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ONSOZ

Enterokoklar, insan ve hayvanlar1 infekte etme yeteneginde olan
mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar, diistk virtilensli olarak bilinmelerine ragmen;
pek cok antibiyotige karsi intrensek olarak direncli olmalari, diger antibiyotiklere de
kolaylikla direnc gelistirebilmeleri ve ¢evreye adaptasyonlarinin iyi olmasi gibi 6zellikleri,
onlar1 diger patojenlerden daha avantajli hale getirmektedir. Normalde sut ineklerinin sindirim
sistemi florasinda bulunan ve mastitislerine sebep olan firsat¢i patojenlerdir. Yapilan
caligmalarda mastitislerden yorelere gore ve kullanilan izolasyon yontemlerine gore farkl

oranlarda (% 6-42) enterokok izolasyonu gerceklestirilmektedir.

Cevresel bir epidemiyolojiye sahip olan enterokoklar, insanlarda nozokomial
infeksiyonlarda dnemli bir problem haline gelmelerine ragmen; plazmit igerikleri hakkindaki
bilgiler yetersizdir. Enterokok plazmit profillerinin incelenmesi enterokokal infeksiyonlarin
yayilhimmin agiklanmasina katkida bulunmaktadir. Enterokoklar bircok direng ve virulens
faktor geni iceren plazmite sahiptirler. Bu direncin aktarilmas: ve direng yollarmin izlenmesi

acisindan plazmit iceriklerinin incelenmesi 6nemlidir.

Suslardaki plazmit sayisinin artmasi, susun patojenitesinin arttirdigini gostermektedir.
Ayni zamanda plazmit profil analizi klonal yayilimi belirleyebilmek icin iyi bir molekiler
tiplendirme yontemi olarak kullaniimaktadir. Su anki bilgilerimize gére, mastitisli sigir
sutlerinden izole edilen Enterococcus faecalis suslarmin plazmit profillerinin incelendigi
bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu calismada ile Turkiye’de mastitisli sigirlar sutlerinden
izole edilen E. faecalis suslarinin plazmit profilleri ilk kez incelenmistir. Ydredeki saha
izolatlar1 arasindaki plazmit yayilimi belirlenerek, izole edilen enterokok suslarmnin
patojenitesi ve klonal yayilim1 hakkinda bilgi sahibi olunmustur.

Bu arastirma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (VTF
14032 no’lu proje) tarafindan desteklenmistir.
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1. GIRIS

Meme dokusunun yangis1 olarak tanimlanan mastitis, sut salgisinda fiziksel ve
kimyasal degisikliklerin ve meme dokusunda patolojik degisikliklerin sekillenmesiyle
karekterizedir (Bradley 2002, Pyorala 2003). Mastitis hastaliginin nedeni olarak
bakteriler, mikooplazmalar, mayalar ve algler gibi 137 farkl: organizma tespit edilmistir
(Watts 1988). Hastaligin etiyolojisinde bakteriyel etkenler ilk siray: olusturur. Mastitise
neden olan bakteriyel patojenler kaynagina gore cevresel ve bulasici olarak iki grupta
incelenir. Bulasic1 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 gorilen, katalaz negatif Ozellik gOsteren, yuksek tuz ve pH

duzeylerinde Ureyebilen etkenlerdir (Hardie ve Whiley 1997, Franzetti ve ark 2004).

Enterokoklar genis bir konakg¢it dagilimina sahiptirler. Hayvanlarin sindirim
sisteminde yerlesik dogal flora bakterisi olan bu etkenler, 6zellikle sagim hijyenine
dikkat edilmedigi ve althk temizliginin dizenli yapilmadigi durumlarda memeleri
kolaylikla infekte ederek mastitise neden olmaktadirlar. Meme basindan giren
enterokoklar meme kanali boyunca vyerlesip 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 ¢alismalarda
mastitislerden % 6-42 oranlar1 arasinda enterokok izolasyonunun gerceklestirildigi
bildirilmistir. Cevresel bir epidemiyolojiye sahip olan enterokoklar, insanlarda
nozokomial infeksiyonlarda ©6nemli bir problem haline gelmelerine ragmen

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

Enterokok patojeni olan bir mastitis, cevreden hayvanlara bulasabildigi gibi
hayvandan hayvanada bulasabilir (Rossitto ve ark 2002). Ayrica enterokoklar antibiyotik

direng genleri tasimalart acisindan da 6nemlidirler. Hayvanlarda ve insanlarda diger



patojen ve komensal bakterilere de antibiyotik diren¢ genlerini aktarabilir ve antibiyotik
direncinin artmasina sebep olabilirler (Murray 1990; Klare ve ark 2001).

Normal gastrointestinal sistem bakteriyel florasinin parcasi olan enterokoklar
insanlarda nosokomial bakteriyemi, peritonitis, endokarditis, Uriner sistem ve yumusak
doku infeksiyonlarina neden olurlarken; hayvanlarda sporadik infeksiyonlar olusturular.
Bunlardan en Oonemlileri kahverengi yumurtacilarda gortlen 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 acgtigi, E. hirae’nin bir kedide
enteropatiye, karaciger safra kanali ve pankreatik kanalinda supuratif yangiya neden
oldugu bildirilmistir (Moellering 2000).

1.1. Enterekoklarin Tarihge ve Taksonomisi

Enterokok terimi ilk defa 1899°da Fransa’da Thiercelin tarafindan kullanilmastir.
Ayni1 yil MacCallum ve Hastings daha sonradan hemolitik bir enterokok oldugu anlasilan
Micrococcus zymogenes admi verdikleri endokardite yol acan bir bakteri
tanimlamislardir. 1906°da Andrewes ve Horder, endokarditli bir hastadan izole ettikleri
bakteriyi Streptococcus faecalis olarak tanimlamistir (Murrray 1990). Streptokoklar 1919
yilinda Brown tarafindan kanli agarda yaptiklart hemoliz tipine gore alfa, beta, gama
hemolitik olarak ilk defa sistematik olarak smiflandirilmistir (Brown 1919). R.
Lancefield, 1933 vyilinda streptokoklar1 hiicre duvarinda bulunan polisakkarit C
maddesinden vyararlanarak presipitasyon testi ile A’dan V’ye kadar gruplandirmistir
(Lancefield 1933). Sherman ise streptokoklari; hemoliz, Greme derecesi ve 6zellikleri,
biyokimyasal 0zellikleri ve antijen yapilarina gore, piyojen, laktik, viridans streptokoklar

ve enterokoklar olarak 4 gruba ayirmistir (Sherman 1937).

19. yizyiln baslarinda Streptococcus faecium ve S. faecalis ayni tur olarak kabul
edilirdi (Sherman 1937) fakat 1940 ve 1950’ lerde yapilan calismalar iki organizmanin
biyokimyasal 0Ozelliklerinin farkli oldugunu g0Ostermistir. 1960° larin ortasinda
Streptococcus faecium ve S. faecalis iki farkli tur olarak kabul edilmistir ve ginimize
kadar pek cok sayida enterekok izole edilmistir. Su anda genbank taxonomi tarayicisinda
enterekoklara ait 52 tur gorulmektedir. Enterococcus alcedinis, Enterococcus
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aquimarinus, Enterococcus asini, Enterococcus avium, Enterococcus azikeevi,
Enterococcus caccae, Enterococcus camelliae, Enterococcus canintestini, Enterococcus
canis, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus cecorum, Enterococcus columbae,
Enterococcus devriesei, Enterococcus dispar, Enterococcus durans, Enterococcus
eurekensis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum,
Enterococcus gilvus, Enterococcus haemoperoxidus, Enterococcus hawaiiensis,
Enterococcus hermanniensis, Enterococcus hirae, Enterococcus inusitatus, Enterococcus
italicus, Enterococcus lactis, Enterococcus lemanii, Enterococcus malodoratus,
Enterococcus moraviensis, Enterococcus mundtii, Enterococcus olivae, Enterococcus
pallens, Enterococcus pernyi, Enterococcus phoeniculicola, Enterococcus plantarum,
Enterococcus pseudoavium, Enterococcus quebecensis, Enterococcus raffinosus,
Enterococcus ratti, Enterococcus rattus, Enterococcus rivorum, Enterococcus rotai,
Enterococcus saccharolyticus, Enterococcus silesiacus, Enterococcus sulfureus,
Enterococcus termitis, Enterococcus thailandicus, Enterococcus ureasiticus,
Enterococcus ureilyticus, Enterococcus viikkiensis, Enterococcus villorum. Enterekoklar
Firmiculates phylumunda, Enterobacteriaceae familyasinda yer alir. Enterekoklarin
siniflandirlmasi asagidaki cizelgede (Cizelge 1.1) verilmistir.

Cizelge 1. 1. Enterokoklarin siniflandiriimasi

Kingdom Bacteria
Division Firmicutes
Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus

1.2. Mikrobiyolojik Ozellikler.

Enterococcus cinsi Uyeleri katalaz negatif, Gram Pozitif tekli, ikili ya da kisa
zincirli koklardan olusur. Fakultatif anaerop bakterilerdir. Optimal Greme sicaklig:
35°C’dir. Birgok tiru +10 ile +45°C arasinda ureyebilir. Glukoz fermentasyonu sonucu
laktik asit olustururlar; fakat gaz yapmazlar. E. faecalis turlerinin yaklasik tgte biri at,
tavsan veya insan kanli agarda beta hemoliz yapabilirken koyun kanli agarda hemoliz
yapmazlar. Diger tlrler ise ya alfa hemolitiktir veya hemoliz yapmazlar (Teixeira ve ark

2007). Butun turler pH 9,6 ve %6,5 NaCl konsantrasyonunda ureyebilirler. Safralt
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besiyerinde (%40’1ik) eskulini hidrolize ederler. Birgok tiri 60°C’de 30 dakika
canliliklarini strdirebilirler (Moellering 2005). E. gallinarum, E. casseliflavus gibi bazi
turler hareketlidir. E. cecorum, E. columbae, E. pallens, E. canintestini, E. devriesei, E.
moraviensis ve E.saccharolyticus disinda kalan tiim kdkenler PYR pozitiftir. Tum tirler
LAP pozitiftir. E. casseliflavus, E. gilvus, E. pallens, E. mundtii ve E. sulfureus
pigmentlidir. Enterokok suslarinin ¢ogu hiicre duvarinda gliserol teikoik asit igerir.
Enterokok DNA’sinin G+C igerigi %37-45 arasinda degisir. Genom buyukligl ise 2000-
3500 kb arasinda degismektedir. Enterokoklarin yaklasik %80’i Lancefield grup D
antiserumu ile aglutinasyon verir. Sitokrom enzimleri olmadig: igin katalaz negatiftirler;
fakat kanli agarda lreyen bazi E. faecalis suslarinda zayif katalaz pozitiflik gorulebilir
(Teixeira ve ark 2007).

1.2. 1. Hucre duvan yapisi ve antijenik 6zellikleri

Enterokoklarin hiicre duvarinin G¢ bileseni peptidoglikan, teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Hicre duvarinin %401 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
duvari karbonhidratlarina gore smiflanmasina karsin, enterokoklarin yer aldigi “D”
grubunda serolojik tiplendirme lipoteikoik asitlerin (LTA) antijenik 6zelliklerine gore
yapilir. Gruba 6zelligini veren “D” antijeni, gliserol tnitelerine baglanmis ylksek oranda
glukoz iceren poligliserolfosfatin teikoik asit polimeridir. LTA in lipit kism1 1-kojibiosyl
digliseriddir. Bu glikolipit membranin bir parcasi olarak bulunur. Streptokokal grup-D
antijenleri enterokok turleri ile Streptococcus bovis kompleks, Leuconostoc, Pediococcus

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

1.2. 2 Goriniim ve Boyama Ozellikleri

Enterokoklar 0,5-1 um capinda, tek tek, diplokoklar veya kisa zincirler seklinde

gorulebilen, yuvarlak, oval veya kokobasil seklindeki bakterilerdir. Kati besiyerinde
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uretilen bakteriler kok veya kokobasiller seklinde gorulirken, sivi besiyerlerinde uretilen
enterokoklarin daha uzun zincirler olusturduklari gozlenir. Anilin boyalarla kolay
boyanirlar ve Gram pozitiftirler. E.gallinorum ve E.casseliflavus hari¢, c¢ogu
hareketsizdir (Facklam ve Teixeria 1998). Morfolojik olarak streptokoklardan ayrilmalar1

zordur.

1.2.3. Genom Ozellikleri

ABD’de The Institute for Genomic Research (TIGR) ve Joint Genomic Institute of
the Dept of Energy laboratuarlarinda hastane enfeksiyonlarindan en sik izole edilen
E.faecalis, E.faecalis V583, ve E.faecium, E.faecium ATCC BAA-472, suslarmin tam
genom dizi analizi yapilmistir. Enterokoklarin G+C igerigi %37-45 arasindadir
(Upadhyaya 2009, Tendolkar 2003).

E. faecalis V583 genomu, 3.218.031 bp uzunlugunda olup 3182 open reading
frame(ORF)’e sahiptir. Genlerin c¢ogu, turler veya 06zellikle Streptococcus ve

Staphylococcus cinsleri arasinda lateral gen transferi ile kazanilmistir.

