2016

YUKSEK LiSANS

MIKROBIiYOLOJIi

ECEM MALTAS

T.C.

ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLER ENSTITUSU
MIiKROBiYOLOJi YUKSEK LiSANS PROGRAMI
MiK-2016-00010

MASTITISLI SUTLERDEN iZOLE EDILEN
ENTEROKOKLARIN BiYOFIiLM URETIMININ
ARASTIRILMASI

ECEM MALTAS
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Dog. Dr. Serap SAVASAN

AYDIN-2016




T.C.
ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLER ENSTIiTUSU
MIKROBIiYOLOJi YUKSEK LiSANS PROGRAMI

MASTITISLI SUTLERDEN iZOLE EDILEN
ENTEROKOKLARIN BiYOFIiLM URETIMININ
ARASTIRILMASI

ECEM MALTAS
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Dog¢. Dr. Serap SAVASAN

Bu Yiiksek Lisans Tezi Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan VTF-15068 proje numarasi ile desteklenmistir.

AYDIN-2016



KABUL VE ONAY SAYFASI

T.C. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi gergevesinde Ecem MALTAS tarafindan hazirlanan
“MASTITISLI SUTLERDEN IZOLE EDILEN ENTEROKOKLARIN BIYOFILM
URETIMININ ARASTIRILMASI” bashikli tez, agagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi
olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 16/12/2016

Uye : Prof. Dr. Sitkrii KIRKAN

Uye : Prof. Dr. K. Serdar DIKER

Uye(Tez Damsmant): Dog. Dr. Serap SAVASAN ADU E‘ﬁ/"t ..........

ONAY:

Bu tez Adnan Menderes Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Y6netmeliginin
ilgili maddeleri uyarinca yukandaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Saglik Bilimleri
Enstitiistintin ......... tarih ve ...... sayil oturumunda alinan ......... nolu Yénetim Kurulu
karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ahmet CEYLAN
Enstitii Miidiirii



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismasi siiresince ilgi ve yardimlarini hi¢bir zaman
eksik etmeyen Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 6gretim tiyesi danigmanim degerli hocam Dog. Dr. Serap SAVASAN’a ve Anabilim Dal1
Ogretim Uyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alismam i¢in numune toplama asamasinda yardimlarini esirgemeyen
arkadaslarima tesekkiir ederim.

PCR c¢alismasinda yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Alper Cift¢i’ye tesekkiir ederim.

A101 Aydin Bolge Miidiirliigii’'nde ki Genel Miidiiriim Ahmet Saat¢ioglu’na ve okul
ile ilgili her zaman yardimima kosan Mehmet Sagir basta olmak {izere tiim calisanlara
gosterdikleri pozitif desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Laboratuvar calismalarimda her zaman yardimci olan Aras. Gor. Tugba Yiiksel’e
ayrica tesekkiir ederim.

Her zaman her konuda bana destek olan varliklartyla huzur buldugum sevgili aileme

tez zamanimda bana gosterdikleri yardimlardan dolay: ¢ok tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY .ttt ettt ettt ettt e be e et e bt e st e sateeabeesbaeeateas i
TESEKKUR ..ot i
ICINDEKILER ...ttt ettt ettt ettt esesenenenanas iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .......cooooiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e, v
SEKILLER DIZINT ... vi
RESIMLER DIZINT .....ooiiiiiiieiceeeeee e vii
TABLOLAR DIZINT....couiitiiiiiicieiinineee sttt viii
OZET ..ottt ettt ix
ABSTRACT ...ttt et ettt e e at e et e s be e e beeeabe e bt e sabeeabeesneeenne X
LLGIRIS .ottt 1
2.GENEL BILGILER .....c.otitiiiiintiecireeeietie ettt 3
2.1. Mastitis (Meme THHRAD1) .......c.covivieeeieeeeeeeeeeeeeeee e 3
211 EHLYOLOJE tuttentteiieeiiete ettt ettt ettt b ettt et st a et b ettt e bt enne s 5
2.2 ENTEROKOKLAR .....ooiiiitett ettt sttt ettt ettt et e e esaae e 6
2.2.1. GENOM Y APIST .euuiiiiiiiiiiiieeite ettt ettt et ste et st et s et et e st e sseesaneereesaneesaneenneennneenne 6
2.2.2. Hiicre Yapist Ve MetaboliZma .......cc.coeiuiiiiiiieaiiieeieeesieceeeeeeee ettt e 7
2.2.3. BKOIOJT utteuttteittete ettt ettt bt ettt bt at e et esateeteenaaeenne 7
2.2.4. 1201aSYON V& YEHSHITIE .......vvevveeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeseeeseeese e sese e essaesesesesesesesenenen 7
2.2.5. Patolojisi ve Virulens FaktOrIeri........ccuuiiiriiiiiiieiiiecieeeeeeeeeeee e 9
2.2.6. Enterokoklardan Meydana Gelen Infeksiyonlar...............ccccoeeueveiruereiecreiieeieeseeceenaes 11
2.3 BIYOFILM ..ottt ettt 12
2.3.1. Biyofilm Olusum ASamalari...........cccoeouieeriiieiiiieeiiieeieecreeeiee e s 12
2.3.2. Siit Endiistrisinde Biyofilm .......ccccooiiiiiiiiiiiiiicceeeeeee e 14
3.GEREC VE YONTEM.......oiuitiiiiiieieete ettt senenasaeses 16
R I B € 1S (<RSP 16
3.1.1 1201aSYON OINEKIETT .......coveveceiieceeiceeie et 16
I BV S 1T U [ DRSSP 16
3.1.2.1. Enterococcal Agar (BA) ..ottt 16
3.1.2.2 Kanlt AGAr (KA c..uee oottt et et e et e et e e et e e saaae e ssseeesnbeesenseesnseas 16
3.1.2.3. Kongo Red Agar (CRA) ...coouiiiiiieeieeeee ettt ettt e e s 17
R I (4 ) 11753 1 4 SRS 17
3.2.2 Enterococcus Siipheli Orneklerinin Belirlenmesi .............occovovevevveievevevecereeeeeneneeenenennans 17
3.2.2. 1. KAtAlAZ TS c.eeeeiiieiiiieiiiee ettt ettt et e ettt e et e et e et e st e et e saneas 18
3.3. Izolasyon Orneklerinin PCR Yontemiyle Belirlenmesi ............c.cvvevevevevceceeeeeeeereeeeennnns 18
3.3. 1. DNA EKStraKSTYONU...cccuviiiiiiieiriiieeiiiieeiteeeitee ettt e e tteesteeesteeessseeessseeessseeensseesnsseesnssesensees 18
332, PIIMICTIET .ttt ettt e sttt e st e st e e st e e st e s eab e s aneas 19
3.4. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi............cccoevevvrerueiereeiceseereseeee e 19



3.4.1. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Belirlenmesi..............ccccccovueveveverreuerererercennan 19

