin yeni antibiyotik maddeler
gelistirmesini zorunlu hale getirmektedir. Genis etki spektrumuna sahip yeni antibiyotik
ajanlarin gelistirilmesi, endise verici derecede yavas bir sekilde olsa da antibiyotiklere
karsi1 olan direncin bazi olumsuz etkilerini hafifletme potansiyeline sahip oldugu
belirtilmektedir. Bakterilerin antibiyotiklere kars1 direngli genlerinin 6nerilen 6nlemler
ile yayiliminin 6niine geg¢ilmesinin hem toplumsal saglik hem de ekonomik yonden
yarar saglayacag disiiniilmektedir (Ventola 2015, Friedman ve ark. 2016, Bengtsson-
Palme ve ark. 2018).
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Enterokoklarin antibiyotik direnglilik profilleri incelenirken dikkat edilmesi gereken en
onemli noktalardan biri de vankomisin gibi glikopeptitlere kars1 gosterdikleri direngtir.
Mahalleh ve Golciioglu (2017) vankomisin direngli enterokoklarin, kontamine sular ile
sulanma, atik sular ve digki gibi ¢esitli cevresel kontaminasyon kaynaklart yoluyla
gidalara bulagabilecegini belirtmislerdir. Gida zinciri yoluyla vankomisine direngli
bakterilerin insana ge¢isi sonucu, ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde énemli bir segenek
olan vankomisinin kullaniminda istenilen olumlu etkinin elde edilemeyecebilecegi

diistiniilmiistiir (Mahalleh ve Gonctioglu 2018).

Enterokok suslarinda vankomisin direnci vanA ‘dan vanG’ ye kadar olmak {izere yedi
farkli fenotipte gelisebilmektedir. vanA ve vanB fenotiplerinin klinik enterokoklarda en
cok karsilagilan direng tiplerini olusturduklart bildirilmektedir. vanA, vankomisine
yiksek  diizeyde diren¢ gelistiren fenotip olup  minimum inhibisyon
konsantrasyonu(MIK) duzeyleri 64-1024 pg/mL araliginda bulunmaktadir. VanB
fenotipi direng potansiyeli tasiyan suslar vankomisine duyarli kabul edilmektedir ve
MIK diizeyleri 4-1024 pg/mL arasinda degismektedir (Coleri ve Cokmiis 2008, Onciil
2010, Anonim 2017).

Bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilen vanA ve vanB vankomisine direng genleri tespit
edilememis olup vankomisin antibiyotigine karsi yiiksek ve ara seviyede direnclilik
belirlenmistir. Bu durum, vankomisine kars1 direnglilik belirlenirken, disk diflizyon test
sonucunun yani sira, vankomisin direng genlerini kodlayan tiim fenotiplerin minimum

inhibisyon konsantrasyonu yoniinden de dogrulanmasi gerektigini diisiindiirmiistiir.

Bu c¢alisma kapsaminda, su iirlinlerinden elde edilen enterokok izolatlarinin belirli
suslarinda, farkli antimikrobiyal gruplarda bulunan antibiyotiklere kars1 yiiksek
seviyede direnclilik profilleri gosterdigi belirlenmistir. Bu durumun suyun
mikrobiyolojik kalitesi ile yakindan iligkili olabilecegi bunun yaninda izolatlarin elde
edildigi triinlerin avlanma yeri ve suyun tuzlulugu gibi gevresel etmenlerin de Grliniin
mikrobiyal Kalitesi Uzerine etki etmis olabilecegi diisiintilmistiir. Su triinii kaynakl

calismalar da dahil olmak iizere c¢ok cesitli gida orneklerinden izole edilen
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enterokoklarin antibiyotik direnglilik 6zelliklerinin incelendigi ¢alismalar goz Oniine
alindiginda enterokoklarin klinik alanda enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla kullanilan
pek cok antibiyotige karsi yiiksek seviyelerde direnglilik o©zelligi gosterebildigi
belirlenmistir. Bu baglamda enterokoklarin antibiyotik direngliliginin, gida giivenligi ve
saglik acisindan degerlendirilmesi gereken onemli bir 6zelligi oldugu diistiniilmiistiir.
Bunun yami sira, diren¢ genlerinin su ve su irlinlerinde yayiliminin engellenmesi
amaciyla cesitli onlemler alinmasi gerektigi Onerilmektedir. Suyun mikrobiyolojik
kalitesini koruma ve iyilestirmenin, su ve su triinlerinde antibiyotiklere karsi direngli
bakterilerin yayilimininin kontrol altina alinabilmesi i¢in 6nemli bir nokta oldugu
diisiiniilmiistiir. Insan ve hayvanlarda gereksiz antibiyotik kullaniminin éniine gegilmesi
ile cevresel kaynakli direng gelisimi azaltilarak direngli genlerin yayiliminin kontrol
altina alinabilecegi ve bu yolla bakterilerde antibiyotiklere karsi olan direngliligin

azaltilabilecegi diisiiniilmiistir.

