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ONSOZ

Enterokoklar, insan ve hayvanlar1 infekte etme yeteneginde olan
mikroorganizmalardir. Enterokoklarin diisiik viriilensli olarak bilinmelerine ragmen; pek
cok antibiyotige karsi intrensek direngli olmalari, diger antibiyotiklere de kolaylikla direng
gelistirebilmeleri ve cevreye adaptasyonlarmin iyi olmasi gibi 6zellikleri, onlar1 diger
patojenlerden daha avantajli hale getirmektedir. Normalde sit ineklerinin sindirim sistemi
florasinda bulunan ve mastitislerine sebep olan firsat¢i patojenlerdir. Yapilan ¢alismalarda
mastitislerden yorelere goére ve kullanilan izolasyon yontemlerine gore farkli oranlarda

enterokok izolasyonu gergeklestirilmektedir.

Cevresel bir epidemiyolojiye sahip olan enterokoklar, insanlarda nozokomial
infeksiyonlarda onemli bir problem haline gelmelerine ragmen patogenez ve virulens
faktorleri konusunda bilgiler yetersizdir. Enterokok virulens faktorlerinin incelenmesi
enterokokal infeksiyonlarin patogenezisinin acgiklanmasina katkida bulunmaktadir.
Enterokoklar cok c¢esitli virulens faktorlerinden (jelatinaz, agregasyon madde, yuzey
proteinleri, v.s.) dolay: insan ve evcil hayvanlar1 kolaylikla infekte edebilirler. insandan
insana da bulagsma yetenegi oldugu bilinen hayvansal kdkenli enterokolarmn, 6zellikle st
tirtinleri ile insanlara bulastigi bilinmektedir. En fazla izole edilen ve klinik olarak da en
cok Uzerinde durulan enterokok tlrli Enterococcus faecalis’dir. Su anki bilgilerimize gore
mastitisli sigir siitlerinden izole edilen enterokoklarn virulens genlerinin molekdler
yontemler kullanilarak incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu sebeple,
calismamizda Aydin ilindeki 38 isletmeden temin edilen 600 mastitisli sigir sttiinden izole
edilen 56 E. faecalis izolatinin potansiyel viriilans faktorlerinin (jelatinaz [gelE], adezyonla
ilgili protein [EfaA], cinsiyet hormonlar1 [cpd, cob, ccf], enterokokal yiizey proteini [esp],
sitolizinler [cylM, cyIB, cylA], agregasyon faktori [aggA], hormon salinimini arttiran

yuzey proteini [eep]) molekuler yontemler kullanilarak belirlenmesi amaglanmastir.

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

(VTF 13044 no’lu proje) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

Mastitis, ¢ok farkli nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikan meme bezi infeksiyonudur.
Hastaligin etiyolojisinde bakteriyel etkenler ilk sirayr olusturur. Mastitise neden olan
bakteriyel patojenler kaynagina gore cevresel ve bulasici olarak iki grupta incelenir,
Bulasici patojenleri Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae ve Streptococcus
dysgalactiae; cevresel etkenleri Streptococcus uberis, Escherichia coli ve enterokoklar
olusturur. Enterokoklar, Streptococcocea ailesi icerisinde yer alan Gram pozitif kok
seklinde goriilen, katalaz negatif Ozellik gosteren, yuksek tuz ve pH dizeylerinde
ureyebilen etkenlerdir (Hardie ve ark. 1997, Franzetti ve ark. 2004).

Enterokoklar genis bir konak¢i dagilimina sahiptirler. Hayvanlarin sindirim
sisteminde yerlesik dogal flora bakterisi olan bu etkenler, 6zellikle sagim hijyenine
dikkat edilmedigi ve altlik temizliginin diizenli yapilmadigr durumlarda memeleri
kolaylikla infekte ederek mastitise neden olmaktadirlar. Meme basindan giren
enterokoklar meme kanali boyunca yerlesip kolonize olurlar ve meme bezinde
enfeksiyona iliskin klinik bulgular meydana getirirler. Enterokok etkenleri tek baslarina
mastitis olusturabilmelerine ragmen mastitis olgularindan genellikle streptokokkal
etkenlerle birlikte izole edilmektedirler (Smith ve Hogan 2003). Yapilan g¢alismalarda
mastitislerden % 6 ve % 42 oranlar1 arasinda enterokok izolasyonunun ger¢eklestirildigi
bildirilmistir. Cevresel bir epidemiyolojiye sahip olan enterokoklar, insanlarda
nozokomiyal infeksiyonlarda onemli bir problem haline gelmelerine ragmen

epidemiyolojileri konusunda bilgiler yetersizdir (Petersson-Wolfe ve ark. 2007).

Enterokok suslarinin sahip olduklar1 virulens faktorleri, antibiyotik direngliligi ve
genetik heterojenitesi tzerine yapilan ¢alismalarda, suslar arasinda konakg1 orijinine gore
farkliliklarin oldugu, virulens 6zellikleri ve direng mekanizmasi yoniinden pek ¢ok farkl
mekanizma kazandiklar1 belirlenmistir (Petersson-Wolfe ve ark. 2007). Normal
gastrointestinal sistem bakteriyel florasinin pargast olan enterokoklar insanlarda
nosokomial bakteriyemi, peritonitis, endokarditis, 0riner sistem ve yumusak doku

infeksiyonlarina neden olurlarken; hayvanlarda sporadik infeksiyonlar olusturular.

1



Bunlardan en 6nemlileri kahverengi yumurtacilarda goriillen Enterococcus faecalis’in
neden oldugu amiloid artropati ve sigirlarda subklinik mastitis (Diker ve ark. 2011), kedi
ve kopeklerde otitis eksterna, Uriner sistem infeksiyonlaridir. E. durans, E. hirae ve E.
villorum tirleri kopek, kedi, tay ve buzagilarda ishale yol actigi, E. hirae’nin bir kedide
enteropatiye, karaciger safra kanali ve pankreatik kanalinda supuratif yangiya neden
oldugu bildirilmistir (Moellering 2000).

1. 1. Tarihge

Enterokoklar ¢ok uzun yillardan beri tanimlanan bakterilerdir ve 1980’li yillara
kadar Streptococcus cinsi iginde degerlendirilmislerdir. Streptokok cinsi iginde
enterokoklar,  fekal streptokoklar = grubunda incelenmisler ve  Lancefield
gruplandirmasinda ¢ogu tiir D grubunda yer almistir. Enterococcus izolasyonu ilk olarak
1899 yilinda Fransiz mikrobiyolog Thiercelin tarafindan yapilmis, 1906 yilinda, izolatin
adi Andrewes ve Horder tarafindan Streptococcus faecalis (S. faecalis) olarak
degistirilmistir. Lancefield’in 1933 yilinda yaptig1 serolojik tiplendirme sistemine gore
Enterococci grup D’ye karsi presipitasyon reaksiyonu vermislerdir. 1937 yilinda ise
Streptococcus’lar, 4 gruba ayrilmis ve terim olarak Enterococcus, fekal Streptococcus ve
grup D Streptococcus es anlamda kullanilmistir. S. faecalis ve Streptecoccus faecium’un
Streptococcus genusundan degisik bir genetik yapiya sahip olmalar1 nedeniyle farkli bir
genusa alinmalarini ilk olarak 1970 yilinda Kalina 6nermistir (Kalina 1970). 1984 yilinda
ise bu Streptococcus turleri Schleifer ve Kilpper-Balnz tarafindan Enterococcus cinsi
olarak ayrilmistir (Gunter 2003, Konrad ve ark. 2003).

Bakteri sistematiginde molekiiler tekniklerin kullanilmasini takiben enterokoklar,
Enterococcus cinsinde degerlendirilmisler ve tiir isimleri korunarak isimlendirilmislerdir
(Diker ve ark. 2011) ve 16S rRNA siralarinin analizi ve hiicre duvar yapilarinin
incelenmesi yontemleri ile yapilan siniflandirma g¢alismalar1 sonucu asagidaki tiirler

belirlenmistir (Franz ve ark. 2003).
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Resim 1. 1. 16S rRNA dizi analizi ile ortaya konulan Enterococcus tirleri

1. 2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal sistemlerinde,
ayrica boceklerde, bitkilerde diski ile kirlenmis toprak, su ve yiyeceklerde de bulunur. Bu
sebeple icme ve kullanma sularindaki fekal kontaminasyonun gosterilmesi i¢in indikator
mikroorganizma olarak kullanilirlar. Enterokoklar dogal florada bulunabildikleri gibi
(vajina, deri, oral kavite ve dental plaklarda, v.s.) laktik asit lretmelerinden dolay1 peynir
yapiminda baglatic1 olarak da kullanilir ve peynirlerden ve et iiriinleri ve diger

yiyeceklerden izole edilebilirler (Facklam ve Teixeria 1998).

1. 2. 1. Gorunum ve boyanma 0Ozellikleri

Enterokoklar tek tek veya cift olarak kisa zincirler halinde bulunan Gram pozitif
yaklasik 1 um ¢apinda koklardir Enterokok tiirlerinin ¢ogu hareketsiz olmalarina karsin,
E. casseliflavus, E. flavescens ve E. gallinarum tirleri hareketlidir. Morfolojik olarak

streptokoklardan ayrilmalar1 zordur.
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Resim. 1. 2. Enterokoklarin Gram boyama goriintiileri

1. 2. 2. Ureme ve Fizyolojik Ozellikler

Enterokoklar fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir. Optimal iireme 1silar1 35°C
(10-45°C) optimal iireme pH’larida 7.2 +£0.2 dir. Koyun kanli besiyerinde 24 saatlik
inklibasyon periyodu sonunda, 1-2 mm ¢apta, streptokoklardan daha biiyiik, kabarik, gri
beyaz renkli S tipi koloniler olustururlar. E. faecalis’lerin 1/3’1 tavsan, insan ve at kani
iceren agarda P-hemoliz olusturabilir ancak koyun kanli agarda hemoliz yapmazlar
(Facklam ve ark. 1998). Ancak bazi E. durans tiirleri biitiin kanli agarlarda B-hemoliz
olustururlar. Diger tiirlerin tamami genellikle o-hemolitik veya nonhemolitiktir. o-
hemolitik goriinen suslar gergekte peroksit lireten nonhemolitik suslardir. Besiyerindeki
yesil renk a-toksin liretimi ile degil, eritrositlerde peroksitin etkisi ile olugmaktadir. E.
casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii, E. pallens ve E. sulfureus kanli agarda sar1 pigment
Olusturur. Yiiksek 1sinin yan1 sira yiksek oranda tuz ve safra tuzlarini télere ederler ve %
6.5 NaCl ile % 40 safra tuzu varliginda iiremeye devam ederler. Eskulini hidrolize eder,
Bile-Esculine (BE) agarda rahatlikla iirerler. E. cecorum, E. columbae, E. pallens ve E.
saccharolyticus hari¢ pek ¢ok enterokok tiirti, pyrolidonyl arylamidase (PYRase) Ureterek
pyrolidonyl-b-naftilamide (PYR)’i hidrolize ederler. Biitiin suslarda leucine
aminopeptidase (LAPase) aktivitesi goriilir ve leucine B-naphthylamide’i hidrolize
ederler. Gram negatif bakterileri de iceren karisik orneklerden izole edilmeleri igin
selektif besiyeri olarak azid iceren safra-eskulinazid agar veya Enterococosel agar,
Columbia-Kolistin-Nalidiksik asit agar (CNA) veya fenil etil alkol agar (PEA)
kullanilabilir (Akan 2004, Koneman ve ark. 2005).



Enterokoklarin karbon metabolizmasi, solunum, iyon transportu, pirimidin, Stres
cevaplari, folat ve reaktif oksijen tiirleri metabolizmalar1 dikkat ¢ekicidir. Enterokoklarin
bazal metabolik faaliyetleri igin, B1, B6 ve B12 vitaminlerine, nukleik asit bazlar1 ve bir
karbon kaynagina ihtiyaglar1 vardir. E. faecalis’in ¢ogalmasi i¢in histidin, izoldsin,
metionin ve triptofan gerekli iken, diger bazi tiirler arginin, glutamat, glisin, 16sin ve
valin’e ihtiyac duyarlar (Facklam ve ark. 1998, Murray ve ark. 1993). Enterokoklar hem
respiratuvar tip hem de fermentatif tipte metabolizmaya sahiptir. Enterokoklar porfirin
prekirsorleri sentezleyemez ve bu ylzden sitokrom enzimleri eksprese olmaz ve katalaz
negatiftir (Frankenberg ve ark. 2002). Baz1 E. faecalis’ler kanli besiyerinde iiretildiginde
sitokrom aktivitesi gosterebilir ve zayif olarak katalaz pozitifligine yol agabilir (Svec ve

ark. 2001).

1. 2. 3. Hiicre duvari yapisi ve antijenik 6zellikleri

Enterokoklarin hiicre duvarinin ii¢ bileseni peptidoglikan, teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Hiicre duvarinin % 40’1 peptidoglikandan olusur, geri kalan kisim ise
ramnoz iceren polisakkarit ve ribitol iceren teikoik asittir. Peptidoglikan polimerleri
glikan zincirler ve bunlara baglanmis kisa peptitler L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-
Ala’dan olusur. Komsu peptitler, pentapeptid yan zincirler ile c¢apraz baglanirlar.
Peptidoglikan dis1 yardimci polimerlerin yapisal bilesimi kesin olarak bilinmemektedir

(Facklam ve Teixeria 1998).

Lancefield’in serolojik tiplendirmesinde; streptokoklarin ¢ogunun, baskin olan
hiicre duvar1 karbonhidratlarina gére siniflanmasina karsin, enterokoklarin yer aldigir “D”
grubunda serolojik tiplendirme lipoteikoik asitlerin (LTA) antijenik 6zelliklerine goére
yapilir. Gruba 6zelligini veren “D” antijeni, gliserol iinitelerine baglanmis yiiksek oranda
glukoz igeren poligliserolfosfatin teikoik asit polimeridir. LTA in lipit kism1 1-kojibiosyl
digliseriddir. Bu glikolipit membranin bir pargasi olarak bulunur. Streptokokal grup-D
antijenleri enterokok turleri ile Streptococcus bovis kompleks, Leuconostoc, Pediococcus

ve Vagococcus’larda bulunmaktadir (Fisher ve Phillips 2009).



1. 2. 4. Simiflama ve identifikasyon

Enterococcus cinsinin kabuliinden sonra, streptokoklardan ayrilan enterokoklar
icerisine E. faecalis ve E. faecium tiirleri dahil edilmisken, giinimiizde enterococcus
cinsinde en az 34 farkl tiir tammlanmistir (E. aquimarinus, E. faecalis, E. pallens,
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. sulfureu, E.
columbae, E. malodoratus, E. termitis, E. devriesei, E. moraviensis, E.
thailandicus, E. dispar E. mundtii, E. villorum, E. durans). Fenotipik farkliliklarin
yani sira 16SrRNA gen dizi analizi yontemi ile yapilan katalaz negatif Gram pozitif kok
cinslerinin filogenetik analizi sonuglarina goére de, enterokoklar, streptokoklar ve
laktokoklar’dan ¢ok Vagococcus, Tetragenococcus ve Carnobacterium cinsleri ile daha
yakin iliskili bulunmustur. Onceleri, katalaz negatif, Gram pozitif koklardan; BE
besiyerinde reyebilen, PYR ve LAP testi pozitif olan, % 6.5 NaCl’ii ve 45°C’yi tolere
eden suslar enterokok olarak tanimlanmistir. Enterokoklar bu simmiflandirma ile,
kendilerine ¢ok benzerlik gosteren Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Vagococcus’dan sadece BE reaksiyonu ve % 6.5 NaCl iceren besiyerinde Ureme
yetenekleri ile ayirt edilebilmis, ancak siklikla hatali sonuglar alinarak siniflandirmada

yanligslhiklar yapilmistir (Facklam ve Teixeria 1998, Fisher ve Phillips 2009).

Cizelge 1. 1. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Kingdom Bacteria
Division Firmicutes

Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus

Enterokoklar mannitol, sorbitol, sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit
olusturmalarina ve arginini hidrolize etmelerine gore bes gruba ayrilirlar.
Grup 1: E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E. saccharolyticus, E.
pallens, E. gilvus’dan olusur. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve sorboz sivi besiyerinde asit

olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.



Grup 2: E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. haemoperoxidus, E.mundtii ve E.
gallinorum’dan olusur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize ederler, mannitolli sivi
besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii s1vi besiyerinde
degisken reaksiyon verirler.

