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ONSOZ

Enterekoklar insan ve hayvanlarin normal bagirsak florasinda mevcut olan
mikroorganizmalar olup diskida bol miktarda bulunurlar.  Enterokoklarin, bir¢ok
antimikrobiyal ajana karsi dogal veya kazanilmis direng gostermeleri nedeniyle, son
yillarda onemleri gittikge artmistir. Enterokoklarin patojenitelerinin diisiik olmasina
ragmen Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda dnemli etkenlerdir. Bu durum virulens

genlerine olan ilgiyi arttirmaktadir.

Enterokoklarda pek c¢ok virulens genin varligi bilinmektedir. Bunlardan en
onemlileri: jelatinaz (gelE), enterokokal ylizey proteini (esp), hiicre duvar adezinleri
(efaA; efaAfs ve efaAfm: sirasi ile E. faecalis ve E. faecium suslar tarafindan serumda
sentezlenen hiicre duvar adezinleri)’dir. Plazmidler tarafindan aktarilmayan jelatinaz
hemoglobin ve diger biyoaktif bilesenleri parcalayan proteazdir. Degisik yapidaki
bakteriyel yiizey proteinlerini ise esp geni kodlar. Bakterinin konak immun sistemden
kagmasint kolaylastiran hiicre duvart ile ilgili bir proteindir. efaA ise hiicre duvar

adhesini olarak fonksiyon goriir ve klinik 6rneklerde sik¢a bulundugu bilinmektedir.

Enterokoklarin patojenitelerine, sahip olduklar1 cesitli viriilens faktorlerinin
onemli katkilar1 oldugu bilinmektedir. Yapilan daha 6nceki caligmalar incelendiginde,
ozellikle klinik ve ¢evresel Orneklerden elde edilen Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium suslarinin virulens genlerinin incelenmesi {izerine odaklanmis
olduklar1 goriilmiistiir. Yurdumuzda da mastitisli sigir siitlerinden izole edilmis olan E.
faecium suslarinin énemli virulens genlerinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu ¢alismada Tiirkiye’de mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecium suslarinin
onemli virulens genlerinden olan gelE, esp ve efaAfm genlerinin varliginin molekiiler
yontemler kullanilarak incelenmesi amacglanmistir. Enterokoklarin insan sagligi i¢in
potansiyel patojen olmasi nedeniyle, incelenen virulens 6zelliklerin insan orijinli suglarla

karsilastirilmasi acisindan temel bilgi saglama potansiyeli tagimaktadir.

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (VTF

15003 no’lu proje) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

Meme dokusunun yangisi olarak bilinen mastitis hem siit salgisinda fiziksel ya da
kimyasal hem meme dokusunda patolojik degisikliklerin sekillenmesiyle karekterizedir
(Bastan 2002). Mastitis sebebi olan bakteriyel patojenler kaynagina gore bulasici ve gevresel
etkenler olmak tizere iki grupta incelenmektedir. Bulasici patojen etkenler Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus agalactiae ve Staphylococcus aureus cgevresel etkenler ise
Streptococcus uberis, Escherichia coli ve enterokoklardir (Hardie ve Whiley 1997, Franzetti
ve ark. 2004).

Enterokoklar her yerde ve hemen her zaman bulunabilen mikroorganizmalardir.
Ekosistem iginde bitkilerde, gidalarda, sularda, toprakta, hayvanlarin/insanlarin deri,
gastrointestinal ve irogenital sistemlerinin dogal florasinda bulunur. Oportiinistik
patojendirler ve beslenme, bakim sartlarinin uygun olmadigi hayvanlarda septisemi, iiriner
sistem infeksiyonu, diyare ile endokarditlere sebep olmaktadir (Facklam ve ark. 1998).
Hayvanlarda ise sporadik infeksiyonlar olusturur. Bunlardan en Onemlileri kahverengi
yumurtacilarda neden olduklari amiloid artropati ve sigirlarda subklinik mastitisdir (Diker ve
ark. 2011).

Insandan insana bulasma yetenegi oldugu bilinen hayvansal kokenli enterokolarin
ozellikle subklinik mastitisli siit ve siit iriinleri ile insanlara bulastigi bildirilmektedir
(Tenhagen ve ark. 2006). Ayrica enterokoklar antibiyotik direng genleri tasimalar1 agisindan
da onemlidir. Hayvanlarda ve insanlarda diger patojen ve komensal bakterilere de antibiyotik
direng genlerini aktarabilir ve antibiyotik direncinin artmasina sebep olabilirler (Murray 1990,

Klare ve ark. 2003).



1. 1. Enterokoklarin Tarihgesi

Enterokok ismi ilk kez Thiercelli tarafindan 1889 yilinda, bakterinin bagirsak kokenli
olduguklarini belirtmek i¢in kullanilmistir (Murray 1990). Andrewes ve Holder 1906 yilinda
Streptococcus faecalis’i, Orla-Jensen ise 1919 yilinda Streptococcus faecium’u tanimlamistir
(Koneman ve ark. 1992). 1937 yilinda Sherman’in siniflamasiyla streptokok tiirleri dort
grupta incelenmislerdir. Bunlar: piyojenik, viridans, laktik ve enterokoklardir. 1984 yilinda
Bergey’s Manual’de enterokoklarin ayr1 bir cins olarak smiflandirilmasi gerektigi
bildirilmistir. Boylece daha 6nceden, hiicre duvari antijen yapisina gore Lancefield tarafindan
D-grubu streptokoklar grubunda gosterilen enterokoklarin, D-grubu streptokoklardan ayri bir
cins oldugu belirlenmistir (Moellering 1995).

1. 2. Siiflandirma
1984 yilinda Enterococcus cinsinin adinin konulmasindan sonra, streptokoklardan ayri
bir cins olarak kabul edilen enterokoklar (Cizelge 1. 1) igerisine E. faecium ve E. faecalis
tirlerinin dahil edilmesi ile birlikte, giinlimiizde enterokok cinsinde en az 34 farkli tiir

bildirilmistir (Cizelge 1.2) (Facklam ve Teixeria 1998).

Cizelge 1. 1. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Alem Bakteri

Bolim Firmicutes

Sinif Bacilli

Takim Lactobacillales
Aile Enterococcaceae
Cins Enterococcus

Cizelge 1. 2. Enterokok cinsi igerisinde yer alan tiirler

E. aquimarinus E. faecalis E. pallens E. durans
E. asini E. faecium E. phoeniculicola
E. avium E. gallinorum E. pseudoavium
E. caccae E. gilvus E. raffinosus

E. canintestini E. haemoperoxidus E. ratti

E. canis E. hermanniensis E. saccharolyticus
E. casseliflavus E. hirae E. silesiacus
E.cecorum E. italicus E. sulfureus

E. columbae E. malodoratus E. termitis

E. devriesei E. moraviensis E. thailandicus

E. dispar E. mundtii E. villorum




1. 3. Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar Gram pozitif, sporsuz ve yaklasik 1 pm ¢apinda koklardir. Mikroskopta
kok yapilari, ciftler halinde veya kisa zincir olarak goriliir. Morfolojik 6zelliklerine gore

streptokoklardan ayrilmalar1 zordur. Fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Katalaz negatiftir, fakat

bazi kokenlerinde ‘pseudo catalase’ tirettigi goriilmiistiir (Diker ve ark. 2011).

Cizelge 1. 3. Enterokok identifikasyon semasi
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1. 3. 1. Ureme ozellikleri

Enterokoklar %6,5 NaCI’lii ortamda, 10-45°C’de iireyebilen, 60°C’de 30 dakika canli
kalabilen ve eskiilini hidrolize edebilen etkenlerdir. Ayrica %40 safra tuzu igeren besiyerinde
ve 9,6 pH’da iireyebilmektedir. Sitokrom enzimleri bulunmadigindan katalaz olumsuzdurlar.
Glikozdan gaz yapabilirler. Kanli agarda enterokok kolonileri gri, biyiik, parlak, bugulu
goriiniimde olup ¢ok farkli sekillerde (alfa, beta hemolitik ya da non) hemoliz yapabilirler.
Baz tiirler (E. cecorum, E. columbae ve E. saccharolyticus) disinda kalan tiim tiirler PYR
(pirolidonil betanaftilamid)’yi hidrolize etmektedir. Baz1 tiirleri (E. casseliflavus, E.
flavescens ve E. gallinarum) hareketlidir. Baz tiirleri E. faecalis, E. faecium’un tersine %0,04
telliirit iceren ortamda iremekte ve agarda siyah koloniler meydana getirmektedirler. Bu
ozellikleri enterokoklar i¢in ayird edici olmakla birlikte, daha az rastlanan bazi tiirlerin
(Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc ve Aerococcus) Gram pozitif, katalaz negatif
koklarda da benzer oOzellikleri bulunmaktadir. Aerococcus ve Lactococcus tiirleri grup D
antiserumu ile reaksiyon vermemeleri; Leuconostoc ve Pediococcus tiirleri de PYR testi
olumsuz olmalar ile enterokok cinsinden farkli 6zellik tasimaktadirlar (Teixeira ve ark.
2003).

Gram negatif bakterilerin de bulundugu karisik kiiltiirlerden izole edilmeleri igin
selektif besiyeri olarak azid i¢ceren Enterococosel agar, Columbia-Kolistin-Nalidiksik asit agar
(CNA), safra-eskulinazid agar, veya fenil etil alkol agar (PEA) kullanilabilir (Winn ve ark.
2006). Selektif besiyerlerinin icerdikleri kimyasal maddelere bagli olarak koloni rengi de
farkli olabilir. Ornegin tetrazolium tuzlari igeren agarda kolonilerin ortasinda tugla kirmizisi
renk olusur ancak safra-Eskulin-Azid agar gibi eskulin igeren agarda koloniler siyah bolge ile

cevrelenmis, gri-beyaz koloniler olarak goriilebilir (Facklam ve ark. 1998).

Enterokoklarin bazal metabolik faaliyetleri i¢in ¢esitli vitaminlere (B1, B6 ve B12)
niikleik asit bazlar1 ve bir karbon kaynagina ihtiyaglart vardir Enterokoklarin karbon
metabolizmasi, solunum, iyon transportu, pirimidin ve folat yolaklari, stres cevaplari ve
reaktif oksijen tiirleri metabolizmalar1 oldukca farkli ozellik tasimasi sebebi ile dikkat

cekicidir (Facklam ve ark. 1998).

Enterokoklar sorboz, mannitol, sorbitol i¢eren sivi besiyerlerinde asit olusturmalarina

ve arginini hidrolize etmelerine gore bes farkli grupta incelenmektedir:



Grup 1: Bu grupta E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E.
saccharolyticus, E. pallens, E. gilvus bulunmaktadir. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve sorboz
s1v1 besiyerinde asit olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: Bu grupta E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. haemoperoxidus, E.mundtii ve
E. gallinorum bulunur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize eder, mannitollii siv1 besiyerinde
asit olusturur, sorbozdan asit olusturmaz ve sorbitollii sivi besiyerinde degisken reaksiyon
verirler.