4. BULGULAR ..ottt ettt sttt b ettt et et b b saeene e 21
4.1. Izolasyon ve Identifikasyon BulGUIATT.............coooueueviuiuieiueeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
4.2, PCR BUIGUIATT ..ottt ettt sttt et st esiaeenbeeeneas 21
4.3, SONUGIAT .....eviiiiiieeee e ettt e et eete e e e aae e e ba e e sabeeesasaeesaseeesabaeessreeenabeeeanaaeans 22
4.4. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak incelenmesine Ait Bulgular................cccvevune... 22
S.TARTISMA ..ottt ettt bbbt e st e st e b et et e sbesbeebeeaeenes 24
6. SONUC VE ONERILER .......coiuiiiiiieieieeeeeeceee et nanaan 26
KAYNAKCA ...ttt ettt ettt ettt st et e e s e s e s seeseeseeseesaessensensenseesesseeseeneanes 27
OZGECMIS ..o 31



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

E.A: Enterococcal Agar

K.A: Kanl1 Agar

CRA: Kongo Red Agar

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
EPS: Ekzopolisakkaritler
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit
bp: Baz Cifti

Kbp: Kilo Baz Cifti

ml: Mililitre

mg: Miligram

g: Gram

EtBr: Etidyum Bromiir

GN: Giimiis Nitrat

'C: Santigrat Derece

G: Guanin

C: Sitozin

G(+): Gram Pozitif



SEKILLER DiZINi

Sekil 1. Biyofilm Olusum Asamalari

Vi



RESIMLER DIiZINi

Resim 1. Mastitisli Meme Ornei-— s R 4
Resim 2. Kanli agara yapilan ekim sonucu iireyen saflastirilmis Gram pozitif koloniler 18
Resim 3. Kongo red agara ekim yapilan Orneklerin inkiibasyon sonrasi slime goriiniimii 20
Resim 4. Enterokok suslarinin biyofilm olusturma yetenegi bakimindan Kongo Red Agarda

INCELENIMEST -~ s 23

Vii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo1. Klinik Mastitise Neden Olan Risk Faktorleri e I 4
Tablo 2. Bazi Gram Pozitif Koklarin OzelliKleri oo 8
Tablo 3. Enterococcus tiirleri tarafindan iiretilen bakteriyosinler-———- R 11
Tablo 4. Siitlerden Izole Edilen Suslarda identifikasyon Bulgulary -’ 21

viii



OZET

MASTITISLi SUTLERDEN iZOLE EDILEN ENTEROKOKLARINBiYOFIiLM

URETIMININ ARASTIRILMASI

Maltas E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisiit Mikrobiyoloji Ana
Bilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Mikrobiyal kokenli mastitis, tiim diinyada sigirciligin en ¢ok ekonomik kayba neden olan
hastalig1 olarak kabul edilmektedir. Klinik ve subklinik karakterde, akut ve kronik seyirli
olabilen mastitisler, sigirlarda verim diistikliigii, iiriin kayb1 ve tedavi masraflar1 nedeniyle
ekonomik kayiplara yol acgabildigi gibi, insan sagligi agisindan da risk olusturabilmektedir.
Enterokoklar, biyofilm yapisina katilan ¢esitli virulens faktorler sayesinde insanlar1 ve evcil
hayvanlar enfekte ederler. Enterokok tiirlerinin ¢cogu en az bir antibiyotige kars1 direnglidir ve
biyofilm yapisinin bu dirence katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Biyofilm olusturan bu
tirlerde meydana gelen yiiksek direngliligin insan sagligi i¢in de risk teskil edebilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle konu ile ilgili olarak daha detayli arastirma ve denemelerin
yapilmas1 gerekmektedir.

Calismamizda Enterococcus spp. 1zolasyonu i¢in Aydin bolgesinden saglikli ve mastitisli
sigirlardan alinan 100 adet siit 6rneginden, 9 (% 9) adet 6rnek Enterococcus spp. olarak izole
edildi. Bu 9 adet sus biyofilm yapisi incelenmek iizere Congo Red Agara (CRA) ekildi. 6 (%
66) sus biyofilm olusumu yoniinden pozitif olarak degerlendirilirken,3 (% 33) susta ise

biyofilm olusumu gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler:Mastitis, Enterococcus, Biyofilm.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SLIME PRODUCTION OF ENTEROCOCCUS SPP. STRAINS

ISOLATED FROM MASTITIS MILK

Maltas E. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2016.

Microbial origin of mastitis, the whole world is considered to be a disease of cattle that causes
the most economic loss. Clinical and subclinical character, which can be acute and chronic
mastitis, yield loss in cattle, as can lead to economic losses due to product loss and treatment
costs can pose a risk in terms of human health. Enterococci, thanks to a variety of virulence
factors involved in the biofilm structure for people and pets can become infected. It is
resistant to many antibiotics at least one of Enterococcus spp. and biofilm structure is thought
to contribute to this resistance. Biofilm forming a high resistance to human health, is thought
to occur in these types may pose a risk. Therefore, as is required on the subject of further
research and testing.

In our study, the Aydin region for the isolation of Enterococcus spp. healthy and mastitis than
100 milk samples from cattle, 9 (9%) samples were isolated as Enterococcus spp. This 9
pieces of straing biofilm structure Congo Red Agar for review (CRE) was planted. 6 (66%)
strains aspect of biofilm formation was positive in 3 (33%) of the biofilm formation was not

observed in the strain.

Keywords: Mastitis, Enterococcus, Biofilm.



1.GIRIS

Mastitis hayvanlarda sik¢a goriilebilen onemli bir meme hastaligidir. Ozellikle siit
isletmeleri icin kiiglimsenemeyecek derece de siit kayiplarina, pahali tedavi giderlerine ve
zaman kaybina sebebiyet verdigi i¢in hastaligin kontrolii oldukca 6nemlidir (Giirgen 2015).

Son yillarda infeksiyon kaynakli hastane basvurularinda, bu infeksiyonlara neden olan
bakterilerin dagiliminda bir ¢ok degisiklikler olmustur. Enterekoklar infeksiyon siralamasinda
Escherichia coli (E. coli) ve Staphylococcus aureus 'tan sonra tiglincii sirada yer almaktayken,
hastalik oraninda yirmi kat artis olmus ve 1990 yilindan sonra %1611k bir oranla E. coli’den
sonra ikinci siraya geldigi gdzlemlenmistir. insan viicudunun belirli bir kisminda normal
florada bulunan bu bakterihastalik zamaninda aktif olup hastalar1 daha kolay infekte
edebilmeleri, yaygin kullanilan antimikrobiklere karsi direngli olmasi ve bu yiizden de
tedavilerde giicliik ¢ikarabilmeleri sebebiyle zararli bir patojen olmaktadir.