Grup 3: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E. faecalis ile E.
faecium’un mannitol negatif varyantlar: bu grubu olusturur. Bu gruptaki tiirler D antijeni
icermez, arginini hidrolize ederler, fakat mannitol, sorboz ve sorbitol igeren sivi
besiyerlerinin hicbirisinde asit olusturmazlar.

Grup 4: E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum bu grupta bulunmaktadir.
Bu gruptaki tiirler mannitol ve sorboz igeren sivi besiyerlerinde asit olusturmaz ve
arginini hidrolize etmezler. Sorbitol iceren sivi besiyerinde ise E. cecorum asit
olustururken, E. sulfureus asit olusturmaz.

Grup 5: E. columbae, E. canis, E. moraviensis bu grupta bulunur. Bu gruptaki turler
arginini hidrolize etmezler, mannitollii s1vi besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit
olusturmazlar ve sorbitollii sivi besiyerinde degisken reaksiyon verirler (Facklam 1998).
Fenotipik 0Ozelliklerine gore enterokok tiirlerinin siniflamas1  Cizelge 1 .2.°de,
enterokoklarin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler Resim 1. 3.’de

verilmistir (Konaman ve ark. 2005).

Cizelge 1. 2. Fenotipik 6zelliklerine gore enterokok tiirlerinin siniflamasi

Grup | Grup 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

* Ayni trler farkl

Ozelliklerine gore

farkl gruplara

dahil edilmistir.
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Resim 1. 3. Enterokok identifikasyon semasi

1. 2. 5. Genetik bilgi transferi

E. faecalis ve E. faecium suslarinda, virulens genleri veya ila¢ direnci ile ilgili
genetik bilgi transferinde rol oynayan, ¢ok sayida plazmid, transpozon, patojenite adasi,
integre plazmid geni ve faj bolgesi ile oldukga fazla sayida insersiyon dizileri, plazmid ve
transpozon bulunmustur. Enterokoklarda Rolling Circle Replicating plazmid (RCR),
Inc18 plazmid ve feromon ilgili plazmid olmak iizere {i¢ sinif plazmid tanimlanmistir.

RCR ve Incl18 plazmidleri pek ¢ok cinste replike olabilirken, feromon ilgili plazmid
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replikasyonu sadece enterokoklarla 0Ozellikle de E. faecalis ile smirlidir. Plazmidi
bulunmayan alic1 suslar ekstraseliiler feromon sentezleyerek, verici hiicre dis ylizeyinde
agregasyon faktor denilen protein6z maddenin olusumunu saglar. AF alici hiicrenin
ylizeyine baglanir ve alici ile verici hiicrenin yakinlagsmasi sonucu plazmid degisimi
olusur. Feromon ile indiiklenmis transfer, plazmid geg¢isini 10° - 10° kat arttir.
Enterokoklar ayrica konjugatif transpozonlar ile de genetik bilgi degisimi yapabilir.
Bunun icin hiicre-hiicre temasi1 gereklidir. Transpozonlar siklikla tetrasiklin, eritromisin,
gentamisin, kanamisin ve diger aminoglikozidler gibi antimikrobiyal ilaglara direng
genleri tasirlar. Transpozonlar c¢ok genis bir konak spektrumuna sahip olup
enterokoklarin yani sira streptokoklar, laktokoklar ve diger Gram pozitif bakterilerde de
bulunurlar. Konjugasyon ile ilgili belirli molekdller, infeksiyon sirasinda immun
modiilatér rol oynayabildiginden patojeniteye katkida bulunurlar (Facklam ve Teixeria
1998, Tendolkar ve ark. 2003).

1. 3. Virulens Faktorleri

Enterokoklar, diisiik virulensli bakterilerdir. Pek ¢ok antibiyotige karsi intrensek
olarak direncli olmalari, diger antibiyotiklere de kolaylikla diren¢ gelistirebilmeleri ve
cevreye adaptasyonlarinin iyi olmasi nedenleri ile diger patojenlerden daha avantajli hale
gelmektedirler. Mikroorganizmanin antibiyotik direnci ve virulensle ilgili yeni genetik
materyal kazanabilme 0zelligi onu daha virulan yapar ve konakta farkli bdlgelere
kolonizasyonuna alisilmigin disinda infeksiyon olusturmasina yardim eder. Ancak kolay
genetik bilgi transferi, mikroorganizmanin virulensindan sorumlu tek faktor degildir.
Yapilan ¢ok sayidaki calisma ile mikroorganizmaya ait farkli virulens faktorleri

bulunmustur (Upadhyaya ve ark. 2009).

Mikroorganizmanin virulensi genomda bulunan patojenite adalar1 (PI) denilen
ozel bolgelerde ve plazmidlerde kodlanan virulens genleri ile diizenlenir. Enterokoklarin
patojenite adalar1 ilk kez 1980 yilinda nozokomiyal salgina yol agan ¢oklu ila¢ direnci E.
faecalis’te tanimlanmistir. G+C oranm1 % 32.2, biiyiikligii de 150 kb civarinda olan bu PI;
enterokokal ylzey proteini (esp), agregasyon (kumelenme) faktér (aggA) ve sitolizin
(cyl) gibi virulens genlerinin yani sira 129 ORF (transpozazlar, transkripsiyonel
regiilatorler ve proteinleri kodlayan genlerin yer aldigi gen bolgesi) bolgesine sahiptir

(Tendolkar ve ark. 2003, Upadhyaya ve ark. 2009,). Bu PI’1n bulunmasindan iki yil sonra
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E. faecium suslarinda E. faecalis’dekinden farkli olan bir Pl varligi bulunmustur. E.
faecium klinik izolatlarinda “esp” geninin goriilmesi bu tiirdeki patojenite adasi i¢in bir
indikator olarak kabul edilmistir (Leavis ve ark. 2004). Farkli VRE suslarindaki Pl
dizilerinin karsilastirilmasi sonucu; yiiksek derecede dizi benzerlikleri oldugu ve spesifik
gen bolgelerin degisen siklikta delesyona ugradiklar1 goriilerek, bu mikroorganizmalarin
virulens diizenleme yetenegi kazandiklari gosterilmistir. Ayrica Pl larda fonksiyonu
henuz bilinemeyen 18 ORF bolgesi kodlanmaktadir. Kommensal enterokoklarin
Pl’lerinde bu ORF bolgeleri gosterilememis, bu sebeple de, bunlarin enterokoklarin
hastane ortaminda yasamasina veya hastalik gec¢isine veya patogeneze katkida
bulunduklar1 disiinilmiistir (Upadhyaya ve ark. 2009). Enterokok infeksiyonlarinin
patogenezinde etkili olan ve molekuler olarak da belirlenebilen virulens faktorleri
tanimlanmistir. Bunlar arasinda en 6nemlileri asagidaki gibi siralanabilmektedir:

1. Jelatinaz (gelE) (Su ve ark. 1991),

2. Adezyonla ilgili protein EfaA (E. faecalis endocarditis antijen A) (Lowe ve ark.
1995)

3. Cinsiyet hormonlar1 (cpd, cob, ccf) (Ember ve ark. 1989, Clewell ve ark. 2000),

4. Enterokokal ylzey proteini (esp) (Shankar ve ark. 1999),

5. Agregasyon faktoru (aggA) (Galli ve ark. 1990),

6. Sitolizinler (cylM, cylB, cylA) (Ike ve ark. 1990, Gilmore ve ark. 1994),

7. Hormon salinimini arttiran yiizey proteini (eep) (An ve ark., 1999, Bittencourt

de Marques ve ark. 2004) olarak siralanabilir.

Cizelge 1. 3. Enterokok 6nemli virulens genleri ve virulensde genin roli

Gen (ler) Virulensde genin roll
gelE Hemoglobin ve diger biyoaktif bilesenleri pargalayan proteaz.
efaAfs; efaAfm | Sirasi ile E. faecalis ve E. faecium suslar tarafindan serumda sentezlenen hiicre duvar adezinleri.

cpd, cob, ccf Cinsiyet hormonlari, Suslar arasinda plazmid DNA’sinin konjugatif transferini kolaylastiran ve
organizma tarafindan salinan kii¢iik peptitler.

esp Bakterinin konak immun sistemden kagmasini kolaylastiran hiicre duvart ile ilgili protein, patojenite

adasinda sitolizin genleri ile birlikte bulunabilir.

aggA Hiicreye tutunma ve konjugasyon, dkaryot hiicre ylizeyine tutnmay1 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 E. faecalis membran proteini.
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1. 3. 1. Jelatinaz

E. faecalis igin salgilanabilen iki proteaz tanimlanmistir, bunlar: jelatinaz ve serin
proteazlardir. E. faecalis’ten saflastirilan jelatinaz, ¢inko ihtiva eden ekstraselliiler bir
metalloproteinazdir. Fakat, bu E. faecalis metalloproteinazlari insan endotelyumunu
(vazoaktif bir peptid) inaktive etmesi sebebiyle “kokkolizin” olarak tekrar
isimlendirmistir. Yine de jelatinaz pekgok calismada daha sik kullanilan bir terimdir
(Portenier ve ark. 2003). Jelatin, kollajen, fibrinojen, kazein, hemoglobin, insiilin, baz1 E.
faecalis cinsiyet hormonlar ile iliskili peptitler ve diger biyoaktif peptitleri hidrolize
edebilir (Makinen ve ark. 1989). Jelatinaz Ureten E. faecalis suslarinin akut toksik
etkilerinin daha fazla oldugu ve hayvan modellerinde endokardit olusumuna katkida
bulundugu; jelatinaz Gretiminin inhibisyonunun doku kultirinde kemik rezorbsiyonunu
azalttig1 da gosterilmistir. Ayrica inflamatuar hiicreler, epitelyal hiicreler, fibroblast ve
osteoklast gibi memeli hiicreleri tarafindan da {iretilen jelatinaz, ekstra seliiler matriksi
degrade etmektedir (Kayaoglu ve Orstavik 2004). Yapilan bir ¢alismada; E. faecium ve
E. avium izolatinin jelatinaz iiretmedigi ancak E. faecalis hastane izolatlarinin % 45’inin
jelatinaz Urettigi rapor edilmistir (Portenier ve ark. 2003). Farkli klinik materyalden izole
edilen E. faecalis suslarinda jelatinaz iretim oranlarinin farkli oldugu gosterilmistir.
Genel olarak tiim izolatlarin yaklasik olarak % 45-68 inde jelatinaz Gretiminden sorumlu
olan “fsr’geni gosterilmisken; bir ¢alismada bu gen, endokardit izolatlarinin % 100’inde,
gaita izolatlarinin ise % 53 {inde tespit edilmistir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).
Gidalardaki E. faecalis suslarinda da jelatinaz tiretimi yiiksektir. Caligsmalarda genotipte
jelatinaz geninin bulunmasina karsilik fenotipte bu 6zelligi gostermeyen bazi suslarin
oldugu belirlenmistir (Ozmen ve Temiz 2011). Hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar
jelatinaz Ureten E. faecalis susunun, yetersiz jelatinaz iiretimi olan izogenik sus ile
kiyaslandiginda artan letal etkisini gostermektedir. E. faecalis’in insan klinik izolatlar1
ile yapilan epidemiyolojik ¢alismalarinda jelatinaz iretimi, izolatlarin % 45-68’inde
tespit edilmistir ve jelatinaz aktivitesinin klinik izolatlarda, saglikli bireylerin fekal

izolatlarindan daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).

1. 3. 2. Enterococcus faecalis antijen A (efaA) Proteini

[lk olarak endokarditlerden izole edilen E. faecalis suslarinda tanimlanan efaA

proteini, efaA geninde kodlanir. efaA’nin aminoasit dizisi, streptokokal adhesinler olarak
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bilinen proteinlerle % 55-60 homoloji gostermektedir. efaA, mangan transport sistemi
icin gerekli protein reseptoriidiir. Mikroorganizmanin yasamasi ve ¢ogalmasi i¢in mangan
gerekir ve efaA mangandan fakir ortamda fazla miktarda eksprese edilir. efaA,
endokarditler de adhesin olarak fonksiyon gordiigli, ancak biitiin klinik orneklerden,
hastane ortamindan, siit, peynir ve et gibi gida izolatlarindan izole edilen E. faecalis

suslarinda da efaA’nin bulundugu gosterilmistir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).

1. 3. 3. Cinsiyet Hormonlari

Cinsiyet hormonlari, kKromozomda kodlanan, 7-8 amino asit uzunlugunda kiigiik,
hidrofobik peptitlerdir. E. faecalis’te sinyal peptitleri olarak fonksiyon gorirler. E.
faecalis’te belirli konjugatif plazmidlerin transferi seks feromon sistemi ile birka¢ kat
arttirtlir. Alict bir sus besiyerine plazmidle uyumlu ancak onunla tasinmayan seks
feromonlar1 sekrete eder, cevap olarak verici sus agregasyon faktor sekrete eder. Boylece
alic1 ve verici hiicre arasinda siki temas saglanir ve konjugatif plazmidin gegisini
kolaylastirir. Antibiyotik direnci ve sitolizin gibi virulens faktorleri seks feromon sistemi
ile E. faecalis suslar1 arasinda yayilabilir. Baz1 E. faecalis seks feromonlar1 ve bunlarin
inhibitér peptitleri, insan ve rat notrofilleri i¢cin kemotaktiktir, stper oksit Uretimini ve
lizozomal enzim sekresyonunu indiikler ve doku hasari olusturur (Kayaoglu ve Orstavik
2004).

aggregation
substance

transfer_of plasmid

Resim 1. 4. Seks feromon sistemi transfer mekanizmasi

1. 3. 4. Enterokokal YUzey Proteini (esp)

Yiiksek molekiiler agirliga sahip esp, 153 kb biyiikligiindeki bir patojenite

adasinda yer alan esp geninde kodlanir ve konjugasyonla enterokok izolatlar1 arasinda
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aktarilabilir. esp, salgina yol acan E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda bulundugundan,
epidemik suglar1 gosteren bir marker oldugu disiiniilmektedir (Coque ve ark. 2005,
Oancea ve ark. 2004).

esp, bakteriyemi ve endokardit ile iliskili suslarda yiliksek oranda bulunurken,
gaita kokenli izolatlarinda nadiren bulunur. Esp’nin karboksi-terminal ucu ile, Uriner
sistem enfeksiyonlarinda musin veya uroplakin gibi mesane duvar1 komponentlerine
baglanarak, bir kolonizasyon faktor gibi E. faecalis’in mesane epiteline yapismasini
sagladigi, persistense katkida bulundugu ve biyofilm olusumuna sebep oldugu

gosterilmistir (Tendolkar ve ark. 2003, Upadyaya ve ark. 2009).

esp, ilk olarak virulensi yiksek gentamisin direncli bakteri olan E. faecalis
izolatindan belirlenmistir. Bu protein Resim 1. 5.’de gosterildigi gibi biiyiikk ol¢iide
korunan tekrarlanan bloklar1 igeren karakteristik yapisal 6zelliklere sahiptir. E. faecalis
susunun esp’i, 1873 aminoasitten olusur. Cekirdek bolgesinin yaklasik % 50°si
proteinden olusmustur ve ardisik tekrarlayan farkli birimlerden olusan benzersiz bir

yapiya sahiptir (Tendolkar ve ark. 2003).

a4 az 458 37 B6 &0 &8

Esp

ESP(m)

Resim 1. 5. E. faecalis (esp) ve E. facium (Espm)’un esp yiizey proteini ile S. aureus’un
biyofilm iligkili proteini (Bap) arasindaki benzerliklerin sematik goriiniimii. Her bir etki ya da tekrarlama
birimi i¢indeki aminoasit kalintilari, bitisik numaralar ile gdsterilmistir. Benzerlik alanlart noktali
cizgilerle gosterilmistir ve yiizde benzerlik degerlerini kapsamaktadir (Tendolkar ve ark. 2003).

