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TESEKKUR

Calismamda hosgorii ve sabirlarini esirgemeyen, caligmanin planlanmasi ve
yiiriitiilmesinin her agsamasinda yardim ve oOnerileriyle biiyiik destegini gordiigim basta
danisman hocam Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani1 sayin Dog.
Dr. Ismail Hakki EKIN olmak iizere, Mikrobiyoloji Anabilim Dali gretim iiyelerinden
saym Prof. Dr. Kemal GURTURK veProf. Dr. Ziya ILHAN’a, Ars. Gor. Ozgiil
GULAYDIN’a, Yiiksek Lisans dénem arkadasim Giilsah TOLLU ve Samet
KOLTAS’a, materyallerin toplanmasinda destek saglayan Van — Ercig Devlet Hastanesi
personeline, ¢aligmalarim esnasinda biiyiik fedakarliklarda bulunan ve manevi destegini
esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi bor¢ bilirim. Ayrica, calismaya maddi destek
saglayan Yiiziincii Yil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Insan ve birgok hayvan tiiriiniin gastrointestinal sistem florasinda bulunan
enterokoklar; agiz boslugu, safra yollar1 ve genitoiiriner sistemde de kolonize

olmaktadir.

Enterococcus cinsi bakteriler 1984 yilindan Once taksonomik olarak
Streptococcus cinsi igerisinde yer almaktaydi. Bu grupta gaitadan izole edilen, laktoz ve
mannitol pozitif fermentatif Gram pozitif koklar Streptococcus faecalis olarak
adlandirilmistir. 1940’ yillarin basinda karbonhidrat fermentasyon sonuglarina gére bu
grupta olan ikinci bir fekal tir tamimlanmis ve Streptococcus faecium olarak
adlandirilmisgtir (Klein, 2003).

1984 yilina kadar Rebecca Lancefield tarafindan D grubu streptokoklarda
siiflandirilan enterokolarin, DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyon c¢alismalarinin
sonucunda streptokoklardan farkliliklar1 belirlenerek ayr1 bir cins olduklart kabul
edilmistir (Murray, 1990).

Taksonomik ayirim sonrasinda gliniimiize kadar 35 farkli enterokok tiirii
tanimlanmistir. Ama klinik olarak en onemli patojenlerin Enterococcus faecium ve
Enterococcus faecalis oldugu bildirilmistir. Tim enterokok enfeksiyonlarinin
%80’inden bu iki mikroorganizmanin sorumlu oldugu saptanmis olup E. gallinarum, E.
casseliflavus, E. mundtii, E. raffinosus, E. avium ve E. flavescens’ninde daha az siklikla

insanlarda enfeksiyon etkeni oldugu belirlenmistir (Klein, 2003).

Enterokoklar bazi antibiyotiklere dogal diren¢li olduklar1 ve yeni direncler
gelistirebilme yetenegine sahip olduklarindan, son yillarda hastane enfeksiyonu
etkenleri agisindan da biiyiik onem kazanmislardir (French, 2010). E. faecalis ile olusan
enfeksiyonlarin diger enterokok tiirlerine oranla yaklasik 10 kat fazladir. Son
zamanlarda, vankomisine direngli enterokok (VRE)’lar 6n plana ¢iktigindan bu oran
gittikge azalmig, bir¢ok antibiyotige direngli E. faecium suslar1 daha ¢ok dikkat
cekmeye baslamistir (Basustaoglu ve Aydogan, 2002).



Enterokoklarin ¢ogu saglikli insanlarin intestinal florasinda bulunmasina
ragmen, endokardit, bakteriyemi, liriner sistem enfeksiyonlari ve neonatal sepsis gibi
hastane enfeksiyonlarina neden etkeni olabilmektedir (Dutka—Malen ve ark., 1995).
Hastane kaynakli infeksiyonlara en sik yol agan baslica patojen bakteri gruplarindan biri
olan enterokoklarla meydana gelen infeksiyonlarin mortalite oraninin %61 lere ulastig
bildirilmistir (Fisher ve Phillips, 2009). Hastane infeksiyonlarina en sik yol agan tiirler
sirasiyla E. faecalis (%80-90) ve E. faecium (%5-10)’dur (Sood ve ark., 2008; Arias ve
ark., 2010).

Bakteri, konak¢1 disinda olumsiz 1s1, olumsuz pH diizeylerinde ve hatta bazi
bakterisid etkili deterjanlarin varliginda bileaktivitesini koruyabilmektedir. Son yillarda
ozellikle nozokomiyal infeksiyonlarda bakterinin dnemi giderek artmakta, hatta bazi
olgularda nozokomiyal bakteriyemilerden ikinci frekansta sorumlu patojen olarak
bildirilmektedir (Lautenbach ve ark., 1999; Patterson, 2000; Shepard ve Gilmore, 2002).

Is1 stresi, bakterilerin iiremesi iizerine olumsuz etkileri olan en Onemli stres
faktorlerinden biridir. Bakterilerde 1s1 sokuyla ilgili ilk ¢alismalar Escherichia coli K-12
serotipi ile gergeklestirilmistir. Bu serotip, spesifik 1s1 sok proteinlerinin sentezinde kilit
rol oynayan operonun promotor bolgesini tanima 6zelliginde olan 632’ye sahiptir. Bu
faktor, bir transkripsiyon aktivatorii olmakla birlikte bakteri sitoplazmasindaki omri
oldukga kisadir. Diger taraftan gesitli sok proteinlerinin sentezi, sicakligin yaninda diger
cevresel kosullarin degismesiyle de indiiklenebilmektedir. Bu proteinlerin igerisindeki
bir grubun sentezi sadece 1s1 ile indiiklendiginden, bu tip proteinlere dogrudan 1s1 sok
proteinleri (Heat Shock Protein - HSP) ad1 verilmektedir (Segal ve Ron, 1998).

Baz1 Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde 1s1 stresi uygulamalar1 sonrasi
olusan 1s1 sok proteinleri iki yonli jel elektroforezi kullanilarak ayrmtili bir sekilde
ortaya konulmustur (Uziimcii, 2009). Iimmunodominant antijenler olarak bilinen
HSP’ler, otoimmun tepkilerin gii¢lii bir sekilde uyarilmasina da neden olurlar (Ziigel ve
Kaufmann, 1999).

Bu arastirmada idrar ve gaita 6rneklerinden izole ve identifiye edilen E. faecalis
ve E. faecium suslar1 kademeli ve direkt 1s1 uygulamalari ile strese maruz birakildi.
[zolatlarn bu 1s1 stresi, ortamlarmim olumsuz etkilerine karsi kendilerini korumak

amaciyla stres proteini sentezleyip sentezlemedigi SDS-PAGE yontemi ile arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterokoklar ve Genel Ozellikleri
2.1.1. Tarihcge

Onceleri “fekal orijinli streptokoklar” olarak adlandirilan, giiniimiizde
“enterokoklar” olarak adlandirilmislardir. Enterokok terimi, Fransa’da yayimlanan bir
makalede ilk kez Thiercelin (1899) tarafindan “insan gaitasinda giftler veya kisa zincir
formundaki bakterileri” tanimlamak amaciyla kullanilmistir. Enterokoklar, 1930’larda
Rebecca Lancefield tarafindan yapilan serolojik siniflandirmada grup D streptokoklar
arasinda klasifiye etmis, Sherman ise ilk kez 1937 yilinda enterokok grubu bakterileri

tanimlamistir (Akan, 2004).

Kalina (1970), morfolojik ve biyokimyasal 06zelliklerine gore fekal
streptokoklarin yeni bir cins iginde degerlendirilmesini ve S. faecalis ile S. faecium’ un
E. faecalis ve E. faecium olarak adlandirilmasini1 6nermistir. Ancak enterokoklar uzun
stire grup D streptokoklar olarak Streptococcus cinsi igerisinde degerlendirilmistir.
Schleifer ve Klipper (1987), S. faecium ve S. faecalis’in bilinen streptokoklardan farkl
olduklarin1 1iddia etmis ve bu bakterilerin Streptococcus cinsinden ayrilarak

Enterococcus adi ile yeni bir cins seklinde kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir.

Gram pozitif koklarin DNA-RNA hibridizasyonlari, 16S-rRNA dizilerinin
analizi ve hiicre duvar yapilarinin incelenmesi ile yapilan siniflandirma g¢alismalari
sonucunda; Streptococcaceae familyast 1991 yilinda One siiriiliip daha sonra da
modifiye edilerek Streptococcus, Enterococcus ve Lactococcus cinsi olarak 3 alt cinse

ayrilmistir (Bilstrom, 2008).
2.1.2. Etiyolojik ozellikler
2.1.2.1. Enterokoklarin morfolojik ve kimyasal 6zellikleri

Enterokoklar Gram pozitif, tek tek, ikili veya kisa zincirler seklinde goriilen,
0.5- 1.5 mm g¢apinda, gri-beyaz renkli ve bugulu goriinlimde koloniler olusturan, alfa,

beta hemolitik ya da non-hemolitik fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Stvi besiyerlerinde



bulaniklik yapmaksizin dipte ¢okiintii olusturarak iirerler. Bazen kokobasil seklinde de
goriilebilen enterokoklarin sivi besiyerlerinde iiretildiginde uzun zincirli formlar
gozlenebilmektedir. Katalaz negatiftirler ve glikozdan gaz olusturmazlar. Sitokrom
oksidaz enzimine sahip olmadiklarindan karbonhidratlar1 heksoz difosfat yoluyla
hidrolize etmektedirler. Bazi durumlarda o6zellikle E. faecalis, ilk izolasyonu katalaz
negatif iken seri pasajlarda ‘pseudo catalase’ yapimi sonucu katalaz testinde zayif bir
pozitiflik gosterebilmektedir (Ruoff ve ark., 1990; Teixeira ve Facklam 2003).

Enterokoklar 10-45°C’ler arasinda iireyebilen, %6.5 NaCl’li ortamlarda bile
aktivitesini koruyan, 60°C’de 30 dk. siireyle canli kalabilen bakterilerdir. Bile esculine
agarda, pH 9.6’da ve %40 safra tuzu iceren besiyerinde rahatlikla iireyebilirler. E.
cecorum, E. saccharolyticus ve E. columbae disindaki tiim tiirler pirolidonil
betanaftilamid (PYR) pozitiftirler. E. faecium, E. faecalis’dan farkli olarak %0.04
telliiritli ortamda tirer ve kat1 besi yerinde siyah renkte koloniler olusturur. E. flavescens
ve E. casseliflavus gibi bazi tiirleri hareketlidir. Bu kiiltiirel 6zellikler enterokoklarin
identifikasyonunda yeterli ise de daha az rastlanan Gram pozitif, katalaz negatif
koklardan Lactococcus, Aerococcus, Pediococcus ve Leuconostoc gibi tiirlerde de
benzer ozellikler bulunmaktadir. Ancak Pediococcus ve Leuconostoc tiirlerinin PYR
negatif olmalar1, Aerococcus ve Lactococcus ve tiirlerinin de serogrup D antiserumu ile

de reaksiyonun negatif olmasi enterokoklardan ayiran 6zellikleridir (Facklam ve Sahm,

1995; Teixeira ve Facklam, 2003).
2.1.2.2. Enterokoklarin virulens ve patojenite faktorleri

Virulensleri diisiik olmalarina karsin enterokoklar, popiilasyon kaynakli ve
ozellikle hastane orijinli enfeksiyonlarda tespit edilen 6nemli etkenler arasindadir. Insan
ve hayvan eritrositleri icin hemolizin etkili olan sitolizin, baz1 E. faecalis ve E. faecium
suglar1 tarafindan sentezlenmektedir. E. faecium ve E. faecalis suslari agregasyon
maddesi sentezlemekte ve bakterinin kalp kapaklar ile renal hiicrelere baglanmasini
kolaylastirmaktadir. Ote yandan E. faecalis biyofilm olusturarak iiriner sistem,

kateterler ve kalp kapaklarina baglanmasini saglamaktadir (Moellering, 2005).



Enterokoklar bircok antimikrobiyel ajana direngli oldugundan, antibiyotik
tedavisi goren hastalarda varliklarimi siirdiirebilmekte ve superinfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Robert ve Moellering, 2000).

Yapilan caligmalarda enterokokal bakteriyemilerde mortalite oram1 %42-68
olarak bildirilmistir. Ancak hastalarin yasli olmalar1 ve ¢ogunda multifaktoriyel
bakteriyemi tespit edilmesi nedeniyle, etkenin mortalitedeki rolii tam olarak tespit
edilememistir (Edmond ve ark., 1995). Diger bazi calismalarda da enterokoklarin
mortalite oranlar1 %31-37 olarak bildirilmistir. Bu oranlar arasindaki farkliliklarin
yoresel farkliliklar olabilecegi diistiniilebilir (Kreft ve ark., 1992; Edmond ve ark.,
1996).

Enterokoklarin bilinen viriilens faktorleri su sekilde siralanabilir

Sitolizin: Bazi E. faecalis ve E. faecium’un suslarinca iiretilmekte olup
eritrositler igin litik aktivite gosterir. E. faecalis suslarininin %60’ min sentezledigibu
virulens faktorii bazi 6karyotik hiicreler i¢in de toksik etki gosterir (Moellering, 1992).
Toksinin insan ve at kaninin kullanildigi kanli agarlarda hemolitik aktivite gosterirken,
koyun eritrositlerinde etkisiz kalmasi identifikasyon ag¢isindan onemli bir 6zelliktir

(Giiltekin, 2004).