Grup 3: Bu grupta E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E. faecalis ile E.
faecium’un mannitol negatif varyantlart bulunur. Bu gruptaki tiirler D antijeni igermez,
arginini  hidrolize eder, fakat mannitol, sorboz ve sorbitol igeren sivi besiyerlerinin
higbirisinde asit olusturmaz.

Grup 4: Bu grupta E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum yeralmaktadir.
Bunlar mannitol ve sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit olusturmaz ve arginini hidrolize
etmez. Sorbitol igeren sivi besiyerinde ise E. cecorum asit olustururken, E. sulfureus asit
olusturmaz.

Grup 5: Bu grupta E. columbae, E. canis, E. moraviensis bulunur. Bu gruptaki tiirler arginini
hidrolize etmez, mannitollii sivi besiyerinde asit olusturur, sorbozdan asit olusturmaz ve
sorbitollii s1v1 besiyerinde degisken reaksiyon verir (Facklam 1998). Fenotipik &zelliklerine

gore enterokok tiirlerinin siniflamasi Cizelge 1. 4.’de gosterilmistir (Koneman ve ark. 2005).

Cizelge 1. 4. Fenotipik 6zelliklerine gore enterokok tiirlerinin siniflamasi

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V

E. avium E. faecalis E.durans E.asini E.canis

E. malodoratus E. faecium E.hirae E.cecorum E.columbae

E. raffinosus E. casseliflavus E.ratti E.sulfurens E.moraviensis
E. pseudoavium E. mundtii E.dispar E.phoeniculicola | E.casseliflavus*
E. palens E. haemoperoxidus | E.faecalis* E.faecalis*

E. gilvus E. gallinorum E.faecium*

E. saccharolyticus E. villorum

* Aym tiirler farkli 6zelliklerine gore farkli gruplara déhil edilmigtir




1. 3. 2. Genom Ozellikleri

Hastane infeksiyonlarinda en sik izole edilen tiirler olan E. faecalis ve E. faecium’un
baz1 suslariin detayli tam genom dizi analizleri gergeklestirilmistir. Enterokoklarin G+C
icerigi % 37-45 arasinda bulunmaktadir. E. faecium genomu 2.928.706 bp biiyiikligiindedir.
Genomda toplam G+C orani ise %37,8’dir (Tendolkar ve ark. 2003).

1. 3. 3. Genetik Bilgi Transferi

E. faecalis ve E. faecium suslarinin virulansina, ilag direnci ile ilgili genetik bilgi
transferinin yapilmasina katki saglayan pek ¢ok transpozon, patojenite adasi, plazmid,integre

plazmid geni ve faj bolgesi, fazla sayida insersiyon dizileri bulunmustur (Facklam ve ark.
1998).

Enterokoklarda ¢ farkli simif (RCR, Inc18 plazmid) plazmid bulunmaktadir. RCR ve
Inc18 plazmidleri pek ¢ok cinste replike olabilirken, feromon responsive plazmid
replikasyonu sadece enterokoklarla, ozellikle de E. faecalis’de bulunmaktadir. Plazmidi
bulunmayan alic1 suslar ekstraseliiler feromon sentezleyerek, verici hiicre dis yiizeyinde
agregasyon faktor (AF) denilen protein yapida maddenin olusumunu katki saglar. AF alici
hiicrenin ylizeyine baglanir, alic1 ile verici hiicrenin yakinlagmasi sonucu plazmid degisimi
meydana gelir. Feromon ile indiiklenmis transfer plazmid gegisini oldukga (10°-10° kat kadar)
arttirmaktdir (Facklam ve ark. 1998, Tendolkar ve ark. 2003).

Enterokoklar ayrica konjugatif transpozonlar ile de genetik bilgi degisimi yapabilir.
Bunun ig¢in hiicrelerin birbirine temas etmesi gereklidir. Transpozonlar genellikle
antimikrobiyal ilaglara (tetrasiklin, eritromisin, gentamisin, kanamisin ve diger
aminoglikozidler) diren¢ genlerini yapilarinda bulundururlar. Konjugatif transpozon Tn916,
E. faecalis’lerde tetrasiklin direncini kodlarken; Tn1546 vankomisin direncini kodlayan VanA
gen kiimesini, Tn1547, Tnl1549 ve Tn 5382 VanB operonunu, Tn5281 yiiksek diizey
gentamisin direncinden sorumlu aac(6’) leaph(2’’) la genini tasir. Transpozonlar ¢ok genis
bir konak spektrumuna sahip olmakla birlikte enterokoklar ile birlikte diger bazi bakterilerde
(streptokoklar, laktokoklar, diger Gram pozitif) mevcutturlar (Facklam ve ark. 1998,
Tendolkar ve ark. 2003).



1. 4. Virulens Faktorleri

Enterokoklar insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde kommensal bulunan etkenler
olmalarma ragmen, belirli kosullarda barsak disi bolgelere yayilarak cesitli infeksiyonlara
neden olabilirler. Enterokoklarin antibiyotik direngleri ve virulansla iligkili yeni genetik
materyal kazanabilme yetenekleri onlar1 daha virulan yapar ve konakta farkli bolgelere
kolonizasyonuna alisilmisin disinda infeksiyon olusturmasina katki saglamaktadir. Ancak
kolay genetik bilgi transferi, bu etkenin virulansindan sorumlu tek neden degildir. Yapilan
calismalarda enterokoklarin ¢ok farkli virulens faktorleri tespit edilmistir (Upadhyaya ve ark.
2009).

Mikroorganizmalarin virulansi genomlarinda mevcut olan patojenite adalari (PI)
denilen 6zel yapilara ve plazmidlerde kodlanan virulans genleri ile iliskilidir. Enterokoklarin
sahip olduklar1 PI ilk olarak 1980’de hastane infeksiyonlarina sebep olan ¢oklu ilag¢ direnci
bulunan E. faecalis’te tanimlanmistir. G+C oran1 %32,2, biiyiikliigii asagi yukar1 150 kb olan
bu PI; enterokokal yiizey proteini, sitolizin ve agregasyon faktorii gibi bazi virulans genlerinin
yani sira transpozonlar, transkripsiyonel regiilatorler ve proteinleri kodlayan genlerin yer
aldig1 129 6zel gen bolgesini (ORF) tasimaktaydi (Tendolkar ve ark. 2003, Shankar ve ark.
2006, Upadhyaya ve ark. 2009). Bu PI’in tespitinden yaklasik iki yil kadar sonra E. faecium
suslarinda E. faecalis’dekinden farkli olan baska bir Pl bildirilmistir. E. faecium klinik
izolatlarinda enterokokal yiizey proteini geninin belirlenmesi bu tiirdeki patojenite adasi i¢in
bir 6nemli bir gosterge oldugu diistiniilmektedir. Farkli VRE izolatlarindaki Pl dizilerinin
incelenmesi ile yiiksek derecede dizi benzerliklerinin bulundugu ve spesifik gen bolgelerin
degisen siklikta delesyona ugradiklari tespit edilmekle birlikte bu mikroorganizmalarin
virulens diizenleme yetenegi kazanabildikleri de goriilmiistiir. Diger taraftan bu ¢alismalarda
Pl’larinin en az iigte birinin konjugatif bir plazmidin kromozoma integrasyonu ile olustugu
tespit edilmistir. Ayrica Pl larda fonksiyonu tam olarak hala bilinmeyen 18 ORF bélgesi
kodlanmaktadir. Kommensal enterokoklarin PI’lerinde bu ORF bdlgeleri gosterilememis, bu
nedenle de, bunlarin enterokoklarin hastane ortaminda yasamasina veya hastalik gegisine veya
patogeneze katki sagladiklar1 kanisina varilmistir (Upadhyaya ve ark. 2009). Enterokoklarin

en 6nemli virulans faktorleri Cizelge 1. 5.’de 6zetlenmistir:



Cizelge 1. 5. Enterokoklarda 6nemli virulens genleri ve virulensde genin rolii

Gen (ler) Virulensde genin rolii

gelE Jelatinaz; hemoglobin ve diger biyoaktif bilesenleri parcalayan bir
proteazdir.

esp Enterokokal yiizey proteini; Bakterinin konak immun sistemden
kagmasini kolaylastiran hiicre duvar ile ilgili protein, patojenite adasinda
sitolizin genleri ile birlikte bulunabilir.

efaA Serumda sentezlenen hiicre duvar adezinleri:

efaAfs ve E. faecalis suglari tarafindan

efaAfm E. faecium suslari tarafindan

cpd, cob, ccf Cinsiyet hormonlari, suslar arasinda plazmid DNA’sinin konjugatif
transferini kolaylastiran ve organizma tarafindan salinan kiiciik peptitler.

aggA Agregasyon faktorii, Hiicreye tutunma ve konjugasyon, okaryot hiicre
ylizeyine tutnmayi saglayan protein feromon, sentezi ve salinimi
indiikleyen yiizey proteini.
Sitolizinler: Eritrositler icin hemolizin aktivitesi gosterir. Ug gesittir:

cylM, Sitolizinin posttranslasyonel modifikasyonu,

cylB, Sitolizinin transportu,

cylA Sitolizinin aktivasyonu.

eep Hormon ekspresyonunu artiran protein

1. 4.1. Jelatinaz

Enterokoklarda jelatinaz enziminin tespit edilmesi ilk kez 1964 te E. faecalis
suslarinda bildirilmistir. Jelatinaz enzimi tiretiminin inhibisyonunun, doku kiiltiirinde kemik
rezorbsiyonunu azalttigi gosterilmistir. Ayrica inflamatuar hiicreler, epitelyal hiicreler,
fibroblast ve osteoklast gibi memeli hiicreleri tarafindan da iiretilen jelatinaz, ekstra seliiler
matriksi degrade etmektedir (Kayaoglu ve Orstavik 2004). Yapilan bir ¢alismada; E. faecium
ve E. avium izolatinin jelatinaz tiretmedigi ancak E. faecalis hastane izolatlarinin %45’inin

jelatinaz tirettigi bildirilmistir (Portenier ve ark. 2003).

1. 4. 2. Enterokokal Yiizey Proteini (esp)

[k kez E. faecalis ‘de bildirilmis olan bu biiyiik yiizey proteininin kompleks bir yapisi
mevcuttur. Karboksi ucu hiicre duvarina tutunmay1 kolaylagtirmakta, proteinin i¢ kisminda ise
tekrarlayan tinitelerden olusan ve molekiile uzayip kisalabilme 6zelligi kazandiran bir bolge

bulunmaktadir. Bu proteinin etkenin bagisik yanittan kagisimi kolaylastirdigr sanilmaktadir



(Saymer ve ark. 2008). Yiiksek molekiiler agirliga sahip, esp 153 kb biiyiikliigiindeki bir
patojenite adasinda yer alan esp geni tarafindan kodlanir. Konjugasyonla enterokok izolatlari
arasinda kolaylikla nakledilebilir. esp, salgina yol agan E. faecalis ve E. faecium suslarinda
tespit edildiginden, epidemik suslar1 gosteren bir belirteg oldugu kabul edilmektedir(Oancea
ve ark. 2004, Coque ve ark. 2005). esp, bakteriyemi ve endokardit ile iliskili suslarda
genellikle daha yiiksek oranlarda tespit edilirken, gaita kokenli izolatlarinda daha az
belirlenmistir (Kayaoglu ve Orstavik 2004, Upadhyaya ve ark. 2009).