Enterokoklar ilk bagirsak kokenli bakteri olarak siniflandirildiginda Streptekoklarin
icine dahil edilmistir. Ilk Enterokok ismi 1899 yilinda Thiercelin tarafindan kullanilmis ve
dokiimanlara bu sekilde ge¢mistir.

1937°de Sherman’in siniflamasiyla Streptokoklar dort gruba ayrilmistir.1984 yilinda
Bergey’s Manual’de Enterokoklarin yeni bir cins olarak siniflandirilmast desteklenmistir.
Boylece oOnceleri, hiicre duvari antijjen yapisina gore Lancefield tarafindan D-grup
Streptokoklar i¢inde gosterilen Enterokoklarin, D-grup Streptokoklardan farkli oldugu tespit
edilmistir. Yapilan DNA:DNA ve DNA: r-RNA hibridizasyon yontemleriyle yeni Enterokok
tirleri belirlenmistir. Hentliz tamamu klasik kitaplara girmemis 19 tiir Enterokok vardir (Ural
1998).

Biyofilm yapist; bir ya da daha fazla mikroorganizma tiiriiniin karbonhidrat bir matriks
ile bir arada tutuldugu, besinlerin tasinmas1 ve atiklarin uzaklastirilmast amaci ile su kanallari
ihtiva eden yiiksek organizasyonlu yapilardir. Biyofilm yapisi, ekzopolisakkarit ve protein
film tabakasi ile igerisinde bulunan mikroorganizmalar i¢in bir kalkan goérevi goriir ve bu
yapidaki bakterileri oldiirmek, planktonik formdaki bakterilere kiyasla ¢ok daha zordur.
Biyofilm yapisindaki bakterilerin fagositoz, antikor ve antibiyotiklere kars1 1000 kata kadar
daha direncli olduklar1 bilinmektedir. Enterokoklar: jelatinaz, agregasyon maddeleri, kapsiil
yapist ve enterokokal yiizey proteini gibi biyofilm yapisina katilan gesitli virulens faktorler

sayesinde insanlar1 ve evcil hayvanlar1 enfekte ederler. Enterokok tiirlerinin ¢ogu en az bir



antibiyotige kars1 direnglidir ve biyofilm yapisinin bu dirence katkida bulundugu
diisiiniilmektedir (D1an1 ve ark 2015).

Tiim diinyada, mikroorganizmalarin neden oldugu mastitis sigir yetistiricilerinin en
cok ekonomik kayba neden olan hastaligi olarak bilinmektedir. Sigirlarda mastitis ¢ok sik
goriinmesi disinda ekonomik kayiplara neden oldugundan 6énemli bir problemdir. Klinik ve
subklinik karakterde, akut ve kronik seyirli olabilen mastitisler, sigirlarda verim diistikliigii,
iriin kayb1 ve tedavi masraflar1 nedeniyle ekonomik kayiplara yol acabildigi gibi, insan
saglig1 acisindan da risk olusturabilmektedir (Savasan ve ark 2004).

Kary Mulis tarafindan ilk olarak 1985 yilinda yapilan bir uygulamadir. Belirli bir
DNA pargasinin kopyalanmasini ve ¢ogaltilmasini saglayan in vitro bir yontemdir.

Uygulamada ilk olarak DNA sarmal1 yiiksek sicaklik etkisiyle birbirinden ayrilir.Sonra
sicaklik disiirtiliir ve bu sayede oligonikleotid primerler c¢ogaltilacak olan DNA pargasi
tizerine karsilikli olarak eslenik sekanslara baglanir.DNA Polimeraz enzimi yiiksek
sicakliklara dayanikli bir enzimdir.Primerlerin baglamasindan sonra Polimeraz reaksiyonun
gerceklesmesi icin uygun bir sicakliga disiirilir Bunun sonunda primerler uzatilir ve
primerlerin arasinda kalan bolge sentezlenir. Sarmallar tekrar denature edilir, yeni primerler
baglanir ve DNA sentezitekrartekrargerceklesir 20-50 dongii arasinda islem tekrarlanir.

PCR yonteminin gelismesinde en biiyilik katkiy1 Taq Polimeraz (Thermus aquaticus)
enziminin bulunmasi yapmisitr. Bu enzim ilk olarak Yellowstone milli parkinda bir kaplicada
yasayan termofilik bir bakteriden izole edilmistir (Saiki ve ark 1988).

Bu ¢alisma ile Aydin ilindeki sigirlarda mastitisli siitlerden izole edilen Enterococcus
spp. suslarinda biyofilm iiretme yeteneginin arastirilmasi amaclanmistir. Calismamizda
Enterokok izolasyonu i¢in Aydin bolgesinden saglikli ve mastitisli ineklerden alinan siit
ornekleri kullanilmigtir. Toplanan materyallerden izole edilen Enterokoklar fenotipik ve

genotipik olarak degerlendirilerek, biyofilm yetenekleri arastirilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1 Mastitis (Meme Iltihabi)

Meme bezlerindeki yangi "mastitis" olarak tanimlanir. Bu kelime Yunanca mastos
meme, itis yangi kelimelerinden tiiretilmistir. Genel olarak meme ucundaki salgidan patojenik
bakterinin girerek i¢ bezleri etkilemesi sonucu gelisir. I¢ bezlerdeki ortam da bakteri
cogalmasimna cok uygun ise bakteri gelisimi ve metabolizmasi sonucu hassas dokular
iltihaplanarak yangi sekillenir. Mastitisin ciddiyeti bakteri enfeksiyonunu olusturan bakteri
sayisina, sigir metabolizmasina ve meme bezlerindeki siit alveollerine ve ¢evre faktorlerinden
kaynaklanan baski derecelerine baglidir. Klinik mastitis yangi, sisme, sicaklik, kizariklik, agr
ve buna bagli fonksiyon bozukluklar: ile bas gosterir. Saha lezyonlar1 goriilmeksizin yangi
varligi durumunda subklinik mastitis goriiliir. Subklinik mastitis tayini siitte olusan yangi
belirtileri (16kosit, fibrin klot, serum) ve kandan siite sodyum kloriir ve bikarbonat transferi ile
pH'm daha alkali olmasindan kaynaklanan kimyasal kompozisyondaki degisme ile teshis
edilir. Mastitis, etkenin kaynagina gore 2’ye ayrilir :

1)Kontagiyoz mastitis hayvandan hayvana veya bir meme lobundan digerine bulagma
ile olusur. Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis ve Mycplasma
tiirleri baglica etkenlerdir.

2)Cevresel mastitis hayvanin yasadigi ortamda (su, toprak, giibre, ahir vs) bulunan
bakterilerin herhangi bir donemde (kuru ve laktasyon) olusturdugu enfeksiyondur. Daha ¢ok
klinik mastitise neden olur. Gram (-) bakterilerden Enterobactericae (E. coli, Klepsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp.), Pseudomonas spp., ¢evresel Streptecoccus
spp. (baslica Streptococcu suberis daha seyrek Streptococcus dysgalactia) tiirleri ve
Enterococcus faecalis rol oynar (Keskin 2011).