Jelatinaz: Jelatinaz enzimi 6zellikle kaslarin kemiklerle olan baglanti bolgeleri
ve deri gibi dokularda bulunabilen jelatini lize etmesi bakimindan bakterinin
invazyonunda etkili bir virulens faktoridiir. Yapilan bazi c¢alismalarda, E. faecalis
suslar1 arasinda jelatinaz sentezleyenlerin akut toksik etkilerinin diger suslara nazaran

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Gtiltekin, 2004 )

Agregasyon faktorii: Birgok E. faecalis ve E. faecium susunda bulunan bir
yiizey proteinidir. Konjugasyonda iki bakterinin birlesmesini saglayarak plazmid
transferini  kolaylastirir. Agregasyon faktorii, enterokoklarda kalp kapaklarma
baglanarak endokarditin ve bdbrek epitel hiicrelerine baglanarak da {iriner sistem
infeksiyonunun olusumunda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Ozellikle E. faecalis

suslariin kateter kullanimma bagli iiriner sistem infeksiyonlarinda, agregasyon



faktoriinden dolayr daha yiikksek oranda izole edildikleri tespit edilmigtir
(Moellering,1992; Giiltekin, 2004).

Feromonlar: E. faecalis’ler tarafindan sentezlenen kiigiik peptitlerdir. Suslar
arasinda plazmid DNA’smmin konjugatif transferini kolaylastirir. Notrofiller ig¢in
kemotaktik bir etki gosterdigi i¢in infeksiyonlarda inflamatuvar yanitin artmasina neden

olmaktadir (Koneman ve ark., 2005).

Ekstraseliiler siiperoksit: E. faecalis suslarinin biiyiik ¢ogunlugunda gozlenen
ve bakterinin yagsam siiresini uzattig1 tespit edilen siiperoksitin, bazi E. Faecium suslari

tarafindan da sentezlendigi belirlenmistir (Giiltekin, 2004).

Ekstraseliiler yiizey proteini: Kompleks bir yapisi bulunan bu biiyiik yiizey
proteini ilk kez E. faecalis tiirlerinde tespit edilmistir. Proteinin karboksil ucu
konak¢inin hiicre duvart molekiillerine tutunmay1 kolaylastirir. Proteinin i¢ kisminda
bulunan, tekrarlayan iinitelerden zengin ve uzayip kisalabilme 6zelliginde bir baska
bolgenin de bakterinin immun yanittan kagmasina katki sagladigi disiiniilmektedir

(Sood ve ark., 2008).

Kapsiiler polisakkarit antijeni: Enterokoklarin hiicre yilizeyinde yeralan bu
polisakkarit antijeni, B-D glikoz mono fosfat, teikoik asit ve tetraheteroglikan
kompleksinden olusur. Zeta potansiyeli etkisinden dolayr opsonik antikorlar igin
oncelikli hedef teskil etmesi, enterokok virulensinin yanisira infeksiyonlarina kars
immunitede 06zel bir rolii vardir ve as1 ¢alismalarinda kullanilabilirligi halen

arastirilmaktadir (Giiltekin, 2004).

Lipoteikoik asit: Enterokoklarin Lancefield tarafindan tanimlanan streptokokal
serogrup antijenlerinden olan C polisakkarit olarak da adlandirilan serogrup D spesifik
antijenini  olusturur. TNF ve IFN salimimma neden olarak, immun yanitin

diizenlenmesine katki saglar (Koneman ve ark., 2005).

Antibiyotik direnci: Virulens faktorleri arasinda degerlendirilen antibiyotik
direnci, enterokok suslarinin bagirsak florasinda iiremesini; jelatinaz ve sitolitik toksin
de doku invazyonunu kolaylastirmaktadir. Nozokomiyal enterokok infeksiyonlarinda

hastanin yatisindan kisa bir siire sonra antibiyotik kullanimina bagli olarak duyarlh



suslar inaktive olmaktadir. Ancak bagirsak florasinda bulunan ve antibiyotiklere
direncli olan suglarin ise sayilar1 artmakta ve hastalarin bir kisminda sindirim sistemi

florasindan kaynaklanan doku invazyonlarina rastlanilmaktadir (Giiltekin, 2004).

Enterokoklar yar1 sentetik penisilinlere (6r; oksasilin), vankomisine (E.
gallinarum, E. flavescens ve E. casseliflavus gibi bazi tiirler disiikk seviyede),
polimiksinlere, streptogramin A, likosamidlere, aminoglikozidlere (diisiikk seviyede) ve

monobaktamlara kars1 direnglidirler (Poeta ve ark., 2005).
2.1.2.3. Enterokoklarin epidemiyolojik 6zellikleri

Insanlarda normal sindirim sistemi florasinda bulunmalar1 nedeni ile birgok
ortamda endojen kaynakli enfeksiyonlara yol agmaktadirlar. Enterokoklar sicakkanli
hayvanlarin ve insanlarin sindirim sisteminde, diski kontamine bitki, bocek, su, toprak
ve besinlerde de bulunur. Bu bakimdan igilen veya kullanilan sularin fekal
kontaminasyonlarmin tespitinde indikatdr bakteri niteliginde belirleyicidir. Insanlarin
diskilarinda E. faecalis (10°-10 cfu/gr), E. faecium’dan (10%-10° cfu/gr) daha yaygin
bulunurken, hastane ortaminda antibiyotiklere direngliliginden dolay: E. faecium daha
on plana ¢ikar (Fisher ve Philliphs, 2009; Hijazi ve ark., 2009).

Enterokok infeksiyonlari arasinda E. faecalis orijinli enfeksiyonlarin orani diger
suglara oranla 10 kat daha fazla iken son 20 yildir VRE izolatlarinin artmasiyla bu oran
giderek azalmis ve E. faecium izolatlar1 daha 6n plana ¢ikmistir (Basustaoglu ve
Aydogan, 2002).

Yapilan epidemiyolojik caligmalar, enterokoklarin normal barsak florasinda
bulunmasinin hastadan hastaya ve hatta hastaneler arasi yayilabilmesinde temel risk
faktori oldugunu gostermistir (Butler, 2006). Zaman gectikce enterokoklarin antibiyotik
direncinin epidemiyolojisi de degismistir. European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARSS)’m 2001 verilerine gore 841 kan izolatinin %71’
aminopensilinlere direngli olarak bildirilmistir. Diren¢ oram Irlanda igin %40,
Avusturya i¢in ise %86 olarak bildirilmistir (Cox ve ark. 2009). Ampisilin direngli E.
faecium suslariin artig1 olduk¢a dramatik bir hal almistir. Ampisilin direngli E. faecium

suslarinda plazmid aracili yiiksek diizeyde glikopeptid direnci ilk kez 1988’de



bildirilmistir (LeClerq ve ark.; 1988, Uttley ve ark.;1988). ABD’de 1995-2002 yillar1
arasinda izolatlar glikopeptid direnci agisindan degerlendirilmis ve E. faecalis’e oranla
E. faecium suslarinda daha belirgin bir direng artis1 sekillendigi tespit edilmistir (Rudy
ve ark., 2005). Tiirkiye’de ilk olarak 1998 yilinda Akdeniz Universitesi hastanesinde
yapilan bir ¢alismada Vural ve ark. (1999) tarafindan vankomisine direngli E. faecium
susu bildirilmistir. Bu susun, bronkopulmoner infeksiyonlu 11 aylik bir ¢cocuktan, 15
giin arayla alinan iki farkli pleura sivisindan izole edildigi ve susta gentamisin

direncinin yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir (Vural ve ark., 1999).
2.1.2.4. Enterokoklarin neden oldugu infeksiyonlar

Bakteriyemi: Enterokokal bakteriyemi enterokokal endokarditisten daha fazla
goriilen  bir enfeksiyon olup sikligi giderek artmaktadir. Polimikrobiyal
bakteriyemilerde en sik rastlanan Gram pozitif bakteriler enterokoklardir. Olgularin
cogunda iiriner veya intravaskiiler kateter uygulamasi bulundugundan, kateterler biliyer,
pelvik veya intraabdominal yara infeksiyonlarida esas kaynak teskil etmektedir.
Solunum yollarinda ise enterokokkal bakteriyemiye nadiren rastlanir (Korten, 2002).
Bakteriyemiye bagli mortalite oranin1 degerlendirmek oldukca zordur. Ciinkii vakalarin
cogunda sekonder etken olarak yer aldiklari i¢in enterokoklarin mortalitenin ne
kadarindan sorumlu olduklar1 belirlenememektedir. Ancak bu tiir olgularda
enterokoklarin vakaya katilmasindan sonra mortalite oraninin %50’nin iizerine ¢iktigi

bilinmektedir (Esen, 2004).

Uriner sistem enfeksiyonlari: Uriner sistem enfeksiyonlar1, enterokoklarm en
sik izole edildigi enfeksiyonlardir. Ozellikle {iriner anomalili kisilerde enfeksiyon etkeni
olarak daha yliksek oranda tespit edilmektedirler (Honkinen ve ark.;1999, Bitsori ve
ark.; 2005). Hemolitik 6zelligi bulunan enterokoklarin bobreklerde infeksiyona neden
olma oram1 diger suslardan daha yiiksektir (Giiltekin, 2004). Yatan hastalardaki
kateterizasyon ve diger iiriner sistem girisimleri, 6zellikle basta sefalosporinler olmak
tizere daha Onceki antibiyotik kullanimlar1 ve genitoiiriner enfeksiyonlar en dnemli risk

faktorleridir (Kaye, 1982).

Karin i¢i enfeksiyonlar: Intraabdominal sistemlerin anaerop ve aerop florasi

icinde enterokoklar da bulunmaktadir. Siroz veya nefrotik sendromlu hastalarda,



bakteriyel peritonitli ve periton diyalizi yapilanlarda da sonradan bulagarak peritonitise
neden olurlar. Bazen abdominal cerrahi veya travma komplikasyonlarinda enterokokal
peritonitislerde primer etken olarak rastlanabilir. Enterokoklar ayrica endometritis,
sectio veya akut salpingitis komplikasyonu olarak bakteriyemi ve abse yapabilirler
(Kaye, 1982). Ayrica salpingitis ve endometritis gibi peripartum maternal infeksiyonlar
ve sezeryan sonrasi infeksiyonlarda da primer etken olabildigi belirlenmistir (Y1ldirim,

2007).

Endokardit: Stafilokoklar ve streptokoklardan sonra endokarditin tiglincii
sikliktaki  etkeninin enterokoklar olmasmin yanisira, endokardit enterokokkal
bakteriyeminin nadir bir komplikasyonu olarak goriilmektedir (Ferrieri ve ark. 2002;
Baddour ve ark. 2005). Hastalik, iatrojenik olarak bakterinin ¢ogunlukla genitotiriner
sistem veya gastro-intestinal sistemden bulastirilmasi ile endokardit seklinde baslar.
Ayrica periyodik intravendz ila¢ uygulamasi yapilan bireylerde de %5-53 oraninda
enterokokal endokardit goriildiigii belirlenmistir. Olgularin ¢ogunda altta yatan bir
kapak hastaligi veya prostetik kapak bulunmakla beraber, enterokoklarin normal

kapaklarda da infeksiyon olusturdugu belirlenmistir (Y1ildirim, 2007).

Yara ve yumusak doku enfeksiyonlari: Nadiren yumusak doku veya selulit
infeksiyonlarina neden olurlar. Enterokoklar genellikle polimikrobiyal nitelikteki yanik
yaralar1 ve cerrahi yaralar, diyabetik ayak ve dekubit iilserlerinin infeksiyonlarindan

izole edilmektedir (Moellering, 1981; Kreft ve ark. 1992).

Menenjit: Enterokoklarin neden oldugu menenjit genellikle merkezi sinir
sisteminde olusan bir anatomik defekt, daha dnceden gecirilmis beyin operasyonu ya da
kafa travmasi gibi predispozisyonlarda goriilir (Korten, 2002; Moellering, 2005).
Ayrica yiiksek diizeyli bakteriyemi ile seyreden neonatal sepsis ve endokarditli
hastalarla, AIDS ve akut 16semi gibi immun sistemi baskilanan hastalarda da kimi

zaman enterokoklara bagli menenjit olgular1 goriilebilmektedir (Eroglu ve ark., 2003).