4.3. Su Uriinlerinden Elde Edilen Enterokok Izolatlarinin Viriilens Gen Tasima
Durumlari

Gergeklestirilen c¢esitli calismalarda enterokoklarin patojenitesinin degerlendirilmesi
amaciyla antibiyotiklere karst olan direng Ozelliklerinin yani1 sira viriilens
belirleyicilerinin de dikkate alinmasi gerektigi belirtilmektedir. Bu baglamda, bu tez
caligmasi1 kapsaminda ¢ig ve islenmis su Uriinlerinden izole edilen enterokoklar gesitli
virilens (agg2, gelE, cylA, cylB, cylM) genleri tasima durumlarina gore
degerlendirilmistir. Virllens genlerin degerlendirilmesi amaciyla polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) analizleri gergeklestirilmistir.
Bu ¢alisma kapsaminda test edilen enterokok izolatlarinin %82’lik (41/50) boluminiin
test edilen viriilens genlerin bir ve ya daha fazlasi i¢in pozitif sonug verdigi tespit

edilmistir.

Izolatlarin %72’sinde (36/50) biyoaktif bilesikleri hidrolize eden toksik ekstraseliiler

metalloendopeptidaz enziminin sentezinden sorumlu olan gelE geninin, %24 {inde
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(12/50) ise hicrelere tutunmada gorevli agregasyon proteininin sentezinden sorumlu

agg2 geninin varlig belirlenmistir.
Cig ve islenmis su Triinlerinden izole edilip tamimlanmalar1 gerceklestirilen

enterokoklarin arastirilan viriilens genleri (agg2, gelE, cylA, cylB, cylM) tasima

durumlar1 Cizelge 4.9.”da belirtilmistir.
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Cizelge 4.9. Enterokok izolatlariin viriilens direng genlerini tasima durumlari.

izolat No Kaynak Tar agg2 gelE cylA cylB cylM
1-2 Sardalye E. faecalis - + - - -
1-3 Sardalye E. faecalis - + - - -
1-4 Sardalye E. faecalis - + - - -
1-5 Sardalye E. faecalis - + - - -
2-1 [stavrit E. faecalis - + - - -
2-2 Istavrit E. faecalis - + - - -
2-3 [stavrit E. faecalis - + - - -
2-4 [stavrit E. faecalis - + - - -
2-5 [stavrit E. faecalis - + - - -
3-1 Barbun E. faecalis 3 + - - -
3-2 Barbun E.faecalis - + - - -
3-3 Barbun E. faecalis - + - - -
3-4 Barbun E. faecium - + - - -
3-5 Barbun E. faecalis - b - - -
4-1 Hamsi E. faecalis - + - - -
4-2 Hamsi E. faecalis - + - - -
5-2 Sardalye E. faecalis - + - - -
5-3 Sardalye E. faecalis - + - - -
5-4 Sardalye E. faecium - + - - -
6-1 Istavrit E. faecium - + - - -
6-4 Istavrit E. faecium - + - - -
6-5 Istavrit E. faecium - + - - -
6-6 [stavrit E. faecalis + + - - -
7-1 Barbun E. faecalis - + - - -
7-2 Barbun E. faecalis - + - - -
7-3 Barbun E. faecalis - + - - -
7-4 Barbun E. faecalis - + - - -
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Cizelge 4.9. Enterokok izolatlarinin viriilens direng genlerini tasima durumlari(devam).

