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OZET

Enterokoklar hastane kokenli enfeksiyonlarda siklikla izole edilen bakteriler olup
olusturduklar1 enfeksiyonlara karsi tedavi amacli kullanilan antibiyotiklere
gelistirdikleri direng sayesinde hastanelerin 6nemli sorunlari arasinda yer almaktadir.
Enterokoklarin en 6nemli virulans faktorleri arasinda hemolizin veya sitolizin (cyl),
jelatinaz (gelE), enterokokal yiizey proteini (esp), agregasyon faktorii, MSCRAMM
Ace, kapsiil hiicre duvart polisakkaritleri, lipoteikoik asit, siiperoksitler, seks

feromonlari, hyaluronidaz, Efa-A, AS-48 ve antibiyotik direnci bulunmaktadir.

Bu calismada enterokok izolatlarinda Onemli virulans faktérii  genlerin
mevcudiyetinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarma
gelen klinik ve silirveyans oOrneklerinin rutin incelenmesi sonucunda enterokok
oldugu belirlenen 200 izolat kullanildi. Bu suslar 91 (biri vankomisin direngli)
E.faecalis, 102 (66’s1 vankomisin direncli) E faecium, 5 E.gallinarum ve 2
E.avium’dan olugmaktaydi. Bu etkenlerden DNA izolasyonu ve esp, gelE ve cylB
genlerini spesifik primerler kullanarak amplifiye eden PCR analizi gerceklestirildi.
(Calisma sonuglarina gore esp, gelE ve cylB genleri sirasiyla toplam 167(% 84), 52
(%25,5) ve 33 (%16,5) izolatta belirlendi. Her ii¢ geni (esp, gelE, cy/B) ihtiva eden
izolat say1s1 11 (%5,5) olarak bulundu.

Caligma sonuglar1 arastirma kapsamindaki enterokoklarn klinik veya surveyans
orneklerinden izole edilme veya vankomisine direnglilik durumlar1 ayirt edilmeksizin
bliylikk bir bdliimiiniin  6nemli virulans potansiyeline sahip olduklarinin
gostermektedir. Bu durum, enterokoklarda basta esp, gelE ve cylB olmak lizere diger
virulans belirleyicilerinin de dikkatle izlenmesinin uygun kontrol ve miicadele

yontemleri i¢in gerekli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Enterokok, virulans, esp, gelE, cylB



ABSTRACT

Determination of esp, cylB and gelE virulence factor genes of Enterococcus
isolates

Enterococci, commonly isolates agent from hospital-acquired infections, have
growing consideration due to their increasing properties of antimicrobial resistance.
The important virulence factors of Enterococcus are hemolysis or cytolysin (cyl),
gelatinase (gel), enterococcal surface protein (esp), aggregation factor, MSCRAMM
ACE, capsule cell wall polysaccharides, lipoteichoic acid, superoxides, sex

pheromones, hyaluronidase, Ef-A, AS-48 and antibiotic resistance.

The present study aimed to analyze existence of virulence factor genes of
Enterococcus spp. isolates. For this purpose, 200 Enterococcus strains isolated from
surveillance and clinical samples in the Microbiology Laboratory of Canakkale
Onsekiz Mart University Hospital were used. These isolates consisted of 91 (one of
them is vancomycin resistant) E.faecalis, 102 (66 of them are vancomycin resistant)
E faecium, 5 E.gallinarum and 2 E.avium. DNA isolation and PCR using specific
primers were performed from these bacteria. The esp, gel/E and cylB genes were
determined in 167 (84%), 52 (25.5%) and 33 (16.5%) isolates, respectively. The 11

(5.5%) strains were found as containing all three virulence genes (esp, gelE, cylB).

These results show that majority of enterococcus isolates potentially have important
virulence factors unbound from isolation material as surveillance and clinical
samples and the status of antimicrobial resistance. This suggests that the monitoring
of virulence factors especially esp, gelE and cylB may be necessary for appropriate

control and preventive measures of enterococcal diseases.

Key Words: Enterococci, virulence, esp, gelE, cylB
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1. GIRIS VE AMAC

Eski caglardan beri enfeksiyonlar insanlarin ¢esitli tedavi segenekleriyle bas
etmeye calistigi problemlerden biridir. O zamanlarin ciddi sorunu olan sitma,
amebiyaz gibi hastaliklarin tedavisinde Sirasiyla kinin ve emetin gibi bazi boyalar ve
kimyasallar kullanilmistir. 1929 yilinda ilk defa isko¢ bakteriyolog Alexander
Fleming tarafindan gozlemlenen penisilin, 1940 yilinda da Chain ve Flarey
tarafindan Penicillium notatum'un salgilarindan elde edilmis ve birgok Oldiiriicti
hastaliga sebep olan mikroplara kars1 kullanilmistir. Penisilinin mikroplara karsi olan
oldiirticii etkisinin kesfedilmesi o zamanlarda saglik alaninda yeni bir cagin
olusmasina sebep olmustur. Ancak kesfedilen ilaglarin uzun siireli ve diizensiz
kullanimlar1 giiniimiizde tip alaminda hala savasmak zorunda kalman, ciddi
enfeksiyonlar olusturan mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi direng kazanarak

gelismesini tetiklemistir (Berzeg 2005).

Enterokoklar eski zamanlarda c¢ok fazla virulan kabul edilmemistir ancak
giiniimiizde enterokoklarin cansiz ortamlarda uzun siire canli kalabilmeleri ve ¢oklu
antibiyotik direnci gosterebilme gibi 6zelliklerinden dolay1 6zellikle hastanelerde
olmak tizere ciddi problemler olusturan mikroorganizmalar kategorisinde yerlerini
almalarina sebep olmustur. Enterokoklarin problemli bakteriler olarak bilinmesinde
antibiyotik direnci diginda virulans faktorlerinin de katkilar1 gozardi edilmemektedir.
Biyofilm olusturarak mikroorganizmanin bulundugu ortamdan kaldirilmasini
zorlastirma, bireyde kemik yikimima sebep 0lma gibi 6zelliklere sahip olan virulans
faktorleri de g6z Oniinde bulunduruldugunda virulans faktorlerinin enterokoklarin
patojenitesini arttirmakla kalmayip ciddi enfeksiyonlarin olusumunda basrol
oynadiklar1 apacik ortadadir. Iki-ii¢ virulans faktdriinii ayn1 anda igeren enterokok
bakterisinin patojenitesinin daha fazla oldugu bilinmekle birlikte bakterinin tek bir
virulans faktoriinii bile icermesinin tehlikesi yapilan ¢aligmalarla her gegen giin

kanitlanmaktadir (Keskin 2014).

Enterokokal enfeksiyonlarin, eskiden hastanin kendi florasindan kaynaklanan
endojen kokenli enfeksiyonlar olduguna dair diisiinceler vardi. Fakat son yillarda

yapilan ¢aligmalarla enterokoklarin sadece endojen kdkenli degil eksojen kokenli



olarak da kisiler arasinda yayilabilecegi gosterilmistir. Bu tanim 6zellikle direncli
enterokok tiirlerini kapsamakla birlikte onlar hastadan hastaya, veya kolonize hastane
personeli tarafindan hastalara bulasabilmekte, ve hastane i¢i veya hastaneler arasinda
yayilarak enfeksiyonlara sebep olabilmektedirler. Ozellikle Vankomisin direngli
enterokok (VRE) enfeksiyonu ve kolonizasyonu hastane enfeksiyonu agisindan
onemli bir sorunu teskil etmektedir. Yogun bakim iinitesi (YBU) gibi uzun siireli
yatiglarin oldugu, antibiyotik kullaniminin ve invazif girisimlerin fazla oldugu
yerlerde VRE kolonizasyonu riski daha fazladir. En 6nemli VRE rezervuari
gastrointestinal sistem (GiS)’inde VRE tasiyan hastalardir. Bu hastalarda
asemptomatik tasiyicilik olabilecegi i¢in siirveyans kiiltiirlerinin yapilmasi onerilir,

aksi takdirde tastyicilik gozden kagmaktadir (Karagéz 2005, Berzeg 2005).

Bu tez calismasinda enterokoklara bu denli ciddi enfeksiyonlar yapma
potansiyelini olusturan virulans genlerinden epidemiyolojik olarak mevcut verilerle
karsilastirilabilecek 0©zellikte olmalar1 nedenleriyle enterokokal yiizey proteini,
jelatinaz ve sitolizin virulans faktérlerinin arastirilmas: hedeflenmistir. Bu amagla
bunlar1 kodlayan genler olan esp, gelE ve cylB genlerinin 6zgiil bolgeleri amplifiye

edilerek etkenlerin bu genlere sahip olup olmadiklar1 belirlenmistir.

Klinik orneklerden ve rutin siirveyans ¢alismalarindan izole edilen etkenlerin
sahip oldugu virulans genlerinin belirlenmesi, 0 genin bakteriye kazandirmasi
muhtemel hastalik yapma giicii ve siddeti hakkinda bilgi sahibi olunmasma ve
boylece antibiyotiklere direng sorunu olan enterokoklar i¢in yapilabilecek miicadele

yontemlerine katki saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihgesi, simiflandirmasi ve epidemiyolojisi

Enterokoklar ilk zamanlarda streptokoklar grubu altinda “fekal orjinli
streptokoklar” olarak adlandirilmistir. Ilk enterokokal enfeksiyon 1899 yilinda
Fransa’da Thiercellin tarafindan yayimlanan bir makalede bildirilmistir. Makalede
enterokoklar i¢in “ciftli halde goriilen bakteriler veya insan gaitasinda kisa zincirler”
tanimlamasi yapilmistir. Ayni yil iginde Thomas Hastings ve William MacCallum
John Hopkins Hastanesi’nde yatan akut endokarditli bir hastada “Micrococcus
zymogenes” adini verdikleri direngli bir bakteri izole etmislerdir (Devriese, 2006).
Daha sonra Alexander Gordon, hayvan diskisi ile bulasik oldugu diisiiniilen sivi
besiyerinde fekal streptokok izole ettigini agiklamistir. Ayrica arastirici, lagim
sulariin bolca streptokok ihtiva ettigini bildirmis, bu sebeple de sularin kontamine
olup olmadigini arastirmada fekal streptokoklarin indikator olarak kullanilabilecegini

aciklamistir (Facklam ve Teixeria 1998).

1906 yilinda Harder ve Andrews, raffinozu fermente etmeyen ancak laktozu ve
mannitolii  fermente eden gaita kokenli organizmalari tamimlama amach
“Streptococcus faecalis” ismini kullanmiglardir. Orla-Jensen ise 1919 yilinda
S.faecalis’ten farkli fermentatif 6zelliklere sahip bir organizma izole etmis ve bu
organizmaya da “Streptococcus faecium” adin1 vermistir. Bu iki tiirin enterokoklarin

iki ana grubu oldugu ileriki ¢alismalarda agiga ¢ikmistir (Ulusoy ve ark. 2012).

1930°1u yillarda Lancefield, streptokoklar1 smiflandirmada kullanilan Lancefield
smiflandirmasma gore enterokoklar1 D grubu streptokoklar grubuna yerlestirmistir.
S.faecium’a benzeyen fakat ¢ok daha az fermentasyon 6zelligine sahip {iglincii bir tiir
olarak Streptococcus durans, Sherman ve Helen U.Wing tarafindan 1935 ve 1937

yillarinda tanimlanmigtir (Akg¢imen 2010).

1937-1938 yillar1 arasinda J.M.Sherman streptokoklarin yiiksek 1s1 derecesinde
(45C°), pH’1 9.6 olan ortamda veya %6.5 NaCl varliginda ireyebilme, %40 safra
varliginda eskulini hidrolize edip edememe gibi O6zellikleri baz alarak yaptigi
calismalarinda streptokoklar1 “Enterococcal grup” olarak tanimlamistir (Devriese
2006).



1967 yilinda R.H.Deibel ve S.S.Nowlan Enterococcal grubuna S.avium’u
eklemiglerdir. 1970 yilinda A.P.Kalina ise enterokokal streptokoklarin yeniden
diizenlenip onlara bir cins olusturulmasini ve fenotipik 6zellik ve hiicresel dizilimleri
gbéz Oninde bulundurularak S.faecium ve S.faecalis’in “Enterococcus” olarak
adlandirilmasint  Onermistir. Fakat arastiricinin = Onerisi  dikkate alinmayarak
enterokoklar, uzun yillar boyunca Lancefield smiflandirmasina goére D grubu
streptokoklar olarak kalmistir (Ak¢imen 2010).

1980’11 yillarm ortalarnda molekiiler yOntemlerin gelismesi ve bakteri
tanimlama alaninda basariyla uygulanmasi sonucu enterokoklarin ayri bir cins

oldugu belirlenmis ve “Enterococcus ” cinsi olarak adlandirilmistir (Karagéz 2005).

Bunlar1 takiben sonraki yillarda yapilan filogenetik analizler ve fenotipik
ozellikleri g6z oniinde bulundurularak enterokoklarin, Streptococcus ve Lactococcus
genuslarindan ¢ok Tetragenococcus ve Vagococcus genuslarma benzer oldugu

gosterilmistir (Ak¢imen 2010).

Yapilan gaz likit kromatografik yontemiyle, enterokoklarm uzun zincirli yag
asitlerinin yapilar1 incelenmis ve bunun sonucunda, Enterococcus solitaries’un
Tetragenococcus halophilus, Enterococcus seriolicida’nin ise Lactococcus garviae
oldugu ortaya ¢ikmustir. Enterococcus flavescens’in de Enterococcus casseliflavus ile
ayni tiir olduklar1 anlasilarak E.casseliflavus olarak adlandirilmiglardir (Topgu ve
ark. 2002).

16S rRNA gen sekans analizi, tiim hiicre protein profil analizi gibi tiplendirme
yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda enterokoklarm Firmicutes filumunda,
Bacilli sinifinda, Lactobacilles takimindan Enterococcaceae ailesinde yer aldigi
(Tablo 1) ve bugiine kadar en az 34 tiiriiniin var oldugu tespit edilmistir (Bilstrom

2008).



Tablo 1. Enterokoklarm siniflandirilmasi

Kingdom Bacteria

Divison Firmicutes

Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus

(Winn W, Stephan A, Janda W, Koneman E.W, Procop G, Koneman’s Color Atlas and
Textbook of Diagnostic Microbiology).
Belirlenen 34 tiir, biyokimyasal 6zellikleri goz 6niinde bulundurularak 5 gruba

ayrilir Bu tiirlerden bazilarinin gruplara gore dagilimi Tablo 2’de gosterilmistir

(Keskin 2014).

Grup 1: Sorboz, sorbitol ve mannitol sivi besiyerlerinde asit olustururlar, fakat
arjinini hidrolize etmezler. Bunlar: E.avium, E.gilvus, E.malodoratus, E.pallens,

E.pseudoavium, E.raffinosus, ve E.saccharolyticus.

Grup 2: Bu gruptakiler, sorbozdan asit olusturmazlar, sorbitollii s1v1 besiyerinde
reaksiyonlar1 degiskendir, mannitollii sivi besiyerinde asit olustururlar, arjinini

hidrolize ederler.

Grup 3: Sorboz, sorbitol ve mannitol sivi besiyerinde asit olusturmazlar.
Arjinini hidrolize ederler. D antijeni igermezler. E.faecalis ve E.faecium grup 2’de

yer almalarina ragmen, bu iki tlirlin mannitol negatif varyantlari ise grup 3’te yer alir.