Neonatal sepsis: Erken donem neonatal sepsisin nadir etkeni olsa da, yeni
dogan initelerinde salgin donemlerinde daha yiiksek oranlarda enterokok izole
edilmektedir (McNeeley ve ark., 1996; Stoll, 2005). Neonatal enterokok

enfeksiyonlarinda etkilenen bebeklerin kii¢iik prematiireler ve diisiik dogum agirlikli



bebekler olduklar1 ve daha ¢ok nozokomiyal salginlarda goriilmeye egilimli olduklari

bildirilmistir (Boulanger ve ark., 1991; Christie ve ark., 1994).
2.2. Bakterilerde stres

Bilindigi tizere her bakteri tiiriinde gida, 1s1 ve atmosferik ortam agisindan farkli
optimal kosullar bulunmaktadir. Bu kosullarda meydana gelen degisiklikler bakterilerin
strese girmesine neden olur. Oksijen azlig1, asir1 sicaklik ve besin miktarindaki azalma
gibi cesitli cevresel stres faktorleri ile mikrobiyal iireme inhibe olabilmektedir. Bu

nedenle bakteriler yasam dongiilerinin biiylik bir kismini1 stasyonel fazda gecirirler

(Msadek, 1999; Dikici, 2009).
2.2.1. Bakterilerde stres proteinleri

Optimal kosullarda varligini siirdiiren bir bakteri, maruz birakildig: ilk strese
kars1 duyarli durumdadir. Boyle bir stres karsisinda genel olarak bakterilerin membran
gecirgenliginde soguk soku olarak da adlandirilan bazi degisimler, hiicrenin protein
yapilarinda degisimler, ribozomal hasarlar ve olumsuz niikleik asit etkilenmeleri gibi
bakterinin fonksiyonlarini olumsuz etkileyen bazi degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir.
Molekiiler ac¢idan da bakteri hiicresindee sok diizenleyici protein sentezi
gerceklesebilmektedir. Bakteri sentezlenen bu tiir proteinler ile maruz kaldigi stres
sonucu meydana gelen olas1 hasar1 onarabilen, hiicrenin varligini devam ettirebilen veya
stres faktorlerini etkisiz hale getirebilen bir diizeye ulasabilmektedir (Yousef ve

Courtney, 2003).

Ortamdaki olumsuz degisimlere adaptasyonun hizli bir sekilde saglanabilmesi

i¢in sentezlenen stres proteinleri iki biiyiik sinif altinda toplanmaktadir.
I. Stres tipine spesifik proteinler,
Il. Alternatif sigma faktore (c®) bagli olarak sentezlenen genel stres proteinleri

Stres proteinleri protein katlanmalarinda yeni sentezlenen proteinleri icermeleri
yaninda en Oncelikli gorevleri, katlanma yapan proteinlerin rastgele toplanmalarini

engellemektir. Proteinlerin orijinal formunu koruyucu protektif molekiiller olan
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saperonlar, stres etkisi ile hasara ugramis proteinleri ATP ve diger kofaktorlerin de
katkisiyla onarirlar (Jakob ve ark., 1993).

Molekiiler saperonlar hiicreler tarafindan sentezlenen proteinlerin bir siifi olup
korunakli hiicresel molekiillerdir. Organizmanin olumsuz kosullarda varligim
stirdiirebilmesini saglamaktadirlar. Molekiiler saperonlar arasinda E. coli’de de
belirlenen ve stres proteinleri olarak adlandirilan GroEL, GroES, DnaK, DnaJ ve GrpE
seklinde molekiiller bulunmaktadir (Fenton ve Horwich, 1997). Farkli tanimlanmis
birgok protein olmasina karsin bunlar yaygin olarak HSP olarak adlandirilmislardir

(Uziimeii, 2009).

Strese durumlarinda bakterilerde, sok yanitveya uzun siireli adaptasyonlar
seklinde yanitlar olusmaktadir. Bu tlir yanitlar stres proteinleri araciligi ile
olusmaktadir. Ote yandan bazi 6zel streslere karst korunmada genel stres yanitlari
yardimct  olabildigi gibi, ¢apraz olarak ¢ogu stresore karst koruma da
saglayabilmektedir. Bu durum c¢ogu stres yanitlarinin olusumu agisindan gerekli
proteinlerin benzerliginden kaynaklanmaktadir (Arsene ve ark., 2000; Neidhardt ve
VanBogelen, 2000; Cronan, 2002; Yousef ve Courtney, 2003).

Bir bakteri herhangi bir stres faktoriine maruz kaldiginda genetik kodunda direng
mekanizmas1 oldugu takdirde, ilgili stres proteinlerini sentezleyerek korunmaya calisir.
Maruz kalinan stres sonrasi transkripsiyon ile olusan mRNA ribozomlarda translese
edilerek sdzkonusu stresten korunmada etkin diizenleyici sok proteinini
sentezlemektedir. Stres proteini, bakteri fizyolojisini de etkileyerek maruz kalinan stres
ile bakterinin miicadele etmesini saglar. Sentezlenen bir protein sadece bir stres faktorii
icin etkili olabildigi gibi daha fazla stresore kars1 da etki gosterebilir. Ayrica bakterilerin
herhangi bir strese karsi gelistirdigi diren¢ mekanizmasi ayni olabildigi gibi zaman
zaman farkli da olabilir. Hatta farkli gelisim evrelerindeki (lag faz, log faz ve stationer
faz gibi) bir bakterinin ayni strese karsi gelistirdigi direng mekanizmasi da farkli
olabilmektedir (Arsene ve ark., 2000; Neidhardt ve VVanBogelen, 2000; Cronan, 2002;
Yousef ve Courtney, 2003).

Bakterilerde farkli stres faktorleri ile genel stres yaniti aktive edilebildigi gibi

multiple stres faktorleri tarafindan da uyarilabilir. Genel stres yanitinin uyarilmasi,
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genellikle gelismede yavaslama veya stationer faza gecis asamasinda gergeklesir
(Arsene ve ark., 2000). E. coli ve diger Gram negatif bakterilerde bilinen stres yaniti
sistemleri, alternatif sigma faktor (05) tarafindan kontrol edilir. Gram pozitif
bakterilerde ise bu sistem o° tarafindan kontrol edilmektedir. Sigma faktor ile o©
tarafindan uyarilan genlerin, bakteride osmoprotektan alimi ve DNA onarimini
sagladigi ve boylelikle oksidatif ve ozmotik stres faktorlerinee hiicreyi hazirladigt

belirlenmistir (Hecker ve ark., 1996; Cronan, 2002).
2.2.2. Is1 sok proteinleri (Heat Shock Protein - HSP)

Bu tiir proteinler degisik stres sartlarinda sentezlenmektedir. HSP, bakterinin
diger protein yapilari i¢in molekiiler saperon gibi davranir. Bu proteinlerin tanimlamasi
da molekiiler agirliklar1 baz alinarak yapilmaktadir (HSP 60, HSP 70 ve HSP 90 vb).
HSP’ler, organizmanin optimal iireme sicakligi disindaki diisiik ve yliksek sicakliklara
maruz kalmasi sonucu sentezlenen sitoplazmik orijinli proteinlerdir. Bu gruptaki
proteinlerin birgok 6nemli gorevi oldugu belirlenmistir. Proteinlerin diizenlenmesi,
katlanmas1 ve uygun olmayanlarin hiicrede birikiminin Onlenmesi O6rnek olarak
verilebilir. Bir¢ok saperon, ayni zamanda HSP olarak adlandirilir. Bunun nedeni, bu
molekiillerin fonksiyonlarin1 yiiksek 1silarda bile gerceklestirebilmeleridir. Asirt
sicaklik, normalde saperonlar olmadig1 takdirde proteinlerde istenmeyen katlanmalar
olugsmasina nenen olur. Bu nedenle protein molekiillerinin yiiksek 1silarda saglikli

katlanma yapabilmeleri i¢in saperonlara ihtiya¢ duyarlar (Buchner ve ark., 1998).

Organizmalar 1s1 stresine (HSP) sentezini arttirarak yanit vermektedir. Isinin
artmasi ile hiicrelerde HSP’nin ¢oguna ihtiya¢ duyulur. Bu uyarilan proteinler arasinda
Dnal ve DnaK, RNA polimeraz ¢'° altbirim (rpoD), GroEs, GroeL, Lon proteaz ve
Lysu yer alir. E. coli’de yaklasik 50 farkli HSP tanimlanmistir. Bu proteinler alternatif o
faktorleriyle ve iki bilesenli regiilator sistemler tarafindan diizenlenen alt boliimlere

ayrilabilir (Konkel ve ark.,1998).
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Sekil 1. Is1 sok operonlar arasinda korunmus ters tekrarlama (IR, CIRCE) (Segal ve

Ron, 1998).
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Sekil 2. Bakteriyel 1s1 sok yaniti: Biiylik saperonlarin kodlanmasi i¢in operonlarin

diizenlenmesi (Segal ve Ron, 1998).

HSP genlerinin spesifik ekspresyonu, bu genlerin promoterlerini taniyan ve

transkripsyonel aktivatorlerden etkilenen alternatif o faktorleri ile diizenlenir. Bunlar

Gram negatiflerde 6% ve o5, Gram pozitiflerde o> dir. Transkripsiyonel represorlerden

en ¢ok rastlanilan HrcA’dir. HrcA, tersine tekrarlanan dizi olan ve 1s1 sok operonunda

bulunan CIRCE’e baglanir. HrcA-CIRCE tarafindan kontrol edilen 1s1 sok operonu
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Gram pozitiflerde vejetatif sigma faktérii 6™ ve Gram negatiflerde 1s1 sok sigma faktorii

6°2 tarafindan kontrol edilir (Rosen ve Ron, 2002).

ot regiilasyonu ile sentezlenen protein sitoplazmayi termal strese karsi korur. E.
coli rpoH gen lokusu ile 32 kDa o faktorunu sifreler. Promotor RNA polimerazin
spesifitesini yeniden yonlendiren faktdrler o veya o°° olarak adlandirilir. o" 34
HSP’nin sentezlenmesini diizenler. Is1 sokunun artmasi ile o iiretimi de artar. Bu
prensip basit olmasina ragmen o iiretimini yoneten genetik mekanizmalar komplekstir.
E. coli’de sicakligin 30 °C’den 40 °C’ye ¢ikmast rpoH translasyonunun artmasi ile
sonuglanir. Cis-acting m-RNA bélgeleri rpoH mesajinin 5” ucundaki ribozoma bagli
bolgeleri ayiran sicakliga duyarl ikincil yapilari bigimlendirir. Yiiksek sicakliklarda bu
ikincil yapilar erir ve rpoH mesajinin daha etkin translasyonunu saglar. rpoH mesajinin
translasyonunun artmasima ilave olarak " proteini daha stabil olur. 30°C’de biiyiime
siiresince o' proteini, FtsH, HsIVU ve CIpAP’yi iceren birka¢ proteaz tarafindan
parcalanabilir. Bununla birlikte, eger cH RNA polimeraza baglanirsa o™ bu proteaz
enziminden korunabilir. RNA polimerazdan ¢"y1 ayiran hiicreler diisiik sicaklikta "
ile etkilesmek igin DnaJ-DnaK—GrpE operon takimini kullanir. " proteininin RNA
polimeraza baglanmamasi, o proteininin degradasyonunu ile sonug¢lanir (Moat ve ark.,

2002).
Is1 soku proteinleri, gesitli 6zelliklerine gore gruplanmislardir.

Bakterilerde ti¢ farkli molekiil agirlikta HSP; HSP90, HSP70 ve HSP60 bulunur.
Okaryotlarin sentezledigi nemli 1s1 sok proteinleri, birbirinden farkli yapisal 6zelliklere
sahip alt1 grupta degerlendirilirler. HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP100 proteinlerinin
molekiil agirhig ortalama 17-30 kDA arasinda iken, ubiquitin gibi proteinler ise 8.5 kDa
molekiiler agirliktadirlar. Molekiil agirliklart biiyiik olan HSP70, HSP90 ve HSP100
proteinlerinin sekanslari, bitkiler ile yiiksek oranlarda benzerlik gdstermesine karsin

spesifik fonksiyonlarinda farklilik goriilmektedir (Waters ve ark., 1996; Vierling, 1997).
2.2.2.1. Hiicreyi strese kars1 korumada etkili olan 1s1 sok proteinleri
HSP8: Hiicre i¢i proteinlerin diizenlenmesini saglamaktadirlar (Nollen ve ark.,

1999).
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HSP10: HSP6O ile birleserek fonksiyonel hale geger (Nollen ve ark., 1999).

HSP20: Birbirinden farkli HSP’lerle birleserek fonksiyonel hale gelir.
Bakterinin membran yapilarinin organizasyonuna 1si1 ile olusan stres kosullarinda destek

olurlar (Nollen ve ark., 1999).

HSP25, HSP27 ve HSP32: Molekiil agirliklart 15-32 kDa arasinda degisen bu
HSP’ler sitoplazmada lokalize olarak apoptozisin diizenlenmesinde etkindirler (Nollen

ve ark., 1999).
2.2.2.2. Protein katlanmasinda gorevli olan 1s1 sok proteinleri

HSP40: Biiyiik molekiillii saperon grubuna dahil olup 6karyotlarda HSP70’in
fonksiyonlarina katki saglar ve HSP70 ile benzer gorevler istlenir (Nollen ve ark.,

1999).

HSP47: Serin proteaz enziminin aktivitesinde rol oynayan bu proteinin

hiicredeki miktar1 fotofosforilizasyon sirasinda 6nemli diizeyde yiikselir (Nollen ve ark.,

1999).