Karboksi ucu hiicre duvarina tutunmayi saglarken, i¢ kisim molekiile uzayip
kisalabilme yetenegi kazandirir. Bu proteinin, bakterinin immiin sisteminden ka¢masini
kolaylastirdig1 sanilmaktadir. E. faecalis’de infeksiyona neden olan esp proteini yine bu
esp geni tarafindan kodlanmaktadir ve bu genin daha az patojen olan suslarda

bulunmadigi da gosterilmistir (Gultekin 2004).
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1. 3. 5. Agregasyon Faktoru

E. faecalis ve E. faecium’da bulunur. Agregasyon faktorii, donor ve alici bakteri
arasinda etkin temasin saglanmasina aracilik eden ve plazmid aligverisini kolaylastiran,
feromon-duyarli, plazmid-kodlu bakteriyel ylizey proteinidir (Trotter ve Dunny 1990).
Feromonlarla sentezi ve salinimi indiiklenen bir adezindir. Alict ve verici hiicrelerin
birlesmesini saglayarak plazmid transferini kolaylastirir. Arg-Gly-Asp motifleri
tizerinden etki ederek renal tiibiiler hiicrelere baglanmay1 gii¢clendirir (Moellering 2000).
Plazmid transferini kolaylastirmasi neticesinde, antibiyotik direncliligi gibi genetik
materyaller E. faecalis turleri ve diger tiirler arasinda transfer edilebilmektedir (Portenier
ve ark. 2003). Ayn1 zamanda bakterilerin agregasyonunu da saglayarak virulense katkida
bulunmaktadir (Giiltekin 2004). AF’ye sahip olan enterokoklar, kompleman reseptori
yoluyla nétrofillere opsonizasyondan bagimsiz olarak baglanirlar. Bu tiir baglanma
notrofiller tarafindan bakterinin oOldiiriilmesini  engeller. Makrofajlar tarafindan
fagositozda ise, reaktif oksijen tirleri Uretimi ile oksidatif patlama inhibe edilerek,
fagositik yikima karsi direng gosterilir. Diger taraftan AF iceren suslarla indiiklenmis
I6kositlerde hem ekstraseluler siiperoksit Gretimi hem de fagozomal oksidan tretimi daha
fazla olmaktadir. Bu oksidatif patlama infeksiyonu simirlandirmanin yani sira
enterokoklarla olusan doku hasarina katkida bulunmaktadir. Ayrica siiper antijen
aktivitesine sahip olan AF’nin T hicre proliferasyonunu, prolifere T hiicrelerden TNF-
ve IFN-y ve makrofajlardan da TNF-a salinimini indiikledigi gosterilmistir (Kayaoglu ve
Orstavik 2004, Upadhyaya ve ark. 2009). AF, E. faecalis’in feromon- indiklenebilen
ylizey proteininin, kiiltiire edilen renal tiibiiler hiicrelerine in vitro yapismasina aracilik
ettigi gosterilmistir (Wells ve ark. 2000). In-vivo olarak agresyon faktori bir dizi
mekanizma yoluyla enterokokal infeksiyonlarin patojenezine katkida bulunabilir (Mundy
ve ark. 2000). Bakterinin kollajen tipl gibi ekstraseliler matriks proteinlerine
baglanmasii saglar. Ozellikle kateter infeksiyonlarin da E. faecium’a gore daha sik

gorllen E. faecalis’lere katetere tutunma yetenegi saglamaktadir (Devriese ve ark 2006).

Agregasyon maddesi Ozetle 4 sekilde E. faecalis’in virulensine Kkatki
saglamaktadir:
*Plazmid tarafindan kodlanan virulens faktdrlerinin dagilimini saglamaktadir

(tiirler arasinda enterokokkal sitozilin ve antibiyotik determinantlar1 gibi).
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*Enterokoklarin bobrek ve bagirsak epitelyum hiicrelerine baglanmasini ve bu
ylzeylerde kolonizasyonunu kolaylastirmaktadir. Bunun sonucunda endokardit ve riner
sistem infeksiyonlarina yol agmaktadir.

*Ayrica bakterinin polimorfoniiklear (PMN) lenfositlerin fagositozuna karsi da
korunmasini saglamaktadir, fakat bu durum mikrobiyal 6liimle sonuglanmamaktadir.

* Agregasyon maddesinin ve sitolizinin, sitolizin regilasyonunu dizenleyen
“quorum sensing” mekanizmasini aktiflestirerek virulensi arttiran sinerjistik bir igleve
sahip olduklarin1 gosterilmistir (Chow ve ark. 1993). Bu da doku hasart ile

sonug¢lanmaktadir (Portenier ve ark 2003).

E. faecalis patogenezinde AF’niin roliine iliskin hayvanlarla yapilan ¢aligmalarda
farkli sonuglar elde edilmistir. Tavsanlarla yapilan calismalarda AF endokarditi
arttirmistir ancak rat endokardit 6rneginde durum bodyle olmamistir ve AF tavsan
endoftalmi hastaliginin siddetini etkilememistir. Tiim memeli dokularinin ekstraselliiler
matriksi glikoproteinlerden (kollajen, laminin, fibronektin gibi) olusur ve proteoglikanlar
mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyon ve infeksiyonun baslatilmasi i¢in
kullanilabilir. Bakterinin kollajene baglanma yeteneginin endokardit patogenezinde
onemli bir rol oynadigir gosterilmistir. Yapilan epidemiyolojik caligmalarda, AF’niin
klinik izolatlardan siklikla tespit edilmesi ancak saglikli bireylerin fekal izolatlarinda
nadiren bulunmasi, insan enterokokal infeksiyonlarinda AF’iin olasi roliini akla

getirmektedir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).

1. 3.6. Sitolizin

E. faecalis ve E. faecium’un bazi suslar tarafindan iretilen sitolizin (hemolizin),
eritrositler i¢cin hemolizin aktivitesi gosterir. Bazi Okaryotik hiicreler icin toksiktir.
Okaryotik ve prokaryotik hiicreleri lize eden E. faecalis sitolizini genellikle plazmid
kodludur ve hayvanlarda E. faecalis’in virulensini arttirir (Jett ve ark 1995). Insan, at ve
tavsan eritrositlerine kars1t litik aktivite gosteren bu protein, eritrositler disinda,
polimorfonukleer I6kosit (PMNL)’ler, makrofajlar ve Gram pozitif organizmalar igin de
litik aktivite gosterir. Buna karsilik toksinin koyun eritrositleri ve Gram negatif
bakterilere kars1 inaktif oldugu gosterilmistir. Sitolizin’in ayni1 zamanda bir bakteriosin
oldugu ve litik aktiviteye ek olarak biitiin Gram pozitif organizmalar i¢in bakterisidal etki

gosterdigi tespit edilmistir (Upadhyaya ve ark 2009).
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Resim 1. 6. Baz1 E. faecalis (ortada buyik koloni) suslar1 diger bakterilerin iiremesini inhibe eden
veya Oldiiren maddeler salgilarlar.

Sitolizin operonu, E. faecalis’in patojenite adasinin esp genine ¢ok yakin bir
bileseni olarak saptanmistir (Shankar ve ark. 2002). Sitolizin operonu cylR1, cylR2,
cylLL, cylLS, cylM, cyIB, cylA, ve cyll olarak tanimlanan sekiz gen igerir. Aktif sitolizin
subunitleri olan cylLL ve cylLS ribozomda sentezlenip posttranslasyonel modifikasyona
ugrar ve sonra ektraselliiler ortama sekrete edilerek aktive olur. cylR1 ve cylR2 iki ayri

regiilator gendir ve sitolizin yapisal genlerinin transkripsiyonunu baskilarlar (Kayaoglu
ve Orstavik 2004).

Enterokokal virulense katkis1 oldugu bilinen sitolizin sentezinin, quorum-sensing
mekanizmast yoluyla yeni iki bilesenli regiilator sistem tarafindan diizenlendigi
bulunmustur. Sitolizin sistemi, klasik histidin kinaz ve yanit regiilatériinden olusan iki
bilegenli sinyal iletim sistemi ile diizenlenmemis oldugu i¢in essizdir (Haas ve ark 2002).
CylLS sekresyonunu saglayan quorum-sensing mekanizmasi ile sitolizin ekspresyonu
indiiklenir. Ayrica baska bir ¢alismada sitolizin yapisal subiinitlerini kodlayan cylLL ve
cylLS genlerinin regiilasyonunun ortamin oksidasyon rediiksiyon (Eh) potansiyeli ile
iligkili oldugu, diisik Eh potansiyeline sahip ortamlarda regiilasyonun, yani sitolizin
tretiminin arttig1 gosterilmistir. Sitolizin operonu, sitolizin diginda agregasyon faktor ve
enterokokal yiizey proteini gibi diger virulens genleri ile de ilgilidir (Kayaoglu ve
Orstavik 2004).

Aminoasit analizlerine dayanarak saflastirilan E. faecalis sitolizinleri A

lantibiyotik tipi olarak siniflandirilmaktadir. Lantibiyotikler ise; amino lanthionine igeren
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ve normal olarak proteinlerde bulunmayan diger modifiye olmus aminoasitleri
bulunduran ribozomal olarak sentezlenmis peptidlerdir. Diger tip A lantibiyotik
ornekleri; epidermin, nisin, subtilin ve streptoccin’dir. Daha fazlasi; bakteriyal hiicrenin
sitoplazmik membranda spor olusturmasiyla ve yapay fosfolipid vezikilleri ile
antibakteriyal aktivite gostermektedir (Portenier ve ark 2003). insanlarda patojen olan
enterokok suslari arasinda, sitolizin {iretenlerin oraninin, non patojen oldugu dislntlen

suslardan daha fazla oldugu gosterilmistir (Karagéz 2005).

Epidemiyolojik arastirmalar sitolozinin hastalik olusumunda rolii oldugunu
kismen desteklemektedir. Ike ve arkadaslar1 (1987) saglikli bireylerin fekal dérneklerinden
elde edilen E. faecalis izolatlarinin % 17’sinin hemolitik olmasina karsin, E. faecalis’in
klinik izolatlarinin yaklasik %60’1mmin hemolitik oldugunu bildirmistir. Coque ve ark.
(1995) endokardit, bakteriyemi veya saglikli bireylerin diskilarindan elde edilen E.
faecalis izolatlar1 arasinda sitolizin insidansi agisindan herhangi bir fark saptamamistir.
E. faecalis klinik izolatlarinin sadece %16’sinin sitolizin lirettigi diger bir caligmada, ana
virulens faktorii olarak bu proteinin roliiniin kii¢iik oldugu sonucuna varilmistir (Elsner
ve ark. 2000). Baska bir ¢calismada E. faecalis’in Kklinik izolatlarinda bulunan sessiz cly
genlerinin negatif fenotipik profil verebildikleri ancak infeksiyon bolgesindeki faktorler
gibi ¢evresel faktorlerin bu genleri aktive edebilecegi bildirilmistir (Eaton ve Gasson
2001). Hayvan ve nematod orneklerinden elde edilen veriler sitolizinin 6nemli bir
virulens faktorii oldugunu gostermektedir. Bir tavsanin endoftalmi deneyinde, doku
hasarinin bir sonucu olarak gérme kaybinin 6nlenmesi i¢in E. faecalis’e kars1 kullanilan
kortikosteroid tedavisi ile birlikte antibiyotik tedavisi sitolitik tiirlerin infeksiyonunda ise
yaramazken, non-sitolitik tiirlerde etkili olmustur ki bu da sitolizin i¢in endoftalmide

patojenik bir rol 6ne siirmiistiir (Jett ve ark 1995).

1. 3. 7. Hormon salinimin1 arttiran protein (eep: enhanced expression of

pheromone)

Plazmid tasimayan E. faecalis suslari, hemolizin plazmidi pAD1 veya onunla ilgili
elemanlar1 tasiyan verici tarafindan konjugasyon yanitina sebep olan, cADI olarak
bilinen bir cinsiyet hormonu salgilar. E. faecalis OG1X kromozomu uzerinde 46,5
kDa’luk bir proteini kodladigi bulunan bir bolge, hiicre disina salgilanan cADI1’in

tretiminde onemli rol oynar. Plazmid tasiyan saha E. faecalis OG1X suslar1 cADI
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salgilanmasint sekiz kati kadar artisin1 ortaya koyan bu bdlgeyi tasir ve mutasyona
ugramis kromozomal bdlgeya sahip plazmid tagimayan suslarda hormon ¢ok diisiik veya
saptanamayacak diizeydedir. cAM373 hormonu iizerine herhangi bir etkisi olmamasina
ragmen pek ¢ok hormon (cPD1, cOB1, ve cCF10) salinimi etkilenir. Kromozomal bir
bolge olan eep konak E. faecalis OG1X suslar1 tarafindan cADI salgilanmasini
arttirilmasina yol acan protein UrGnidur. eep bir hormon degildir; ancak, hormon
salgilanmasini arttirmak icin gereklidir. eep’nin bir membran proteini oldugu bazi bilinen
bakteriyel proteazlarlarla benzerlikler gosterdigi 6ne siiriilmektedir. TUm veriler eep’nin
hormon iiretim veya salgilanmasini etkileyen bir membran proteini oldugunu

distindirmektedir (An ve ark. 1999).

Molekiiler olarak belirlenebilen yukarida bahsedilen bu virulens faktorlerinin
yaninda MSCRAMM Ace (Microbial surface komponent recognizing adhesive matrix
molecule adhesin of kollagen from enterococci), kapsiil, hiicre duvari polisakkaritleri,
lipoteikoik asit, superoksitler, hyaluronidaz ve AS-48 gibi virulens faktorleri de
bulunmaktadir (Tendolkar ve ark. 2003).

MSCRAMM Ace: Yapisal ve fonksiyonel olarak S. aureus’un kollajen baglayan
proteini cna’ya benzer Ozelliklere sahip olan MSCRAMM Ace, hiicre dis1 matriks
proteinlerine baglanmayr saglayan protein yapida bir adhezindir. Enterokoksik
enfeksiyonlarda, 6zellikle E. faecalis endokarditlerinde ace yaygin olarak eksprese edilir.
Klinik izolatlarda fekal izolatlardan daha yiiksek oranda bulunmaktadir (Sillanpa ve ark.
2009).

Kapsiil, Hiicre Duvar1 Polisakkaritleri: Klinik E. faecalis izolatlarinda yaygin
olarak tretilen kapsiil polisakkaritini kodlayan bir operon bulunmaktadir. Bunun diginda
hem E. faecalis hem de E. faecium izolatlarinda ikinci bir kapsiil polisakkariti daha
tanimlanmistir. Her iki polisakkaride kars1 olusan antikorlar  koruyucudur.
Enterokoklarda hiicre duvari, beta-D glikoz-1-fosfat, teikoik asit ve tetraheteroglikan
komponentlerinden olusur. Opsonik antikorlar i¢in hedef olan bu yapilarda virulensin
yani sira karst koruyucu immiinite i¢in hedef rolii oynarlar. Bu sebeple as1 olusturmadaki

onemleri aragtirilmaktadir (Upadhyaya ve ark. 2009).

18



Lipoteikoik asit-LTA: LTA, poligliserol fosfat omurgasina kovalent baglarla
glikolipit rezidilerin baglanmasi ile olusan bir amfipatik molekildiir. Bu molekiiliin lipit
parcasi; trombosit, eritrosit, lenfosit, PMNL ve epitel hiicresi gibi pek cok okaryotik
hiicreye baglanabilmektedir. E. faecalis suslarinda adhezif 6zelligi gosterilen LTA’nin
donor hicre tarafindan iiretilen agregasyon faktorii i¢in alici hiicrede reseptor olarak
fonksiyon gordiigli ve bu yilizden plazmid transferi ve agregat olusumunu kolaylastirarak
E. faecalis’in virulensine katkida bulundugu diisiiniillmektedir (Kayaoglu ve Orstavik
2004).

Superoksitler: E. faecalis’lerin ¢ogu ve bazi E. faecium tiirleri tarafindan
ekstraseliler stperoksitlerin sentezlenip mikro-cevreye salindigi, bunun da bakterinin
hayat slresini uzattigni gosterilmistir. Enterokoksik bakteriyemi ve endokarditli
hastalardan izole edilen klinik suslarin gaita kokenli izolatlardan daha yiiksek oranda
siiperoksid radikali Ttrettigi gOsterilerek, superoksid dretiminin virulensle iligkili

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).

Hyaluronidaz: Streptokoklarin disinda stafilokoklar gibi bazi Gram pozitif
bakterilerde hyaluronidaz geninde hyl kodlanan hyaluronidaz enzimi, dogada siiliik ve
kancali kurtlar gibi parazitler, zehirli yilanlar ve spermatozoa gibi memeli hiicreleri
tarafindan da tiretilir. Hyaluronidaz, hyaluronik asiti tahrip ederek doku hasarina yol acan
bir enzimdir. Bag dokudaki mukopolisakkaritlerin bir kismini depolimerize ederek
bakterinin yayilmasini saglar. Ayrica hyaluronik asidin degradasyon iiriinii olan
disakkaritler de bakteriler i¢in besin kaynagi olabilir. Hyaluronidaz kendi zarar verici
etkilerine ek olarak, diger bakteriyel toksinlerin zararli etkilerini kolaylastirabilir ve doku

hasarinin siddetini arttirir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).