1. 4. 3. Hiicre Duvar Adezinleri

Endokardit vakalarindan izole edilen E. faecalis suslarinda ilk kez bildirilmistir. Hiicre
duvar adezin proteini olan EfaA, efaA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu proteinin aminoasit
dizisi, streptokokal adhezinler olarak bilinen bazi proteinlerle 9%55-60 benzerligi
bulunmaktadir. EfaA, mangan transport sistemi i¢in Onemli bir protein reseptoriidiir.
Bakateilerin hayatta kalabilmesi ve ¢ogalmasi i¢cin mangan gerekir ve efaA mangandan fakir
ortamda fazla miktarda sentezlendigi bildirilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).

1. 4. 4. Cinsiyet Hormonlari

Bazi enterokoklar suslari tarafindan sentezlenen kiigiik peptitlerdir. Suslar arasi
plazmid DNA’sinin konjugasyonunu denetler. Notrofiller i¢in kemotaktik olduklarindan
enfeksiyonlarda inflamatuar cevabi artirirlar (Saymer ve ark. 2008). Bazi seks feromonlari
notrofiller i¢cin kemotaktiktir ve doku hasarina neden oluduuklar: bildirilmektedir (Kayaoglu

ve Orstavik 2004).

1. 4. 5. Agregasyon Faktorii

Agregasyon faktorii, dondr ve alict bakteri arasinda etkin temasin saglanmasina
aracilik eden ve plazmid aligverisini kolaylastiran, feromon-duyarl, plazmid-kodlu bakteriyel
yiizey proteinidir (Trotter ve Dunny 1990). Feromonlarla sentezi ve salinimi ile indiiklenen
bir adezin olan agregasyon faktorii alici ve verici bakterierin birlesmesine katkida bulunarak
plazmid transferini saglamaktadir. Ayrica bazi c¢alismalarda, renal tiibiiler hiicrelere
baglanmay1 giiclendirdigi bildirilmistir (Moellering 2000). Plazmid transferini kolaylastirmasi

neticesinde, antibiyotik direngliligi gibi genetik materyaller E. faecalis tiirleri ve diger tiirler
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arasinda transfer edilebilmektedir (Portenier ve ark. 2003). Ayn1 zamanda bakterilerin

agregasyonunu da saglayarak virulense katkida bulunmaktadir (Giiltekin 2004).

1. 4. 6. Sitolizinler

Sitolizin ya da hemolizin, 6zellikle E. faecium ve E. faecalis suslarinda bulunabilen,
tavsan, insan, at, sigir eritrositlerini hemoliz eden hemolizinler viriilansta rol oynar.
Bakteriyosin olarak ¢ok sayida Gram pozitif bakteriyi etkileyebilen toksik aktivitesi ile de
islev gordiigii gosterilmistir. Ayrica immiin sistem tizerinde polimorfoniikleer 16kositlere ve
makrofaj iizerine tahrip edici etkisi oldugu dolayisiyla direkt doku harabiyeti yaptigi da
gosterilmistir (Saymer ve ark. 2008). Sitolizin, hemolitik 6zellik tasimaktadir. Sitolizin
kodlayan gen bolgesi bakteriyel kromozoma entegre olarak ya da plazmid {izerinde
bulunabilir. Toksinin at ve insan kan igeren agarlarda hemolitik aktiviteye sahip olmasi,
koyun eritrositlerinde ise etkili olmayis1 klinik laboratuvarda tanimlanmasi agisindan énemli
bir dzelliktir (Sayiner ve ark. 2008).

1. 4. 7. Hormon Salhmmni Arttiran Protein (eep: enhanced expression of

pheromone)

Plazmid tasimayan E. faecalis suslari, hemolizin plazmidi pAD1 veya onunla ilgili
elemanlar tagiyan verici tarafindan konjugasyon yanitina sebep olan, cAD1 olarak bilinen bir
cinsiyet hormonu salgilar. E. faecalis OG1X kromozomu iizerinde 46,5 kDa’luk bir proteini
kodladig1 bulunan bir bolge, hiicre disina salgilanan cAD1’in iiretiminde 6nemli rol oynar.
Plazmid tasiyan saha E. faecalis OG1X suslar1 cAD1 salgilanmasini sekiz kati1 kadar artigini
ortaya koyan bu boélgeyi tasir ve mutasyona ugramis kromozomal bdlgeya sahip plazmid
tasimayan suslarda hormon ¢ok diisiik veya saptanamayacak diizeydedir. cAM373 hormonu
iizerine herhangi bir etkisi olmamasina ragmen pek ¢ok hormon (cPD1, cOBI1, ve cCF10)
salinimi etkilenir. Kromozomal bir bélge olan eep konak E. faecalis OG1X suslari tarafindan
cADI1 salgilanmasini arttirilmasina yol agan protein iirliniidiir. eep bir hormon degildir; ancak,
hormon salgilanmasini arttirmak igin gereklidir. eep nin bir membran proteini oldugu bazi
bilinen bakteriyel proteazlarlarla benzerlikler gosterdigi one siiriilmektedir. Tiim veriler
eep’nin hormon iiretim veya salgilanmasini etkileyen bir membran proteini oldugunu

distindiirmektedir (An ve ark. 1999).
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Molekiiler yontemlerle ¢ok kolay belirlenebilen yukarida bahsedilen en Onemli
virulens faktorlerinin disinda kapsiil, hiicre duvar1 polisakkaritleri, lipoteikoik asit,
stiperoksitler, hyaluronidaz ve AS-48, MSCRAMM Ace (Microbial surface komponent
recognizing adhesive matrix molecule adhesin of kollagen from enterococci) baska virulens

faktorlerinin de varligi bildirilmektedir (Tendolkar ve ark. 2003).

1. 5. Antibiyotik Direnci

Hastane infeksiyonlarima neden olan enterokoklarin neden olduklar1 infeksiyonlar,
hastanin yogun antibiyotik kullanimi sonucu bagirsak florasinda bulunan duyarli suslarin
ortadan kaybolmasi sonucu antibiyotik direngli, sitolitik toksin olusturabilen ve pek ¢ok
virlilans ozelliklerine sahip suslarin bagirsak florasina hakim olmasi ile baglar. Bu suslar
translokasyonla endojen kokenli c¢evreye yayilarak da duyarli hastalarda ekzojen
infeksiyonlarin olugsmasini saglar. Bu suslarda goriilen antibiyotik direnci suslarin intestinal
florada segilip ¢cogalmalarin1 saglarken, jelatinaz ve sitolitik toksin gibi diger bazi virulens
faktorleri de doku invazyonunu kolaylastirarak patojeniteye katki saglamaktadir (Klare ve
ark. 2003).

1. 5.1. Enterokoklarda Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalar:

Antimikrobiyal diren¢ denilince bir bakterinin antimikrobiyal bir ajaninin iiremesini
durdurucu veya oldiirticii etkisine kars1 koyabilme yetenegi anlasilmaktadir. Direng gelisimi
ve yayilimi ¢ogunlukla uygun olmayan antibiyotik kullanimi ile iliskilendirilmekle birlikte,
1940’lh yillarda antibiyotiklerin kullanilmadigi bazi adalarda toprak ve digki drneklerinde
tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiklerine direncli bakterilerin mevcut oldugu belirlenmistir.
Bunun sonucunda da antibiyotik direncinin sadece yaygin antibiyotik kullaniminin bir neticesi
olmadigi, bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamina devam edebilmek i¢in kullandigi
bir savunma mekanizmasinin pargasi oldugu diisiilmektedir (Yiice 2001). Bununla birlikte;
antibiyotiklerin yogun sekilde kullanilmasiyla yillar i¢inde ¢ogul direngli mikroorganizmalar
ortaya ¢ikmis ve bunlarla olusan infeksiyonlarin sagaltiminda biiyiik problemler olusmustur.
Giliniimlizde tiim diinyada hizla yeni ilaglar gelistirilmekte iken, bunlara siiratle direng
kazanan mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlar da bildirilmektedir (Yiice 2001).
Enterokoklarda  antibiyotik  direng mekanizmalar1 yaygin olarak iki  sekilde

aciklanabilmektedir:
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a. Intrensek (Dogal/Kromozomal) Direng

Intrensek direng, enterokok tiirlerinin ¢ogunda ya da tiimiinde dogal olarak
kromozomlarda kodlanmig bir Ozelliktir. Bazi antibiyotikler i¢in gozlenen yapisal direng
mekanizmalari tipik olarak bazi Enterococcus tiirlerine veya cinslerine 6zeldir (Teixeira ve
ark. 2007). Diisiik diizeyde klindamisin direnci ve diisiilk diizeyde aminoglikozid direnci
enterokoklardaki intrensek direncin en tipik Ornekleridir. Polimiksine, sefalosporinlere,
penisilinaz direngli semisentetik penisilinlere, aztreonama direng ve florokinolonlara sinirda
duyarliik da enterokoklarin Kkarakteristik Ozelligidir. Penisilinaz direngli semisentetik
penisilinlerin yan1 sira enterokoklarin diger penisilinlere duyarliligt da azalmistir.
EnterokoKklar iizerine tek basina bakterisidal etkili antibiyotik bulunmamasi enterokok
kaynakli endokardit tedavisinde tek ilag kullanildiginda basarisizliga neden olur. E. faecium
beta-laktam grubu antibiyotiklere dogal olarak daha direngli olmasinin yaninda aminoglikozid

direncinde de tiire 6zgii farklilik gosterir (Mentes ve Balci 2007).

b. Kazanilmis Direng

Kazanilmis direng, intrensek direngten daha degiskendir, mevcut DNA’daki plazmid,
mutasyon ya da transpozon iizerindeki bir genetik elemanin kazanimiyla ortaya ¢ikmaktadir

(Frazzon ve ark. 2010).