HSP60: Ozelligi 1s1 artist ile bozulmus proteinlerin yeniden fonksiyonel
olmasini saglayan bu protein, sitoplazmada bulunur ve 14 alt {initeden meydana gelir.
HSP70 ile birlikte proteinin dogal katlanmasina aracilik yapar. Stresten korunma ve
protein katlanmasi i¢in gereklidir. Hatali katlanan polipeptidlere baglanarak dogru

katlanmalarina yardimci olmaktadir (Nollen ve ark., 1999).
2.2.2.3. Is1 soku yanitlarinin diizenlenmesinde etkili olan 1s1 sok proteinleri

HSP70: Prokaryot ve okaryotlarda farkli gérevi bulunmaktadir. Hatali katlanan
protein molekiillerinin yapilarinin  diizeltilmesine yardimeci olur. Bu proteinlerin
kimyasal, kuraklik, soguk, 1s1 ve diger cevresel indiikleyiciler sentezlendikleri
belirlenmigtir (Wang ve ark., 2004). Bakterilerde HSP70’te mutasyonun
gerceklesmesinin ¢cogunlukla bakterinin inaktivasyonu ile sonuglandigi belirlenmistir.
HSP-70, kismen denature olmus ya da katlanmamis polipeptidlere baglanir. Okaryot ve
prokaryotlardaki bazi HSP70 grubu proteinlerin fosforilizasyona maruz kaldigi

saptanmistir (Nover ve ark., 1989).
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2.2.2.4. Proteinlerin katlanmasi ve tespitinde gorevli olan 1s1 sok proteinleri

HSP90: Komplekslerin birlestirilmesini organize eder. Bu proteinler yiiksek
diizeyde korunmakta olup, baslica gorevleri katlanmalar1 gergeklestirmektir (Lindquist
ve Craig, 1988). Diger yandan hiicre i¢i iletisim aginda ve hiicresel dongiiniin
kontroliinde, protein tasinmasinda ve yikiminda da rol oynarlar. Bir¢cok bakteride strese
bagli olarak artan bu proteinler total hiicre proteininin %1-2’sini olusturur. (Wang ve

ark., 2004).
2.2.2.5. Termotoleranstan sorumlu olan 1s1 sok proteinleri

HSP100 ve HSP110: Hiicre gelisiminde etkili olan pu proteinlerin stresore bagl
olarak sentezlerinde artis goriilmektedir. Daha cok proteinlerin denatiire olmasini
onlemekte gorev yaparlar (Wang ve ark., 2004). HSP104’tin mayalarda yiiksek 1siya
toleransta, HSP101’in ise Arabidopsis’te yiiksek miktarda sentezlenmesiyle biiyiimeye
katkida bulundugu tespit edilmistir (Burke, 2001; Maestri ve ark., 2002; Vinocur ve
Altman, 2005).

—— HSP70 ve HSPS0
$aperon Sinyallzasyonu ve
transnsicipsiyonunun aktivasyonu

i
|

HSP / $aperonlar ve Diger Stres
Cevap Proteinlerinin Sentezi

HSP80, HSP70, HSPS0
Yeniden Katlanma

HSP100 / Clp
Yeniden C6z0nme

Sekil 3. Saperon ag1 ve stres cevabinda 1s1 sok proteinler (Wang ve ark., 2004)
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Is1 ok protein genlerinin 1s1 sok faktér ile transkripsiyonunun diizenlenmesi

Sekil 4. Is1 sok proteinlerin genlerinin 1s1 gsok faktorii ile transkripsiyonunun

diizenlenmesi (Askar ve ark., 2007)
2.2.2.6. Kiiciik 1s1 sok proteinleri (sHSP)

sHSP’ler futbol topu goriiniimiindedirler. sHSP monomer molekiilii 15-40
kDA'luk kiitleler halinde bulunur. Tiim sHSP’ler yaklasik 100 kalinti ve C ucunda
hakim olan bir kristal veya 1s1 sok hakimiyeti ile belirtilir. Is1 stresi goriilen hiicrelerde
belirgin olarak artig gosterir. Ayrica antioksidan 6zelligi vardir (Pockley, 2001). Memeli
hiicrelerinde, sHSP’lerin sadece strese karsi korunmada degil, aym1 zamanda diger
hiicresel fonksiyonlarin (apoptozis ve farklilasma gibi) modiilasyonunda da gorev aldigi

tespit edilmistir (Wang ve ark., 2004).
2.2.2.7. Yiiksek sicaklik soku proteinleri

Yiiksek 1silarda olusan stres, protein molekiillerinin arasindaki baglarda bazi
yapisal degisiklikler olusturarak enzimatik aktivitelerini ve c¢o6ziinebilirliliklerini
diistirmektedir. Is1 artigi, bakteride non-kovalent baglarin kirilmasina ve denatiirasyona
neden olabilmektedir (Buchner ve ark., 1998). Yiiksek 1s1 proteinlerde geri doniisiimsiiz
bozulmalara neden olmakta ve bu durum proteinlerle hidrofobik veya elektrostatik

etkilesimler olusturmaktadir. Boylelikle, proteinlerin fonksiyonel yapilari korunmus
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olup, denatiire olmus proteinlerin yeniden fonksiyonel duruma gelmesi, dogal

proteinlerin ¢okmesinin engellenmesi ve varliklarini stirdiirebilmeleri bakimindan ¢ok

onemlidir (Wang ve ark., 2004).

Tablo 1. Saperon aktivitesine sahip baslica 1s1 sok proteinleri (Schlesinger, 1990)

Prokaryotik Okaryotik

Yaklasik

molekiiler agirhk Fonksiyon

proteinler proteinler (kDa)
GroES HSP10 10 kDa
HSP’nin HSPB
grubu,
Memelilerde
HSP27,
GrpE HSPB6veya 20-30 kDa
HSPB1’in de
icinde bulundugu
11 protein
Dnal HSP40 40 kDa HSP70’in ko-faktorii
Mitokondri veya kloroplasttan
GroEL HSP60 60 kDa sente;len@kten sonra
proteinlerin katlanmasinda rol
oynar
Hiicrenin 1s1 stresine maruz
i s s
HSPA grup HSP70 P » vey
HSP72 . Grp78 acilmasini saglayarak
DnaK o ’ 70 kDa termotoleransi attirir.
(bip), Hsx70 . )
. Ayrica mitokondri veya
sadece primatlarda
kloroplastta translasyon
bulunmustur ..
sonrasinda proteinlerin
katlanmasin1 6nler
HSP90, Grp%4 Steroid reseptorlerinin ve
HtpG, C62.5 dahil HSP HSPC 90 kDa transkripsiyon faktorlerinin
grubu devamliliginin saglanmasi
ClpB,
CLPA, ClpX HSP104, HSP110 100 kDa Asirt 1stya karsi tolerans

http://en.wikipedia.org/wiki/Heat _shock protein#cite_note-MJS-7 ‘den alinmistir.

Bu tip HSP’lerin bazilar1 optimum sicakliklarda hiicrede sentezlenirken,

bircogunun sentezi yiiksek sicaklikta gerceklesmektedir. Diger yandan, HSP’lerin

biyosentezi, oksidatif stres, agir metal, tuzluluk ve soguk etkisinde kalma gibi

faktorlerle de gergeklesmektedir (Vierling, 1997; Simdes-Aratjo ve ark., 2003).
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Yapilan genetik ve molekiiler biyolojik arastirmalarda, stres ile uyarilan genlerin
diizenlenmesinde cesitli transkripsiyon faktorlerinin rol oynadig: tespit edilmistir Gen
expresyonlarindaki bu tip farkliliklarin, optimum iireme 1sisindan en az 5°C daha
yiiksek 1silarda g6zlendigi bildirilmistir (Bray ve ark., 2000; Uno ve ark., 2000; Sakuma
ve ark., 2002; Doubuzet ve ark., 2003).

Yenidiinya (2005) baz1 bacillus tiirlerinin 1s1 sok proteinlerinin belirlenmesi
konulu ¢alismasinda 48 ve 52°C’lik sicaklikuygulamalarmin spor canliligini 6nemli
derecede diisiirdiigiinii ve SDS-PAGE analiz sonuglar1 farkli bakteri tiirlerinin {irettigi
39, 40 ve 42 kDa’lik proteinlerin yiiksek sicakliga dayanikliligi saglayan farkli 1s1 sok
proteinleri oldugunu ortaya koymustur.

Cebrian ve ark. (2009) S. aureus ile yaptiklari galismada, 1siya dayaniklilikta
indiiklenen o°'nin roliinii arastirmislardir. 45°C 1sida 5, 30 ve 120 dk. 1s1 soku
uygulamis ve 58°C 1s1ya termotolerans gelistigini saptamiglardir.

Chiang ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismalarinda S. agalactiae, S. uberis ve S.
bovis suslarin1 kullanarak 1s1 soku protein genleri HSP70, HSP 40 ve HSP 10 tespit
ederek bunlardan PCR primerleri tasarlamislardir.

Spano ve ark. (2004) ¢alismalarinda Lactobacillus plantarum susuna sicaklik,
soguk ve ethanol ile stres uygulamiglardir. Protein sekansi 18.548 kDa olarak

hesaplanan, bu nedenle HSP 18.55 olarak adlandirilan protein ortaya koymuslardir.
2.2.3. Enterokoklarda 1s1 stresi

Laport ve ark. (2003) yaptiklar1 caligmada E. faecium susunun 42°C, 45°C,
48°C, 50°C, 52°C ve 55°C gibi farkli sicakliklarda 60 dk. siireyle 1s1 sok proteinlerini ve
1s1 direncine bagl lireme durumlarini arastirmislardir. Arttirilarak 70°C’ye getirilen
1sida 2 saat siireyle muamele sonrasinda canli kalabilen hiicrelerin varoldugunu
belirlemislerdir. Western blotanalizi ile 1s1 kaynakli proteinleri; GroEL (65kDa) ve
DnaK (75kDa) olarak tespit etmislerdir.

Boutibonnes ve ark. (1993)’min E. faecalis iizerinde yaptiklart benzer bir
calismada da 48 ile 94 kDa araliginda molekiil agirligina sahip 1s1 sok proteinlerinin

varligi ortaya konulmustur.
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Laport ve ark. (2005) baska bir ¢alismalarinda E. faecium susuna 42°C ve 50°C
de 10 dk. 1s1 muamelesi ve 37°C 1s1da %6.5 NaCl veya %0.01 SDS veya 2.5 mM H,0,
ile 10 dk. muamelelerden sonra yanit olarak DnaK ve groEL genlerinin indiiksiyonu

ortaya ¢ikmistir.

Ahmad ve ark. (2002), yaptiklari ¢alismada E. faecium BARL1 ve E. faecalis MI2
suslaria farkli 1s1 derecelerinde ve farkl siirelerde 1s1 islemi uygulamiglardir. 37°C’de
inkiibe edilen bakteri suslarinin log faz hiicre toleransini 55°C, 60°C, 62.5°C’lerde 3 dk.
1s1 islemi uygulayarak olusturmuslardir. 50°C de 15 dk. 1s1 islemi uygulayarak 1s1 sok
proteinlerini tespit etmislerdir. Arastiricilar, E. faecium BARI hiicrelerinin 62.5°C’de
30 dk., E. faecalis MI2 hiicrelerinin ise 62.5°C’de 20 dk. canli kalabildigini
bildirmislerdir.

Flahaut ve ark. (1997) ise E. faecalis susu ile yaptiklar1 ¢alismada, sicaklik
stresinin DnaK ve GroEL protein sentezinin artmasi arasindaki iliskiyi aragtirmiglardir.
Sicaklik disinda NaCl, etanol, SDS ve safra tuzlariile bakteriyi muamele etmislerdir. 2-
D jel Western blot analizi ile 50°C de 30 dk. 1s1 uygulanan bakterinin DnaK ve GroEL
sentezledigini tespit etmislerdir, ayn1 zamanda sicakligin DnaK ve GroEL sentezinin en
verimli indiiktorii oldugunu bildirmislerdir.

Rince ve ark. (2000) E. faecalis ATCC 19433 susu iizerine sicaklik ve g¢esitli
stres uygulamalar1 (etanol, safra tuzlari, NaCl, H, O, ve pH degisimi) ile bakteri
duyarlilig1 ve kazanilan toleranst aragtirmiglardir. 2-D elektroforezi yontemi ile analiz
neticesinde, bu g¢evresel streslere maruz kalma esnasinda 167 stres proteini
sentezledigini saptamislardir. Western blot analizi ile ikisi DnaK ve GroEL olmak iizere

alt1 tane genel stres proteini tespit etmislerdir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. idrar ve gaita 6rnekleri

Arastirmada materyal olarak Van-Ercis Devlet Hastanesi’ndeyonetimin izni-
onayl ile idrar yolu veya sindirim sistemi enfeksiyonu siiphesi ile hastanenin
mikrobiyoloji laboratuvarina teshis amaciyla getirilen rutin idrar ve gaita ornekleri

kullanildi. Her bir 6rnek alimi i¢in hastalarin izni-onay1 alindu.
3.1.2. Bakteri izolatlar:

Arastirmada incelenmek {izere alinan idrar ve gaita Orneklerinden izole ve

identifiye edilen olan 30’ar adet E. faecalis ve E. faecium susu kullanildu.
3.1.3. Referans suslar

Caligmada uygulanan identifikasyon ve SDS-PAGE yontemlerinde kalite kontrol
ve standart olarak E. faecalis ATCC® 29212, E. faecalis ATCC® 51299 ve E. faecium
ATCC® 19434 referans suslar1 (MicroBiologics, MediMark Europe/Fransa) kullanildi.

3.1.4. Besiyerleri

Orneklerden E. faecalis ve E. faecium suslarinin izolasyonu ve identifikasyonu
amaciyla blood agar base (Oxoid), bile esculin agar (Oxoid), tryptic soy agar (BD),
brain heart infusion broth (Oxoid), todd hewitt broth (Oxoid) besiyerleri kullanildi.