Grup 4: Sorboz ve mannitol iceren sivi besiyerlerinde asit olusturmazlar,
arjinini hidrolize etmezler. Sorbitol iceren sivi besiyerinde ise E.cecorum asit

olusturur ancak E.sulfureus asit olusturmaz.

Grup 5: Sorboz igeren sivi besiyerinde asit olusturmazlar iken, sorbitollii sivi
besiyerindeki reaksiyonlar1 degiskendir. Mannitollii s1v1 besiyerinde asit olustururlar,

arjinini hidrolize etmezler.



Tablo 2. Bazi enterokok tiirlerinin gruplara gore ayrimi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
E.avium E.casseliflavus E.dispar E.asini E.canis
E.gilvus E.faecalis E.durans E.cecorum E.columbae
E.malodoratus E.faecium E.faecalis E.phoeniculicola  E.moraviensis
E.pallens E.gallinarum E.faecium E.sulfurens

E.pseudoavium E.haemoperoxidus E.hirae

E.raffinosus E.mundtii E.ratti

E.saccharolyticus E.villorum

Enterokoklar insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde normal flora
iiyesi olarak bulunmaktadir. Dogada ise toprak, su, bitki, bocekler, kuslar ve
memelilerde yaygin olarak bulunur. Cevre kosullarma dayanikli olmalarindan dolay1
hastane ortaminda ¢esitli cansiz nesneler {izerinde (yatak, steteskop, komidin gibi.)

uzun siire canliliklarini koruyabilirler (Altas 2002).

Son yillarda yapilan epidemiyolojik caligmalar, bu bakterilerin normal bagirsak
florasinda bulunmasmin hastadan hastaya, hatta hastaneler arasi yayilmada temel risk
faktorii oldugunu gostermistir. 1984 yilina ait Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)
verilerine gore, hastane enfeksiyonlarinin olusumundan sorumlu mikroorganizmalar
siralamasinda %210.4 oran ile enteokoklarin iigiincii sirada oldugu vurgulanmistir

(Cigekler-Tok 2006).

VRE
yogunlagsmustir. Bu agidan Avrupa iilkeleri ve ABD arasindaki farklilik dikkat

Enterokoklarm  epidemiyolojisinde = 6nemli  yaklasim izerine

¢ekicidir. Avrupa iilkelerinde VRE rezervuari genelde kanalizasyon sistemi ve
hayvanlar olarak diistiniiliiyorken ABD’de ise hastane disinda VRE enfeksiyonlari
sik goriilmemekte ve bu yiizden nozokomiyal bir sorun olarak kabul edilmektedir.
Bu epidemiyolojik farkliligin, glikopeptid antibiyotik olan avoparsinin kullanimiyla
baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Avoparsin Avrupa iilkelerinde hayvan yemlerine
kiimes hizlandirmasi

hayvanlarinin biliylime ve gelisimini icin katilan bir



antibiyotiktir. ABD’de ise avoparsin, hayvan yemlerinde kullanimi agisindan lisans
almis bir katki maddesi degildir bu sebeple kullanilmamaktadir. Ayrica ABD’deki
ciftlik hayvanlarinda yapilan siirveyans ¢aligmalarinda VRE saptanmamistir. Bu
sebeple Avrupa iilkelerinde avoparsin yasaklanmigs ve VRE enfeksiyonlarinda

azalma oldugu gorilmiistiir (Giiltekin 2014).

Arastirmalar ABD’deki en 6nemli VRE rezervuarinin hastanedeki hastalarin
GIS kolonizasyonu oldugunu géstermistir. VRE ile kolonize olan hastalar siklikla
asemptomatiktir, bu sebeple yiiksek risk grubuna girerler. Yiiksek risk grubundan
alinan siirveyans kiiltiirleri ile kolonizasyonun saptanmasi miimkiindiir. Ayrica VRE
ile kolonize veya enfekte olmus olan hastalarin odalarindaki cansiz yiizeyler ve ortak
kullanima agik tibbi aletler gibi malzemeler siklikla kontamine olur ve 6nemli bir

VRE rezervuarini olusturur (Alp ve Sardan 2008).

VRE ilk kez 1988 yilinda Fransa (Leclerg ve ark. 1988) ve Ingiltere’den (Uttley
ve ark. 1988) bildirilmistir. Bunu ABD ve diger Avrupa iilkelerindeki olgular

izlemistir. Bunlar1 takiben VRE enfeksiyonlar1 hizla yayilmistir.

The National Nosocomial Infection Surveillance System (NNIS) tarafindan
yayimlanan rapora gore; 1989-1993 yillar1 arasindaki nazokomiyal VRE olgular1 ilk
baglarda %0,3 iken, %7,9’a yiikselmistir. Bu oran yogun bakim iinitelerinde
%0,4’ten %13,6’ya dogru ciddi bir artisa gecmistir. 2000 yillarina gelindiginde ise
yogun bakim {initeleri ve normal servislerde VRE enfeksiyonlart %25°1 agmustur.
Yine NNIS’nin yayimina gore, eriskin hastalarda olusan idrar yolu ve yara
enfeksiyonlarinda ikinci ve bakteriyemi olusumunda da tiglincii siklikta izole edilen

bakterilerin enterokoklar oldugu gosterilmistir (Robert C. ve Moellering R.C. 2005).

Werner ve arkadaslarinin 2008 yilinda yayinlanan makalelerinde belirttikleri
European Antimicrobial Surveillance Systems (EARSS) verilerine gore; 1998 yilinda
bakteriyemiden sorumlu E.faecium izolatlar1 arasindaki vankomisin direng oranlari
Italya’da %10 iken, Ingiltere’de %24 olarak belirlenmistir. EARSS’in 2007 yilindaki
verilerine gelindiginde ise, VRE oran1 %45’in lizerine ¢ikan iilkeler Portekiz,
Yunanistan ve Giliney Avrupa iilkeleri iken, %]1’lik oranla en diisik VRE
insidansmin Iskandinav iilkelerinde oldugu gosterilmistir. Diger taraftan Almanya

EARSS verilerinde VR E.faecalis orant hem 2001 hem 2007 yilanda %1’in altinda



kalmisken, vankomisin direngli (VR) E.faecium orani1 2001 yilinda %1, 2007 yilinda
ise %15’e ¢ikmistir. Fransa’da ise glikopeptid grubu antibiyotiklere direng gosteren
E.faecium oran1 2005 yilinda %35 olarak bildirilmistir. 2007 yilinda yayimlanan
Ingiltere verilerine bakildiginda bakteriyemi enfeksiyonlarindaki VRE orani %8,5-

12,5 arasinda bulunmustur.

Tiirkiye’de ise ilk VR E.faecium susu Vural ve arkadaslar1 (Aktas ve Derbentli,
2009) tarafindan Akdeniz Universitesi’nden bildirilmistir. Sus, bronkopulmoner
enfeksiyonu olan bir bebekten alinan plevra siviSindan izole edilmistir. Bunu ayni yil

icinde yapilan bildirimler takip etmistir (Aktas ve Derbentli 2009).

Enterokoklar ve VRE’ler ile olusan hastane kokenli enfeksiyonlarin risk
faktorleri detayli arastirilmistir (Tasbakan 2010, Celebi 2008). Bunlar arasinda
demografik risk faktorleri olarak hastanede yatis siiresi, VRE ile kolonize veya
enfekte olan hastanin yakininda bulunmasi, VRE ile kolonize veya enfekte olan
hastayla ilgilenen hemsireden bakim alinmasi ve VRE ile kontamine olmus olan
aletlerle temas diistiniilmiistiir. Antimikrobiklerle ilgili faktorler agisindan kullanilan
antibiyotikler (vankomisin, 3.kusak sefalosporin, kinolon, anti-anaerob antibiyotik,
aztreonam), antibiyotik tedavisinin miktar1 ve siiresi Ve Operasyon Oncesi bagirsak
hazirhig1 distiniilmiistiir. Altta yatan bir baska hastalikla ilgili risk faktorleri ise yakin
zamanda ameliyat gecirmis olmak, immunsiipresyon veya organ alicis1 olmak,
yiiksek APACHE 1I skoruna sahip olmak, bobrek yetmezligi, hepatobiliyer hastalik,
Clostridium difficile’e baglh kolit ve enteral beslenme seklindedir (Tasbakan 2010).

2.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterokoklar insanlarin GIS’inde, bitkilerde, boceklerde, diski ile kontamine
olmus olan toprak, yiyecek ve sularda bulunur. Enterokoklar igme sularinda fekal
kontaminasyonun gosterilmesinde indikatoér olarak kullanilirlar. Ayrica laktik asit
tirettiklerinden dolay1 peynirlerde baslatici olarak da kullanilmaktadirlar. Bu sebeple,
peynirlerden, et iiriinlerinden ve diger baz1 yiyeceklerden izole edilebilirler. insan
diskisinda cogunlukla E.faecalis (10°-10" CFU/gr), hastane ortaminda ise E.faecium
(10%-10° CFU/gr) izole edilme orami daha fazladir. Bu oranlar gesitli faktdrlerin
etkisine bagli olarak degisiklik gosterebilirler (Ural 1998, Akdemir 2010).



2.2.1. Hiicre Duvar ve Antijenik Yapisi

Enterokoklarmn hiicre duvari li¢ bilesenden olusmaktadir. Bunlar; peptidoglikan,
teikoik asit ve polisakkaritlerdir. Peptidoglikan polimerleri glikan zincirler ve bu
zincirlere baglanan L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala kisa yapili pentapeptitlerden
olusmaktadir. Pentapeptitler komsu peptitlerle ¢apraz baglanma yaparlar. Bu yap1
hiicre duvarinin %40’1in1 olusturmaktadir. Bunun disinda kalanlar teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Teikoik asit ribitol, polisakkaritler de ramnoz igermektedir.
Peptidoglikan disindaki yardimci polimerlerin yapisi hala bilinmemektedir (Onciil
2010).

Lipoteikoik asit (LTA)’in antijenik &zellikleri géz Oniinde bulundurularak
enterokoklarin serolojik tiplendirilmesi yapilmaktadir. LTA icerdigi <’D antijeni’’ ile
enterokoklarm D grubu enterokoklar olarak gruplandirilmasini saglamistir. D antijeni
yliksek oranda glukoz icermektedir ve poligliserolfosfatin teikoik asit polimeridir

(Murray 1990, Kasaroglu 2013).

Polisakkarid kapsiilii

E.faecalis tiirii antijeni.._
(Rhamnopolysaccharide)

Teikoik asit

™

Lipoteikoik asit __
(D grubu antijen)

Sekil 1. E.faecalis’in hiicre duvarindaki polimerlerin sematik sekli (Ak¢imen 2010).
2.2.2. Ureme ve Fizyolojisi

Enterokoklar gram pozitif, katalaz negatif (baz1 tiirleri “pseudo catalase” denen
yalanci pozitiflik gosterebilir), ve hareketsiz yapida (E.casseliflavus ve E.gallinarum

hari¢) olup mikroskopisinde tek tek veya c¢ift ya da kisa zincirler halinde goriilen
koklardir (Sedgley ve ark. 2005).



Fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir. Optimal iireme 1silart 10-45C
arasinda, optimal pH’lar1 ise 7.2 + 0.2°dir. Koyun kanli agarda 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan 1-2mm ¢apinda, beyaz-gri, diizgiin yiizeyli, alfa, beta, veya
non-hemolitik koloniler olustururlar. Koloni tipleri streptokoklara benzer ancak
genelde streptokoklardan daha biiyiiktiir. Buna ragmen morfolojik olarak

streptokoklardan ayirmak giictiir (Ak¢imen 2010).

E.faecalis’lerin bir kismi insan, tavsan ve at kami agarda [-hemoliz
olusturabilirken koyun kanli agarda hemoliz olusturmazlar. Fakat bazi1 E.durans
tiirleri tiim kanlh agarlarda B-hemoliz olustururlar. Bunlarin disinda diger enterokok
tirlerinin tamami a-hemolitik veya non-hemolitiktir. o-hemoliz yapan suslar
gercekte non-hemolitiktirler ve peroksit iiretirler. Besiyerinde olusan yesil renk -
toksin tretimi sonucu degil, eritrositlerdeki peroksitin etkisiyle olugmaktadir.
E.casseliflavus, E.gilvus, E.mundtii, E.pallens ve E.sulfureus ise kanli agarda sar1

pigment olustururlar (Winn ve ark. 2006).

Enterokoklar yiiksek 1s1, tuz ve safra tuzlarini tolere ederler, %6,5 NaCl ve %40
safra tuzu varhiginda tiremeye devam ederler. Eskulini hidrolize etme O6zellikleri
vardir, dolayisiyla Bile esculin agar (BEA)’da rahatlikla iirerler. E.cecorum,
E.columbae, E.pallens ve E.saccharolyticus disinda birgok tiirii Pyrolidonyl
arilamidase (PYRase) iireterek Pyrolidonyl-B- naphthylamide (PYR)’i hidrolize
ederler. Ayrica tiim suslar1 Leucine aminopeptidase (LAPase) aktivitesine sahiptir ve
leucine B-naphthylamide (LAP)’i hidrolize ederler (Bilgehan 2002, Basustaoglu
2010).

Enterokoklarla birlikte gram negatif bakterileri de ihtiva eden karisik
orneklerden enterokoklar1 izole edebilmek i¢in segici besiyerleri kullanilir. Bunlar;
azid igeren Bile esculin acid (BEA) agar, Enteroccocosel agar, Columbia-colistin-
nalidixic acid agar (CNA) ve Phenylethyl alcohol agar (PEA)’dir. Koloni rengi seg¢ici
besiyerlerinin icerdikleri kimyasal maddelere gore degisiklik gdsterebilir. Ornek
olarak BEA agar eskulin i¢erdigi i¢in enterokok kolonileri siyah halka ile ¢evrilmis,
gri-beyaz koloniler tipinde goriiliirken, tetrazolium tuzlarini igeren agarda kolonilerin

ortasinda tugla kirmizisi rengi olusur (Korten 2002, Murray ve ark. 2010).
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Enterokoklar metabolik faaliyetlerini devam ettirebilmek i¢in B1, B6 ve B12
vitaminlerine, bir karbon kaynagina ve niikleik asit bazlarina gereksinimleri vardur.
Bazi tiirler ¢ogalmalar1 igin arjinin, glutamat, glisin, 16sin ve valin-e ihtiyag
duyarken, E.faecalis histidin, izolosin, metionin ve triptofan-a ihtiyag duymaktadir.
Bazi tiirlerin ise bu aminoasitlerin hicbirine gereksinimleri yoktur (Svec ve ark.

2001).

Enterokoklar porfirin prekiirsorleri sentezleyemedikleri i¢in sitokrom enzimleri
eksprese olmaz ve bu yiizden katalaz negatiftirler. Baz1 E.feacalis’ler kanli agarda
iretildiginde zayif sitokrom aktivitesi gosterebilir ve zayif katalaz pozitiflige sebep
olabilirler. Bunun disinda E.haemoperoxidus tiirlerinde katalaz pozitiflik
saptanmistir. Suslarin hicbiri gaz olusturmaz, hepsi homofermentiftir ve glukoz

fermentasyonunda son iirtinleri laktik asittir (Svec ve ark. 2001, Ak¢imen 2010).
2.2.3. Boyanma ve Goriiniimii

Anilin boyalarla kolayca boyanirlar, gram pozitiftirler. 0,5-1pm ¢apinda, tek tek
veya cift halde kisa zincirler olusturmus yuvarlak, kokobasil, oval sekillerde
goriilebilirler. Kat1 besiyerinden hazirlanan preparatlarda bakteriler kok veya
kokobasil seklinde goriiliirken, sivi besiyerinden hazirlanan preparatlarda genelde
diplokok veya kisa zincirler olusturmus olan oval koklar goriilmektedir.