VanB fenotipi gosteren ilk VRE susu olan E.faecalis V583 susunun, genomunun
yaklasik olarak %25’i mobil veya eksojen gen olarak kazanilmis DNA dizilerinden
olusur. Bu mobil elementler konjugatif ve kompozit transpozonlar, patojenite adalari,

integre plazmid genleri ve faj bolgeleri ve ¢cok sayida insersiyon dizilerinden olusur.

Mobil gen elementlerinin kazanimi ilag direncinin kazanimi ve yayilimina katkida
bulunmaktadir. Bu da enterokoklarin ilag direncinde bir rezervuar oldugunun kanitidir.
E.faecalis V583 susunda kromozomal DNA disinda buyuklikleri 66320 bp, 57660 bp ve
17963 bp olan 3 plazmid bulunur. Plazmidler de sirasi ile 72, 64 ve 19 ORF kodlanir.
Plazmidlerin G+C orani1 %34 civarindadir(Upadhyaya 2009, Tendolkar 2003). E.faecium
genomu 2.928.706 bp buyukligunde olup, 3309 ORF igerir. Genomda toplam G+C orani
%37,8’dir (Upadhyaya 2009, Tendolkar 2003).



1.3. Plazmitler

Baz1 prokaryotik (bakteriler) ve Okaryotik organizmalarda (maya, flament6z
mantar, mavi algler, bazi bitki hucreleri), hicrenin buylik kromozomundan ayr: olarak
sitoplazma iginde ya serbest olarak (plazmit) ya da hiicre kromozomu ile birlesmis halde
(epizom), DNA karakterinde ekstrakromozomal, birkag yiz baz ¢iftinden 200 kb” a kadar
degisen boyutlarda plazmit adi verilen genetik elemanlar bulunmaktadir (Lodish ve ark
2000). Plazmitler, konak¢: hiicrenin mutlaka tasinmasi gereken yapilar degildir. Bununla
birlikte, pek cok plazmit, 6zel kosullara uyum saglamak igin 6nemli olan genler igerir.

Bu genler, cogu kez bakterinin plazmiti tasidigina dair temel isaret olurlar.

Dogada bazi plazmitler, bulundugu hicreden baska bir hiicreye tasinmasini
saglayan gen veya genler tasimaktadirlar (F plazmitleri), bazilari antibiyotik direng
genleri (R plazmitler), bazilarida olagan dist molekilleri metabolize etmeyi saglayan
genler (Parcalayict plazmitler) ve nadir olarak hicbir fonksiyonal gen tasimayanlarida

vardir (sifreli plazmitler)

1.3.1. Plazmitlerin Smmiflandiriimasi

Bakteri plazmitleri cesitli Ozellikleri dikkate alinarak bazi klasifikasyonlara tabi
tutulmustur. Ancak, yine de tam yerlesmis ve butiun kriterlere uyabilecek veya cevap
verebilecek bir siniflama yapilmig degildir. Bunlardan bazilarina ait bilgiler asagida

Ozetle verilmektedir.

1.3.1.1. inkompatibilite durumlarina gére simiflama

Bakteri plazmitleri, ayni hicrede birlikte bulunup bulunmadiklarina gore iki kisma
ayrilmaktadir. Eger, birden fazla plazmit ayni bakteride uyum iginde bulunabiliyorsa
bunlar kompatible grubu icine dahil edilmektedirler. Eger birlikte uyum icinde olamiyor
ve birbirlerini itiyorlarsa bunlar da inkompatible plazmitler olarak kabul edilmektedirler.
Bu son grubu, ayn1 zamanda, birbirlerinin Gremelerine veya biri digerinin replikasyonuna
da mani olmaktadir. Plazmitler bu 6zelliklerine gore gruplara (FI, FII, FIII, X, Pl, la, vs)
ayrilmaktadirlar. E.coli 'de 20'den fazla, stafilokoklarda 15 ve pseudomonaslarda da 11
inkompatibilite grubu belirlenmistir(Arda 2000).



1.3.1.2. Tasidiklar spesifik sekanslara gore simflama

Plazmitlerin en 6nemli Ozelliklerinden birisi, kuskusuz, DNA'larinda baz: 6zel
informasyonlarin (markerler) kodlarina sahip olmalaridir. Bitin plazmitler kendi
replikasyonlarint mimkin kilacak genleri mutlaka tasimak zorundadirlar. Bazi plazmitler
konjugasyon ic¢in gerekli olan genleri de tasir ve bunlar bazen ya transfer fonksiyonunun

kendisi ya da cesitli virulansa karsi1 duyarliliklar: ile biyolojik olarak saptlanabilirler.

Plazmitler konak icgin esas olan genleri tasimamalarina ragmen, hucrenin fenotipi
uzerinde 6nemli etkileri olan genleri tasiyabilirler. Bazi durumlarda bakterinin ekolojisi
icin temel Ozellikleri kodladig: dusunilen genler plazmitler Gzerinde yer almaktadir.
Konjugatif plazmitler bu 6zelliklerini transfer edebilme yetenegindedirler. Bu markerlere

gore plazmitler 6 gruba ayrilirlar:

1-F faktora ( Fertilite plazmitleri)
2- Direng plazmitleri

3-Virulans plazmitleri

4-Kolisin plazmitleri
5-Metabolik plazmitler

6- integratif plazmitler

Bu Ozellikler bakteriye secici ortam stersinde pozitif yonde etki etmektedir.
Plazmitler bakteriler icin bircok 6zellik kazandirmasina ragmen baslica kazandirdiklari

fenotipik Ozellikler sOyledir:

1.3.1.2.1. F faktora (Fertilite plazmitleri)

F faktort (fertilite faktort) en iyi E. coli K 12 suslarinda incelenmistir. Bir plazmit
olan F faktord, sirkiler, sarmal ve cift iplik¢ikli otonom bir DNA molekulidir (MA: 63x106
dalton, 95 kb uzunlukta ve hucre de 1-3 tane kadar). Konak bakterisinin yaklasik %2'si kadar
uzunlukta olan bu plazmit, yapisinda replikasyon orijininden (RO)'dan ayr1 olarak kendisinin
transferini saglayabilecek ve pilus formasyonunu kodlayan bilgilere sahiptir (Tra operonda 21
gen) (Arda 2000).



Bu plazmit hangi hiicreye aktarilirsa, o bakteride hiicre membraninda pilus sentezi
(pilus formasyonu) meydana gelir. Bu pilus (seks pilusu), bu faktori tasimayan alici hlicrenin
(F- hicre), verici hicre ile (F+ hicre) baglanti kurmasina ve bir konjugasyon kopriisu
olusturmasina yardimci olur. F faktort konjugatif (transmissible) bir plazmitdir. F faktori
bakterinin sitoplazmasinda bulunabilecegi gibi, icerdigi cok sayida transpoze element ile
konak¢i kromozomuna integre olabilir ve Hfr (high frequency recombination) hiicre meydana
gelir (Masson ve Ray 1988). Hfr plazmitleri konak¢t DNA* nin buytk bir kismni, nadiren
kromozomun tamamini alic1 hiicreye transfer edebilir. Bir F plazmitinin genetik icerigi Sekil

1.1 de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1 Bir fertilite plazmitinin genetik haritas:

1.3.1.2.2. Direng Plazmitleri

Plazmitlerin en yaygin ve en iyi ¢alisilmig gruplar: direng (R) plazmitleridir. Bu
plazmitler, buyik konjugatif plazmitlerdir ve bir ya da daha ¢ok antibiyotik direnc¢ geni
tasiyabildikleri gibi civa, cadmium, nikel, kobalt, arsenik gibi maddelere karsida direng
genleri tasiyabilirler (Smith ve ark 1998). Direnc plazmitleri ilk kez Japonya’ da bir
dizanteri vakasinda Sigella’ dan bagirsak E. coli’ sine transfer olarak gézlendi. ilk olarak
sulfonamid (Sul) direnci bulunmustur, daha sonra hizli bir sekilde tetracycline (Tet),

kloramfenikol (Cam), ve streptomisin (Str) direncleri takip etmistir (Watanabe 1963).



Bu direngli suslarin izole edilmelerinden hemen sonra, bunlarin direng 6zelligini
hiicreler aras: kontak ile duyarl suslara aktarabildikleri gozlemlenmistir. Konjugatif R
plazmitlerinin  bulasict olma 0zelligi, bunlarin hicre populasyonlarinda hizla
yayilmalarina neden olmustur. Glnumuzde direncli plazmitler 6nemli bir sorun

olusturmaktadir (Madigan ve Martinko 2010).

Bir R plazmiti bircok antibiyotik direng geni tasiyabilir Genel olarak kodladig:
proteinler ya antibiyotigi inaktive eder ya da hiicre icine girisini engeller. Orengin, R100
plazmiti 94,3 kb lik bir plazmit olup tasidigr genler sulfonamid, streptomisin,
spektinomisin, fusidik asit, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi birgcok antibiyotige karsi
diren¢ kodlamaktadir (Sekil.1.2) . R100 plazmiti ayrica civaya kars: direng saglayan bir
kag¢ gen de tagimaktadir. Bu plazmit enterik bakterilerin Escherichia, Klebsiella, Proteusi,
Salmonella ve Shigella cinsleri arasinda aktarilmakla birlikte enterik olmayan gram
nagatif Psudomonas bakterisine aktarilmaz. Birgok antibiyotige kars: direng genleri
tasiyan plazmitler bilinmektedirler. R plazmiti Gzerindeki ¢ok sayidaki diren¢ geni ayni
zamanda transpozon elementidir. Hem bu 0Ozellik hemde R plazmitlerinin ¢ogunun
konjugatif olusu, bunlar1 geleneksel antibiyotik tedavisi i¢cin 6nemli bir tehdit haline

getirmektedir (Madigan ve Martinko 2010).
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Sekil 1. 2. Diren¢ plazmiti R100’ tin genetik haritas:



1.3.1.2.3. Virulans Plazmitler

Bakteri hicresinin, konak¢i organizmaya adhezyonu ve kolonizasyonu ile ilgili bir
veya birgok gen tasiyabilirler. Salgilanan toxin, enzim ve diger molekiller, konakgiy:
hasara ugratabilir. Ancak, bu etkinlikleri, virulent bakterinin konakg¢iya yeterince ve
uygun yoldan girmesi ve konak¢min genetik ve/veya immunolojik yonden (spesifik
antikor tagimamasi) duyarli olmas: ile yakindan iligkilidir. Bakteri, ne kadar virulant
olursa olsun, eger konak¢i buna direng gOsteriyorsa, mikroorganizma (Ureyemez,
infeksiyon veya hastalik olusturamaz. Enteropatojenik E. coli‘ de, hemolizin ve
enterotoksin plazmit tarafindan kodlanmaktadir (Clarke ve ark 2003). S. Aureus ta
ekzofoliatif toxinin plazmit baglantili oldugu bilinmektedir (Yamaguchi ve ark 2001).
Dahas1 3 proteinden ( koruyucu antijen, letal faktor, yapisal protein) olusan iki Bacillus
antrachis toxini pXol’ de lokalize olmustur (Sirard ve ark 1994). Agrobacterium
tumafaciens’ te bulunan sirkular Ti plazmiti, bakterinin bitki ile etkilesmesiniden, bitkiye

infekte olarak bitki timorine neden olmaktadir (Otten ve De Ruffray 1994).

1.3.1.2.4. Metabolik Plazmitler

Metabolik aktivite bircok bakteride kromozomlarda bulunan 6zel genler tarafindan
yonetilirler. Ancak, bazi bakterilerde de metabolizma ile ilgili reaksiyonlar hem
kromozomal ve/veya hem de plazmit orijinli olabilmektedir (Arda 2000).

Tasidiklar: bazi genler, hiicre metabolizmasina yardimc: olur. Ornegin; siikroz ve
laktoz kullanimi gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlarda yer alirlar (LeBlanc ve ark 1979,
Hardesty ve ark 1987)

P. putida ve diger pseudomonaslarda birgcok kimyasal maddeyi ayristirabilecek
plazmit kaynakli enzimlere sahiptirler. Boyle enzimlerin sayist 10'dan fazlayi
bulmaktadir. Orn.: SAL, NAH, ASL ve TOL plazmitleri, sira ile salisilat, naftalin, alkil
benzen sulfonat ve tolueni ayristirarak catechola cevrilir ve sonra da plazmitlerce
kodlanan enzimler tarafindan asetaldehit ve piruvatlara dondsturalir (Arda 2000).
Rhizobium tdrleri baklagillerde nodilasyon yaparlar ve azot fiske edebilmek i¢in nod,
sym, fix genlerini tasiyan plazmite ihtiya¢ duyaralar (Ahmad 2001).
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Plazmit SCP1  (Streptomyces coelicolor), methylenomycin  sentezini
kodlayabilmektedir. Kasugamycin ve chloramphenicol da plazmitler tarafindan spesifiye
edilirler. Rizobiumlarda bulunan plazmitler de legumine bitki koklerine nitrojen

fikzasyonunda etkin fonksiyonlara sahiptirler (Arda 2000).

1.3.1.2.5. Kolisin Plazmitler

Kolisin plazmitler kiicuk boyutlu plazmitlerdir ve kolisin sentez genleri iceririler
(Riley ve ark 2000). Kolisinler bir bakterinin digerini ¢ldirebilmesini saglayan letal
proteinlerdir.  Bakteriyosinin  dretiminden sorumlu tum genler plazmit yada
transpozonlarca tasinir (Jerman ve ark 2005). Kolisinler pre-former ve nukleaz kolisin

olmak Uzere iki gruba ayrirlr.