3.1.5. Cozeltiler ve test ortamlari
HC soliisyonlari
1 N HCI: 8.28 ml HC1 (%37), 91.72 ml steril distile su ile karigtirilarak hazirlandu.

0.2 N HCI: 1.65 ml HC1 (%37), 98.35 ml steril distile su ile karistirilarak hazirlandi.
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NaOH soliisyonlar:
1 N NaOH: 4 gr NaOH, steril distile su i¢inde ¢ozdiiriiliip 100 ml’ye tamamlandi.
0.1 N NaOH: 0.4 gr NaOH, steril distile su i¢inde ¢ozdiiriiliip 100 ml’ye tamamlandi.
0.05 M Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.0 Cozeltisi

Bu amagla 1 litrelik beher icine 8.76 gr NaCl (0.14 M) konulduktan sonra
tizerine distile suda 8.9 gr ¢ozdiiriiliip 1 1t’ye tamamlanan Na,HPO4-2H,0 ¢ozeltisinden
250 ml ve yine distile suda 6.8 gr ¢ozdiiriiliip 1 1t’ye tamamlanan KH,PO4 ¢6zeltisinden
de 250 ml ilave edildi. Cozeltinin pH’s1 NayHPO4.2H,0 ve KH,PO, ¢ozeltilerinin
uygun oranlarda bir litreye tamamlanacak sekilde karistirilmasi ile pH metre cihazi
(Mettler-Toledo MP230-U.K.) ile olgiilmek suretiyle7.0’a ayarlandi. Hazirlanan PBS

¢ozeltilsi otoklavda sterilize edildi.
3.1.6. SDS-PAGE yontemi icin kullanilan ayiraclar ve cozeltiler

Monomer suliisyon (%30 T, %?2.7 Cbis)

Distile su ile 200 m1’ye tamamlandi ve 4°C’de karanlikta saklandi.

4x Aviricl jel buffer (1.5 M tris-Cl, pH:8.8)

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandi ve pH’s1 HCl ile ayarlandi.

4x Dizici jel buffer (0.5 M tris-Cl, pH:6.8)

Distile su ile 50ml’ye tamamlandi1 ve pH’s1 HCl ile ayarland.
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9010 SDS (sodyum dodesil siilfat) soliisyonu

Distile su ile 500ml’ye tamamlandi.

Initiator (%10 amonyum persiilfat,APS)

Amonyum persiilfat............. :0.50r
Distile su ile Sml’ye tamamlanda.

Treatment buffer (0.125 M tris-Cl, %4 SDS, %20 alycerol, %710 2-
mercaptoethanol

TriS e : 2.5ml (Tris-HCI-pH:8.8)
SDS(%10).....eviiiiininne s 4ml
Glycerol........cooviviiiinnnn.n :2ml
2-Mercaptoethanol.............. t1ml

Distile su ile 10ml’ye tamamlandi pH 6.8’e ayarlandi.

Tank buffer (0.025 M tris, 0.192 M glycine,%10 SDS, pH:8.3)

TriS e, - 9.68 gr
SDS(%10)....cccevviiinnn. 240 ml
Glycine .........coooviiiiiinn. :57.69r

Distile su ile 4 L’ye tamamlandi.

Butanol soliisyonu:

Nn-Butanol.............ccccoenn... 50 ml

Distile SU ..oovvviiieeiin, :5ml

Bir sisede karistirilip ¢alkalandi.
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Bovama soliisyonu (%0.025 coomassie blue R-250,%40 methanol) / stain solution

Coomassie blue R-250......... :0.5¢r
Methanol......................... : 800 mi
Aceticacid ...................... : 140 mi

Distile su ile 2 L’ye tamamlandh.

Bova giderici soliisyon-1 (%50 methanol,%10 asetik asit) / destain solution-I:

Methanol..........cceveeeeen.. ... : 500 ml

Aceticacid ..................... 100 ml
Distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Bova giderici soliisyon-l1 (%5 methanol,%7 asetik asit)) / destain solution-11:

Methanol..........cccoveni.. 250 ml

Aceticacid ..........coeuennnn. : 70 ml
Distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
3.1.7. Elektroforez

Calismada 1s1 sok proteinlerinin SDS-PAGE yontemi ile analizlerinin yapilmasi
i¢inYiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda bulunan dikey (vertikal) elektroforez cihazinda (Thermo OwI® P8DS)

hazirlanan jeller jel goriintiileme sisteminden genesis® yararlanilarak goriintiilendi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Idrar ve gaita 6rneklerinin alinmasi

Ercis Devlet Hastanesi YOnetiminin izni-onayi ile hastanenin mikrobiyoloji
laboratuvarina teshis amaciyla getirilen rutin idrar 6rneklerinin 3-5 ml’si ve gaitanin da
Svap siirlintlisii hastalarin onay1 dogrultusunda kapakli steril tliplere alinarak soguk
zincirde ve en kisa siirede YYU Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarina getirildi.
3.2.2. izolasyon

E. faecalis ve E. faecium suslarinin izolasyonu i¢in idrar ve gaita
numunelerinden steril svap yardimi ile kanli agar ve bile esculin agara ekimler yapildi.
Besiyerleri 37°C’de 24-48 saat siireyle aerobik kosullarda inkiibasyona birakildi.

Ureyen S tipli eskulin pozitif siyah renkli koloniler degerlendirmeye alindi (Winn,
2006).

3.2.3. identifikasyon

Degerlendirmeye alinan izolatlar Gram yontemi ile incelendi. Gram pozitif ve
katalaz negatif zincir bigimindeki koklar Enterococcus spp. siipheli olarak ayrildi
(Winn, 2006).

3.2.3.1. Katalaz testi

Temiz bir lam tizerine 1 damla %3’lik hidrojen peroksitten (H,O,) damlatildi
vetryptic soy agarda iiretilen taze kiiltirdeki siipheli bir koloni 6ze ile alinip, H,O;
ilekarigtirildi. Temas sonrast hava kabarciginin olugmasi pozitif, olusmamasi negatif
olarak kabul edildi (Arda ve ark., 1997; Aydin, 2004). Katalaz negatif kiiltiirler
Enterococcus spp. stipheli olarak ayrildi.

3.2.3.2. Enterokok izolatlarinin PCR ile identifikasyonu
DNA izolasyonu: Testte pozitif kontrol amaciyla E. faecalis ATCC® 29212, E.

faecalis ATCC® 51299 ve E. faecium ATCC® 19434 referans suslari kullanildi. Pozitif
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kontroller ve enterokok siipheli olarak ayrilan 24 saatlik bakteri kiiltiirleri DNA
izolasyon kiti (Thermo GeneJET Genomic DNA Purification Kit — K0722 Litvania)
kullanilarak {tretici firmanin Gram pozitif bakteriler i¢in Onerdigi protokolde DNA
izolasyonlar1 yapildi. Bu amagla 24 saatlik enterokok kiiltiirlerinden FTS i¢inde mc
farland 0.5 yogunlugundaki siispansiyonlar1 hazirlandi. Siispansiyondan 1 ml alinarak
ependorf tiiplerine aktarildi ve 5.000 x g’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant
atildi. Pelet tizerine 180 pl lysis buffer (Gram pozitif bakteriler igin protokolde
belirtildigi sekilde hazirland1) eklenerek iyice karistirildi ve 37°C’de 30 dk. bekletildi.
Bakteri siispansiyonu iizerine kitte bulunan lysis soliisyondan 200 pl, proteinase K
soliisyonundan da 20 pl eklendi ve iyice karistirilarak homojenize edildi. Karisim belli
araliklarla karistirilarak calkalandi ve su banyosunda 56°C’de yaklasik 30 dk.
bekletilerek hiicrelerin tamamen pargalanmasi saglandi. Cozelti iizerine kitte bulunan
RNase A soliisyonundan 20 pl eklenerek, vortexlendi ve oda 1sisinda 10 dk. bekletildi.
Uzerine 400 ul %50’lik etanol eklenerek iyice homojenize olmasi saglandi. Karisimim
tamamu i¢inde filtre bulunan koleksiyon tiiplerine aktarilip 6.000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildikten sonra filtreler ¢ikarilarak yeni bir koleksiyon tiipline aktarildi. Filtreli tiipiin
tizerine kitte bulunan ethanol ilave edilmis wash buffer I’den 500 pl eklenerek 8000 x
g’de 1 dk. santrifiij edildi ve filtreler ¢ikarilarak tekrar yeni bir koleksiyon tiipiine
aktarildi. Uzerine wash buffer II’den 500 ul eklenerek, 12.000 x g’de 3 dk. santrifijj
edildi ve filtreli tiipler steril ependorf tiiplerine yerlestirildi. Filtreli tiiplerin iizerine
filtrenin tam ortasina gelecek sekilde elution buffer’dan 200 ul eklenerek oda 1sisinda 2
dk. beklendi ve 8.000 x g’de 1 dk.santrifiij edildi. Bu sekilde izole edilen DNA alt
tiiplere aktarildigindan filtreler ¢ikarilarak atild.

Primer dizayni: Primerler (Tablo 2) 16S ve/veya 23S rRNA genlerini kodlayan
DNA’nin spesifik bolgeleri baz alinarak GenBank veritabani ile dogrulanip dizayn
edildi. (Jackson ve ark., 2004). Multiplex PCR islemleri, Kariyama ve ark. (2000) ile
Jackson ve ark. (2004)’nin bildirdigi sekilde yapildi.

26



Tablo 2. Calismada kullanilan tiir spesifik primerler

Bakteri Amplikon

Oligo
Tiirii g uzunlugu (bp)

) F: 5’ACT TAT GTG ACT AACTTA ACC 3’
E. faecalis 360
R: 5°TAA TGG TGA ATC TTG GTT TGG 3’

F: 55GAA AAA ACA ATA GAAGAATTAT?Z3
E. faecium 215
R: ’TGC TTT TTT GAA TTC TTCTTTA 3’

Amplifikasyon: izole edilen pozitif kontroller ve enterokok siipheli DNA’larin
E. faecalis ve E. faecium yoniinden incelenmesi igin tiir spesifik primerler kullanilarak
multiplex PCR teknigi uygulandi. Amplifikasyon asamasi i¢in hazir ticari mastermixler

(Thermo PCR Mastermix 2x — K0171 Litvania) kullanildu.

Karisim hazirlanirken; 25 pl’lik bir mastermix ic¢ine 2 pl incelenecek bakteri
DNA’s1 ve 1’er uM forward ve reverse primerler konulup karisim PCR grade water ile
50 ul’ye tamamlandi. Karisim 6n denatiirasyon igin 96°C’de 10 dk. bekletildi. Daha
sonra toplam 35 siklus gergeklestirilen asamada: 95°C’de 45 sn. denatiirasyon, 49°C’de
45 sn. baglanma, 72°C’de 60 sn. uzama ve final uzama i¢in de 72°C’de 10 sn.’lik

protokol uygulandi.

Agaroz jel elekroforez: Amplifikasyon asamasinin sonunda elde edilen iiriinler
pozitif kontroller ile birlikte %1°lik agaroz jelde kosturulup goriintiileme sisteminde
(Genesis) incelendi. Olusan bantlar degerlendirilirken Ornekler arasinda E. faecalis
pozitif olanizolatlarin 360 bp, E. faecium pozitif olan izolatlarin ise 215 bp’lik bant

olusturup olusturmadigi arastirildi.

3.2.4. Is1 stresi uygulamalar

Referans suglar ile orneklerden izole ve identifiye edilen E. faecalis ve E.
faecium suslarina farkli siirelerde farkli 1s1 uygulamalar1 yapilarak 1s1 stresi olusturuldu.
Bu amagla her bir kiiltiir 150 ml’lik BHI brotta iiretildikten sonra 2000 x g’de 5 dk.

santrifiij edildi ve st sivi atildiktan sonra pelet iki seri halinde steril BHI ile
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sulandirilipMcFarland no 1I (600 x 10° bakteri) yogunluguna getirildi. Bu yogunluktaki
bakteri siispansiyonlarinin bir serisi iireme testine tabi tutuldu ve aktivitelerini

koruduklar teyit edildikten sonra 1s1 stresi uygulamalar1 yapildi.

Is1 stresi denemeleri Oncelikle referans kiiltiirlerde uygulandi. Referans kiiltiirler
tiretilip5’er ml olacak sekilde 40’ar adet porsiyonlandi. Kiiltiirlerin her birindenher bir
1s1 uygulamasi i¢in 30 sn., 5 dk., 10 dk., 20 dk.ve 30 dk.uygulama siirelerinde
kullanilmak tizere ayr1 ayr1 5’er porsiyon kullanildi. Bu sekilde referans kiiltiirlerin her
biricalkalamali su banyosunda 42°C, 45°C, 48°C ve 50°C’lik 1silarda ayr1 ayr1 30 sn., 5
dk., 10 dk., 20 dk.ve 30dk.bekletilirken;52°C, 55°C ve 60°C’lik 1silarda ise ayr1 ayr1 30
sn, 5 dk, 10 dk, 15 dk, 20 dk. ve 30 dk tutuldu (Boutibonnes ve ark. 1993; Ahmad ve
ark.,2002; Laport ve ark., 2003).

