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OZET

Bu ¢alismada, Kitahya ilinde tavuk (35 adet), kiyma (35 adet) ve peynir (35 adet)
orneklerinde Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium izolasyonu ve identifikasyonu
yapildi. Izole edilen suslar ve Evliya Celebi Hastanesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ndan temin edilen insan orijinli E. faecalis ve E. faecium bakterilerinin genotipik

benzerlikleri aragtirildi.

Tavuk kanat érneklerinden izole edilen suslardan %22,8’si E. faecalis ve %5,7’si E.
faecium, kiyma 6rneklerinden izole edilen suslardan %14,3’0 E. faecalis ve %20’si E. faecium,
peynir orneklerinden izole edilen suslardan %20’si E. faecalis ve %2,9’u E. faecium olarak
identifiye edildi. Gida kaynakli 30 Enterokok susu (20 E. faecalis ve 10 E. faecium) ve
hastaneden temin edilen insan kaynakli 10 Enterokok susu (5 E. faecalis and 5 E. faecium)

olmak Uzere toplamda 40 Enterokok susu genotiplendirildi.

E. faecalis ve E. faecium suslarinin genetik ¢esitliligi RAPD-PCR yontemiyle M13
primeri kullanilarak arastirildi. Arastirilan biitiin izolatlar M13 primeri ile bant olusturdu ve
sonuglar UPGMA kiime analiz programiyla degerlendirildi. E. faecalis suslar1 profillerinin
kiime analizleri sonucunda %70’ten fazla benzerlik gosteren 2 grup ve benzersiz 14 tip iceren
26 farkl tip gozlemlendi. E. faecium suslart profillerinin kiime analizleri sonucunda %70’ten

fazla benzerlik gosteren 5 grup ve 10 benzersiz tip iceren 15 farkli tip gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: E. faecalis, E. faecium, Genotiplendirme, RAPD-PZR, UPGMA.
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THE ISOLATION OF Enterococcus faecalis AND Enterococcus faecium FROM
DIFFERENT SOURCES AND THEIR MOLECULAR DIAGNOSIS AND
GENOTYPING
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Biology Major, Master’s Thesis, 2016
Thesis Advisor: Associate Prof. Tuba ICA

SUMMARY

In this study, chicken (35 pieces), ground meat (35 pieces) and cheese (35 pieces)
samples in the city of Kitahya were investigated for the isolation and genotyping of
Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. The isolated strains and human originated E.
faecalis and E. faecium bacteria provided by Evliya Celebi Hospital, Medical School,

Microbiology Major were investigated for genotyping similarities.

The isolated strains from chicken wings were identified as 22.8% E. faecalis and 5.7%
E. faecium, the isolated strains from ground meat were identified as 14.3% E. faecalis and 20%
E. faecium and the isolated strains from cheese were identified as 20% E. faecalis and 2.9% E.
Faecium. The total of 40 Enterococcus strains were genotyped as food sourced 30 Enterococcus
strains (20 E. faecalis and 10 E. faecium) and hospital provided human sourced 10 Enterococcus

strains (5 E. faecalis and 5 E. faecium).

E. faecalis and E. faecium strains were investigated with RAPD-PCR method by M13
primer to find out their genetic diversity. All the investigated isolates produced bands by M13
primer and the results were evaluated by UPGMA cluster analysis software. The cluster analysis
results of E. faecalis strain profiles revealed 2 groups with more than 70% similarity and 26
different types containing 14 unique types. The cluster analysis results of E. faecium strain
profiles revealed 5 groups with more than 70% similarity and 15 different types containing 10

unique types.

Keywords: E. faecalis, E. faecium, Genotyping, RAPD-PCR, UPGMA.
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1. GIRIS

Enterokoklar cevre, gida ve klinik mikrobiyoloji agisindan Onemli laktik asit
bakterileridirler. Bu bakteriler Avrupa da fermente gida iiretiminde yarali olduklari gibi,
probiyotik olarak ta basariyla kullanilmiglardir. Peynir, sosis gibi fermente gidalarin tiretiminde
Enterokoklarin rol almasi o bolgelere has gidalar ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Franz vd.,
2003). Gunumulzde Enterokoklarin 40’tan fazla tlr( tespit edilmistir (Murray vd., 2013).
Enterokok turleri olan Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis yaygin olarak insan
bagirsaklarinda dogal mikroflora olarak bulunurlar ve tipik olarak hastaliga neden olmazlar.
Enterokoklarla iliskilendirilen ilk hastalik vakasi 1899°da incelenen bir endokarditis
enfeksiyonudur (MacCallum ve Hastings, 1899). Enterokoklar genel itibariyle yiiksek
patojeniteye sahip degildirler. Ancak kronik hastaligi olan yasl hastalarda ya da immiin sistemi
baskilanmisg hastalarda ciddi sorunlara yol acabilmektedirler. En ¢ok iriner sistem
enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar (Moellering, 1981; Krieger 1983).Yaygin olarak
kullanilan son nesil vankomisin direnci kazanmis E.faecalis ve E.faecium son 30 yildir yapilan
caligmalarda hastane enfeksiyonlarda en sik goriilen Enterokok tirleri olarak karsimiza
cikmaktadir (Hidron vd., 2008). E. faecalis ve E. faecium ve diger Enterokoklarin tasinabilir
genetik elementlerle antibiyotik direnci gibi Ozellikler kazanabilmeleri onlar1 en OSnemli

nasokomiyal patojenler haline getirmistir (Bourgogne vd., 2008; Paulsen vd., 2003).
1.1. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar fakultatif anaerofilik mikroorganizmalardir. Optimal tireme 1silart 35
°C’dir. Fakat 10-45 °C’leri arasinda da gelisme gosterdikleri gozlemlenmistir. Optimal reme
pH araliklar1 7,2 civarindadir. Koyun kanli besiyerinde 24 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda,
1-2 mm ¢apinda, streptokoklardan daha kabarik, gri-beyaz renkli S tipli koloniler olustururlar
(Fisher ve Phillips, 2009). Enterokoklar olduk¢a zorlu ve farkli ¢evre kosullarina dayanikli
sporsuz  bakterilerdir. Gram pozitif streptococcilerin  yasayamadigi  yiiksek  tuz
konsantrasyonlarinda (6,5% NaCl) yasayabilir ve gelismeye devam edebilirler (Devriese vd.,
2006). 5 °C gibi diisiik ve 50 °C gibi yiiksek sicakliklarda iiremeye devam edebildikleri hatta 60
°C sicaklikta 30 dk yasayabildikleri yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir. Besiyeri bilesenlerine
bagl olarak optimum biiyiime sicakliklar1 37-42,7 °C“dir. Bununla birlikte optimum pH 7,5
degerinde blyUmelerine ragmen 4,8 gibi kii¢iik ve 9,6 gibi biiyilk pH degerlerinde bile
yasayabildikleri bilinmektedir (Fisher ve Phillips, 2009; Teixeira vd., 2011). Enterokoklarin
hiicre duvarinin yariya yakin kismini peptidoglikan olustururken geriye kalan kisimlari ribitol

igeren teikoik asitten ve ramnoz igeren polisakkaritten meydana gelir. Peptidoglikan kisa



peptidlerin glikan zincirlere baglanmasiyla L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala’dan olusur.
Dizilimde yanyana kalan peptidler, pentapeptid yan zincirleri ile capraz olarak baglanirlar.
Yapisal bilesimi tam olarak aydinlatilmamis peptidoglikan disinda bagka yardime1 polimerlerde
bulunmaktadir. Serolojik tiplendirmede, Enterokoklar lipoteikoik asitlerin antijenik 6zelliklerine
gbre D grubunda yer almaktadir. (Cetinkaya vd., 2000; Svec vd., 2001).

1.1.1. Simiflandirilmasi

Daha onceleri smniflandirmada streptokoklar i¢inde yer alan S. faecalis ve S. faecium
1984 yilinda yapilan DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyon deneylerinden elde edilen
sonuglar dogrultusunda Enterococcus olarak gruplandirilmistir. Bu cinse aktarilan bakteriler
zamanla E. faecalis, E. faecium, Enterococcus raffinosus, Enterococcus durans, Enterococcus
hirae, Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus malodoratus,
Enterococcus gallinorum, Enterococcus mundtii, Enterococcus pseudoavium ve Enterococcus
solitarius gibi tiirlere ayrilmistir. Enterokok cinsi i¢inde tanimlanan en son tiirler ise;
Enterococcus villorum, Enterococcus phoeniculicola, Enterococcus moraviensis, Enterococcus
haemoperoxidus, Enterococcus columbae, Enterococcus cecorum ve Enterococcus canis’tir.
(Koneman vd., 2005).

ALEM Bakteriler
Sube: Firmicutes

Sinif: Bacilli

Takim: Lactobacillales
Aile: Enterococcaceae
Cins: Enterococcus

Sekil 1.1. Enterokoklarin siniflandirilmasi (Facklam ve Teixeria, 1998).

Enterokoklarin identifikasyonlar1 i¢in ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal testler
kullanilir. Bakteriler dncelikle mannitol, sorbitol, sorboz siv1 besiyerlerinde asit olusturma ve
arginin hidrolizine gére degerlendirilir. Bu 6zelliklerine gére Enterokoklar 4 grupta incelenebilir
(Facklam vd., 1999).

Grup I: E.raffinosus, E.malodoratus, E.avium, E.psedoavium bu gruptadir. Bu tlrler
karbonhidratlardan asit olusturur. Fakat arginini hidrolize etmezler. Grup I’deki tirler arabinoz
ve rafinoz sivi besiyerlerindeki reaksiyonlarina gore ayrilabilir. E.avium arabinozdan asit

olusturup rafinozu kullanmazken, E.malodoratus rafinozdan asit olusturur ve arabinozu



kullanmaz. E.raffinosus her ikisinde de asit olusturur. E.pseudoavium karbonhidratlar

kullanmaz.

Grup Il E.solitarius, E. faecalis, E. faecium, E.mundtii, E.casseliflavus, E.flavescens
ve E.gallinarum bu grupta yer alir. Grup 11’de sadece E. faecalis tellUriti tolere eder ve piruvati
kullanir. E. faecium ve E.gallinarum hareket testiyle birbirinden ayrilir. E.gallinarum hareketli,
E. faecium hareketsizdir. E.flavescens ribozdan asit olusturmaz. E.casseliflavus ise ribozu
kullanir. E.casseliflavus, E.mundtii ve E.flavescens sari pigment olusturur. Bu grup GOyeleri
arginini hidrolize ederler ve mannitolden asit olustururlar. Sorbozdan asit olusturmazlar.

Sorbitole etkileri degiskenlik gosterir.

Grup Ill: E.hirae, E.durans, E. faecalis ve E.dispar tirlerinden olusur. Arginini
hidrolize ederler fakat mannitol, sorbitol ve sorbozdan asit olusturmazlar. Grup III iyeleri
piruvat, rafinoz, ve sukroz testleri ile kolayca ayrilabilirler. E.durans’ta tumi negatiftir.
E.dispar’da timu pozitiftir. E.hirae igin biri veya her ikisi pozitif ve piruvat negatiftir. E.

faecalis turleri piruvat pozitiftir, rafinoz ve sukrozdan asit olugturmazlar.

Grup 1V: E.sulfureus bu grupta yer alir. Arginini hidrolize etmez. Mannitol, sorbitol,

sorbozdan asit olusturmaz.

Her grup icindeki tlrlerde daha sonra spesifik reaksiyonlarla birbirinden ayrilir
(Facklam vd., 1999).

1.1.2. GOérinim ve boyanma 6zellikleri

Enterokoklar Gram boyama sonucunda, Gram pozitif sonu¢ veririler ve 0,6-2,5 um
buyiikliiglinde koklar ya da ovalimsi koklar seklinde gozlemlenirler. Koloni goriiniimleri ise
besiyerinin Ozelliklerine gore farklilik gosterebilmektedir. Sivi besiyerinde genellikle kisa
zincirler ya da ¢iftler olusturmus ovalimsi koklar olarak goriiliirlerken kati besiyerinde ise

hiicreler bazen kokobasil olarak ta gordlebilirler (Teixeira vd., 2011).



Cizelge 1.1. Enterokoklarin diger Gram pozitif ve katalaz negatif koklardan ayirimi (Mete,
2003).

10°C’de 45°C’de

Cins Morfoloji Van Gaz Pyr Lap Be NaCl iireme iireme Hareket  Hemoliz
Enterococcus zincir S - + + + + + + D o, B,n
Streptococcus zincir S - - + - - - D - a, B,n
Globicetella zincir S - + - - + - - - o
Lactococcus zincir S - + + + D + - - o,n
Vagococcus zincir S - + + + + + - + o,n
Leuoconostoc zincir R + - - D D + D - o,n
Pedicoccus Kime,Tetrat R - - + + D - + - o
Tetragenococcus  Kiime, Tetrat S = - + + + - + - o
Aerococcus Kime, Tetrat S - + - D + - + - o
Gemella Kiime, Tetrat S - + D - - - - - o,n
Helcococcus Kime, Tetrat S - + - + + - - - n

Yukaridaki ¢izelgedeki kisaltmalarin anlamlari: VAN: Vankomisin (30ug disk)
duyarliigi, GAZ: Mann Rogosa Sharpe (MRS) sivi besiyerinde gaz olusumu, PYR: L-
pyrrolydonly-B-naphthylamide hidrolizi, LAP: Leucine aminopeptidase Uretimi, , HEM:%5
koyun kanli besiyerinde hemoliz, a:Alfa hemoliz, B: Beta hemoliz, n: Nonhemolitik, S: duyarli,

R: Direngli, -> % 95 negatif reaksiyon, +> % 95 pozitif reaksiyon, D: Degisken reaksiyon.
1.2. Virdlans Faktorler

Mide-bagirsak sistemde kommensal olarak bulunan Enterokoklar bazi durumlarda
bagirsak disindaki dokulara yayilarak enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. Enterokoklarin
genetik materyal transferiyle cesitli viriilans ve antibiyotik direnci gibi 6zellikleri
kazanabilmeleri farkli dokularda olagan disi enfeksiyonlara neden olmalarinda olanak tanir.
Enterokoklarin genetik bilgi transfer yetenekleri viriilanslarini arttirmaktadir. Bununla birlikte
sahip olduklar1 farkli virlilans faktorler de dikkate alindiginda Enterokok enfeksiyonlariin

6nemi artmaktadir (Upadhyaya vd., 2009).