E.casseliflavus ve E.gallinarum disindaki tiirleri hareketsiz yapidadir (Akan 2004).

Q"\-’“.— 'T-
> )%

Sekil 2. Enterokoklarm gram boyama sonucu mikroskopta goriintiisii (Saymer 2008).
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2.2.4. Genom ve Genetik Bilgi Transferi

Enterokoklar genlerinin ¢ogunu cesitli tiirlerden, Ozellikle Streptococcus ve
Staphylococcus cinsleri ile olusan lateral gen transferleriyle kazanmiglardir. ABD’de
bulunan The Insttitute of Genomic Research (TIGR) ve Joint Genomic Institute of
the Department of Energy laboratuvarlarinda hastanclerde sik¢a izole edilen ve
enfeksiyonlara sebep olan E.faecalis, E.faecalis V583, ve E.faecium, E.faecium
ATCC BAA-472 suglarinin gen dizi analizleri iizerine ¢aligmalar yapilmis ve tam
genom dizi analizleri belirlenmistir. Enterokoklarin G+C bakimindan igerikleri %37-

%45 arasinda bulunmustur (Tendolkar ve ark. 2003).

E.faecalis V583 susu VanB fenotipi gosteren ilk VRE susudur. Bu susun baz
cifti (bg) 3 218 031 uzunlugundadir ve ti¢ 182 ORF (a¢ik okuma penceresi) bolgesine
sahiptir. E.faecalis V583 genomu mobil ya da eksojen gen olarak kazanilmis olan
DNA dizilerinden olusur. Bu diziler genomun %25 ini olusturmaktadir. Kazanilan bu
mobil elementler integre plazmid genleri, patojenite adalari, konjugatif ve kompozit
transpozonlar, faj bolgeleri ve ¢ok sayida insersiyon dizilerinden olusmaktadir. Bu
mobil elementlerin sus tarafindan kazanimi ilag direncinin susta olugsmasina ve diger
suslara yayilimina katki saglamaktadir. Kromozomda DNA disinda E.faecalis V583
susu li¢ tip plazmid de icermektedir. G+C oran1 %34 civarinda olan bu plazmidlerin

biiyiikliikleri 66 320 bp, 57 660 bp ve 17 963 b¢’dir (Shankar ve ark. 2006).

E.faecium genomu ise 2 928 706 bp biyiikligindedir. 3 309 ORF igeren
genomun G+C orami %37,8°dir. Enterokok tiirlerinin ¢ogu antibiyotiklere dogal
direnglilik gostermektedir. Plazmid ve transpozonlar araciligi ile kazanilan bu
direncin diger bazi suslara da aktarilmasi ¢oklu antibiyotik direncinin olugmasini
saglamistir. Vankomisine diren¢ genleri plazmidlerde kodlanmaktadir. Direng
genlerinin plazmidlerle laboratuvar ortaminda S.aureus suslarina basariyla
aktarilmasi, dogada vankomisine direncli S.aureus suslarinin olusabilecegi

korkusunu yaratmistir (Ak¢imen 2010).

Vankomisin  glikopeptit  antibiyotikler  grubundadir.  1950’li  yillarda
Streptomyces orientalis bakterisinden elde edilen bu antibiyotik denendigi tim
stafilokoklarin Glimiine yol agtigi i¢in “yenen” anlamini tasiyan ‘“‘vanquish”

kelimesinden adin1 almistir. 1 448 dalton biiytikliigiinde karmasik bir molekiil olan
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vankomisinin yapist ancak 1970 yilinda netlik kazanmistir. Yapi iki-beta
hidroksiklorotiazin, {i¢ fenilglisin, bir N-metillisin ve bir aspartik asit amidinin
olusturdugu yedi alt {nitli peptid zinciri ve bu zincire baglanan glikoz ve

vankozaminin olusturdugu bir disakkaridden olugmaktadir (Murrey 1997).

Vankomisin gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan sahip oldugu molekiil
biiyiikliigii yiiziinden gegemedigi i¢in gram negatiflere etkisizdirler yani gram
negatifler vankomisine intrinsik (dogal) direnglidirler. Bunun disinda vankomisinin
hemen hemen tiim gram pozitif aerob ve anaerob bakterilere karsi etkili oldugu
gosterilmistir. Vankomisin bu bakterilerin peptidoglikan sentezi sirasinda N-asetil
glikozamin-N-asetil muramik asit disakkaridindeki muramik aside bagli olan
pentapeptid zincirinin sonunda bulunan D-alanil-D-alanil dipeptidine baglanarak etki
ederler. Bu baglanma sonucu peptidoglikan sentezi i¢cin gerekli olan transpeptidasyon
ve transglikolizasyon asamalar1 engellenmis olur. Tim bu asamalarin sonucunda
hiicre duvar1 sentezi engellenerek bakterinin lize olmasi saglanir (Aktas ve Derbentli

2009).

Enterokoklarda intrinsik (dogal) ve ekstrensek (kazanilmis) olarak iki tip direng
s6z konusudur. Ila¢ direnci veya virulansla ilgili genlerin tasinmasinda ¢ok sayida
plazmid, patojenite adasi, insersiyon dizileri, faj bdlgesi ve transpozonlar rol
almaktadir. Genetik bilgi transferiyle ilgili li¢ tip plazmid tanimlanmistir. Bunlar
Feromon-responsive plazmid, Inc18 plazmid ve Rolling circle replicating plasmid
(RCR)’dir. Bunlardan feromon-responsive plazmidin replikasyonu sadece enterokok
tirleriyle 6zellikle E.faecalis susuyla smirliyken, Inc18 ve RCR plazmidleri pek ¢ok
tiirde replike olabilmektedir (Coleri ve Cokmiis 2008).

Plazmid igermeyen alic1 suslar feromon ile plazmid aktarimini gerceklestirirler.
Plazmidi bulunmayan alic1 sus ekstraseliiler feromon sentezler. Buna tepki olarak
verici sus proteindz bir madde salgilar. Bu madde verici susta agregasyon faktor
(AF) tarafindan salgilanir. Bundan sonra AF alic1 hiicrenin yiizey kismina baglanir
ve alic1 ile verici hiicrenin yakinlagmasi saglanir. Yakimnlagsma sonucu plazmid
degisimi gerceklesmis olur. Feromon araciligi ile yapilan bu transfer, plazmid

gecisini 10°-10° kat arttirmaktadir (Coleri ve Cokmiis 2008).
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Feromonlar diginda enterokoklar konjugatif transpozonlar aracilig1 ile de genetik
bilgi transferi yapabilirler. Transpozonlar siklikla eritromisin, gentamisin, kanamisin
ve tetrasiklin gibi aminoglikozidik antimikrobiyal ilaglara karsi direng genlerini
tasirlar. Ornek olarak E.faecalis’lerde tetrasiklin direnci konjugatif transpozon
Tn916, vankomisin direncini kodlayan VanA genleri Tn1546, VanB operonu ise
Tnl547, Tnl549 ve Tn5382 tarafindan taginmaktadir. Ayrica yiiksek diizey
gentamisin direncinden sorumlu olan aac(6’) leaph(2°’”) Ia geni de Tn5281 tarafindan
kodlanmaktadir (Cigekler-Tok 2006).

Transpozonlar ¢cok genis konak spektrumuna sahiptirler. Enterokoklar disinda
streptokoklar, laktokoklar ve diger gram pozitif bakterilerde de bulunurlar (Ulusoy
ve ark. 2006, Singh ve ark. 2006).

Tablo 3. E.faecalis suslarinda bazi tip transpozonlarin kodladig1 bolgeler

Tn 916 Tetrasiklin direnci
Tnl546 VanA gen kiimesi
Tnl547 VanB operonu

Tn1549 VanB operonu

Tn5382 VanB operonu

Tn5281 aac(6’) leaph(2’) Ia geni

2.3. Identifikasyon

Hastane enfeksiyonlarinda Onemli sorun olan enterokoklarin siirveyansinin
diizenli olarak gerceklestirilmesi gerekmektedir. Etkenlerin identifikasyonunun ve
antibiyotik duyarliliklarinin erken ve dogru bir sekilde verilmesi kontrol dnlemlerinin
erken donemde alinabilmesini ve yayilimin sinirlanmasini saglayabilmektedir. Suglar
arasindaki klonal iligkinin molekiiler yontemlerle ortaya konmast da enfeksiyonun
kontrolii ve takibi agisindan 6nem tasimaktadir. Vankomisine direng mekanizmalar1
ile artan direngli enterokoklarm tiir tayininin yapilmasi, virulans genlerinin

aragtirtlmasi; virulansmi saglayan bu yapilarm inaktive edilmesi, yeni tedavi
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protokollerinin ve almacak enfeksiyon onlemlerinin gelistirilmesine yararli katkilar

saglayacaktir (Ustacelebi 1999).

Biyokimyasal testler ve antibiyotik duyarlilik testleri gibi fenotipik testlerin
kisitli sayida enterokok tayin etmeleri, ig ylikii, ekonomik maliyetinin yiiksek olmasi,
farkli ozelliklerin ortaya ¢ikarilmasi icin ¢esitli modifikasyonlar gerekliligi ve
duyarliliklarinin PCR yontemlerine gore daha diisiik olmasi gibi dezavantajlari
vardir. Ancak bunlara ragmen bile fenotipik yontemlerin yararsiz oldugunu sdylemek

miimkiin degildir (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

Diger taraftan niikleik asit amplifikasyon yontemlerinin enterokoklarmn virulans
karakterizasyonunda kullanim1 fenotipik yotemlere gore daha duyarli, hizli ve
biyogiivenlikli olmakla birlikte ayn1 anda birden fazla tiirii tayin etme gibi 6zelliklere
sahiptir ve fenotipik yontemlere istinaden tavsiye edilmektedir. Bircok avantajina
ragmen gelismis laboratuvarlar disinda bir¢ok laboratuvar PCR’in zaman alic1 ve
pahali bir yontem oldugunu savunmaktadir. Ek olarak altyap: yetersizlikleri,
standardizasyonun olmayis1 gibi sebepler yiiziinden genotipik yontemler ¢ok fazla
kullanim alan1 bulamamiglardir. Ancak tiim bunlara ragmen gelecek vaad eden

yontemler arasinda yerini almistir (Yerlikaya 2014).

Fenotipik metodlara kiyasla daha giivenilir sonuglar veren genotipik metodlarin

en dnemli avantajlar1 ise sunlardir (Cetinkaya ve Ayhan 2012):

e Giiclii ayrim yetenegine sahiptirler, tiim farkli polimorfik 6zellikleri ortaya
koyarlar

e Basit, ucuz, hizli ve duyarli yontemlerdir

e Standardize edildikleri zaman stabil karakterlerdir

e Benzer solusyonlar ve prosediirler kullanilarak bakteriler disinda viris,

mantar ve parazitler gibi farkli mikroorganizma tiirleri i¢in kullanilabilirler
2.3.1. Cins Diizeyinde Siiflandirma

Koloni tipi ve gram boyama mikroskopisi g6z oniinde bulundurularak enterokok
oldugu siiphelenilen bakteri kolonisi rutinde belirli testlere tabi tutularak enterokok

olduguna dair onaylama asamalarma gidilir (Sekil 3).
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Sipheli kolonilere KATATAZ testi vapilir.

Klatalaz testi negatif veya zayif
pozitif ise,

PYE. safra eskulin hidrolizi testi ve %26.5 NaCl
ile 45°C’de iireme testi yapilir.

PYE, safra eskulin hidrolizi testi pozitif
ve %83 NaClile 43 °C" de iireme varsa,

Enierococcus spp. olarak rapor edilir.
Sonrasinda tiir ayrmu igin diger bazm bivolkimyasal
ve fenotipik bazls testlerden vararlanilsr

Sekil 3. Enterokoklarin tanimlanmasinda izlenmesi gereken asamalar
a) Katalaz Testi:

Acrob ve fakiiltatif anaerob bakterilerin ¢ogu aerobik solunumun son {iriini
olarak H,O; olustururlar. H,O,’in {ireme ortaminda birikmesi mikroorganizmalar i¢in
toksik etkili oldugundan bazi organizmalar bunu 6nlemek amaciyla katalaz enzimini
iretirler. Tim enterokoklar katalaz negatiftirler. Bazi durumlarda zayif da olsa

yalanci pozitiflik gosterebilirler (Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 2014).
b) Optokin duyarlilik testi:

Optokin kinin derivesidir. Genelde pnomokoklar1 enterokoklar da dahil olmak
iizere streptokoklardan ayirmada kullanilir. Pndmokoklar optokinin diisiik
konsantrasyonlarma bile duyarliyken enterokoklar ve streptokoklar (S.oralis, S.mitis
ve S.pseudopneumoniae harig) direnglidirler. Kanli agara 0,5 McFarland
bulanikligindaki koloni ekimi ve 24 saatlik inkiibasyon souncunda diskin etrafinda
ireme olmasi European Centre for Disease Prevention and Control (EUAST)

rehberine gore direngli olarak kabul edilmektedir (Tasova 2004).
C) Basitrasin duyarlilik testi:

Basitrasin Bacillus subtilis bakterisinin bazi suslar1 tarafindan iretilmistir. Bu
antibiyotik bircok gram pozitif bakteriye karsi etkilidir. Basitrasin testi, enterokoklar
ile Grup A B-hemolitik streptokoklarm ayriminda kullanilir. Grup A B-hemolitik
streptokoklar basitrasine duyarliyken enterokoklar direnglidirler. Kanli agara 0,5Mc
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Farland bulanikligindaki koloni ekimi ve 24 saatlik inkiibasyon sunucunda diskin

etrafinda iireme olmasi EUCAST rehberine gore direncgli olarak kabul edilmektedir

(Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 2014).
d) PYR hidroliz testi:

Bazi bakteriler PYRase enzimi iiretirler. PYR maddesi de bu enzimin
saptanmasinda substrat olarak rol oynar. PYR maddesinin potansiyel karsinojen
oldugu saptanmistir. Bu sebeple artik giinlimiizde substratin laboratuvarda
hazirlanmas1 yerine piyasada yaygin olarak bulunan hazir ticari Kkitler
kullanilmaktadir. Bu kitler substrat emdirilmis PYR diskleri igerir. Bazi kitlerde ise
stvi substrat emdirilmistir (Ergin ve ark. 1995, Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1
2015).

e) Safra-Eskulin hidroliz testi:

Bu test i¢in kullanilan safra-eskulin besiyeri hem segici hem aywt edici bir
besiyeridir. Safra se¢icilik 6zellik kazandirirken, eskulin hidrolizi ayirt edici 6zelligi
gosterir. Safra varliginda tireyen bazi organizmalar eskulini hidrolize eden enzimlere
sahiptirler. Safra-eskulin testi 6zellikle enterokoklar1 ve Streptococcus bovis grubu
bakterileri diger streptokoklardan ayirmada kullanilir. Her iki cins de eskulini
hidrolize ederler (Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 2015).

f) Isi-Tuz tolerans testi:

Cesitli organizmalarin, enterokoklar da dahil olmak iizere degisik NaCl
konsantasyonlarinda tireme potansiyelleri tamimlamada kullanilan 6zellikler
arasindadir. %6,5 NaCl’de iireme testi enterokoklar1 diger streptokoklardan ayirmada
kullanilir ve PYR testinin alternatifi olarak kabul edilmektedir. Bu amacla kullanilan
tuz tolerans besiyeri kalp infiizyonu, glikoz ve %6,5 NaCl igerir; indikator olarak ise
bromkrezol moru bulunmaktadir. Tuz tolerans testi eskulin testi ile enterokoklar1
grup D streptokok tiirleri olan Streptococcus bovis ve Streptococcus equinus’dan
ayirt etmede kullamlir. Tuz testi disinda enterokoklar 45°C gibi yiiksek 1sida da
iireme yetenegine sahiptirler (Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 2015).
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g) Streptokok grup testi:

Enterokoklar D grubu streptokoklar i¢inde yer alir. Bu sebeple Lancefield A, B,
C, D, F, ve G smiflandirmasinda ticari olarak temin edilen grup antijenleri ile
tanimlanabilirler. Testin uygulanmasi ve sonucunun okunmasi iiretici firmanin
onerdigi sekilde yapilmalidir. Pediococcus, Leuconostoc ve bazi Vagococcus tiirleri
de grup D antijeni ile reaksiyon verebileceginden dolay1 capraz reaksiyonlar
goriilebilmektedir. Bu yiizden antijen testinin bir diger testle teyit edilmesi
gerekmektedir (Bilgehan 1990).