Enterokoklar ayrica edindikleri degisik genetik 6zellikler ile kloromfenikol, tetrasiklin,
makrolid, streptograminler ve linkozamid, aminoglikozidler, glikopeptitler, beta laktamlar ve
son olarak da kinolonlar gibi degisik antibiyotik gruplarina diren¢ kazanmaktadirlar.
Enterokoklarda gectigimiz son birka¢ dekad igerisinde ortaya ¢ikan kazanilmis antibiyotik
direncinde, 6zellikle yiiksek diizey aminoglikozid direnci, beta laktamlar ve glikopeptidlere
diren¢ artan oranlarda bildirilmektedir. Hiicre duvarina etkili ajanlara direngli olan ya da
yliksek diizey aminoglikozid direncine sahip izolatlar kombinasyon tedavisinin sinerjistik
etkisine diren¢ gosterecekleri i¢in daha da ciddi problem olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar.
Dolayisiyla bu grup antimikrobiyal ajana karsi direng durumunun belirlenmesi, antibiyotik
kombinasyonlar1 ile sinerji elde edilip edilmeyecegini gostermesi bakimindan tedavi
stratejisini belirlemeye yardimi olacaktir. Bir veya birden fazla aminoglikozide yiiksek
diizeyli diren¢ gosteren enterokok izolatlari artan siklikla bildirilmektedir (Teixeira ve ark.
2007, Channaiah ve ark. 2010).
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Enterokok tiirlerinde vankomisin direnci, tedavide bir sorun olarak ilk kez Bat1 Avrupa
ve Amerika Birlesik Devletlerinde ortaya ¢ikmig ve bildirilmistir. Bunu takiben vankomisine
direngli enterokok izolasyonu yaygin ve degisik cografi bdolgelerden siirekli olarak
bildirilmistir. Vankomisine direngli enterokok suslar1 genotipik ve fenotipik ozelliklerine gore
smiflandirilir. Enterokoklarda larda {i¢ tanesi daha sik olmak tizere alt1 tip glikopeptit direnci
saptanmistir. Bunlar VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG‘dir. VanD, VanE, VanG
fenotiplerinin epidemiyolojik dnemi tam olarak anlagilamamistir. Bilinen fenotipler arasinda
sadece VanC intrensek olma 6zelligine sahiptir. VanA ve VanB tipi direng E. faecium ve E.
faecalis’te tanimlanmis olup kazanilmis direnglerdir (Mentes ve Balc1 2007, Radhouani ve
ark. 2010).

Glikopeptide direngli enterokoklarin sayilarinin artmasiyla birlikte bu tiirler diinya
capinda 6nemli bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ke ve ark. 1999). Glikopeptidler
immun sistemi zayif ya da bastirilmig bireylerde bir¢ok infeksiyona karsi en son ¢are olarak
kullanilan antibiyotiklerdir. Giinlimiizde enterokok cinsi bakteriler Amerika’da ikinci en sik
hastane infeksiyonu yapan bakteri olarak bildirilmektedir (Klein ve ark. 2003). Enterokok
infeksiyonlarda klinik izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunu E. faecalis izolatlar1 olustururken daha
az bir kismmi ise E. faecium olusturmaktadir (Lu ve ark. 2002, Erdem ve ark. 2004). Bu
bakteriler klinik uygulamalarda kullanilan bir¢ok antibiyotige karst direnglidirler (Lukasova

ve Sustackova 2003).

1. 6. Epidemiyoloji

Enterokoklar, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin iiyeleridir. Dogada;
toprak, su, bitki, kuslar, bocekler ve memelilerde yaygin olarak bulunur (Belgacem ve ark.
2010). Konake¢1 dagilimi oldukgca genistir. Bagirsak igerisinde ozellikle de orta bagirsak
boliimiinde yiiksek diizeylerde bulunabilirler (10°-107 bakteri/g). Ayrica topraktan, besin
maddelerinden, yiizey sulardan ve lagim sularindan izole edilebilirler (Diker ve ark. 2011). Bu
nedenle sularindaki fekal kontaminasyonun belirlenebilmesi amaci ile indikator
mikroorganizma olarak kabul edilirler. Insan diskisinda E. faecalis (10°-10" cfu/gr), E.
faecium’dan (10%-10° cfu/gr) daha fazladir, ancak ozellikle hastane infeksiyonlarinda E.
faecium daha fazla izole edilmektedir (Fisher ve Phillips 2009, Hizaji ve ark. 2009).
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EnterokoKlar firsat¢1 patojen olduklar igin insanlarda infeksiyona yol agan her bir
tiirtin insidans1 insan gastrointestinal sistemdeki varliginin bir yansimasi olacaktir. Bu bdlge
hastaliklara neden olan suslarin 6nemli bir kaynag1 olarak kabul edilir. Bakteriler infeksiyon
yapmak iizere bulunduklar1 yerden baska bir bolgeye go¢ edebilir, ayrica bagka konaklara ya
da ¢evreye yayilabilirler. Enterocokoklar degisik hayvan tiirlerinde bulunabilseler de baska
kaynaklarda farkli enterokok tiirlerinin bulunmasi, dagilimin insanlardan daha farkli oldugunu
gostermektedir. Enterocokoklarin diskida yogun olarak bulunmalari, kimyasal ve fiziksel
kosullara dayanikliliklar1 ile bulunduklar1 ortamda canliliklarini siirdirmeleri nedeniyle gida,
siit ve kullannom suyunun hijyenik Ozelliklerini belirlemede ve digki kontaminasyonunun

saptanmasinda bir belirte¢ olarak kullanilmasina yol agar (Teixeira ve ark. 2007).

1. 7. Enterokoklarm Onemi

Enterokoklar olduk¢a genis konak¢i dagilimima sahiptirler. Hayvanlarin sindirim
sisteminde dogal flora bakterisidirler ve Ozellikle altlik temizliginin diizenli yapilmadigi,
sagim hijyenine dikkat edilmedigi durumlarda memeleri kolaylikla infekte ederek mastitise
sebep olurlar. Meme basindan giris yapan enterokoklar meme kanali boyunca yerleserek
kolonize olmaktadirlar. Bunun sonucunda da meme bezinde infeksiyona iliskin olarak klinik
bulgular meydana getirmektedirler (Mannu ve ark. 2003, Petersson-Wolfe 2006).
Enterokoklar tek bagslarina mastitis olusturabilmelerine karsilik mastitis olgularindan
genellikle streptokoklar ile birlikte izole edilmektedirler. Bu sebeple enterokokkal kokenli
mastitisler siklikla streptokokkal kokenli mastitisler ile karistirilmaktadir (Smith ve Hogan
2003). Yapilan izolasyon calismalarinda, mastitislerden farkli oranlarda (%6-42) enterokok
izolasyonunun gerceklestirildigi goriilmektedir (McDonald ve McDonald 1976, Petersson -
Wolfe 2006). Cevresel epidemiyolojiye sahip olan enterokok etkenleri, insanlarda nozokomial
infeksiyonlarda onemli bir problem haline gelmelerine karsin epidemiyolojileri konusunda

bilgiler yetersizdir (Petersson-Wolfe 2006).

Enterokoklarin insan saglhigi acgisindan onemi ozellikle hastane infeksiyonlarindan
izole edilen suslarda antibiyotik direncidir. Basta vankomisin olmak iizere diger
antibiyotiklere direncli enterokoklara bagl infeksiyonlarin tedavisi problem olusturmaktadir.
Enterokoklarda vankomisin direnci, kanatlilarda avoparsin kullanimiyla iliskili olarak artmis
ve bu yem katkisi biiylitme faktoriiniin yasaklamasindan sonra vankomisin direncgli

enteroklarin azaldigi gozlenmistir (Diker ve ark. 2011). Enterokok kdokenli infeksiyonlar
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icerisinde E. faecalis sebebi ile olusan infeksiyonlarin orani diger tiirlere gore ¢ok daha fazla
olmasina karsin, vankomisine direngli enterokok tiirlerinin ortaya ¢ikmasi sebebiyle bu oran

gittikge diismiis ve E. faecium izolatlar1 6n plana ¢ikmistir (Basustaoglu ve ark. 2002).

Enterokok cinsi bakteriler, gidalarin normal floralarinin da bir pargasi olduklari igin,
sadece kotii hijyen kosullarmin gostergesi degildirler (Giraffa 2002, Karatas 2005). Bu
bakteriler bir¢ok gidada dogal olarak bulunan ve ¢esitli gidalarin fermentasyonunda rol
oynayan &nemli mikroorganizmalardir. Ozellikle baz1 fermente et iiriinlerinin ve bazi peynir
cesitlerinin mikrofloralarinin 6nemli bir kismini olustururlar (Giraffa 2003, Karatas 2005).
Diger yandan enterokok cinsinde bulunan bakteriler, genel olarak fekal ¢evrelerde yogunlukla
bulunmalarina karsin, gidalarin tiretim asamalarinda hijyenik olmayan kosullar sebebiyle de
ortaya ¢ikarlar (Giraffa 2003). Bunun yani sira ¢evresel ve intestinal kontaminasyonla da et ve
stit gibi ¢ig gidalarda kolonize olabilirler. pH, sicaklik ve tuza karsi olusturduklari direng
sebebiyle, gida {iretimi asamalarinda canli kalarak Son iiriinii de kontamine edebilmektedirler.
Bu sebeple gidalarda bulunmalari kontaminasyonun bir géstergesi olarak kabul edilir (Hugas
2003, Karatas 2005).

Enterokok tiirlerinin sahip oldugu antibiyotik direngliligi, virulens faktorleri ve genetik
degiskenlikleri ile ilgili yapilan c¢aligmalarda, suslar arasinda konakg¢i orijinine gore
farkliliklarin mevcut oldugu, antibiyotik direng mekanizmasi ve virulens gen o6zellikleri
yoniinden farkli mekanizmalarla bu ozellikleri kazandiklar1 belirtilmistir (Charles ve ark.
2001, Petersson-Wolfe ve ark. 2007). Insandan insana da bulasma yetenegi oldugu bilinen
hayvansal kokenli enterokolarin 6zellikle subklinik mastitisli siit ve siit tirlinleri ile insanlara
bulastigi bildirilmektedir (Tenhagen ve ark. 2006). Meydana gelen infeksiyonlarda, E.
faecium, antibiyotiklere karsi E. faecalis’ten daha direngli olmasiyla dikkat ¢ekmekte ve
patojenik E. faecium’un ¢ok ¢abuk antibiyotik direng mekanizmasi gelistirebilmesinin ve bu
ozelligini transfer edebilme kabiliyetinin saghik acisindan O©nemli bir risk oldugu

diisiiniilmektedir (Lund ve ark. 2002).

Enterokoklarin patojenitelerine, sahip olduklar1 ¢esitli viriilens faktorlerinin dnemli
katkilar1 oldugu bilinmektedir. Yapilan daha dnceki ¢aligmalar incelendiginde, 6zellikle klinik
ve ¢evresel orneklerden elde edilen E. faecalis ve E. faecium suslarinin virulens genlerinin
incelenmesi {izerine odaklanmis olduklari goriilmiistiir. Yurdumuzda da mastitisli sigir

stitlerinden izole edilmis olan E. faecium suslariin énemli virulens genlerinin incelendigi bir
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caligma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, Aydin yoresindeki mastitisli sigir siit 6rneklerinden
izole edilen E. faecium suslarmin 6nemli virulens genlerinden olan jelatinaz, enterokokal
yiizey proteini ve E. faecium hiicre duvar adezin genlerinin varliginin molekiiler yontemler
kullanilarak belirlenmesi amag¢lanmistir. Enterokoklarin insan sagligi i¢in énemli bir patojen
oldugu disiiniildiigiinde, incelenen bu virulens genlerinin yoremizdeki suslarda varligi ve
yayginliginin belirlenebilmesi bu suslarin patojeniteleri hakkinda temel bilgi saglama

potansiyeli tasimaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Gerec
2. 1. 1. izolasyon Ornekleri

Calismada son iki yilda, Aydin Il sirlan igerisinde ozel sektore ait siit sigir
yetistiriciligi yapilan 38 isletmedeki 242 inekten, uzman bir veteriner hekim tarafindan
alinmis olan, 600 mastitisli siit materyal olarak kullanildi. Subklinik mastitisli olan ineklerin
belirlenebilmesi amaci ile Kalifornia Mastitis Testi (CMT) yapildi. Calismada hepsi laktasyon
déneminde olan, son bir ayda antibiyotik tedavisi almamis, en az bir dogum yapmis, 2—8
yasli, Holstayn irki, fiziksel muayenede meme loblarinda anormallik bulunan (siskinlik,
sicaklik, agr1, kizariklik ya da sulu, kanli, pihtili siit gibi) ve CMT ile pozitif reaksiyon veren

ineklerin siitleri alindi. Materyal alinan isletmelerin hepsinde makine ile sagim yapilmaydi.
2. 1. 2. Referans sus

Pozitif kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 (gelE geni pozitif) (Lanthier
ve ark. 2010a), negatif kontrol olarak Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanildi.