1.2.1. Aderens (Konak dokulara tutunma)

Bakterilerin konak hiicrelerine tutunmasi, mikrobiyal bir enfeksiyon slrecinin baslamasi
icin ilk basamaktir (Baddour vd., 1990). Konak¢inin sindirim tirogenital ve solunum
sistemlerine ait mukozal membranlarin yiizeylerindeki farkli yapilar patojenlerin bu dokulara
yapismasina olanak saglamaktadir. Enterokoklar bagirsaklarin dogal hareketleri ve sivilariyla
sindirim sistemi disina ¢ikabilmektedirler. Bu durumlarda adhezinler vasitasiyla l6kositlere,
epitel hicrelerine ve ekstraseliiler matrikse gerceklesen yapisma enfeksiyonlarin baslangicinin
ilk agsamasini olusturabilirler. Ayrica adhezinlerin fagositozu baslatan efektorler gibi davrandigi
ya da lokal iltihaplar1 devam ettiren toksinlere benzer roller iistlendikleri gozlemlenmistir (Jett

vd., 1994).

1.2.1.1. Agregasyon faktoru

Bir hiicre yiizey baglayici proteini olan agregasyon faktori (AF) E. faecalis‘in feromon
cevap plazmidi tarafindan kodlanmustir. Af alic1 verici bakteri hiicrelerinin plazmid degisiminde
rol oynayan hiicrelerin etkili temasini1 saglayan bakteriyel bir adhezindir. Konjugasyon sirasinda
bakteriyel hiicrelerin temaslarin1 saglamanin disinda E. faecalis ’in gesitli 6karyotik hiicrelere

tutunmasinda da rol alabilmektedir.

Agregasyon faktori makrofajlar, bobrek epitel hiicreleri, nétrofiller, bagirsak epitel
hiicreleri ve kalp kapaklarna tutunma saglar. Bu da Enterokoklara endokardit ve riner sistem

enfeksiyonu yapabilme kabiliyeti kazandirmaktadir (Koch vd., 2004).

Enterokoklarda agregasyon faktorii yardimu ile gergeklesen konjugasyonda bilinen en
yiiksek diizeydeki genetik madde transferinin gergeklesmesi saglanir ve her verici hiicre genetik
materyalini alictya aktarabilir. Enterokoklarin, feromon varligina ihtiya¢ duymayan konjugatif
plazmidleri de mevcuttur. Bunlarin konjuge olma oranlarn daha diisiik oldugu gibi, daha genis
konak bakteri yelpazesine sahiptir ve genellikle, antibiyotik direngleri tasiyan genetik

metaryeller nakledebilmektedirler.

Agregasyon faktoriiniin aracilik ettigi konjugasyonun, bagirsak, genital kanal, deri ve
ag1z boslugu gibi in vivo ortamlarda da meydana gelebildigi gézlemlenmistir (Ciftgi, 2004).
Agregasyon faktoriine sahip Enterokoklarin daha biiyiik kiimeler olusturabilmesi fagositozun
gerceklesmesini zorlastirir. Enterokok yuizey hidrofobisitesinin AF etkisi ile artmasi, lizozomal
vezikiil ile fagozomun birlesmesini giiglestirir. Agregasyon faktori tireten E. faecalis suslarinin
blyuk bir kismu sitolizin de tiretmektedir. Bu iki 6zellige ayni anda sahip olan suslarin daha

virtlent olma olasilig1 vardir (Ciftci, 2004).



1.2.1.2. Enterokokal yUzey proteini (Enterococal surface protein ESP)

153 kb biiyiikligiine sahip bir patojenite adasinda bulunan esp geninde kodlanmis olan
Enterokokal surface proteini konjugasyonla Enterokoklar arasinda transfer edilebilmektedir. E.
faecalis ve E. faecium gibi salginlara yol agmuis izolatlarda tespit edildiginden epidemik suslarin
belirlenmesinde bir marker oldugu disiiniilmektedir (Oancea vd., 2004; Coque vd., 2005).

Enterokokal yuzey proteini (ESP) E. faecalis’in abiyotik yiizeylerde ilk yapismanin
biiylimesi, gelismesini ve biyofilm formasyonunun olusmasini saglar. Bazi caligmalarda,
klinikte izole edilmis suslardaki Esp geninin varligi ya da yoklugu ile biyofilm olusumu
arasinda herhangi bir iliski saptanmazken, bazilarinda da Esp aracili biyofilm olusumu
gosterilmistir. Biyofilm olusumundan, Esp’nin yanisira, Enterokoklardaki baska gen bélgeleri
de sorumlu tutulmustur, hiicre yuzeyinin elektriksel yikiindeki heterojenitenin, Esp veya GelE
gibi susa 0zgul diger niteliklerin varligindan bagimsiz olarak, abiyotik yiizeylere ilk tutunmay1
artirdig1 iddia edilmektedir. E. faecium’da Esp sentezi degiskendir. Esp geni pozitif suslardan
bazilar1 biyofilmi neredeyse hi¢ yapmazken, baska suslarda Esp sentezinin ve biyofilm
yapiminin diizeyleri yiiksektir. E. faecium’da Esp sentezi, reme kosullari ile belirlenmektedir;
37°C’de bu genin sentezi, 21°C’deki sentezine gore ve anaerop kosullarda, aerop kosullara gére
daha fazladir. Enterokoklarin viriilansimi belirleyen Esp’nin, abiyotik ylzeylere tutunma ve
biyofilm yapiminda gorev almasmin yani sira, konjugasyon sikligindaki artistan da sorumlu
oldugu bildirilmekedir (Willems ve Bonten, 2007; Van Wamel vd., 2007). N-terminal ucu
vasitasiyla hiicre duvarina baglanan ESP, bakterinin immiin cevaptan canli olarak kurtulmasini
kolaylastirmaktadir. Ozellikle {iriner sistem enfeksiyonlarinda E. faecalis’in mesane epiteline
yapismasina olanak sagladigi bildirilmistir. Bununla birlikte bakterinin bazi antibiyotiklere
diren¢ gostermesini saglamaktadir (Vankerckhove vd., 2004).

1.2.1.3. Molekiil adezyonunu taniyan mikrobival viizey bileseni (MSCRAMM)

Adhesiv matriks molekiil adezyonunu taniyan mikrobiyal yiizey bileseni (Microbial
surface component recognizing adhesive matrix molecule, MSCRAMM); ebpAfm, ebpBfm,

ebpCfm, scm, fms genlerinde kodlandig bilinmektedir (Sillanpaa vd., 2009).

Ace (adhesin to collagen of E. faecalis): Staphylococcus aureus’un kollajen baglayan
Cna proteiniyle yapisal ve foksiyonel benzerlige sahip hiicrenin dis ylizeyindeki matriks
proteinlerine baglanmasina olanak taniyan protein yapida bir adhezindir. E. faecalis’lerde tip |
ve tip IV kollajen baglayici adezin olarak tespit edilen Ace; Enterokokal enfeksiyonlarda,

siklikla E. faecalis’in neden oldugu endokarditlerde izole edilmektedir.



Fekal izolatlara oranla klinik izolatlarda bulunma oranlar1 daha yiiksektir (Sillanpaa vd.,
2009). Ayrica bakterinin dentine yapismasinda etkili bir rol stlenmektedir (Upadhyaya vd.,
2009; Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

Acm (adhesin of collagen from E. faecium) ve Scm (second collagen adhesin of E.
faecium): E. faecium’da tespit edilmis kollajen baglayici adezin olan Acm tip | kollajenlere tip
IV*ten daha c¢ok ilgi gosterir. Yine E. faecium’da tespit edilmis kollajen baglayict adezin olan
Scm Tip V kollajenleri ve fibrinojenleri baglayabilmektedir (Nallapareddy vd., 2003;
Nallapareddy vd., 2006; Sillanpaa vd., 2008).

1.2.1.4. Enterococcus faecalis antijen A proteini (EfaA Proteini)

EfaA proteini, efaA geninde kodlanan ilk olarak insanlarda endokardite sebep olan E.
faecalis izolatlarinda tanimlanmustir (Lowe vd., 1995). EfaA’nin aminoasit dizilisi,
streptokokkal adhesinler olarak isimlendirilen proteinlerle %50-60 benzerlik gdstermektedir.
EfaA endokarditte adhesyona neden olur. EfaA Uretimi E. faecalis suslarinda yaygindir. Yapilan
bir ¢alismada incelen tiim tibbi ve gida kaynakli izolatlarinda E. faecalis EfaA geni tespit
edilmistir (Eaton ve Gasson, 2001).
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Sekil 1.2. Enterokokal pili ve LPXTG (L6sin-Prolin x Timin-Glisin) ylzey proteinlerinin sematik
gortnuma ve bilinen rolleri (Hendrickx vd, 2009).

E. faecalis suslarinda EfaA, manganez transport sistemi ig¢in baglayici protein
reseptoriidiir. EfaA’nin manganez konsantrasyonunun diisiik oldugu ortamlarda fazla miktarda
eksprese edildigi bilinmektedir. Enterokoklarin neden oldugu endokarditlerde adhezin olarak
islev gordiigii bildirilmistir. Ayrica siit, peynir ve et gibi klinik izolatlar disinda izole edilen E.
faecalis suslarinda da EfaA’nin bulundugu bildirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Low vd.,
2003).

1.2.2. Salgilanan iiriinler

1.2.2.1. Sitolizin

Insan, tavsan ve at eritrositlerinde litik bir aktivite gdsteren ve farkli Enterokok
izolatlarinda rastlanilabilen sitotoksik bir proteindir. Eritrositlerin yani sira makrofajlar,
Iokositler ve Gram pozitif mikroorganizmalara karsi litik aktivite gosterebilmektedirler.
Sitolizin’in ayn1 zamanda bir bakteriyosin oldugu ve bakteriyosinin de biitiin Gram pozitif

mikroorganizmalar i¢in bakterisidal etki gosterdigi tespit edilmistir.



Sitolizini kodlayan gen bolgesi bakteriyel kromozomda entegre olarak ya da plazmid
tizerinde bulunabilmektedir. Sitolizin operonu cylR1, cylR2, cylLL, cylILS, cylM, cylB, cylA, ve
cyll olarak tanimlanan sekiz gen icermektedir (Cox vd., 2005; Hallgren vd., 2009; Upadhyaya
vd., 2009). Sitolizin kodladig1 bilinen en yaygin plazmid pAD1 plazmididir (Clewell, 1993).
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Sekil 1.3. (a) Sitolizin pilazmiti pADI1 fiziksel haritasi. (b) Sitolizin plazmidinde kodlanmig
genlerin yerlesimleri (Jett vd., 1994).

Sitolizinin altbirimleri olan CylLL ve CylILS ribozomda sentezlendikten sonra
posttranslasyonel modifikasyona ugrar ardinda hiicre disina taginarak aktive olurlar. Sitolizin
yapisal genlerinin transkripsiyonunu baskilayan, cylR1 ve cylR2 olmak iizere iki ayr1 regiilator
gen bulunmaktadir ( Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Cox vd., 2005). Sitolizin Gretimi bir quorum
sensing mekanizmasiyla diizenlenmektedir. CyILS sekrasyonunu diizenleyen bu mekanizma ile

sitolizin ekspresyonu induklenir (Versteeg, 1997; Devriese vd., 2006; Haas vd., 2002).
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E. faecalis
sitoplazma

Dis Cevre

Sekil 1.4. Sitozin ekspresyon modeli, ekspresyonu, olgunlagmasi, salgilanmasi ve aktivasyonu
(Jett vd., 1994).

Yapilan farkli bir ¢caligmada sitolizinin yapisal bilesenlerini kodlayan CyILL ve CyILS
genlerinin regilasyonunun, ortamin oksidasyon rediiksiyon (Eh) potansiyeli ile baglantili
oldugu ve Eh potansiyelinin sitolizin lretimini arttirict bir etkisi oldugu bildirilmistir. Sitolizin
operonu ayni zamanda esp ve af gibi diger viriilans genleri ile baglantilidir (Shankar vd., 2004;
Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

1.2.2.2. Otolizin (Autolysin)

Sortaz, ekstraselliler DNA ve otolizin faktorleri E. faecalis’in biyofilm olusturmasinda
etkilidir. Bu faktorlerin altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Yapilmis olan
gesitli calismalarda atn geninin yoksun oldugu mutantlarda, DNA nedeniyle biyofilm
olusumunun geciktigi saptanmustir. E. faecalis’te birkag otolizin bulunarak tanimlanmistir. Atn
olarak bilinen N-acetylucosaminidase hiicresel boliinme sirasinda kardes hiicrelerin
separasyonunda onemli bir yere sahiptir. Ayrica otolizinin hiicre duvarmin diizenlenmesinde

gorev alir. Otolizin hiicre duvarindaki demirlesmis proteinlerin lokalizasyonunu gergeklestirir.
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Bu proteinlerin yerlesimleri biyofilm olusumunun yapigma agamasi i¢in 6nemlidir. Atn hiicre

biiylimesinin yani sira hiicre lizisinde de rol alir. (Guiton vd., 2009).