1.3.1.2.6. Integratif plazmitler

Eski adi ile epizom olarak anilan bu plazmitler bazen kromozoma integre
olabilirler. Bacteroides uniformis, te kromozomun bazi bdlimleri kromozomdan ayrilir
ve plazmit haline donusur ve bu plazmitler konjugasyon yapabilme yetenegindedirler
(Mazodier ve Davies 1991).

1.3.2. Enterekoklarda bulunan plazmitler

Geleneksel olarak enterekokkal plazmitler 3 grupta toplanmaistir:

1. Incl8 plazmit grubu (rep grubul ve plIP501 ile temsil edilir ve kismen
replikasyon gubu 2 pRE25 ile temsil edilir),

2. RCR plazmitleri (genellikle rep ailesi 4 ve rep ailesi 6 sirasi ile pMBB ve p586
ile temsil edilir),

3. Feromon resposive plazmitler, rep ailesi 8 ve 9, siras1 ile pAM373 ve pCF10 ile
temsil edilir (Weaver ve ark 2009).

Karigik olcutler kullanilarak olusturulmus bu smiflandirma sistemi plazmitleri

gruplandirirken ¢ok netlestirici degildir. Geleneksel enterekokkal plazmit gruplari, yeni

PCR replikon tiplendirme sistemine uyumlu olmasina ragmen pRUM, pHTB ve mega
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plazmit pL61 gibi plazmitleri gdzden kagirir. Bu gibi plazmitler icin RepA_N ismi
onerilmistir.

4. RepA_N, replikasyon ailesi 8 ve 9° u icerdigi gibi replikasyon ailesi 17 yi ve
pL61 plazmitinide icerir (Weaver ve ark 2009).

Enterecoccus faecium’da yaygin olarak bulunan maga plazmitler, son yillarda
belirginlik kazanmistir. Bu plazmitler Enterecoccus faecium’un kolonizasyonunu ve
virulens kapasitesini arttirarak, enfeksiyon yeteneklerini arttirdigi goruliyor. Ek olarak
mega plazmitler hem diren¢ genlerini tasimaktadir hemde yaymaktadir (Arias ve ark
2009, Rice ve ark 2009, Panesso ve ark 2011).

1. 3.2.1. RepA_N Plazmitleri

RepA_N plazmitleri buylk 06lcide disuk G+C bulunan Gram pozitif (+)
bakterilerde bulunur. Konjugatif ve konjugatif olmayan turleri vardir. Plazmit boyutlar:
3.3 kb Lactobacillus helveticus pLJ1 (Takiguchi ve ark 1989) dan 281 kb Enterecoccus
faecium’ un pLG1 plazmitine ( Laverde- Gomez ve ark 2011) kadar degisir. RepA_N in
korunmus bolgeleri protein icermektedir ve streptekokal bakteriyofajlar ve ICE
elementleri ile iliskilendirilmistir. Replikon ailesi yaygin olarak gozikse de tek basina
plazmitler dar bir konakg¢i araligina sahiptir ve siklikla tdredikleri tdrlerle

sintrlandirimastir.

RepA_N plazmitlerinin baslatic1 proteinlerinin 3 bolgeli bir organizasyonu vardir
(Weaver ve ark 2009). N terminal bolgesi aile Gyeleri arasinda en korunmali bolge ve
kendi adin1 tagiyan bolge icerir. C terminal bolgesi, nispeten zayif filogenetik sinirlart
vardir fakat ayni cins plazmitler arasinda daha korunulmustur. Bu korunma paternine
gore; N terminal bdlgesi tim plazmit ailesi Uyelerinde DNA’ nin baglanmasi ve/veya
zincir ayrimi gibi ortak bazi islevleri gergeklestirir. C terminali ise bazi konak spesifik
fonksiyonlar1 gerceklestirir. Gram negatif bakterilerde bulunan plazmitlerde konakg:
Ozgulligu, konakg: replikasyon proteinlerinin etkilesimi Ozellikle konakgi replikatif
helikazin (DnaB) baglanmas: ile iliskilendirilmistir. RepA_N plazmitlerinin merkez
bolgesi oldukca degiskendir ve karsilik gelen genler ¢cok karmasik bir nikleotid tekrari
icerir ve bu tekrar bolgeleri 5-12 nukleotidten olusan ters tekrar bolgeleridir. Bu bdlgenin

bircok plazmitte, feromon resposive plazmit pAD1 de olmak Uzere replikasyon orjini
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fonksiyonu oldugu gésterilmistir. in vitro calismalar gostermistir ki pAD1, RepA N
proteini RepA merkez bolgesi icindeki ters tekrarlara baglanir ve bu N terminal bolgesi
baglanmas: icin yeterlidir. C terminal bdlgesi iki tekrar icermesine ragmen orjine
baglanmaz (Francia ve ark 2004). Ilgingtir ki, bircok RepA_N plazmit ailesi, feromon
responsive plazmit pAD1 ve pCF10 ve non- konjugatif E. faecium plasmit pRUM, ters
tekrarlar1 3-5 nukleotitlik polyA Uzerinde birlesir. S. aureus un RepA_N plazmiti pSK41’
in RepA baglanma calismalarinda polyA yerine korunmasiz tek bir singleA kaldigi
gosterilmistir (Kwong ve ark 2004). Bu merkez tekrarlar, pAD1 in uyumsuzluk
gruplarmin belirlenmesinde islev gordigi ortaya koyulmustur (Francia ve ark 2004).
Bacillus subtilis plazmidi pLS32 (Tanaka ve Ogura. 1998) ve S. aureus plasmid pSK1
(Kwong ve ark 2008) bu bdlge icindeki yuksek dizi degisikligi ayn1 konaktaki benzer

plazmitler arasindaki rekabeti dnlemek i¢in oldugu distiniilmektedir.

Kopya kontrol mekanizmasi enterekokal RepA_N plazmitlerinde bilinmemektedir.
pSK41 plazmitinde bir antises RNA, RepA’ nin regilasyonu ve translasyonundan
sorumlu tutulmustur. (Kwong ve ark 2008, Kwong ve ark 2006, Kwong ve ark 2004).
Fakat bir calismada pAD1‘ in sekans incelemesinde benzer bdlgelerde, benzer
duzenleyici RNA kanitlar1 gosterilmistir (Weaver ve ark 2009). pLS32 nin, bazi
mutasyonlar plazmitlerin kopya sayisini arttirmistir. Benzer mutasyonlar enterekokal

RepA_N lerin merkez bolgelerinde gorulmemistir (Tanaka ve ark 2005).

1.3.2.2. Inc18 Plazmitleri

Uyumsuzluk grubu terimi geleneksel uygulamada, replikasyon fonksiyonlari ¢cok
benzer olanlan plazmitlerin ayni hiicre kilturinde bulunamamasidir (Novick 1987). Bu
geleneksel tanim dogrultusunda Inc18 uyumsuzluk grubu orijinal olarak Streptococcus
agalactiae’ nin pIP501, Streptococcus pyogenes’ in pSM19035 ve E. faecalis in pAMp1
icerir (Brantl ve ark 1990). O zamandan beri Inc18 benzeri ya da Inc18 plazmit ailesi
terimi grubun orijinal 3 plazmidinin replikasyon baslatict kodunda sekans benzerligi olan
plazmitler kullanilmistir. Bu benzerlik muhtemelen benzer bir replikasyon baslatma
mekanizmasini isaret etsede, bu replikonlar uyumsuzluk grubu olarak kabul edilecek

kadar yakindan iligkili oldugu anlmina gelmez.
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Bu uyart ile Inc18 plazmit ailesi, gercek uyumsuzluk 6zellikleri dikkate alinmadan
iligkili, benzer baslatic1 proteinleri olan plazmitleri ifade etmek icin kullanilir. Incl8
plazmit ailesi nispeten distuk kopya sayisina sahiptir (< 10 kopya/ Hicre). Plazmit
blyukligt 25-50 kb arasindadir. Coklukla antibiyotik diren¢ genleri tasirlar ve genis
konak¢i araligina sahip kendi basina transfer olabilirler. Vankomisin direncinin
enterekoklarda ve diger tirlerde yayilmasinda Ozellikle Inc18 plazmitlerinin dnemli
oldugu gorilmustir (Flannagan ve ark 2003, Freitas ve ark 2013, Freitas ve ark 2012;
Freitas ve ark 2010, Rosvoll ve ark 2010, Zhu ve ark 2008). Enterekok izolatlarinin PCR
tabanli taramasinda E.faecalis ve E. faecium ‘da en c¢ok bulunan plazmitin Inc18 ailesi
plazmitleri oldugu gosterilmistir (Jensen ve ark 2010). Ayrica Incl8 plazmitleri

enterekoklar i¢in kullanilan bazi1 klonlama vektdrlerinin omurgasini olusturur.

1.3.2.3. RCR Plazmitleri

RCR plazmitleri, plazmitlerin en ¢cok bulunan ailesidir. Orijinal olarak S. aureus ta
belirlenmistir. Gram pozitif bakteriler, Gram negatif bakteriler ve arkealar olmak tzere
genis bir yayilis gosterir. RCR plazmitlerinin replikasyon baslatma proteinleri,
Enterekoklarda 3 sinifta belirlenmistir. pT181 familyasi Rep-trans korunmus bdlgesi,

pMV158 ailesi Rep-2 korunmus bdlgesi ve pUB110 Rep-1 korunmus bolgesi.

Yalnizca iki dogal enterekok izolatinda ayrintili olarak tanimlanmistir, E. faecium
pRI1 (Rep-trans) (Garcia-Migura ve ark 2009) ve pJBO1 (Rep_2) (Kim ve ark 2006).
Rep-1 baslaticist enterekoklarda tespit edilmis olmasina ragmen genellikle alternatif
replikonlar ile ilgilidir ve fonksiyonel olmayabilir. pAMal, Rep-1 baslaticisinin
fonksiyonu E. faecalis’ te bilinmemektedir ve replikasyon Rep-3’e baghdir. Yaygin
olarak kullanilan cgesitli enterekok klonlama vektord, diger organizmalardan izole edilmis

RCR plazmitlerinden elde edilmistir.

Donen ¢cember replikasyonu orijinal olarak tek zincirli DNA ya sahip phix174 gibi
kolifajlarinda tanimlanmistir. Temel mekanizma olarak ssSDNA fajlari ve RCR plazmitleri
benzerdir fakat kopya sayisi1 limitasyonu ve replikasoyon frekansini diizenleyen sistemler
farkhdir.
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Replikasyon, tim RCR plazmitlerinde ¢ift zincirli orjinde (dso) baslatic1 proteinin
tarafindan tek zincire bir centik atilmasi ile baslar. Centik acgilmast RCR baslatict
proteininde aktif tyrozin bdlgesi aracilig: ile gergeklesir. Dso iki ayr1 dizi elementi icerir
bir tanesi baslatici proteinin baglanmas: igin spesifik bolge ve digeri ¢entik bolgesini
icerir. Baslatic1 proteinde (initiator protein) ise DNA’ ya baglanmak igin bir bdlge ve
centik acabilmek icin gerekli aktif tyrosine bolgesi igerir. Supercoil yapidaki plazmitlere
baglatici baglandigt zaman dso’ da c¢entik bolgesini ssSDNA olarak c¢ikaran
konformasyonal degsimler olur. Akif tyrozin bdlgesi nikleotidlerin 5° bdélgesiden
baglanir ve replikasyon tamamlanana kadar bagli kalir. DNA helikaz (PcrA Gram
pozitiflerde) ve DNA polimeraz 11l replikasyon orjininin 3 —OH ucundan centik
bolgesinden tutunurlar. Bagli baslatict protein tarafindan c¢entik/tekrar ligasyonun

katelizlenmesi ile replikasyon sonlanir.

RCR plazmitlerinde konakgi proteinlerin etkilesimlerine ihtiya¢ yoktur ( DnaA ya
da primaz gibi). Bu durum sayesinde genis konak araligina sahiptirler. Bu plazmitlerin
bazilari hem Gram negatif hemde Gram pozitifte replike olabilirler. Dénen c¢ember
replikasyonunda bir ara triun olan ssDNA bir sinirlama getimistir. Cogu dogal kaynakl1
RCR plazmidi 12 kb den daha kuguktir. Muhtamelen daha biyuk boyutlarda ssSDNA
asamasinda delesyonlar ya da rekombinasyonlar olmasina yol acacaktir (Clewell ve ark
2014)

1. 3. 2. 4. Rep-3 Plazmitleri

Plazmit replikasyonunu baslatma proteinleri Rep-3 korunmus bdlgesidir ve
hemen hemen tim bakterilerde bulunabilir. Bazi ¢ok iyi calisilmig plazmitler igerir.
Enterobakteriyel plazmitler, F, P, pSC101, R6K (del Solar ve ark 1998). Enterekoklarda
tanimlanmis Rep_3 baslatict bolgesi iceren pek ¢ok plazmit tanimlanmigtir. E. faecium
plazmitleri pMBB1, pDT1 (Todokoro ve ark 2006) ve pClZ2 (Criado ve ark 2008), and
E. faecalis plazmitleri pS86 (Martinez Bueno ve ark 2000), pAMal (Francia ve Clewell
2002), and pEF1071 (Balla ve Dicks 2005). Bu plazmitleri arasinda pClZ2 en iyi
karakterize edilendir. 2D jel analizi replikasyonun teta modundan daha ¢ok dénen ¢cember

mekanizmasi oldugunu dogrulamistir.
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Pekcok Rep-3 plazmidi Gram pozitif klonlama vektérd olusturmak igin
kullanilmigtir. Bu plazmitler teorik olarak iyi klonlama vektorleridir ¢inkii RepA-N
plazmitlerinde genellikle daha kisa ve replikasyon yapisi olarak ddnen ¢ember
replikasoyonuna sahip olmalar1 daha stabil olmalarini saglamaktadir (Clewell ve ark
2014).