AS-48: E. faecalis tarafindan tiretilen AS-48, enterokoklar da dahil olmak Gzere
genis spektrumda Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri inhibe ve lize eder. Bu basit
peptit, hedef hiicrelerin sitoplazmik membranlarinda goézenek olusturma yoluyla litik
aktivite gosterir. Ayrica otolizin aktivitesi yoluyla segilen bir enterokokun lizisini
indiikledigi goriinmektedir. AS-48, sitolizin operonunda oldugu gibi aktarilabilir plazmid
tarafindan kodlanmistir. Bu bakteriyosinin 6nemi belirsizligini korumaktadir (Jett ve ark

1994).
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1. 4. Enterokoklarda Antibiyotik Direnci

Klasik bir virulens faktorii olmamasina ragmen, enterokoklarin ¢oklu antimikrobiyal
ajanlara gelistirdigi direng, hayatta kalmalarin1 ve gogalmalarin1 kolaylastirir (Sood ve ark.
2008). Enterokoklarin en ilgi ¢ekici oOzelliklerinden birisi yiiksek antibiyotik
direnglilikleridir. Bu durum ayni zamanda enterokok infeksiyonlarindaki yiiksek oranda
mortalitenin de nedenlerinden birisidir. Enterokoklarda gorilen antibiyotik direnci,
suslarin intestinal florada se¢ilip ¢cogalmasini kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz
gibi faktorler de doku invazyonunu kolaylastirmaktadr. Enterokok enfeksiyonlarinin
tedavisi giic olmaktadir; ¢ilinkii, enterokoklar diger Gram pozitif bakterilerin duyarl
oldugu bircok antibiyotige kismen veya tamamen direnglidir. Enterokoklar da
antibiyotiklere direncin mekanizmasi iki ana grupta incelenebilir (Aktas ve Derbentli
2009).
1-interensek (dogal/kromozomal) Direng

2-Eksterensek (kazanilmis) Direng

1. 4. 1. interensek Direng

Interensek direng tiire/cinse Ozgiidiir. Enterokok tiirlerinin tamaminda goriilen
kromozomal direnci ifade eder. Mesela enterokok tirleri penisilinlere, sefalosporinlere,
linkozamidlere, trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SMX)’e, aminoglikozidlere (diisiik
diizeyde), polimiksinlere, monobaktamlara ve kinopristin/dalfopristin’e karsi kalitsal

olarak direnclidir (Cetinkaya ve ark. 2000, Klare ve ark. 2003) .

1. 4.1.1. B-Laktam direnci

Enterokoklar p-laktam antibiyotiklere kars1 karakteristik olarak tolerans
gOsterirler, yani tedavi dozunda Minimum Bakterisidal Konsantrasyon/Minimum
Inhibitér Konsantrasyon (MBK/MIK) oran1 1/32’nin iizerindedir. Bu nedenle B-laktam
antibiyotikler —enterokoklara karsi bakterisidal degil, bakteriyostatik etkilidir.
Enterokoklarda interensek penisilin direnci, B-laktam antibiyotiklere diisiik baglanma

afinitesi gosteren penisilin baglayan protein 5 (PBP-5) enziminin varligina baghdir.
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Ampisilin direnci E. faecium suslarinin % 85-90’inda, E. faecalis suslarinin ise % 2-
3’tnde gorulmektedir (Cetinkaya ve ark. 2000, French 1998).

1. 4.1.2. Aminoglikozid direnci

Enterokok tdrlerinin, antibiyotikleri hiicre igine alabilmeleri icin gerekli olan enerjiyi
iretecek  sitokrom  enzimlerine  sahip  olmamalari, aminoglikozidlerin  diisiik
konsantrasyonlarina dogal direng gostermelerine neden olur (Fisher ve Phillips 2009).
Enterokoklarda goriilen diisiik diizeyde aminoglikozid direnci, bu grup ilaglarin bakteri
icerisine girisinin az olmasindan kaynaklanir. Aminoglikozidler bakteri hiicre duvarindan
enerji bagimli mekanizma ile gectiklerinden ve enterokoklarda sitokrom enzimleri

olmadigindan gegirgenlik azalmaktadir (French 1998).

1. 4.1. 3. Diger antibiyotikler

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere kars1i da diisiik diizeyde direng
gosterirler. Ayrica enterokoklarin eksojen folati kullanma yetenekleri oldugundan
TMPSMX’e de interensek olarak direnclidirler. In-vitro sartlar da duyarh goriilseler de,
invivo sartlarda etkisiz olduklarindan antibiyotik duyarlilik testlerinde TMP-SMX
kullanilmamalidir. E. faecalis intrensek olarak quinupristin/dalfopristine’de direnclidir.
(Cetinkaya ve ark. 2000, Klare ve ark. 2003).

1. 4. 2. Eksterensek Direng

Kazanilmis diren¢ genellikle DNA mutasyonlar1 veya transpozon, plazmid veya
patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu geligir. En sik
gorilen mekanizma konjugasyondur. [B-laktam, Aminoglikozid, Kloramfenikol,
tetrasiklin, kinolon, Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin, Glikopeptit en ¢ok
gorilenlerdendir (Cetinkaya ve ark. 2000, Klare ve ark. 2003) .

1. 4.2.1 pg-laktam Direnci

B-laktam direnci Enterokok cinsi bakterilerin tipik 06zelligidir. Enterokoklar iki ayri

diren¢ mekanizmasi ile [-laktam antibiyotiklere diren¢ kazanir. Direncin major
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mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBP5 miktarinin artmasi sonucu

penisilinin hiicre igine girisinin azalmasidir (Cetinkaya ve ark. 2000).

1. 4. 2. 2. Aminoglikozid Direnci

Enterokoklar aminoglikozidlere kars1 direng da iki farklit mekanizma ile ortaya ¢ikar.

a. [liml1 seviyede direng (MIK= 62-500 pg/ml) : Genellikle diisiik permeabiliteden dolay1
gelisir.  Aminoglikozidlerin hiicre duvar1 sentezini inhibe eden p-laktam grubu
antibiyotiklerle kombine edilerek kullanimai ile bu tip direng problemi asilabilir.

b. Yiiksek seviyede diren¢ (MIK>2000 pg/ml): Aminoglikozidlerin ribozomdaki
baglanma bolgelerindeki degisiklik sonucu veya aminoglikozidleri inaktive eden

enzimlerin sentezi sonucu olusur (Murray ve ark. 1998).

1. 4. 2. 3. Kloramfenikol direnci

Enterokoklarin % 20-42’si kloramfenikole direnclidir ve direngten sorumlu esas
mekanizma, plazmid Uzerinde “cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz

tretimidir. Ayrica efluks mekanizmasi da direngte rol alabilir (Klare ve ark. 2003).

1. 4.2. 4. Tetrasiklin direnci

Direncgten sorumlu tetM, tetQ ve tetN, tetL gibi ¢ok sayida gen tanimlanmistir. tetL
geni bir plazmid de tasinir. Bu genler efluks sistemini kodlayabildigi gibi ribozomal
kaynakli dirence de sebep olabilir (Klare ve ark. 2003). Tetrasiklinlerin hiicre disina
pompalanmasini saglayan gen, tetrasiklin ile temas sonucu indiiklenir. Tetrasiklin direnci

enterokoklarda konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en tipik 6rnegidir (Murray 1998).

1. 4.2.5. Kinolon direnci

Direng gyrA (giraz) ve parC(topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara bagl
gelisir (Klare ve ark. 2003).
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1. 4.2.6. MLSB (Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin) direnci

Genellikle 23S rRNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iligkilidir ve
metilasyon sonucu eritromisin ribozomlara baglanamaz. ermB geni Tn917 transpozonu
ile gesitli plazmidler iizerinde tasinabilmektedir. Ayrica asetil transferaz veya efluks

mekanizmasi sonucu da olusabilir (Klare ve ark. 2003).
1. 4.2.7. Oksazolidinon direnci

Coklu ilag direnci gdsteren enterokoklar ile olusan enfeksiyonlarda oksazolidinon

grubu antibiyotik olan linezolid iyi bir segenektir (Klare ve ark. 2003, Murray 1998).
1. 4. 2. 8. Glikopeptit Direnci

Enterokoklarda vankomisin ve teikoplanin en c¢ok kullanilan glikopeptitlerdir.
Enterokoklarda, normal sartlar altinda, peptidoglikan sentezinde, iki molekiil D-Alanin
bir ligaz enzimi ile baglanir ve “D-Ala-D-Ala” y1 olusturur. Daha sonra UDP-N-asetil
muramil tripeptide eklenerek UDP-N-asetil muramil pentapeptit meydana getirir. Bu
peptid olusmaya baslayan peptidoglikana baglanir, kros baglarin olusumunu saglar ve
peptidoglikan tabakanin giiciine katkida bulunur. Vankomisin pentapeptit preklrsor
unitinin D-Ala-D-Ala kismina yiiksek affinite ile baglanir ve peptidoglikan zincire
baglanmasin1 bloke ederek kros baglarin olusumunu Onler. Ancak peptidoglikan yan
zincirine D-Ala-D-Ala yerine ligaz enzimi ile D-Ala-D-Laktat veya D-Ala-D-Serinin
sentezlenerek baglanmasi sonucunda, vankomisinin buraya baglanma yetenegi azalir,
hiicre duvar1 sentezi devam eder ve sonuc¢ olarak vankomisine karsi direng gelisir

(Cetinkaya ve ark. 2000, Klare ve ark. 2003)
1. 5. Epidemiyoloji

Enterokoklar genel olarak insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde, iirogenital
sistemde ve deride normal flora mikroorganizmasi olarak bulunurlar. Konak¢1 dagilimi
olduk¢a genistir. Bagirsak igeriginde oOzellikle de orta bagirsak boliimiinde yiiksek
diizeylerde bulunabilirler (10°-10" bakteri/g). Ayrica topraktan, besin maddelerinden,

ylizey sulardan ve lagim sularindan izole edilebilirler (Diker ve ark. 2011).
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Yakin zamanlara kadar enterokok infeksiyonlarinin, insanlarin kendi floralarindan
endojen olarak kaynaklandigi diisiiniilmekteydi. Ancak son zamanlarda, enterokoklar
hastane infeksiyon patojeni olarak adlandirilmaya baglamislardir. Enterokoklarin insan
sagligr ag¢isindan Onemi; Ozellikle, hastane infeksiyonlarindan izole edilen suslarda
antibiyotik direncidir. Enterokoklar, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin
iiyeleridir. Insanlarda, esas olarak gastrointestinal florada bulunmalar1 nedeni ile gerek
hastane gerekse hastane dis1 ortamda endojen kaynakli infeksiyonlara yol agmaktadirlar

(Giiltekin 2004).

Enterokoklarin insanlara bulagmasinda hayvanlarin rolii, ekzojen bulagsmanin
anlasilmasindan ve hayvansal enterokok suslarinda da antibiyotik direngliliginin
artmasindan sonra dikkati ¢ekmistir. Insanlarda infeksiyona neden olan suslar ile hayvan
suslarinin  genetik diizeyde karsilastirilmalar1  sonucunda, tavuk domuz ve ev
hayvanlarinin ve hayvansal iirlinlerin enterokoklarin insanlara bulagmasinda 6nemli

kaynak olabilecegi ortaya konulmustur (Eaton ve Gasson 2001).

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 katkist biiylitme
faktoriiniin yasaklamasindan sonra vankomisin direngli enteroklarin azaldig1 gézlenmistir

(Diker ve ark. 2011).

Enterokok virulens faktorlerinin incelenmesi enterokokal infeksiyonlarin
patogenezisinin agiklanmasina katkida bulunmaktadir. Infeksiyonlarin lokalizasyonu
acisindan enterokokal patogenezis 4 baslik altinda incelenebilir: bakteriyemi, endokardit,

yumusak doku infeksiyonlari ve iiriner infeksiyonlar (Giiltekin 2004).

1. 6. Tam

Enterokok tiirlerinin tanis1 biyokimyasal ve fizyolojik testlerle konur.
Enterokoklarin sadece % 80’1 Lancefield Grup D antijenine kars1 hazirlanan antiserumla
reaksiyon vermektedir. Buna ragmen c¢ogu enterokok safrali ortamda eskulini hidrolize
eder, % 6.5’luk NaCl buyyonunda lrer, PYR pozitiftir. Klinik materyallerden en ¢ok

izole edilen 2 tir E. faecalis ve E. faecium’dur. Enterokoklari mannitol ve sorboz sivi
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besiyerinde asit yapimina ve arjinin hidrolizine gore bes gruba ayirmislardir. Siipheli
izolatlar birkag besiyerine ekilmek suretiyle ilgili biyokimyasal testler uygulanir. Grup I’
de bulunan 5 tir (E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium ve E.
saccharolyticus) mannitol, sorbitol ve sorboz sivi besiyerinde asit yapar ama arjinini
hidrolize edemez. Grup Il turleri (E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. mundtii ve
E. gallinorum) mannitol sivi besiyerinde asit olusturur, arjinini hidrolize eder fakat
sorbozda asit yapmaz, sorbitolde ise degisken reaksiyon verirler. Insanda bulunan 2
Lactococcus turd (L. garviea ve L. lactis) de fenotipik benzerlikleri nedeniyle grup II” ye
dahil edilmislerdir. Grup III tiirleri (E. durans, E. hirae ve E. dispar) arjinini hidrolize

eder, ancak 3 karbonhidrattan asit yapamaz (Di Rosa ve ark. 2000).

E. faecalis suslar1 genellikle % 0.04 potasyum tellurite karsi tolerandir ve agarda
siyah koloniler yaparlar. Bazi E. gallinorum, E. casseliflavus ve E. mundtii suslar1 da
tellurite tolerandir. Motilite ve hareket sar1 pigment olusumu Grup II’deki E. faecalis ve
E. faecium disindaki tiirleri ayirmada yardimcidir. E. casseliflavus hareketlidir, sari
pigment yapar E. mundtii sar1 pigment yapar ama harcketli degildir. E. gallinorum
hareketli ama sar1 pigment yapmaz. E. sulfureus, hareketli olmayan ancak pigment yapan
bu grup IV organizma, grup D antijeni icermez ve mannitol, inulin, arabinoz ve arjinin
testlerinde reaksiyon vermez. Grup V, E. columbae ve Vagococcus’dan olusur (Di Rosa
ve ark. 2000).

Enterokok identifikasyonunda  konvansiyonel  yontemler  kullanilirken
biyokimyasal testler icin Brain Heart Infusion broth gibi besiyerleri kullanilir. Gram
negatif bakteri igeren karisik klinik 6rneklerden izolasyon igin azid igeren Safra-eskulin-
azid veya Entorococcosel agar kullanilir. CNA (Columbia kolistin-nalidiksik azid agar)
veya PEA (fenil etil alkol agar) da bu amagla kullanilabilir. VRE tespiti i¢inse genellikle
6 mcg/ml vankomisin igeren Enterococcosel sivi besiyeri veya BHI agar kullanilir

(Hallgren ve ark 2000).

Cogu laboratuvarda identifikasyon i¢in hizli kit sistemlerini kullanmaktadir (API
Rapid System, RAPID ID32 System, RAPID STR, VITEK Gram Pozitif Identifikasyon
(GPI) Kartlar1i, Micro Scan G pozitif Breakpoint Combo Panel gibi.) Enterokok tiirlerinin

genetik ve molekiler yontemlerle identifikasyonunda DNA hibridizasyon, ribotipleme,
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pulsed field jel elektroforezi (PFGE), PZR gibi yontemler kullanilir. Bunlar arasinda en
faydali ve giivenilir metot PFGE’ dir (Kawalec ve ark 2000).