1.2.2.3. Hyaluronidaz

Hyaluronidaz, serin ve jelatinaz proteaz hidrolitik enzimleri igerisinde yer almaktadir.
Hyaluronidaz enzimi hyl geninde kodlanir ve streptokoklarin yani sira stafilokoklar gibi bazi
Gram pozitif bakterilerde bulunabilir. Bakteriler disinda zehirli yilanlar, kancali kurtlar, siiliik
ve spermatozoa gibi memeli hiicreleri tarafindan da iiretilmektedir. Hyaluronidaz, hyaluronik
asiti tahrip ederek dokularin zarar gormesine neden olan bir enzimdir. Bag dokudaki
mukopolisakkaritlerin  kismen yapilarini  bozarak hem bakteriye hyaluronik asidin
pargalanmasiyla besin kaynagi saglar hem de bakterinin yayilmasini kolaylastirir. Hyaluronidaz
kendi aktiviteleri sonucu verdigi zararin yaninda diger bakteriyel toksinlerin zararli etkilerinin
ortaya ¢ikmasini kolaylastirabilir bu da dokuda meydana gelecek hasarin siddetini arttirir. Dig
glirtiklerindeki doku hasarinda da etkisi olan enzim Enterokoklarin dis koék kanallarindan
periapikal lezyonlara ge¢mesine olanak tanimaktadir (Fisher ve Fisher, 2009; Kayaoglu ve
Orstavik, 2004).

1.2.2.4. Jelatinaz

Matriks metallo proteinaz (MMP) ailesinin ekstra seliiller ¢inko iceren bir Gyesidir.
Jelatin, fibrinojen, kollajen, kasein, insiilin, hemoglobin ve bazi1 biyoaktif peptitleri hidroliz
edebilen jelatinaz Enterokoklar tarafinda tiretilebilirler. Enterokoklarda jelatinaz enziminin
varligi 1964°te E.faecalis suslarinda tespit edilmistir. E. faecalis’in jelatinaz iireten suslarinin
uretmeyenlere oranla bolgesel toksik etkilerinin daha fazla oldugu ve hayvanlarda endokardit
olusumuna biiyiik oranda katkida bulunduklari belirlenmistir. Jelatinaz tiretimi farkli E. faecalis
suslarinda farkli oranlarda olmaktadir ve fsr lokusunda diizenlenir. Yapilan ¢alismalarin biiyiik
bir ¢ogunlugunda izolatlarin %45-68’inde jelatinaz Uretimini saglayan fsr geni bulunmustur.
Farkl1 bir ¢aligmada ise gaita izolatlarinin %53iinde, endokardit izolatlarinin ise %100’tinde fsr

geni saptanmustir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Upadhyaya vd., 2009).
1.2.3. Diger viriilans ozellikleri

1.2.3.1. Lipoteikoik asit (LTA)

LTA, fosfodiester ve poligliserol fosfata baglanmis, glikolipid ihtiva eden amfipatik
molekiillerdir. Hiicre duvarinda konumlanmis olan, Enterokoklarin D grubu antijenini meydana
getirmektedir (Jett vd., 1994). LTA’da bulunan lipid molekili eritrosit, trombosit, PMNL,
lenfosit ve epitel hiicresi gibi bir¢cok Okaryotik hiicreye baglanabilmektedir (Kayaoglu ve
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Orstavik, 2004). LTA benzeri yiizey molekiilleri, Gram pozitif bakterilerde otolitik faaliyetleri
dizenlemek gibi farkli gorevler tstlenebilirler (Fabretti vd., 2006). Lipoteikoik asit E. faecalis
suslarinda verici hiicrenin {irettigi agregasyon faktorii igin alict hiicrede reseptor olarak gorev
yapabilmektedir (Bensing ve Dunny, 1993). Bu sekilde plazmid transferini kolaylastirarak
bakterinin virllansina katkida bulunmaktadir (Jett vd., 1994). Ayrica antimikrobiyal peptidlere

kars1 direng gelisimine ve biyofilm olusumuna katki sagladigi belirlenmistir (Fabretti vd.,
2006).

1.2.3.2. Superoksitler

Guclu oksijen radikalleri ve stperoksit anyonlar; hasarli ve hastalikli dokularda
bozulmalara neden olmakla beraber proteinlerde, biyolojik yapilarda, lipitlerde ve niikleik
asitler {izerinde de biiyiik yikimlara yol agabilmektedirler. Inflamasyon yerinde doku hasarina
sebep olurlar. Ayn1 zamanda stperoksitler plazma icerisinde nétrofiller icin kemotaktik aktivite
gosterirler (Kayaoglu ve Orstavik, 2004). E. faecalis izolatlarinin ¢ogundan izole edilen bu
stiperoksitler farkli bakterilerin olusturdugu apselerde Enterokoklarin diger bakteri tiirlerini

elemine ederek baskin hale gelmesinde rol oynar (Saglam, 2008).
1.2.3.3. AS-48

Ik defa E. faecalis susundan izole edildigi i¢in bu isimle anilmaktadir. Bir¢ok bakteriye
kars1 sitolitik aktivite gosteren plazmid de kodlanan, peptit yapili bir bakteriyosindir. Iyon
gecisini indiikleyebilmesinden dolayi, hedef hiicrenin membran iyon yiik dengesini bozmasina

neden oldugu diistiniilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

1.2.3.4. Seks feromonlar

Seks feromonlari; 7-8 amino asit uzunlugunda, cpd, cob, ccf, cad genlerinde kodlanan
kucuk ve hidrofobik peptitlerdir. E. faecalis’ te sinyal peptitleri olarak islev goérmektedirler.
Seks feromon sistemi ile suslar arasinda konjugatif plazmidlerin transferi birka¢ kat
artirtlmaktadir (Clewell, 1993; Eaton ve Gasson, 2001). Kiltiir ortaminda E. faecalis suslari,
farkli seks feromonlar salgilamaktadirlar. Alici Enterokok tarafindan seks feromonlarinin
Uretilmesi verici hiicrede AF iiretimini baslatir. Bu durum alic1 ve verici hiicreler arisinda
saglam bir transfer bagi olusturarak konjugatif plazmidin gecisini hizlandirir (Kayaoglu ve
Orstavik, 2004; Eaton ve Gasson, 2001). Boylece sitolizin ve antibiyotik direnci gibi viriilens
faktorleri seks feromon sistemi ile E. faecalis suslar1 arasinda yayilabilmektedir (Kayaoglu ve
Orstavik, 2004).
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1.2.4. Biofilm formasyonu

1.2.4.1. BopD (Biofilm formation: biyofilm formasyonu)

Biyofilm, biyotik ve abiyotik ylzeylerde, ekzopolimerik substanslardan olusan sulu
matrix ile kapli bakteri popiilasyonlardir. E. faecalis ve E. faecium tiirleri biyofilm olusturma
yetenegine sahiptirler. Biyofilmin meydana gelmesi oldukca karmasik gelisim asamalarini
icermektedir. Duragan bir yiizey iizerinde Oncelikle hiicre-hiicre etkilesimi olur ardindan
mikrokoloni olusumu gdzlemlenir ve en son asamada ise biyofilm meydana gelir. Meydana
gelen biyofilm yapisi ii¢ boyutludur. Gen ekspresyonlart ile bakterilerin hiicre populasyonlarinin
yanitlar1 olusturulur. Bakteriler sahip olduklar1 esktraseliiler sinyal yapilar1 sayesinde yeterli
algilama (Quarum Sensing) mekanizmalarin1 aktif hale getirirler. Bu mekanizma c¢esitli
bakterilerde biyofilm formasyonunu diizenler. Biyofilmleri ortadan kaldirmak ¢ok zordur ve bu
nedenle bircok kronik enfeksiyona sebep olmaktadirlar. Biyofilm olusturmus bakteriler
fagositoza daha dayanikla hale gelirler ve biyofilm olusturmamis bakterilere oranla 10-1000 kat
daha direnclidirler (Mohamed and Huang, 2007). Biyofilm olusumunu; glukoz, yeterli demir,

serum, CO,, osmolarite, sicaklik, pH ve besin madde igeriklerine baglidir.

Gukoz suplementi ve TSB (tryptic soy broth) iceren besi ortaminda E. faecalis’te
biyofilm formasyonunun arttigi goézlenmistir. Biyofilm olusumunun sekerin varligina bagh

oldugu durumlarda biyofilm formasyonu bopD geni tarafindan diizenlenmektedir (Mohamed ve
Huang, 2007).

E. faeclis’ te osmotik degerlerin degisiklikleri biyofilm olusumlarini etkilememektedir.
Insan serumu iizerine E. faecalis’ in adhesin faktoriiniin etkisi incelendiginde %10 ‘luk insan
serumu takviyesi yapilan kiiltiir ortaminda E. faecalis’ te silikon ve cam ylzeyler (zerine
yapismada artis goézlenmistir ve serum kaynakli biyofilm olusumu ger¢eklesmistir (Mohamed

and Huang, 2007).

1.2.4.2. Fsr (E. faecalis regilatori)

E. faecalis duzenleyici geni; Biyofilm formasyonu; yeterli ¢ogunlugu algilama sistemi;
iki bilesenli sistemi (Biofilm formation; Quorum Sensing System; Two-Component System)
kodlamaktadir. E. faecalis ‘te fsrA, fsrB, fsrC genlerini barindiran fsr lokusu bulunmaktadir.
S.aereus’ta bulunan agrABCD geni, E. faecalis’teki fsrABC geninin homologudur. Bu gen
dizilim yeri virllens icgin Onemlidir ve diger genlerle birlikte c¢ekirdek mekanizmasinida
diizenledigi disiiniilmektedir. Serin proteinlerinin ve metalloproteinin kodlanmasi ve fsSrBC gen

bolgesine baglanmasinda gelE ve sprE olmak Uzere iki gen gorevlidir.(Bourgogne vd., 2006).
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Birincil yapismada etki saglamasinin yaninda jelatinaz sentezinin aktif hale getirilmesi ve

biyofilm plaklarinin olusturulmasinda da rol almaktadir.(Mohamed ve Huang, 2007).

1.2.4.3. Ebp (Endokardit-bivofilm iliskili pilus; Endocardit-biofilm related pilus)

Pleomorfik yiizey piluslarmin kodlandigi gen bolgesidir. Insanlarda endokardit
sirasinda antijenik 6zellik gosteren bu piluslar, E. faecalis’in biyofilm olusturmasinda da rol
oynamaktadir (Nallapareddy vd., 2006).

1.2.4.4. SrtC (SortaseC) (SortazC)

Mekanizmalar1 hala tam olarak bilimeyen otolizin, sortaz ve ekstraselliler DNA E.
faecalis’in biyofilm olusturmasinda etkili faktorlerdendir. SrtC gen lokusu yoklugunda biyofilm
olusumu tam anlamiyla olamaz. Gram pozitif bakterilerin membranlarinda, sortaz olarak bilinen
demirlesmis transpeptidaz enzimleri vardir. Biyofilm olugumu i¢in A sinift ve C sinifi sortazlar
gereklidir. SrtC *nin silinmesiyle biyofilm olusumunun azaldigi, SrtA’ nin silinmesiyle ise az bir

etkinin oldugu gozlenmistir (Guiton vd., 2009).

1.2.4.5. Sal (Secrotory antigen like)

Enterokoklarin sagA genine benzerlik gosteren salA ve salB ile Enterokoksik
lipoteiokoik asidin alanin esterleri biyofilm olusumunda gorev alirlar. Abiyotik yiizeylere ilk
tutunmayi artirirlar (Nallapareddy vd., 2006). salB geni etkisiz hale getirilen E. faecalis mutant
tiirlerinde biyofilm olusumunda salB geni saglam olan E. faecalis tlrlerine oranla %54 oraninda
azalmalar oldugu gozlenmistir. (Mohamed ve Huang, 2007). Ug¢ domainden olusan sagA
proteini ECM (ekstraseliiler matriks protein) proteinlerine genis bir spektrumla baglanir ve
NaCl, SDS (sodyum dodesil silfat), H,O,, 1s1, safra tuzlari, ethanol, alkalin ve asit pH gibi
cesitli stres kosullarina dayaniklilik saglar. Ayrica bakterinin adherans ve biyofilm yetenegini
arttirir. SalA ve salB genleri transkripsiyonel regulatorlerdir ve metiyonin sentezini kontrol
ederler. SalB geninin E. faecium’da bulunan sagA genine yiiksek benzerligi sadece N-terminal
ucudur bu yiizden Onceleri aymi isimlendirme yapilsa da sonraki c¢aligmalarda farkli

isimlendirmeler yapilarak salA ve salB olarak adlandirilmislardir (Mohamed vd., 2006).

1.2.4.6. Epa (Enterokokkal polisakkarit antijen)

Enterokokkal polisakkarit antijenlerini kodlayan gen olan epa’ nin tahrip edildigi E.
faecalis’ in biyofilm olusumunda %73 oraminda azalmalar gériilmiigtir. Bu genin gorevi
polisakkarit sentezi icinde ve biyofilm formasyonunda glikozil transferazimi kodlamaktir
(Mohamed ve Huang, 2007).
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1.2.4.7. DItA (D-alanine-D-alanil tasiyici protein ligaz)

DIt operonunda, dItA geninin inaktivasyonu sonucunda D-alanin-D-alanil tasiyict
proteini olan ligaz kodlanir ve teikoik asit tizerinde D-alanin esterleri eksikligine yol agar ve
bakteri hiicre yilizeyinde 6nemli degisiklikler olusur. dIitA mutant E. faecalis tiirlerinde biyofilm

olusumu azalir (Mohamed ve Huang, 2007).
1.3. Enterokoklarin Antibiyotik Direncleri

Kromozomal (intirinsik) ya da kazamlnus (ekstrinsik) olmak iizere iki cesit direng

mekanizmasindan s6z edilebilir (Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004).
1.3.1. Kromozomal direng

Kromozomal direng tiirlere 6zgii farkliliklar igerir. Enterokok tlrlerinin hepsinde
bulunan bazi kalitsal direngler mevcuttur. Ornegin biitiin Enterokok tiirleri sefalosporinlere,
penisilinlere, linkozomidlere, trimetoprim-sulfometaksazollara, kinopristindalfopristin’e ve

yuksek duzey hari¢ aminoglikozidlere kars1 direnglidirler (Korten vd., 2002; Sardan , 2004).