2.3.2. Tiir Diizeyinde Siniflandirma

Enterokoklarm tiir diizeyinde smiflandirilmasi esas olarak niikleik asit dizilimi
ile yapilmaktadir. Bu yontem zaman alict ve pahali bir yontem oldugundan
karbonhidrat fementasyon testleri, biyokimyasal testler, antibiyotik duyarlilik
profilleri gibi fenotipik testlerden yararlanilarak tiir tanimi yapilabilmektedir.
Bahsedilen testler disinda ticari olarak temin edilebilen kromojenik agar besiyerleri
de tiir tanimlama ve vankomisin direncini tayin etmede kullanilabilmektedir (Arda

2011).
a) Antibiyotik duyarlilik profilleri:

Hastane enfeksiyonlarinda siklikla izole edilen E.faecium ve E.faecalis
suslarmin ayriminda antibiyotik duyarlilik profillerinden faydalanilir. E.faecium
ampisiline dogal direngli, kinupristin-dalfopristine duyarl iken E.faecalis ampisiline
duyarly, kinupristin-dalfopristine dogal direnglidir. E.faecalis suslarinda ampisiline
dogal direnclilik yoktur (Altas 2002).

b) Biyotiplendirme:

Biyotipleme mikroorganizmanin karbonhidrat fermentasyon o6zelligi, enzim
aktiviteleri, enerji metabolizmas1 gibi fizyolojik ve metabolik o6zelliklerinin
arastirilmast durumudur. Bu amagla bir-¢ok yar1 otomatize veya tam otomatize
sistemler gelistirilmistir. Ornek olarak 1989 yilinda Facklam ve Collins 20 temel
fenotip 6zelligi test eden identifikasyon sistemleri gelistirmislerdir. Bunlar1 takiben
farkli arastiricilar farkl sistemler gelistirse de son olarak digerlerine gore daha az

saylda yani dokuz fenotipik oOzelligi test eden identifikasyon sistemi Day ve
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arkadaglar1 (Ak¢imen 2010) tarafindan 2001 yilinda E.faecalis ve E.faecium’u

ayirma amagclt geligtirilmistir.

APl 20S ve API Rapid ID32 STREP gibi yar1 otomatize sistemler yansira,
VITEK sisteminin gram pozitif tanimlama sistemi (BioMerieux, Fransa) sik

kullanilan tam otomatize tanimlama yontemidir (Day ve ark. 2001).
2.3.3. Molekiiler Testler

Rutin laboratuvar incelemelerinde fenotipik testler hala kullanilmakta olup
giiniimiizde artik molekiiler teknikler ilizerine arastirmalar yapilmaktadir. Niikleik
asitler gibi hedef bolge bazli molekiiler yontemler izolatin karakterizasyonunu ortaya
cikararak tam olarak klonal diizeyde ayrimini saglamaktadir (Son ve ark. 1999,
Akgimen 2010).

a) Restriksiyon enzim analizi (REA) bazli teknikler:
e Ribotipleme
e Plasmid DNA profil analizi
e Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

b) Niikleik asit amplifikasyonu bazli teknikler:

e PCR bazli teknikler

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)
e Intergenic rRNA Spacer PCR (ITS-PCR)
e Random Amplification of Polymorphic DNA PCR (RAPD-PCR)
e Repetitif PCR (Rep-PCR)
e Specific and Random Amplified PCR (SARA-PCR)
e Diger amplifikasyon bazl teknikler
c) Dizi analizi teknikleri:
e Parsiyel dizi analizi

e Multilocus sequence typing (MLST)
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2.3.3.1. REA Bazh Teknikler

Bu yontemde mikroorganizmalarin izole edilen DNA’lar1 uygun bir veya birkag
restriksiyon enzimi tarafindan kesilir ve elde edilen DNA fragmanlari agaroz jelde
bant biiytikliiklerine gore ayristirilarak tiplendirilir. 1998 yilinda Savor ve arkadaslar1
tarafindan yapilan bir arastrmada klinik 6rneklerden izole edilen E.faecium suslari
REA ve PFGE yontemleri ile incelenmis ve sonug olarak her iki yontemin de ideal

olmadigini belirtmistir (Ak¢imen 2010).
a) Ribotipleme:

Mikroorganizmalarin 16S, 23S ve 5S rRNA genleri arasinda spacer bolgeleri
bulunur. Bu yontem rRNA operonundaki farkli biiytikliiklere sahip spacer bolgelerini
hedef alir. Goriintiileme asamasinda suslarin ¢cok sayida spacer bolgesi igermesinden
kaynakli olarak ¢ok sayida bant elde edilir. Bu yontem E.faecium, Listeria
monocytogenes ve Enterobakterlerin tiplendirilmesinde kullanilir. Ancak E.faecium
en az 4 farkh tipte intergenik spacer icerdigi i¢in bu yontemin E.faecium

tiplendirilmesinde ideal olmadigi kanisina varilmistir (Singh ve ark. 2006).
b) Plazmid DNA profil analizi:

Bu yontemde plazmid DNA izole edildikten sonra ilk asama olarak REA veya
PFGE gibi spesifik bir enzimle muamele edilir ardindan agaroz jelde molekiiler
agirliklarina gore ayristirilip tiplendirilir. Yontemin en 6nemli dezavantajlarindan
biri ise plazmidlerin fermentasyon veya diger islemler sirasinda kaybolabilme

ihtimali ve konjugatif transfer ile yeniden diizenlenebilme ihtimalidir (Arda 2011).

c) PFGE:

PFGE yontemi REA’ndekine benzerdir. Ancak REA’de genomda bilinen tek bir
spesifik bolgenin amplifiye edilip olusan kisa amplikonlarin yerine total genomun bir
restiriksiyon enzimi ile kesilerek olusan bant ¢esitliliginin degerlendirilmesi esasina

dayanur.

Bu yontemle 50kb’dan daha biiyik DNA molekiilleri bile kolayca
ayristirilabilmekte ve genomun tamami degerlendirilebilmektedir. Ayrica elde edilen
bant paternlerine goére kromozomal DNA’nm biiyiikliigli tahmin edilebilmekte ve

suslarin klonal olarak iliskilendirilmesi miimkiin olabilmektedir. PFGE yiiksek ayrim
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giiciine sahip bir yontem olup, kolay yorumlanabilir ve sonuglari tekrarlanabilir
ozelliklerde oldugu i¢in 6zellikle hastane enfeksiyonlarinin siirveyans ¢aligmalarinda
referans yontem olarak kabul edilmistir. Yontemin pahali ekipmanlara ihtiyag
duymasi, zaman alici olmasi ve hala pek ¢ok tiir icin standart protokollerin
hazirlanmamis olmasi en 6nemli dezavantajlar1 arasindadir. (D’Agata 2001, Arda

2011).
2.3.3.2. Niikleik Asit Amplifikasyonu Bazh Teknikler

Bilinen gen bdlgelerinin (direng, virulans genleri gibi) amplifikasyonu esasina

dayanir. Mutasyonlarin belirlenmesinde de faydali teknikler arasindadir.
a) PCR bazl teknikler:

PCR 0zgiin ve gilivenilir bir yontem olup bakteri, viriis, fungus, parazit ve
protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef niikleik asit zincirlerinin, primerler ve
1stya dayanikli enzimler aracilifiyla laboratuvar ortaminda c¢ogaltilmasini hedefler.
Hedeflenen genetik materyal, ¢ok az sayida ve ilgisiz DNA molekiillerinin arasinda
olsa da secilip ¢ogaltilir, homojen bir DNA materyali haline getirilir ve boylelikle
kolayca tanimlanabilir hale getirilmis olur (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

b) AFLP:

Yontem total genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilip olusan agik
uclu DNA fragmentlerine ligaz enzimi ile uyumlu oligoniikleotid adaptdrlerinin
baglanmasini ve bu baglanma sonucunda fragmentlere yerlestirilen oligolar1 hedef
alan primerler kullanilarak bu oligolarm amplifikasyonu esasia dayanir. Klasik PCR
yontemindeki gibi bu yontemde de amplikonlarin tiplendirilmesi agaroz jelde veya
kapiller elektroforezle olmaktadir (Arda 2011).

c) ITS-PCR:

Bu yontemde enterokoklara 6zgii olan 16S ve 23S rRNA arasinda yer alan
spacer bolgeleri hedef alan primerler kullanilir. Amplifikasyon sonrasinda elde
edilen amplikonlar yiiksek rezoliisyonlu %6 non-denatiire akrilamid-bisakrilamid jel
elektroforeziyle incelenir. Bu yontemle E.avium, E.faecalis, E.hirae, E.malodoratus,
E.pseudoavium ve E.raffinosus izolatlar1 incelenerek hepsinin benzer profile sahip

oldugu gosterilmistir. Daha ayirt edici bir sonug elde etmek icin bir diger incelemede
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amplikonlar Sau3Al restriksiyon enzimi ile kesilmistir ancak bunun sonucunda
E.casseliflavus, E.durans, E.faecium, E.hirae ve E.mundti fragment tiplerine gore
ayirt edilebilmigsken E.gallinarum icin spesifik bir fragment tipi gézlenememistir
(Park ve ark. 1999, Akg¢imen 2010).

d) RAPD-PCR:

Yiiksek Mg" konsantrasyonu ve diisiik baglanma 1sisinda hazirlanan rastgele
se¢ilmis primerlerin bakteri DNA’sina rastgele baglanarak DNA-primer hibridinin
olusumunun saglanmasi ve bu DNA-primer hibridlerinin amplifikasyonu sonucunda
olusan DNA fragmentlerinin tiplendirilmesini esas alan PCR yontemidir. RAPD-
PCR, diisiik baglanma 1sisinin tercih edilmesi ve tek yerine iki primer kullanimi ile
klasik PCR’dan farklidir. Bu yontemin klinik ve gida orneklerinden izole edilen
enterokoklarm tiplendirilmesine ek olarak hastane enfeksiyonlar: siirveyansinda da
kullannminin giivenilir oldugu gosterilmistir. Ancak yiiksek diizey aminoglikozid
direncine sahip izolatlarin tiplendirilmesinde tekrarlanabilirliginin diisiik oldugu da

bildirilmistir (Doming ve ark. 2003).
e) Rep-PCR:

Bakteriyel genomda degisik uzakliklarda dagmik olarak bulunan, cins ve tiirlere
gore farkliliklar gosteren tekrarlayan DNA dizilerinin kopyalarmim PCR yontemiyle
gosterilmesi esasma dayanir. Yontemde bu tekrarlayan DNA dizilerini hedef alan
primerler kullanilir ve amplifiye edilirler. Amplifikasyon sonucu farkli uzunluklarda
DNA fragmentleri olusur. Bu fragmentler spesifik DNA fingerprinting (DNA

parmak izi) olarak degerlendirilir (Devriese ve ark. 2002).
f) SARA-PCR:

VanA primer seti kullanimina dayali bir yontemdir. Tek bir reaksiyonda vanA

geninin gosterilmesi ve enterokok tiirlerinin tanimlanmasini saglar (Ak¢imen, 2010).
g) Diger amplifikasyon bazli teknikler:
o Amplified rDNA analysis (ARDRA)
e PCR amplified 16S rDNA-RFLP

¢ Broad range PCR-RFLP
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e Temporal temperature gradient gel elektroforesis (TGGE)
e Denaturing gradient gel elektroforesis (DGGE)

o tRNA-intergenik length polimorfizm analizi (tRNA-PCR)
e Niikleik asit hibridizasyonu

e Reverse transcription PCR (RT-PCR)

gibi teknikler de ¢esitli calismalarda denenmis ve giiniimiizde hala kullanim alani

bulunan yontemlerdir.
2.3.3.3. Dizi Analizi Teknikleri

Enterokoklar da dahil olmak iizere diger biitiin mikroorganizmalarda tek nokta
mutsyonlarma dayali bilinen ve bilinmeyen 0&zellikleri incelemede kullanilan
yontemlerdir. Epidemiyolojik metodlar i¢inde en yiiksek ayrim giiciine sahiptir. Cins
ve tir ayrimma ek olarak izolatlarn klonal iliskilerinin belirlenmesinde de
kullanilmustir. Parsiyel dizi analizi: Enterokoklarin tiplendirilmesinde giivenilir bir
yontem olup VRE’lerin tiplendirilmesinde Multipleks PCR ile kombine olarak
kullanilmistir.  MLST: Molekiiler epidemiyolojik 06zelliklerin yaniswra bir-¢ok
bakterinin virulans faktorlerinin de belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir.
Enterokoklarda E.faecium suslarmin uluslararasi veri bankasimi olusturmada ideal

teknik oldugu kanisina varilmistir. (Park ve ark. 1999, Homan ve ark. 2002).
2.4. Patojenite ve Virulans Faktorleri

Enterokoklar canlilarin GiS’nde kommensal olarak bulunmasina ragmen bazi
predispozan durumlarda patojen olarak davranarak ¢esitli hastaliklara sebep
olabilirler. Enterokoklar, S.aureus, S.pyogenes ve diger bazi mikroorganizmalar
kadar intrinsik virulansa sahip degildirler. Organizmalarin c¢esitli genetik bilgi
transferi yontemleriyle direng ve virulans genlerini kazanmalar1 onlar1 daha virulan
yapar ve ciddi enfeksiyon olusturma potansiyelleri artar. Yapilan ¢esitli ¢aligmalar
sayesinde enterokoklara ait pek ¢ok virulans faktorleri bulunmustur (Jett ve ark.
1994, Fisher ve Phillips 2009). Enterokoklarm giiniimiize kadar arastirilip bulunan

virulans faktorleri:
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Enterokokal yiizey proteini
Hemolizin/Sitolizin

Jelatinaz

Agregasyon faktorii

Antibiyotik direnci

AS-48

Biyofilm tabakasi

Enterococcus faecalis antijen A Proteini (EfaA proteini)
Hyaluronidaz

Kapsiil ve hiicre duvari polisakkaritleri
Lipoteikoik asit

Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Moleculer
Adhesin of Collagen from Enterococci (MSCRMM Ace)

Seks feromonlari

Stiperoksitler

2.4.1. Enterokokal Yiizey Proteini:

Esp enterokoklarda siklikla gdzlemlenen virulans faktorleri arasindadir. Yapilan

caligmalar esp’nin enterokoklarda diger virulans faktorlerine gore daha ¢ok

bulundugunu gostermektedir. Esp ilk defa E.faecalis MMHS594 susundan izole

edilmis olup esp geninde kodlanmaktadir ve karmasik bir yapiya sahiptir. Bu gen 153

kb biiyiikliiglindeki bir patojenite adasinda yer alir ve konjugasyonla izolatlar

arasinda aktarilabilmektedir. Esp, salgmma sebep olan E.faecium ve E.faecalis

izolatlarinda bulundugu i¢in marker olarak epidemik ¢aligmalarda kullanilabilecegi

diistiniilmektedir. Esp’m gaita kokenli izolatlarda nadiren varligina rastlanirken,

bakteriyemi ve endokardite sebep olan suslarda ise yiiksek oranda bulundugu

gosterilmistir (Yiiksel 2012).