1. 7. Enterokoklarim Onemi

Enterokoklar, hayvanlarin bagirsak florasindaki yayginliga bagli olarak 6zellikle
hayvansal gidalar basta olmak iizere pek ¢ok gidada bulunabilmektedir. Bu nedenle baz1
kaynaklarda E. faecalis ve E. faecium’un fekal kontaminasyon go6stergesi olarak
degerlendirildigi goriillmektedir. Ancak pek ¢ok gidada E. faecalis’in yaygin bulunusunun
her zaman i¢in dogrudan fekal kontaminasyon gostergesi olarak degerlendirilmemesi
geregine de deginilmektedir. Enterokoklarin gidalarda sadece yetersiz hijyen indikatorii
olarak degil ayrica gidanin bir pargasi olarak da goz Oniine alinmasi gerektigi
belirtilmektedir (Klein 2003). Bununla birlikte enterokoklar diger pek ¢ok laktik asit
bakterileri gibi 1s1l islem gormiis et {iriinlerinde yiliksek sicakliga karsi direngli olma
ozelliginden dolay1 pastdrizasyon sonrast canli kalarak ya da dilimleme ve paketleme
gibi islem basamaklarinda ¢apraz kontaminasyona bagli olarak iiriinde bozulma
yapabilmektedirler. Enterokoklar ayrica fermente gidalarda kontaminasyon diizeyini ya
da kiirleme isleminin yetersizligini de yansitmaktadir (Hugas 2003). Bu bakteriler,
yukarida aciklanan istenmeyen ozelliklerinin yaninda sahip olduklar1 pek cok yararh
ozelliklerinden dolay1 gida endiistrisinde starter, yardimci kiiltiir (adjunct) ve probiyotik
olarak da kullanilmaktadir. PastOrizasyon sicakliklarina direnci ve farkli sicakliklara ve
ureme kosullarina adapte olabilme yetenegi enterokoklarin 6zellikle peynir ve et drinleri
gibi fermente gidalarin mikroflorasinin 6nemli bir par¢asini olusturmasini saglamaktadir.
Fermente gidalarin organoleptik 6zelliklerine katilmasi ve bakteriyosin (enterosin) Uretim
yetenekleri enterokoklarin gida teknolojisinde kullanimi agisindan 6nem tagimaktadir
(Klein  2003). Enterokoklarin irettikleri bakteriyosinler ise enterosin olarak
isimlendirilmektedir.  Enterokoklarin  {rettigi  enterosinlerin  kullanimi,  sucuk
fermantasyonunda ve dilimlenmis vakum paketli pismis et dGrinlerinde L.
monocytogenes’in gelisiminin ve laktik asit bakterileri tarafindan iiriinde yapiskan tabaka
olusumunun 6nlenmesinde ek koruma yontemi olarak yarar saglamaktadir. Enterosin
olusturma 6zelligindeki enterokoklar geleneksel kimyasal koruyuculara alternatif olarak

et Grunlerinde patojenlerin kontrold icin kullanilabilmektedir (Hugas ve ark. 2003).
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Baz1 suslarinin iyi bilinen yararli etkilerinin yaninda enterokoklarin en yaygin
hastane kaynakli patojenlerin arasinda yer aldigi, 6zellikle de E. faecium ve E. faecalis’in
firsatci patojen oldugu, bakteriyemi ve endokarditisin yaninda triner sistemde ve merkezi
sinir sistemi gibi dokularda enfeksiyonlara neden olabildigi bildirilmektedir (Isleroglu
2008). Gidalarin dogal florasinda bulunmasinin yaninda sahip olduklari fonksiyonel
Ozelliklerden dolay:r gida endustrisinde dnemli bir yere sahip olan enterokoklar insanlarda
bakteriyemi, endokarditis, 0riner sistemde ve diger dokularda enfeksiyonlara yol
acabilmekte ve tasiyabilecekleri viriilens genleri ve antibiyotik direnclilik 6zelliklerinden

dolay1 6nem tasimaktadirlar.

Enterokoklar sigirlarda mastitis de dahil olmak tzere ekonomik ©6nemi olan
hastaliklara sebep olabilirler. Cevresel patojen olarak bilinen enterokoklar c¢evreden
hayvana ya da daha fazla olmakla birlikte hayvandan hayvana kolayca bulasirlar
(Devriese ve ark. 1992). Hayvanlarin sindirim sisteminde yerlesik dogal flora bakterisi
olan bu etkenler, 6zellikle sagim hijyenine dikkat edilmedigi ve althik temizliginin
diizenli yapilmadigi durumlarda memeleri kolaylikla enfekte ederek mastitise neden
olmaktadirlar. Meme basindan giren enterokoklar meme kanali boyunca yerlesip kolonize
olurlar ve meme bezinde enfeksiyona iliskin klinik bulgular meydana getirirler.
Enterokoklarin patojenite mekanizmalarinda bazi antibiyotiklere direng 6zelliklerinin ve
sahip olduklar1 gesitli viriilens faktdrlerinin dnemli rolii oldugu bilinmektedir (isleroglu
2008). Su anki bilgilerimize gdére mastitisli sigir siitlerinden izole edilen enterokoklarin
virulens genlerinin, molekiiler yontemler kullanilarak incelendigi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Insandan insana da bulasma yetenegi oldugu bilinen hayvansal kokenli
enterokolarin 6zellikle subklinik mastitisli siit ve siit {irlinleri ile insanlara bulastigi
bildirilmektedir (Tenhagen ve ark. 2006). Bu galismada, Aydin ilindeki 38 isletmeden
temin edilen 600 mastitisli sitden izole edilen enterokoklarin potansiyel virulens
faktorlerinin belirlenmesi molekiiler yontemler kullanilarak incelenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, enterokoklarin baslica virulens faktorlerinden jelatinaz (gelE), adezyonla ilgili
protein EfaA (E. faecalis endokarditis antijen A), cinsiyet hormonlar1 (cpd, cob, ccf),
enterokokal yuzey proteini (esp), agregasyon faktori (aggA), sitolizinler (cylM, cylB,

cylA), hormon salinimini arttiran yilizey proteini (eep) genotipik yontemlerle arastirtlmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Gereg
2. 1. 1. izolasyon Ornekleri

Calismada 2010-2011 yillar1 arasinda, Aydin I’inde bulunan 6zel sektdre ait siit sigir
yetistiriciligi yapilan 38 igletmedeki 242 inekten, uzman veteriner hekim tarafindan alinmig
olan, 600 mastitisli siit 6rnegi 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, 3-9 yasli, Holstayn
irk1, fiziksel muayenede anormallik bulunan (meme loblarinda siskinlik, sicaklik, agri,
kizariklik ya da sulu, kanli, pihtili siit gibi) ve CMT ile pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) veren
ineklerin sitleri calismaya dahil edildi. Isletmelerin hepsinde makine ile sagim islemi

yapilmaydi.
2. 1. 2. Referans sus

Pozitif kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 (gelE, cylA, ccf, EfaAfs,
cylM, cpd, cylB, eep, cob genleri pozitif) (Lanthier ve ark. 2010a), negatif kontrol olarak
Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanildi. Calismada kullanilan her iki standart sus
Vet. Hek. Dr. Lale Ataseven (Hatay Il Kontrol Laboratuvari, Mikrobiyoloji

Laboratuvari)’den saglandi.
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2. 1. 3. Besiyerleri, Ayira¢ ve Solusyonlar

2. 1. 3. 1. Besiyerleri

Sit orneklerinden selektif olarak Enterococcus sp.’nin izolasyonu amaciyla
asagida icerigi belirtilen Chromocult® Enterococci Broth (EB) (Merck) ve BBL™
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.

2.1.3.1. 1. Chromocult® Enterococci Broth (EB)

Pepton karigimi..........cooviiiiii i e 8,6 Q/L

NaCl ... e 0,400
Sodyum azide.......ccviii i 0,6 Q/L
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-glucopyranoside (X-GLU).... 0,04 g/L
TWEEN B0 .o e e e 2,2mL/L

Dehidre besiyeri 18,0 g/L olacak sekilde 1sitilarak ¢oziildii. 5 mL olacak sekilde
tiiplere dagitilip otoklavda 121 °C 'da 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri
berrak ve sar1 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 par¢alanmasi 6zel peptonlar ile desteklenir. X-
GLU' nun parcalanmas1 sonunda olusan mavi-yesil renk olusumu enterokoklar ve D grup

streptokoklar icin karakteristiktir.

2.1.3.1. 2. Chromocult® Enterococci Agar (EA)

Pankreatik kazein.............ccooiiiii i i 179/
Hayvansal pepton...........c.ccovei i i i i eeen.. 3 0/L
Maya Ekstrakti..........ooooiiiiiiiiiii i 59/L
Oxgall... oo e 10 QL
Eskulin... ..o . 10D
Sodium azide......coove i e e 025070
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Demir amonyum Sitrat..........cooeeve e e i e e e 0.5¢g/L

NaCl ... e DOIL

SOAYUM SItrat. .. ..v e e e 1g/L

Dehidre besiyeri 56 g/L olacak sekilde 1sitilarak ¢6ziildi. Karistmin pH’st 7,2-
7,4’e ayarlandi, 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildikten sonra, 50°C’ye kadar
sogutulup petrilere dokiildii. Besiyeri bilesimindeki fosfatlar, Tween 80 ve se¢ilmis
peptonlar enterokoklarin gelisimini destekler. Enterokoklar, besiyerindeki kromojenik
substratlar1 parcalayarak kolonilerin siyah-koyu kahverengi almasinmi saglar. Bu da
enterokoklarin kolayca saptanmasini saglar. Sodyum azid ve safra tuzlar1 ¢ogu refakatci
mikrofloray1r baskilar. Enterokok olmayan bakteriler seffaf, beyaz-sarimsi renkte

koloniler olusturur bunlar enterokoklarin iirettigi siyah renkten kolayca ayrilirlar.

2. 1. 3. 1. 3. Brain Hearth Infusion Agar

BHIA . oottt et et et e e 52 g/L
Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 121°C‘ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize
edildikten sonra, 50 °C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildi.

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 ... ot et et e e e, 3,79
GliIS B N o e e e e 20 ml
DS SU. e 80 ml

Karisimin pH’ s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 121°C‘ye ayarhh otoklavda 15 dk sterilize
edildikten sonra, 500ul miktarda ependorf tiiplere dagitildi.
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2.1.3.1.6. %6.5 NaCl iceren Nutrient Broth (NB)

PP < ¢ ]

N o e 6.59

Nutrient Broth bilesenleri, % 6.5 NaCl ilavesi yapilarak ¢6ziilmiis, 5ml olarak
tiiplere dokiilmiis, otoklavda steril edilmis ve bu ortam, organizmalarin tuz toleranslarini

tespit etmek icin kullanilmistir (Atlas 2004).

2. 1. 3. 2. Ayiracg ve Solusyonlar

2.1.3.2. 1. % 3’luk Hidrojen Peroksit (H,05,)

Ticari olarak temin edilen bu c¢ozelti, organizmalarin katalaz aktivitelerini

belirlemek amaciyla kullanildi.

2.1.3.2.2. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH: 8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu:

TrS BaSE... e e 1210100

BOriK ASit... ..o .. 01,830

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:

DS SU. .t 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanir.

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

Bromfenol MaviSi........c.oov i 25 mg
SUKIOZ e 49

Karistirilarak solusyon hazirlanir (Anderesson 2011).
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2.1.2. PZR

2. 1.2.1. Kullanilan Cihazlar

PZR 96 6rnek kapasiteli Boeco (Almanya) marka kademeli termal ddnguleme
cihazinda elektroforez VWR marka, 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,
gorintuleme Vilber Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka goriintiileme cihazinda

gergeklestirildi.

2.1.2.2. MgCl,, Tag DNA Polimeraz, 10X Taq Buffer, dNTP Set

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

2.1.2.3. Primerler

Calismada kullanilan tiim primerlerin, dizileri, amplikon biiyiikliikleri, kaynaklar1

ve kullanim amaglar1 Cizelge 2. 1°de verilmistir.

2. 1. 2. 4. Agarose Jel Hazirlamis1

Agarose (SIgma).......ccovevvviie i i 1,15 veYya 2 g

TBE (0,5X) en ittt i e e e e e 100 M

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firinda yaklagik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen s1v1 halde
olan karigim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokildu ve
igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika
oda 1s1sinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirildi.
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Cizelge 2. 1. Kullanilan primerlerler, dizileri, amplikon buiyuklukleri, kaynaklari

ve kullanim amaclari

10

11

12

13

14

Primer

16S20
1651390
Entl
Ent2

DDF
DDR

gelEF
gelER
cylAF
cylAR
ccfF
ccfR
efaAfsF
efaAfsR
cylMF
cyIMR
cpdF
cpdR
cylBF
cylBR
espF
espR
eepF
eepR
cobF
cobR
aggAF
aggAR

Dizi (5’-3")

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GACGGGCGGTGTGTACAA

TACTGACAAACCATTCATGATG
AACTTCGTCACCAACGCGAAC

CACCTGAAGAAACAGGC
ATGGCTACTTCAATTTCACG

ACCCCGTATCATTGGTTT
ACGCATTGCTTTTCCATC

TGGATGATAGTGATAGGAAGT
TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG
AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT

GACAGACCCTCACGAATA
AGTTCATCATGCTGCTGTAGTA

CTGATGGAAAGAAGATAGTAT
TGAGTTGGTCTGATTACATTT

TGGTGGGTTATTTTTCAATTC
TACGGCTCTGGCTTACTA

ATTCCTACCTATGTTCTGTTA
AATAAACTCTTCTTTTCCAAC

TTGCTAATGCTAGTCCACGACC
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

GAGCGGGTATTTTAGTTCGT
TACTCCAGCATTGGATGCT

AACATTCAGCAAACAAAGC
TTGTCATAAAGAGTGGTCAT

AAGAAAAAGTAGACCAAC
AACGGCAAGACAAGTAAATA

2.1.2.5. Marker

Amplikon
Uzunlugu (bp)
1391

112

475

419

517

543

705

742

782

843

933

937

1,405

1553

Kaynak

Sghir ve ark. 1998,
Suau ve ark. 1999

Ke etal. 1999

Vilela ve ark. 2006
Eaton ve Gasson 2001
Eaton ve Gasson 2001
Eaton ve Gasson 2001
Eaton ve Gasson 2001
Eaton ve Gasson 2001
Eaton ve Gasson 2001
Eaton ve Gasson 2001
Shankar ve ark. 1999
Bittencourt de
Marques ve ark. 2004

Eaton ve Gasson 2001

Eaton ve Gasson 2001

Marker olarak 100 bp (Vivantis ve Fermentas marka) ve Pstl enzimi ile kesilmis
lambda faj DNA’s1 (Fermentas) kullanildi. Pstl Enzimi ile Kesilmis Lambda Faj
DNA’sinin Hazirlanigi: 30 ul A DNA (Fermentas), 30 ul 10X Buffer, 4 pl Pstl enzimi
(Fermentas), 236 ul enjeksiyonluk distile su karistirildi. Bir saat 37°C’de bekledikten

sonra 30 pl loading dye eklendi. Her elektroforez reaksiyonu icin 7 ul kullanildi
(Anderesson 2011).

33



2. 1. 2. 6. Etidium Bromur

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Sigma marka
% 1’lik Ethidium Bromiir 500 ml 0,5X TBE igerisine 100 pl miktarinda eklenerek
kullanildi.

2. 2. YOntem

2.2. 1. Orneklerin Alinmasi

2.2.1. 1. Sut Ornekleri: Her siit 6rnegi alinirken, meme baslar1 su ve siinger yardimi
ile temizlenip kurulandi ve %70’lik alkol ile silindi. Eller sabunla yikandiktan sonra eldiven
giyilip meme basindaki saprofit bakterileri uzaklastirmak icin ilk birka¢ ml siit atilip (Bastan
2002) steril enjektorler igine 5 ml miktarda alindi. Alinan tiim 6rnekler soguk zincir altinda
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Rutin Teshis

Laboratuvar’ina ayni giin getirilip izolasyon ¢alismalarina baslandi.

2.2. 2. Enterokok izolasyonu

Mastitisli sigirlardan alinan siit drnekleri en kisa siirede laboratuvara getirildikten
sonra Ornekler selektif enterokok M buyyona 6ze dolusu inokule edildi. Buyyonlar
aerobik kosullarda 37°C’de, besiyerinin parlak sar1 rengi mavi-yesil renge doniisiinceye
kadar, yaklagik 24-72 saat, bekletildi. Renk degisimi besiyerinde enterokok liremesinin
gostergesi olarak degerlendirildi. Mavi-yesil renk olan buyyonlardan bir 6ze dolusu
alinarak enterokokosel agara ekimleri yapildi. Besiyeri 37°C’de aerobik kosullarda 24-48
saat sreyle inkube edildi. Surenin sonunda Ureyen siyah-koyu kahverengi koloniler

Enterococcus sp. yonunden incelenmek lizere EA’a pasajlandi.

2. 2. 3. Enterokok identifikasyonu

Enterokoklarin cins diizeyinde ayrimi igin ekilen selektif besiyerinde siyah-koyu
kahverengi Ureyen Enterococcus sp. siipheli kolonilere Gram boyama, % 6.5 tuz iceren NB’da
iireme ve lam {izerinde katalaz testleri yapildi (Lanthier ve ark. 2010b). Gram pozitif kok
seklinde goriilen, % 6.5 tuz iceren NB’da uUreyebilen ve katalaz negatif olan kolonilerin

identifikasyonlar1 i¢in EA pasajlar1 yapildi ve 37°C’de 24-48 saat inkube edildi. Siire sonunda
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tim siipheli koloniler molekiiler yontemler kullanilarak identifiye edilinceye kadar -20°C’de

% 20 gliserinli BHIB igerisinde saklandi.