1.3.1.1. Beta-laktam antibiyotiklere kromozomal direnc

Beta-laktam antibiyotiklere karsi diisiik baglanma egiliminde bulunan PBP 5 enzimi
sayesinde bazi Enterokok tirleri sonradan kazandiklar1 penesilin direncine sahiptirler.
Streptokoklarla karsilastirildiginda E. faecalis suslarinin penisilin MIK degerleri 10-100 Kat
daha fazladir. (Basustaoglu vd., 2002). Enterokoklarn MBK/MIK (minimal bakterisid
konsantrasyonu/ minimal inhibit6r konsantrasyonu) oranlar1 32’nin iistiindedir. Bu sebeple beta-

laktam antibiyotikler Enterokoklara ancak bakteriyostatik etki yapabilirler (Basustaoglu, 2004).

1.3.1.2. Aminoglikozid antibiyotiklere kromozomal direnc

Enterokoklarin aminoglikozid direnci yiksek dizeyde olmamakla beraber iki tip direng
mekanizmas: vardir. Birincisi Enterokoklarin hiicre duvarlar1 aminoglikozid grubundaki
antibiyotiklere karsi geg¢irgenliginin az olmasiyla nedeniyle sahip olduklari direngtir. Diger ise
sadece E.faecium suslarinda rastlanilmis olan bakterinin aminoglikozid yapisindaki belirli bir
amino grubunun asetilasyonuna neden olan asetil CoA’ya bagimli 6’ asetiltransferaz (AAC-6")
enzimi ile olusan direngtir. Bu enzimin aktivitesi sayesinde hucre igine gecen ilag inaktive
edilir. AAC-6" enzimi kanamisin, tobramisin, netilmisin, isepamisin ve sisomisini inaktive eder.

Fakat gentamisine kars1 bir etkisi olmamaktadir (Lefort vd., 2000).
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Aminoglikozid grubu ilaglar, hiicre duvar sentezini engelleyen antimikrobiyal ilaclarla
beraber kullanilirsa, zarar goren ve yenilenemeyen hiicre duvar ilaglara kars1 diisiik
gecirgenligini koruyamayacagindan dolayr MIK degerleri biiyiikk olciide diisecektir
(Basustaoglu, 2004). Enterokoklar diisiikte olsa likozamid grubu antibiyotiklere kromozomal
olarak direnclidirler (Sardan , 2004; Lefort vd., 2000).

1.3.2. Kazamilms direncg

Bu tip direncin gelismesi genellikle bir DNA segmentinin transferi ya da bir DNA
mutasyonu ile olusur. Konjugasyon Enterokoklarin aktarilabilir genetik bilgiyi almalarinda en

Onemli mekanizmadir (Korten vd., 2002).

1.3.2.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Kars1 Kazanilmis Direnc

Enterokoklarin beta-laktam grubu antimikrobiyal ilaglara karsi kalitsal asetiltransferaz
(AAC-6’) enzimine bagl diren¢ mekanizmasinin yani sira sonradan kazanilabilen ve beta-
laktamaz iiretimi ile olusan diger bir diren¢ mekanizmasida vardir. Ilk beta-laktamaz iireten sus
1981 yilinda ABD’de tanimlanmustir (Derbentli, 1998; Lefort vd., 2000). 1983 yilinda Murray
ve arkadaglart bunu bir makalede yaymlamislardir (Murray vd., 1983). Beta-laktamazlar
cogunlukla Enterokoklarin gentamisin diren¢ geninin de bulundugu bir plazmid {izerinde
kodlanmigtir. Beta-laktamaz enzimi ampisilin, penisilin, piperasilin ve diger tireidopenisilinleri
hidrolize ederken penisiliazdan etkilenmeyen penisilinleri, imipenemi ve sefalosporinleri
etkilemezler (Derbentli, 1998).

1.3.2.2. Yiiksek diizevde aminoglikozid antibivotiklere kazanilmis direc

Bu dirence Enterokoklarda oldukga sik rastlanilmaktadir. Kazanilmig yiiksek diizeyde

aminoglikozid direnci l¢ temel mekanizma ile meydana gelir (Lefort vd., 2000).
1. Ribozomal baglanma alanlarinda meydana gelen degisimler
2. Aminoglikozid transportunun farklilagmasi
3. Aminoglikozidi modifiye eden enzimin Uretilmesi

Bir sekide ribozomal proteinde meydana gelecek bir aminoasit degisikligi bile o
ribozomun antimikrobiyal ilaglara kars1 diisiik afinite gdstermesine neden olabilir. Ancak bu
sekilde olusan direng ¢ok nadir goriiliir ve diger aminoglikozidlere karsi genel bir direng
olusturmaz (Basustaoglu vd., 2002). Nadir rastlanan bir diger direngte, kromozomal genlerle

kontrol edilen aminoglikozid transportunun degismesi ile olusan direngtir. Kazanilmis yiiksek
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diizeyde aminoglikozid direnci Enterokoklarda en sik aminoglikozid modifiye edici enzim
Uretimi ile ortaya cikmaktadir. Bu enzimler plazmid ve transpozonlarda ki genlerde
kodlanmaktadir (Lefort vd., 2000; Basustaoglu vd., 2002). Sitoplazmada bu bdlgeye gegen
ilaglar1 inaktive edecek miktarlarda bulunurlar. Fosfotransferaz, asetiltransferaz ve
adeniltransferaz olmak {izere {i¢ tip aminoglikozid modifiye edici enzim bulunmaktadir

(Basustaoglu vd., 2002).
1.3.3. Glikopeptid antibiyotiklere kars1 direnc

Glikopeptid antibiyotikler, D-ala-D-ala terminal uglarina baglanmak suretiyle bakteri
hiicre duvar sentezini bozarlar. Vankomisin direncli Enterokoklar (VRE) ise D-ala-D-ala
terminal uglarini ligaz enzimi ile degistirerek D-ala-D-ala-laktak ya da D-ala-D-ala-serin haline
getirirler boylece vankomisinin bu uglara baglanabilme yetenegi oldukg¢a azalir ve hiicre duvar
sentezi devam edebilir. Daha eski ¢alismalarda bakterilerin direnglerinin smiflandiriimas1 MiK
degerleri esas alinarak yapilmaktayken giiniimiizde bu simiflandirma spesifik ligaz genlerinin
varlig1 esas alinarak yapilmaktadir (Korten vd., 2002; Korten vd., 2002). Uttley ve arkadaslar1
1988’de ilk defa Enterokoklarda glikopeptidlere karsi direnci bildirmislerdir, sonraki yillarda
tim diinyada goériilmeye baslanmustir (Uttley vd., 1988). Turkiye’de bildirilen ilk vankomisin
direngli Enterokok (VRE) bulgusu 1998 yilinda Tiimer ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir.
Daha sonra hastanelerde yapilan birgok arastirmada bulgular ve epidemiler bildirilmistir (Ongen
vd., 1999; Basustaoglu vd., 2000). Giiniimiizde kullanilan diren¢ smiflandirmasinda
glikopeptidler icin allt1 direng fenotipi bulunmaktadir. Bunlar; VanA, VanB, VanD, VanC,
VanE ve VanG’dir.

1.3.3.1. Van A tipi direnc

En ayrintili olarak incelenmis glikopeptid direnci VanA tipi direnctir. VanA
izolatlarindan hem VA (MIC64 ug/ml) hem de TEC (MIC16 ug/ml) oldukca direngli
izolatlardir. Tnl546 transpozonu ve Tn5482 Uzerinde kodlanan VanA gen kiimesi bu direncin
esas sorumlusudur. VanA gen kiimesi transfer edilebilen genetik materyalde bulunabildigi gibi
transfer edilemeyen genetik materyal (zerinde de bulunabilmektedir. ilk olarak E. faecium
suglarinda tamimlanmig olsa da E. faecalis basta olmak lizere E. avium, E. durans, E.
gallinarum, E.casseliflavus, E. mundtii, E. raffinosus ve Enterokoklar disinda baz tiirlerde
bulundugu bildirilmistir (Cetinkaya, 2000; Rice, 2001; Saymer, 2008; Togay ve ark.,2010).
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1.3.3.2. VVanB tipi direnc

Enterokoklarda VanA ligaza yapilsal benzerlikler tasiyan VanB ligaz varliginda olusan
bir direngtir. VanB ligaz D-ala-D-ala-lac pentapeptidinin olusumuna neden olur. Genellikle
kromozomda kodlanmaktadir. Bununla birlikte Tnl547, Tn5382 transpozonlarinda ve
plazmidler iizerinde de bulunarak transfer edilebildigi bildirilmistir. VanB tipi diren¢ gdsteren
Enterokok izolatlarindan VA degisken diizeylerde direng gosterirken, TEC duyarlidir. Oncelikle
E. faecalis ve E. faecium suslarinda tanimlanmis olan VanB tipi diren¢ nadiren de olsa E.
gallinarum, E.casseliflavus ve Enterokoklar disindaki tiirlerde de belirlenmistir (Togay ve ark.,
2010).

1.3.3.3. VVan C tipi direnc

VanC diren¢ fenotipinin 6zelligi TEC’e duyarli, VA’e ise diisiik diizeyde direngli
olmasidir. Kromozomal bir direnc tlrl olan VanC tipi direng E. gallinarum, E.casseliflavus ve
E.flavescens suslarinda goriiliir. Bu direng fenotipi VanC-1, VanC-2 ve VanC-3 olan (g alt tipe
sahiptir. Genlerin tire 06zel oldugu kanaati yaygindir. E. gallinarum’da VanC-1,
E.casseliflavus’ta VanC-2 ve E.flavescens’te VanC-3 daha ¢ok bulunmaktadir (Basustaoglu,
2004; Sayner, 2008; Togay ve ark., 2010).

1.3.3.4. Van D tipi direnc

Kromozomal bir lokalizasyona sahip olan VanD E. faecium susunda tanimlanmis diger
direng tiplerine oranla yeni bir direng tipidir. Konjugasyon mekanizmasi ile transfer edilemedigi
belirtilmektedir. Bu dirence sahip suslar VA (MIK=64-256 ug/ml) ve TEC (MiK=4-32ug/ml)
direnclidirler. Direng mekanizmasinin VanA ve VanB tipi direng mekanizmalriyla benzerlik

tasidig: diistintilmektedir (Basustaoglu; 2004; Sayiner, 2008; Togay ve ark., 2010).

1.3.3.5. Van E tipi direnc

Van E tipi diren¢ 6nce E. faecalis susunda tamimlanmis ve tipik olarak diisik VA
direnci ve TEC ise duyarlidir. Transfer edilemedigi bilinen VanE geni kromozom flizerinde
kodlanmaktadir. D-ala-D-ser ile sonlanan peptidoglikan prekirsorlerinin sentezi ile VA direnci
vardir. Genetik belirleyicisi farkli olmasina ragmen VanC tipi dirence benzemektedir ve

intrensek bir direng tipi degildir (Basustaoglu;2004; Sayiner, 2008; Togay ve ark.,2010).
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1.3.3.6. Van G tipi direnc

Tipik olarak diisiik diizeyde VA direnci gozlenirken, TEC duyarhidir ve ilk olarak E.
faecalis WCH9 susunda tanimlanmustir. Transfer edilemeyen ve nadir gérilen bu direng tipinde

VanG geni sorumludur (Basustaoglu,2004; Saymer, 2008; Togay ve ark.,2010).
1.4. Epidemiyoloji

Gunumizde Enterokoklarin dagilimlart degismekle birlikte hastanede yatan hastalar
arasinda sik gorllen patojenler arasinda tiglincii siraya yiikselmistir. Nozokomiyal
enfeksiyonlarin yaklasik %12’sinden sorumlu oldugu bildirilmektedir. Kan kdltirlerinden elde
edilen Enterokoklarin %69,9’u gercek bakteriyemi etkeni, bunlarin %79’u nozokomiyaldir.
Enterokok enfeksiyonlarinda mortalite %13.1°dir (Jones vd., 1997). E. faecalis turler arasinda
nazokomiyal enfeksiyona en sik neden olan (%85-89) mikroorganizmadir. E. faecium ise
enfeksiyonlarin yaklasik %10-15’inden sorumludur. Diger tiirler daha nadir gorilmektedir
(<%5). Hastalarin yasamin1 en fazla tehdit eden tiirler E. faecalis ve E. faecium’ dur ve
antibiyotik direnci 6zellikle bu tiirler arasinda problem olusturmaktadir (Fraimow H.S., ve
Fraimow P., 2000). Enterokok kaynakli enfeksiyonlarin yarist yogun bakim iinitelerinde
goriilmektedir. Enterokoklar idrar yolu enfeksiyonlarmin %16’sindan, hastane iligkili

enfeksiyonlarinin %10’undan ve bakteriyemilerin %9 undan sorumludur.
1.5. Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar

Enterokok kokenli enfeksiyonlar son yillarda dikkat gekici bir sekilde artmis ve hastane
enfeksiyonlarinda etmenler arasinda iist siralarda yer almaya baslamislardir. Genel itibariyla
patojenitesi yiiksek mikroorganizmalar degillerdir. Ancak ozellikle yasli, immiin sistemi
baskilanmis ve ciddi kronik hastaligi olan kisilerde ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler. En sik

uriner sistem enfeksiyonlarindan izole edilirler.
1.5.1. Endokardit

Entrokoklar tiim endokarditlerin %5-15’inden izole edilmislerdir (Kreft vd., 1992).
Endokarditlerden izole edilen ajanlar arsinda tiglincii siklikta rastlanmuglardir. Enterokokal
enfeksiyonlarin ise % 8-30’u endokardit olarak kayitlara gegmistir (Livornese vd., 1992).
Insanlardan kazanilmis bateriyemilerde 1/3 oraninda iken nozokomiyal bakteriyemilerde ise bu
oran %21°dir (Kreft vd., 1992). Aort kapaklarinda rastlanilan endokardit ciddi cerrahi girisim
gerektirmektedir. Endokardite en sik neden olan tur E. faecalis iken ikinci olarak E. faecium
gelmektedir (Coudron vd., 1984).
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1.5.2. Bakteriyemi

Enterokoklar bakteriyemi enfeksiyonlarina neden olan (guncl siklikta rastlanilan
ajanlardir. Pozitif kan kiiltiirlerinin yaklasik %5’inden Enterokoklar izole edilmislerdir (Krieger
1983). En sik iriner sistem enfeksiyonuna (%19-24) neden olmaktadirlar. Diger sik izole
edildikler, kaynaklar ise diyabetik ayak ve dekubit iilserleri gibi deri ve yumusak doku
enfeksiyonlaridir (Kaye, 2006). Bunlara intravaskiiler kateter ve yanik yaralar1 da ilave edileilir
(Krieger 1983). Solunum sisteminde Enterokokal bakteriyemi ¢ok nadir gorulmektedir. Tek
etkenin Enterokoklar oldugu bakteriyemilerde mortalite oranit %28’leri bulmaktadir. Fakat
genellikle yasli ve hastalarda enfeksiyonlara neden olduklart i¢in mortalitedeki rolleri tam

olarak belirlenememektedir (Kreft vd., 1992).
1.5.3. Uriner sistem enfeksiyonlar

Enterokoklarin en sik neden oldugu enfeksiyonlardir. Laboratuvarlarda idrar
kiiltiirlerinde ¢ok sik izole edilirler. Genel olarak nozokomiyal enfeksiyonlara yol
acabilmektedirler. ABD’de yapilan arastirmalarda nozokomiyal tiriner sistem enfeksiyonlarinda
en sik rastlanan ikinci etken Enterokoklardir (Moellering, 1981; Krieger 1983). Hemolitik
aktiviteye sahip Enterokok suslari diger susladan daha g¢ok boébrek enfeksiyonuna neden
olmuslardir (Gultekin, 2004). Yapilan bir aragtirmada E. faecalis’in kataterlere yapisma orani E.
faecium’a kiyasla daha yiiksek ¢ikmugtir. Uriner enfeksiyonlarda bakteriyemi gelismedigi siirece
mortalite oldukea diisiiktiir (Linden vd., 1996).

1.5.4. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

Nadir gorulmekle birlikte Enterokoklar seliilit ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden
olabilirler (Kreft vd., 1992; Moellering, 1981). izole edildikleri yerler genellikle cerrahi yaralar,
yanik yaralari, diyabetik ayak ve dekubit iilserlerinin polimikrobiyal enfeksiyonlaridir (Kreft
vd., 1992).

1.5.5. intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar

Enterokoklar intraabdominal enfeksiyonlardan ikinci siklikla izole edilmektedirler.
Bunun nedeni ise bagirsakta bulunan diger bakterilerle beraber polimikrobiyal floranin bir
pargasi olmasidir. E. coli ya da Bacteroides spp.’e oranla daha az bakteriyemi yapmaktadirlar
(Kaye, 2006). Intraabdominal enfeksiyondan kaynaklanan Enterokokal bakteriyemilerde
mortalite %40 civarindadir (Tasova ve Inal 2004).
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1.5.6. Menenjit

Enterokoklar nadiren saglikli eriskinlerde menenjite neden olurlar. Genellikle kafa
travmasi, santral sinir sisteminde anatomik defekti olmasi veya norosirurjikal girisim sonrasi
Enterokokal menenjit gorilebilmektedir (Kaye, 2006; Livornese vd., 1992). AIDS’li
imminsipresif hastalarda veya akut Iosemili hastalarda entrokokal bakteriyemiler menenjit
etkeni olabilirler (Kreft vd., 1992). Altta yatan 6oral tip defekti veya hidrosefali gibi

durumlarda gocuklarda da menenjite neden olabilirler (Gultekin, 2004).
1.5.7. Yenidogan sepsisi

Uygun antibiyotik tedavisine iyi cevap veren solunum gi¢ligi, letarji ve atesle
karakterize menenjit veya bakteriyemi ile ortaya ¢ikan bir durumdur (Kaye, 2006). E. faecalis
veya E. faecium’un neden oldugu sepsis daha sik prematur veya diisik dogum agirlikli

bebeklerde gorilmektedir (Herman ve Gerding, 1991).
1.5.8. Diger enfeksiyonlar

Diyabet hastalarinda endoftalmite neden olabilirler (Kaye, 2006). Cok yash ve kronik
hastaligi olanlarda periodontitis ve solunum sistemi enfeksiyonlar1 gibi oral kavite

enfeksiyonlara da nadirende olsa sebep olabilirler (Gultekin, 2004).
1.6. Gidalarda Enterokok Varhg

Enterokoklarin oldukg¢a genis ¢evre kosullarina adapte olabilmeleri (diisiik ve yiiksek
1s1, yiikksek Ph ve tuz gibi) bakterinin pastdrizasyon sicakliklarinda canli kalabilmesini ve
boylece ¢ig et veya siit gibi gidalarda bulunabilmesini miimkiin kilar. Bundan dolayi, bakteri
fermente gidalarin 6zellikle peynir ve etlerin mikrobiyotasinin dnemli bir bliimiinii olustururlar
(Foulquie vd., 2006). Tirkiye’de 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada peynir, yogurt, et, hazir
tiikketilen gidalar (pizza, salatalar, siitlii tatlilar vb.) ve baharatlarin da yer aldigi toplamda 200
adet gida 6rneginin yarisinda (%50) Enterococcus spp. ( E.faecalis ve E. faecium basta olmak

lizere) kontaminasyonu bildirilmistir.

Ayni aragtirmada sadece tavuklardan izole edilen 4 izolatin vankomisin direngli
entrokok (VRA) olarak tammlandig1 ve tiim suslarin E.faecalis oldugu bildirilmistir (Koluman
vd., 2009).Enterokoklar, hayvanlarin bagirsak florasindaki yayginliga bagli olarak ozellikle
hayvansal gidalar basta, cok ¢esitli gidalarda da bulunabilirler. Bundan dolay: E. faecalis ve E.
faecium bazi kaynaklara gore fekal kontaminasyon indikatorii olarak degerlendirilmektedir

(Klein, 2003). Enterokoklarin gidalarda sadece yetersiz hijyen indikatorii olarak degil ayrica
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gidanin bir parcasi olarak da gboz Oniine alinmasi gerektigi belirtilmektedir (Klein, 2003;
Isleroglu vd., 2008). Ayrica bu bakteriler birgok laktik asit bakterileri gibi 1s1l islem gdrmiis et
iriinlerinde yiiksek sicaklia karsi direngli olma o6zelliginden dolay1 pastorizasyon sonrast
varligimt siirdiirerek, ileri seviye islem basakmaklarinda (paketleme, dilimleme vb.) capraz
kontominasyonla {iriinlerde bozulmalar meydana getirerek halk saghigin1 tehlikeye

sokabilmektedirler (Franz ve Holzapfel, 1999; Hugas vd., 2003).
1.6.1. St ve sut Grunlerinde Enterokok varhg

Enterokoklar, siit sagim takimlar ile tasima, depolama tanklari, ineklerin memeleri,
insan ve hayvan digkilari, kontamine sular gibi muhtemel kaynaklardan siit ve siit tiriinlerine
bulagabilirler (Franz vd., 2003; Gelsomino vd., 2001). E. faecalis insan digkisinda en sik
rastlanilan tiir iken E. faecium’da hayvan diskisinda en sik karsilasilan tiirdiir. Ayn1 zamanda
Enterokoklar ¢ig ve pastorize siitten yapilan geleneksel peynirlerin olgunlasma ve aroma
gelisiminde pozitif etkiler yaparak duyusal o6zellikleri olumlu anlamda degistirebilen
mikroorganizmalardir (Franz vd., 2003). Starter kiiltiir olarak kullanilmasalar da geleneksel
olarak iiretilen bircok peynirin mikroflorasinda bulunmaktadirlar (Beresford, 2003). Ornek
olarak, inek veya koyun siitinde ya da ikisinin karigimindan iiretilen Italyan Sagliano al
Rubicone peynirinin olgunlasmasinda temelde laktobasiller ve Enterokoklarin rol aldigi ve
Enterokoklarin son triiniin kalitesini pozitif yonde degistirdigi bildirilmistir (Trovatelli vd.,
1987).

1.6.2. Et ve et Urinlerinde Enterokoklar

Hayvanlarin sindirim sisteminde bulunan Enterokoklarin kesim sirasinda etlere bulagsma
riski oldukga yiiksektir. Kanatli mezbahalarinda toplanan 6rnekler de E. faecalis diger kokal
Gram pozitif bakterilere oranla ¢ok daha fazla izole edilmistir (Jurtura ve Lorenzelli, 1994).
Entrorokoklarin antibiyotik direnci tizerine yapilan ¢alismalarda Enterokoklar dana eti, taze et
ve kiimes hayvanlarindan siklikla izole edilmektedir (Franz vd., 2003). Uretim siirecinde etin
1s1l islem gbérmesi Enterokoklar icin avantaj sayilabilir ¢iinkii entrokokler 1siya en dayanikli
sporsuz bakteriler arasinda yer almaktadir (Sanz Perez vd., 1982; Magnus vd., 1988).
Enterokolar ayn1 zamanda bazi fermente sosis turlerinden de izole edilmislerdir (Teuber vd.,
1996).

1.7. Tam ve Tiplendirme

Arastirmalar da elde edilen suslarin tanimlanmasi, benzerliklerinin ve farkliliklarinin

ortaya konmasi i¢in, epidemiyolojik olarak tiplendirilmeleri gerekmektedir. Bu sekilde hastane
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enfeksiyonlari ile miicadelede gerekli olan tiir ve tiir i¢indeki suslarin iligkileri hakkinda bilgi
edinilebilmektedir (Koksal, 1999).

1.7.1. Fenotipik tan ve tipleme metotlar:

En sik kullanilan fenotipik tipleme metotlar1 bakterinin faj duyarliliklarr, multilokus
enzim elektroforez profili, biyokimyasal o6zellikleri, antijenik profilleri, antibiyotik
duyarhiliklari, PAGE de protein profili ve immiinblotlama ile sitoplazmik veya hiicre duvar

antijen profilinin belirlenmesi gibi yontemlerdir (Kdksal, 1999).

1.7.1.1. Biyokimyasal testler

Mikroorganizmanin fizyolojik ve metabolik karakterleri temel alinarak yapilan
tiplemelerdir. Biyotipleme metodlart farkli enzimatik aktiviteleri, enerji metabolizmasi ve
karbonhidrat kullanimini 6lgen test yontemlerinden yararlanilarak sonuca giden metodlardir.
Test sonuglart mikroorganizmanin genel morfolojik 6zelliklerinin yan1 sira otomatize edilmis

bir niimerik degerlendirme sistemi temel alinarak degerlendirilir.



Enterokok Tiirleri Ve Biyokimyasal Ozellikleri

Katalaz (-) Safra eskilin (+), % 6,5 NaCl(+), PYR (+)

|

+ Mannitol -
Arginin dihidrolaz/ Grup I
Sorboz
-+ l +/ - |
v v v
Suikroz / Rafinoz
Grup I Grup I +/+ i - /-
| I 1
V ! v v
Arbinoz /Rafinoz Hareket edebilme Piggiva aremg Pirlvatta treme
. yetenegi + | -
+/+ E. raffinosus l l
+/-E. avium (H,S+) . .
-/+ E. malodoratus(H,S+)
-/- E. paeudoavium + - E. dispar E. hiare
l | ;
Sar1 pigment Arabinoz E. faecalis €
+ | - -
Jv' Jv' E. durans ¢——
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|
; !
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+ | + | -
|
: v ‘
E. mundtii E. faecium E. faecalis Sitkroz / Melezitoz
+/+ | - /=
v v
E. solitarius E. seriolicida

Sekil 1.5. Enterekoklarin idendifikasyonu (Koneman vd., 2006).
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1.7.1.2. Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Fenotipik 6zellikleri esas alan ayirim giicii iyi, hizli ve tekrarlanabilirligi olan alternetif
bir tiplendirme metodudur. Bitiin hiicre proteinlerinin ya da yalnizca hiicre duvari proteinlerinin
mobil bir matrikste elektrik akimi etkisi ile molekiiler agirhigina gore goc ettirilerek
ayristirilmalar1 esasina dayanmaktadir. TUr ve/veya alttlir seviyesinde givenilir sonuclar verir.
Poliakrilamid jelde elde edilen protein profillerinin bakterinin eksprese ettigi proteinler igin
parmak izi olarak dikkate alindigi bu yontem, bilinmeyen izolatlarin tanimlanmasi amaci ile

diger siiflandirma semalari ile kombine edilerek kullanilabilir (Bilstrém, 2008).

1.7.1.3. Multi-lokus enzim elektroforezi (MLEE)

Okaryotik canlilarin smiflandirilmasi ve populasyon genetiginin belirlenmesinde uzun
zamandir kullanimda olan standardize edilmis bir metoddur. MLEE (Multi-lokus enzim
elektroforezi)’ nin smiflandirma ve epidemiyolojik iliskiyi tespite yonelik diger fenotipik
yontemlerden farki, allel profillerinin tamamini elektroforetik tip olarak verebilmesidir. Bu
yontem hiicre i¢i enzimlerin elektirik akiminda hareket edebilme yetenegine gore karakterize
edilir ve olusan elektromorfo tiplerine gore organizmalar birbirlerinden ayrilir (Tomayko ve
Murray, 1995).