8-1 Hamsi E. faecalis + + - - -
8-2 Hamsi E. faecalis + + - - -
8-3 Hamsi E. faecalis + + - - -
8-4 Hamsi E. faecium + + - - -
8-5 Hamsi E. faecalis + + - - -
8-6 Hamsi E. faecalis + + - - -
77-1 Ancuez E. - - - - -

casseliflavus

77-2 Anguez E. + - - - -

casseliflavus

77-3 Ancguez E. + - - - -

casseliflavus

77-4 Ancuez E. - - - - -

casseliflavus

78-1 Lakerda E. gallinarum | - - - - -
78-2 Lakerda E. gallinarum | - - - - -
80-1 Lakerda E. gallinarum | + - - - -
80-3 Lakerda E. durans - - - - -
80-4 Lakerda E. durans - - - - -
4-2-3 Lakerda E. durans - + - + -
1-0-2-2 Lakerda E. faecium - - - - -
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Cizelge 4.9. Enterokok izolatlarinin viriilens direng genlerini tasima durumlari(devam)

TSM-59 Midye igi E. gallinarum | - + - - -
174-1 Midye igi E. gallinarum | - + - - -
174-2 Midye ici E. gallinarum | + - - - -
174-3 Midye ici E. gallinarum | + - - - -
174-4 Midye ici E. - - - - -

casseliflavus

175-1 Midye ici E. - - ; - -

casseliflavus

Sus bazinda degerlendirildiginde E. faecalis suslarinin tamaminin gelE genini, bunun
yaninda %22,2’sinin de (6/27) agg2 genini tasidig1 belirlenmistir. E. faecalis tlrlne ait
suslarin en yiiksek oranda ¢oklu viriilens belirleyicileri barindirdig: tespit edilmistir. E.
faecium suslarinin %85,7’sinin gelE genini tasidigi saptanmis olup sadece bir adet
izolatta agg2 geninin varligi belirlenmistir. E. casseliflavus tlrine dahil olan suslar
disinda tiim suslarin ¢oklu viriilens faktorleri tasidigi belirlenmistir. Lakerdadan izole
edilen 4-2-3 izolat numaral E. durans susunun, sitolizini kodlayan genlerden biri olan
cylB virlilens genini tagidigi, bunun diginda hig bir izolatin sitolizinin aktivasyonundan
sorumlu cylA, transportundan sorumlu cylB ve modifikasyonundan sorumlu cylM

belirleyicilerini bulundurmadig tespit edilmistir.

Bazi enterokok izolatlarinda agg2 ve gelE genlerine ait agaroz jeldeki gorinimleri

Sekil 4.2. ve 4.3.’te gosterilmistir.
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M 3 5 6.7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 K NKM

Sekil 4.2. Baz1 enterokok izolatlarinda agg2 genine ait PCR {iriinlerinin % 2’lik agaroz
jeldeki gorunumleri (M; marker, K; pozitif kontrol susu, NK; negatif kontrol, 10, 11,
13, 15, 16 numaral1 kuyucuklar agg2 pozitif izolatlara aittir).

M 1 2 3 45 67 89 1011213

14 15 16 K NK M

Sekil 4.3. Baz1 enterokok izolatlarinda gelE genine ait PCR iirlinlerinin %2’lik agaroz
jeldeki gorintmleri (M; marker, K; pozitif kontrol susu, NK; negatif kontrol, 1, 3-6, 8-
16 numarali kuyucuklar gelE pozitif izolatlara aittir).

Ben Said ve ark. (2017) Tunus’taki su tiriinlerinden izole ettikleri enterokoklarda gelE,
hyl, esp, cylA ve cylB olmak iizere bes adet viriilens faktoriin varligini polimeraz zincir
reaksiyonu yoluyla arasgtirmiglardir. Calisma sonucunda, izolatlarin %38,6’sinin

jelatinaz treticisi oldugu ve tiim E. faecalis ve E. durans suslarinin gelE genini igerdigi
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belirlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilen tiim izolatlarin %72’lik (36/50)
boliminun gelE genini igerdigi tespit edilmistir. E. faecalis suslarinin tamaminin gelE
genini tasidigi, E. durans suslarmm ise %33,3’Unde  (1/3) bu genin varligi
belirlenmistir. Her iki ¢alismada da su {iriinii 6rneklerinden izole edilen enterokoklarin
gelE virulens geni igin benzer sonuglar ortaya koydugu belirlenmistir. Patojenlikte gelE
geni, konak¢t dokunun degradasyonu ve immun yanitinin modiilasyonu yolu ile
virtllenslige aracilik etmektedir. Bu genin, hiicre dist DNA salinimina ve biyofilm
olusumuna neden olan otolizin enziminin aktivasyonuna katilabilme 6zelliginden dolay1
patojenite iizerine etki edebilecegi disinilmistir (Arias ve Murray 2012).
Wierzchowska ve ark. (2016) tarafindan karideslerden izole edilen enterokoklarin
virlilens genlerinin arastirildig bir ¢alismada ise E. faecalis suslarinin diger suslara gore
daha fazla virtlens genleri tasidigi ve 3 adet susun test edilen tim virtlens genler igin
pozitif sonug verdigi bildirilmistir. Hiicre dis1 metaloendopeptidazi kodlayan gelE geni
izolatlarin %85,7’sinde tespit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen veriler ile
Wierzchowska ve ark. (2016) tarafindan gerceklestirilen c¢alisma sonuglari ile
karsilastirildiginda gelE geni varliginin her iki ¢alismada da ¢ok yiiksek oranda
bulundugu belirlenmistir. Bunun yaninda bazi izolatlarda ¢oklu viriilens genler
olmasina karsin, higbir izolatta test edilen viriilens genlerinin tamamu i¢in pozitif sonug