1. 3. Genetik bilgi transferi

E. faecalis ve E. faecium suslarinda, virulens genleri veya ilac¢ direnci ile ilgili
genetik bilgi transferinde rol oynayan, ¢cok sayida plazmit, transpozon, patojenite adasi,
integre plazmid geni ve faj bolgesi ile oldukca fazla sayida insersiyon dizileri,
bulunmustur. Enterokoklarda Rolling Circle Replicating plazmid (RCR), Inc18 plazmit
ve feromon-responsive plazmid ve RepA_N plazmitleri olmak tzere dort simif plazmit
tanimlanmistir. RCR ve Inc18 plazmidleri pek ¢ok cinste replike olabilirken, feromon-
responsive plazmid replikasyonu sadece enterokoklarla 6zellikle de E. faecalis ile
sinirhidir. Plazmidi bulunmayan alici suglar ekstraseliler feromon sentezleyerek, verici
hlicre dis ylizeyinde agregasyon faktdr denilen proteinz maddenin olusumunu saglar. AF
alic1 hiicrenin yizeyine baglanir ve alici ile verici hiicrenin yakinlagsmas: sonucu plazmid
degisimi olusur. Feromon ile indiklenmis transfer, plazmid gecisini 10°- 10° kat arttur.
Enterokoklar ayrica konjugatif transpozonlar ile de genetik bilgi degisimi yapabilir.
Bunun igin hicre-hiicre temas: 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 yan1 sira streptokoklar, laktokoklar ve diger Gram pozitif bakterilerde de
bulunurlar. Konjugasyon ile ilgili belirli molekuller, infeksiyon sirasinda immun
modulator rol oynayabildiginden patojeniteye katkida bulunurlar (Facklam ve Teixeria
1998, Tendolkar ve ark 2003).

1.4. Enterokoklarda Antibiyotik Direnci

Klasik bir virulens faktori olmamasina ragmen, enterokoklarin ¢oklu antimikrobiyal
ajanlara gelistirdigi direng, hayatta kalmalarini ve ¢ogalmalarini kolaylastirir (Sood ve ark
2008). Enterokoklarin en ilgi cekici Ozelliklerinden Dirisi yiksek antibiyotik

direnclilikleridir. Bu durum ayni zamanda enterokok infeksiyonlarindaki yiksek oranda
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mortalitenin de nedenlerinden birisidir. Enterokoklarda gorilen antibiyotik direnci,
suslarin intestinal florada secilip cogalmasini kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz
gibi faktorler de doku invazyonunu kolaylastirmaktadr. Enterokok enfeksiyonlarinin
tedavisi glc¢ olmaktadir; cunki, enterokoklar diger Gram pozitif bakterilerin duyarlh
oldugu bircok antibiyotige kismen veya tamamen diren¢lidir. Enterokoklar da
antibiyotiklere direncin mekanizmas: 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 Gzgudlr. Enterokok tirlerinin tamaminda gorilen
kromozomal direnci ifade eder. Mesela enterokok tirleri penisilinlere, sefalosporinlere,
linkozamidlere, trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SMX)’e, aminoglikozidlere (duslk
duzeyde), 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 karsi1 karakteristik olarak tolerans
gosterirler, yani tedavi dozunda Minimum Bakterisidal Konsantrasyon/Minimum
Inhibitér Konsantrasyon (MBK/MIK) orani 1/32’nin (zerindedir. Bu nedenle B-laktam
antibiyotikler enterokoklara karsi bakterisidal degil, bakteriyostatik etkilidir.
Enterokoklarda interensek penisilin direnci, B-laktam antibiyotiklere dustk baglanma
afinitesi gosteren penisilin baglayan protein 5 (PBP-5) enziminin varligina baghdir.
Ampisilin direnci E. faecium suslarmmin %85-90’inda, E. faecalis suslarmin ise %?2-
3’Unde gorulmektedir (Cetinkaya ve ark 2000, French ve ark 1998).

1.4.1.2. Aminoglikozid direnci

Enterokok tdrlerinin, antibiyotikleri hiicre icine alabilmeleri igin gerekli olan enerjiyi
uretecek  sitokrom  enzimlerine sahip  olmamalari, aminoglikozidlerin  disuk

konsantrasyonlarina dogal diren¢ goOstermelerine neden olur (Fisher ve ark 2009).
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Enterokoklarda gorulen disltk dizeyde aminoglikozid direnci, bu grup ilaclarin bakteri
icerisine girisinin az olmasindan kaynaklanir. Aminoglikozidler bakteri hiicre duvarindan
enerji bagimli mekanizma ile gectiklerinden ve enterokoklarda sitokrom enzimleri

olmadigindan gecirgenlik azalmaktadir (French ve ark 1998).

1.4.1.3. Diger antibiyotikler

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere karsi da distk dizeyde direng
gosterirler. Ayrica enterokoklarin eksojen folat: kullanma yetenekleri oldugundan
TMPSMX’e de interensek olarak direnclidirler. in-vitro sartlar da duyarl gérilseler 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 direng genellikle DNA mutasyonlar: veya transpozon, plazmid veya
patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu gelisir. En sik
gorilen mekanizma konjugasyondur. pB-laktam, Aminoglikozid, Kloramfenikol,
tetrasiklin, kinolon, Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin, Glikopeptit en ¢ok
gorulenlerdendir (Cetinkaya ve ark 2000, Klare ve ark 2003) .

1.4.2.1. g-laktam Direnci

B-laktam direnci Enterokok cinsi bakterilerin tipik Ozelligidir. Enterokoklar iki
ayrt direng mekanizmas: ile B-laktam antibiyotiklere direng kazanir. Direncin major
mekanizmasi, kromozomal olarak duslk afiniteli PBP5 miktarmmin artmas: sonucu
penisilinin hucre igine girisinin azalmasidir (Cetinkaya ve ark 2000).

1.4.2.2. Aminoglikozid Direnci

Enterokoklarda aminoglikozidlere karsi direng iki farkli mekanizma ile ortaya

cikar.
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a. lliml: seviyede direng (MIK= 62-500 pg/ml) : Genellikle diisiik permeabiliteden dolay:
gelisir.  Aminoglikozidlerin hucre duvari sentezini inhibe eden p-laktam grubu
antibiyotiklerle kombine edilerek kullanimt ile bu tip diren¢ problemi asilabilir.

b. Yuksek seviyede direng (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 %20-42si kloramfenikole direnglidir ve direngten sorumlu esas
mekanizma, plazmid tzerinde “cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz

uretimidir. Ayrica efluks mekanizmas: da direncte rol alabilir (Klare ve ark 2003).

1.4.2.4. Tetrasiklin direnci

Direngten sorumlu tetM, tetQ ve tetN, tetL gibi ¢cok sayida gen tanimlanmstir. tetL
geni bir plazmid de tasmir. 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 indiklenir. 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).

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 transpozonuile

cesitli plazmidler Uzerinde tasinabilmektedir. Ayrica asetil transferaz veya efluks

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

Coklu ila¢ direnci gosteren enterokoklar ile olusan enfeksiyonlarda oksazolidinon
grubu antibiyotik olan linezolid iyi bir secenektir (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 molekil 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 guctine katkida bulunur. Vankomisin pentapeptit prekirsor
unitinin D-Ala-D-Ala kismina yuksek affinite ile baglanir ve peptidoglikan zincire
baglanmasini 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 duvari sentezi devam eder ve sonu¢ olarak vankomisine karsi direng gelisir
(Cetinkaya ve ark 2000, Klare ve ark 2003)

1.5. Epidemiyoloji

Enterokoklar genel olarak insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde, trogenital
sistemde ve deride normal flora mikroorganizmas: olarak bulunurlar. Konak¢: dagilimi
oldukca genistir. Bagirsak iceriginde Ozellikle de orta bagirsak boliminde yiksek
diizeylerde bulunabilirler (10°-10" bakteri/g). Ayrica topraktan, besin maddelerinden,

yiizey sulardan ve lagim sularindan izole edilebilirler (Diker ve ark 2011).

Yakin zamanlara kadar enterokok infeksiyonlarinin, insanlarin kendi floralarindan
endojen olarak kaynaklandigi disunidlmekteydi. Ancak son zamanlarda, enterokoklar
hastane infeksiyon patojeni olarak adlandirilmaya baslamislardir. Enterokoklarin insan
sagligi acisindan Onemi; Ozellikle, hastane infeksiyonlarindan izole edilen suslarda
antibiyotik direncidir. Enterokoklar, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin

iyeleridir. insanlarda, esas olarak gastrointestinal florada bulunmalar1 nedeni ile gerek
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hastane gerekse hastane dis1 ortamda endojen kaynakli infeksiyonlara yol agmaktadirlar
(Gultekin 2004).

Enterokoklarin insanlara bulasmasinda hayvanlarin roli, ekzojen bulagsmanin
anlasilmasindan ve hayvansal enterokok suslarinda da antibiyotik direngliliginin
artmasindan sonra dikkati cekmistir. Insanlarda infeksiyona neden olan suslar ile hayvan
suslarmin genetik dizeyde karsilastirilmalari sonucunda, tavuk domuz ve ev
hayvanlarinin ve hayvansal drinlerin enterokoklarin insanlara bulasmasinda Oonemli

kaynak olabilecegi ortaya konulmustur (Eaton ve Gasson 2001).

Basta vankomisin olmak Utzere diger antibiyotiklere direngli enterokoklara bagh
infeksiyonlarin tedavisi problem olusturmaktadir. Enterokoklarda vankomisin direnci,
kanatlilarda avoparsin kullanimiyla iliskili olarak artmis ve bu yem katkisi biyitme
faktorinln yasaklamasindan sonra vankomisin direncli enteroklarin azaldigi gézlenmistir
(Diker ve ark 2013).

Enterokok plazmit profillerinin incelenmesi, virlilens ve diren¢ genlerinin nasil
aktarildigmin, klonal yayilimin nasil oldugu hakkinda bilgiler vermesi agisindan bizleri

bilgi sahibi yapicaktir

1.6. Enterokoklarin Onemi

Enterokoklar, hayvanlarin bagirsak florasindaki yayginliga bagli olarak 6zellikle
hayvansal gidalar basta olmak Uzere pek ¢cok gidada bulunabilmektedir. Bu nedenle bazi
kaynaklarda E. faecalis ve E. faecium’un fekal kontaminasyon goOstergesi olarak
degerlendirildigi gérulmektedir. 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 indikatori
olarak degil ayrica gidanin bir parcasi olarak da g0z Onune alinmasi gerektigi
belirtilmektedir (Klein 2003). Bununla birlikte enterokoklar diger pek cok laktik asit
bakterileri gibi 1s1l islem gérmis et drinlerinde yiksek sicakliga karsi direncli olma
Ozelliginden dolay: pastorizasyon sonras: canl kalarak ya da dilimleme ve paketleme
gibi islem basamaklarinda c¢apraz kontaminasyona bagli olarak driinde bozulma

yapabilmektedirler. Enterokoklar ayrica fermente gidalarda kontaminasyon diizeyini ya
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da kirleme isleminin yetersizligini de yansitmaktadir (Hugas 2003). Bu bakteriler,
yukarida agiklanan istenmeyen 6zelliklerinin yaninda sahip olduklari pek ¢ok yararh
Ozelliklerinden dolay: gida endustrisinde starter, yardimc: kultlr (adjunct) ve probiyotik
olarak da kullanilmaktadir. Pastorizasyon sicakliklarina direnci ve farkli sicakliklara ve
ureme kosullarina adapte olabilme yetenegi enterokoklarin dzellikle peynir ve et trlnleri
gibi fermente gidalarin mikroflorasinin 6nemli bir pargasini olusturmasini saglamaktadur.
Fermente gidalarin organoleptik 6zelliklerine katilmas: ve bakteriyosin (enterosin) tretim
yetenekleri enterokoklarin gida teknolojisinde kullanimi agisindan 6nem tasimaktadir
(Klein  2003). Enterokoklarin drettikleri bakteriyosinler ise enterosin olarak

isimlendirilmektedir (Hugas ve ark 2003).

Baz:1 suslarinin iyi bilinen yararl etkilerinin yaninda enterokoklarin en yaygin
hastane kaynakl: 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 bulunmasiin yaninda sahip olduklari fonksiyonel
Ozelliklerden dolay: gida endistrisinde 6nemli bir yere sahip olan enterokoklar insanlarda
bakteriyemi, endokarditis, Uriner sistemde ve diger dokularda enfeksiyonlara yol
acabilmekte ve tasiyabilecekleri virtilens genleri ve antibiyotik direnclilik 6zelliklerinden

dolay: 6nem tasimaktadirlar.