24



Esp, N-terminal ucu ile hiicre duvarmma baglanip, bakterinin immiin cevaptan
kagmasini kolaylagtirir. Ayrica {iriner sistem enfeksiyonlarinda kolonizasyon faktor
gibi davranarak E.faecalis’in mesane epiteline yapismasmni saglamaktadir. Bunlarin
disinda biyofilm olusumuna sebep olarak bakterinin bulundugu zeminden g¢esitli
temizlik malzemeleriyle ¢ikarilmasma karsi direnclilik saglar ve yayilima katki
saglamig olur. EK olarak esp, enterokoklarm bazi antibiyotiklere de direng

gostermelerini saglamaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda proteinin i¢ yapisinda yineleyen birimlerden olusan bir
bolge bulunmustur. Bu bolge molekiile uzayip kisalma 6zelligi kazandirmaktadir. Bu
ozellik sayesinde molekiiliin farkli varyasyonlarinin olustugu ve bakterinin immiin
sistemden kagisini kolaylastirdigi diistiniilmektedir. (Caylan 2004, Mahalleh ve
Gonciioglu 2014).

2.4.2. Hemolizin/Sitolizin:

Hemolizin olarak da adlandirilan sitolizin, salginlardan izole edilen E.faecalis
suslarinda %60’a varan siklikta saptanabilen bir virulans faktoriidiir. Sitotoksik bir
protein olan sitolizin insan, tavsan ve at kaninda litik etkiye sahiptir. Ayrica Gram
pozitif mikroorganizmalar, eritrositler, makrofajlar ve Polimorfoniikleer 16kosit
(PMNL)’e kars1 da litik aktivite gosterirler. Buna karsin toksinin gram negatif
bakteriler ve koyun eritrositlerinde inaktif oldugu gosterilmistir. Koyun eritrositlerine
kars1 inaktif olmasi klinik laboratuvarlarda tanisal agidan faydali bir ozelliktir.
Ayrica bir bakteriyosin de olan sitolizinin tiim gram pozitif mikroorganizmalar i¢in
bakterisidal etkiye sahip oldugu gdsterilmistir. Insanlarda patojen olan enterokoklarmn
sitolizin {iretme orani patojen olmayan suslara gore daha fazla oldugu da

gosterilmistir (Moellering 1992, Mahalleh ve Gonciioglu 2014).

Sitolizin kodlayan gen bdlgesi, bakteriyel kromozom veya plazmid iizerinde
entegre olarak bulunabilmektedir. Sitolizin operonu cylR1, cylR2, cylLL, cylLS, cylM,
cylB, cylA, ve cyll olarak adlandirilmis olan sekiz gen igermektedir. Sitolizin
iiretiminin quorum-sensing denen bir mekanizma ile oldugu bildirilmistir. Quorum
sensing mekanizmasi sitolizinin yapisal subiinitlerini kodlayan CyILS sekresyonunu
saglar. Boylece sitolizin ekspresyonu indiiklenmis olur. Sonrasinda CyILS ribozomda

sentezlenerek posttranslasyonel modifikasyona ugrar ve eksraselliller ortama
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salgilanarak aktive olur. CylR1 ve CylR2 ise iki ayri regiilator gendir ve sitolizin

yapisal genlerinin transkripsiyonunu baskilarlar (Kayaoglu ve Orstavrik 2004).

Enterokokal hastaliklarin prognozuna ve enterokoklarin virulansina sitolizinlerin
etkileri hala tam olarak anlagilamamistir. Enfeksiyon iligkili E.faecalis suslariyla
ilgili yapilan bir ¢alismada suslarin %60’ min sitolizin {irettigi buna karsin gaita
kokenli E.faecalis suslarindaki arastirmada ise %17’sinin sitolizin irettigi
goriilmiistiir. Buna benzer bir diger calismada ise bakteriyemi, endokardit gibi
enfeksiyon hastaliklar1 ve gaita kdkenli suslarda sitolizin iiretimi arastirilmig ancak
oransal olarak bir farklihk goriilmemistir. Ilerleyen zamanlarda molekiiler bazl
yapilan ¢aligmalarda ise cyl geninin suslarda inaktif olarak bulundugu ancak hastane
gibi cesitli ¢evresel ortamlara bagh olarak aktive olabildigi bildirilmistir (Kayaoglu
ve Orstavrik 2004, Devriese ve ark. 2006).

2.4.3. Jelatinaz:

Enterokoklarda jelatinaz varligi ilk kez 1964 yilinda E.faecalis suslarinda
gosterilmistir. E.faecalis suslarinda bu gen stafilokoklardaki AGR (Accessory gen
regulator locus) bolgesine benzer diziler igeren fsr bolgesi tarafindan
kodlanmaktadir. E. faecalis OG1RF susunda kodlama lokusta bulunan fsrA, fsrB ve
fsrC gen bolgelerinden, fsrC bolgesinin alt kisimlarindaki gelE ve SprE gen
bolgeleriyle oldugu gosterilmistir. gelE’nin jelatinaz, sprE 'nin serin proteaz virulans
faktorlerini diizenledigi belirtilmistir. Jelatinaz faktorii hakkinda c¢ok fazla detayh
calisgma yapilmamis olup, yapilan ¢alismalarda da E.faecalis suslarinda jelatinaz
tretiminin farkli oldugu ortaya konulmustur. Bir ¢alismada E.faecalis izolatlarmin
yaklasik %45-68’inde jelatinaz iiretiminden sorumlu olan fsr bolgesi mevcutken, bir
baska calismada endokardit izolatlarmin %100’linde, gaita izolatlarinin ise %53 linde

fsr bolgesi tespit edilmistir (Mahalleh ve Gonciioglu 2014).

Enterokoklar tarafindan iiretilen jelatinaz kazein, Kkollajen, fibrinojen, jelatin,
hemoglobin ve insiilini hidrolize edebilen Matriks metallo proteinaz (MMP) ailesinin
ekstra seliiler ¢inko igeren bir liyesidir. Jelatinazin biyofilm olusumuna ve konak
dokularin yikimina sebep oldugu gosterilmistir. Jelatinaz tireten E.faecalis suslarmimn
jelatinaz tiretmeyen suslara gore akut toksik etkilerinin daha yiiksek oldugu ve

hayvan modellerinde endokardite sebep oldugu gdosterilmistir. Jelatinaz
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inhibisyonunun doku kiiltlirlerinde kemik yikimini azalttig1 da bir baska c¢alismada

tespit edilmistir (Ak¢imen 2010, Yiiksel 2012).
2.4.4. Diger Virulans Faktorleri
Agregasyon faktorii:

AF bakteri ylizeyinde bulunan, protein yapida bir adhezin olup asal geni
tarafindan kodlanmaktadir. AF enterokoklar arasinda plazmid transferini kolaylastirir
ve bir¢ok 6zelligi ile bakterinin virulansina katki saglar. Bunlar hiicre-hiicre temasini
diizenleme, hiicre dis1 matriks proteinlerin adezyonla konak hiicreye yapisma,
konjugasyon sirasinda adezyonu arttirma ve hiicre yiizey hidrofobisitesini arttirma
gibi 6zelliklerdir. Ayrica notrofil ve makrofajlara da baglanabilirler. AF mevcut olan
enterokoklar opsonizasyondan bagimsiz olarak notrofillere baglanirlar ve nétrofiller
tarafindan bakterinin 6ldiirtilmesini engellerler. Makrofajlarla olan fagositozda ise
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile olusan oksidatif patlamay: inhibe ederler. Bu
sekilde fagositik yikima karsi direng saglanmis olur. AF, enterokoklara kalp
kapaklarina baglanma ve endokardit olusturma yetenegi, bobrek epitel hiicrelerine
baglanma ve iiriner sistem infeksiyonu olusturma yetenegini saglamaktadir. Bilhassa
katater infeksiyonlarinda, E.faecalis izolasyonu E.faecium’a gore daha fazladur.
Bunun nedeni E.faecalis suslarina katetere tutunma yetenegini veren AF’diir (Tok
2006, Mahalleh ve Gonciioglu 2014).

Antibiyotik direnci:

Enterokoklarda antibiyotiklere kars1 intrensek ve ekstrensek olmak {izere iki tip
diren¢ mekanizmas1 vardwr. Intrensek direnc kromozal direncle iliskilidir.
Mikroorganizmalarin tiir veya cinsine ozgiildir. Enterokoklar sefalosporinlere,
Trimetoprim/Sulfametoksazol ~ (TMP-SMX)’e,  penisilinlere,  linkozamidlere,
polimiksinlere, monobaktamlara, aminoglikozidlere (diisik diizeyde) ve
dalfopristin/kinopristine karsi kalitsal olarak direnglidir. Kazanilmis direng gelisimi

ise iki yolla meydana gelmektedir (Mahalleh ve Gonctioglu 2014). Bunlar;

e DNA mutasyonlar1 ve diren¢ genlerini igeren transpozon veya plazmidlerin

kazanilmasi
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e Antibiyotik tedavilerinde seg¢ilen antibiyotigin kontrolsiiz kullanimi ve baskin
antibiyotik kullanimina bagl olarak yeni bir DNA segmentinin konjugasyon,

transdiiksiyon veya transformasyon mekanizmalariyla genoma transferidir

Nazokomiyal enfeksiyonlar hastanin aldig1 antibiyotik tedavi sonrasinda
intestinal florasinda bulunan duyarli suglarin ortadan kalkip yerine kullandigi
antibiyotige karsi direngli ve sitolitik toksin olusturma Ozelligine sahip suslarin
yerlesmesi ile baslar. Bu suslarin ¢evreye yayilmasi duyarl olan hastalarda eksojen
kokenli enfeksiyonlarin olusumunu tetikler. Suslarin sahip oldugu bu antibiyotik
direnci onlarm intestinal florada ¢ogalmasimi saglar. Jelatinaz ve sitolitik toksin gibi

faktorler ise doku invazyonunu kolaylastirirlar (Ak¢imen 2010).
AS-48:

Ilk defa E.faecalis S-48 susundan izole edilmistir. Plazmidte kodlanir. Gram
pozitif ve gram negatif birgok bakteriye karsi sitolitik aktivite gOsteren bir
bakteriyosindir. Hedef hiicreye sitoplazmik membran potansiyelini bozarak etki ettigi

diistiniilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).
Biyofilm tabakast:

Enterokoklar tarafindan olusturulan biyofilm tabakalar1 insanlarda endokardit ve
uriner sistem enfeksiyonlarma sebep olurlar. Glikoz, demir ve COy’in varhgi,
osmolarite, pH ve sicaklik gibi faktorler bakterilerin biyofilm olusturmalarini tetikler.
Karbonhidrat metabolizmasi (¢esitli gram pozitif bakterilerde 6zellikle E.faecalis’de)
biyofilm iiretimini diizenlemektedir. Glikoz konsantrasyonunun yiiksek diizeyde
oldugu durumlarda enterokokal yiizey proteini biyofilm olusumunu arttirmaktadir

(Mahalleh ve Gonciioglu 2014).
EfaA proteini:

[1k olarak bir endokardit enfeksiyonunda E.faecalis susundan izole edilmistir. Bu
protein efaA geninde kodlanir. Mikroorganizmanin metabolik faaliyetlerini devam
ettirebilmesi ve ¢ogalmasi i¢in mangana ihtiya¢ vardir. EfaA proteini mangan
bakimindan yetersiz olan ortamlarda bakteri tarafindan fazlaca eksprese edilir ve
mangan transport sisteminde ¢Oziinen maddeyi baglayan reseptdr gorevini

gormektedir. Klinik izolatlar disinda et, siit ve peynir gibi gidalardan izole edilen
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E.faecalis suslarinda da EfaA bulundugu gosterilmistir (Ak¢imen 2010, Kayaoglu ve
Orstavik 2004).

Hyaluronidaz

Hyaluronidaz enzimi hyl geninde kodlanmaktadir. Jelatinaz ve serin proteaz gibi
hidrolitik enzimler grubunda yer alan bu enzim hyaluronik asidi tahrip ederek doku
hasarma yol agar. Bag dokuda bulunan mukopolisakkaritleri depolimerize eder ve
bakterinin viicut i¢inde yayilmasini saglar. Hyaluronidaz kendi yaptig1 zararlara ek
olarak diger bakteri toksinlerinin zararl etkilerini indiikler ve doku hasarinin

siddetini arttirir (Kayaoglu ve Orstavik 2004, Fisher ve Phillips 2009).
Kapsiil ve hiicre duvari polisakkaritleri:

Kapsiil polisakkaridi klinik E.faecalis izolatlarinda yaygin olarak izole edilen
virulans faktoriidiir ve susta bu faktorii kodlayan bir operon bulunmaktadir. Bunun
disinda ikinci bir kapsiil polisakkaridi daha hem E.faecalis hem de E.faecium
izolatlarinda tanimlanmistir. Bu iki polisakkaride karsi olusan antikorlar enterokokal
enfeksiyonlarin ~ 6nlenmesinde rol oynarlar. Enterokoklarda hiicre duvari
polisakkaritleri fosfat, galaktoz, glikoz ve gliserol komponentlerinden olusur.
Antikorlarin hedef bolgesi olan bu yap1 enterokoklarin virulanslar1 disinda
enfeksiyona karst koruyucu immiinitede de rol alirlar. Bu yiizden as1 olusturma

caligmalar1 arastirilmaktadir (Upadhyaya ve ark 2009).
Lipoteikoik asit (LTA):

Hiicre duvar1 yapisinda bulunan LTA enterokoklarm D grubu antijenini
olusturmaktadir ve poligliserol fosfat ve fosfodiestere bagli, glikolipid igeren bir
amfipatik molekiildiir. Molekiiliin lipit pargasi; trombosit, eritrosit, lenfosit, PMNL
ve epitel hiicresi gibi ¢ok sayida Okaryotik hiicrelere baglanabilmektedir. TNF ve
interferon salinimini saglayarak immun cevabin diizenlenmesini saglarlar. LTA
E.faecalis suslarinda adezyon 6zelligine sahiptir ve verici hiicre tarafindan tiretilen
AF i¢in alic1 hiicrede reseptor olarak rol oynadigi tespit edilmistir. Bu sebeple
plazmid transferine ve agregat olusumunu kolaylastirarak E.faecalis’in virulansina
katkida bulundugu disiiniilmektedir. Yapilan bir baska calismada ise LTA’in

enterokoklarda biyofilm olusumuna ve antimikrobiyal peptidlere kars1 direng
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gelistirmelerine sebep oldugu bildirilmistir (Yiiksel 2012, Mahalleh ve Gonciioglu
2014).