tespit edilmemistir.

Hammad ve ark. (2014) ¢ig balik orneklerinden izole ettikleri E. faecalis suslarinin
tamaminin gelE genini, %77,4’lik kisminin ise agregasyon maddesi (agg2) viriilens
genini de tasidigini belirlemistir (Hammad ve ark. 2014). Bu ¢alisma kapsaminda
Hammad ve ark. (2014) gergeklestirdigi ¢alismaya paralel olarak tiim E. faecalis
suslarinin gelE geni tasiyicist oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda E. faecalis
suglarinin = %22,2’sinin agregasyon maddesi (agg2) genini tasidigi bulunmustur.
Enterokoklar i¢in 6nemli bir diger virtlens faktér olan agregasyon maddesi, hiicrelere
baglanmay1 kolaylastirarak viriilens ve antibiyotik diren¢ genlerini tasiyan plazmidlerin
degisimini saglayan toplanma maddesidir (Hammad ve ark. 2014). Bu tez
calismasinda E. faecalis suslarinin agg2 geni tasiyiciligi, Hammad ve ark. (2014)
tarafindan gerceklestirilen ¢alismaya gore daha az oranda olsa da, E. faecalis’in

patojenitesi agisindan 6nemli oldugu diisiiniilmiistiir.
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Calisma kapsaminda sitolizini kodlayan genler olan cylA, cylB ve cylM’nin varligi
saptanamamustir. ~ Sitolizin  virllens faktorinun 6zellikle E.faecalis suslarinin
patojenitesine bliylik bir katki yapabildigi belirtilmektedir (Van Tyne ve ark. 2013).
Migaw ve ark. (2014) tarafindan balik i¢ organlarindan izole edilen enterokoklarin
karakterizasyonuna iligkin bir ¢alismada sadece bir izolatta cylA viriilens geninin tespit
edildigi bildirilmistir (Migaw ve ark. 2014). Su urinlerinden elde edilen enterokok
izolatlarinin sitolizin virllens belirleyicisini yaygin olarak barmndirmadigi ancak
patojenitesinin degerlendirilmesi amaciyla daha Once gerceklestirilen c¢aligmalarin
paralelinde basta E. faecalis suslari i¢in olmak {izere test edilmesi gerektigi

diistinilmiistiir.

Son yillarda gergeklestirilen bu c¢alismalar incelendiginde gelE ve agg2 virulens
genlerinin su {rlnleri kaynakli enterokok izolatlarinda siklikla tespit edildigi
belirtilmistir. Bu tez c¢alismas1 kapsaminda elde edilen sonucglarin  son yillarda
gerceklestirilen bu calismalar ile ciddi oranda benzerlikler icerdigi belirlenmistir. Bu
veriler dogrultusunda, su iiriinlerinden izole edilen enterokoklarin basta gelE ve agg2
olmak iizere cesitli viriilens genlerinin gida giivenligi ve halk sagligi agisindan

arastirilmasi gerektigi diisiintilmiistiir.

Su iriinii kaynakli ¢alismalarin yam sira, farkli gida orneklerinden enterokoklarin
viriilens Ozelliklerinin arastirildigi ¢esitli arastirmalar da bulunmaktadir. Su iriini
kaynakli olmayan gida 6rneklerinden elde edilen enterokok izolatlarinin ¢esitli viriilens
genleri tasima durumlarinin arastirildigi bazi ¢aligmalar asagida belirtilmektedir.