Enterekoklar insan ve hayvanlarin normal bagirsak florasinda dogal olarak
bulunurlar. Digkida bol miktarda enterokok oldugundan cevreye yayilmalari da ¢ok
kolaydir. Su ve yiyeceklerden izole edildiklerinden indikatér mikroorganizma olarak
kullanilirlar. Enterokoklar zor sartlar altinda yasayabilmekte degisik cevre kosullarina
uyum saglayabilmektedirler. Bir¢cok antimikrobiyal ajana karsi dogal veya kazanilmis
direng gostermeleri nedeniyle son yillarda hastane kaynakli infeksiyon etkenleri arasinda

ust siralara yukselmislerdir.

Plazmitler bakterilerde bulunan ekstra kromozomal DNA molekilleridir.
Bakterilerin iginde 6zellikle bulunmas1 gerekmez; fakat, konakgilarinin igerdikleri genler
sayesinde secici ortam kosullarinda hayatta kalmalarini saglayabilirler. Bu segici
ortamlada hayatta kalmay: saglayan genleri iceren plazmitler bakteriden bakteriye

aktarilabilir bu da bakterilerin ¢evreye adaptasyonunu kolaylastirmaktadir. Sonug olarak,
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bakterilerde antibiyotik direncinin ve patojenitelerinin artmasina neden olmaktadur.
Ayrica plazmit profillendirmesi calismalari suslarin  klonal yayilima sahip olup
olmadigin1 anlamamizi saglamaktadir. Suslarin plazmit icerikleri ne kadar plazmit
tasidiklarmin ve ne kadar patojen olduklarini anlamamiz agisindan 6nemlidir. Su anki
bilgilerimize gore, mastitisli sigir sitlerinden izole edilen E. faecalis suslarinin plazmit
profillerinin incelendigi bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu cahsmada Aydin yoresinde mastitisli sigirlar sitlerinden izole edilen E.
faecalis suslarmin plazmit profilleri ilk kez incelenmesi amaglanmistir. BOylece, yoredeki
saha izolatlar1 arasindaki plazmit yayilimi belirlenerek, izole edilen enterokok suslarinin

patojenitesi ve klonal yayilimi hakkinda bilgi sahibi olunacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler
2.1.1. izolasyon Ornekleri

Calismada gecmis yillarda, Aydin ilI’inde bulunan o6zel sekt6re ait sut sigir
yetistiriciligi yapilan 38 isletmedeki 242 inekten, uzman veteriner hekim tarafindan alinms
olan, 600 mastitisli sut drnegi kullanildi. Subklinik mastitisli olan ineklerin belirlenebilmesi
amaci ile Kalifornia Mastitis Testi (CMT) yapildi. Calismada hepsi laktasyon ddéneminde
olan, son bir ayda antibiyotik tedavisi almamis, en az bir dogum yapmis, 3-9 yasli, Holstayn
ki, fiziksel muayenede anormallik bulunan (meme loblarinda siskinlik, sicaklik, agr,
kizariklik ya da sulu, kanl, pihtili siit gibi) ve CMT ile pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) veren
ineklerin sutleri calismaya dahil edildi. Isletmelerin hepsinde makine ile sagim islemi

yapilmaktaydi.
2.1.2. Referans suslar

Polimeraz zincir reaksiyonunda pozitif kontrol olarak Enterococcus faecalis
ATCC 29212, negatif kontrol olarak Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanild:.

2.1.3. Besiyerleri, Ayirag ve Solusyonlar
2.1.3.1. Besiyerleri

Sut orneklerinden selektif olarak Enterococcus spp.’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 toleranslarmi tespit etmek icin %6.5 NaCl iceren
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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..........vuiv v s e i e ie e e e e e e e 8,6 QL
NACH ... e 0,400
Sodyum azide........ooiiiiii e 0,6 /L
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-glucopyranoside (X-GLU)....0,04 g/L
TWEEN 80, . it e 2,2 L

Dehidre besiyeri 18,0 g/L olacak sekilde isitilarak ¢6zuldi. 5 mL olacak sekilde
tlplere dagitilip otoklavda 121 °C 'de 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 oOzellikle Gram negatiflerin gelismesini baskilar. 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-b-D-glucopyranoside (X-GLU) 'in parcalanmasi 6zel peptonlar ile desteklenir. X-
GLU' nun pargalanmasi sonunda olusan mavi-yesil renk olusumu enterokoklar ve D grup

streptokoklar igin karakteristiktir.

2.1.3.1.2. Chromocult® Enterococci Agar (EA)

Pankreatik Kazein..........oooii i 17 g/L
Hayvansal pepton..........oeuieiii i e e e 3g/L
Maya EKStrakti........ovieeieii i e e e e e 59/L
OXgall... .o 10 g/L
Yo Lo 18] g V4 o 0.25 g/L
Demir amonyum SIFat.......o.v i e e e 0.5g/L
NACH. .. e e 59/L
SOAYUM SIFAL. .. et e e e e e e e e e 1g/L

Dehidre besiyeri 56 g/L olacak sekilde sitilarak ¢6zildu. Karigimin pH’st 7,2-
7,4’e ayarlandi, 121°C’ye ayarl otoklavda 15 dk sterilize edildikten sonra, 50°C’ye kadar

sogutulup petrilere dokuldu. Besiyeri bilesimindeki fosfatlar, Tween 80 ve secilmis
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peptonlar enterokoklarin gelisimini destekler. Enterokoklar, besiyerindeki kromojenik
substratlart parcalayarak kolonilerin siyah-koyu kahverengi almasini saglar. Bu da
enterokoklarin kolayca saptanmasini saglar. Sodyum azid ve safra tuzlari gogu refakatgi
mikrofloray: baskilar. Enterokok olmayan bakteriler seffaf, beyaz-sarimsi renkte
koloniler olusturur bunlar enterokoklarin Grettigi siyah renkten kolayca ayrilirlar.

2.1.3.1.3. Brain Hearth Infusion Agar

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 121°C*ye ayarl otoklavda 15 dk sterilize
edildikten sonra, 50 °C’ye kadar sogutulup petrilere dokildu.

2.1.3.1.4. Brain Hearth Infusion Broth

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

edildikten sonra, 0,5 ml miktarda ependorf tlplere dagitildi.

2.1.3.1.5. Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (%20 gliserinli)

(€] 1T 1 P 20 ml
DSt SU. e et e e e e e 80 ml

Karisimin pH’ s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 121°C‘ye ayarh otoklavda 15 dk sterilize
edildikten sonra, 500ul miktarda ependorf tiiplere dagitild:.

2.1.3.1.6. %6.5 NaCl iceren Nutrient Broth (NB)

N B e 8O
NG . e 6.59

Nutrient Broth bilesenleri, %6.5 NaCl ilavesi yapilarak ¢Ozilmus, 5ml olarak
tuplere dokulmus, otoklavda steril edilmis ve bu ortam, organizmalarin tuz toleranslarini
tespit etmek icin kullanildi (Atlas 2004).
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2.1.3.2. Ayrirag ve Solusyonlar

2.1.3.2.1. %3’luk Hidrojen Peroksit (H,05)

Ticari olarak temin edilen bu ¢Ozelti, organizmalarin katalaz aktivitelerini

belirlemek amaciyla kullanild:.

2.1.3.2.2. TEG ( Tris-HCI, EDTA, Glukoz) soltsyonu

100 ml TEG sollsyonu

GIUKOZ. .. e e e e e e e e e

2.1.3.2.3 %20’ lik SDS Cozeltisi

100 ml % 20’ lik SDS ¢ozeltisi hazirlamak igin

2.1.3.2.4 0,5 N NaOH Cozeltisi

100 ml, 0,5 N NaOH hazirlamak igin

NAOH . .

2.1.3.2.5 Alkali Liziz Solusyonu

20 ml Alkali Liziz Solusyonu igin

%207 1K SDS... oo
0,5 N NaOH. ..o

0.786 g
0.354 g
189

20 g
80 ml

4 gr
100 ml

1ml
8 ml
11 ml
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2.1.3.2.6 %30’ luk Potasyum Asetat

Potasyum ASetat ..o 30 gr

2.1.3.2.7 Fenol Kloroform

V/V hazirlanmis Fenol- Kloroform ¢ozeltisi kullaniimastir.

2.1.3.2.8 isopropanol

Calismada % 100 saflikta isopropanol kullanilmistar.

2.1.3.2.9 125 mM TrisHCI + 300 mM Sodyum Asetat Solusyonu

100 ml Stok solusyonu igin,

SOAYUM ASELAL ...ttt e e e e e e 2.46 g

2.1.3.2.10 50 mM’ hk Tris- HCI Solusyonu

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

10X TBE Stok Solusyonu:
TS BaSE .. ittt it e e e e e e e e 121.1 ¢
BOrIK ASIt ... 61.83 g

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dk otoklav edilip, pH

8,0 ayarlanarak buzdolabinda saklanir.
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0,5X TBE Kullanma Solusyonu:
DSt SU. ..t e e e 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanir.

2.1.3.2.12. Gel Loading Buffer (6X)

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

Karistirilarak solusyon hazirlanir (Anderesson 2011)

2.1.3.2.13. Agarose Jel Hazirlanisi

AQArose (SIgMA) ... e vt i e e e e e e e e 0.8 ve 1.5¢
TBE (0,5X) ettt e e e e e e e e e e 100 ml

Buffer, sise icerisindeki agarozun uzerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga firinda
yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen sivi halde olan
karigim, jel kalibmin icerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokildiu ve
icerisine yukleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika
oda 1si1sinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirildi.

2.1.3.2.14. Marker

Marker olarak 100 bp (Vivantis ve Fermentas) ve EcoRI ve Hindlll enzimi ile
kesilmis lambda (1) faj DNA’s1 (Fermentas) kullanildi.

EcoRI ve Hindlll enzimi ile kesilmis Lambda Faj DNA’smin Hazirlanis::
30 ul » DNA (Fermentas),

30 ul 10X Buffer,

4 ul EcoRI enzimi (Fermentas) ve

4 ul Hindl1l enzimi (Fermentas),
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232 ul enjeksiyonluk distile su karistirildi. Bir saat 37°C’de bekledikten sonra 60
ul loading dye eklendi. Her elektroforez reaksiyonu igin 7 pl kullanildi.

2.1.3.2.15. Etidium Bromur

Elektroforez isleminden sonra goruntileme icin jelin boyanmasinda Sigma marka
% 1’ lik Ethidium Bromir 500 ml 0,5X TBE igerisine 100 pl miktarinda eklenerek
kullanild:.

2.1.4. PZR

2.1.4.1. Kullanmlan Cihazlar

PZR 96 ornek kapasiteli Boeco (Almanya) marka kademeli termal donguleme
cihazinda elektroforez VWR marka, 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,
goruntuleme Vilber Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka goriintileme cihazinda
gercgeklestirildi.

2.1.4.2. 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 (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Fermentas) kullanildi.

2.1.4.3. Primer

Calismada Enterecoccus faecalis suslarmi tanimlamak icin kullanilan primerin,

dizisi, amplikon blyukligu, kaynaklag: Cizelge 2. 1’de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Tanimlamada kullanilan primer, dizisi, amplikon buyuklugl, kaynagi

Primer Dizi (5’-3) Amplikon Uzunlugu | Kaynak

(bp)
DDF CACCTGAAGAAACAGGC 475 Vilela ve ark 2006
DDR ATGGCTACTTCAATTTCACG
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2.2. YOntem

2.2.1. Orneklerin Alinmasi

2.2.1.1. Sut Ornekleri

Her st 6rnegi alinirken, meme baslar1 su ve stinger yardimi ile temizlenip kurulandi
ve %70’lik alkol ile silindi. Eller sabunla yikandiktan sonra eldiven giyilip meme basindaki
saprofit bakterileri uzaklastirmak icin ilk birkag ml sut atilip (Bastan 2002) steril enjektorler
icine 5 ml miktarda alindi. Alinan tum 6rnekler soguk zincir altinda Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvar’ina

ayni gun getirilip izolasyon calismalarina basland.

2.2.2. Enterokok izolasyonu

Mastitisli sigirlardan alinan sut drnekleri en kisa siirede laboratuvara getirildikten
sonra Ornekler selektif enterokok M buyyona 0ze dolusu inokule edildi. Buyyonlar
aerobik kosullarda 37°C’de, besiyerinin parlak sari rengi mavi-yesil renge doniisunceye
kadar, yaklasik 24-72 saat, bekletildi. Renk degisimi besiyerinde enterokok remesinin
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 streyle inkube edildi. Sirenin sonunda Ureyen siyah-koyu kahverengi koloniler

Enterococcus spp. yonlnden incelenmek tizere EA(Enterokok Agar)’a pasajland:.