Meme dokusunun tahribati ile birlikte siit veriminin giderek azalmasina hatta bazen
durmasina sebep olan mastitis, onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.Bu bakimdan
hayvanlarin mastitise yakalanmamalariicin diizenli bir bakim ve beslenmeyle, siitlerinin
belirli araliklarla muayeneleri gerekir (Resim 1). Mastitisli siitler insan sagligim etkiledigi
kadar, buzagi sagligini da etkilemektedir. Yapilan tedaviden, beklenen neticeler alinmayabilir.
Bunun nedeni, meme dokusunun yapi1 Ozelliginden dolayi, kullanilan ilaglarin infekte

bolgelerdeki mikroorganizmalart dogrudan etkileyememesidir. Diger bir neden ise



antibiyotiklerin yeterli miktarlarda ve silirede kullanilmamalar1 ve de ilaglarda zamanla bir

bozulmanin olmasi olabilir (Deveci ve ark 1985).

Resim 1. Mastitisli meme 6rnegi (Glirgen 2005)

Klinik mastitise neden olan risk faktorleri tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Klinik Mastitise Neden Olan Risk Faktorleri (Ozh’jer, 2010)

inekle ilgili;

Risk Faktorleri Amac
Genel olarak hastaliklara direng

Negatif enerji Dengesi <%10 inek
Rumen dolgunliuk skoru 3
Meme bagi yerlesimi Bir 6rnek
Meme bagsi kallozite puani %85 < 2
inek temizlik skoru %85 ‘i 1

Cevre ile ilgili;

Risk Faktorleri

Enfeksiyon baskisi

Sagim pratigi

Sagim hijyeni

Genel ahir hijyeni

Yataklik hijyeni

Ahir ici havalandirma

Yonetimsel olan;

Mastitis tani protokola

Tedavi protokoli

Kuru tedavi protokoli

Kesim stratejisi




2.1.1. Etiyoloji

Bu hastaliga sebep olan bakterileri endojen ve ekzojen olarak 2 ayr1 sinifta
toplayabiliriz.

Streptecoccus agalactia: Subklinik mastitislerde karsimiza ¢ikmaktadir. Enfekte
memeler, altlik, sagim makinalar1 ve sagicilar enfeksiyon nedeni olarak gosterilebilirler.
Yavrularin enfekte memeyi emmesiyle de hastalik bulasabilir. Bu hastaligin tedavisinde
Penisilin basarili sonuglar vermektedir.

Staphylococcus aureus: Bu mikroorganizmanin mastitisli tedavisi oldukga giictiir.
Antibiyotige karsi direng gosterirler. Bunun sebebi ise etkenin memede yikim sonucu fibroz
doku olusturmasi ve bu sebeple antibiyotigin i¢ alana etki edemeyip dagiliminin 6nlenmesidir.
Bu tiir inekler genelde kesime gitmektedir

Corynebacterium bovis: Bu mikroorganizma uzun zincirli doymamis yag asitlerinin
oldugu yerde iiremeyi severler.Bu sebeple siitte yagli bolgelerde fazlaca bulunurlar. Sagim
sirast bulagma mevcut olup, sagimdan sonra etki gostermezler. S. agalactia ile ayni sartlara
sahiptirler. Yash ineklerde goriilme orani yiiksektir. Zamanla siit verimliliginde azalma
goriilmektedir. Tedavi ile iyilesme oran1 % 40’tir.

Mycoplasma bovis: Birden fazla meme lobunu etkileyen bu mikroorganizmadan
standart mikrobiyolojik yontemlerle izlenilemedigi zaman siiphelenilmelidir. Penisilinler
hari¢ diger antibiyotiklere duyarlidir fakat kolay kolay tedavi edilemez. Dis goriiniiste
mikroorganizma kendini belli etmese de iceride ciddi yangilara sebebiyet verdigi icin bu tiirle
enfekte olmus hayvanlar genelde kesime gonderilir.

Nocardia tiirleri: Candida, Bacillus, Serriata, Pasteurella ve Prototheca tiirleri, ¢esitli
maya ve mantarlar mastitise yol agabilmektedir. Toprak, su ve ¢iiriimekte olan bitkilerde
bulunurlar. Meme i¢ine antibiyotik verilerek tedavisi yapilmaktadir.

Pseudomonas aureginosa: Antibiyotik tedavisine karsi direngli olan bu
mikroorganizmalar endotoksinleri sebebiyle toksemiye yol agarlar. Sagim sonrasi kontamine
olmus su kullanimi baslica etkendir.

Arcanobacterium  pyogenes (Actinomyces pyogenes): Bu mikroorganizmanin
bulagsmasina sinekler etken olmaktadir. Uzun siireli bir hastalik olup memede korlemeye
kadar gidebilmektedir.

Koliformlar: Koliformlar akut mastitise sebep olan mikroorganizmalardir. Yaz
aylarinda ve doguma yakin ineklerde ozellikle semptomlar belirgin bir artis gostermektedir.

Siit sulanmus, yesilimsi bir goriintiidedir (Altinsoy, 2008).



2.2. Enterokoklar

Yunanca ‘entero’ bagirsak ve ‘coccus’ graniil kelimeleriyle adlandirilan Enterokoklar
daha onceleri Streptokok grubunun iginde yer almaktaydi. Enterokok ismini ilk kez 1899
yilinda Thiercelin bir makalede kullanmigtir. 1984 yilinda DNA hibridizasyonlar1 sonucu S.
faecalis ve S. faecium’ un Enterokok ailesine ait oldugu tanimlanmistir. Giiniimiizde
Enterokoklarin 19 tiiri bulunmaktadir. Bunlar; E. fecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, E.
casseliflavus, E. malodoratus, E. hirae, E. gallinorum, E. mundtii, E. raffinosus, E. solitarius
ve E.pseudoavium, E.haemoperoxidus, E.villorum, E. phoeniculicola, E.canis, E.moraviensis,
E. columbaeve E. cecorum’dur (Tok 2006).

Enterokoklar gidalardaki 6nemi olan laktik asit bakterilerinin (LAB) bir pargasini
olustururlar. Islenmis etleri bozabilir, ancak diger taraftan da 6zellikle Akdeniz bolgesinde
tiretilen bazi peynir ve sosislerin olgunlagsmasi ve aroma gelistirilmesi i¢in Snemlidirler.
Enterokoklar ayrica insan probiyotikleri olarak da kullanilir. Bununla birlikte, bunlar
bakteriyemi, endokardit ve diger enfeksiyonlara neden olan 6nemli nozokomiyal patojenlerdir
(Konrad ve ark 2003).

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Enterococcaceae; Enterococcus

Species: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium (Microbe Wiki 2011).