2. 1. 3. Besiyerleri, Ayira¢ ve Solusyonlar
2. 1. 3. 1. Besiyerleri

Stit orneklerinden selektif olarak Enterococcus sp.’nin izolasyonu amaciyla asagida
icerigi belirtilen Chromocult® Enterococci Broth (EB) (Merck) ve BBLTM Enterococcosel
Agar (EA) (BD), suslarin pasajlanmasinda Brain Heart Infusion Agar (BHIA) (Merck),
organizmalarin tuz toleranslarini tespit etmek i¢in %6.5 NaCl igeren Nutrient Broth (NB)
(Oxoid) ve suslarin saklanmasinda %20 gliserinli Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Merck)
kullanildi.
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2.1.3. 1. 1. Chromocult® Enterococci Broth (EB)

Pepton Karigimi..........ooviiiiiii e 8,6 g/L
NACL e, 6,4 g/L
SOdyum azide.........oooiiiiiiii e, 0,6 g/L
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B3-D-glucopyranoside (X-GLU).... 0,04 g/L
TWEEIN 80 .ot 2,2mL/L

Dehidre besiyeri 18,0 g/L olacak sekilde 1sitilarak ¢oziildi. 5 mL olacak sekilde
tiplere dagitilip otoklavda 121°C 'da 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri berrak ve
sart renkli olup, pH 's1 25°C 'da 7,5+0,2 'dir. Besiyeri bilesiminde bulunan sodyum azid
Ozellikle Gram negatiflerin  gelismesini  baskilar.  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-
glucopyranoside (X-GLU) 'in parcalanmasi 6zel peptonlar ile desteklenir. X-GLU' nun
par¢alanmasi sonunda olusan mavi-yesil renk olusumu enterokoklar ve D grup streptokoklar

icin karakteristiktir.

2.1. 3. 1. 2. Chromocult® Enterococci Agar (EA)

Pankreatik kazein.............cooooiiiiiiiiiii i 17 g/L
Hayvansal pepton...........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeae 3g/L
Maya EKstrakti..........c.oovriiieiiiiiii e 5¢g/L
Oxgall. ... 10 g/L
Eskulin........oooo 1 g/l
SOIUM azZide. .. ..ot 0,25 g/L
Demir amonyum Sitrat..............o.eueeeeerenenenenanananann. 0,5¢g/L
NaACL 5¢/L
Sodyum STtrat........coviiiii i 1g/L

Dehidre besiyeri 56 g/L olacak sekilde isitilarak ¢o6ziildi. Karisimin pH’st 7,2-7,4’e
ayarlandi, 121°C’ye ayarl otoklavda 15 dk sterilize edildikten sonra, 50°C’ye kadar sogutulup
petrilere dokiildii. Besiyeri bilesimindeki fosfatlar, Tween 80 ve seg¢ilmis peptonlar
enterokoklarin gelisimini destekler. Enterokoklar, besiyerindeki kromojenik substratlar
parcalayarak kolonilerin siyah-koyu kahverengi almasini saglar. Bu da enterokoklarin kolayca
saptanmasini saglar. Sodyum azid ve safra tuzlari ¢ogu refakat¢i mikroflorayr baskilar.
Enterokok olmayan bakteriler seffaf, beyaz-sarimsi renkte koloniler olusturur bunlar

enterokoklarin Uirettigi siyah renkten kolayca ayrilirlar.
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2. 1. 3. 1. 3. Brain Hearth Infusion Agar

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’¢ ayarlanip, 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize

edildikten sonra, 50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildii.

2.1.3.1. 4. Brain Hearth Infusion Broth

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize

edildikten sonra, 0.5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildi.

2.1. 3. 1. 5. Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (%20 gliserinli)

BHIB ..o e 37¢
(€11 IS v 1 o T 20 ml
DISEILE SU. vt et 80 ml

Karisimin pH’> s1 7.2-7.4°e ayarlanip, 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize
edildikten sonra, 500 pl miktarda ependorf tiiplere dagitildi.

2.1.3.1.6.%6,5 NaCl iceren Nutrient Broth (NB)

Nutrient Broth’a %6,5 NaCl ilavesi yapilarak ¢oziilmiis, 5 ml olarak tiiplere dokiilmiis,
otoklavda steril edilmis ve bu ortam, organizmalarin tuz toleranslarini tespit etmek igin

kullanilmistir (Atlas 2004).
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2. 1. 3. 2. Ayirag ve Solusyonlar

2.1.3.2.1. %3’liik Hidrojen Peroksit (H202)

Ticari olarak temin edilen bu ¢6zelti, organizmalarin katalaz aktivitelerini belirlemek

amaciyla kullanildu.

2.1.3.2.2. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH: 8,0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu:

TS BaSC. oo e 121,1¢
BOTTK ASTt. oot 61,83 ¢
B D T A . .o, 5,84 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dk otoklav edilip, pH 8,0
ayarlanarak buzdolabinda saklanir.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu:

TOX TBE. ..o e 50 ml

DIStIE SU. ..ttt 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanir.

2. 1. 3. 2. 3. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi.........coovviiiiiiiiiiiiiiiii e 25 mg
SUKIOZ .ot 4¢g
HoO e 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanir (Anderesson 2015).

2.1.4. PZR

2.1. 4. 1. Kullanilan Cihazlar

PZR 96 ornek kapasiteli Boeco (Almanya) marka kademeli termal dongiileme

cihazinda elektroforez  VWR marka, 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,
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gorlintiileme Vilber Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka goriintiilleme cihazinda

gerceklestirildi.

2.1.4.2. MgCl2, Taqg DNA Polimeraz, 10X Taq Buffer, dNTP Set

25 mM MgCI2, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM Tris-HCI, pH
8,3, 500 mM KCI), 100 mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Fermentas) kullanildi.

2.1.4. 3. Primerler

Calismada kullanilan tiim primerlerin, dizileri, amplikon biiyiikliikleri, kaynaklar1 ve

kullanim amagclar1 Cizelge 2. 1°de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Kullanilan primerlerler, dizileri, amplikon biiytikliikleri, kaynaklar1 ve

kullanim amaglari

Primer | Dizi (5°-3°) Amplikon Kaynak

Uzunlugu (bp)
Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke et al. 1999
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC
FAC11 GAGTAAATCACTGAACGA 1.091 Vilela ve ark. 2006
FAC21 CGCTGATGGTATCGATTCAT
gelEF ACCCCGTATCATTGGTTT 419 Eaton ve Gasson 2001
gelER ACGCATTGCTTTTCCATC
espF TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933 Shankar ve ark. 1999
espR GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA
efaAfmF | AACAGATCCGCATGAATA 735 Eaton ve Gasson 2001
efaAfmR | CATTTCATCATCTGATAGTA

2. 1. 4. 4. Agarose Jel Hazirlanisi

Agarose (Sigma)
TBE (0,5 X)

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga

firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen s1v1 halde olan

karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve igerisine
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yiikkleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda
sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan c¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice
yerlestirildi.

2.1.4.5. Marker

Marker olarak 100 bp (Vivantis ve Fermentas marka) kullanildi.

2. 1. 4. 6. Etidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Sigma marka %

1’lik Ethidium Bromiir 500 ml 0,5X TBE igerisine 100 ul miktarinda eklenerek kullanildi.

2. 2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Alinmasi

2. 2. 1. 1. Siit Ornekleri: Siit &rnekleri alinirken, her meme lobu su ve siinger yardimi
ile temizlenip kurulandi. Sonra %70’lik alkol ile temizlendi. Eller sabunlandiktan sonra
eldiven giyildi. Meme basindaki saprofit bakterileri uzaklastirmak amaci ile ilk birka¢ ml siit
bosa sagilip (Bastan 2002) steril enjektorler igine en az 3-5 ml miktarda siit alindi. Alinan tiim
materyaller soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvar’ma ayni giin getirilip izolasyon

caligmalarina baglandi.

2. 2. 2. Enterokok izolasyonu

Mastitisli sigirlardan alinan siit 6rnekleri laboratuvara getirildikten sonra, ilk olarak
selektif enterokok M buyyona 6ze dolusu inokule edildiler. Buyyonlar aerobik kosullarda
37°C’de, besiyerinin parlak sar1 rengi mavi-yesil renge doniisiinceye kadar, yaklasik 24-72
saat, bekletildi. Renk degisimi besiyerinde enterokok tiremesinin gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Mavi-yesil renk olan buyyonlardan bir 6ze dolusu alinarak selektif

enterokokosel agara ekimleri yapildi. Besiyeri 37°C’de aerobik kosullarda 24-48 saat siireyle
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inkube edildi. Siirenin sonunda iireyen siyah, koyu kahverengi koloniler Enterococcus sp.

yoniinden siipheli kabul edilerek, incelenmek iizere tekrar EA’a pasajlandi.

2. 2. 3. Enterokok Identifikasyonu

Enterokoklarin cins diizeyinde ayrimi igin ekilen selektif besiyerinde siyah, koyu
kahverengi iireyen Enterococcus sp. siipheli kolonilere Gram boyama, %6,5 tuz iceren NB’da
tireme ve lam tiizerinde katalaz testleri yapildi (Lanthier ve ark. 2010b). Gram pozitif kok
seklinde goriilen, %6,5 tuz iceren NB’da iireyebilen ve katalaz negatif olan kolonilerin
identifikasyonlar1 i¢in EA pasajlar1 yapildi ve 37°C’de 24-48 saat inkube edildi. Siire sonunda
stipheli koloniler molekiiler yontemler kullanilarak identifiye edilinceye kadar -20°’de %20

gliserinli BHIB igerisinde saklandi.

2. 2. 3. 1. Katalaz Testi: Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen katalaz (hidrojen
peroksit oksido rediiktaz) enziminin varligini saptamak amaciyla yapildi. Enzim hidrojen
peroksidi (H202), su (H20) ve oksijene (O2) ayristirir. Mikroorganizmalarin taze yatik TSA
kiiltiirleri lizerinden 6ze yardimiyla alinarak lam iizerine yayilmasi ve %3’liik hidrojen
peroksit soliisyonunun lam {izerine damlatilmasiyla hava kabarciklarinin  olusup

olusmadiginin kontrolii esasina dayanir (Temiz 2000).