2.2.3. Enterokok identifikasyonu

Enterokoklarin cins diizeyinde ayrimi igin ekilen selektif besiyerinde siyah-koyu
kahverengi Ureyen Enterococcus spp. supheli kolonilere Gram boyama, % 6.5 tuz igeren
NB’da treme ve lam lizerinde katalaz testleri yapild: (Lanthier ve ark 2010). Gram pozitif kok
seklinde gorilen, % 6.5 tuz iceren NB’da Ureyebilen ve katalaz negatif olan kolonilerin
identifikasyonlar: icin EA pasajlar1 yapildi ve 37°C’de 24-48 saat inkube edildi. Siire sonunda
tum supheli koloniler molekdiler yontemler kullanilarak identifiye edilinceye kadar -20°C’de

%20 gliserinli BHIB icerisinde sakland:.
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2.2.3.1. Katalaz Testi

Bu test mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen katalaz (hidrojen peroksit
oksido rediktaz) enziminin varligmi saptamak amaciyla yapildi. Enzim hidrojen
peroksidi (H20,), su (H20) ve oksijene (O) ayristirir. Mikroorganizmalarin taze yatik
TSA Kkaltirleri Gzerinden 06ze yardimiyla alinarak lam Uzerine yayilmasi ve %3’luk
hidrojen peroksit solisyonunun lam (zerine damlatiimasiyla hava kabarciklarmin olusup

olusmadiginin kontroll esasina dayanir (Temiz 2000).

2.2.3.2. % 6.5 NaCl’de Buyume

Enterokoklar igin ayirt edici testlerden biridir ve identifikasyonda dnemlidir. %6.5
oraninda NaCl iceren NB ortamina ve ayni sekilde NaCl icermeyen NB ortamina da
inokule edilen mikroorganizmalarin, 24 saatlik inkiibasyondan sonra buyimeleri kontrol
edildi. Nutrient broth’daki kadar bulaniklik gézlenen NaCl’li NB igeren tiplerdeki suslar
icin sonu¢ pozitif olarak kaydedildi ve bu tirlerle identifikasyona devam edildi. Kontrol
mikroorganizma olarak E. faecalis ATCC 29212 susu kullanild: (Gerhardt ve ark1994).

2.2.3.3. E. faecalis suslarmin tur dizeyinde identifikasyon

Elde edilen enterekok izolatlarindan E. faecalis turinu tanimlamak icin spesifik

primer cifti kullanilarak PZR yapildi.

2.2.3.3.1. DNA izolasyonu

Oncelikle enterokok izolatlarindan PZR’da kullaniimak tizere DNA ekstraksiyonu
ticari bir genomik DNA ekstraksiyon Kkiti (InstaGene Matrix, BIO-RAD, Almanya)
kullanilarak dretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi gercgeklestirildi:

*Bir 6ze dolusu stafilokok kalturli 1 ml steril bir ependorf tlp igerisinde steril
enjeksiyonluk distile su ile slspanse edildi. 12.000 rpm’de 1 dk santriflij yapildi.
Sipernatant atildu.

*200 pl InstaGene matrix pelet Gzerine ilave edildikten sonra 56°C’de yarim saat
inklbe edildi.Yuksek hizda 10 sn vortekslendi. Tupler benmaride 100°C’de 8 dk inklibe
edildi.
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*Yiksek hizda 10 sn vortekslendi. 12.000 rpm.de 3 dk santrifiij yapildi. 30 pl’lik
bir PZR reaksiyonu igin 2 pl siipernatant kullanild:.

2.2.3.3.2. DNA’'nin Elektroforezi

Agaroz jel elektoroforezi, 5ug/ml etidyum bromid’li %1 agaroz iceren mini jelde
gerceklestirildi. Jel hazirlanmasinda ve elektroforezde TBE tamponu kullanildi 5ul DNA
solusyonu, 2ul yukleme soliisyonu ile karistirilarak 50V’ta 45 dakika sireyle yirataldi.
Elektroforez sonucunda baslangi¢ noktasina yakin, yiuksek molekil agirlikli tek bir bant
gOzlenmesi, izole edilen DNA’larin butunliginin tam oldugunu gosterdi (Sambrook ve
ark 1989).

2.2.3.3.3. DNA’nmin Safhk Kontroll ve Miktar Tayinleri

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar bitiinliikleri 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 absorbanslari hesaplandi (OD260 ve OD280) ve bu degerler
arasindaki oran kullanilarak DNA’nin safligi kontrol edildi. OD260/0D280 oranmnin 1.8-
2.0 arasinda olmast DNA’nin saf oldugunu, bu arahiktan daha asagida olmasi RNA
kontaminasyonu oldugunu ve bu araliktan daha yukarida olmas: da protein
kontaminasyonu oldugunu goOstermektedir. Saflik kontrolleri yapilan genomik DNA
miktarlarinin  hesaplanmas: i¢gin OD260 degeri kullanildi ve DNA miktarlars;
DNA(ng/ml) = OD260 x Seyreltme Oran: x 50 formill ile hesaplandi.

2.2.3. PZR

PZR reaksiyonunda kullanilan master miks asagidaki gibi hazirlandi.

Master Miksin Hazirlanisi: PZR reaksiyonunda bir 6rnek icin PZR amplifikasyonu
30 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Tag enzimi tampon ¢Ozeltisi 1X,
magnesium klorur (MgCly) 2 mM, dNTP 0,2 mM, primer (her biri i¢in) 0,4 pmol, Taq
DNA polymerase 1,5 U olacak sekilde gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve

volumleri Cizelge 2. 2.”de belirtilmistir.
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Cizelge 2. 2. Mastermiksin hazirlanma oranlar

Malzeme (Konsantrasyon) Istenen Son Konsantrasyon 10 drnek (ul)

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 ul/ 50 ul 1,8
dH,O Son miktara tamamlanir 235,8
TOPLAM 300

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tipler, Ornek adedi kadar
numaralandirilip, iglerine 28’er ul hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser ul alinip, ilgili tiplerin icerine eklendi ve agizlar:
sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra termal donguleme cihazlarina yuklenip,
programlandi. E. faecalis izolatlarmin tespiti i¢in kullanilan PZR islemine ait 1s1l dongl

ve siire diyagrami sirasi ile Cizelge 2. 3’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. E. faecalis PZR islemine ait 1s1l dongi ve sure diyagrami

Basamak Dongll Sayis1 | Sicakhk (°C) Sdresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94 4 dk
Denatiirasyon 94 30 sn
Baglanma 30 53 30sn
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 1 72 5 dk

2.2.3.1. Amplikonlarnn Elektroforez Tankina Yuklenmesi

6x loading dye boyasindan pipet yardimiyla alinip her bir 6rnek igin 1 pl kadar
dagitildi, daha sonra elde edilen 5 ul PZR drtnleriyle loading dye karistirildi. Olusturulan
karigimdan 6 ul alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiklendi.

2.2.3.2. Yurutme

Hazirlanan jele, istenilen drnekler ve markerlarin yiklemesi yapildiktan sonra,

elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra
100V 400A akimda 30 dakika yarataldi.
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2.2.3.3. GOruntuleme ve Degerlendirme

Yz voltda otuz dakikalik elektroforez siresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli

bir sekilde igerisinde etidyum bromir olan tanka konuldu. Burada 15 dakika boyanmaya

birakildi. Sire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator

cihazindaki odaciga yerlestirildi. Degerlendirme, jel UV 15181 altinda fotograflandiktan

sonra, bant uzunluklari her PZR igin ayri1 daha 6nce bildirildigi sekilde (Cizelge 2. 1.)

yapildi.

2.2.4 Plazmit DNA’ simin izolasyonu

Plazmit izolasyonu Ehrenfeld ve Clewell” in 1987 de kullandiklar1 yontem modifiye

edilerek kullanilds;

Izolasyon islemine baglamadan bir gece nce 5 ml BHIB ekim yapildi ve 37° C de
evtiivde bir gece inklbasyona birakildi.

Gecelik kaltir santrifj edilip, bakteri hticreleri ¢okertildi ve supernatant atild.
Dipte olusan pelletin Uzerine 200 pul TEG (Tris-EDTA-Glikoz) cozeltisi eklenip
suspanse edildi ve igerisine 3 mg/ml lizozim eklendi. Ornekler, 37° C’de 30 dk
inklibasyona birakild.

Inkiibasyondan sonra igerisine, 300 pl icinde alkali liziz solusyonu eklenip 5 dk
buz igerisinde bekletildi.

Sonra uzerine % 30’luk Potasyum Asetat eklenerek, tekrar 5 dk buz igerisinde
bekletildi.

Buz icerisinden ¢ikardiktan sonra 5dk +4° C 13000 g’de santriflj yapildi.
Supernatant yeni bir ependorf tipine aktarild:.

Uzerine V/V Fenol/Kloroform izoamilalkol eklenip, 5 dk 13000 g’de santrifiij
yapild:.

Ust faz yeni bir ependorf tiipiine alinip, izerine v/v izopropanol eklendi.

Oda sicakliginda (25°C) 30 dk bekletiletildi.

Daha sonra oda sicakliginda 30 dk 13000 g’ de santrifij yapildi.

Supernatant atilip, dipteki pelletin tzerine 100 pl 125 mM Tris-HCL ve 300 mM
Sodyum Asetat iceren c¢Ozeltiden ve 200 pl %95 etanol eklenip ve oda
sicakliginda 30 dk bekletildi.
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e (Oda sicakliginda 8-20 dk 13000 g de santrifiij edildi.
e Supernatant atilip, olusan pellet 20 pl (50 mM) Tris HCL ile sulandirilarak

izolasyon iglemi tamamlanmistir (Ehrenfeld ve Clewell 1987).

2.2.4.1. Plazmitlerin Elektroforez Tankina Y Uklenmesi

6x loading dye boyasindan pipet yardimiyla alinip her bir 6rnek igin 2 pl kadar
dagitildi, daha sonra elde edilen 10 ul plazmit drlnleriyle loading dye karistirildi.
Olusturulan karisimdan 12 ul alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga ylklendi.

2.2.4.2. Yurutme

Hazirlanan %0.8 jele, istenilen drnekler ve markerlarin yiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankimin kapag: kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan
sonra 60V 400A akimda 300 dakika yaruttldu.

2.2.4.3. GOruntuleme ve Degerlendirme

60 voltda 300 dakikalik elektroforez slresinin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir
sekilde icerisinde etidyum bromdir olan tanka konuldu. Burada 15 dakika boyanmaya
birakildi. Stre sonunda boyanan jel, bilgisayara baglil durumdaki transilluminator

cihazindaki odaciga yerlestirildi.

Degerlendirme, jel UV 15181 altinda InfinityCapt programi kullanilarak
fotograflandiktan sonra, Marker’in bantlarinin bant boyutlari baz alinarak plazmitlerin

boylar1 hesapland:.

2.2.4.4. UPGMA Analizi (Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agirhksiz Cift
Grup Metodu)

PyElpH 1.4 program: kullanilarak bant profilleri UPGMA (Matematiksel
ortalamayla agirliksiz ciftlerin gruplandirilmasi) yontemi ile dendogram olusturuldu.
Bantlara bagli benzerlik katsayisina gore suslar arasinda iligski belirlendi. Benzerlik

katsayis1 hesaplamasinda bant profil toleransi % 1.5 olarak belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon

Calismada 38 isletmedeki 242 inekten alinan 600 mastitisli st Orneginin
incelenmesi sonucunda, EA’da referans susla (E. faecalis ATCC 29212) uygun
gorinumdeki (Resim 3. 1.) bakteri kolonileri secilerek toplam 96 enterokok slipheli sus

izole edildi.

e ] i C

Sekil 3. 1: Ekim yapilmamis EB b. EB’da E. faecalis ATCC 29212 susunun gorunimi c.
EA’da E. faecalis ATCC 29212 susunun gorinimi

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

kok goruniminde olduklar1 belirlendikten sonra ¢alismaya dahil edildiler.
3.2. PZR
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 plazmit profilleri incelendi (Sekil 3.2)
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Sekil 3. 2. E. faecalis PZR elektroforez goruntisi 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)

3.3. Plazmit Profillerinin incelenmesi

Calismada incelenen 56 E. faecalis susunun 19 (%33,9) tanesinin plazmit tasidig:
belirlendi. izole edilen plazmitlerin sayilarinin, bir susta 1-8 arasinda degistigi tespit edildi.
Bu izolatlarin 5 tanesi tek plazmit icermesine ragmen, kalan 14 izolat birden fazla plazmite
sahiptir. Vilber Lourmat’in Infinity Capt adli programi ve molekiler biyukligld bilinen
marker temel alinarak. E. faecalis suslarindan izole edilen plazmitlerin boyutlar: yaklasik 1.7
kb ile 41 kb arasinda degismektedir. izole edilen 56 E. faecalis susunun icerdikleri
plazmitlerin goruntusu (Sekil 3.1,3.2 ve 3.3) ve plazmitlerin biyuklikleri asagida verilmistir
(Cizelge 3.1, 3.2 ve 3.3).
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Sekil 3. 3. E. faecalis 1-18 nolu ornekler plazmit profili goriintisu. M: Marker (Lamda

—EcoRI /HindIll)

Asagida suslarin ve molekuler marker’in icerdikleri plazmit miktar: ve plazmitleri baz

boyutlart verilmistir.