Franz ve ark. (2001) agregasyon materyali ve jelatinaz virulens faktorlerinin gidalardan
izole edilen enterokoklar arasinda da var oldugunu tespit etmis ve bu virllens
faktorlerin goriilme sikliginin E. faecalis suslarinda E. faecium susuna gore daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Bu durumun nedenini enterokoklarda virllens belirleyicilerin

susa 0zgli olabilecegi seklinde yorumlamiglardir.

Barbosa ve ark. (2010) tarafindan Portekiz’deki geleneksel fermente et iiriinlerinden

izole edilen enterokoklarda 13 farkli viriilens genin (efaAfs, efaAfm, esp, agg, cylM,
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cylB, cylA, cylLL cylLs and gelE) varligi arastirilmistir. Enterokok izolatlarinin
¢ogunda bir veya daha fazla virlilens gen varlig1 tespit edilmistir. Calisma kapsaminda,
E. faecalis ve E. faecium suslarindaki viriilens belirleyicilerin goriilme sikliginda ciddi
farkliliklar oldugu belirlenmistir. E. faecalis suslarmin ¢oklu virllens 6zelliklere sahip
oldugu, E. faecium izolatlarinin ise genellikle viriilens genlerini tasimadigi bildirilmistir
(Barbosa ve ark. 2010).

Yilmaz ve ark. (2016) tavuk ve sigir etlerinden izole ettikleri enterokoklar1 jelatinaz
(gelE), sitolizin (cylA, cylB, cylM) enterokokal ylizey proteini (esp) agregasyon
maddesi (AS) gibi potansiyel virlilens genleri yoniinden degerlendirmis ve gesitli
virtlens genlerinin varligmin siklikla tespit edildigini bildirmislerdir. Sigir eti kaynakli
enterokok izolatlarinda cylM, tavuktan izole edilenlerde ise cylB virllens
belirleyicilerinin tespit edilemedigi, tavuklardan izole edilen enterokok izolatlarinda
sigir etinden izole edilenlere gore cylA, cylM ve agregasyon materyali virllens

genlerinin daha fazla saptandig belirtilmistir (Y1lmaz ve ark. 2016).

Su drlnlerinden ve gesitli gida 6rneklerinden elde edilen enterokoklarin viriilens
genlerinin incelendigi bu c¢alismalar ile birlikte bu tez c¢alismasi karsilastirildiginda
enterokoklarin gesitli viriilens genlerini igerebildigi tespit edilmistir. Patojenlikte 6nemli
rol oynayan agg2 ve gelE gibi viriilens genlere su riinii kaynakli enterokoklarin yani
sira fermente tiriinler de dahil olmak tizere farkli gida fiirinlerinden izole edilen
enterokoklarda da bulunabildigi belirlenmistir. Virtllenslige aracilik eden bu genlerin
cok cesitli tirtinlerdeki varligiin Urintin mikrobiyal yikinu ve giivenilirligini dogrudan
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Patojeniteye, gelE viriilens geninin biyofilm olusum
mekanizmasindaki rolii ve agg2 geninin plazmitler vasitasiyla direngli gen transferinde
rol oynayabiliyor olmasi nedeniyle etki edebilecegi degerlendirilmektedir. Bu ylizden
gida maddelerinden elde edilen enterokok izolatlariin 6zellikle agg2 ve gelE virllens
genleri yonlinden arastirilmasmin gida giivenligi ve halk sagligi agisindan onemli

oldugu diistiniilmektedir.
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5. SONUG

Gida kalitesi ve giivenligi, bir {iriiniin en 6nemli karakteristik 6zellikleridir. Gidalarin
mikroflorasi, gida ireticileri ve tiiketiciler agisindan biylk onem teskil etmektedir

(Bari ve ark. 2017).

Su triinleri, yiiksek biyolojik degere sahip protein varligi, D ve E vitamini ile uzun
zincirli doymamis yag asidi igeriklerinden &tiirii insanlhigin balik¢ilik ve su iiriinleri
yetistiriciligi yapmaya baslamasindan itibaren insan diyetinde 6énemli bir beslenme
unsuru olmustur. Balik ve diger su iriinlerinin tiiketimi, saglik tizerindeki olumlu
etkilerinden dolayr bir¢ok beslenme programinda Onerilmektedir. Su {iriinleri
tilketiminin saglik tizerindeki yararli etkilerinin incelendigi bazi aragtirmalarda, basta
kardiyovaskdler yararlar olmak Uzere, kanser, psikolojik etmenler, inflamatuar
hastaliklar ve beyin {izerinde olumlu etkiler gosterdigi belirtilmistir (Kato ve ark. 1997,
Gesch ve ark. 2002, Norat ve ark. 2005, Rebecca Khan 2009, Tacon ve Metian 2013).