2.2.1. Genom Yapisi

Enterococcus faecalis V583 genomu son giinlerde dizilenmistir. Ana kromozom
3.218.031 bp uzunlugundadir. Ana kromozomun G + C igerigi % 37,5 olarak belirtilmistir.
Virulens faktorleri ile ilgili olarak, arastirmacilar E. faecalis genomu iizerinde bir patojenite
adas1 belirlemiglerdir. Bu bolge, genomun geri kalan kismindan daha diisiik G + C igerigine
sahiptir ve 150 kb uzunluktadir. Ayrica diger cinslerin, 0Ozellikle Streptokoklar ve
Stafilokoklar’in E. faecalis genomu iizerindeki bircok yatay gen transferi ile elde edilmis
oldugu diislintilmektedir. E. faecalis genomu iizerinde % 37 G + C igerigi ile en uzun
2848380 baz cifttir.

Vankomisin su anda bagka antibiyotiklere yanit bekleyen bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde son ¢are olarak kullanilan bir antibiyotiktir. Enterococcus faecalis dahil ne yazik
ki birkac bakteri tiirli, son savunma hattina karsi diren¢ gelistirmiglerdir. E. faecalis

vankomisin direnci genomuna DNA'nin bir cep elemani iizerinde kodlanir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001776

2.2.2. Hiicre Yapis1 ve Metabolizma

Enterokoklar fakiiltatif anaerob, gram pozitif koklardir. Laktik asiti karbonhidrat
dontistiirmek ic¢in bir fermente metabolizmalar1 vardir. Bunlarda solunum sistemi olmadigi
icin Kreb’s dongiisiiyle fermente edilirler. E. faecalis tiriinde katyon homeostazi
mekanizmalar1 vardir ve bunlar biiylik olasilikla ph, tuz, metal ve kurumaya karsi
dayaniklilikta katki saglarlar. Enterokoklar genellikle katalaz negatiftirler, bazi testlerle
pozitiflik gdsterebilirler. Hiicre duvarlarinda Lancefield D Grubu antijeni (gliserol teikoik asit

antijen) sahip olmas1 D Grubu Streptokoklar olarak siniflandirilmasi i¢in kullanilmistir.

2.2.3. Ekoloji

Enterokoklar kuskusuz diger bakterileri oldiirecek birgok ortamlarda yasayan
yetenekli, son derece cesur organizmalar olarak tarif edilmistir. Genellikle hayvanlarin
bagirsaklarinda ve insanlarda bulunurlar. Toprak seleksiyonu ve yiizey suyu hayvan digkisiyla
birlikte muhtemelen kirlenmeye yol agmaktadir. Enterokoklar 10-45°C arasinda bir sicaklik
araliginda biliylime yetenegine sahiptir ve hipotonik, hipertonik, asidik ya da bazik ortamlarda
biiyiiyebilir. Ayrica 30 dakika boyunca 60 derece Celsius'ta hayatta kalma yetenegine sahiptir.
Enterococcu faecalis % 6.5 NaCl iginde biiyliyebilmektedir. Enterococcus, ayn1 zamanda %
40 safra tuzlar ve genis bir pH araliginda biiyiiyebilir. Enterokoklar dogal antibiyotiklere
kars1 biiylik direng gosterirler.

2.2.4. izolasyon ve Yetistirme

Gida, yem, cevresel ve klinik Orneklerdeki ©nemi nedeniyle, enterokoklarin
saptanmasi ve sayimi, giinliik rutinde degil, ayn1 zamanda mevcut arastirma faaliyetlerinde de
onemli bir konudur. Cesitli amagclar icin ¢esitli medya ve protokoller yayilanmistir, ancak
evrensel olarak tiim gereksinimleri karsilayan tek bir yontem mevcut degildir. Eslik eden
mikrofloranin niteligine ve seviyesine bagli olarak, ¢esitli dezavantajlar ve avantajlar dikkate
alinarak belirli substratlar ve modifikasyonlar1 kullanilmalidir.

VRE, siklikla nozokomiyal enfeksiyonlarda yer aldig: i¢in ¢ogu uygulamalara (suyun,

farkl1r gidalarin, bagirsaklarin ve diger klinik 6rneklerin incelenmesi) ek olarak, vankomisine
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direngli enterokoklarin (VRE) tespiti i¢in de onemli bir gorev iistlenmistir (Konrad ve ark
2003).

Enterokoklar kanli agarlar da izole edilebilir. Bunlar safra eskiilinazid, feniletil alkol
agar, Columbia kolistin-nalidiksik asit agar veya azit igeren baska bir ortam kullanan bir
numunede Gram negatif bakterilerden ayirt edilebilirler. 35-37 santigrat derece havalandirma
olmadan yetistirilebilirler (Microbe Wiki 2011).

Enterococcosel Agar, Isenberg ve ark.’nin daha sonradan safra konsantrasyonunu
azaltarak ve sodyum azid ekleyerek modifiye ettigi Rochaix’in Safra Eskiilin Agar
formiilasyonunu temel alir. Bu besiyeri enterokoklarin izolasyonu ig¢in standart bir
formiilasyondur. iki pepton besin saglar. Grup D Streptokoklar (Enterokok da dahil olmak
tizere) eskiilini eskiiletin ve glikoza hidrolize eder. Eskiiletin bir demir tuzu ile reaksiyona
girerek koyu kahverengi veya siyah bir kompleks olusturur. Ferrik sitrat bir indikator olarak
dahil edilir ve kahverengi ile siyah bir kompleks olusturmak iizere eskiiletin ile reaksiyona
girer. Enterokoklar disindaki gram-pozitif bakterileri inhibe etmek i¢in oksgal kullanilir.
Sodyum azid, gram-negatif mikroorganizmalar i¢in inhibitordiir.

Identifikasyonu da biyokimyasal ve fizyolojik testlere gore yapilir (Dizbay 2012).

Tablo 2. Baz gram pozitif koklarin 6zellikleri

%6,5
Nacl | 10°C | 45°C
GENUS VAN | GAZ | LAP |ESKULIN | KATALAZ | Ureme | UREME | UREME | HEMOLIZ | MOTILITE
Enterococcus | S-R - + + - + + + afn D
Lactococcus S - + + - D + D an -
Vagococcus S - + - + + D an -
Streptococcus| S - D - D - D afn -
Abiotrophia S - - - - D - an -
Globicatella S - - - - + - - a -
Leuconostoc R + D D - D + D an -
Pediococcus R - + D - D - + o -

VAN: Vankomisin

GAZ: Glikozdan Gaz Olusumu
LAP: Losin Amino Peptitaz

D: Degisken

+ : Pozitif Reaksiyon

-: Negatif Reaksiyon(Akdemir)



2.2.5. Patolojisi ve Virulens Faktorleri

Enterekoklar bakteriyemi, mesane enfeksiyonlari, endokardit olgular gibi bir ¢ok
klinik enfeksiyonda rol oynayabilen canlilardir. Tibbi acidan bakildiginda bu tiiriin en 6nemli
0zelligi antibiyotik direncliliklerinin yliksek olmasidir (Adolfo 2007).