2. 2. 3. 1. Katalaz Testi: Bu test mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
katalaz (hidrojen peroksit oksido rediiktaz) enziminin varligin1 saptamak amaciyla
yapildi. Enzim hidrojen peroksidi (H,0;), su (H,O) ve oksijene (O;) ayristirir.
Mikroorganizmalarin taze yatik TSA kiiltiirleri lizerinden 6ze yardimiyla alinarak lam
iizerine yayilmasi ve %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunun lam iizerine damlatilmasiyla

hava kabarciklarinin olusup olusmadiginin kontrolii esasina dayanir (Temiz 2000).

2.2.3.2.% 6.5 NaCl’de Buyume: Enterokoklar i¢in ayirt edici testlerden biridir
ve identifikasyonda dnemlidir. %6.5 oraninda NaCl igeren NB ortamina ve ayni sekilde
NaCl icermeyen NB ortamina da inokule edilen mikroorganizmalarin, 24 saatlik
inklibasyondan sonra buytmeleri kontrol edildi. Nutrient broth’daki kadar bulaniklik
gozlenen NaCl’lu NB iceren tuplerdeki suslar i¢in sonug pozitif olarak kaydedildi ve bu
turlerle identifikasyona devam edildi. Kontrol mikroorganizma olarak E. faecalis ATCC
29212 susu kullanildi (Gerhardt ve ark.1994).

2. 2. 2. izolatlarin Identifikasyonunda Kullanilan Testler

Izolatlarin identifikasyonunda asagidaki molekiiler testler uygulandi:

i) 16S PZR: Orneklerde DNA izolasyonu sonrasinda, bakteriyel DNA izolasyonu
yapilip yapilamadiginin kontrolii igin tniversal 16S primerleri kullanilarak bakteri
DNA’s1 varlig1 saptandi.

i) Enterococcus sp. PZR: Bakteriyel DNA izolasyonun basarili bir sekilde
yapilabildigi belirlendikten sonra Orneklerden cins dizeyinde identifikasyonun

yapilabilmesi i¢in kullanildi.

i) E. faecalis PZR: E. faecalis izolatlarinin tiir diizeylerinde belirlenmesi igin
kullanildi.
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i) Virulens Gen PZR: Tir duzeyinde E. faecalis olarak belirlenen izolatlarda 11
virulens gen (gelE, cylA, ccf, efaAfs, cylM, cpd, cylB, esp, eep, cob, aagA) varlig
spesifik primerler kullanilarak gergeklestirilen PZR’lar1 ile belirlendi.

2.2.2.1. DNA Izolasyonu

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 {iretici firmanin o6nerdigi sekilde asagidaki gibi
gerceklestirildi:

*Bir 6ze dolusu stafilokok kultar 1 ml steril bir ependorf tip icerisinde steril
enjeksiyonluk distile su ile suspanse edildi. 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant atildi.

*200 pl InstaGene matrix pelet iizerine 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 pul siipernatant kullanildi.

2.2.2.2. DNA’nin Elektroforezi

Agaroz jel elektoroforezi, Spug/ml etidyum bromid’li %1 agaroz igeren mini jelde
gerceklestirildi. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezde TBE tamponu kullanildi S5pul DNA
sollisyonu, 2ul yiikleme soliisyonu ile karistirilarak 50V’ta 45 dakika siireyle yiirtitiildii.
Elektroforez sonucunda baslangi¢ noktasina yakin, yiiksek molekiil agirlikli tek bir bant
gbzlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliginun tam oldugunu goésterdi (Sambrook ve
ark. 1989).

2. 2.2.3. DNA’nin Saflik Kontrolii ve Miktar Tayinleri

Izolatlardan 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
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arasindaki oran kullanilarak DNA’nin saflig1 kontrol edildi. OD260/0D280 oraninin 1.8-
2.0 arasinda olmasi DNA’nin saf oldugunu, bu araliktan daha asagida olmasi RNA
kontaminasyonu oldugunu ve bu araliktan daha yukarida olmast da protein
kontaminasyonu oldugunu gostermektedir. Saflik kontrolleri yapilan genomik DNA
miktarlarinin  hesaplanmasi i¢gin OD260 degeri kullanildi ve DNA miktarlari;
DNA(pg/ml) = OD260 x Seyreltme Orani1 x 50 formiilii ile hesaplandi (Turner ve ark.
2004).

2.2.3.PZR

TUm PZR reaksiyonlarinda master miskler asagidaki gibi hazirlandu.

Master Mikslerin Hazirlanisi: Tum PZR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢cin PZR
amplifikasyonu 30 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon
cozeltisi 1X, magnesium Klortr (MgCl,) 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 volumleri Cizelge 2. 2.’de belirtilmistir.

Cizelge 2. 2. Mastermiksin hazirlanma oranlar1

Malzeme (Konsantrasyon) Istenen Son Konsantrasyon | 10 6rnek (pl)

Buffer (10X) 1X 30
MgCl, (25 mM) 2mM 24
dNTP (10 mM) 0,2mM 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 pul/ 50 ul 1,8
dH,0 Son miktara tamamlanir 235,8
TOPLAM 300

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 28’er ul hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ckstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser ul alinip, ilgili tiiplerin igerine eklendi ve agizlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip,
programlandi. 16S, Enterococcus sp., E. faecalis ve virulens genlerinin tespiti igin
kullanilan PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami sirasi ile Cizelge 2. 3., Cizelge

2.4., Cizelge 2. 5. ve Cizelge 2. 6.’da gosterilmistir.
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Cizelge 2. 3. 16S PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94
Denatiirasyon 94
Baglanma 35 55
Uzama 72
Son Uzama 1 72

Cizelge 2. 4. Enterococcus sp. PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Doéngii Sayis1 | Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94
Denaturasyon 94
Baglanma 30 55
Uzama 72

Siresi
5dk
30sn
30sn
90 sn
10 dk

Suresi
4 dk
30sn
30sn
30sn

Cizelge 2. 5. E. faecalis PZR islemine ait 1s11 dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1 | Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94
Denaturasyon 94
Baglanma 30 53
Uzama 72
Son Uzama 1 72

Suresi
4 dk
30sn
30sn
30sn
5dk

Cizelge 2. 6. gelE, cylA, ccf, EfaAfs, cylM, cpd, cylB, eep, cob virulens genlerinin

PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94
Denatiirasyon 35 94
Baglanma 54
Uzama 72
Son Uzama 1 72

Siresi
5dk
30sn
30sn
90 sn
10 dk

Cizelge 2. 7. esp ve aggA virulens genlerinin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagrami
Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C)
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94
Denatiirasyon 35 94
Baglanma 57
Uzama 72
Son Uzama 1 72

Siresi
5dk
30sn
30sn
90 sn
10 dk

38



2. 2. 3. 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.

2.2.3.2.YUrutme

Hazirlanan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra

100V 400A akimda 30 dakika yiiriitiildii.

2. 2. 3. 3. Goruntileme ve Degerlendirme

Yz voltda otuz dakikalik elektroforez siiresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli
bir sekilde igerisinde etidyum bromir 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 igin ayr1 daha once bildirildigi sekilde (Cizelge 2. 1.)
yapildi.

2. 2. 4. Sekans Analizi

Saha izolatlarimizda esp ve aggA virilens genleri varligini belirlemek igin, uygun
primerler kullanilarak ¢ogaltilan DNA’lardan bazilar1 sekans analizine tabi tutuldular,
Elde edilen amplikonlar sekans analizleri i¢cin Macrogen (Korea) firmasina gonderildi.
Firma saflastirmay1 takiben ABI Primse cihazi ile sekans analizini gergeklestiridi. Elde
edilen esp ve aggA sckanslar1 pozitif kontrol olarak kullanmak i¢in gen bankasi ile
karsilagtirildi. Bu amacgla National Center of Biotechnology Information’in web
sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi
kullanildi. Bakterilerden gen sekansina dayali molekiiler identifikasyonunun yapilisi
Resim 2. 1.’de gdsterilmistir.

39



u DNA Ekstraksiyonu |

PCR
GEN BANKASI ILE
KARSILASTIRMA SEKANS

ELEKTROFOREZ

L

Resim 2. 1. Bakterilerin gen sekansina dayali molekiiler identifikasyonu
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3. BULGULAR

3. 1. izolasyon

Calismada 2010-2011 yillar1 arasinda, Aydin iI’inde bulunan 6zel sektore ait siit
sigir yetistiriciligi yapilan 38 isletmedeki 242 inekten alinan 600 mastitisli siit 6rneginin
incelenmesi sonucunda, EA’da referans susla (E. faecalis ATCC 29212) uygun
gorunimdeki (Resim 3. 1.) bakteri kolonileri segilerek toplam 96 enterokok siipheli sus

izole edildi.

a [0 i

Resim 3. 1. a. Ekim yapilmamis EB b. EB’da E. faecalis ATCC 29212 susunun goriiniimii C.
EA’da E. faecalis ATCC 29212 susunun goriiniimii

Bu izolatlarin hepsi % 6.5 tuzlu NB’da ureyebilen, katalaz negatif, Gram pozitif kok

goriiniimiinde olduklar: belirlendikten sonra ¢alismaya dahil edildiler.

3.2. PZR

3. 2. 1. 16S: 16S PZR sonucunda tiim bakterilerin DNA ekstraksiyonlarinin
yapildigini gosteren 1361 bp uzunlugunda amplikon elde edildi (Resim 3. 2.) .
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1700 bp
1371bp
1159%p

Resim 3. 2. 16S universal primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR M: Marker (Pstl enzimi ile
kesilmis lambda faj DNA’s1) 1-7: Enterococcus sp. izolatlari, 8: Negatif Kontrol (DNA’siz master miks)
9: Pozitif Kontrol (E. faecalis ATCC 29212).

3. 2. 2. Enterococcus sp.: izole ve identifiye edilen 96 izolata spesifik primerler
kullanilarak gercekletirilen PZR sonrasinda 112 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 96
izolatin enterokok oldugu belirlendikten sonra E. faecalis izolatlarinin belirlenebilmesi

icin E. faecalis PZR gergeklestirildi.

Resim 3. 3. Enterococcus sp. PZR elektroforez gériintiisii 1-6: Enterococcus sp. saha izolatlar1 7:
Pozitif kontrol (E. faecalis ATCC 29212) 8: Negatif kontrol ( E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA
ladder (Vivantis)

3. 2. 3. E. faecalis: Izole ve identifiye edilen 96 izolata spesifik primerler
kullanilarak gercekletirilen PZR sonrasinda 475 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 56
izolatin (% 58.3) E. faecalis oldugu belirlendikten sonra virulens genleri incelendi
(Resim 3. 4.).
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Resim 3. 4. E. faecalis PZR elektroforez goéruntisi 1-2: E. faecalis saha izolatlar1 3: Pozitif kontrol (E.
faecalis ATCC 29212) 4: Negatif kontrol ( E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

3. 2. 4. Virulens genlerinin incelenmesi

izole edilen 56 E. faecalis susunun igerdikleri virulens genlerinin verildigi PZR
gorintust Resim 3. 5.°de verilmistir. Her bir virulens genlerini igeren, en az bir izolat
bulunmakta idi. Pozitif kontrol olarak kullandigimiz E. faecalis ATCC 29212 susu
inceledigimiz virulens genlerinden gelE, cylA, ccf, EfaAfs, cylM, cpd, cylB, cob, eep genleri
pozitifdir (Lanthier ve ark. 2010a). Pozitif kontrol susu temin edilemeyen iki gen icin (esp,
aggA) pozitif olarak tespit edilen saha izolatlar1 sekanslandi ve sekans sonucu olarak bu

genleri tastyan izolatlar pozitif kontrol susu olarak kullanildilar (Resim 3. 6., Resim 3. 7.)

M: 1 e 3 45 . Qe l0e 11

419 517 Hilp T05bp T41b ] 3 14058 135
l? l-.? "r":p ;,ruf- g-p od of 7 s wfpaul?

Resim 3. 5. Virulens gen PZR. 1. gelE 2. cylA 3. ccf 4. EfaAfs 5. cyIM 6. cpd 7. cyIB 8. esp 9. eep
10. cob 11. aggA gen pozitif izolatlar 12. Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder
(Vivantis)
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verilmistir.

Cizelge 3. 1. izolatlarin virulens genlerinin toplu sunumu

Accession Description Max score Total score Query coverage _. E value
AF034779.1  pnreracoccus faecalis surface nrotein nrecursor. nene. comnlete cds 1351 1351 87% 0.0
AY032999.1 Frnteracoccns fascalis nutative nathnoenicity island. nartial seauency 1351 1351 87% 0.0
AF454824.1 Fntaerocncons faecalis nathoaenicity island. camnlate seauence 1351 1351 87% 0.0
AF329367.1 Fnterncoccns faecalis nutative nathooenicity island. nartial seauesnc 1351 1351 87% 0.0
CPO02491.1  Fntarncaccus faecalis &7, omnlete ename 1334 1334 87% 0.0
JF826520.1 Fnterncoccns faecalis strain 054 enterncaccal surface nrotein fasn’ 1330 1330 86% 0.0
CP003351.1 Fnterocnccns faecium Ausnno4. comnlete nenome 1232 1232 86% 0.0
AY322150.1 Fntarornccns faecium isnlate F300 nathoaenicity island. nartial sean 1232 1232 86% 0.0
AY322499.1 Fnteracoccns fascium isnlate F734 nutative anterncoccal surface nr 1232 1232 86% 0.0
AJMBT9BI1 | Entaroroccis faecium asn aana for putative surface nrotain nrecirs 1232 1232 86% 0.0
AF444000.1  Fnreracoccns faecium sirface nrotein Fsn variant (esnd aene. esn-2 1230 1230 80% 0.0
AF443999.1 Fnterocnccns farcium surface nrotein Fsn variant (esn’ nene. asn-1 1230 1230 80% 0.0
AF417507.1 Fnterornccns fascium Fsn variant fesnd aena. nartial cds 1230 1230 80% 0.0

Resim 3. 6. esp geni sekans sonucu
X17214.1 Farerncnccis fascalis asal aene for anarenation sihsrance and © 2117 2117 81%
AF459824.1 Fnterncoccus fascalis nathnaenicity island. comnlete seanence 2111 2111 79%
AED16830.1 Frterncaccis fascalis VERI. somnlate nanoma 2111 3076 79%
GUO4B453.1  Fatarncnccns fascalis steain £99 nlasmid nREFSS. camnlata saauanc: 2100 2100 81%
AE016831.1 Fnterncocous farcalis VERR nlasmid nTFF2?. comnlate seranence 2100 2100 81%
AYES5841.2  Fnterococcus faecalis nlasmid nCF10. comnlete seauence 2087 2087 81%
ABR374546.1 Fntarncacous fascalis nlasmid nMEZ200 NDNA. comnlate samianca 2004 2004 84%
EP: S8, Frtaracacciis an. 71 76 draft asnama 1947 1947 85%
CPO02494.1 entarncocrns fascalis 62 plasmid FE62nC. completa sennence 1860 1860 84%
U91527.1 Frtarncoccus faaciim nlasmid nHKK701 anarenation substance fash? 1729 1759 81%
XE2656.1 F.faacalis nlasmid nPN1 asn1 and LIRFs ndS7. nd125 and nd113 nene 242 942 79%
ABS63188.1  Fntarncoccus fascalis nlasmid nTWO DNA. camnlate saanence =18 318 20%

Resim 3. 7. aggA geni sekans sonucu

Izolatlarin virulens genlerinin toplu sunumu Cizelge 3.1.°de detayli olarak

‘ | gel | cyl ccf ‘ efa ‘ oyl ‘ cpd | cyl ‘ esp ‘ eep ‘ cob ‘ agg ‘ Pozitif Virulens Gen/