2. 2. 3. 2. %6,5 NaCl’de Biiyiime: Enterokoklar i¢in ayirt edici testlerden biridir ve
identifikasyonda onemlidir. %6,5 oraninda NaCl i¢ceren NB ortamina ve aymi sekilde NaCl
icermeyen NB ortamina da inokule edilen mikroorganizmalarin, 24 saatlik inkiibasyondan
sonra biiylimeleri kontrol edildi. Nutrient broth’daki kadar bulaniklik gézlenen NaCl’li NB
iceren tliplerdeki suslar i¢in sonug pozitif olarak kaydedildi ve bu tiirlerle identifikasyona
devam edildi. Kontrol mikroorganizma olarak E. faecalis ATCC 29212 susu kullanildi
(Gerhardt ve ark.1994).

2. 2.3. 3. E. faecium suslarinin identifikasyonu

Elde edilen enterekok siipheli izolatlarindan E. faecium suslarmi tanimlamak igin

spesifik primer ¢ifti kullanilarak PZR yapildi.
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2. 2.3.3.1. DNA lizolasyonu

Oncelikle enterokok izolatlarindan PZR’da kullanilmak iizere DNA ekstraksiyonu
ticari bir genomik DNA ekstraksiyon kiti (InstaGene Matrix, Katalog No: 732-6030, BIO-
RAD, Almanya) kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi gerceklestirildi:

Bir 6ze dolusu kiiltiir 1 ml steril bir ependorf tiip igerisinde steril enjeksiyonluk distile
su ile stispanse edildi. 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Siipernatant atildu.

200 pl InstaGene matrix pelet ilizerine ilave edildikten sonra 56°C’de yarim saat
inkiibe edildi. Yiiksek hizda 10 sn vortekslendi. Tiipler benmaride 100°C’de 8 dk inkiibe
edildi.

Yiiksek hizda 10 sn vortekslendi. 12.000 rpm.de 3 dk santrifiij yapildi. 30 pl’lik bir
PZR reaksiyonu i¢in 2 pl siipernatant kullanildi.

2.2.3.3.2. DNA’nin Elektroforezi

Agaroz jel elektoroforezi, Spug/ml etidyum bromid’li %1 agaroz iceren mini jelde
gerceklestirildi. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezde TBE tamponu kullanildi 5 pl DNA
sollisyonu, 2 pl yiikleme soliisyonu ile karigtirilarak 50 V’ta 45 dakika siireyle yiiriitildii.
Elektroforez sonucunda baslangi¢ noktasina yakin, yiiksek molekiil agirlikli tek bir bant

gozlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliigiiniin tam oldugunu gosterdi (Sambrook ve ark.
1989).

2. 2. 3. 3. 3. DNA’nin Saflik Kontrolii ve Miktar Tayinleri

[zolatlardan elde edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimindan agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri
spektrofotometre ile yapildi (Sambrook ve ark. 1989). Spektrofotometrede DNA’larin 260 nm
ve 280 nm’deki absorbanslar1 hesaplandi (OD260 ve OD280) ve bu degerler arasindaki oran
kullanilarak DNA’nin saflig1 kontrol edildi. OD260/0D280 oranimin 1,8-2,0 arasinda olmasi
DNA’nmn saf oldugunu, bu araliktan daha asagida olmas1t RNA kontaminasyonu oldugunu ve
bu araliktan daha yukarida olmasi da protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir.
Saflik kontrolleri yapilan genomik DNA miktarlarinin hesaplanmasi icin OD260 degeri
kullanild1 ve DNA miktarlar;; DNA(pug/ml) = OD260 x Seyreltme Orani x 50 formiilii ile
hesaplandi (Turner ve ark. 2004).
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2.2.4. PZR

Tim PZR reaksiyonlarinda master miskler asagidaki gibi hazirlandi.

Master Mikslerin Hazirlanisi:

Tiim PZR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PZR amplifikasyonu 30 pl toplam hacimde,
son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢6zeltisi 1X, magnesium kloriir (MgClz) 2 mM,
dNTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, Tag DNA polymerase 1,5 U olacak sekilde

gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 2.’de belirtilmistir.

Cizelge 2. 2. Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Konsantrasyon) | Istenen Son Konsantrasyon | 10 6rnek (ul)
Buffer (10X) 1 X 30

MgCI2 (25 mM) 2 mM 24

dNTP (10 mM) 0,2 mM 6

Primer-F (100 pmol) 0,4 pmol 1,2

Primer-R (100 pmol) 0,4 pmol 1,2

Taq Polimeraz (5 U) 0,3 ul/ 50 wl 1,8

dH20 Son miktara tamamlanir 235,8
TOPLAM 300

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tlipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 28’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser ul alinip, ilgili tiiplerin igerine eklendi ve agizlar sikica
kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarma yiiklenip, programlandi.
PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami sirasi ile Enterococcus sp. i¢in Cizelge 2. 3.”de,
E. faecium i¢in Cizelge 2. 4.’de, virulens genlerinin tespiti i¢in sirasi ile Cizelge 2. 5. (gelE) ,
Cizelge 2. 6. (esp) ve Cizelge 2.7.’de (efaAfm) gosterilmistir.

Cizelge 2. 3. Enterococcus sp. PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95 4 dk
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 35 55 30 sn
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 1 72 10 dk
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Cizelge 2. 4. E. faecium PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95 5 dk
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 35 53 30 sn
Uzama 72 90 sn
Son Uzama 1 72 15 dk

Cizelge 2. 5. gelE virulens geninin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95 5 dk
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 35 54 30 sn
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 1 72 15 dk

Cizelge 2. 6. esp virulens geninin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siiresi
Baglangi¢ Denatiirasyon 1 95 5 dk
Denatiirasyon 95 45 sn
Baglanma 35 56 45 sn
Uzama 72 60 sn
Son Uzama 1 72 15 dk

Cizelge 2. 7. efaAfm virulens geninin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicaklik (°C) Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95 5 dk
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 35 50 30 sn
Uzama 72 60 sn
Son Uzama 1 72 15 dk

2. 2. 4. 1. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipet yardimiyla alinip her bir 6rnek i¢in 1 pl kadar
dagitildi, daha sonra elde edilen 5 pl PZR iiriinleriyle loading dye karistirildi. Olusturulan
karisimdan 6 pl alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.
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2. 2.4.2. Yiiriitme

Hazirlanan jele, istenilen Ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 100V
400A akimda 45 dakika yiiriitiildii.

2. 2. 4. 3. Goriintiileme ve Degerlendirme

Yiiz voltda 45 dakikalik elektroforez siiresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir
sekilde icerisinde etidyum bromiir olan tanka konuldu. Burada 15 dakika boyanmaya
birakildi. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator cihazindaki
odaciga yerlestirildi. Degerlendirme, jel UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant
uzunluklar1 her PZR i¢in ayr1 daha 6nce bildirildigi sekilde (Cizelge 2. 1.) yapildi.

2. 2. 5. Sekans Analizi

Saha izolatlarimizda E. faecium suslari ile esp ve efaAfm viriilens genleri varligini
belirlemek i¢in, uygun primerler kullanilarak ¢ogaltilan bakteri DNA’larindan bazilar1 pozitif
kontrol olarak kullanmak amaci sekans analizine tabi tutuldular. Bunun igin elde edilen
amplikonlar sekans analizleri igin ticari bir firmaya (Macrogen, Hollanda) gonderildi. Firma
saflastirmay1 takiben ABI Primse cihazi ile sekans analizini gerceklestirdi. E. faecium, esp ve
efaAfm amplikonlar1 sekanslanarak ile gen bankasi ile karsilastirildi. Bu amagla National
Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanild.
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3. BULGULAR

3. 1. izolasyon

Bu ¢alismada 600 mastitisli siit 6rnegi incelendi. Chromocult® Enterococci Agar’da
referans susla (E. faecalis ATCC 29212) benzer gorinimi (Resim 3. 1.) olan bakteri

kolonileri secilerek toplamda 96 Enterococcus sp. siipheli izolat elde edildi.

a b C

Sekil 3. 1: a. Ekim yapilmamis EB b. EB’da E. faecalis ATCC 29212 susunun gériiniimii
c. EA’da E. faecalis ATCC 29212 susunun goriiniimii

Bu izolatlarin Gram pozitif kok goriintimiinde olup %6,5 tuzlu NB’da tireyip, katalaz

negatif olduklar1 dogrulandiktan sonra incelemeye dahil edildiler.
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3. 2.PZR

3. 2. 1. Enterococcus sp.: Doksan alt1 enterokok siipheli susun DNA’s1 kullanilarak
gergekletirilen PZR sonrasinda 112 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 96 izolatin hepsinin
Enterococcus sp. oldugu dogrulandi (Resim 3. 2.).

12 13 NK PK M

S| g

Sekil 3. 2. Enterococcus sp. PZR elektroforez goriintiisii 1-13: Enterococcus sp. saha
izolatlar1 PK: Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212) NK: Negatif kontrol ( E. coli ATCC
25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

3. 2. 2. E. faecium: Doksan alt1 Enterococcus sp. DNA’s1 kullanilarak gergekletirilen
PZR sonrasinda 1091 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 13 izolatin (%13,5) E. faecium
oldugu belirlendi (Resim 3. 3.).

Sekil 3. 3. E. faecium PZR elektroforez goriintiisii 1-13: E. faecium saha izolatlar
PK: Pozitif kontrol (Sekanslanmis saha susu) NK: Negatif kontrol ( E. coli ATCC 25922) M:
100 bp DNA ladder (Vivantis)
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E. faecium saha izolatlarindan bir tanesi sekanslandi ve sekans sonucu E. faecium

oldugu belirlenen bir izolat pozitif kontrol susu olarak kullanildi (Resim 3. 4.).

heression Descrigtion Naxscore Tofalsooe  Querycoverage _Fvalie  Max ident
AUPIITONTY entemenvre arien | FT-RFI08 Grafio] 7 whok nzeome sheby 200 il Wi LT 4]
Ll utenenveis Fiarian FIRN CoreundOes, shok reneee ehon g 209 LOD W 1147 LiL]
1 Fnfemereric Barim F1R% Fantniea. sheka nnnns cht o L L0 Hh 14 %
L Fntemeneeis: Faram FANTE Corbid 007, sheks renoe: et o i L0 #h E14 %
UL e Fuarien TRA4SRF o] 1 whels renene shotnm e 2 L0 Hh 147 %%
Ftemenrcis faram T f ront. 40, shake arnons sheimn s bl L0 Hh B4 %
A ACDEONNIEL e Faarim P ponfintIT I, wh znome ek e 0 il Hb fels Ml
AL BRYULIDNTIL  entemereeis ariem 1.4 5t conbt 70, wheks nerema shatmn s A gL Hh de 18 M
SEOLICDHAL e Frariym F2450 o T vk remams s 221 51 ol Uy 142 b

Sekil 3. 4. E. faecium sekans sonucu
3. 2. 3. Virulens genlerinin incelenmesi
3. 2. 3. 1. gelE: Izole ve identifiye edilen 13 E. faecium susu DNA’s1 kullanilarak

gergekletirilen PZR sonrasinda 419 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 4 izolatin (%30,75)
gelE geni pozitif oldugu belirlendi (Resim 3. 5.).