Su friinleri ile ilgili gida giivenligi sorunlari, bolgeden bolgeye, tiretim yontemine,
yonetim uygulamalarina ve ¢evre kosullarima gore degisiklik gosterebilmektedir. Su
tirinlerinin mikrobiyal durumu; su sicakligi, tuzluluk, avlanma yeri ve yontemi, suda
dogal olarak bulunabilen bakterilerin varligi, dondurma kosullar1 gibi gevresel etmenler
ve suyun mikrobiyolojik kalitesi ile yakindan iliskilidir. Su {iriinlerindeki potansiyel
gida giivenligi tehlikeleri, gida kaynakli enfeksiyonlar, patojenik bakteriler ve viriislerle
iligkili gida kaynakli hastaliklar, ilag kalintilari, zirai kimyasallar ve toksik metaller

tarafindan kontaminasyonu igerebilmektedir (Feldhusen 2000).

Enterokoklar yaygin bir sekilde dogada bulunabilmekte ve gida, toprak, su gibi ¢ok
gesitli ortamlardan izole edilebilmektedir. Bazi enterokok suslari, ¢esitli fermente
gidalarin olgunlagma ve aroma kazanimi gibi islemlerine katkida bulunabilmekte, ayrica
anti-Listeria aktivitesi gosterebilen bakteriyosinler Uretebilmektedir. Enterokoklarin
insanlar ve hayvanlar da probiyotik olarak da kullanim potansiyeli bulmaktadir. Bilinen

bu yararlt 6zelliklerinin yani sira enterokoklarin bazi suslari, gesitli enfeksiyonlara
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neden olabilen hastane kaynakli 6nemli patojenler arasinda yer almaktadir (Franz ve

ark. 1999, Kayser 2003, Foulquié Moreno ve ark. 2006, Kirekgci ve ark. 2016).

Son yillarda ¢esitli gida Orneklerinden elde edilen enterokoklarin izolasyonu,
karakterizasyonu, patojenitesi ve fonksiyonel 6zelliklerinin arastirildigi pek ¢ok ¢aligma
bulunmasina karsin su tirlinii kaynakli enterokok izolatlarina iliskin yapilmis ¢aligmalar

siirlt sayidadir.

Bu caligma kapsaminda gida sektoriinde starter ve probiyotik kiiltiir olarak kullanimi ile
bakteriyosin Uretim potansiyeli gibi ¢esitli fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 kullanim
alan1 bulan, bunun yaninda patojenite etmenleri olan antibiyotik direnclilik ve viriilens
genleri igerebilen enterokoklarm ¢ig ve islenmis su triinlerinden izolasyonu ve
karakterizasyonu gerceklestirilmis ve gida giivenligi yoniinden risk potansiyeli

degerlendirilmistir.

Gidalarda antibiyotik direnglilik ve viriilens genlerin varlig1 bakterilerin bu genlerin ve
diren¢ belirleyicilerinin  gida zinciri yoluyla insanlara aktarilmasinda rol
oynayabileceginden dolay1 bir endise konusudur (Franz ve ark. 1999, Trivedi ve ark.
2011, Wierzchowska ve ark. 2017).

Calisma kapsaminda ¢ig ve islenmis su iriinlerinden izole edilen enterokoklarin insan
enfeksiyonlarinda da yaygin olarak kullanilan cesitli antibiyotiklere kars1 yiiksek
seviyede direnclilik gosterebildigi belirlenmistir. Antibiyotiklere karsi diren¢ genleri
tasiyan enterokoklarmn gidalarda yaygin olarak bulunabilmesi ve direng genlerinin
plazmidler vasitasiyla bakteriler arasinda olasi aktariminin dikkat edilmesi gereken
onemli bir nokta oldugu distniilmistir. Son donemlerde gergeklestirilen bazi
calismalar, enterokoklarin gida zinciri yoluyla tasinip tasinmadigi ve oOzellikle
vankomisin direngli enterokoklarin hastane ortaminda hastalik yapma potansiyelleri
tizerine yogunlasmistir (Franz ve ark. 1999, Eaton ve Gasson 2001, Klein 2003,
Foulquié Moreno 2006, Gilmore ve ark. 2014, Akpaka ve ark. 2017). Enterokok
tiirlerinde bu calismada da test edilen bazi1 antibiyotiklere karsi yiiksek seviyede