Referans suslarda yapilan uygulamalarinelektroforetik analiz sonuglarina goére
hangi 1s1 uygulamasinin hangi siirelerde anlamli sonu¢ verdigi degerlendirilerek
izolatlarin maruz birakilacagi isilar ve uygulama siireleri belirlendi. Buna gore E.
faecalis izolatlar1 i¢in 30 dKk.siireyle42°C ve 45°C;E. faecium suslar1 i¢in ise 30

dk.siireyle 42°Cve 52°C 1s1 uygulamalart yapildi.

3.2.5. Bakteri ekstraksiyonu

Is1 stresine maruz birakilan kiiltiir siispansiyonlar1 2500 x g’de 10 dk santrifiij
edildi. Ust siv1 atildiktan sonra pelet 0.05 M PBS ile sulandirilipsteril ependorf tiiplere
transfer edildikten sonra 10.000 x g’de, 10 dk.santrifiij edildi ve bu sekilde 2 defa
yikandi. Elde edilen bakteri peleti 50 pl treatment buffer (3.1.5°te belirtilmistir) ile
siispanse edildi. Bakteri siispansiyonu 100°C’de 3 dk. siireyle muamele edildikten sonra
elde edilen ekstrakt elektroforez islemlerinde kullanildi (Laemmli, 1970; Diker ve ark.,
2000).

3.2.6. SDS PAGE analizi

Elektroforez islemi i¢in asagida belirtilen ¢ozeltiler ve miktarlar kullanilarak

ayirici ve yi8icl poliakrilamid jeller (T %10, C %2.7) hazirland1 (Laemmli 1970).
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Jellerin hazirlanmasinda, once ayirict jel karisimi, elektroforez —setine
yerlestirilen iki cam levha arasina dokiildii ve tizerine 0.5 ml butanol soliisyonu ilave
edilerek polimerize olmasi i¢in 1-1.5 saat beklendi. Polimerize olan jelin {izerinden
butanol soliisyonu dokiilerek distile su ile {i¢ kez yikandi veyigma jel karisimi ilave
edildi. Yigma jelinin lizerine, cam levhalar arasina 12 gozli tarak yerlestirildi. Yigma

jel’inin polimerize olmasi i¢in 1-1.5 saat beklendikten sonra tarak ¢ikarildi.

Tablo 3. Elektroforez islemi i¢in hazirlanan poliakrilamid jelde kullanilan ¢6zeltiler

Kimyasal Madde Ayirici jel (%10T) Yigma jeli (%4)
Acrylamide (%30) 20 ml 2.66 ml

Tris buffer (pH 8.8) 15 mi -

Tris buffer (pH 6.8) - 5mil

SDS (%10) 0.6 ml 0.2ml
Distile su 24.1 mi 12.2 ml
Ammonium persulfate 0.3ml 0.1ml
TEMED 0.02 mi 0.01 ml
Toplam miktar 60.02 ml 20.17 ml

Elektroforez islemi icin 2.2.5.’te hazirlanan ekstrakt 2.1.6.’da belirtilen numune
buffer ile sulandirilip bir damla brom fenol mavisi ¢ozeltisi (izci boya) ilave edilerek
elde edilen karisitm 100°C’de 90 sn. muamele edildi. Olusan kuyucuklara 200 pg
protein olacak sekilde numuneler (5-20 pl) konuldu ve elektroforez islemi 30 mA sabit
akimla gerceklestirildi. Izci boya jelin alt ucuna ulasincaya kadar elektroforez islemine
devam edildi. Elektroforez islemi bittikten sonra jel ¢ikarilip 2.1.5.’te belirtilen boya
cozeltisi icinde calkalamak suretiyle 2-4 saat siireyle bekletildi. Bu siirenin sonunda
boyanan jel I. boya giderici (destain-I) soliisyonda bir saat siireyle bekletildi ve daha
sonra II. boya giderici soliisyon (destain-II) i¢inde ¢alkalamak suretiyle protein bantlari
belirli hale gelene kadar tutuldu ve aym soliisyon i¢inde saklandi. Jeller, goriintiileme
sisteminde (GeneLine ImageSCI Image Analysis System) fotograflanarak olusan

bantlarin analizi yapild.
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3.2.7. Elektroforetik protein bant profillerinin analizi

Molekiiler agirhk tayini: Poliakrilamid jelde protein bantlarinin molekiiler
agirh@inin tespitinde protein molekiiler agirlik standardi (Thermo, PageRuler™
Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa) kullanildi. Elektroforez isleminden sonra her
bir standart proteinin relatif hareketi (R¢) asagida belirtildigi sekilde hesaplandi.

Rf = Jel baslangicindan protein bandina kadar olan mesafe / jel baslangicindan

izci boyanin ulastig1 noktaya kadar olan mesafe

Molekiil agirligin tespitinde kullanilan kalibrasyon egrisi, s6z konusu standart
protein bantlarinin R¢ degerleri ile molekiiler agirlig1 bilinen standart protein bantlarinin
logig degerleri kullanilarak asagidaki belirtilen formiil yardimi ile hesaplandi ve NCSS

bilgisayar programi ile kalibrasyon egrisi elde edildi.
y=a+bx
a= sz.Zy-Zx.Zx.y j n.ZXZ-(Zx)2
b=n.2x.y-2x.Zy/ n.2x%-(2x)?

y= Bulunan a ve b degerlerine gore incelenen her bir protein bandinin jel’deki molekiil

agirligimin logso degeri.

X= Her bir protein bandinin relatif hareket degeri (Draper ve Smith, 1998).
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4. BULGULAR

4.1. Idrar ve Gaita sOrneklerinden Enterokok Suslarinin Izolasyon ve

Identifikasyonu

Alinan Ornekler bilinen yontemlerle 3.1.4°te belirtilen besiyerlerine ekim
yapilarak 37°C’de 24-48 saat siireyle aerobik kosullardaki inkiibe edildi. Kiiltiirler
degerlendirilirken, besi yerlerinde gozle goriilebilir S tipli eskulin pozitif kahverengi-
siyah renkli koloni olusturan, Gram pozitif, tek tek, ikili veya zincir bigimindeki katalaz

negatif koklar Enterococcus spp. siipheli olarak degerlendirildi.
4.2. Enterokok izolatlarimin PCR ile identifikasyonu

PCR teknigi ile tiir spesifik primerler kullanilarak yapilan identifikasyonlarda
(Sekil 2) incelenen 32 idrar 6rneginden 20 (%62.5) adet, 60 gaita 6rneginden de 10
(%16.6) adet olmak tizere toplam 30 adet E. faecalis (Tablo 4); incelenen 177 idrar
orneginden 8 (%4.5) adet ve 46 gaita O6rneginden de 22 (%47.8) adet olmak iizere
toplam 30 adet E. faecium identifiye edildi (Tablo 5).

Tablo 4. Idrar ve gaita 6rneklerinden izole edilen E. faecalis kiiltiirlerinin dagilimi

Ornekler E. faecalis izolasyonu

Turt n n %
Idrar 32 20 62.5
Gaita 60 10 16.6
Toplam 92 30 32.6

Tablo 5. idrar ve gaita drneklerinden izole edilen E. faecium kiiltiirlerinin dagilimi

Ornekler E. faecium izolasyonu

Tirt n n %
Idrar 177 8 4.5
Gaita 46 22 47.8
Toplam 162 30 18.5
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Sekil 5. Enterokoklarin multipleks PCR yontemi ile analizlerinin agaroz jel goriintiisii
(M: PCR ranger 100 bp DNA marker; A: E. faecalis pozitif kontrol; B: E.
faecium pozitif kontrol; 1: E. faecalis pozitif gaita 6rnegi; 2: E. faecium pozitif
gaita Ornegi; 3: E. faecalis pozitif idrar 6rnegi; 4: E. faecium pozitif idrar

ornegi; 5: Negatif kontrol)

4.3. Is1 Stresi Uygulamalan

Calismada oncelikle E. faecalis ve E. faecium referans suslari ile 6n deneme
amaciyla farkli siirelerde farkli 1s1 uygulamalar1 yapilarak 1s1 stresi olusturuldu.
Kiiltiirlerin her biri 30 sn., 5 dk., 10 dk.,15dk., 20 dk. ve 30 dk. siireyle 42°C, 45°C,
48°C, 50°C, 52°C, 55°C ve 60°C’lik 1silarda strese maruz birakildi. Yapilan ¢alismalar
da dikkate alinarak elektroforetik analiz sonuglarina gore yapilan degerlendirmede, HSP
sentezinin optimal olarak goriilebildigi 1silar ve uygulama siireleri belirlendi. Buna gore
orneklerden izole ve identifiye edilen E. faecalis suslarinda 42°C ve 45°C’lik 1silarda 30
dk.; E. faecium suslarinda ise 42°C ve 52°C’lik 1silarda 30 dk. 1s1 stresi uygulamasinin

olumlu sonug verecegi kanisina varildi.
4.4. Elektroforetik Protein Bant Profillerinin Analizi

Poliakrilamid jelde protein bantlarinin molekiiler agirhi@inin tespitinde protein

molekiiler agirlik standardi (Thermo, PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180
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kDa) kullanildi. Elektroforez isleminden sonra her bir standart proteinin relatif hareketi
3.2.7°de belirtilen formiile gére molekiil agirligin tespiti icin dncelikle NCSS bilgisayar
programi ile kalibrasyon egrisi ¢ikarildi ve ardindan incelenen 6rneklerdeki protein

bantlarinin molekiiler agirligi hesaplanda.

E. faecalis referans kiiltiiriiniin42°C ve 45°C’lerde ayr1 ayr1 30’ar dk. siire ile
strese maruz birakilmasi sonucunda her iki 1s1 uygulamasi ile 38, 68 ve 120 kDa

molekiiler agirlikta yeni ve farkli protein molekiilleri sentezledigi belirlendi.

E. faecium referans kiiltiiriiniin42°C ve 52°C’lerde ayr1 ayri 30’ar dk. siire ile
strese maruz birakilmasi sonucunda her iki 1s1 uygulamasi ile 67, 73, 80 ve 120 kDa

molekiiler agirlikta yeni ve farkli protein molekiilleri sentezledigi belirlendi.

Tablo 6. E. faecalis suslarinda tespit edilen protein molekiilleri

Tespit edilen protein molekiilleri (%)

Uygulanan 1s1

38 kDa 43 kDa 120 kDa
42°C 1(3.3) 15 (50) 24 (80)
45°C 2 (6.6) 8 (26.6) 20 (66.6)

Tablo 7. E. faecium suslarinda tespit edilen protein molekiilleri

Tespit edilen protein molekiilleri (%)

Uygulanan 1s1

38 kDa 43 kDa 56 kDa 120 kDa
42°C 0 0 0 3 (10)
52°C 10 (33.3) 1(3.3) 1(3.3) 2 (6.6)

Orneklerden izole ve identifiye edilen 30 adet E. faecalis susunda 30 dk. siire ile
uygulanan 42°C’lik 1sida 38, 43 ve 120 kDa’luk protein molekiilleri tespit edildi. Buna
gore 1 (%3.3) izolat 38 kDa’luk protein molekiilii sentezlerken; 15 izolatin (%50) 43
kDa; 24’lnilin (%80) ise 120 kDa’luk protein molekiilii sentezledigi tespit edildi.
45.°C’lik 1s1da da yine 38, 43 ve 120 kDa’luk protein molekiilleri gézlendi. Izolatlarin
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2’si1 (%6.6) 38 kDa’luk protein molekiilii sentezlerken; 8’inin (%26.6) 43 kDa; 20’sinin
(%66.6) ise 120 kDa’luk protein molekiilii sentezledigi ortaya konuldu (Tablo 6).

Orneklerden izole ve identifiye edilen 30 adet E. faecium susunda 30 dk siire ile
uygulanan 42°C’lik 1sida sadece 3 (%10) izolatin 120 kDa’luk protein molekiili
sentezledigi gozlenirken; 52°C’lik 1s1da 10 (%33.3) izolat 38 kDa’luk protein molekiilii
sentezlerken; birer izolat (%3.3) 43 kDa ve 56 kDa; 2 izolatin (%6.6) ise 120 kDa’luk
protein molekiilii sentezledigi tespit edildi (Tablo 7).
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Sekil 6. E. faecalis referans susunun 30 sn., 5 dk., 10 dk.,15dk., 20 dk. ve 30 dk. siireyle
42°C ve 45°C’lerde 1s1ya maruz birakilmasi ile olusan HSP bantlar:

Sekil 7. E. faecalis referans kiiltiirtiniin 30 sn., 5 dk., 10 dk.,15dk., 20 dk. ve 30 dk.
stireyle 48°C ve 50°C’lerde 1s1ya maruz birakilmasi ile olusan HSP bantlar1
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Sekil 8. E. faecium referans susunun 30 sn, 5 dk., 10 dk.,15dk., 20 dk. ve 30 dk. stireyle
42°C ve 45°C’lerde 1s1ya maruz birakilmasi ile olusan HSP bantlar:

Sekil 9. E. faecium referans kiiltiirintiin 30 sn., 5 dk., 10 dk,15dk., 20 dk. ve 30 dk.
stireyle 48°C ve 50°C’lerde 1s1ya maruz birakilmasi ile olusan HSP bantlar1
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5. TARTISMA VE SONUC

Enterokoklar, insan ve hayvanlarda normal flora bakterisi olarak gastrointestinal
kanalda yiiksek diizeyde bulunmalar1 yaninda deri, oral kavite, alt solunum yolu ve
tirogenital sistemlerde de bulunabilmektedirler (Huycke ve ark., 1998). Viriilenslerinin
diisiik olmasina karsin konagin viicut direncinin kirilmasi ile birlikte opurtunistik
karakterleri on plana c¢ikmakta ve siklikla idrar yolu infeksiyonlari, menenjit,
endokardit, intraabdominal, deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 gibi infeksiyonlarda
primer veya sekonder etken olarak bulunabilmektedirler (Schouten ve ark., 1999;
Ustagelebi ve ark., 1999; Devriese ve ark., 2006).