E A Afs M B A Genleri (Sayist)
(e - - - 1+ - - [- - -] - | efaAfs(1)
| 2 [+ [ - |+ |+ [ - |+ [ - |+ [ - | [ - | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, cob (6)
T A Y A I A [- [+ [- | - | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp (5)
e A I A [- [+ [- | - | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp (5)
(s [- - |- [+ [- [+ [- - - 1 - | efaAfs, cpd (2)
(e [- [- |- [+ [- [+ [- - - - | efaAfs,cpd (2)
(7 - - - 1+ 1- 1+ [- - |- |- | efaAfs, cpd (2)
- T S T I U A [- [+ [- ] |+ | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, aggA (6)
|9 [+ |- |+ |+ [ - |+ [ - |+ [ - | [ - | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, cob (6)
L T e A A A [- - -] - | efaAfs, cpd (2)
[11 | [ - | + [+ [ - [+ [- [- [ - | [ - | gelE, ccf, efaAfs, cpd (4)
‘ 12 | + | - ‘ + ‘ + ‘ - ‘ + | - ‘ + ‘ + ‘ + ‘ gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, cob,

aggA(8)

T T T I B A [- [+ [- ] | - | ccf, efaAfs, cpd, esp (4)
N T e A I A [- [+ [- ] |- | efaAfs, cpd, esp(3)
[15 |+ |- |+ | + [ - |+ [ - | + |+ | [ - | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep (6)
[ 16 | + [ - |+ |+ [ - |+ [ - |+ |+ | [ - | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep (6)
[17 |+ [ - |+ |+ [ - |+ [ - |+ |+ | [ - | gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, cob (7)

44




18 + - - + - + - + + + - gelE, efaAfs, cpd, esp, eep, cob (6)
19 + - + + - + - + + - + gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, aggA (7)
gel cyl ccf efa cyl cpd cyl esp eep cob agy Pozitif Virulens Gen/
E A Afs M B A Genleri (Sayist)
20 + R + + - + - + - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp (5)
21 + - + + - + - - - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd (4)
22 + - - + + + - + - - - gelE, efaAfs, cylM, cpd, esp (5)
23 + - + + - + - - - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd (4)
24 + - + + - + - + - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp (5)
25 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
26 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
27 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
28 ¥ + R + - - - - - - - gelE, cylA, efaAfs (3)
29 + N + + R + - - - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd (4)
30 + N + + R + - - - + - gelE, ccf, efaAfs, cpd, cob (5)
31 + - + + - + - + - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp (5)
32 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
33 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
34 ¥ R - + - - - + - - - gelE, efaAfs, esp (3)
35 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
36 + - - - - + - - - - - gelE, cpd (2)
37 + N + + R + - - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd (4)
38 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
39 + - + - - + - + - - - gelE, ccf, cpd, esp (4)
40 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
41 ¥ - - + - - - - - - - gelE, efaAfs (2)
42 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
43 + - + + - + - + - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp (5)
44 + - - - - + - - - - - gelE, cpd (2)
45 + - + + - + - + - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp (5)
46 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
47 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
48 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
49 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
50 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
51 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
52 + - - + - + - + - - - gelE, efaAfs, cpd, esp (4)
53 + - - + - + - - - - + gelE, efaAfs, cpd, aggA (4)
54 ¥ - - + - - - - - - - gelE, efaAfs (2)
55 + - - + - + - - - - - gelE, efaAfs, cpd (3)
56 + - + + - + - - - - - gelE, ccf, efaAfs, cpd (4)
Top 49 1 24 53 1 51 0 29 6 6 4
lam
(%) 87.5 1.8 42.8 94.6 1.8 91.0 0 51.7 10.7 10.7 7.1

Toplam 56 E. faecalis izolatinin virulens genlerinin incelenmesi sonucunda
sirastyla 53 (% 94.6) efaAfs, 51 (% 91.0) cpd, 49 (% 87.5) gelE, 29 (% 51.7) esp, 24 (%
42.8) ccf, 6 (% 10.7) cob, 6 (% 10.7) eep, 4 (% 7.1) aggA, 1’er izolatin (% 1.8) cylA ve
cyIM genleri tasirken higbir izolatin cylB geni tasimadigi tespit edildi. Herhangi bir

virulens geni tasimayan izolat mevcut degildi (Cizelge 3. 1.).
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Cizelge 3. 2. izolatlarin virulens genotiplerinin dagilimi

Virulens gen Virulens gen Tasinani virulens gen/genleri Izolat say1st (%)
genotip sayisi sayisi

1 1 efaAfs 1 1.8
2 2 efaAfs, cpd 4 7.2
3 2 gelE, cpd 2 3.6
4 2 gelE, efaAfs 2 3.6
5 3 efaAfs, cpd, esp 1 1.8
6 3 gelE, efaAfs, cpd 9 16.0
7 3 gelE, cylA, efaAfs 1 1.8
8 3 gelE, efaAfs, esp 1 1.8
9 4 gelE, ccf, efaAfs, cpd 6 10.7
10 4 gelE, ccf, cpd, esp 1 1.8
11 4 ccf, efaAfs, cpd, esp 1 1.8
12 4 gelE, efaAfs, cpd, aggA 1 1.8
13 4 gelE, efaAfs, cpd, esp 8 14.3
14 5 gelE, efaAfs, cylM, cpd, esp 1 1.8
15 5 gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp 7 12.5
16 5 gelE, ccf, efaAfs, cpd, cob 1 1.8
17 6 gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, aggA 1 1.8
18 6 gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, cob 2 3.6
19 6 gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep 2 3.6
20 6 gelE, efaAfs, cpd, esp, eep, cob 1 1.8
21 7 gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, aggA 1 1.8
22 7 gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, cob 1 1.8
23 8 gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, cob, aggA 1 1.8

Toplam 56
Incelenen izolatlarin icerdikleri virulens genlerinin sayisina bakildiginda ise

sirastyla: bir, iki, ti¢, dort, bes, alt1, yedi, sekiz virulens gen iceren 1 (% 1.8), 8 (% 14.3),
12 (% 21.4), 17 (% 30.3), 9 (% 16.0), 6 (% 10.7), 2 (% 3.6), 1 (% 1.8) sus belirlendi
(Cizelge 3. 2.). Virulens genlerinin dagilimima bakildiginda ise “gelE, efaAfs, cpd”
genlerini birlikte tasiyan 9 (% 16,0), izolat bulunurken; bunu, “gelE, efaAfs, cpd, esp” 8
(% 14.3), yedi (% 12.5) “gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp”, alt1 (% 10.7) “gelE, ccf, efaAfs,
cpd”, dort (% 7.2) “efaAfs, cpd” izolat izledi. Ikiser izolat (% 3.6) “gelE, cpd”, “gelE,
efaAfs”, “gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, cob”, “gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep”, birer izolat
ise “efaAfs”, “efaAfs, cpd, esp”, gelE, “cylA, efaAfs”, “gelE, efaAfs, esp”, “gelE, ccf,

cpd, esp”, “ccf, efaAfs, cpd, esp™, “gelE, efaAfs, cpd, aggA”, “gelE, efaAfs, cylM, cpd,

esp”,

gelE, ccf, efaAfs, cpd, cob, “gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, aggA”, “gelE, efaAfs,
cpd, esp, eep, cob”, “gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, aggA”, “gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp,
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eep, cob”, *“gelE, ccf, efaAfs, cpd, esp, eep, cob, aggA” genlerini birlikte tasiyordu.

Toplam 23 virulens genotipi belirlendi.

4. TARTISMA

Enterokoklar, birgok antibiyotige karsi gerek intrinsik, gerekse kazanilmis direng
gostererek sinirl tedavi secenegine sahip olan, d6zellikle glikopeptid grubu antibiyotiklere
direnci mobil genetik elementlerle diger bakterilere kolaylikla transfer edebilen ve intestinal
florada asemptomatik persistent kolonizasyon gostererek endojen kdkenli infeksiyonlara yol
acabilen ve son yillarda hastane enfeksiyonlarinda ki oOnemi de giderek artan
mikroorganizmalardir. Enterokoklara kars1 ilgiyi arttiran 6nemli nedenlerden birisi de, yiiksek
letalitelerine karsin, patojeniteyi belirleyen virulens faktorleri iizerine yapilan ¢alismalarin
yetersizligidir. Bu sebeple, enterokoklarin virulens faktorleri iizerine yapilacak olan her
caligma, patogenezlerinin daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir. Bu nedenle
gerceklestirilmis olan bu calismada, sigir mastitis orjinli siitlerden izole edilen E. faecalis
suslarinin potansiyel virulens faktorlerinin (jelatinaz [gelE], adezyonla ilgili protein
[EfaA], cinsiyet hormonlar1 [cpd, cob, ccf], enterokokal yuzey proteini [esp], agregasyon
faktort [aggA], sitolizinler [cylM, cylIB, cylA], hormon salinimini arttiran yiizey proteini

[eep]) molekiiler yontemler kullanilarak incelenmesi amaglandi.

Laboratuvarlarda bakteriyel mastitis etkenlerinin identifikasyonu icin genellikle
izolatlarin ~ fenotipik  Gzelliklerden yararlanilip, biyokimyasal testlerle sonuca
gidilmektedir. Ancak biyokimyasal testler kullanilarak gergeklestirilen fenotipik
identifikasyonun mastitise neden olan enterokoklar gibi bazi bakteriyel patojenlerin
identifikasyonu igin ¢ok giivenilir olmadigi ve molekiiler dogrulama gerektirdigi
bildirilmektedir (Devriese ve ark. 1999, Bensalah ve ark. 2006). Bu nedenle de yapilan
pek cok calismada mastitis kokenli enterokok izolatlar1 sadece izolasyon asamasinda
kalmis, izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonuna gidilmemistir (McDonald ve
McDonald 1976, Park ve ark. 2007). Bu c¢alismada da izolatlar fenotipik olarak cins
diizeyinde identifiye edildikten sonra, cins ve tiir dilizeyinde dogrulama amaciyla

molekiiler yontemler kullanilmistir. PZR ile Enterococcus sp. olarak belirlenen 96
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izolatin 56’sinin E. faecalis oldugu (% 58.3) identifiye edilmistir. Mastitis izolat1 olan
enterokoklarin identifikasyonlar ile ilgili farkli yillarda yapilan Enterococcus sp. ve E.
faecalis izolasyon oranin farklilik gostermektedir. Aaestrup ve ark. (2002) mastitis izolati
olan enterokoklarda E. faecium’un yaninda E. avium’u da identifiye ederek, bu
etkenlerinde mastitislerden izole edilebilecegini belirlemislerdir. Bu calismada ise
incelenen 75 adet enterokok susu igerisinde % 81.3 E. faecium, % 18.6 E. avium
identifiye edilirken E. faecalis bulunamadigi bildirilmistir. Petersson-Wolfe ve ark.
(2007) 1zole ettikleri enterokoklarin % 3.0’iinlin, Jayarao ve ark. (1992) % 8.3’iiniin,
Devriese ve ark. (1999) % 25.1’inin, Watts (1988) % 36.6’sinin, Wolfgang ve ark.
(2009) % 44.4’Gnti, Nam ve ark. (2009) % 44.9’unu, Kuyucuoglu (2011) % 53.4,
Tenhagen (2006) % 54.0°Gnun E. faecalis oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismanin temel
konusu her ne kadar mastitisli sigir siitlerindeki enterokok sikligini belirlemek
olmamakla birlikte; ¢alismada kullanilacak olan suslarin saglanabilmesi i¢in izolasyon
caligsmalar1 yapildi ve bunun sonucunda da, izole edilen enterokok suslari icerisindeki E.
faecalis izolasyon orani diger ¢alismalarin hepsinden yiiksek (% 58.3) olarak belirlendi.
Calismamizda identifikasyon iglemleri (izole edilen enterokok suslari hem cins, hem tiir
diizeyinde) spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen PZR ile gergeklestirildiginden
genotipik yontem olan bu test oldukg¢a giivenilirdir. Calismalar arasindaki izolsyon
oraninin ¢ok degisik olmasi; yoresel farkliliklardan ya da kullanilan izolasyon
identifikasyon yontemlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Son yillarda
mastitislerden izole edilen enterokoklar1 molekiiler olarak cins ve tiir diizeyinde
identifikasyonlarin1 yapmak i¢in bir¢ok arastirici tarafindan PZR yontemi kullanilmistir
(Bensalah ve ark. 2006, Nam ve ark. 2009). Sonug¢ olarak, yoremizde enterokoklarin
mastitislerin etiyolojisinde 6nemli rol oynadigi, bu etkenlerin cins ve tiir diizeyinde
identifikasyonlarinin yapilmasinda spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen PZR
yonteminin yararli oldugu goriilmiistiir. Ayrica farkli isletmelerden ya da bdlgelerden
izole edilen suslarin kisa siirede tiir diizeyinde belirlenebilmesi icin PZR ybdnteminin
kullaniminin uygun olabilecegi goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda, daha fazla
izolatin, kisa silirede identifikasyonlarinin  yapilabilmesi ile enterokoklarin
epidemiyolojisi hakkinda daha genis veriler elde edilmesine yol agacagi ve mastitis
etiyolojisinde 6nem kazanan enterokoklarin daha ileri tekniklerle ve daha giivenilir bir
sekilde arastirilmasinin da siit sigirciligi ve ekonomisine katki saglayacagi belirlenmis ve

bu bulgular enterokok etkenlerinin inek mastitislerindeki 6nemini ve roliinii gosterilmistir.
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Enterokoklar hem insan hem de hayvanlarin normal floralarinda bulunduklar1 igin,
yillarca apatojen mikroorganizmalar olarak kabul edilmislerdir. Ancak, mikroorganizmalarin
yol ac¢tiklar1 infeksiyonlarda yiiksek letaliteleri, virulens faktorlerinin incelenmesi gerekliligini
dogurmustur. Insan ve hayvanlarda dogal flora iiyesi olarak bulunan enterokoklar,
glinlimiizde, insanlarda basta iiriner sistem enfeksiyonu olmak iizere bircok nozokomiyal
enfeksiyonun en yaygin gorilen etkenlerindendir (Vankerckhoven ve ark. 2008, Ozmen ve
ark. 2010). Sigirlarda ise 6nemli mastitis etkeni olarak bilinmektedir (Devriese ve ark. 1999,
Bensalah ve ark. 2006). Enfeksiyonlardan sorumlu en az 12 enterokok tiiriiniin varligina
ragmen en sik E. faecalis ve E. faecium tiirlerine rastlanmaktadir. Enterokoklarin
nozokomiyal olan hastalardan izolasyon orani yillar icerisinde diizenli artis gostermekte olup
son yillarda saptanma sikliklar1 ikinci siraya yiikselmigtir. Tim diinyada &zellikle
nozokomiyal enterokok suslarinda giderek artan ¢oklu antimikrobiyal diren¢ gelisimi, ciddi
sorunlara neden olmaya baslamistir (Sood ve ark. 2008). Enterokoklar, bir¢cok beta-laktam
antibiyotige ve aminoglikozidlere intrinsik olarak ya direngli ya da toleranslhidirlar (Billstrom
ve ark. 2008). Antibiyotiklere kars1 direng gelisimi, direng genlerini igeren transpozon veya
plazmidlerin kazanilmasiyla veya mutasyonlarla olmaktadir. Enterokoklarin antibiyotik
direnci ile ilgili konularda yapilan ¢ok sayidaki ¢alismaya ragmen, virulens faktorleri ve
patojenite mekanizmalari konularinda yapilan ¢aligmalar yetersiz kalmaktadir (Vergis ve ark.
2002). Ozellikle mastitise neden olan enterokoklarin virulens faktorlerinin molekiiler
yontemlerle incelendigi bir caligmaya literatiirlerde rastlanilmamistir.  Enterokoklarin
virulensinda, genomda bulunan patojenite adalar1 ve plazmidlerde kodlanan virulens genleri
rol oynar. Bu bakterilerin baglica virulens faktorleri arasinda; jelatinaz (gelE) (Su ve ark.
1991), adezyonla ilgili protein EfaA (E. faecalis endokarditis antijen A) (Lowe ve ark.
1995), cinsiyet hormonlar1 (cpd, cob, ccf) (Ember ve ark. 1989, Clewell ve ark. 2000),
enterokokal ylzey proteini (esp) (Shankar ve ark. 1999), agregasyon faktorii (aggA)
(Galli ve ark. 1990), sitolizinler (cylM, cylB, cylA) (lke ve ark. 1990, Gilmore ve ark.
1994), hormon salinimini arttiran yiizey proteini (eep) (An ve ark., 1999, Bittencourt de
Marques ve Suzart 2004) olarak siralanabilir. Bu calismada da bu virulens genleri

molekiiler yontemler kullanilarak incelenmistir.