direnclilik belirlenmesinin, antibiyotiklerin yaygin ve yanlis kullanimi sonucu insan,
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hayvan, gida ve cevresel Orneklerden elde edilen izolatlarda yaygin antibiyotik
direncinin olustugu diinya capinda bilinen bir gergektir. Bu durumun da enterokokal
kaynakl1 enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirabilecegi degerlendirilerek dikkatle onlem

alinmasi gerektigi distiniilmektedir.

Enterokoklarin  hastaliklara neden olabilme yeteneklerinin antibiyotiklere direng
Ozelliklerinin yam sira viriilens belirleyicilerin varligi ile birlikte agiklanmasi gerektigi
belirtilmektedir. Bu baglamda izolatlarin ¢esitli virtilens genleri tasima durumlari
incelenmis ve gelE ve agg2 genlerine karsi belirli izolatlarda pozitif sonug elde
edilmistir. Viriilense aracilik eden bu genlerin ¢ok ¢esitli tirlinlerdeki varligimin {iriiniin
mikrobiyal giivenilirligini dogrudan etkileyebilecegi diistiniilmiistiir. gelE viriilens
geninin biyofilm olusumu {izerine etkisi ve agg2 geninin plazmitler vasitasiyla direngli
gen transferinde rol oynayabilecek olmasi nedeniyle patojeniteye etki edebilecegi

disiinilmustir.

Izolatlarin gesitli viriilens belirleyicileri igermesi ve klinik acidan énemli antibiyotikler
de dahil olmak (zere ¢ok gesitli antibiyotiklere karsi direng gelistirebilmesi gida ve
cevresel izolatlarin enterokokal kaynakli klinik enfeksiyonlarin  yayginligini

arttirabilecegini diisindiirmektedir.

Diinya genelinde saglikli ve giivenilir gidaya olan farkindalik ve ihtiya¢ glin gectikce
artmaktadir. Tiketici saghigin1 olumlu bir sekilde etkileyecek fonksiyonel Uriinlerin
Uretimi yayginlasmakta ve gida sektorti hizli bir sekilde biiyiimeye devam etmektedir.
Bunun yani sira gida giivenilirliginin saglanmasi ve tiiketici ilizerinde kisa ve uzun
vadede olumsuz etkilerin Onlenmesi amaciyla Urlnler potansiyel risk faktorleri
bakimindan da degerlendirilmekte ve tam anlamiyla saglikli ve giivenilir gida iiretimi

gerceklestirilmeye ¢alisilmaktadir.

Gidalarda enterokoklarin fonksiyonel kiiltiirler olarak kullanimimin yani sira, hastane
kaynakli enfeksiyon etmeni olan ve diren¢ genleri barindiran izolatlarinin gidalar
araciligi ile insanlara geg¢isi son yillarda 6nem kazanan bir arastirma konusu olmustur.

Bu nedenle gidalarda fonksiyonel kiiltiir olarak kullanilmak {izere segilecek olan
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enterokok izolatlarinin halk sagligi ve gida giivenligi yoniinden risk olusturmamasi
acisindan antibiyotik direng ve virulens Ozellikleri bakimindan degerlendirilmesi

gerektigi diigtiniilmektedir.

Bu c¢alismada elde edilen veriler kapsaminda, su Uriinlerinden elde edilen enterokok
izolatlarinin farkli gruplardan gesitli antibiyotiklere kars1 direng 6zellikleri gosterdigi ve
virlilens genlerinin bazilarini tasidigi tespit edilmistir. Su iirlinlerinde, yiiksek seviyede
diren¢ fenotiplerine sahip izolatlarin bulunmasi, mikrobiyolojik ve kimyasal kalitesi
uygun olmayan sucul ortamlardan tirtinlerin elde edildigini disiindiirmektedir. Cevresel
faktorlerin antibiyotik direng gelisimi {izerine etkisinin azaltilmasinin toplum sagliginin
korunmasi agisindan 6nemli bir noktadir. Bu baglamda hem insan hem de hayvanlarda
bilingli antibiyotik kullaniminin saglanmasi ve bu yolla direng faktorlerinin gevreye

yayiliminin 6nlenmesi gerekmektedir.
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