Sekil 3. 5. Virulens gen PZR (gelE) 1-4. gelE geni tasiyan saha izolatlar1 PK: Pozitif
kontrol (E. faecalis ATCC 29212) NK: Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp
DNA ladder (Vivantis)

E. faecalis ATCC 29212 susu inceledigimiz virulens genlerinden gelE geni pozitifdir
(Lanthier ve ark. 2010a).
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3. 2. 3. 2. esp: Izole ve identifiye edilen 13 E. faecium susu DNA’s1 kullanilarak
gercekletirilen PZR sonrasinda 993 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 4 izolatin (%30,75)
esp geni pozitif oldugu belirlendi (Resim 3. 6.).

1000 bp
993 bp
900 bp

M
==
-
—
Casts
D

Sekil 3. 6. Virulens gen PZR (esp) 1-4-5-8: esp geni tasiyan saha izolatlar1 PK: Pozitif
kontrol (E. faecalis esp geni pozitif saha izolatr) NK: Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922)
M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

esp geni tastyan pozitif kontrol susu elimizde bulunmadigindan, gegmis yillarda izole
etmis oldugumuz E. faecalis saha izolatlarindan bir tanesi sekanslandi. Sekans sonucu esp

geni pozitif oldugu belirlenen bu izolat PZR’da pozitif kontrol olarak kullanildi (Resim 3. 7.).

Accession Descripion Maxscore  Tofalscore  Query coverage _ Evalue
AFD34T79.1  atarneariie faacali aifana nrarein fragiany. nana. FamAlnta o 125 1351 i 0.
WYUEEREL ensamnanrie fracale rirstvn nathaneicby dans, martl szmene L33l 13l i 00
Ar4s043 1 | Ftermcerrim famcalin nathnamnicity anl comnlsts samencs Ll 131 7% 00
AF325367.1  Entarncerriie faacalis nitative nathaneniity land. nartal seniiene L35l 1331 i 0.
LPI0ZAILL  entarmcer e fancals 7. commite nanome kL L i o
IE20ad L pntarnenrrim faeralie SiTain 9S4 enremeneeal siiefane nentein (ean] el 1330 Bt 0.
CPODE35LY  rntemenris faaciim dishing. complsts agnams L} 12 B 0
ATIRLE0L  Fntameneri farium inlate E3 nathrnanicity iland. narkial camy Y 1231 f% 0.0
AY3224%5.L | enternearriie faaciim isnlate F734 nikative antamoceral airfaca or PAY 123 6% 0.

Sekil 3. 7. esp geni sekans sonucu
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3. 2. 3. 3. efaAfm: Izole ve identifiye edilen 13 E. faecium susu DNA’s1 kullanilarak
gercekletirilen PZR sonrasinda 735 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 9 izolatin (%69,2)

efaAfm geni pozitif oldugu belirlendi (Resim 3. 8.).

Sekil 3. 8. Virulens gen PZR (efaAfm). 1-2-3-4-5-10-11-12-13: efaAfm geni pozitif
saha izolatlar1 PK: Pozitif kontrol (E. faecium pozitif saha izolati) NK: Negatif Kontrol (E.
coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

efaAfm geni tasiyan pozitif kontrol susu elimizde bulunmadigindan, izole etmis
oldugumuz bir E. faecium saha izolatlarindan bir tanesi sekanslandi. Sekans sonucu efaAfm

geni pozitif oldugu belirlenen bu izolat PZR’da pozitif kontrol olarak kullanildi (Resim 3. 9.).

Max Total Quey E

Descrpton aelecm co»'e} il ldent Accession
Enterococcus faecium NRRL B-234. complele genome {158 115 9% 00 %% CPDA631
Enterococeus faecium DO, complefe qenome 1159 1150 %% 00 99% CPOnqgdd
Enterococeus faecium Aus0004, complete genome 1159 1150 %% 00 99% CPOn33sLd
Enterocaecus faecium Aus008S, complete qenome {63 1153 %% 00 %% Crangeans
Enteracaecus faecium EnC (efC) and EfnB (enB) agnes. complete cds: and EmA (efmA) azne paral ods 018 1018 %% 00 %% AFDAT4iLd
Enterococeus faecium T1 10, complete aenome 02 92 %% 00 9% CPoognd0d
Enterococcus fecium sfiain FHE cel wall adhesins efaifm) gene. parialcds 0 9 Wk 00 9% R0s70f
Enterococcus fecium Efaim (efaim) gene, compleie cds; and unknin gne o1 1% 00 W% AFdD2ged

Sekil 3. 9. efaAfm geni sekans sonucu
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E. faecium izolatlarinin tasidigi virulens genlerinin toplu sunumu Cizelge 3.1.°de

verilmistir.

Cizelge 3. 1. E. faecium izolatlarinin tasidig1 virulens genleri

gelE | esp efaAfm | Pozitif virulens gen/genleri (sayis1)

1 + + + gelE, esp, efaAfm (2)
2 + - + gelE, efaAfm (2)
3 + - + gelE, efaAfm (2)
4 + + + gelE, esp, efaAfm (2)
5 - + + (1)
6 - - - - (0)
7 - - - - (0)
8 - + - esp (1)
9 - - - - (0)
10 - - + efaAfm (1)
11 - - + efaAfm (1)
12 - - + efaAfm (1)
13 - - + efaAfm (1)
Toplam 4 4 9

(%) 30,7 | 30,7 69,2

Toplam 13 E. faecium izolatinin virulens genlerinin incelenmesi sonucunda sirasiyla 9
(%69,2) susun efaAfm, 4 (%30,7) susun gelE, 4 (%30,7) susun esp genlerini tasidiklar: tespit
edildi. Herhangi bir virulens geni tasimayan ti¢ (%23,0) izolat bulunmaktaydi (Cizelge 3. 1.).

Izolatlarin virulens genotiplerinin dagilimi ise Cizelge 3.2. ve Resim 3.10°da gdsterilmistir.

Cizelge 3. 2. E. faecium izolatlarinin tasidiklar1 virulens genotipleri

Genotip sayis1 | Virulens gen sayis1 | Virulens gen/genleri Izolat sayis1 | (%)
1 1 esp 1 7,7
2 1 efaAfm 4 30,7
3 2 esp, efaAfm 1 77
4 2 gelE, efaAfm 2 15,4
5 3 gelE,esp, efaAfm 2 15,4
Toplam 10 76,9

Toplamda bes virulens genotipi mevcuttu. Bir virulens geni tasiyan 5 (%38,4), iKi
virulens geni tasiyan 3 (%23,0), ii¢ virulens geni tasiyan 2 (%15,3) izolat mevcuttu (Cizelge
3.2).
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Sekil 3.10. E. faecium izolatlarinin tasidiklari virulens genotiplerinin dagilimi
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4. TARTISMA

Klinik ve subklinik mastitis vakalarinin teshisi ve kontrolii i¢in hastaliga sebep olan
patojenlerin dogru sekilde izolasyonu ve tanimlanmasi olduk¢a onemlidir. Laboratuvarlarda,
mastitis etkeni bakteriyel patojenlerin izolasyonu ve tanimlanmasi igin, genellikle bu
etkenlerin fenotipik o6zelliklerinin belirlenmesine dayanan biyokimyasal testlerle sonuca
varilmaktadir. Ancak; yalnizca biyokimyasal testlerle etkenin tanimlanmasi, mastitise sebep
olan enterokok gibi bazi bakteri cinsleri agisindan zor oldugu igin, bu sekilde
identifikasyonlar1 gii¢ olan etkenler i¢in molekiiler dogrulama gerektirdigi bildirilmektedir
(Devriese ve ark. 1999, Bensalah ve ark. 2006). Bu ¢alismada, mastitisli sigir siitlerinden
izole edilen E. faecium suslarinin bazi 6nemli virulens genlerinin varligmin molekiiler
yontemler kullanilarak incelenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in ilk asamada mastitisli siitlerden
izole edilen enterokok suslari klasik konvansiyonel yontemlerle bu bakteri cinsi igin selektif
besiyerleri kullanilarak izole edilmis ve bu izolatlarin cins ve tiir diizeyinde dogrulamalar

molekiiler yontemler kullanilarak daha pratik ve giivenilir bir sekilde gergeklestirilmistir.

Mastitise neden olan E. faecium suslarimin identifikasyonlar1 ile ilgili yapilan
calismalarda elde edilen sonuglar farklilik gostermektedir. Yurt disinda yapilan ¢alismalarda
izolasyon oranlar1 ¢ok farkli olmakla birlikte; %6-71 arasinda degistigi goriilmektedir.
Ornegin; izole edilen enterokok suslari icerisinde E. faecium izolasyon oranim1 Watts (1988)
%46,6, Jayarao ve ark. (1991) %6,94, Devriese ve ark. (1999) %6, Tenhagen (2006) %45,2,
Petersson-Wolfe ve ark. (2007b) %71, Nam ve ark. (2009) %37,1, Wolfgang ve ark. (2009)
%22,2 olarak bildirmislerdir. Yurdumuzda bu konu ile ilgili olarak fazla c¢alisma
bulunmamakla birlikte; bu ¢alismalardan birinde Afyon’da E. faecium izolasyon oran1 %18,6
(Kuyucuoglu 2011), Ankara’da ise %81,3 olarak (Cengiz ve ark. 2011) belirtilmistir. Bu
calismada ise %13,5 oraninda E. faecium identifiye edilmistir. Calismalar arasindaki
izolasyon oranmin degiskenlik gdstermesi; izolasyon yapilan bolgelerin farkli olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi kullanilan izolasyon/identifikasyon yontemlerinin de degisik
olmasindan da kaynaklanabilmektedir. Calismamizda 6zellikle enterokoklar i¢in kullanilan
selektif sivi ve kati besiyerleri kullanilarak izolasyon gerceklestirilmis, izole edilen

enterokoklar molekiiler olarak cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlarini yapmak igin de
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bir¢ok calismada oldugu gibi molekiiler yontemler kullanilmistir (Bensalah ve ark. 2006, Nam
ve ark. 2009).

Enterokoklar insan ve hayvan gastrointestinal sisteminin dogal tyesidirler.
Enterokoklarin dogal olarak direng gosterdikleri sefalosporinlerin sik olarak kullanildigi
1970’li yillardan beri hastane infeksiyonu sebepleri arasinda orani giderek artis
gostermektedirler (Berzeg 2005). Antibiyotiklere karsi direng gelisimi, direng genlerini
iceren plazmidlerin veya transpozon kazanilmasiyla ya da mutasyonlarla meydana
gelmektedir. Enterokok tiirlerinin antibiyotik direnciyle alakali konularda yapilan pek ¢ok
sayidaki arastirmaya ragmen, patojenite mekanizmalari ve virulens faktorleri konularinda
yapilan ¢alismalar yetersiz kalmistir (Vergis ve ark. 2002). Yurdumuzda da mastitise sebep
olan E. faecium suslarinin potansiyel virulens faktorlerinin incelendigi bir caligma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, c¢alismamizda enterokoklarin Onemli virulens faktorleri
arasinda yer alan; jelatinaz, enterokokal ylizey proteini ve E. faecium’un adezyonla ilgili
proteininin yoremizdeki mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecium suslar1 arasindaki

varlig1 ve yayginlig1 yine molekiiler yontemler kullanilarak incelenmistir.