Bazi suslar bircok antibiyotige direnglidir, ancak antibiyotik direnci tek basina bu
bakterilerin bazilarinin virulansini agiklayamaz. Yapay genler, invasinler (mikroorganizmanin
bir konaga girme, orada gelisebilme ve konagin viicudunda yayilarak ilireme yetenegi) ve
hemolizin (alkol, eter, bakteriyel toksin) gibi viriilans faktorleri tanimlanmistir.

Enterokoklarin hastaliklardaki rolii, gidalarda kullanim gilivenligi veya probiyotik
konularinda sorular ortaya c¢ikarmistir. Gidalardan izole edilen enterokok suslari arasinda
virulens oOzellikleri insidansi ile ilgili calismalar genellikle Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium lizerine yapilmistir.

Bir baglangi¢ veya probiyotik kiiltiir olarak kullanilmak icin bir Enterokok susu goz
Oniine alindiginda, her bir sus dikkatli bir sekilde bilinen tiim hastalik olusturma faktorlerinin
varhgr agisindan degerlendirilmelidir. Ideal olarak, bu suslarin higbirinde virulens
belirleyicileri bulunmamali ve klinik olarak ilgili antibiyotiklere duyarli olmalidir.

Enterokoklarin en 6nemli virulens faktorleri su sekildedir:
. Sitolizin
. Agregasyon faktorii
. Ekstraseliiler siiperoksitler
. Enterokokal yiizey proteini
. Jelatinaz
. Lipoteikoik asit
. Kollajen Baglayict Adezin MSCRAMM Ace

. Kapsiil, hiicre duvari polisakkaritleri

O o0 3 O N kB~ W N =

. Seks feromonlari
10. Hyaluronidaz
11. Efa
12. AS-48
13. Antibiyotik direnci
Genel olarak, E. faecium, gidalarda kullanim i¢in daha disiik bir risk olusturdugu
goriilmektedir, clinkii bu suslar genellikle E. faecalis'e gore daha az taninmis virulens

belirleyicileri barindirmaktadir. Genellikle, E. faecium suslar1 arasinda bodyle virulens
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belirleyicilerin goriilme siklig, E. faecalis suslar ile karsilastirildiginda, muhtemelen

feromon duyarli plazmidlerin varliginin bir sonucu olarak diisiiktiir (Konrad ve ark 2003).

Taksonomi

Gram pozitif, spor olusturmayan fakiiltatif anaerob, katalaz negatif bakterilerdir.Tek
koklar seklinde goriilebildigi gibi zincirli sekillerde de gortilebilirler. Enterokoklar olarak
bilinen ve bakteriyosinleri lireten laktik asit bakterileri bu gruptadir.

1984 yilinda yapilan DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA dizilimi sonucu bu tiirler
tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonucu yeni tiirlin Streptekoklardan farkli oldugu ortaya
konulmus ve Enterokok olarak isimlendirilerek bakteri alemine tanimlanmislardir.

D grubu antijen hem Streptekoklarda hem de Enterokoklarda bulunur. Bu caligmayla
dokuz tiir Streptekoklardan Enterokoklara ge¢cmistir.

E. fecalis ve E. faecium’daki genomik farkliliklar rekabet¢i bir DNA hibridizasyonu
ile sonuglandirilmistir. Enterokok genomunun %6,4’lin de bagl hiicre yiizey proteinleri vardir
ve bu iki cins arasindaki farklar %22,6 oranla bu genlerde bulunmaktadir (Katie ve Carol

2009).

Fizyoloji

Bu tiirler 5-50°C arasinda iireme gostermektedirler. Minimum ve maximum sicakliklar
Rosso modeline gore 6,5 ve 42,7, aerobik kosullarda ise 47,8 derecedir. %5 koyun kani iceren
Columbia agar ve Tyripticase soy agarda Enterokok iiremesi saglanip hemoliz olayi
gozlemlenebilir.

E. fecalis ve E. faecium’da optimum ph 7,5 olmakla birlikte 4,6-9,9 arasinda
degismektedir. Safra tuzlarin1 %40 yogunlukta tolere edebilmektedirler. E. fecalis %6,5
NaCl’de biiytime yapabiliyor. Ph, tuz, metal ve kurumaya kars1 dayaniklidir (Katie ve Carol
2009).

Bakteriyosinler

Bakteriyosinler ribosomal sentez ile yakindan iliskili hiicre dis1 serbest antimikrobiyal
peptidlerdir. Bakteriyosini iiretmek i¢in dort gen gereklidir: Bir 6n peptide kodlayan yapisal
gen, Ozel bir bagisiklik geni, 6zel bir ABC bagisiklik geni ve bakteriyosin verilmesi icin
protein kodlayan gen’dir. N-terminalinden peptidin ¢ikarilmasi ile bakteriyosin verilmesi

baslamis olur.

10
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Bakteriyosinler ¢ok az veya hi¢ sistin icermeyen bir ortamda katyonik, amfifilik

protein ve bu benzerdeki yapilar sayesinde sulu kosullar altinda rastgele bobin seklinde

meydana gelirler.

Tablo 3. Enterokok tiirleri tarafindan tiretilen bakteriyosinler

Bakteriyosin Uretilen izole Form Boyut
Enterosin Ave B E. faecium P21 Domuz Sucugu
Enterosin EJ97 E. faecalis S-47
isimsiz E. faecium A2000 Peynir
Enterosin CRL35 E .faeciumCRL35 Peynir 3500
3000-
Bakteriyosinl5 E. faecium N15 Nuka 5000
4833 ve
Enterosin Ave B E. faecium WHES81 Peynir 5462
E. faecium RZS C5 ; E. faecium
Isimsiz DPC 1146
AS-48 E. faecalis subsp. liquefaciens S-48 | Domuz bagirsak sistemi
Enterosin 012 E. gallinarum Devekus Duedonumu 3400
isimsiz E. faecium CRL 1385 Serbest gezen tavuklar
Enterosin P E. faecium P13 Fermente sosis
Enterosin 1021A ve 4285 ve
1071B E. faecalis BFE 1071 Minipigs fecesi 3899
Mundtikin ATO6 E. mundtii ATO6 Sebzeler 4287
Mundtikin KS E. mundtii NFRI 7393 Ot silaji 4290

2.2.6. Enterokoklarin Neden Oldugu infeksiyonlar

Enterokoklar viicudun degisik bolgelerinde infeksiyonlara neden olabilir. Bunlar;

. Endokardit,

. Bakteriyemi,

. Osteomiyelit,

[ TS - N, T U SR NG S

. Uriner sistem infeksiyonlari,

. Santral sinir sistemi infeksiyonlari,
. Deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
. Solunum sistemi infeksiyonlari,

. Intraabdominal ve pelvik infeksiyonlar,
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9. Gastrointestinal sistem infeksiyonlari,
10. Neonatal infeksiyonlar.