1.7.1.4. Antimikrobival duyarhhk testleri

Farkl1 izolatlarin standart bir dizi antibiyotige duyarliliklarinin karsilastirilmasi ile elde
edilen bilgilerin degerlendirilmesidir. Direng profilleri farklilik gésteren suslar epidemiyolojik
kokenleri bakimindan farkli suslar olarak kabul edilrler. Bu yontem c¢ok hassas sonuclar
vermesede sayica fazla olsa dahi biitiin izolatlar1 tiplendirebilir. Yontemin uygulanabilirligi
kolay bir testtir ve uzman bir personel gerektirmez. Ozellikle Enterokoklarin neden oldugu

enfeksiyonlarda suslarin tiplendirilmesi amaciyla sik kullanilirlar (Hsieh, 2000).
1.7.2. Serotipleme

Enterokoklarin sahip oldugu kapstler polisakkarid antijenlerin, opsonizan antikorlarin
hedefi olduklar1 bilinmektedir. Bu kapsuler polisakkarid antijen, gliserolteikoik asit benzeri bir
yap1 gosterir. Tavsanlardan elde edilen opsonizan antiserumlar veya formalin ile elde edilen
kapsul polisakkaritlerine karsi kullanilarak subtip ¢aligmalar yapilir (Sharpe and Shattock,
1952).
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1.7.3. Molekuler yéntemler

Enterokoklarin tiir ve cins spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonuna dayanarak, etkenler
molekiiler olarak tanmimlanabilirler. Bu amagla en sik kullanilan yontem Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR, PCR) dur. Enterokoklarin tespitinde kullanilan PZR yontemleri multipleks-
PZR, nested-PZR gibi alt gruplara ayrilabilirler (Koksal., 1999).

1.7.4. Genotiplendirme metotlari

Genotipik tiplendirme metodlari, 6rnek DNA’nin spesifik restriksiyon endoniikleaz
enzimleri (REE) ile muamelesi sonucunda elde edilen DNA parcaciklarinin elektrikli bir
ortamda agaroz jel ya da akrilamid jelde elektirik akimiyla molekiil biiyiikliklerine gore goc
ettirilmesi ile ayristirllmasi (RFLP) ve bu ayrisan pargaciklarin jelde olusturduklari bandlarin
ethidium bromide ile boyanmasiyla yada isaretli problar kullanilarak gorintiilenmesi ile
yapilmaktadir. Hedef DNA, PZR ile amplifiye edilmeden 6nce ya da edildikten sonra
restriksiyon endonikleazlarla (RE) Kkesilerek analiz edilebilir. Genotipik tiplendirme
metodlarinda hedef, plazmide veya mitokondriaya ait DNA olabilecegi gibi kromozomal DNA
ve kromozom (zerindeki belirli gen bolgeleri de olabilir (Kdksal,1999). Bakteri DNA’s1
icerisindeki baz tekrar bolgelerinin amplifikasyonuna dayali tiplendirme metodlar1 da
genotiplendirme amaci ile kullanilabilir (Rep-PCR gibi). Bu yontemler asagida kisaca

Ozetlenmektedir.

1.7.4.1. Restriksivon enzim analizi (REA) bazh vontemler

Enterokoklardan elde edilen DNA’nin uygun restriksiyon ezimlerinden bir veya birkag¢i ile
kesilmesi sonucu ortaya c¢ikan DNA fragmanlarmin agaroz jel -elektroforeziyle bant
blyukligiine gore ayristirilir ve analiz edilir. Enzim uygulanacak bolge Enterokok plazmitleri
olabilecegi gibi koromozm da olabilir (plazmid DNA profil analizi, pulse field gel elektroforez)
(Koksal, 1999, Durmaz ve Durmaz, 2001, Zaidi ve Konstantinou, 2003,).

1.7.4.2. PZR bazh tiplendirme yontemleri

Mikroorganizmalarin belirlenen DNA bolgelerinin amplifikasyonuna dayali bir yontemdir. PZR
bazli tiplendirme yontemler hizli sonu¢ verdikleri i¢in kisa siirede gelisen salginlarin

etmenlerini belirleyebilmek i¢in basariyla kullanilmaktadir.

a) Restriction fragment length polymorphism (RFLP)PCR-RFLP
b) Repetitive Extragenic Palindromic Element (REP)- PCR
c) RAPD-PCR Tekniginin Prensipleri
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d) Arbitrarily Primed (AP)-PCR ve Dna Amplification Fingerprining (DAF)
e) Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP)

Baglica kullanilan PZR bazli yontemlerdir (Soll vd., 2003; Rademaker ve Savelkoul,
2004).

a) Restriction fragment length polymorphism (RFLP): Mikroorganizmalarin yogun
kiiltiirlerinden elde edilen ya da molekiller yotemler kullanilarak cogaltilan kromozomal
DNA’nin uygun RE ile kesilmesi ve olusan DNA fragmentlerinin agaroz eletroforeziyle
ayristirilmast saglanir. Arti yonleri; kolay, hizli ucuz ve tekrarlanabilirligi yiiksek olmasidir.
Eksi yanlar1 ise RE’nin DNA y1 ¢cok kesmesiyle cok sayida olusan DNA par¢aciklarinin fazla
band olusturmasi degerlendirme asamasinda sorun olusturmaktadir. Bu yontem olusan bandlarin
belirli bir kismi ile hibridizasyona girebilecek problar vasitasiyla bu sorunu agmaktadir.
Agarozdaki DNA pargalarinin denatiire edilmesi, naylon bir membrana aktarilmasi ve isaretli
problarla hibridizasyonunun yapilmasi ile gergeklesir (Zaidi ve Konstantinou, 2003; Yagci,
2001).

b) Tekrarlayan DNA dizilerine dayalh PZR (rep-PZR) tiplemesi: Temel olarak
bakterilerin genomlar1 boyunca tekrarlayan DNA dizilerine komplementer primerler
kullanilarak tekrarlar arasinda kalan DNA dizilerinin amplifikasyonu yapilir. Suslar arsinda
tekrarliyan bdlgelerin sayis1 ve yerleri tipleme igin tipe Ozgii yeterli bant profilini
olusturmaktadir. Tekrarlayan dizilimler; REP dizilimler, ERIC dizilimler ve S. pneumniae’nin

BOX elementi olmak izere U¢ grupta incelenmektedir (Rademaker ve Savelkoul, 2004).

c) RAPD-PCR Tekniginin Prensipleri: RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik
DNA, Randomly Amplified Polimorphic DNAs) ilk defa 1990’ da rastgele segilmis primerlerin
kullanildigr ve Polimeraz Zincir Reksiyonu’ nu (PCR) temel alan bir teknik olarak ortaya
cikmigtir (Williams vd., 1990). RAPD ydnteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik
DNA uzerinde rastgele secilmis, tek bir 9-10 bp oligonukleotidin, diisiik baglanma sicakliginda
tesadufi olarak baglanarak PCR ile ¢ogaltma yapmasidir. Teknigin devaminda elde edilen
cogaltma Uriinu radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yUrGtullr ve gogaltma Uriinleri
bantlar halinde go6zlemlenerek incelenir. Bantlarin varhg veya yokluguyla sonuclar
degerlendirilmektedir (Williams vd., 1990; Welsh ve McClelland., 1990). Teknigin asamalar1 su

sekilde 6zetlenebilir:

1. PCR isleminde kullanilacak primerlerin, niikleotid dizileri belli bir kriter olmaksizin

rastgele secilir ve sentezi yapilir,
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2. Secilen bu primerler kullanilarak arastirilan genomik DNA’ da PCR uygulamasi
baslatilir. Primerler PCR islemi esnasinda genomik DNA’da simetrigi olan bdlgelere yapisir ve

bu bolgeler geometrik olarak ¢ogalir,
3. Bu sekilde ¢ogaltilan DNA pargalari, elektroforez islemiyle agaroz jelde yiiriitildr,

4. Etidyum bromid ya da radyoaktif maddelerle boyanarak molekil blyikliklerine gére
siralanan ve bantlagma gosteren pargaciklar1 degerlendirerek DNA {izerindeki genetik

polimorfizm belirlenir (Devrim ve Kaya, 2006).

d) AP-PZR ve DAF tipleme yontemleri: Bu yontemde hedefe bagli kalinmadan
rastgele secilmis kisa primerler kullanilarak, jel elektroforezindedegisik bant profilleri
olusturabilen farkli uzunluklarda DNA amplifikasyon iiriinleri elde edilmektedir. Kolay
uygulanabilmesi, hizli sonu¢ vermesi ve nispeten ucuz olmasi nedeniyle tercih edilen ancak

heniiz belirli bir standarta oturtulamamus bir yontemdir (Rademaker ve Savelkoul, 2004).

e) Amplified fragment length polymorphism (AFLP): Bu yontemde kromozomal
DNA’nin genellikle iki RE ile kesilmeyile olusan DNA pargalarinin selektif amplifikasyonuna
dayanir. Farkli enzimler kullanilabilmesine ragmen genelde tercih edilen EcoRI-Msel enzim
kombinasyonudur. DNA saflik derecesi ve konsantrasyonu testin basarili sonu¢ verebilmesi
icindnemli iki ana faktordur. Bu test yiiksek bir ayirim giiciine sahiptir. Pahali olan DNA
dizilim cihazina gerek duyulmasi ve zor temin edilebilen radyoaktif madde veya floresans veren

maddelerin kullanilmas1 yontemin eksileri olarak diisiiniilmektedir.

1.7.4.3. DNA dizi analizi yontemleri

Diger birgok mikroorganizmada 6zellikle tek nokta mutasyonlaria dayali bilinen veya
bilinmeyen farkliliklar tespite yonelik olarak kullanilan ve epidemiyolojik metodlar igerisinde
en yiiksek ayirim giiciine sahip olan dizi analizi yontemi Enterokok izolatlarinin cins ve tiir

ayiriminin yani sira izolatlarin klonal iligkilerinin tespitinde de kullanilmistir.

Parsiyel dizi analizi: 16S rDNA V4 ve V9 holgelerine yonelik PZR analizini takiben
yapilan parsiyel dizi analizi, Enterokoklarin identifikasyonu ve siniflamasinda giivenilir bir
tekniktir. VRE’ lerin identifikasyonunda da multipleks PZR ile kombine olarak bu ydntem
kullanilmustir (Bilstrém, 2008).

Multilocus sequence typing (MLST):Geleneksel multilokus enzim elektroforezinin
genom temelli versiyonudur. 1998 yilinda tanimlanan yontemde; niikleotid dizi analizi ile

birkag temel metabolik fonksiyonu kodlayan genin (housekeeping gene) allelleri
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aragtirtlmaktadir. Yontem; genellikle yedi tane housekeeping genin (lokusun) arasinda kalan
gen parcalarinin (internal fragments) PCR ile g¢ogaltilmas1 ve dizi analizlerinin ¢ikarilmasi
asamalarindan olusmaktadir. Allel profili veya susa 0zgii karakteri olusturmak i¢in, her bir
lokus igin, her farkli dizilim, farkli bir allel numarasiyla gosterilir. Béylece yedi lokustaki allel
numaralar1 olusturulur. Her bir 6zgii allel kombinasyonu susun dizi tipini belirler. Birbirleriyle

iligkisiz iki susun ayn1 allellik profili olusturma olasilig1 oldukg¢a disiiktiir.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Ornekler

Calismada, Kitahya ilinde, EKim 2014 - Eyliil 2015 tarihleri arasinda farkli parekende
satis noktalarindan toplanan 35 adet kiyma, 35 adet tavuk kanadi ve 35 adet peynir 6rnegi ile
calisildi. Insan Enterokok suslar1 Evliya Celebi Hastanesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

dalindan temin edildi.
2.1.2. Besiyerleri
Enterokokkal selektif besiyeri (BBL Enterocoocosel Agar, USA)

Enterokokkal selektif besiyeri, Enterekoklar1 ve Streptococcus bovis grubunu diger
Streptokoklardan ayrigtirmak igin kullanilir ( Facklam vd., 1999; Ruoff vd., 1999). Enetrokoklar
eskiilini hidrolize eder ve siyah renk olusur. Besi yerinin hazirlanmasi amaci ile Enterokokkal
selektif hazir toz besiyerinden 57,25 gr alinip 1000 ml distile su igerisinde eritildi. 121°C’de 15
dakika otoklavlandi. Sogutulduktan sonra 9 ¢cm ¢apli petrilere 4 mm kalinlikta olacak sekilde
dokaldu.

Brain heart infusion agar (BHIA)

Selektif besiyerinde treme gosteren kolonileri pasajlamak icin Brain heart infusion
broth (BHIB; Beyin kalp inflizyon broth) kullanildi. Bu amacla Oxoid marka BHI broth toz
besiyerinden 37 gr alinarak 1000 ml distile su iginde eritildi. Ilave olarak 15 gram agar—agar
besiyeri (Merck) ilave edildi. 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Sogutulduktan sonra 9 cm ¢apli
petrilere 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii.

%015-20’lik gliserinli Brain heart infusion broth (BHI)

BHI hazir toz besiyerinden 3,7 gr alinarak 80 ml distile su igerisinde eritildi. Karigimin
tamamen homojenitesi saglandiktan sonra bu karisim igerisine 20 ml gliserin ilave edildi.
Gliserin zor karisan bir kimyasal oldugundan tamamen homojenlik saglanana kadar
karistirilmaya devam edildi. 2 ml” lik ependroflara 1 ml olacak sekilde otomatik pipet
yardimiyla aktarildi ve hazirlanan besiyeri 121°C de 15 dakika otoklavlandi. Bu besiyerleri

suslar1 saklamak amaciyla kullanildilar ve -20°C de saklandilar.
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2.1.3. identifikasyonda kullanilan kimyasal maddeler

2.1.3.1. Gram boyama

Ozel gram iyotu, aseton, etil alkol, jansiana moru (Kristal viole) bazik fuksin kullanildi.