Kromozomal gelE geni tarafindan kodlanan jelatinaz enzimi Kkollajen, jelatin,
hemoglobin gibi bir ¢ok kii¢iik peptidleri hidrolize eden ve hayvan modellerinde endoftalmit
ve endokardit olgularini siddetlendiren hiicre dis1 bir ¢inko-endopeptidazdir (Vankerckhoven
ve ark. 2004, Klibi ve ark. 2007, Fisher ve Phillips 2009). Kommensal E. faecium suslariyla
kiyaslama yapildiginda Kklinik E. faecium izolatlarinda gelE pozitifliginin daha sik
saptandigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Waar ve ark. 2002, Creti ve ark. 2004). Ayrica,
sebze kaynakli E. faecium izolatlarinin %45,5’inde, su kaynakli izolatlarin %33,3’unde gelE
geninin bulundugunu, klinik kaynakli izolatlarin ise higbirisinde gelE geni saptanmadigini
gosteren ilging bir bir ¢calisma da bulunmaktadir (Abriouel ve ark. 2008). Giilhan ve ark.
(2005) yapmis olduklar1 calismada hayvansal ve insan orjinli 6rneklerden izole edilen
enterokok suslarinda jelatinaz olusumunu arastirmislar, izolatlarinin %20,5’inin, E. faecium
suslariin ise %14,3’liniin jelatinaz trettigini tespit etmislerdir. Torlak (2013), yaptig1
caligmada ise gida orneklerinden (tavuk, kiyma, ¢ig siit, dondurma, peynir) izole edilen 100
enterokok izolatinin %10’unun jelatinaz irettigini; bu 10 izolatin, 4’iiniin (%13,3) E. faecium
oldugunu bildirmislerdir. Klinik &rneklerden (kan, idrar) ise izole edilen 101 enterokok
izolatin ise 15'1 nde (%14,9) jelatinaz saptanmistir ve bu izolatlarin 4’iinii (%8,9) E. faecium

olarak tanimlanmigtir. Ekstraselliilar jelatinaz1 kodlayan gelE geni sulardan (Lanthier ve ark.
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2010a), gida ve klinik izolatlardan (Eaton ve Gasson 2001, Semedo ve ark. 2003, Creti ve ark.
2004) izole edilen E. faecium suslarinda siklikla bulundugu bildirilmekte; ancak, mastitisli
sigir siitlerinden izole edilen enterokoklarin jelatinaz olusumlar1 hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir (Semedo ve ark. 2003). Bu c¢alismada ise yoremizdeki mastitisli sigir
stitlerinden izole edilen 13 E. faecium suslarinin %30,7’sinde gelE geni varligi tespit

edilmistir.

Kromozomal esp geni tarafindan kodlanan ve hiicre duvari ile iligkili bir protein olan
esp, hiicre yiizeyinde yer alir. Bakteriyi, konagin bagisiklik sisteminden korudugu diisiiniilen
esp, enterokoklarin iiriner sistemde persistansi, kolonizasyonu ve artmis virulensi ile iliskili
bulunmustur (Shankar ve ark. 2002, Upadhyaya ve ark. 2009). Yapilan c¢alismalar
incelendiginde genellikle medikal ya da gida kaynakli izolatlarda bu gen varliginin
incelendigi goriilmektedir. Ornegin; E. faecium Klinik izolatlarinda esp geni pozitifligini
Eaton ve Gasson (2001) %78, Hallgren ve ark. (2009) %71, Baylan ve ark. (2011) %6,5
olarak tespit etmislerdir. Genellikle esp’yi kodlayan genlerin gida kaynakli enterokok
izolatlarina oranla klinik enterokok izolatlarinda daha yiiksek siklikla bulundugu
belirlenmistir (Eaton ve Gasson 2001). Ayn1 zamanda gida kaynakli E. faecium ve E. faecalis
suslarinda da esp geni bulunma siklig1 farklilik géstermektedir. E. faecium suslarinda esp
genine nadiren rastlanirken, E. faecalis suslarinda bu oran daha yiiksektir (Eaton ve Gasson
2001, Franz ve ark. 2001). Bu caligmada ise yoremizdeki mastitisli sigir siitlerinden izole

edilen 13 E. faecium izolatinin %30,7’sinde esp geni varlig1 tespit edilmistir.

efaAfm’nin, enterokoklarin yiizeylere yapigsmasini yani adezyonunu sagladigi
bildirilmekle birlikte; infeksiyon yapma giicti halen kesin olarak bilinmemektedir (Belgacem
ve ark. 2010). Soheili ve ark (2014) yapmis olduklar1 ¢aligmada 79 klinik izolatin, 29 unu E.
faecium olarak tespit etmis ve bu 29 susun hepsinde efaAfm geni saptanmustir. Tuncer ve
Inoglu (2013), peynirde yaptiklari ¢alismada 21 E. faecium izolatinda %75 oraninda efaAfm
pozitif gen tespit etmislerdir. Jiemenez ve ark. siit ornekleri ile yaptiklari ¢alismalarda efaAfm
tespit edememisken, Eaton ve Gasson (2001) ise yaptiklar1 ¢alismalarda efaAfm gen oranini
gidalar da %82 olarak saptarken, klinik izolatlarda %100 olarak tespit etmislerdir. E.
faecium un hiicre duvari adezinlerinden olan ve bakterinin konak hiicrelerine yapismasindan
sorumlu olan virulens geni efaAfm, bu calismamizda mastitisli sigir siit izolatlarnin %

69,2’sinde tespit edilerek en ¢ok belirlenen virulens geni olmustur.
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5. SONUC

Bu calismada Aydin yoresinde mastitislerin etiyolojisinde E. faecium’un onemli

(%13,5) rol oynadigi belirlenmistir.

Mastitis etiyolojisinde 6nem kazanan enterokoklarin daha ileri tekniklerle ve daha
giivenilir bir sekilde identifikasyonlarinin yapilabilmesi, siit sigirciligi ekonomisine de katki
saglayacaktir. Enterokoklarin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlarinin yapilmasinda
spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonunun kullaniminin
fazla sayida izolatin, kisa siirede identifikasyonlarinin yapilabilmesine imkan vermesi sebebi

ile faydali oldugu ve rutin teshiste kullanilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Enterokoklarin virulens faktorleri iizerine yapilacak olan her c¢aligma, bu
mikroorganizmanin patogenezinin daha iyi anlasilmasini saglamaktadir. Bu calismada,
toplamda incelenen 13 E. faecium izolatinin virulens genlerinin incelenmesi sonucunda
sirasiyla 9 (%69,2) susun efaAfm, 4 (%30,7) susun gelE, 4 (%30,7) susun esp genlerini
tasidiklart tespit edildi. Herhangi bir virulens geni tasimayan i¢ (%23,0) izolat
bulunmaktaydi. Toplamda bes virulens genotipi mevcuttu. Bir virulens geni tasiyan 5
(%38,4), iki virulens geni tasiyan 3 (%23,0), ti¢ virulens geni tasiyan 2 (%15,3) izolat
mevcuttu. Calismamiz enterokoklarin insan sagligi i¢in Onemli potansiyel patojenlerden
olmalari nedeniyle incelenen virulens ozelliklerinin insanlardan izole edilen suslarla

karsilastirilmasi agisindan temel bilgi saglama potansiyeli tagimaktadir.

Yurdumuzda veteriner sahada mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecium
suslarinin virulens genlerinin incelendigi bir calisma bulunmamaktadir. Tim hijyenik
uygulamalara ragmen, mastitis probleminin siirmesi, saha izolatlarinin virulens faktorlerinin
incelenmesinin 6nemini gostermektedir ve asilarin da dahil oldugu kontrol programlarinin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu c¢alismadan saglanan bilgilerin kullanilmasi 6zellikle
enterokoklarin neden oldugu mastitis koruma programlarmin diizenlenmesine katki

saglayacaktir.
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OZET

Mastitisli Sigir Siitlerinden Izole Edilen Enterococcus faecium Suslarinda gelE ve esp

Genlerinin Varhigmin Incelenmesi

Bu ¢alismada, mastitisli sigir siit 6rneklerinden izole edilen Enterococcus faecium
suslarmin potansiyel viriilens genlerinden olan jelatinaz (gelE), enterokokal yiizey proteini
(esp) ve adezyonla ilgili protein (EfaAfm)’in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
incelenmesi amaglandi. Caligmada materyal olarak 600 mastitisli sigir siitii kullanild.
Enterokoklarin izolasyonu, klasik konvansiyonel yontemlerle selektif besiyerleri kullanilarak
gercekletirildi. Izolatlarin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlar1 PZR ile yapildi. Doksan alti
Enterococcus sp. izolati igerisinde 13 E. facium (%13,5) belirlendi. Toplam 13 E. faecium
izolatinin virulens genlerinin incelenmesi sonucunda sirasiyla 9 (%69,2) susun efaAfm, 4
(%30,7) susun gelE, 4 (%30,7) susun esp genlerini tasidiklar: tespit edildi. Herhangi bir
virulens geni tasimayan ii¢ (%23,0) izolat bulunmaktaydi. Toplamda bes virulens genotipi
mevcuttu. Sonug¢ olarak bu c¢alisma, mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecium
suslarinin yiiksek patojenite potansiyeline sahip olduklari gosterdi. Bu suslar hayvansal
kaynaklardan insanlara bulasabilir ve bulastiklarinda ise infeksiyon olusturabilirler. E.
faecium ile iliskili diger virulens faktorlerin tanimlanmasi, bu virulens faktérlerinin
antibiyotiklerle iligkilerinin ortaya konmasi konusunda daha genis kapsamli aragtirmalarin

yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: E. faecium, mastitis, gelE, esp, efaAfm
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SUMMARY

Investigation of the Presence of gelE and esp Genes in Enterococcus faecium Strains

Isolated from Mastitic Bovine Milk

In this study, it was aimed to investigate the potential virulence genes gelatinase
(gelE), adhesion-associated protein (EfaAfm) and enterococcal surface protein (esp) of
Enterococcus faecium strains isolated from mastitic bovine milk samples with polymerase
chain reaction (PCR). A total of 600 mastitic bovine milk samples were used as material.
Enterococci isolation were performed with classic methods by using the selective media.
Identifications based on genus and species were also performed with PCR. Only 13 (13,5%)
isolates were determined as E. faecium in 96 Enterococcus sp. It was determined that 9
(69,2%), 4 (30,7%) and 4 (30,7%) isolate carrying efaAfm, gelE, and esp genes, respectively.
There were three (23,0%) isolates have no virulence genes. Totally, there were 5 virulence
genotypes. Finally, it can be said that E. faecium strains isolated from mastitic bovine milk
have high pathogenity and have zoonotic contamination risk and have high infection
capability in humans. It is thought that further studies should be conducted on the definition
of virulence factors related to severity of the infection and expending traits of E. faecium and

their relationships with some kind of antibiotics should also be revealed.

Keywords: E. faecium, mastitis, gelE, esp, efaAfm
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