Bunlardan en 6nemlisi Bakteriyemidir. (Ural 1998).

2.3. Biyofilm

Mikroorganizmalarin bir ylizeye tutunarak kendi biinyeleri tarafindan {rettikleri
polimerik jelsi bir tabaka olarak tanimlanmaktadir (Leona ve ark 2006). Biyofilmin olusumu
canli hiicrelerde (in vivo) veya cansiz hiicrelerde (in vitro) gerceklesmektedir. Bazi kosullar
biyofilm olusumunu etkileyebilmektedir. Ornegin besin miktarinin ve nemin fazlalig
biyofilm olusumunda artisa sebep olmaktadir. Bunun yaninda bakteri susu, pH, sicaklik ve
yiizey Ozellikleri gibi ¢esitli cevresel farktorlerde biyofilm olusumuna etki etmektedir
(Borucki ve ark 2003, ChaeveSchraft 2000).

Biyofilm tabakasi 6zellikle de gidalarda patojen bakteriler i¢in kolayca olusturulup
kontaminasyon riskini arttirmaktadir (Aksu ve ark 2011). Biyofilm olusumunda bakteriler
kendi kolonisini olusturabildigi gibi ¢esitli bir grup bakteri bir araya gelip hepsi kendine 6zgii
mikrokoloni de olusturabilmektedir ve bu koloniler birbirinden su kanallar1 ile
ayrilabilmektedirler. Bu su kanallarinda bulunan sular sayesinde besin ve oksijenin difiizyonu
saglanmis  olmaktadir.  Yapisindaki maddeler birbirine ekstrasellillermatriks ile
baglanmaktadir. Su  bakterilerin  i¢indeki hiicre  kapsiillerinde  bulunur  veya
mikroorganizmalarin monosakkaritlerden olusturdugu yiiksek molekiil agirlikli polimer olan

ekzo polisakkarite (EPS) baglanmaktadir (Olmez 2009).

2.3.1. Biyofilm Olusum Asamalar

Bakterilerin biyofilm yapisi ¢ok farkli ¢ercevelerde olusuyor diyebiliriz. En basit bir
biyofilm yapis1 bile olduk¢a karmasik bir dinamige sahiptir. Biyofilmin ¢oziilebilmesi ve
karmagikligini bitirebilmesi ortamdaki besin maddelerine baglhidir. Zamanla bu besin
maddeleri tiikenince ylizey baglantilar1 zayiflar ve hiicreler planktonik hallerine geri donerler
(Giin ve Ekinci 2009).

Biyofilm olusum asamasini bes basamakta inceleyebiliriz. Bunlardan ilki hiicrelerin

yiizeyle etkileserek yiizeye tutunmasidir. Bakteriler bu tutunmayi1 gerceklestirirken ayni
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zamanda o yiizeyde besin maddesi olup olmadigini da arastirirlar. Besin maddelerinin varligt
sonucunda hiicreler tutunma i¢in ikinci asamaya gecerler. Bu asamada hiicreler organelleri
sayesinde dipol-dipol, hidrofobik, hidrojen, iyonik-kovalent baglar ve iyon-dipol
etkilesimleriyle hiicre yiizeyine doniisiimsiiz olarak baglanirlar. Yiizeye tutunan bakteri
gelisir, biiyiir ve koloni olustururlar. Mikrokolonilerde zamanla biiyiir ve yiiksek yapilara
dontigiirler. Artik olgun bir biyofilm olusmus durumdadir. Bakterilerin biyofilmden ayrilmasi
veya kopmasi tek koloni ya da bakteri kiimeleri seklinde ortama yayilarak meydana

gelmektedir (Srey ve ark 2012).

1 2 3 4 5

Sekil 1. Biyofilm Olusum Asamalar (Srey ve ark 2012)
1: Gegici (arayig) Tutunma
2: Besin Varlig1 Sonucu Kalic1 Tutunma
3: KoloniGeligimi
4: Biyofilm Olgunlagmasi

5: Biyofilm Hiicrelerinin Ortamdan Ayrilmasi

1. Gegici (arayis) Tutunma: Bakteri yiizey ile ilk kars1 karsiya geldiginde tam olarak
temas etmemektedir. Ancak ylizey ile arasinda uzaktan etkilesimler meydana gelmektedir.
Bakterinin yiizeye tutunmasi ortamin ph, sicaklik, nem ve besin degerleri gibi g¢evresel

kosullar ile alakalidir (Donlan 2002, Gerstel ve Romling 2001). Yiizeydeki bu bakteriler
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bagimsiz hareket etme yetenegindedirler ve ¢cok az EPS’ye sahiptirler (O’Toole ve Kolter
1998).

2. Kalict Tutunma: Cevre sartlarinin uygunluguyla birlikte bakteri artik yiizeyde
kalic1 tutunmaya gecer. Bunu EPS varligiyla gerceklestirir ve gegici etkilesimler yerini kalici
baglara birakir (Stoodley ve ark 2002). Bu asamadan sonra bakteriler artik yiizeyde geri
dontigiimsiiz tutunma olusturmuslardir. Hiicreleri yiizeyden uzaklastirabilmek i¢in enzim,
dezenfektan, deterjan, giiclii mekanik kuvvet (Sinde ve Carballo 2000) veya yiiksek 1s1l islem
gibi cesitli faktorlere ihtiyac vardir (Augustin ve ark 2004, Maukonen ve ark 2003, Sinde ve
Carballo 2000).

3. Koloni Gelisimi: Bakterilerin yiizeyde birikmesi ve gelismesi sonucu EPS
tiretimiyle mikrokoloniler olusur. EPS bakteri ile alt katman arasinda bir nevi koprii gorevi
goriir ve bakteri kolonisini her tiirlii cevresel etkilere karsi korur (Donlan 2002).

Yiizeyde toplanma islemi bakterilerin birbirlerine kars1 gonderdikleri hiicresel sinyal
sayesinde meydana gelir. Yiizeyde bir bakteri koloni olusturduktan sonra ayni yerde diger bir
bakteride koloni olusturmaya baslayabilmektedir. Biyofilm biiylidiikkge polimer matriksinde
kapsiil olusturmus mikroorganizmalarda da artis goriilebilir (Poulsen 1999).

4. Biyofilm Olgunlasmasi: Bu evre bakterilerin ve biyofilm tabakasinin pick yaptigi
evredir. Besin maddelerinin de etkisiyle gelisen bakteri kolonileri apartman ya da mantar
seklinde koloni haline biiriiniirler (Chmielewski ve Frank 2003, Klausen ve ark 2003). Besin
ulagimi ve atik uzaklastirilmasinda su kanallar1 gérev gérmektedir. Hiicrelerin bu hale gelmesi
yaklasik on giin siirmektedir (Stoodley ve ark 2002).