Yapilan g¢aligmalarda farkli iilkelerde enterokoklarin nozokomiyal infeksiyon
etkenleri arasinda ikinci sirada yer aldig: bildirilmektedir. En sik infeksiyon etkeni olan
tirlerden E. faecalis orneklerden izole edilen enterokoklarin %85 - 95’11, E. faecium

ise %5-10’unu olusturmaktadir (Teixeria ve Facklam, 2003).

Ulkemizde yapilan calismalarda klinik 6rneklerde farkli oranlarda izolasyon
sonuglar1 goriilmektedir. Ozseven ve ark. (2011) yaptiklart calismada idrar
orneklerinden izole ettikleri 124 enterokok kiiltiiriiniin 60’ min (%48) E. faecalis ve
61’inin (%49) de E. faecium oldugunu; Baylan ve ark. (2011) ¢alismalarinda aldiklar
idrar Orneklerinden izole ettikleri 91 adet enterokok susunun 59’unun (%64.8) E.
faecalis, 31’inin (%34.1) ise E. faecium olarak belirlendigini; Vural ve ark. (2014)ise
yine idrar 6rneklerinden izole ettikleri 187 enterokok susunun 103’tni (%55.1) E.

faecalis, 74 tint (%39.5) de E. faecium olarak belirlediklerini bildirmislerdir.

Yazgi ve ark.(2003), calismalarinda 163 hastanin rektal siiriintii 6rneginden izole
ettikleri 116 enterokok susunun 67’sini (%57.7) E. faecalis, 45’ini (%38.8) de E.
faecium olarak identifiye ettiklerini; Kagmaz ve ark. (2003) cesitli klinik 6rneklerden
elde ettikleri 62 enterokok izolatmin 20’sini (%74) E. faecalis ve 5’inide(%19) E.
faecium olarak belirlediklerini; Ergin ve ark. (2013) ise idrar 6rneklerinden izole
ettikleri enterokok susundan2l (%44.7) E. faecalis ve 18’inden de (%38.3) E.

faeciumolarak idedntifiye ettiklerini rapor etmislerdir.
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Bu aragtirmada, multipleks PCR teknigi ile tiir spesifik primerler kullanilarak
yapilan identifikasyonlarda, incelenen 32 idrar 6rneginden 20 (%62.5) adet, 60 gaita
orneginden de 10 (%16.6) adet olmak flizere toplam 30 adet E. faecalis (Tablo 4);
incelenen 177 idrar 6rneginden 8 (%4.5) adet ve 46 gaita 6rneginden de 22 (%47.8) adet
olmak iizere toplam 30 adet E. faecium identifiye edildi.

Bu veriler yapilan ¢aligmalar ile karsilastirildiginda, bu arastirmada idrardan
yapilan E. faecalisizolasyon oranmin benzer oldugunun goriildiigii ancak E. faecium
izolasyon oraninin ise olduk¢a diisiik oldugu gozlendi. Gaitadan yapilan E.
faecalisizolasyon oranimnin bu ¢alismada oldukc¢a diisiik, E. faecium izolasyon oraninin
ise benzer oldugu tespit edildi. Bu farkliliklar izolasyan teknikleri, infeksiyon durumu

ve bireylerin hijyen aligkanliklari ile ilgili olabilir.

Insan ve bircok hayvan tiiriiniin bagirsak florasinda bulunan enterokoklar ayni
zamanda gidalarda da bulunabilmektedir. Bu mikroorganizmalar hijyenik gida ve siit
kalitesinin 6nemli gostergelerindendir. Enterokoklar, gidalarda, igme sularinda sicaklik

basta olmak tizere ¢ok sayida strese maruz kalmaktadir (Boutibonnes ve ark., 1993).

Bir bakteri hiicresi sayet genetik kodunda bir diren¢ mekanizmasi varsa,
herhangi bir stresdre maruz kaldiginda ilgili stres proteinlerini sentezleyerek korunmaya
calisir. Uygulanan stres sonucu bakteri DNA’sinda transkripsiyon ile mRNA
sentezlenmekte ve bu mRNA ribozomlarda transle edilerek ilgili stresten korunmada
etkili sok proteinin sentezlenmesinde temel teskil etmektedir. Bu proteinler bakterinin
fizyolojisini etkileyerek, maruz kaldig: stres ile miicadele etmesine katki saglamaktadir.
Sentezlenen stres proteini tek bir tiir stres faktoriine karsi etkili olabildigi gibi birden
fazla tiirde stres faktdriine kars1 da etkili olabilir. Ote yandan her bakterinin bir strese
kars1 gelistirdigi direng mekanizmalar1 bazen ayni1 bazen de farkli olabilmektedir. Ayni
bakterinin farkli gelisim evrelerinde (log faz, lag faz, stationer faz gibi) ayni stresore
kars1 gelistirdigi diren¢ mekanizmasi da farkli olabilmektedir (Arsene ve ark., 2000;

Neidhardt ve VVanBogelen, 2000; Cronan, 2002; Yousef ve Courtney, 2003).

Bakterilerin {iremesi iizerine olumsuz etkileri olan en 6nemli stres faktorlerinden
biri 1s1 stresidir. Strese giren bakteri tarafindan cesitli sok proteinlerinin sentezi,

sicakligin yaninda diger ¢evresel kosullarin degismesiyle de indiiklenebilmektedir. Bu
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proteinlerden bazilarinin sentezi sadece 1s1 ile indiiklendigi i¢in, bu tip proteinlere

dogrudan HSP ad1 verilmektedir (Segal ve Ron, 1998).

Yenidiinya (2005) baz1 bacillus tiirlerinin 1s1 sok proteinlerinin belirlenmesi
konulu tez ¢alismasinda 48 ve 52°C’lik sicaklik uygulamalarinin spor canliligini énemli
derecede dusiirdiigiinii ve SDS-PAGE analiz sonuglari farkli bakteri klonlarinin
tiredigini 39, 40 ve 42 kDa’luk proteinlerin yiiksek sicakliga dayanikliligi saglayan
farkli 1s1 sok proteinleri oldugunu ortaya koymustur.

S. aureus ile yapilanbir ¢alismada, 1stya dayaniklilikta indiiklenen ¢™nin rolii
aragtirtlmistir. 45°C°de 5, 30 ve 120 dk. siireyle uygulama yapilmis ve 58°C 1siya
termotolerans gelistigini saptamiglardir (Cebrian ve ark., 2009).

Chiang ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismalarinda Streptococcus agalactiae, S.
uberis ve S. bovis suslarinda hsp70, hsp40 ve hsp10’a ait 1s1 sok protein genlerini tespit
ettiklerini ve bunlardan PCR primerleri dizayn ettiklerini bildirmislerdir.

Lactobacillus plantarum susuna 1s1, soguk ve ethanol stresi uygulanarak yapilan
bir caligmada stres sonrasi sentezlenen ve 18.54 kDa olarak hesaplanan protein
sekansini, HSP 18.55 olarak adlandirmislardir (Spano ve ark., 2004).

Enterokoklar ile ilgili olarak Laport ve ark. (2003)’nin yaptiklar1 ¢alismada E.
faecium susunun 42°C, 45°C, 48°C, 50°C, 52°C ve 55°C gibi farkli sicakliklarda 60 dk.
siireyle 1s1 sok proteinlerini ve 1s1 direncine bagl iireme durumlarini aragtirmiglardir.
Bunu takiben arttirilarak 70°C’ye getirilen 1sida 2 saat siireyle muamele sonrasinda
canli kalabilen hiicrelerin var oldugunu belirlemislerdir. Western blotanalizi ile 1s1

kaynakl1 proteinleri, GroEL (65kDa) ve DnaK (75kDa) olarak tespit etmislerdir.

E. faecalisile yapilan benzer bir ¢alismada da 48 ile 94 kDa araliginda molekiil
agirligina sahip 1s1 sok proteinlerinin varligt ortaya konulmustur (Boutibonnes ve ark.,
1993).

Laport ve ark. (2005) baska bir ¢aligmalarinda E. faecium susuna 42°C ve 50°C
de 10 dk.is1 muamelesi ve 37°C 1sida %6.5 NaCl veya %0.01 SDS veya 2.5 mM H,0;
ile 10 dk’lik muamelelerden sonra yanit olarak DnaK ve GroEL genlerinin

indiiklendigini bildirmislerdir.
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Ahmad ve ark. (2002), yaptiklar1 ¢alismada E. faecium BARL1 ve E. faecalis MI2
suslarina farkli 1s1 derecelerinde ve farkl siirelerde 1s1 islemi uygulamiglardir. 37°C de
inkiibe edilen bakteri suslarinin log faz hiicre toleransini1 55°C, 60°C, 62.5°C’lerde 3 dk.
1s1 islemi uygulayarak olusturmuslardir. 50°C de 15 dKk. 1s1 islemi uygulayarak 1s1 sok
proteinlerini tespit etmislerdir. Arastiricilar, E. faecium BARI hiicrelerinin 62.5°C’de
30 dk., E. faecalis MI2 hiicrelerinin ise 62.5°C’de 20 dk. canli kalabildigini
bildirmislerdir.

E. faecalis ATCC 19433 susuna sicaklik ve cgesitli stres uygulamalar1 (etanol,
safra tuzlari, NaCl, H, O, ve pH degisimi) ile bakteri duyarliligi ve kazanilan toleransi
arastirilmistir. 2-D elektroforezi yontemi ile analiz neticesinde, bu gevresel streslere
maruz kalma esnasinda 167 stres proteini sentezledigini saptamislardir. Western blot
analizi ile ikisi DnaK ve GroEL olmak iizere alti tane genel stres proteini tespit
etmislerdir (Rince ve ark.,2000).

Flahaut ve ark. (1997) E. faecalis susu ile yaptiklari ¢alismada sicaklik stresi
DnaK ve GroEL protein sentezinin artmasi arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Sicaklik
disinda NaCl, etanol, SDS ve safra tuzlar ile muamele etmislerdir. 2-D jel western blot
analizi ile 50°C de 30 dk. 1s1 uygulanan bakterinin DnaK ve GroEL sentezledigini tespit
etmisler, ayn1 zamanda sicakligin DnaK ve GroEL sentezinin en verimli indiiktorii
oldugunu bildirmislerdir.

Bu aragtirmada E. faecalis referans kiiltiiriiniin 42°C ve 45°C’lerde ayr1 ayri
30’ar dk. siire ile strese maruz birakilmasi sonucunda her iki 1s1 uygulamasi ile 38, 68 ve
120 kDa molekiiler agirlikta yeni ve farkli protein molekiilleri sentezledigi; E. faecium
referans kiiltiiriiniinise 42°C ve 52°C’lerde ayr1 ayri 30’ar dk. siire ile strese maruz
birakilmas: sonucunda her iki 1s1 uygulamasi ile 67, 73, 80 ve 120 kDa molekiiler

agirlikta yeni ve farkli protein molekiilleri sentezledigi belirlendi.

Calismada izole edilen 30 adet E. faecalis susunda 30 dk. siire ile 42°C ve
45°C’lik 1s1 uygulamast sonucunda 38, 43 ve 120 kDa’luk protein molekiilleri tespit
edildi. Ayn1 sayidaki E. faecium izolatlarinda ise 30 dk. siire ile uygulanan 42°C’lik
1sida sadece birkag izolatin 120 kDa’luk protein molekiilii sentezledigi gozlenirken;
52°C’lik 1s1da 38, 43, 56 ve 120 kDa’luk protein molekiillerinin sentezlendigi ortaya

konuldu.
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Yapilan literatlir taramalarinda E. faecalis ve E. faecium suslarinin 1s1 stresine
yanitlarina yonelik ayrintili bir ¢alismaya rastlanilmamuistir. Bu nedenle stres proteini ile
ilgili yapilan c¢alismalarin bu c¢alisma ile iliskilerinin ¢ok az olmasindan dolay1
tartisilacak ve karsilastirilacak bir veri bulunamamaistir. Bu durum c¢alismay1 daha 6zgiin

kildig1 diisiiniilebilir.
Bu ¢alismada sonug olarak;

- Van ve yoresinde E. faecalis ve E. faecium suslarininizolasyon oraninin diger

yorelere gore daha diisiik oldugu tespit edildi.

- Enterokok tiirlerindeki fenotipik degisikliklerden dolayr PCR bazli tekniklerle
yapilacak epidemiyolojik ¢alismalarin identifikasyon giivenilirliklerinin oldukga

yiiksek oldugu goriildii.

- Insan orijinli enterokok suslarinda 1s1 sok proteinlerinin sentezlenmesi,
bakterinin ¢esitli olumsuz kosullara dayanikliligimin da bir gostergesi

oldugundan potansiyel riskin 6nemi bir kez de bu ¢aligmayla vurgulandi.