MSCRMM Ace (Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix
Moleculer Adhesin of Collagen from Enterococci):

Yapisal ve fonksiyonel olarak S.aureus’un kollajen baglayan proteini (Cna)’ya
benzer niteliktedir. E.faecalis’lerde kollajen baglayici protein olarak izole edilen
Ace, enteokokal enfeksiyonlarda oOzellikle E.faecalis endokarditlerinde siklikla
eksprese edilen bir virulans faktoriidir ve ebpAfm, ebpBfm, ebpCfm, scm, fms
genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu faktor klinik izolatlarda fekal izolatlara gore
daha yiiksek oranda izole edilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik 2004, Silianpa ve ark.
2009).

Seks feromonlari:

Seks feromonlar1 E.faecalis’lerde sinyal peptitleri olarak rol oynayan 7-8 amino
asit uzunlugundaki hidrofobik peptitlerdir. Kromozom {izerinde bulunurlar.
Enterokok suglar1 arasinda konjugatif plazmidin aktarimi bu feromonlar araciligiyla
gerceklestigi ve aktarimi birkag kat daha fazla arttirdigi tespit edilmistir. Seks
feromonlar1 alict hiicre tarafindan salgilanir. Salgilanan bu feromon verici hiicrede
AF’nilin tiretimini tetikler. Boylelikle alict ve verici hiicre arasinda siki bir temas
saglanir ve plazmidin ge¢isi kolaylasir. Plazmid disinda antibiyotik direnci ve
sitolizin gibi diger virulans faktorlerinin de transferi bu feromonlar araciligiyla diger
suslara yayilabilmektedir. Bazi seks feromonlar1 nétrofiller i¢in kemotaktiktir. Yani
stiperoksit iiretimini ve lizozomal enzimin salgilanmasini uyarir ve bu sayede doku

hasarmin olusumunu tetikler (Ak¢imen 2010, Yiiksel 2012).
Stiperoksitler:

E.faecalis suslarinin ¢ogu ve bazi E.faecium tiirleri tarafindan sentlezlenirler.
Stiperoksitlerin enterokoklar tarafindan sentezlenip dis ortama salindig1 ve bakterinin
yasam siiresini uzattigi gosterilmistir. Enterokokal bakteriyemi ve endokarditli
hastalardan izole edilen klinik suslarda gaita kdkenli izolatlara gore yiiksek oranda
stiperoksit radikalinin iiretilmis oldugu gosterilerek bu siiperoksit {iretiminin
virulansla iligkili olabilecegi fikri one siiriilmiistiir (Devriese ve ark. 2006, Ak¢imen
2010).
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2.5. Korunma ve Kontrol

Enterokoklarin sebep oldugu enfeksiyonlarin cogu endojen kokenlidir ve
barsaklardan  translokasyonla sistemik bir enfeksiyona doniisir. VRE
enfeksiyonlarmin yayilmasinda ozellikle barsak kanali en kritik kaynaktir. VRE
kolonizasyonu olan hastalarin tedavisiyle ilgilenen saglik calisanlarmin ellerinin
kontamine olmas1 hastaligin ¢cevreye yayilma riskini yiikseltir. Kontrolsiiz antibiyotik
kullanimi, hastanede uzun siire yatma, VRE kolonizasyonu olan diger hastalarla
temas, VRE izole edilmis hastada kullanilan tibbi aletlerin diger hastalarda da
dezenfeksiyon/sterilizasyonu yapilmadan kullanimi, bakterinin cansiz ortamlarda
uzun siire canli kalabilme potansiyeli ve hastanede yaygm bulunmasi gibi nedenler
de VRE salgmlarinin baslica nedenleri arasindadir (Guidelines for the Prevention and
Control of VRE 1996). 1980’li yillardan itibaren artan VRE enfeksiyonlarmi
onlemek amaciyla Centers for Disease Control (CDC)’e bagl Hospital Infection
Control Practice Advisory Committee (HICPAC) 1994 yilinda bir kilavuz
hazirlamistir. Bu kilavuza gore dikkat edilmesi gereken noktalar (HICPAC 1995,
Altas 2002, Oztiirk ve ark. 2008);

e Mikrobiyoloji laboratuvarmin etkin kullanimi
e Hastanedeki personellerin konu hakkinda bilgilendirilmesi
e Vankomisinin kullaniminin kisitlanmasi

e Kontrol 6nlemlerinin alinmasi

Mikrobiyoloji laboratuvarmin etkin kullanima:

VRE’lerin yayilimmin Onlenmesinde mikrobiyoloji laboratuvarmin roli
biiyliktiir. Ciinkii kontrol ¢alismalar1 mikrobiyoloji laboratuvarinda elde edilen
sonucglara gore sekil almaktadir. Hizli ve dogru tespitler dogru onlemlerin erken
alinmasini saglamaktadir. Cogu hastanelerde ilk VRE suslar1 klinik 6rneklerden izole
edilmistir. Bu nedenle VRE’nin bir kez izole edildigi bir hastanede, enterokok liremis
olan tiim Orneklerin antibiyotik duyarlilik testlerine tabi tutularak vankomisine
duyarlilik agisindan degerlendirilmesi gerekmektedir. VRE izole edilmis Ornekler
vankomisine duyarlilik agisindan tekrar test edilmeli, ve ikinci sonucun ¢ikmasini

beklemeden hastanin yattig1 servisi bilgilendirmek gerekmektedir. Bu sekilde
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hastanin erkenden izole edilmesi ve enfeksiyonun yayiliminin engellenmesi

saglanmus olur (Oztiirk ve ark. 2008).

Hastanedeki personellerin konu hakkinda bilgilendirilmesi:

Doktorlar da dahil olmak iizere hasta bakimindan sorumlu personeller,
laboratuvar teknisyenleri, Ogrencilere VRE’nin 6nemi, epidemiyolojisi, kontrol
yontemleri hakkinda bilgi verilip egitilmelidirler. Bu tarz egitimler devamli olarak

belirli araliklarla tekrarlanmalidir (HICPAC 1995, Altas 2002).

Vankomisinin kullaniminin kisitlanmasi:

Direngli mikroorganizmalarin gelismesinde antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi
onemli faktorler arasindadir. 1980°li yillarda vankomisin kullanimma dikkat
edilmemesi sonucu VRE’lar olugsmus ve ciddi VRE salginlarmin ortaya ¢ikmasina
sebep olunmustur. Vankomisinin kullanimmin kisitlanmasiyla salginlarin 6nemli
Olciide Onlenecegini kanitlayan ¢alismalar vardir. Bu amagla HICPAC kilavuzunda
vankomisin kullaniminin uygun oldugu ve olmadigi durumlar vurgulanmistir
(HICPAC 1995). Dolayisiyla her zaman HICPAC oOnerileri g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Fakat VRE vankomisin disinda daha bir¢ok antibiyotige karsi
direngli oldugu icin, sadece vankomisinin kisitlanmasi salgmlarin olugsmasinda etkili
degildir. Vankomisine ek olarak antianaerobik etkinligi olan antibiyotiklerin ve
ticlincli kusak sefalosporinlerin de kullanimmimn kisitlanmasi gerekmektedir (Altas

2002, Oztiirk ve ark. 2008).

Kontrol dnlemlerinin alinmasi:

Hastadan hastaya VRE bulasi olmamasi i¢in almmasi gereken izolasyon

onlemleri (HICPAC 1995, Altas 2002):

e VRE ile enfekte veya kolonize olan hastalar tek kisilik odalara veya diger
VRE pozitif olan hastalarla ayn1 odaya yerlestirilmelidir.
e VRE pozitif olan hasta odasina girerken temiz eldiven ve Onliik giyilmeli,

cikarken de eldiven ve onliik ¢ikartilmalidir. Eller eldiven ¢ikarildiktan sonra
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sabunla veya antiseptik ajanlarla yikanmali, hasta odasindaki yiizeylerle
tekrar temas edilmemelidir.

e VRE pozitif hastalar i¢in kullanilan steteskop, rektal termometre, tansiyon
aleti gibi aletler diger hastalar i¢in kullanilmamali, kullanilmasi gerekliyse de
sterilizasyon veya dezenfeksiyonu yapildiktan sonra kullanilmali, odalar aras1
esya aligverisi yapilmamalidir.

e VRE sorunu olan hastanelerde, ne siklikla kiiltiir alinmasi gerektigi, yeni olgu
saptandiginda ayn1 serviste yatan diger hastalarin taranip taranmamasi,
izolasyonun ne zaman sonlandirilacag1 gibi konularin hastanenin enfeksiyon
kontrol ekibi tarafindan yazili olarak belirlenmis olmasi gerekmektedir.

e VRE kolonizasyonu uzun siire devam edebilecegi i¢in izolasyonun en az bir
hafta aralikla alimmis Ui veya daha fazla negatif kiiltir sonucunda
sonlandirilmasi 6nerilmektedir. Ayrica, taburcu edilen VRE pozitif hastalarin
kayitlarina uyari eklenmesi, bu hastanin yeniden hastaneye yatirilmasi
durumunda hemen izole edilmesini saglamaktadir.

e Saglik personellerinde VRE tasiyiciligi ve yayilimi nadiren bildirilmistir
ancak VRE i¢in tanimlanmis 6nemli bulas mekanizmalaridan biri degildir.

Tim Onlemler alinmasina ragmen hala VRE kontrol altina alimamiyorsa saglik
personelleri kronik cilt ve tirnak problemleri bakimindan incelenmeli, VRE yayilimi1
ile epidemiyolojik olarak iliskili oldugu belirlenen personelin VRE negatif hastalara

bakim yapmasindan kagmilmalidir.
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Arastirmanin Tiirii:

Bu tez ¢alismasinda Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi (COMU-SUAM) Mikrobiyoloji Laboratuvarma 05.06.2013 —
28.03.2014 tarihleri arasinda farkli kliniklerden gonderilen 6rneklerden izole edilen
200 Enterococcus izolatmin énemli virulans faktorlerini kodlayan gelE, esp, ve cylB

genlerine sahip olup olmadiklarinin belirlenmesi amaglanmistir.
3.1.2. Bakteri izolatlan:

COMU-SUAM Mikrobiyoloji Laboratuvarma 05.06.2013 — 28.03.2014 tarihleri
arasinda farkl kliniklerden gonderilen 6rneklerden izole edilen ve Vitek 2 otomatize
sistemi (BioMerieux, Fransa) ile tanimlanan 200 Enterococcus izolat1 ve 3 adet iyi
standardize edilmis sus ile ¢alisilmistir. Calismada kullanilan bakteriler ve sayilari

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: Calismada kullanilan toplam bakteri izolatlar1

E.faecalis 90
E.faecium 36
E.gallinarum 5
VRE faecium 66
VRE faecalis 1
E.avium 2
gelE bulunduran Enterococcus susu* 1
esp bulunduran Enterococcus susu* 1
cylB bulunduran Enterococcus susu* 1

* (Gozalan ve ark. (2015) tarafindan tanimlanan izolatlar.
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3.1.3. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar:

Koyun kanli agar (RTA, Sheep Blood agar 02002, Tiirkiye)
Bile-esculin agar (HIMEDIA, Lot: 0000195007, Hindistan)
Brain heart infussion (BHI, Salubris, Tirkiye)

DNA izolasyon Kkiti (Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit; Lot:
1669675, ABD)

HCI (Merck, 1.00317.2501, Tiirkiye)

Lizozim (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Tris (Merck, Almanya)

EDTA (Merck, Almanya)

TritonX (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Tris Buffer EDTA (TBE, Gibco UltraPure; Lot: 1665533, Ingiltere)
dATP (Invitrogen, Lot: 1628357, ABD)

dCTP (Invitrogen, Lot: 1628355, ABD)

dGTP (Invitrogen, Lot: 1628356, ABD)

dTTP (Invitrogen, Lot: 1628352, ABD)

PCR buffer (10x; Invitrogen Lot: BP5B1a, ABD)

MgCl; (Invitrogen, Lot: BM3B1d, ABD)

Taq DNA polimeraz (Invitrogen Lot: BK2B1c, ABD)

Agaroz (Invitrogen, Lot: 442893, ABD)

DNA marker (100 bp DNA ladder, Invitrogen, Lot: 939786, ABD)
Etidyum bromiir (Sigma, Lot: 0801, Almanya)

Niikleotid primerler (Tablo 5) (IDT, Lots: 196064053, 196064054,
196064055, 196064056, 196064057, 196064058, ABD)
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Tablo 5. Calismada kullanilan primerlerin dizilimleri

Gen Primer Hedef fragman
Niikleotid dizisi (5°-3°)

Bolgesi Ad1 biiyiikliigii (b¢)
TE34 TTGCTAATGCTAGTCCACGACC

Esp 933
TE36 GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA
TE15 ATTCCTACCTATGTTCTGTTA

cylB 843
TE16 AATAAACTCTTCTTTTCCAC
TE9 ACCCCGTATCATTGGTTT

gelE 419
TE10 ACGCATTGCTTTTCCATC

be: baz ¢ifti

3.1.4. Kullanilan Geregler:

Biyogiivenlik kabinleri (TEZ-SAN Class 11 ve ESCO Class I, Tiirkiye)
Etiiv (Memmert, Fransa)

Buzdolab1 ve Derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye ve Bosch, Almanya)
Santrifiij cihaz1 (Eppendorf centrifuge 5424, Almanya)

Vorteks cihazlar1 (Heidolph REAX ve XH-IIAgitador, Almanya)
Karistiricilar (Biosan Combi-Spin, Litvanya ve Hot Stirrer MS300HS, Kore)
Blok 1sitic1 (Biosan TDB 100 Dry Block, Letonya)

Hassas terazi (DENSU UFO plus mode JW, Kore)

pH metre (HANNA instruments HI 2211, Romanya)

PCR cihaz1 (2720 Thermal Cycler/Applied biosystems, Singapur)
Agaroz jel elektroforez cihazi (Wealtec Elite 300 plus, Amerika)

Goriintiileme cihazi (Quantum Vilber Lourmat, Fransa)
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3.2. Yontem

COMU-SUAM Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarma 05.06.2013 — 28.03.2014
tarihleri arasinda farkli kliniklerden gonderilen 6rneklerden izole edilmis ve Vitek 2
otomatize sistemi (BioMerieux, Fransa) ile tanimlanmis ve antibiyogramlar1 yapilmis
Enterococcus izolatlarinin raporlar1 gerekli birimlere bildirildikten sonra 06zel
saklama s1v1 besiyerlerine (gliserollii buyyon) alnip -80°C dondurucuda saklanmuistir.
Bu calisma retrospektif bir ¢alisma oldugundan dolay1 -80 C dondurucudan ¢ikarilan
stvi besiyerlerinden Once bakteriyi yeniden canlandirp iretmek amaciyla koyun

kanli agar besiyerine ekim yapildi.