E. faecalis efaAfs geni, enterokoklarin yilizeylere yapismasini yani adezyonunu ayrica
konak immun sistemden ka¢gmasini sagladigindan siiphelenilmekle ve endokarditis vakalari ile
iliskili oldugu bildirilmektedir (Lowe ve ark. 1995, Singh ve ark. 1998). Bu gen siklikla E.

faecalis klinik izolatlarda tespit edilmekle birlikte (Eaton ve Gasson 2001; Bittencourt de
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Marques ve Suzart 2004; Abriouel ve ark. 2008) son yillarda yapilan c¢alismalarda efaAfs
geninin sulardan izole edilen enterokoklar arasinda siklikla bulundugu gosterilmektedir
(Lanthier ve ark. 2010a). E. faecalis’in hiicre duvar1 adezinlerinden olan ve bakterinin konak
hiicrelerine yapismasindan sorumlu olan virulens geni efaAfs, bu ¢calismamizda izolatlarin %
94.6’sinda tespit edilerek en ¢ok belirlenen virulens geni oldu. Benzer sekilde Eaton ve
Gasson (2001) gida ve tibbi izolatlarinin % 89.0’unda bu genin varligini bildirmislerdir.
Simdiye kadar yalnizca bir hayvan modelinde (Singh ve ark. 1998) bu genin patojeniteye

etkisi gosterilmistir (Eaton ve Gasson 2001).

Cinsiyet hormon genleri olan cpd, ccf, cob farkli kaynaklardan izole edilen E.
faecalis suslart igerisinde daha oOnceki yillarda yapilan caligmalarda, siklikla tespit
edildigi bildirilmektedir (Eaton ve Gasson 2001, Abriouel ve ark.. 2008, McGowan-Spicer
ve ark. 2008, Valenzuela ve ark. 2008, Lanthier ve ark. 2010a, Ozmen ve ark. 2010).
Calismamizda, cinsiyet hormon genleri icerisinde en yiliksek oranda cpd (izolatlarin %
91’inde) tespit edilerek, incelenen tum genler igerisinde en cok belirlenen ikinci gen
oldu. Bunu besinci siradaki ccf (% 42.8) ve altinci siradaki cob (% 10.7) genleri izledi.
Bu ¢alismada, boylece cinsiyet hormon genlerinin mastitisli s1gir siitlerinden izole edilen

E. faecalis suslarinda da yiiksek oranda goriildiigiinii ortaya koydu.

Cinsiyet hormonlar1 ile iligkili olan iki gen, eep (hormon salinimini arttiran protein
geni) ve aggA (agregasyon faktérinu kodlayan gen)’nin E. faecalis izolatlarinda varlig: ile
ilgili olarak, ge¢mis yillarda yapilan caligmalarda farkli bulgular mevcuttur. Agregasyon
faktord, plazmidlerdeki aggA geni tarafindan kodlanan ve E. faecalis'lerin yuzeyinde eksprese
edilen bir glikoproteindir ve bakterinin notrofil, kalp endokard ve bébrek tibuler hicreleri
gibi ¢esitli hiicre yiizeylerine adezyonunu artirmaktadir (Dupre ve ark. 2003, Seno ve ark.
2005, Klibi ve ark. 2007, Fisher wve Phillips 2009, Hallgren ve ark. 2009). Bazi
arastirmacilar, gida ve klinik izolatlarda yapilan caligmalarda aggA’nin E. faecalis’te
bulundugunu, ancak E. faecium’da tespit etmediklerini bildirirlerken (Eaton ve Gasson 2001;
Franz ve ark. 2001; Valenzuela ve ark. 2008), bir kism1 da gida, klinik ve ¢evresel E. faecalis
ve E. faecium izolatlarinda (Semedo ve ark. 2003; Abriouel ve ark. 2008; Ozmen ve ark.
2010) ve diger enterokok tirlerinde (Semedo ve ark. 2003, Lanthier ve ark. 2010a)
bulundugunu belirtmislerdir. Su anki bilgilerimize gore eep varligi konusundaki ¢alismalar
oldukca simirli yapilmistir ve klinik izolatlarin yarisindan fazlasinda mevcut oldugu

bildirilmektedir (Bittencourt de Marques ve Suzart 2004), ayrica sigir mastitislerinde rolii
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oldugundan da stphelenilmektedir (Denham ve ark. 2008). Bu ¢alismada da, mastitisli si1gir

sutlerinden elde edilen izolatlarda % 10.7 eep ve % 7.1 aggA varligi belirlenmistir.

Kromozomal gelE geni tarafindan kodlanan jelatinaz (metalloproteaz) enzimi ise,
kollajen, jelatin, kazein, hemoglobin ve diger biyoaktif kiiclik peptidleri hidrolize eden ve
hayvan modellerinde endoftalmit ve endokarditi siddetlendiren hiicre dist bir ¢inko-
endopeptidazdir (Vankerckhoven ve ark. 2004, Seno ve ark. 2005, Klibi ve ark. 2007,
Fisher ve Phillips 2009). Ekstraselliilar jelatinazi kodlayan gelE sularda (Lanthier ve ark.
2010a), gida ve klinik izolatlarda (Eaton ve Gasson 2001, Semedo ve ark.. 2003, Bittencourt
de Marques ve Suzart 2004; Creti ve ark. 2004, McGowan-Spicer ve ark. 2008) siklikla
bulundugu bildirilmektedir. Bu ¢alismada da, gelE en ¢ok tespit edilen tctinci (% 87.5) gen

olmustur.

Kromozomal esp geni tarafindan kodlanan ve hiicre duvar ile iligkili bir protein olan
esp, esas olarak E. faecalis'in hiicre yilizeyinde yer alir. Bakteriyi, konagin bagisiklik
sisteminden korudugu diisiiniilen esp, enterokoklarin {iriner sistemde persistansi,
kolonizasyonu ve artmis virulensi ile iliskili bulunmustur (Shankar ve ark. 2002, Bittencourt
de Marques ve Suzart 2004, Vankerckhoven ve ark. 2004, Seno ve ark. 2005, Sood ve ark.
2008). esp’nin klinik kaynaklardan oldugu gibi gida ve c¢evresel izolatlarda (Eaton ve Gasson
2001, Semedo ve ark. 2003, Abriouel ve ark. 2008, McGowan-Spicer ve ark. 2008) da
bulundugu gosterilmistir. efaAfs, gelE ve esp genlerinin klinik izolatlar kadar ¢evresel ve su
orneklerinde de siklikla bulunmasinin, bu virulens genlerinin patojeniteye katkisi oldugunu
diistindiirmektedir (Lanthier ve ark. 2010a). Bu c¢alismada da efaAfs, gelE ve esp genleri
mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecalis suslarinda ilk dort sirada izole edilen

genlerdir ve bu sonug yukarida bildirilen diger ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.

Kromozomal hyl geni tarafindan kodlanan ve ozellikle E. faecium tarafindan
sentezlenen hyl, hyaliironik asidi etkileyerek doku hasarina yol a¢gmakta, bag dokusunun
mukopolisakkarid kismmi depolimerize etmekte, boylece enterokoklarin oldugu kadar
toksinlerinin de konak dokusunda yayilmasini kolaylastirmaktadir (Fisher ve Phillips 2009).
Ancak hyl'nin insan idrar yolu infeksiyonlarinda patogenezindeki rolii tam olarak
anlagilamamistir (Billstrom ve ark. 2008, Fisher ve Phillips 2009). Hemolizin, insan, tavsan
ve at eritrositlerini parcalayan ve birgok Gram-pozitif bakteriye karsi bakterisidal olan bir

toksindir (Vergis ve ark. 2002, Fisher ve Phillips 2009). Hemolizin, hem 6karyotik hem de
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prokaryotik hiicrelerde lizise neden olmasindan dolay1 daha ¢ok sitolizin olarak adlandirilir
(Shankar ve ark. 1999, Klibi ve ark. 2007, Hallgren ve ark. 2009). Hemolizin genleri (cyl),
genellikle feromona duyarli plazmidler iizerinde tasinirlar; ancak patojenite adalari iginde
bakteriyel kromozoma da entegre olabilirler (Vankerckhoven ve ark. 2004, Seno ve ark.
2005, Klibi ve ark. 2007, Fisher ve Phillips 2009). Sitolizin gen varligi sularda olduk¢a
diisikk (% 0.4) olarak (Lanthier ve ark. 2010a) bildirilirken; gidalarda (% 44.0) ve tibbi
izolatlarda (cylA % 44.0, cylM ve cylB % 56.0) yiiksek olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmada,
mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecalis suslarinda sitolozin genleri olan cylA (%
1.8), cylB (% 0.0) ve cylM (% 1.8) incelenen on bir virulens geni icerisinde en diisiik
oranda tespit edilen genler oldu. Cevresel faktorlerin de gen ekspresyonuna etkisi oldugu
bilinmektedir (Finlay ve Falkow 1997).

Virulens faktorlerinin yaygmligi ile ilgili olarak yapilan c¢alismalarda, calisilan
orneklerin kaynagina (klinik, fekal veya c¢evresel), enterokoklarin tir dagilimina ve
calismanin yapildigi iilkelere gore degiskenlik gosterdigi anlagilmaktadir. Son yillarda yapilan
bir calismada (Lanthier ve ark. 2010a) sularda 1558 Enterococcus sp.’linde virulens
determinantlarinin dagilimini incelemisler: sirasiyla ccf (% 55.9), eep (% 29.7), cpd (%29.5),
efaAfs (% 28.5), gelE (% 18.2) ve cob (%17.8) ve diger virulens determinantlarinin (aggA ve
esp) izolatlarin % 10’undan azinda goriildiigiini ve yalnizca 7 (% 0.4) izolatin cylABM
genleri tasidigi bildirmislerdir. Bir baska arastirmada (Eaton ve Gasson 2001) gida
izolatlarinda siras1 ile cpd (% 100.0), efaAfs (% 89.0), gelE (% 78.2), aggA (% 67.0),
sitolizinler (%44.0) ve esp (%33.0) genleri belirlenmis; ayni arastirmada tibbi izolatlarda ise
cpd ve efaAfs (% 100.0), gelE (% 89.0), aggA (% 78.0), cylM ve cylB (% 56.0) ve cylA ve
esp (% 44.0) genlerinin varlig1 bildirilmistir. Bittencourt de Marques ve Suzart (2004) ise
tibbi izolatlarda benzer bir sekilde efaAfs, eep (% 58.9), esp (% 57.9), gelE (% 45.3), aggA
(% 36.8), cylA (% 16.8), cylM ve cylB (% 14.7). Bu ¢alismada ilk dort siray1 alan virulens
genleri olan efaAfs, cpd, gelE ve esp’nin yukardaki diger calismalarda da yiiksek oranlarda
tespit edildigi goriilmektedir.
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5. SONUC

Aydin yoresinde enterokoklarin mastitislerin etiyolojisinde 6nemli rol oynadigi,
bu etkenlerin cins ve tiir diizeyinde identifikasyonlarinin yapilmasinda spesifik primerler
kullanilarak gergeklestirilen PZR yOnteminin fazla sayida izolatin, kisa siirede

identifikasyonlarinin yapilabilmesine imkan vermesi sebebi ile faydali bulunmustur.

Enterokoklarin virulens faktorleri {izerine yapilacak olan her ¢aligma, bu
mikroorganizmanin patogenezinin daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir. Bu c¢alismada,
virulens genlerinin incelenmesi sonucunda sirasi ile adezyon geni olan efaAfs (% 94.6)
en sik tespit edilen virulens geni oldu. Cinsiyet hormon genlerinden cpd ikinci en yuksek
izole edilen gen (% 91.0) olurken; bunu jelatinazi kodlayan gen gelE (% 87.5) izledi.
Enterokokal hiicre duvar yuzey protein geni olan esp (% 51.7) dordiincii sirada
belirlenirken; bes ve alt1 siralarda yine cinsiyet hormone genleri ccf (% 42.8) ve cob (%
10.7) genleri bulundu. Bazi virulens genlerinin varlig1 (eep, aggA ve sitolizin genleri)
% 10’un altinda idi. Herhangi bir virulens geni tasimayan izolat mevcut degildi. Yirmiii¢
virulens genotip sayisi ile izolatlarin ¢ok farkli virulens gen profiline sahip olduklari
goriildii. Sekiz virulens genini birlikte tasiyan bir (12 nolu izolat) ve yedi virulens genini
birlikte tasiyan iki (17 ve 19 nolu izolatlar) izolatin bulunmasi dikkat g¢ekici idi. Bu
calisma, Aydin yoresinde mastitisli sigir siitlerinden izole edilmis olan E. faecalis
suslarinin ¢ok sayida virulens genine sahip olmasi sebebi ile izolatlarin yiiksek patojenite
potansiyeline sahip olduklarini, bu suslarin hayvansal kaynaklardan insanlara bulasma ve
bulastiklarinda ise infeksiyon olusturabilme potansiyellerinin oldugunu gosterdi.
Enterokok tdrlerinin artan 6nemi ve 0zellikle antibiyotiklere direncin artan sikligi dikkate
alindiginda, enterokoklarin invazifligi ve hastaligin siddeti ile iliskili virulens faktorlerin
tanimlanmasi1 ve bu virulens faktorlerinin antibiyotiklerle iligkilerinin ortaya konmasi,

konusunda daha genis kapsamli arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Mastitisli Sigir Siitlerinden Izole Edilen Enterococcus faecalis Suslarimin Viriilens

Genlerinin incelenmesi

Bu calismada, mastitisli sigir siit 6rneklerinden izole edilen Enterococcus faecalis
suslarinin potansiyel virtlens geninin (jelatinaz [gelE]), adezyonla ilgili protein [EfaAfs],
enterokokal yuzey proteini [esp] sitolizinler [cylA, cylM, cylB], cinsiyet hormonlari [cpd, cob,
ccf], agregasyon faktori [aggA], hormon salinimini arttiran yiizey proteini [eep]) polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile incelenmesi amaglandi. Calismada materyal olarak, 600 mastitisli
sigir siitinden izole edilen 56 E. faecalis izolati kullanildi. Enterokok izolasyonu, selektif
besiyerinde gerceklestirildikten sonra, cins ve tir dizeyinde identifikasyon yine PZR ile
gergeklestirildi. Virulens geni tasimayan enterokok izolatt mevcut degiliken, izolatlarin %
1.8’inin sekiz, % 3.6’smin yedi viriilens genine sahip oldugu belirlendi. efaAfs geninin
en yiksek oranda gorilen (% 94.6) virtlens geni oldugu ve bunu cpd (% 91.0), gelE (%
87.5), esp (% 51.7), ccf (% 42.8), cob (% 10.7), eep (% 8.9), aggA (% 7.1), cylA ve cylM (%
1.78) takip ettigi saptandi. Izolatlarinin higbirinde cylB geni belirlenmedi. Sonug olarak
bu ¢alisma, mastitisli sigir siitlerinden izole edilen E. faecalis suslarinin yiiksek patojenite
potansiyeline sahip olduklari, bu suslarin hayvansal kaynaklardan insanlara bulagsma ve
bulastiklarinda ise infeksiyon olusturabilme potansiyellerinin oldugunu gosterdi.
Enterokoklarin invazifligi ve hastalifin siddeti ile iligkili virulens faktorlerin tanimlanmasi ve
bu virulens faktorlerinin antibiyotiklerle iliskilerinin ortaya konmasi, konusunda daha genis

kapsamli aragtirmalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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SUMMARY

Investigation of Virulence Genes of Enterococcus faecalis Strains Isolated from
Mastitic Bovine Milk

In this study, it was aimed to investigate the potential virulence genes (gelatinase
[gelE]), adhesion-associated protein [EfaAfs], enterococcal surface protein [esp],
cytolysins [cylA, cylM, cyIB], sex pheromones [cpd, cob, ccf], aggregation substance
[aggA], enhanced expression of pheromone [eep]) of Enterococcus faecalis strains
isolated from mastitic bovine milk samples with polymerae chain reaction (PCR). A total
of 56 E. faecalis isolates, which were previously isolated from 600 mastitic bovine milk
samples were used as material. After the isolation of enterococcus in selective media,
identifications based on genus and species were also performed with PCR. 1.8 % and %
3.6 of the strains harbored eight and seven virulence determinant, while there was no
enterococci enterococcal isolate having virulence gene. The efaAfs gene was the
predominant (% 94,6) virulence gene among the enterococci investigated followed by
cpd (% 91,0), gelE (% 87,5), esp (% 51,7), ccf (% 42,8), cob (% 10,7), eep (% 8,9), aggA
(% 7,1), cylA and cylM (% 1,78). None of the strains harbored cylB gene. Finally, it can
be said that E. faecalis 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 enterococcus and their
relationships with some kind of antibiotics should also be revealed.
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