- Yapilacak diger ¢alismalarda E. faecalis ve E. faeciumbakteri tiiriindeki HSP
molekiilerinin ~ molekiiler  biyolojik  analizlerle  karakterizasyonlarinin

yapilmasinin énemli olacagi kanisina varilmstir.
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OZET

Ates S., idrar ve Gaita Orneklerinden izole Edilen Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium
Suglarinin Is1 Sok Proteinlerinin SDS-PAGE Yontemi ile Analizi, Yiiziincii Yil Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim Dah (Veteriner Program), Yiiksek Lisans Tezi, Van,
Tiirkiye, 2017.Bu ¢aligmada, insanlarda idrar ve gaita 6rneklerinden izole edilen enterokoklarin 1s1 gok
proteinlerinin sentezi arastirildi. Bu amagla multipleks PCR teknigi ile incelenen 32 idrar 6rneginden 20
(%62.5) adet, 60 gaita drneginden de 10 (%16.6) adet olmak tizere toplam 30 adet E. faecalis identifiye
edildi. Incelenen 177 idrar 6rneginden 8 (%4.5) adet ve 46 gaita 6rneginden de 22 (%47.8) adet olmak
tizere toplam 30 adet E. faecium identifiye edildi. SDS-PAGE yontemiile yapilan protein bant
analizlerinde; E. faecalis ve E. faecium referans suslari ile 6n deneme amaciyla farkli siirelerde farkli 1s1
uygulamalar1 yapilarak 1s1 sok poteini (HSP) sentezinin optimal olarak goriilebildigi 1silar ve uygulama
stireleri belirlendi. E. faecalis referans susunun42°C ve 45°C’lerde ayr1 ayr1 30’ar dk. siire ile strese
maruz birakilmasi sonucunda, her iki 1s1 uygulamasi ile 38, 68 ve 120 kDa molekiiler agirlikta yeni ve
farkli protein molekiilleri sentezledigi belirlendi. E. faecium referans kiiltiiriiniin ise42°C ve 52°C’lerde
ayr1 ayr1 30’ar dk. siire ile strese maruz birakilmas: sonucunda her iki 1s1 uygulamasi ile 67, 73, 80 ve 120
kDa molekiiler agirhikta yeni ve farkli protein molekiilleri sentezledigi belirlendi. Incelenen 30 adet E.
faecalis izolatinda 30 dk siire ile uygulanan 42°C’lik 1sida 38 (%3.3), 43 (%50) ve 120 (%80) kDa’luk
protein molekiilleri tespit edildi. 45 °C’lik 1sida da yine 38 (%6.6), 43 (%26.6) ve 120 (%66.6) kDa’luk
protein molekiilleri gozlendi. Ayni sayidaki E. faecium izolatlarinda ise 30 dk. siire ile uygulanan
42°C’lik 1s1da sadece 3 (%10) izolatin 120 kDa’luk protein molekiilii sentezledigi gozlenirken; 52°C’lik
1s1da 38 (%33.3), 43 (%3.3), 56 (%3.3) ve 120 (%6.6) kDa’luk protein molekiilii sentezledigi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: E. faecalis, E. faecium, SDS-PAGE, Is1 Sok Proteini, HSP
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SUMMARY

Ates S., SDS-PAGE Analysis of Heat Shock Proteins of Enterococcus faecalis and Enterococcus
faecium Isolates from Urine and Feces Samples, Yiiziincii Y1l University, Health Sciences Institute,
Department of Microbiology (Veterinary Programme), Master Thesis, Van, Turkey, 2017. In this
study, the synthesis of heat shock proteins (HSP) was investigated in enterococci isolated from urine and
stool samples of humans. For this purpose, a total of 30 E. faecalis isolates, 20 (62.5%) from 32 urine and
10 (16.6%) from 60 stool samples were identified by multiplex PCR technique. A total of 30 E. faecium
isolates were identified as 8 (4.5%) from 177 urine and 22 (47.8%) from 46 stool samples. In protein band
analysis performed on SDS-PAGE; E. faecalis and E. faecium reference strains were subjected to
different heat treatments at various application times for preliminary testing to determine optimal
temperatures and application times for HSP synthesis. According to the treatment of E. faecalis reference
strain with 42°C and 45°C temperatures for 30 min. separately, new and different protein molecules as
38, 68 and 120 kDa molecular weight, were determined respectively. After treatment of E. faecium
reference strain at 42°C and 52°C temperatures for 30 min. respectively, it synthesized new and different
protein molecules at 67, 73, 80 and 120 kDa molecular weight at both heat treatments. Protein molecules
of 38 (3.3%), 43 (50%) and 120 (80%) kDa were detected at 42°C in 30 E. faecalis isolates. Same protein
molecules were also observed at 45°C. While only 3 E. faecium isolates synthesized 120 kDa protein at
30 min with 42°C treatment, 38, 43, 56 and 120 kDa protein molecules were observed at 52°C.

Keywords: E. faecalis, E. faecium, SDS PAGE, Heat Shock Protein, HSP
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Ek 1. Etik K

YUZUNCU YIL

EKLER

urul Onay Belgesi

UNIVERSITESI TIP FAKULTESI iLAC DISI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURUL KARAR FORMU

Kar

ar No:06 [ Tarih: 05.09.2013

Yrd
veri
faec
belg
call
| bulu

KARAR
BiLGILERI

Dog.Dr. Ismail Hakki EKIN sorumlulugunda yapilmas: tasarlanan ve yukarida bilgileri
en “idrar ve Gaita Orneklerinden izole Edilen Enterococcus faecalis ve Enterococcus
ium Is1 Sok Proteinlerinin Arastirilmasy” isimli klinik arastirma basvuru dosyas: ile ilgili
eler arastirmanin gerekce, amac, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis
smanin basvuru dosyasinda belirtilen merkezde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca
inmadigina toplantiya katilan Etik Kurul Gyelerinin oy birligi ile karar verilmistir.

yUzZi

INCU YIL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI iLAC DISI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU
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Ek 2. Hastane izin Belgesi

T.C.
SAGLIK BAKANLIGI
TURKIYE KAMU HASTANELERI KURUMU
Van ili Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi
Ercis Ilge Deviet Hastanesi

ILGILi MAKAMA

Hastanemiz personeli Sevil ATES’in tez ¢aligmasi ‘’Idrar ve gaita 6rneklerinden izole
edilen Entercoccus faecalis ve Entercoccus faecium suslarimin 1s1 sok proteinlerinin SDS
PAGE yontemiyle belirlenmesi’’ igin hastanemiz Mikrobiyoloji laboratuarina gelen idrar ve
gaita orneklerinden izolasyon yapmasinda Kamu hastaneler birligi sekreterliginden alinan
olur yazisina istinaden sakinca yoktur.

Uz:Dr.Irfan BINICI
Bastabip/Hastane Yoneticisi
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Ek 3. Hasta Onam Formu

ERCIiS DEVLET HASTANESI
ARASTIRMA iCiN BIiLGILENDIRIiLMiS OLUR FORMU

Saym hasta veya .........cooeiiiiiiiiii

Liitfen, elinize verilen bu belgeyi dikkatlice okuyunuz. Arastirma ile ilgili detayli bilgi belgede var
olmakla birlikte sozlii olarak da verilecektir. Bu belgede haklariniz, aragtirmanin yararlart ve riskleri
konusunda detayli bilgi yer almaktadir. Bu agiklamalarin amaci sagligmiz ile ilgili konularda sizi
bilgilendirmek ve bu siirece sizi daha bilingli bir bicimde ortak etmektir. Liitfen, anlamadigimiz hususlari
belirtin. Arastirmamiza katildiginiz igin tesekkiir ederiz.

Arastirmanin_adi:idrar ve Gaita Orneklerinden Izole edilen Enterococcus faecalis ve Enterococcus
faecium suglarinin Is1 Sok Proteinlerinin Arastirilmasi.

Arastirmanin konusu, amaci, kullanilacak yontem, siire ve siirec:

Arastirmamz MIKROBIYOLOJI konusu hakkindadir. Arastirmada Idrar yolu enfeksiyonlarina
sebep olan bazi1 bakterilerden olan Enterokoklarin bazi ozellikleri hakkinda daha detayh bilgi
sahibi olunmasi amaclanmaktadir.

Arastirmayla ilgili 6nerilen islem /siirec:

X Arastirmamiz igin énerdigimiz islem/siire: Kisilere verilen kaba idrar 6rnegini vermesi

Arastirma sirasinda olusabilecek zararlar veya olasi riskler:
X Arastirmamizin riski yoktur

Arastirma sirasinda olusabilecek arastirmaya 6zel riskler:
X Arastirmanuzin riski yoktur

Arastirmanin saglayacagi olasi yararlar:
Arastirmamiz size/ topluma su yararlar1 sunacaktir.

[_ISindirim sistemi ve idrar yolu enfeksiyonlarma sebep olan bakterilerin (Enterokoklarin) bazi 6zellikleri
hakkinda daha detayli bilgi sahibi olmak

Anestezi:
Arastirmada herhangi bir tibbi girisimde bulunulmayacaktir.
Arastirmanin finansi:

BU ARASTIRMAYA KATILDIGINIZ iCiN SiZDEN EK BiR UCRET TALEP EDILMEYECEK
VE SiZE HERHANGI BiR ODEME DE YAPILMAYACAKTIR.
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Sayim hasta/ katihimev.......ocovvvuiiiininnnnnne. Jitfen, asagida yer alan yazilart dikkatle okuyunuz ve
ilgili boslugu doldurunya dailgili kutucugu isaretleyin.

1. Arastirma ile ilgili agik ve sade bir ifade ile anlatilan 6n bilgileri aldiktan ve elimdeki olur formunu
okuduktan sonra arastirmaya davet edildim. S6z konusu daveti;
[ IKabul ettim. [ IKabul etmedim.
2. Arastirmada dikkat edilecek hususlart okudum ve dinledim. Arastirma ile ilgili aklima takilan
sorularimi sordum. Gereken aydinlatici cevaplari
[JAldim, anladim. []Almadim, anlamadim.
3. Kimligimin gizli tutulmasi ve yalnizca egitim ve arastirma amacli kullanilmasi kosulu ile bana
uygulanacak girisim/tedavi sirasinda fotograf ¢ekilmesine ya da kayit yapilmasina;
[] Onay veriyorum [] Onay vermiyorum.
4. Tansal girisimlerin, tibbi ve cerrahi tedavilerin yararlarin1 ve olasi risklerini 6grendim, yapilacak
islemleri
[JKabul ediyorum [ JKabul etmiyorum
5. Aragtirma bilgilendirme siirecine okuma/yazmam olmadigi veya tek basima karar vermek
1StEMEAIZIM 1GIN tuvrnrrurnernsssrnrsnssssssssssrsnsssssssasssssssnssnsoses katildu.
6. Arastirma ile ilgili tarafimdan alinan verilerin gizli tutulacagini,
[ Biliyorum (] Bilmiyorum
7.  Arastirmadan istedigim zaman ¢ekilme hakkimin oldugunu,
[ Biliyorum L] Bilmiyorum
8.  Arastirma sonucunda herhangi iicret almayacagimi/vermeyecegimi,
[ Biliyorum ] Bilmiyorum
9.  Tibbi bir risk ortaya cikarsa iicretsiz tibbi tedavi yapilacagini
[ Biliyorum L] Bilmiyorum
10. Arastirma sonucunun olasi faydalart konusunu detayl
[ Biliyorum (] Bilmiyorum
Tarih: ......... [vivennannns [ eveiiniiniinans
Katilimecinin Sorumlu Arastirmacinin
Adi-Soyadi PP Adi-Soyadi
Dogum Tarihi P Kurum Sicil No
Adresi e
......................................................... Imza
Tel.No
Acil Durumlarda Olur Alinacak Yasal Kanuni yeterliligi olmayan hastalar icin veli /
Temsilcisinin vasinin
Adi-Soyadi Lo Adi-Soyadi 1.
Adresi PP PPP PP PRR Adresi PP TP PR PRPRPRR
TelLNO Tel. NO o
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Ek 4. Tez Orijinallik Raporu

YUZUNCU YIL UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

LiSANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 27/01/2017

Tez Basligi / Konusu:
idrar ve Gaita Orneklerinden izole Edilen Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium suslarinn Isi
Sok Proteinlerinin SDS-PAGE Ydntemi ile Analizi

Yukarida baghigi/konusu belirlenen tez ¢alismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug béliimlerinden
olusan toplam 31 sayfalik kismina iligkin, 27 / 01 / 2017 tarihinde sahsim/tez damigmanim tarafindan “Turnitin”
intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore,
tezimin benzerlik oran1 % 4 (Dort) tiir.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- I¢indekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

- Tezden g¢ikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az 6rtiisme igeren metin kisimlari hari¢ (Limit match size to 7 words)

Yiiziinci Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasina iligkin Y®nergeyi
inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina goére tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim. 230l 5

Adi Soyad1  : Sevil ATES
OgrenciNo  : 11931210002
Anabilim Dali : Veteriner Mikrobiyoloji

Programi : Yiiksek Lisans

Statiisii:Y.Lisans®& Doktoral]

DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR
Prof.Dr.Hasan YILMAZ
. YYU

Saglik Bilimleri Enstitii

Midari . .
(Unvan, Ad Soyad, Imza)
r. ismail Hakki EKIN
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