Sus No

M

© 0 N O OB~ W N P

ZT B R R R e e
0 N o Uh WN R O

Cizelge 3. 1. 1- 18 arast izolatlarin icerdgi plazmitlerin sayilar: ve boyutlar:.
P.S Plazmitlerin Boyutu
12 21,226 kb; 5,148 kb; 4,973 kb; 4,268 kb; 3,530 kb; 2,027 kb; 1,904 kb; 1,584 kb; 1,375 kb; 0,947 kb; 0,831 kb; 0,564 kb
8 40,979 kb; 34,088 kb; 28,346 kb; 23,063 kb; 19,277 kb; 12,822 kb; 8,783 kb; 5,13 kb
8 40,979 kb; 34,088 kb; 28,346 kb; 23,063 kb; 19,277 kb; 12,822 kb; 8,783 kb; 5,13 kb

8 40,979 kb; 34,088 kb; 28,346 kb; 23,063 kb; 19,277 kb; 12,822 kb; 8,783 kb; 5,13 kb
1 17,990 kb

1 20,575kb
12 21,226 kb; 5,148 kb; 4,973 kb; 4,268 kb; 3,530 kb; 2,027 kb; 1,904 kb; 1,584 kb; 1,375 kb; 0,947 kb; 0,831 kb; 0,564 kb

*Plazmit icermeyen izolatlara (-) isareti koyulmustur.
*PS: Susun icerdigi plazmit sayisi, M, Kullanilan molekiler marker ve bant boyutlar
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Sekil 3. 4. E. faecalis 19-36 nolu ornekler plazmit profili gérintust , M: Marker (Lamda —
EcoRI /HindlII)

Asagida suslarin ve molekuler marker’in icerdikleri plazmit miktar: ve plazmitleri baz
boyutlart verilmistir.

Cizelge 3. 2. 19-36 aras1 izolatlarin igerdigi plazmitlerin sayilar1 boyutlar:

Sus No P.S Plazmitlerin Boyutu

M 12 21,226 kb; 5,148 kb; 4,973 kb; 4,268 kb; 3,530 kb; 2,027 kb; 1,904 kb; 1,584 kb; 1,375 kb; 0,947 kb; 0,831 kb; 0,564 kb
19 7 34,765kb; 20,424 kb; 11,114 kb; 4,654 kb; 3, 184 kb; 2,912 kb; 1,924 kb

20 - |-

21 - |-

22 8 36,458 kb; 23,200 kb; 17,250 kb; 11,438 kb; 5,148 kb; 3,270 kb; 2,872 kb; 1,735 kb
23 3 17,250 kb; 5,260 kb; 2,676 kb

24 4 23,200 kb; 18,035 kb; 10,484 kb; 2,639 kb

25 - |-

26 4 23,200 kb; 18,035 kb; 10,484 kb; 2,639 kb

27 - |-

28 2 23,200 kb; 3,399 kb

29 - |-

30 - |-

31 39,843 kb; 33,637 kb; 22,354 kb; 14,954 kb; 11,114 kb; 4,973 kb; 2,792 kb; 2,443 kb

8
32 5 29,970 kb; 17,250kb; 10,484 kb; 5,148 kb; 2,753 kb
33 2 22,354 kb; 18,035 kb
34 5 29,970 kb; 17,250kb; 10,484 kb; 5,148 kb; 2,753 kb
35 2 24,893 kb; 2,953 kb

36 1 2,953kb

M 12 21,226 kb; 5,148 kb; 4,973 kb; 4,268 kb; 3,530 kb; 2,027 kb; 1,904 kb; 1,584 kb; 1,375 kb; 0,947 kb; 0,831 kb; 0,564 kb

*Plazmit icermeyen izolatlara (-) isareti koyulmustur.
*PS: Susun icerdigi plazmit sayisi, M, Kullanilan molekiler marker ve bant boyutlar
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Sekil 3. 5. E. faecalis 37-54 nolu ornekler plazmit profili gérintust , M: Marker (Lamda —
EcoRI /HindllI)

Asagida suslarin ve molekuler marker’in icerdikleri plazmit miktar: ve plazmitleri baz
boyutlart verilmistir.

Cizelge 3. 3. 37- 54 arasi izolatlarin igerdigi plazmitlerin sayilar1 ve boyutlar:

Sus No P.S Plazmitlerin Boyutu
M 12 21,226 kb; 5,148 kb; 4,973 kb; 4,268 kb; 3,530 kb; 2,027 kb; 1,904 kb; 1,584 kb; 1,375 kb; 0,947 kb; 0,831 kb; 0,564 kb
37 1 9,930 kb
38
39
40
41
42
43
44
45
46 - -

47 1 4,830kb

48

49

50

51

52

53

54 - -

M 12 21,226 kb; 5,148 kb; 4,973 kb; 4,268 kb; 3,530 kb; 2,027 kb; 1,904 Kb; 1,584 kb; 1,375 kb; 0,947 kb; 0,831 kb; 0,564 kb

*Plazmit icermeyen izolatlara (-) isareti koyulmustur.
*PS: Susun icerdigi plazmit sayis1, M, Kullanilan molekiler marker ve bant boyutlar
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Sekil 3. 6. E. faecalis 55-56 nolu ornekler plazmit profili géruntusi, M: Marker (Lamda —
EcoRI /HindlII)

Asagida suslarin ve molekuler marker’in icerdikleri plazmit miktar: ve plazmitleri baz
boyutlart verilmistir.

Cizelge 3. 4. 55- 56 arasi izolatlarin igeridigi plazmitlerin sayilar1 ve boyutlar:

Sus No P.S Plazmitlerin Boyutu
M 12 21,226 kb; 5,148 kb; 4,973 kb; 4,268 kb; 3,530 kb; 2,027 kb; 1,904 kb; 1,584 kb; 1,375 kb; 0,947 kb; 0,831 kb; 0,564 kb
55 - |-
56 - |-

*Plazmit icermeyen izolatlara (-) isareti koyulmustur.
*PS: Susun iserdigi plazmit sayisi, M, Kullanilan molekiler marker ve bant boyutlar
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Sekil 3. 7. Suslarin PyHelph 1.4 programi ile ¢izilmis UPGMA dendogrami

Yapilan UPGMA analizi ve gozle yapilan kontrollerde, plazmit iceren 2 veya daha
cok izolattan olusturulmus 6 kiime (cluster) belirlenmistir. 1-2-9 numarali izolatlar ayni
plazmit icerigine sahiptirler ve ayni kiimede yer almaktadirlar. Bu durum ayni zamanda
24-26 numaralar: izolatlar ve 32-34 numarali izolatlar icinde gecerlidir. izolatlar farkl:
orneklerden izole edilmis olmasina ragmen ayni plazmit profillerini gostermeleri klonal

yayilimin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.
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4. TARTISMA

Bakteriyel genlerin yatay gen transferi ile yayilimindan sorumlu etkenler;
bakteriyofajlar, plazmitler ve transpozonlardir. Plazmitler bakterilerde bulunan ekstra
kromozomal DNA molekulleridir. Bakterilerin iginde 0zellikle bulunmas: gerekmez fakat
konakgilarina icerdikleri genler sayesinde segici ortam kosullarinda hayatta kalmalarini
saglayabilirler. Bu secici ortamlada hayatta kalmay:1 saglayan genleri iceren plazmitler
bakteriden bakteriye aktarilabilir bu 06zellik bakterilerin cevreye adaptasyonunu
kolaylastirmaktadir. Bakterilerdeki plazmitleri belirleyerek bakterilerin yayilimini
incelenebilmektedir. Bu sekilde klonal yayilim hakkinda bilgi sahibi olabiliriz. Ayrica bir
bakteride bulunan plazmitler, bakterilerin antibiyotik direncinin ve patojenitesinin
artmasina neden olmaktadir. Enterekoklarda antibiyotik direnci ve virulans
determinantlarinin transferinde plazmitlerin etkin bir roliiniin olmasi, bu kromozom dis1
DNA elementlerini ¢ok 6nemli bir hale getirmistir (Gilmore 2002). Simdiye kadar Ki
bilgilerimize gore, mastitisli sigir sutlerinden izole edilen E . faecalis suslarmin plazmit
profillerinin incelendigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismada, yOremizdeki
mastitisli sigir sutlerinden izole edilen enterokok suslarmin plazmit profillerinin

incelenmesi amaglanmistir.

Enterekoklarin genellikle ¢cok sayida plazmit icerikleri bilinmektedir. Rosvoll ve
ark (2010) 93 klinik E. faecium izolatinin 88’inde, 1 ile 7 aras: plazmitin oldugu
belirlenmistir. Rosvoll ve ark yaptiklari ¢alismada suslarda plazmit bulunma orani % 94’
lerde iken, bizim yaptigimiz ¢alismada % 33,9 olarak bulunmustur. Klinik izolatlar saha
izolatlarindan daha cok antibiyotik etkisinde kaldiklarindan dolay: izolatlarin plazmit

icerme oranin daha fazla oldugu dastnulebilir.

Coleri ve ark (2004), klinik enterekok izolatlarinda biyuklikleri 2.08 ile 56.15 kb
arasinda ve sayilart 1 ile 11 arasinda degisen plazmit icerigi saptamistir. Ayrica bu
arastirmada enterekoklarda plazmit Uzerinde kodlanan bir antibiyotik direng geni tespit
edilmistir. Bizim yaptigimiz mastitisli sigirlarda E. faecalis suslarindaki plazmit

izolasyonunda, izolatlarin icermis olduklari plazmit miktar: 1-8 arasinda bulunmustur ve
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blyuklikleride yaklasik 1,73 kb ile 41 kb arasinda degismektedir. Yine klinik izolatlarin
daha fazla antibiyotik baskisina ugramasi, bakteriler agisindan yasam guctnu arttiracak

genleri iceren plazmitlerin daha ¢ok bulunmasina sebebiyet vermis olabilir.

Abriouel ve ark (2006) ise gida kaynakli izolatlarin 2,5 ve 53 kb biyukliginde
plazmitler barindirdigini ve enterekoklardaki virulans determinantlar ve antibiyotik
direng ozelliklerinin plazmit kaynakli olabilecegini belirtmistir. Togay ve ark (2010)
fermente gidalarda yaptiklar: ¢calismada, E. faecalis ve E. faecium suslarinda 1 ile 4 adet
plazmit icerdikleri, boyutlarinin ise 5148-21226 bp arasinda ya da daha buyik olugunu
belirtmiglerdir. Ayrica bu calismada vanA geni iceren ve orta dizeyde vankomisin
direncine sahip iki susun, 21 kb veya daha buyik plazmit icerdigi bildirilmistir.
Calismada vanA direng geni iceren suslarin ayni bezer plazmit igeriklerine sahip

olmalari, direng geninin plazmit aracilig: ile tasindigini distiindirmektedir.

Mannu ve ark (1998) yoresel bir italyan peynirinden izole ettikleri entrekoklar’la
yapmis olduklar1 ¢alismada 49 enterekok susunun 24 tanesi, iki ya da daha fazla izolatin
ayni plazmit paternini gosterdigi 7 kiimeye toplanmistir. 16 izolat ise diger plazmitlerle
uyusan bir plazmit paternine sahip degildirler. Calismada 9 izolatta ise yapilan plazmit
izolasyonu sonucu plazmitten yoksun olduklar1 belirlenmistir. Ekstra kromozomal DNA
izolasyonu atasal susun klonal nesillerini tam anlami ile vurgulamak igin bize izin
vermistir. 22 enterekokal izolat 11 yakindan iliskili grup halinde gruplandirilmis bu
gruplandirma ayni plazmitleri iceren 2 ve daha fazla sus ile yapilmistir. Aralarindan en
fazla plazmit igeren suslari saha tipi sus olarak berlirtilmis, icerdigi plazmit sayis1 ise 12-
2,7 kb arasinda 6 plazmit olarak bildirmislerdir. Mastitisli sigirlardan izole ettigimiz E.
faecalis suslarinda ise 19 izolatta plazmite rastlanmistir. Saha suslarindan elde ettigimiz
plazmit profilileri ile yaptigimiz analizde izolatlar 6 kiimeye toplanmistir ve bazi suslarda
klonal yayilim g0zlenmistir. Buda enterokok etkeninin bir noktadan yayildiginin

gostergesi olabilir.

Mastitisli sigirlarda genel olarak S. aureus’izolatlarinda plazmit profillendirmesi
caligmalart yapilmistir. Enterokok etkenleri tek baslarina mastitis olusturabilmelerine
ragmen mastitis olgularindan genellikle streptokokkal etkenlerle birlikte izole
edilmektedirler (Smith ve Hogan 2003). Aslantas ve ark (2006) mastitisli sigirlardan

izole edilen S. aureus suslarindaki plazmit profillendirme ¢alismasinda 50 ornekten 47’
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sinde plazmite rastlamisglardir ve plazmit boyutlarmin ise 1.7 kb ve 24 kb ve daha buyuk
olan plazmitler olarak gozlenmistir. En yaygin olarak gdzlenen plazmit boyutu ise 19.3
kb plazmit olarak gézlenmis ve bu plazmit 38 susta tek olarak gozlenmistir digerlerinde

ise 2 ile 4 arasinda degisen plazmit gozlemlenmistir.