Saklama besiyerlerinden kanli agarlara yapilan ekimler etiivde 37 C’de 24
saatlik bir inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi petride olusan alfa,
beta ve gama hemolitik kolonilerinden 6ze dolusu almip lam iizerine %3’lik
H,0,’ten birka¢ damla damlatilarak katalaz testi yapildi. Katalaz testi negatif olan
kolonilerin kanl agar besiyerlerinden BEA’a pasaj alindi. BEA ¢alisma Oncesi
iretici firmanin talimatlarina uyarak 64,5¢g bile-esculin toz besiyeri 1000ml’lik distile
suda kaynatilarak ¢ozdiiriildii. Ardindan otoklavda 121°C’ta 15 dakika sterilizasyona
tabi tutuldu. Sterilizasyon sonrasi besiyeri petri kaplarina agarin kalinligi 4mm
olacak sekilde dokildi. Ekimleri yapilan BEA’lar etiivde 37 C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin safra iceren BEA besiyerinde iireme meydana
gelmesi gozlemlendi. Safrali ortamda eskulinin hidrolizi sonucu enterokoklarin
olusturdugu tipik oOzelliklerden olan besiyerlerinin renginin siyaha doniisiimii
arastirildi. Enterokok olarak teyit amaciyla son olarak da %6,5 NaCl iceren BHI
besiyerine 2-3 koloni alinarak ekim yapildi ve ireme durumu degerlendirildi.
Buyyonda olusan bulaniklik pozitif olarak degerlendirildi ve enterokok oldugu teyit
edilerek ¢aligmaya dahil edildi.

Enterokok olduklari teyit edilmis olan kolonilerin bulundugu koyun kanl agar

besiyerleri DNA izolasyon asamasima kadar +4 C’ta saklandu.
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3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu hazir kit (Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit, ABD)
kullanilarak yapildi. DNA izolasyonuna baslamadan once izolasyon asamasinda
kullanilacak olan Lysis buffer soliisyonu ¢alisma boyunca kullanilabilmesi i¢in 50 ml

olmak tizere stok olarak hazirlandi.

Lysis buffer soliisyonu igerigi;

Lizozim (50mg/ml) 19
Tris (0,5M) 2,5ml
EDTA (0,2M) 625ml
TritonX (%1) 5mi

DNA izolasyonu ig¢in 900ul SF igeren ependorf tiiplerine koyun kanli agar
besiyerinden 6ze dolusu koloni alinarak iginde siispanse edildi. Ardindan maksimum
devirde (21 130 rcf) 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikarilan ependorf
tiipiinden pelete degmeden iist s1v1 mikropipetle alind1 ve atildi. Uzerine 180pl lysis
buffer eklendi, siispanse edildi ve vortekslendi. 37 C’da blok siticida 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 20ul Proteinaz K eklendi ve
vortekslendi. Uzerine 200ul genomic lysis/binding buffer eklendi ve yine
vortekslendi. Ardindan bu sefer blok siticida 55°C’da 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 200ul %96’lik etanol eklendi ve homojenize bir ¢dzelti elde
edebilmek i¢in 5 saniye boyunca vortekslendi. Ependorf tiiptindeki lizat spin kolona
mikropipetle bosaltildi. 18 000 rcf devirde 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra eski toplama tiipii atild1 yerine yeni toplama tiipii konuldu. Spin kolona etanol
ile hazirlanmis Wash buffer 1’den 500ul eklendi. 18 000 rcf devirde 1 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda yine eski toplama tiipii atild1 yerine yeni toplama
tiipli konuldu. Kolona bu sefer etanol ile hazirlanmis Wash buffer 2’den eklendi.
Maximum devirde 3 dakika boyunca santrifiij edildi. Yine santrifiij sonrasi eski
toplama tiipii atildi, spin kolon steril ependorf tiipiine yerlestirildi. Kolona 200ul
elisyon buffer eklendi ve 1 dakika oda isisinda bekletildi. Oda 1sisinda bekleme

stiresi tamamlaninca 1 dakika maksimum devirde (21 130 rcf) santrifiij edildi.
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Santriflij sonrasinda spin kolon atildi, ependorf i¢indeki lizatla birlikte buzdolabinda

-20°C’ta PCR asamasina kadar saklandu.

3.2.2. PCR Reaksiyon Karisimi Hazirlanmasi:

PCR karisimi asagidaki iceriklerle hazirlands;

PCR buffer (10x)

MgCl; (50mM)

dNTP (10mM)

primer-F (20pmoles/pul)
primer-R (20pmoles/ul)

Tag DNA polimeraz (5U/pl)

ddH,O

3ul
0,9ul
0,6ul
0,6ul
0,6ul
0,12ul

21,78ul

26ul hazirlanan mastir miks’ten 4ul de DNA izolasyonu yapilmis olan sablon

DNA’dan PCR tiipline eklendi ve tiip Onceden arastirilacak virulans genine ait

primerlere gore Sicaklik ve sikluslar1 ayarlanmis PCR cihazina yerlestirildi.

Virulans genlerine gore PCR siklus ve sicakliklar1 asagida belirtildigi gibi

ayarlandt:
gelE primerleri igin:
94°C
53°C
72°C
94°C
53°C
72°C

72°C

2 dk.
2dk. >~
2 dk.
30sn. )

30sn. >

30 sn.J

7 dk.—

1 siklus

30 siklus

1 siklus
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esp ve cylB primerleri igin:

94°C 2 dk.

56'C 2 dk. 1 siklus
72°C 2 dk.

94°C 30 sn.

56°C 30 sn. 30 siklus
72°C 30 sn.

72°C 7 dk.—> 1 siklus

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforez

TBE iginde %1,5’lik agaroz hazirlandi ve 2ul Etidyum bromiir (10mg/ml)
eklenerek jelin katilasmasi i¢in oda 1sisinda 30-40 dk. bekletildi. 4ul PCR fiirtinleri
DNA yiikleme tamponu ile uygun oranda karistirilip kuyucuklara yiiklendi. Marker
i¢in ise, 1ul DNA marker (100bp) tamponu uygun miktarda loading DNA tamponu
ile karistir1ld1 ve kuyucuklara yiiklendi. Jel 110V, 110mA’de 60 dk. yiiriitiildii.

3.2.4. Jelin Gériintiilenmesi

UV illuminasyonu ve goriintiileme sistemi ile (Vilber Lourmat, Quantum ST4,
Belcika) jel goriintiilendi ve dokiimente edildi. Beklenen baz ¢iftine ait DNA
fragman bantlar1 degerlendirildi (gelE geni i¢in 419 bg, esp i¢in 933 bg ve cylB i¢in
de 843 bg).
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4. BULGULAR

Enterokok susunun ii¢ 6nemli virulans faktorii geninden esp geni amplifiye olan
ve dolayistyla bu genin varligi belirlenen toplam 167 izolat ortaya kondu. Bu
degerlendirmeye esas olan PCR analizi ile ilgili temsili agaroz jel goriintiisii Resim
1’de gosterildi. Ayrica, toplam 52 izolatin gelE ve 33 izolatin cylB genine sahip
oldugu belirlendi ve bu sonuglara iligkin temsili agaroz jel resimleri sirasiyla Resim 2

ve 3’te gosterildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 M

<933 bp

Resim 1. esp geni PCR amplifikasyonu (933 bg) elektroforez goriintiisii. Serit M; 100
b¢’lik DNA markir (Invitrogen, ABD), Serit 1; esp+ kontrol, Serit 2,3; esp+, Serit 4-7;
esp-
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=419 bp

Resim 2. gelE geni PCR amplifikasyonu (419 bg) elektroforez goriintiisii. Serit M; 100
b¢’lik DNA markir (Invitrogen, ABD), Serit 1; gelE+ kontrol, Serit 2,4,7; gelE+, Serit
3,5,6; gelE-

M 1 2 3 4 5 6 7 M

<843 bp

Resim 3. cylB geni PCR amplifikasyonu (843 bg¢) elektroforez goriintiisii. Serit M;
100 b¢’lik DNA markir (Invitrogen, ABD), Serit 1; cylB+ kontrol, Serit 2,3,4,6;
CcylB-, Serit 5,7; cylB+

Arastirilan ii¢ farkli genin ilgili izolatlardaki mevcudiyeti ile pozitif ve negatif
sonuclar degerlendirildiginde yedi farkli grup varyasyonunun ortaya c¢iktigi

gozlemlendi. Bu gruplar asagidaki sekilde siniflandirilds;
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esp+, gelE+, cylB+
esp+, gelE+, cylB-
esp+, gelE-, cylB+
esp+, gelE-, cylB-
esp-, gelE+ cylB-
esp-, gelE-, cylB+
esp-, gelE+, cylB+
esp-, gelE-, cylB-

Aragstirilan 200 Enterokok izolatinin ti¢ 6nemli virulans faktorii geninin spesifik
bolgelerinin amplifiye edilmesinin ardindan suglarin bu genleri hangi kombinasyonla

icerdikleri Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6. Esp, gelE ve cylB genlerinin pozitiflik orani ve izolatlara gére dagilimu.

esp+ esp+ esp+ esp+ esp- esp- esp - esp-
gelE+ gelE+ gelE- gelE- gelE+ gelE- gelE+ gelE-
cylB+ cylB- cylB+ cylB- cylB- cylB+ cylB+ cylB-

VRE faecium - 7 2 56 - - - 1
VRE faecalis - - - 1 - - - -
E.faecium - 5 1 24 - 1 - 5
E.faecalis 11 16 13 29 9 4 1 7
E.avium - - - 1 - - - 1
E.gallinarum - - - 2 2 - - 1
Toplam 11 28 16 113 11 5 1 15
% 55 14 4 56,5 55 2,5 0,5 7,5
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Bu sonuglara gore her ii¢ geni (esp, gelE, cylB) de ihtiva eden izolat sayisi 11
(%5,5) olarak bulundu. Diger taraftan esp+, gelE+, cylB- sayis1 28 (%14), esp+,
gelE-, cylB+ sayis1 16 (%4), esp+, gelE -, cylB- sayis1 113 (%56,5), esp-, gelE+,
cylB- sayis1 11 (%5,5), esp-, gelE-, cylB+ sayis1 5 (%2,5), esp-, gelE+, cylB+ sayisi 1
(%0,5) ve esp-, gelE-, cyIB- sayis1 15 (%7,5) olarak tespit edildi.

Bu c¢alisma kapsaminda analiz edilen toplam 200 izolatin tiir adi ve direng
durumu bakimindan 90 adedi E.faecalis (%45), 36’s1 E.faecium (%18), 1’i VRE
faecalis (%0,5), 66’s1 VRE faecium (%33), 5’i E.gallinarum (%2,5) ve 2’si E.avium
(%1) olarak suslarin izole edildigi numunelerin 6zellikleri arastirildiginda izolatlarin
162°si (%81) klinik veya servislerden gelen 6rnekler ve 38’1 (%19) de silirveyans
ornekleri olarak ayrildi (Tablo 7). Klinik/servislerden gelen orneklerin materyal
dagilmi su sekilde tespit edildi: 89’u idrar (%44,5), 10’u apse (%5), 31’1 yara
(%15,5), 5’i doku (%2,5), 18’1 kan (%9), 2‘si ETA (%1), 1’1 balgam (0,5), 2’si IV
Kateter (%1), 1’1 Trakeal kateter (0,5), 1’1 BOS (0,5) ve 2’si diren (%1). Ayrica 200
enterokok izolatmin 67’si VRE (%33.,5), 133’i (%66,5) de vankomisin duyarli
enterokok (VSE) olarak bulundu.
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Tablo 7. Enterokok suslarinin izole edildigi materyale gore dagilimi.

VRE VRE
E.faecalis E.faecium faecalis faecium E.gallinarum E.avium

Idrar 52 18 - 15 3 1
Yara 22 4 - 4 - 1
Kan 8 7 - 3 - -
Apse 4 2 - 4 - -
Doku 1 2 1 1 - -
ETA 2 - - - - -
Balgam 1 - - - - -
IV Kateter - 1 - - - -
Trakeal - 1 - 1 - -
kateter

Siirveyans - 1 - 35 2 -
BOS - - - 1 - -
Diren - - - 2 - -
Toplam 90 36 1 66 5 2
% 45 18 0,5 33 2,5 1
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Tablo 8. Enterokok suslarmin izole edildigi materyale ve pozitif virulans geni

kombinasyonuna gére dagilimi.

esp+ esp+ esp+ esp- esp+ esp-  esp-  esp-
gelE+ gelE+ gelE- gelE+ gelE- gelE+ gelE- gelE- Toplam
cylB+ cylB- cylB+ cylB+ cylB- c¢y/B- cylB+ cylB-

Idrar 8 12 10 - 44 7 2 6 89
Yara 1 7 2 - 13 - 2 6 31
Kan 1 4 2 - 8 2 - 1 18
Apse 1 - - - 8 - 1 - 10
Doku - 2 - - 3 2 - - 5
Diger* - - - 1 6 1 - 1 9
Siirveyans - 2 - - 34 1 - 1 38

Toplam 11 27 14 1 116 11 5 15

*Diren (n=2), ETA (n=2), Trakeal kateter (n=2), Balgam (n=1), IV Kateter (n=1),
BOS (n=1)

Calisma sonuclar1 enterokok suslarinin izole edildigi materyale ve pozitif
virulans geni kombinasyonuna gore dagilimi dikkate alindiginda en énemli numune
olarak idrar (n=89) dikkati cekmektedir (Tablo 8). Idrar materyalinden sonra iKinci
siklikta virulans faktorii izole edilen materyaller toplamda 38 pozitiflikle yapilan
stirveyans calismalar1 oldugu tespit edildi. Bunlar1 takiben yara, kan ve apse
ornekleri ticilincii siklikta geri kalan 6rneklerde ise nadir de olsa pozitiflik saptandigi

goriildii.
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5. TARTISMA ve SONUC

Enterokoklarin virulans faktorleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda farkli virulans
belirleyicileri aragtirilmistir. Diinyada ve Tiirkiye’de enterokoklarin virulans
faktorleri ile ilgili yapilan ¢calismalarda segilen gen hedefleri ve arastirilan izolatlarda
bu genlerin pozitiflik oranlar1 arasinda biiylik varyasyon bulunmaktadir. Sedgley ve
ark. (2005) 33 enterokok iizerine yaptiklar1 ¢alismada esp gen pozitiflik oranmi
%60,6 olarak tespit etmislerdir. Ayrica, gelE geni E.faecalis izolatlarmin tamaminda
(%100) bulunurken E.faecium izolatlarinda gelE genine rastlamamistir. Dahlen ve
ark. (2011) esp gen pozitiflik oranin1 %93, gelE gen pozitiflik oranin1 %10 ve cylA
/cylB oranini ise 16,7 olarak bildirmislerdir. Brezilya’da yapilan bir ¢alismada
(Comerlato ve ark. 2013) esp ve gelE oranlar1 sirasiyla %76 ve %60 olarak
bildirilmekle beraber Strateva ve arkadaslarmin (2016) calismasinda bu oranlar esp
icin % 44,3, gelE i¢in %64,3 ve cylA /cylB igin %47,1 olarak belirlenmistir. iran’da
201 klinik izolatin dahil edildigi bir ¢alismada (Kafil ve ark. 2013) esp, cyl, gel
genlerinin de icinde bulundugu c¢ok sayida virulans faktorleri incelenmistir.
Arastirmada bir E.faecalis izolatinda ve E.faecium’larin %38,8’inde cyl geni
bulmuslardir. Diger taraftan tiim E.faecium izolatlar1 efaA ve cyl genini ayn1 anda
iceriyorken, cyl ve esp pozitif olan E.faecium izolatlarinin oranini %69,7 olarak

saptamiglardir.