Jansiana moru stok soltsyonu: Bir havana 5 gr kristal viole konularak ustline %95’
lik etil alkol ilave edildi ve erimesi saglandi. Hazirlanan karisim manyetik karistirici ile 4-5 saat
calkalandiktan sonra 24 saat oda 1sisinda bekletilerek filtre kagidiyla siiziildii. Hazirlanan boya

kullanilmak iizere koyu renkli cam kapakl1 siselere aktarildi.

Ozel gram iyotu stok soliisyonu: Havana 4 gr Potasyum iyodiir konuldu, ezilip tizerine
yavas yavas 600 cc su ilave edilerek karistirildi. Filtre kagidindan siiziilerek hazirlanan boya

kullanilmak iizere koyu renkli cam kapakli siselere aktarildi.

Aseton-etil alkol: Gram boyamada renk giderme asamasinda kullanilmak iizere 1:1

oraninda aseton-etil alkol karigimi hazirlandi.

Bazik fuksin stok soltsyonu: Bazik fuksin (3 gr) bir havana konuldu ve (izerine yavas
yavas 100cc alkol ilave edildi. Boyanin ezilerek erimesi saglandi. Hazirlanan karigim bir erlene
konularak manyetik karistiricida 4-5 saat calkalandi. Boya soliisyonu 24 saat oda 1sisinda
bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziildii. Gram boyamada kullanilmak tizere cam kapakli

kahverengi siselere aktarildi.

2.1.3.2. Katalaz

Katalaz testinde kullanilmak tizere %3’liikk hidrojen peroksit (H,O,) solusyonu

hazirland:.

2.1.3.3. %6.5’luk NaCl

Siipheli kolonilerin %6,5 tuz (NaCl) bulunan besiyeri ortaminda reme Ozelliklerini
tespit etmek amactyla kullanildi. BHI s1v1 besiyeri 100ml’si igerisinde 6,5 gr tuz olacak sekilde
hazirlandi. Deney tiiplerine 4 ml dagitildi, 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

2.1.3.4. FTS (Fizyolojik tuzlu su)

Tavuk etleri lizerinden yikanti sivisi elde etmek amaci ile %0,9 FTS sollisyonu
kullanildi. 1000 ml distile su igerisine 9 gr NaCl ilave edilerek, karistirildi. 121°C’de 15 dakika

otoklavland.
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PZR’de kullanilan kimyasallar:

Primer tablosu: Bu ¢alismada tiir teshisi amaci ile PZR’de kullanilan primerlere ait baz

dizisi ve RAPD ‘de kullanilan M 13 primerine ait baz dizisi ¢izelge 2.1’°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Molekiiler biyolojik ¢alismada kullanilan primer (Jackson vd., 2004).

Primerler Oligoniikleotid dizisi (5°-3%)
FL1 (E. faecalis) 5= ACTTATGTGACTAACTTAACC -3°
FL2 (E. faecalis) 5= TAATGGTGAATCTTGGTTTGG -3°
FM1 (E. faecium) 5°- GAAAAAACAATAGAAGAATTAT -3
FM2 (E. faeciuni) 5- TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA -3°
M13 5'-GAG GGT GGC GGT TCT-3'

2.2. Metod

2.2.1. Enterokok suslarimin izolasyonu

Enterokok izolasyonu amaci ile steril sartlar altinda her bir 6rnekten 10’ar gr (tavuk
kanat derisi, kiyma ve peynir) tartildi. Tartim islemi sonucunda numuneler steril plastik
posetlere konularak iizerine 90 ml steril distile su ilave edildi. Ornekler homojenizator
(stomacher) icerisinde yaklasik 2 dakika siireyle homojenize edildi. Homojenize edilen érnekler
Enterokokal selektif agara ekildi. Enterokokal selektif besiyerinde siyah koloni meydana getiren
Enterokok siipheli etkenler BHIA besiyerinde saflastirilip ¢ogaltilarak %15-20 gliserin igeren
BHI broth besiyerine ekildi ve -20°C de saklandi.

2.2.2. Enterokok suslarmn identifikasyonu

Kaltir ve bakteriyoskopi: BHIA’da ¢ogaltilan siipheli bakteriler Gram boyanma
Ozellikleri ve morfolojilerine gore bakteriyoskopik olarak degerlendirildi. Gram boyama amaci
ile stpheli bakteriden preparat hazirlandi. Fiziksel fikzasyon sonrasinda kristal viole ile
muamele edildi ve yikandi. Gram iyodu ile muamele edildi ve yikandi. Aseton-alkol ile yaklasik
20 saniye veya renk giderimi gergeklesinceye kadar dekolorizasyon islemi yapildi ve yikandi.

Preparat 30-60 saniye bazik fuksin ile muamele edildi. Su ile yikanarak kurutma kagidi ile
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kurutuldu. 100’lik objektifte immersiyon yagi damlatilarak goriintiindi. Mor kok etkenler

Enterokok siipheli olarak degerlendirildi.

Katalaz testi: Enterokok siipheli kolonilerden 6ze yardimiyla bir miktar alinarak lam
tizerine konuldu. Uzerine %3’lik H,0, (hidrojen peroksit)’ den birka¢ damla damlatildi. Hava

kabarcig1 olusturmayan Ornekler katalaz negatif olarak degerlendirildi (Aydin, 2004).

%6.5’luk NaCl tireme testi: Siipheli koloniden 6ze ile %6,5 NaCl iceren BHI buyyonu
icerisine ekim yapilarak 35°C de 24-72 saat inkiibe edildi. Buyyonda iireme sonucu bulaniklik

olusturan suslar pozitif olarak degerlendirildi (Aydin, 2004).
2.2.3.PZR

Gram pozitif kok, katalaz testi negatif ve %6,5’lik NaCl’ li buyyonda tireme sonucunda
Enterococcus siipheli olarak degerlendirilen suslar molekiiler analize tabi tutuldu. Bu amacla
siras1 ile DNA ekstraksiyonu, mPCR ve agaroz jel elektroforez ile goriintileme islemleri

yapildi.

DNA ekstraksiyonu: Icerisinde 300 pl saf su bulunan 2 ml’ lik steril ependroflar

hazirland1 ve igerisine bir 6ze dolusu bakteri siispansiyonu yapildi. Agizlar1 siki bir sekilde
kapatilan ependroflar kaynamakta olan su iceriside 20 dk bekletildi. Bu islemden sonra 5 dakika
5000 devirde santrifiij edildi ve 200 pl siipernatant alinip yeni ependorflara aktarildi. Bu
ornekler PZR ile amplifikasyon isleminde kalip olarak kullanilincaya kadar —20 °C’de sakland.

PZR: izole edilen tiim suslarm identifikasyonlar1 PZR kullanilarak yapildi. Bu
calismada ekstraksiyonu yapilmis 5 ul kalip Enterococal DNA olmak {izere toplamda igerisinde;
1x PCR buffer, 3 mM MgCl,, her biri 200 uM olan dNTP, her biri 1 mM olan primer ve 2 U
Tagq DNA polimeraz olan 25 pl PCR karisimi kullanildi. Termal sartlar ise 95 °C’” de 4 dakika
baslangi¢ denaturasyonu, 35 siklustan olusan 95 °C’ de 30 sn denatiirasyon, 55 °C’ de 1 dakika
birlesme (annealing), 72 °C’ de sentez ve ¢ogalma (extention) ve 72 °C’ de son ekstensiyon

seklinde uygulandi.

Adgaroz jel Elektroforez: Amplifikasyon islemi sonrasinda olusan triinlerin varhigin

gosterebilmek amaci ile amplikonlar agaroz jel igerisinde elektroforez islemine tabii tutuldu. Bu
amagcla 1x TBE solusyonu ile %1,5" lik agaroz jel hazirlandi. Jel igerisine %0,5 ethidium
bromid ilave edildi. Amplikonlar parafilm lzerinde 6 X jel loading buffer ile karistirilarak jel
tizerindeki kuyucuklara yiklendi. 1. kuyuya DNA markeri (Fermentas O’Range Ruler, 100bp
Ladder, Lot: 0302) ve diger kuyulara, her birine bir 6rnek olacak sekilde bu karigimdan 10 pl
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yiikleme yapildi. Tankin giic kaynagi ¢aligtirilarak 120 V akim verildi. Brom fenol mavisinin
jeldeki migrasyonu takip edilerek, boya jelin 2/3° lik kismma ulastiginda elektroforez

durduruldu.
2.2.4. Rastgele arttirilms polimorfik DNA (RAPD-PZR)

RAPD-PCR analizinde M13 primeri kullanildi. DNA, M13 primeri ile 35 siklusta (94
°C de 1 dakika; 40 °C de 1 dakika, 72 °C ye ulasana kadar 3 dakika; 72 °C de 10 dakika)
cogaltildi. Amplifikasyon islemi sonrasinda olusan iiriinlerin varligini gosterebilmek icin
amplikonlar %0,5 ethidium bromid ilave edilmis, %1,5” luk agaroz jelde kosturuldu. RAPD-
PCR sonuglari, UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic gruplandirma)
programiyla degerlendirildi. Suslarin gruplama benzerlik oranlar1 %70 olarak alind1 (Versalovic
vd., 2002). RAPD-PCR’in ayirim endeksleri daha onceki ¢alismalarda belirlenmis formiille
hesaplandi (Hunter ve Gaston, 1988). Referans araliklari da (the confidence intervals) daha 6nce

calismalarda kullanilmig formiille hesapland: (Grundmann vd., 2001).
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve Konvansiyonel Yontemler ile Identifikasyon

Calismada, Kiitahya ilinde, Ekim 2014 - Eyliil 2015 tarihleri arasinda farkli parekende
satig noktalarindan toplanan 35 adet kiyma, 35 adet tavuk ve 35 adet peynir Ornegi
degerlendirildi. Incelenen Grneklerin laboratuar analizleri sonucunda, Enterokokkal selektif
besiyerinde Ureme gosteren, Gram pozitif kok seklinde gorllen, katalaz negatif, %6,5 NaCl

icerikli besiyerinde gelisebilen 30 adet siipheli Enterokok susu izole edildi.
3.2. PZR

Konvansiyonel yollarla identifikasyonu yapilan 30 adet siipheli Enterokok susu ve
hastane kaynakli 10 adet Enterokok susu, tlir tespiti amaci ile PZR islemine tabii tutuldu.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1000 bp

500 bp

200 bp

Sekil 3.1. Enterococcus tiirlerinin PZR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisi. M. DNA
ladder, 1-11. izole edilen siipheli Enterococcus tiirlerinin PZR sonuglari.

Bu islem sonunda gida kaynakli siipheli suslarda 20’si E. faecalis ve 10’u E. faecium
olarak saptandi. Identifikasyon sonrasinda calisilan orneklerdeki Enterokok dagilimlari su
sekildedir;

o Tavuk kanat derisi; 8 (%22,8) adet E. faecalis, 2 (%5,7) adet E. faecium izole edildi.
e Kiymadan; 5 (%14,3) adet E. faecalis, 7 (%20) adet E. faecium izole edildi.
o Peynir 6rneklerinden; 7 adet (%20) E. faecalis, 1 adet (%2,9) E. faecium izole edildi.



Cizelge 3.1. Peynir 6rnekleri ve izolatlarin kodlart.
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Adet Egiﬁt]llﬂlllll }Ez(cl’illf;ligi Yer Katalaz ;?1681.\ (];;;lfll:na PZR sonucu
1 E 15 Peynir - + + E. faecalis
2 E1le6 Peynir - + + E. faccium
3 E18 Peynir - + + E. faecalis
4 E 24 Peynir - + + E. faecalis
5 E 26 Peynir - + + E. faecalis
6 E 27 Peynir - + + E. faecalis
7 E 43 Peynir - + + E. faecalis
8 E 46 Peynir - + + E. faecalis
Cizelge 3.2. Kiyma ornekleri ve izolatlarin kodlar.
| Tt [T [ [ 585TSrm s
1 Es Kryma - + + E. faecalis
2 E21 Kiyma - + + E. faecalis
3 E23 Kiyma - + + E. faecalis
4 E33 Kivma - + + E. faecalis
5 E 49 Kiyma - + + E. faecalis
[ E10 Kiyma - + + E. faecium
7 E17 Kiyma - + + E. faecium
3 E22 Kryma - + + E. faecium
9 E25 Kiyma - + + E. faecium
10 E32 Kiyma - + + E. faecium
11 E 36 Kivma - + + E. faecium
12 E42 Kiyma - + + E. faecium
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Cizelge 3.3. Tavuk 6rnekleri ve izolat kodlart.
1 E 11 Tavuk - + + E. fascalis
2 E 14 Tavuk - + + E. faecalis
3 E 19 Tavuk - + + E. fascalis
4 E 28 Tavuk - + + E. faecalis
R E 37 Tavuk - + + E. fascalis
6 E 41 Tavuk - + + E. faecalis
7 E 47 Tavuk - + + E. fascalis
8 E 48 Tavuk - + + E. faecalis
9 E 12 Tavuk - + + E. faecium
10 E 29 Tavuk - + + E. faecium
9
8
7 -
6 -
5
4
3
2 O Kiyma
1 W Tavuk
O Peynir
0 .
E. faecalis E. faecium

Sekil 3.2. E. faecalis ve E. faecium suglarinin izolat kaynaklarina gore sayisal degerleri.
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Sekil 3.4. E. faecium suslarimin UPGMA analiz programina gore gruplarini gésteren

dendogram.