Arslan ve ark (2009) mastitisli sigirlardan izole edilen 77 S. aureus susunun 75’
nin ve 36 S. intermedius susunun hepsi plazmit tasidigini tespit etmislerdir. Ayni
calismada, benzer antibiyotik direncine sahip suslarin benzer plazmit icerdigi
gozlenmistir. S. aureus suslarinda bu kadar yuksek oranda plazmite rastlamak
dusundurtcudar. Ulkemizde yapilan calismalarda stafilokok tirlerinde plazmit igerigi
oranlarinin yiiksek olmasi, enterokok ile stafilokok turleri ile birlikte bulunmasi
durumunda birbirleri ile plazmit aracilig: ile gen trasferi yapabilirler ve bu da hem
Sitafilokoklarin hemde enterokoklarin patojenitelerinin artmasina neden olabilir. Buna
karisin yurtdisinda yapilan Lange ve ark (1999) ve Baumgartner ve ark (1984) yapmis
olduklart  mastitisli  sigirlardan izole edilen S. aureus suslarindan plazmit
profillerndirmesi c¢alismalarinda, plazmit icermeyen suslarin yiksek oldugunu

bildirmiglerdir.

Yuksel (2012), E. faecalis ve E. faecium suslarinda sayilar: 3- 15 arasinda degisen
plazmitlere sahip oldugu belirlenmistir. Plazmit buyuklukleri ise 35,8 ile 2,4 kb arasinda
degistigi belirtilmistir. Calismada 10 tane susta aymi plazmit igerigine sahip oldugu
gozlenmistir. Ayni plazmit icerigine sahip suslarin farkli kaynaklardan izole edilmesi
klonal yayilimi isaret ettigi belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise 1-8 arasinda plazmit
icerigi tespit edilmistir ve plazmitlerin boyutlar1 yaklasik 1.7 ile 41 kb arasinda olduklari
bulunmustur. 1-2-9, 24-26, 34-36 nolu izolatlarin ayn:1 plazmit igeriklerine sahip izolatlar
oldugu tespit edilmistir ve bu klonal yayilimi1 desteklemektedir.

Ucan ve ark (2003) mastitisli sigirlardan izole edilmis E. coli suslarinda yaptiklari
plazmit profillendirme c¢alismasinda 30 E. coli susunun 28 tanesinde plazmit tespit
etmistirler ve bu suslarin 11 farkli molekuler blyiklige sahip oldugunu belirlemislerdir.
GO0z ile hizalayarak ve POPGENE program: ile yaptiklari plazmit profillendirmesinde
izolatlart 5 kiimeye ayrildigin1 gozlemlemislerdir. 2 izolatta plazmit bulunmadigi igin

ayni kiimede ve birbiri ile %100 ayni ¢iktigini bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda
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kiimeleme c¢alismas: sonucunda en az iki ve daha fazla plazmit iceren 6 kime

olusturulmustur. Plazmit icermeyen suslar ise tek bir dal olarak gosterilmistir.

Izolatlar plazmit profilleri ile karakterize edilebilir. Ancak plazmit iceren izolatlar
icin genetik bir istikrar yoktur. Izolatlar genomlarina yeni plazmitler ekleyebilir yada
plazmitler eleminasyona ugrayabilirler. Plazmit profillendirmesi farkli kaynaklardan
izole edilen yakin iligkili izolatlarinin antimikrobiyal maddelere karsi ve direncini ve
transferi hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan kullanisli bir yontemdir. Plazmit profili
analizi, plazmit iceren bakteri suslarinin akrabalik iligkilerini belirlenemde ¢ok kullanisi
yontemlerden biridir. Diger epidemiyolojik ve molekiler yontemler ile birlikte

calisilmasinda yarar vardir (Ucan ve ark 2003).

Yaptigimiz bu c¢alismada elektroforez jel gorintisinde bazi plazmitlerin glcli
bazilarinin daha zayif banta sahip olduklari belirlenmistir. Bu durum, bazi plazmitlerin
yiksek kopya sayisina sahip olmalari bazilarininda distk kopya sayisina sahip olmalar:

ile agiklanabilir.

Plazmitler bir¢cok diren¢ geni ve virulans faktor genlerini tasidiklar: igin plazmit
aktarimi sonucu plazmitler gittikce daha direncli ve daha patojen hale gelmektedirler. Bu
da enterekoklardaki plazmitlerin izlenmesi ve bu konu hakkinda daha ¢ok arastirilma
yapilmas: gerekmektedir. Ayrica plazmit profil anlizi yaparak suslarin klonal olarak
yayilip yayilmadigin1i ve atasal susun nereden kdkenlendiginide bulabiliriz. Ayrica
plazmitlerin incelenmesi hayvanlarda, plazmitler acisinda hayvanlarin rezervuar olup

olmadiklarini degerlendirmede kullanilabilir.

Gida sekotriinde 6zellikle virulans genleri kodlayan plazmitlere sahip suslarin
starter kaltir olarak kulanimi ciddi riskler olusturmaktadir. Bu nedenle plazmit analizleri
enterekoklar igin tibbi bir 6neme sahiptir (Coleri ve ark 2004, Abriouel ve ark 2006,
Rosvoll ve ark 2010). Enterokoklarin plazmid incelemeleri genel olark gida kaynakli
izolatlarda yapilmistir. Ozellikle sitten elde edilen fermente gidalardan izole edilen
enterokok izolatlarinda plazmit profillendirmesi ¢alismalari yapilmaktadir. Sutten direkt
olarak izole edilen enterekoklarda plazmit analizi ¢alismalarina rastlamamaktayiz. Bu
durum mastitis olgusuna sahip hayvanlardaki plazmit aktarimini, plazmit yogunlugunu

gibi plazmit hakkindaki bilgilerimiz sinirli kalmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Aydin  yoOresinde enterokoklar  mastitislerin  etiyolojisinde  6nemli  rol
oynamaktadir. Enterokoklarin (izerine yapilacak olan her caligma, bu mikroorganizmanin
patogenezinin daha iyi anlasiimasina katki saglayacaktir. Enterokoklarin plazmit profillerinin
incelenmesi enterokoklarin yayilimi ve patojeniteleri hakkinda da bilgi edinmemizi

saglamaktadir.

Bu calismada mastitisli sigir sttlerinden izole edilen E. faecalis suslarmin plazmit
profilleri incelenmis ve 56 sustan gerceklestirilen plazmit izolasyonu sonucunda 19 (%33,9)
izolatin plazmit tasidigi belirlenmistir. Plazmit bulunan suslarda, 1-8 arasinda plazmite
rastlanmstir. Plazmitlerin baz boyutlar1 yaklasik 1,7 kb ile 41 kb arasinda degismekle birlikte;
1-2-9, 24-26, 32-34 numarl suslar kendi aralarinda ayn plazmit profillerine sahip olduklar:
belirlenmistir. Bu suslar farkli kaynaklardan izole edilmis olmalarina ragmen ayni plazmit

icerigine sahip olmalar1 klonal yayilimin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.

Plazmit profillendirme caligmalar1 izolatlar arasinda iliskiyi belirleyebilir. Plazmit
icerigine bakarak ayni plazmite sahip suslarin klonal yayilimi1 hakkinda bilgi sahibi olabiliriz.
Plazmit profillendirilmeleri daha ¢ok farkli kaynaklardan izlole edilen birbirleri ile
iligkili suslarin direnc genleri, virulans genleri gibi genlerin transferi hakkinda bilgi
sahibi olmamiz1 saglar. izolatlar plazmit profilleri ile karakterize edilebilir, fakat ayni
durum plazmit icermeyen suslar icin gecerli degildir. Bu durum ydntemin en dnemli
dezavantajidir. Bu nedenle, plazmit profillendirme caligmalarmin baska bir

epidemiyolojik veya molekiler yontemle birlikte ¢alisilmasinda yarar vardir.

Plazmitler bircok diren¢ geni ve virulans faktor genlerini tasidiklar1 igin plazmit
aktarimi1 sonucu plazmitler gittikgce daha direncli ve daha patojen hale gelmektedirler. Bu
da enterekoklardaki plazmitlerin izlenmesi ve bu konu hakkinda daha ¢ok arastirilma
yapilmas: gerekmektedir. Ayrica plazmit profil anlizi yaparak suslarin klonal olarak

yayilip yayilmadigin1i ve atasal susun nereden kdkenlendiginide bulabiliriz. Ayrica
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plazmitlerin incelenmesi hayvanlarda, plazmitler acisinda hayvanlarin rezervuar olup

olmadiklarini degerlendirmede kullanilabilir.

Gida sektoriinde Ozellikle virulans genleri kodlayan plazmitlere sahip suslarin
starter kaltir olarak kulanimi ciddi riskler olusturmaktadir. Bu nedenle plazmit analizleri
enterekoklar icin tibbi bir 6neme sahiptir (Coleri ve ark 2004, Abriouel ve ark 2006,
Rosvoll ve ark 2010). Enterokoklarin plazmit incelemeleri, genel olark gida kaynakli
izolatlarda yapilmistir. Ozellikle sitten elde edilen fermente gidalardan izole edilen
enterokok izolatlarinda plazmit profillendirmesi calismalar: yapilmaktadir. Sitten direkt
olarak izole edilen enterekoklarda plazmit analizi ¢alismalarina rastlamamaktayiz. Bu
durum mastitis olgusuna sahip hayvanlardaki plazmit aktarimini, plazmit yogunlugunu
gibi plazmit hakkindaki bilgilerimizi smirlamaktadir. Bu ¢alismada mastitisli sigirlardan
izole edilmisi E. faecalis suslarinin plazmitleri incelenmistir ve bu konunun incelenmesi

yurdumuzda ilk olma niteligi tasimaktadir.
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OZET

Oztiirk M. Mastitisli Sigir Suitlerinden izole Edilen Enterococcus faecalis Suslarmin

Plazmit Profillerinin incelenmesi

Plazmitler, bakteriden bakteriye antimikrobiyal diren¢ ve virtlans faktor genlerini
aktarabilen ekstrakromozomal genetik elementlerdir. Suslardaki plazmit sayisinin
artmasi, susun patojenitesinin arttigin1 gostermektedir. Ayni zamanda plazmit profil
analizi klonal yayilimi belirleyebilmek icin iyi bir molekuler tiplerndirme yontemi olarak

kullanilmaktadir.

Bu calismada mastitisli sigir sltlerinden izole edilen Enterococcus faecalis
suslarmin plazmit profillerinin incelenmesi amacglandi. Calismada materyal olarak, 600
mastitisli sigir sutiinden izole edilen 56 E. faecalis izolat: kullanildi. Enterokok
izolasyonu, selektif besiyerleri kullanilarak gergeklestirildikten sonra, tur dizeyinde
identifikasyon polimeraz zincir reaksiyonu ile vyapildi. Ellialt:1 izolattan plazmit
izolasyonunda alkali liziz yontemi modifiye edilerek kullanildi. Plazmid izolasyonu
sonucunda, izolatlarin 19’unun 1 ile 7 arasinda plazmit tasidigi, plazmit boyutlarinin da
yaklasik olarak 41 kb ile 1,7 kb arasinda degistigi tespit edildi. Calismada, 5 izolat tek
plazmit,14 izolatin ise birden fazla plazmit tasidigi belirlendi. Plazmid izolasyonunu
takiben, profil icerikleri kontrol edilerek, benzer ve ayni plazmitler arasinda kiimeleme
analizi yapildi. Benzer plazmit profilinde olan, iki veya daha fazla sus iceren 6 kiime
olusturuldu.

Bu calismada Aydin yoresindeki mastitisli sigirlarin sutlerinden izole edilen E.
faecalis suslarinin plazmit profilleri ilk kez incelenmis ve yoOredeki saha izolatlar:
arasindaki plazmit yayilimi belirlenerek, izole edilen enterokok suslarinin patojenitesi ve

klonal yayilim: hakkinda bilgi sahibi olunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Mastitis, Plazmit, Enterococcus faecalis
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SUMMARY

Ozturk M. The Investigation of Plasmid Profiles of Enterococcus faecalis Strains
Isolated From Mastitic Cow Milks

Plasmids are extrachromosomal elements have capable of transmitting
antimicrobial resistance and virulence factor genes from bacteria to bacteria. An increase
in the number of plasmids in strains shows patogenity of the strain is getting increased.
Plasmid profile analysis is a one of the most practical molecular typing methods used for

determining the clonal expansion in the flock.

The purpose of this study was to investigate the plasmid profiles of
Enterococcus faecalis isolated from cow milk samples with mastitis. As a material, 56 E.
faecalis isolates isolated from 600 milk samples with mastitis were used. After the
isolation of the enterococci in selective mediums, identifications on species basis were
performed by polymerase chain reaction. Modified alkaline lysis method was used for
plasmid isolation. Results revealed that 19 of 56 isolates have plasmids varying one to
seven and lengths of those were ranged approximately between 1.7 kb and 41 kb. It was
determined that five isolates have only one plasmid while the other 14 have more
plasmids. Following the plasmid isolation, cluster analysis was performed between the
same and similar plasmids after their profile contends checked. Six clusters that
containing two or more strains with similar plasmid profile were formed. Some clues
related to clonal expansion has been detected.

This study is the first in Aydin region that plasmid profiles of E. faecalis strains
isolated from cows’ milk with mastitis have been investigated. Briefly, plasmid
expansion in the field isolates was determined while the patogenity and clonal expansion

traits of enterococ strains were also investigated.

Key words: Cow, mastitis, Plasmid, Enterococcus faecalis
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