Ulkemizde bu alanda yapilan ¢alismalara bakildiginda Gozalan ve ark. (2015) 55
vankomisine direngli E.faecium izolatinda virulans genlerini multipleks PCR ile
analiz etmislerdir. Bu calismada esp pozitifliginin %41 oranla invaziv, %96,7
orantyla ise non-invaziv izolatlarda bulundugunu tespit etmisler ve sadece bir izolatta
ise gelE ile beraber birden fazla virulans genine rastlamiglardir. Vankomisin direngli
enterokoklar iizerine yapilan bir ¢alisma (Cakirlar ve ark. 2014), esp pozitiflik
oranint %87 ve cylB oranmi ise %4 olarak bildirmistir. Adana’da gida ve insan
orneklerinden izole edilen enterokoklarda yapilan ¢aligmada (Terkuran ve ark. 2014)
bes farkli virulans faktorii geni arastirilmis ve bunlar arasinda esp, gelE ve cylA

genleri pozitiflik oran1 %8.3 ile %83.3 arasinda degiskenlik gostermistir. Baylan ve
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ark. (2011), esp geni pozitifligi E.faecalis ve E.faecium suslarinda sirasiyla %35,6 ve

%6,5 olarak tespit etmislerdir.

Bu galigmada tiir, direnglilik ve izole edilen materyal farki gézetmeksizin 200
izolatin % 84’tinde esp, %25,5’inde gelE ve %16,5°da ise cylB geni belirlenmistir.
Bu oranlar dnceki bildirilere gore olduk¢a yiiksek olup ¢alisilan izolatlarin biiyiik bir
boliimiiniin  6nemli virulans faktorlerine sahip olabilecegini gostermektedir.
Ulkemizde ve diinyada yapilan calismalardaki enterokoklarin virulans faktorii
genlerinin belirlenme oranlarindaki degiskenlik ¢alismanin  yapildig1 cografi
lokasyona ve arastirma birimine gore farklilik gdstermektedir. Mevcut ¢alisma
sonuclart ve onceki bildiriler degerlendirildiginde bu biiyiik varyasyonun nedeninin
bakterinin izole edildigi materyalin kaynagi (klinik, fekal veya silirveyans), izole
edildigi birimdeki popiilasyon dinamigi, ornegin alindigr hastalardaki bireysel
durumu (ilag kullanimi, beslenme 6zelligi) ve dis c¢evredeki farkliliklardan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Esp bakterinin adhezyonunu, kolonizasyonunu ve savunma sisteminden kagigini
saglayan ve biyofilm ve persiste enfeksiyon olusumuna katki sunan onemli bir
virulans faktoriidir. Enterokoklarda virulans faktorleri genleri {izerine yapilan
calismalarda ise esp’nin en yaygin gozlemlenen virulans geni oldugu ortaya
konulmus ve bu oranin %6’dan %100’¢ kadar varyasyon gosterdigi saptanmistir
(Comerlato ve ark. 2013, Baylan ve ark. 2014, Cakirlar ve ark. 2014, Terkuran ve
ark. 2014, Gozalan ve ark. 2015, Copur ve ark. 2016). Mevcut ¢alismada da benzer
sekilde esp tiim suslarin 167 sinde (%83,5) belirlenen en yaygin virulans geni olarak
ortaya ¢ikti. Bununla beraber izolatlarin %58’inde esp tekli pozitif iken esp ile
beraber ¢oklu virulansa sahip olanlarm orani ise %26,5 olarak ortaya konuldu. Bu
yiksek oranlar arastirma kapsamindaki etkenlerin onemli virulans belirleyicisi
esp’ye sahip olabileceklerini gostermektedir. Onceki bildirilerdeki ve mevcut
caligmadaki degisken pozitiflik oranlarinin ise izole edilen materyallerin farkindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Enterokoklarda jelatin; kazein, kollajen, fibrinojen, hemoglobin ve insiilini
hidrolize edebilen ve biyofilm olusumuna katki sunabilen 6nemli bir virulans

belirleyicisidir. Jelatinaz iiretiminin bakteriler arasinda degisken oldugu ve bu enzimi
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kodlayan genin %7,9 ile %71 arasinda farklilik gosteren oranda yaygin oldugu
bildirilmistir (Sabia ve ark. 2008, Comerlato ve ark. 2013, Gozalan ve ark. 2014,
Copur ve ark. 2016). Mevcut calismada gelE tiim suslarin 51’inde (%25,5)
belirlenmis olup bu oran dnceki bildirilerle uyumlu bulunmustur. Tiim izolatlarin
%S5,5’unda gelE tekli pozitif bulunurken her bes izolattan birinde gelE ile beraber
baska bir virulans faktorii geni de pozitif bulunmustur. Bu yiiksek oranlar ¢aligma
kapsaminda degerlendirilen hem klinik hem de siirveyans izolatlarmin 6nemli bir
belirleyicisi jelatinaz aktivitesine sahip olabilecegini gostermektedir. Ayrica, bu
calismada gelE geninin varligi E.faecalis izolatlarinin 37’sinde ve E.faecium
izolatlarmin besinde bulunmus ve bu sonuglar onceki ¢aligmalarin aksine (Sedgley
ve ark. 2005, Vankerckhoven ve ark. 2008) gelE varhiginin sadece E.faecalis

izolatlarinda degil E.faecium izolatlarinda da olabilecegini gostermektedir.

Virulansina nasil etki ettigi tam olarak bilinmeyen sitolizinler veya bunlar1
kodlayan genler enterokoklarda %4-60 oraninda bulunmaktadir. Bu faktorlerin
enfeksiyon iligkili ve patojen suslarda daha yiiksek oranda belirlendigi gibi bazi
enfeksiyonlardan izole edilen suslarda ve gaita kokenli suslarda sitolizin {iretimi
acisindan onemli bir fark olmadigi da bildirilmistir (Moellering 1992, Kayaoglu ve
Orstavrik 2004, Devriese ve ark. 2006, Cakirlar ve ark. 2014, Mahalleh ve
Gonciioglu 2014, Terkuran ve ark. 2014, Copur ve ark. 2016). Mevcut ¢alismada
sitolizin tiretiminden sorumlu gen grubu i¢inde cylB geni arastirilmis ve 33 izolatta
(%16,5) amplifiye edilmistir. Molekiiler temelli ¢aligmalara dayanarak cyl geninin
suslarda inaktif olarak bulundugu ancak hastane gibi ¢esitli cevresel ortamlara baglh
olarak aktive olabildigi bilindigi icin bu c¢alismada ve literatiirde bildirilen
calismalardaki oranlarin degisken olmasmin nedeninin etkenlerin karsi karsiya

kaldiklar1 gevresel faktorlerle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.

Vankomisin veya diger antibiyotiklere direng ile virulans genleri arasinda hem
pozitif hem de negatif iligkinin oldugu bildiriler bulunmaktadir. Comerlato ve ark.
(2013) vankomisin direnciyle virulans faktorleri arasinda bir iliski olmadigni ifade
etmelerine ragmen Terkuran ve ark. (2014) boyle bir iliskinin mevcut oldugunu
bildirmislerdir. Copur ve ark.’nin (2016) VRE ve VSE izolatlarinda yaptiklar:
calismada esp ve cyl genlerinin ayni anda bulunduklari izolatlarin yiiksek diizey VR

E.faecium oldugu gozlemlenmistir. Diger taraftan gelE geni ise yiiksek diizey VS
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E.faecalis’lerde bulunmustur. Bu ¢alismada vankomisin direngli E.faecium ve
E.faecalis suslarinda tekli virulans faktorii pozitifligi %85 gozlemlenmisken goklu
virulans faktorii pozitifligi %13,43 olarak belirlenmistir. Bu oranlara vankomisine
dogal direngli olan E.gallinarum izolatlar1 da eklendiginde tekli virulans faktorii
pozitifligi %84,7 ve c¢oklu virulans faktorii pozitifligi ise %12,5 olarak ortaya
cikmaktadir. Vankomisin duyarli E.faecium ve E.faecalis suslarinda ise bu oranlar
sirast ile %69,4 ve %46,6 olarak ortaya konmustur. Bu sonuglar da popiilasyon
dinamigi ve etkenle ilgili diger faktorlere bagl olarak antibiyotiklere direng ile

virulans genleri arasinda degisken bir iligkinin olabilecegini gostermektedir.

Tir olarak degerlendirildiginde E.faecalis ve E.faecium’un virulans faktorii
genleri tasima oranlar1 yoniiyle biiyiik degiskenlik mevcuttur. Jovanovic ve ark.
(2015) vankomisine direngli E.faecalis ve E.faecium izolatlarmm esp pozitifligi
yoniiyle sirast ile %29,2 ve %76 olarak bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada baska bir
virulans geni hyl i¢in tersi bir sonug ortaya ¢ikmis ve hyl pozitif E.faecalis izolatina
rastlanmamistir. Brezilya’da yapilan bir ¢alismada ise (Comerlato ve ark. 2013) asal
ve gelE genleri E.faecalis izolatlarinda daha yiiksek oranda bulunurken esp geni
E.faecium izolatlarinda daha yaygin bulunmustur. Bu ¢alisma sonuglar1 da virulans
geni icerme bakimindan E.faecalis ve E.faecium‘un olduk¢a degisken pattern
gosterdiklerini ortaya koymaktadir. Bu degiskenligin kaynaginin ise tiir farkindan
ziyade etkenlerin izole edildikleri materyal ve bireyin durumu, dis gevre ve izolatlar
arasi klonal iliskinin daha Onemli belirleyici olmasinin muhtemel oldugu

diistiniilmiistiir.

Enterokoklarin klinik veya surveyans orneklerinden izole edilme durumunun
virulans  faktorlerinin  bulunmasi  acisindan  bir  belirleyici  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Terkuran ve ark. (2014) arastirdiklar1 alt1 virulans faktorii gen
icinde biri disinda digerlerinin klinik izolatlarda gida 6rneklerinden izole edilenlere
gore daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada arastirilan 162°si klinik ve
38’1 siirveyans Ornekler arasinda klinik izolatlardan 51°1 ¢oklu ve 97°si tekli virulans
geni icerirken limitli sayidaki siirveyans izolatlarindan sadece ikisi ¢oklu olmak
tizere 35°1 tekli virulans genine sahip olarak bulundu. Herhangi bir virulans geni

icermeyen izolat sayis1 ise klinik 6rnekler i¢in 13 siirveyans ornekleri i¢in bir olarak
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ortaya c¢iktl. Bu degisken sonuglar etkenlerin izole edildigi materyal ve virulans

ozellikleri iliskisini degerlendirmek i¢in saglikli sonuclar ifade etmemektedir.

Bakterilerde virulans faktorii genlerin bulunmasi o etkenin ayni zamanda
fenotipik olarak bu virulans 6zelligine sahip oldugunu gostermez. Nitekim Terkuran
ve ark. (2014)’nin ¢alismasinda bazi enterokoklarin virulans faktorii genlere sahip
olmalarma ragmen bu Ozelliklerinin fenotipik olarak goézlemlemedigini
belirlemislerdir. Ozellikle jelatinaz ve sitolizin iligkili genlerin bulunmasmin bu
fenotipleri ortaya ¢ikarmadigi baska arastiricilar tarafindan da ifade edilmistir (Eaton
ve Gasson 2001, Semedo 2003). Bu bakimdan mevcut c¢aligma sadece virulans
genlerini belirleyerek bu patojenite potansiyelini ortaya koymakta olup bu genlerin
sessiz olup olmadiklari, hangi ¢evresel sartlarda transkribe veya transle olabilecegi
ve konakg1 olarak insan iizerinde bu 6zelliklerinin durumu ile ilgili bilgileri ileriki

detayli arastirmalara birakmaktadir.

Mevcut ¢alismada etkenin popiilasyon dinamigi diisiiniildiigiinde olduk¢a smirli
bir birim olan Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvar1 izolatlar1 analiz edilmis olup arastirilan
enterokoklarm yakin genetik iliskili olmas1 muhtemeldir. Bu nedenle, klonal iliskisi
ve genotipleri bilinen heterojen popiilasyonlarda yapilan ileri ¢alismalara da ihtiyag

bulunmaktadir.

Enterokoklarin hastane enfeksiyonlarindaki artan 6nemi ve antibiyotiklere direng
sikligindaki artig diisliniildiiglinde bu etkenlerin hastalik yapma giicii ve siddeti ile
iligkili virulans faktorlerin ve bunlarin dinamiginin belirlenmesi bu etkenlerin neden
olduklar1 hastaliklarla miicadelede olduk¢a Onemlidir. Enterokoklarda direng
calismalarmm yaygmn olmasma ragmen virulans belirleyicileri yoniiyle yapilan
taramalar smirlidir. Bu ¢aligmada ortaya ¢ikan yiiksek oranda virulans faktorii genleri
bu etkenlerde basta esp, gelE ve cylB olmak iizere diger virulans belirleyicilerinin de
dikkatle izlenmesinin uygun kontrol ve miicadele yontemleri i¢in gerekli oldugunu
ortaya koymaktadir. Ayrica, virulans faktorlerinin belirlenmesi bunlar1 hedef alarak
antimikrobiyallerin gelistirilmesi potansiyeline katki sunarak 6zellikle antibiyotiklere
direng sorunu olan enterokoklar i¢in alternatif etkin ve giivenli bir miicadele yontemi

olarak gelecek caligmalara 1s1k tutmasi beklenmektedir.
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Nargin Muriqi Prof.Dr. Ahmet Unver
Imza a
@ /-7 TR /&ﬁ/\/\
CH U
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Ek 2. Etik Kurul Onay Formu

I.C
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI REKTORLUGU
__TIP FAKULTESI DEKANLIGI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Say1 :18920478-050.01.04/8687 27.01.2016
Konu  :Bagvuru Incelemesi

Sayin Prof. Dr. Ahmet UNVER

Yiriitiictiligtinii yapmis oldugunuz "Enterokok {zolatlarinda esp. cylB ve gelE Viriilans
Faktorii Genlerinin Belirlenmesi" baslikli 2011-KAEK-27/2016-161 nolu projeniz ile ilgili olarak
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulunun almis oldugu 20/01/2016 tarih ve 01-01 nolu karar asagidadir.

Bilgilerinize rica ederim.

Karar Tarihi :20.01.2016 14:30
Karar No  :2016-01

Karar-01)2011-KAEK-27/2015-161 no'lu arastirma ile ilgili olarak, proje arastirmacilarindan
Nargin MURIQI'nin sunumunun dinlenmgsinin ve raportoriin hazirladigi degerlendirilmenin
okunmas sonrasinda yapilan oylamada "ETIK KURUL ONAYINI ALIR." karari verilmistir.

Prof. Dr. s'sztﬁrk OZDEMIR

Bagskan

27.01.2016 Sekreter : Faize OTURAN

Bilgi iin:Faize OTURAN
Sekreter
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Ek 3. Ozgecmis

Kisisel Bilgiler
Adi Nar¢in Soyadi Muriqi
Dogum Yeri | Prizren Dogum Tarihi 14.03.1991
Uyrugu Kosova TC Kimlik No 99376270070
E-mail narcin.murigi@outlook.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Vit Canakkale Onsekiz Mart Universitesi 2014 - (Halen)
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Lisans Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi 2009-2013
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire
Ogretmen Elena Cika Ilk ve Orta Ogretim Okulu | 01.02.2014-30.06.2014
Laboratuvar
Prizren Halk Saghigi Merkezi 12.08.2013-28.02.2014
teknisyeni

Katildig: Bilimsel Etkinlikler:

ODAK Brucella Kit ve Ekipman Egitimi

Trakya Universiteler Birligi (TUB) 2016 Lisansiistii Ogrenci Kongresi
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