3.3. RAPD-PZR

E. faecalis ve E. faecium suglarmin genetik ¢esitliligi RAPD-PCR yontemiyle M13

primeri kullanilarak arastirildi.

Arastirilan biitiin izolatlar M13 primeri ile bant olusturdu ve sonuclar UPGMA kiime
analiz programiyla degerlendirildi. E. faecalis suslar1 profillerinin kiime analizleri sonucunda
%70’ten fazla benzerlik gosteren 2 grup ve benzersiz 14 tip igeren 26 farkli tip gézlemlendi.E.
faecium suslar1 profillerinin kiime analizleri sonucunda %70 benzerlik baz alindiginda benzerlik

goOsteren 5 ana grup ve 10 benzersiz tip gozlemlendi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Enterokoklar genis pH araligi, yiiksek sicaklik ve yiiksek tuz konsantrasyonlar gibi zor
kosullara adapte olabildikleri ve pastorizasyon sicakliklarinda varliklarmimn strddrebildikleri
icin, et ve siit gibi ¢ig materyalden Uretilen gidalar ile 1s1l islem gormiis gida tiriinlerinden sikga
izole edilmektedirler. Biitiin iirlin islenme siireclerinden canli olarak ¢ikabildikleri i¢in son
Urtini kontamine ederek 6zellikle fermente etler ve peynirlerde gida florasiin biiylik bir
¢ogunlugunu olustururlar (Franz ve ark., 2003; Giraffa, 2003). Enterokoklar1 barindiran bu
fermente gidalar bu giine kadar giivenli kabul edilmesine ragmen, son zamanlarda gida
endustrisi ve tiketiciler bu bakterilerin gidalardaki varligindan kaygi duymaktadirlar (Cariolato
vd., 2008). Ciinkii yapilan aragtirmalarda bu bakteriler gida bozulmalarindan, hastane
enfeksiyonlarindan ve gida zincirinde bulunan giivenilir suslarda antibiyotik direngliliginin

yayilmasindan sorumlu tutulmaktadir (Valenzuela vd., 2008).

Diinyada yapilan calismalarda Gomes ve arkadaglarinin Brezilya’nin geleneksel gida
tirinlerinden 299 ornekle yaptiklari Enterokok varligi aragtirmasinda 139 adet E. faecium
(%46,5) ve 80 adet E. faecalis (%26,8) gibi yiiksek bir oranla izole edilerek tanimlandig
bildirilmistir (Gomes vd., 2008). Yine Barbosa ve arkadaslarinin Portekiz’in kuzeyinde tiretilen
182 et iiriinlinde yaptiklar1 arastirmada, E. faecium (76), E. faecalis (44) ve Enterococcus spp.
(61) izole edilmistir (Barbosa vd., 2010).

Ulkemizde ise Togay ve arkadaslarmin geleneksel Tiirk peynirlerinde Enterokoklarin
antimikrobiyal aktiviteleri lizerinde yaptiklar1 arastirmada 34 peynir orneginden 66 adet
Enterokok susu izole ederken (Togay vd., 2016), diger bir ¢calismasinda (20) peynir, (10) sosis
ve (20) zeytin érneklerinden 16 E. faecium, 68 E. faecalis izole edildigini bildirilmistir (Togay
vd., 2010). Yine kirmizi et kiymasi ve tavuk etinde Enterokok varligi tizerine Mersin’de yapilan
bir aragtirmada Bayram ve arkadaslar1 40 adet kirmiz1 et kiymast 6rneginden 11’inde (%27,5)
Enterokok suslar1 saptamislar ve izole edilen 12 Enterokok susundan 5’i E. Faecalis ve 2’si E.
facium olarak identifiye etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada 40 adet tavuk 6rneginin 5’inde (%12,5)
Enterokok tiirii tespit edilmis bunlarinda 2’si E. faecalis olarak tanimlanmistir (Bayram vd.,
2011). Peynirlerde Enterokok varliginin arastirildigi bir ¢alismada Citlak ve arkadaslar
Ankara’dan topladiklart 30 peyaz peynir 6rneginde 62 E. faecalis (%61,3) ve 25 E. faecium
(%24,7) izole edildigini bildirmislerdir (Citak vd., 2004). Dumani ve arkadaglarida Erzurum ve
cevresindeki 18 farkli peynir tiiriinde E. faecalis varligini arastirmislar fakat sadece 6 drnekten
farkli Enterokok suglar1 izole edebilmis ve E. faecalis varligina rastlamamiglardir (Dumani vd.,
2015).
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Bu caliymada Kiitahya Ilinde farkli marketler ve kasap isletmelerinden Ekim 2014-
Eyliil 2015 alinan 35 tavuk kanat 6rneginden 8 adet E. faecalis ve 2 adet E. faecium, 35 kiyma
orneginden 5 E. faecalis ve 7 E. faecium, 35 peynir 6rneginden 7 E. faecalis ve 1 E. faecium
izole edildi. Ayrica 5 E. faecalis ve 5 E. faecium insan Enterokok suslari Evliya Celebi
Hastanesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dalindan temin edildi. Toplamda 25 E. faecalis
ve 15 E. faecium olmak Uzere 40 izolatla ¢alisildi. Diinyada ve llkemizde yapilan ¢alismalardan
verilen sayisal degerler, incelenen Ornek sayilari arttikga Enterokok suslarinin izole edilme

sansininda arttigin1 gostermektedir.

Genotiplendirme yoOntemlerinde temel prensip, DNA’nin belirli restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan DNA pargaciklarinin, elektrik akimiyla
agaroz jel veya akrilamid jelde gog ettirilerek parca biiyiikgline gore ayristirilmasi ve ayrigan
pargalarin jelde olusturduklar1 bandlarin ethidium bromide ile boyanarak ya da isaretli problar
kullanarak gorintilenmesidir. Kromozomal DNA, belirli gen bdlgeleri, plazmid veya
mitokondriye ait DNA genotiplendirme yontemleriyle arastirilabilmektedir. PZR tiim bu
yontemlerin temelini olusturur (Mullis vd., 1986). Rastgele arttirilmis polimorfik DNA yontemi
de PZR temelli bir yontemdir (Welsh ve McClelland., 1990). RAPD yodntemi DNA (zerinde
rastgele secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak
baglanmasi ve PZR ile c¢ogaltma yapmasidir. Olusan c¢ogaltma iriinleri agaroz jel
elektroforezinde yiriitiiliir ve olusturduklart bantlar degerlendirilir (Williams vd., 1990).
Guniimiizde genotiplendirmede kullanilan DNA temelli teknikler; Cogaltilmis parca
polimorfizm (AFLP), kesilmis amplifiye polimorfik dizi (CAPs), tek zincir konformasyonel
polimorfizm (SSCP), denatiire gradient jel elektroforezi (DGGE), restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi (RFLP), basit dizi tekrar1 mikrosatellit (SSR), basit dizi tekrarlar1 arasi (ISSR) ve
amplifiye edilmis karakterize dizi bolgesi (SCARs)’dir.

RAPD teknigi diger tekniklerle karsilagtirildiginda en Onemli avantaji arastirilan
orneklerin genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgiye ihtiya¢ duymamasidir (Williams vd., 1990;
Welsh ve McClelland., 1990). Cogaltilmak istenen tiim organizmalarda ayni primer seti
kullanilabilir ve bu primerler rastgele 6zgiin bolgelere baglanarak ¢ogaltma yaparlar. Ayn
primer, farkli organizmalarin DNA dizilimleri farkli olacagindan meydana gelecek RAPD
belirtecleri de farkli olacaktir (Glick ve Pasternak 1998). Bu fark arastirilan organizmalarin
karsilastirilmas1  saglandigindan, radyoaktiviteye, DNA hibridizasyonuna veya Southern
transferlere gerek duyulmaz. Kullanilan primer sayilan arttikca sonugta olusan bant sayisida
artmaktadir ve bu yoniiyle tiirleri ayirmada izozimden daha duyarhidir (Tingey vd Del., 1993;
Hallden., 1998).
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Bu ¢alismada konvansiyonel yollarla identifikasyonu yapilan 30 adet siipheli Enterokok
susu ve hastane kaynakli 10 adet Enterokok susu, tiir tespiti amaci ile PZR islemine tabi tutuldu.
Bu islem sonunda gida kaynakli siipheli suslarda 20’si E. faecalis ve 10’u E. faecium olarak
saptandi. E. faecalis ve E. faecium suslarmin genetik c¢esitliligi RAPD-PZR y0Ontemiyle M13
primeri kullanilarak aragtirildi. incelenen tiim izolatlar M13 primeri ile bant olusturdu. Boylece

biitiin suslarin genetik ¢esitlilik ve yakinliklar1 gézlemlenebildi.

Indikatér mikroorganizmalar olarak en onemli grup fekal kontaminasyon indeksi
bakterilerdir. Bunlarin varligi gidaya hammaddeden baslayip gidanin taginmasina kadar bir ya
da daha fazla asamada dogrudan ya da dolayl olarak lagim ile diski bulagtiginin gostergesidir.
Enterokoklar, Clostridium perfingens ve E. coli gibi fekal kontaminasyon gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Birollo vd., 2001). Indikatér mikroorganizmalar gida sanayinde énemli bir
kontrol elemanidir. Yapilan baz1 arastirmalarda indikatdr mikroorganizmalarin mutlaka diski
kokenli olmas1 gerektigi diger bazi arastirmalarda ise her tilirli mikroorganizmanin indikator
olarak kabul edilebilecegi bildirilmektedir (Chen ve Wong, 1994). Ulkemizdeki dondurulmus
gidalarin tiretim, paketleme ve depolama asamalarindaki hijyen durumlarinin belirlenmesi igin
koliform mikroorganizma ve E. coli’ye oranla kurutma ve dondurma gibi olumsuz sartlara daha
dayanikli olan fekal Enterokoklarin da indikatér mikroorganizma olarak mikrobiyolojik kriterler
icerisinde yer almasi gerekliligini gostermektedir (Citlak vd., 2010). Hayvanlarin
gastrointestinal sisteminde de Enterokok bulunmasi kesimhanelerde ete bulagsma potansiyelini
arttirmaktadir (Klein, 2003; Franz vd., 1999).

Bu c¢alismada gidalarda fekal kontaminasyon indikatorii olarak Enterokoklarin varligi
arastirildi. Ayrica izole ve identifiye edilen Enterokolarin hastane orjinli izolatlar ile genotipik
yakinliklar1 degerlendirildi. Bu kapsamda Kiitahya Ilinde farkli marketler ve kasap
isletmelerinden Ekim 2014-Eyliil 2015 alinan 35 tavuk kanat 6rneginden 8 adet E. faecalis ve 2
adet E. faecium, 35 kiyma 6rneginden 5 E. faecalis ve 7 E. faecium, 35, peynir drneginden 7 E.
faecalis ve 1 E. faecium izole edildi. Ayrica 5 E. faecalis ve 5 E. faecium insan Enterokok
suslar1 Evliya Celebi Hastanesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dalindan temin edilmistir.
Toplamda 25 E. faecalis ve 15 E. faecium olmak Uzere 40 izolatla ¢aligildi. Kiitahya ilinde
incelenmis olan tiiketime hazir gidalarda E. faecalis ve E. faecium tespit edildi ve insan
izolatlar1 ile genotipik benzerlikleri karsilastirildi ve suslar arasinda benzerlik saptanmadi.
Adana’da Terkuran ve arkadaglarimin yaptigi calismada da, gidalardan izole edilmis 51
Enterococcus spp. ile klinik kdkenli 50 E. Faecium genotipik olarak karsilastirilmis ve sonug
olarak gida ve klinik izolatlar arasinda genetik bir iligski saptanmamustir (Terkuran vd., 2014).

Bu sonu¢ gidalarin insanlar i¢in risk olusturmadigi kanisina varmamiza sebep olmakla birlikte
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incelenen suslarin sayismin arttirilmasiin benzerlik yakalama olasiligina etkisi olabilecegi

diistiniilmektedir.

Insan Enterokok suslarimin genotipleri tiir bazinda degerlendirildiginde c¢ok farkli
genotipte gruplar olusturduklar1 ve yiiksek heterojeniteye sahip olduklar1 kanisinda varildi. Gida
orijinli E. faecalis suslar1 incelendiginde kiyma-tavuk ve kiyma peynir orijinli suslar arasinda
%70 Uzerinde benzerlik saptanmasi bu suslar arasinda iliski olabilecegini gostermektedir. E.
faecium suslarinin genotipleri incelendiginde sadece bir adet E. faecium tavuk (E29) ve kiyma
(E22) 6rneginde %70 lizerinde benzerlik tespit edildi. Bununla birlikte E. faecalis suslarinda ise
sadece bir peynir 6rnegi (E43) ile iki kiyma 6rnegi arasinda (E23, E49) %70 Uzerinde benzerlik
tespit edildi.

Gida orijinli suslar farkli tarihlerde ve Kiitahya’nin farkli bolgelerindeki perakende
isletmelerden temin edildi. Dolayisi ile ¢alisma sonucunda suslar arasinda tespit edilen yiiksek
genotipik benzerligin canli hayvanlarin bir arada yetistirildigi ciftliklerden ziyade Uriinlerin

satisa ¢iktig1 son basamakta gerceklesmis olma olasilig yiiksektir.

Caligmada gida orijinli ve insan orijinli suglar arasinda benzerlik saptanmamasi
Enterokolarin  halk saghigi acisindan risk olusturma olasiliginin  diisiik  oldugunu
diisindiirmektedir. Ancak insan enfeksiyonlarindan sorumlu olan E. faecalis ve E. faecium
tdrlerinin insanlardan izole edilen klinik suslar1 yiiksek heterojenite gostermistir. Ayni
hastaneden izole edildigi diisiiniildiigiinde ortaya ¢ikan bu yiiksek heterojenitenin altinda yatan

sebebin gen transferleri olabilecegi diistilmektedir.
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