5. Biyofilm Hiicrelerinin Ortamdan Ayrilmasi: Besinlerin artik yetersiz gelmesi
sonucu hiicreler eski planktonik fazlarina geri donerler (Sauer ve ark 2002). Akis kuvvetinde
artma, EPS yada yiizey baglanan proteinlerin agiga ¢ikmasi, i¢ enzimatik bozulma gibi
sebepler biyofilm hiicrelerinin ayrilmasinda énemli rol oynarlar (Kaplan ve ark 2004). Ayrica
ortamdaki besin maddelerinin tiikenmesi de hiicrelerin kopmasinda rol oynarlar (O’Toole ve

Kaplan 2000).

2.3.2. Siit Endiistrisinde Biyofilm

Siit mikroorganizmalarin gelismesi ve biiyiimesi i¢in oldukca elverigli bir ortama

sahiptir. Cok hizl1 bir sekilde bozulabilen siit i¢in kontaminasyon sebepleri uygun bir sekilde
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temizlenmemis veya dezenfekte edilmemis ekipmanlar olabilir (Jessen ve Lammert 2003,
Koutzayiotis 1992).

Siit triinlerinde yaygin olarak goriilen bakteriler Enterobacter (Salo ve ark 2006),
Listeria (Waak ve ark 2002), Lactobacillus, Micrococcus, Streptococcus, Bacillus (Sharma ve
Anand 2002) ve Pseudomonas tiirleri (Wiedmann ve ark 2000) tespit edilmektedir. Siit
tirtinlerinin bakteriyel kontaminasyonu iiriiniin 6zelliklerine, kalitesine ve gilivenligine etki
eder. Boru hatlarinda olusan biyofilm, boru hatt1 boyunca akisin azalmasina neden
olmaktadir. Ayrica biyofilm olusan borularda 1s1 tasinimi azalabilmekte, biyofilm {iriine
kontamine olabilmekte ve biyofilm icindeki asit olusumu nedeniyle borular korozyona
ugrayabilmektedir (Jayaraman ve ark 1997, Poulsen 1999).

Yapilan g¢alismalarda birgok bakteri grubunun siit isletmelerinde sagim hattindan
sogutmaya gonderilen siitlin gegtigi paslanmaz ¢elikten yapilmis borulardan akan 25 © C’deki
siitte 30 dakika icerisinde tutunabildigi, sogutmadan isletmeye gonderilen siitiin gegtigi
paslanmaz c¢elikten yapilmis borulardan gegen 4° C’deki siitte ise 2 saat igerisinde
tutundugunu bildirmistir. Yine bazi bakterilerin bu sicaklikta 20 dakikada yiizeye kolaylikla
tutunabildigi de ifade edilmistir.

Yapilan bazi arastirmalarda ortamda siit kalintis1 azken bile 6 ° C ve %75,5 nisbi nem
sartlarinda, 10 giin sonra contalardan ve paslanmaz ¢elik borulardan L. monocytogenes izole
edilebilmistir. Daha fazla kalint1 varliginda ve en uygun olmayan sicaklik ve nem kosullarinda
ise en az 3 giin en fazla 5 giin Listeria monocytogenes canliligini siirdiirmiistiir (Akan ve

Kinik 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. izolasyon Ornekleri

Arastirma i¢in 2016 Haziran ayinda, Aydn ili ve ¢evresinde bulunan kdylerden 100
inekten siit ornekleri teknigine uygun olarak alinip, soguk zinciri kirilmadan Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina
getirildi.

3.1.2. Besiyerleri

3.1.2.1. Enterococcal Agar (BBL Bile Esculin Agar)

Pancreatic Digest of Gelatin Sg
Beef Extract 3g
Oxgall 20¢g
Ferric Citrate 05¢g
Esculin lg
Agar 14 ¢
Distile su 11t

Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve petrilere

dagitilmistir.

3.1.2.2 Blood Agar (Merck 1.10886)

Blood Agar 40¢g

Distile Su 1000 ml

Karigim yapildiktan sonra ph 7,2-7,4’e ayarlanip, on bes dakika otoklavlandiktan
sonra, 50°C’ye kadar sogultumustur. Son olarak icine % 7 oramnda steril insan kani ilave

edilmistir.
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3.1.2.3 Kongo Red Agar (CRA)

BHI broth 37¢g
Sakkaroz 36¢g
Kongo Kirmizisi 0,8g
Agar 10 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve petrilere

dagitilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Orneklerin Alinmasi

Siit Ornekleri alinirken, diski ve ¢amur bulasikli meme baslar1 1slak mendil ile
temizlendi ve daha sonra %70’lik etil alkol emdirilmis pamuk ile meme baslar silindi, her
meme bas1 i¢in ayr1 alkollii pamuk kullanildi. 1k bir kag ¢ekimlik siit disariya atildiktan sonra

stit ornekleri steril cam tiiplere alindi.
3.2.2 Enterococcus Siipheli Orneklerinin Belirlenmesi

Laboratuvara getirilen érneklerin Enterococcal Agar (EA) ekimi yapilarak 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda siyah koloni olusturarak varligindan

siiphelendigimiz Enterokoklarin yapilari incelenerek Gram boyamasi yapildi. Gram pozitif

olan koloniler saflastirilmak tizere kanl agara ekildi.
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Resim 2. Kanli agara yapilan ekim sonucu tlireyen saflastirilmis Gram pozitif koloniler

3.2.2.1. Katalaz Testi

Saflastirilmis gram pozitif kolonilerden steril 6ze ile alinip numune temiz bir lam {izerine
aktarildi. Daha sonra iizerine 1-2 damla %3’liikk hidrojen peroksit damlatildi. Katalaz enzimi
olusturan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirdigi i¢in ortamdaki oksijen ¢ikisi
kabarcik olusumu ile belirlenir. Bu nedenle test sonucu kabarciklarin meydana gelmedigi

Katalaz negatif 6rnekler degerlendirmeye alind1.

3.3. izolasyonun PCR Yéntemiyle Belirlenmesi

3.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Enterokoklarin cins diizeyinde identifikasyonu amaciyla PCR gergeklestirilmistir (Ke
et al 1999).
Tim PCR c¢alismalart i¢cin DNA ekstraksiyonu, kaynatma yoOntemi ile

gergeklestirilmistir. Bu amagla BHI agarda iiretilen bakterilerden bir 6ze dolusu alinmis ve
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500 mikrolitre steril distile su igerisinde siispanse edilmistir. Siispansiyon 100°C’de su
banyosunda 10 dk bekletilmistir. Sonrasinda 10.000 g’de 10 dk santrifiij edilmis ve
supernatant alinmistir. Alinan supernatant PCR islemlerinde hedef DNA olarak kullanilmistir.

Toplam 25 pl PCR miksine; 5 mikrolitre hedef DNA, 1X PCR buffer, 2 mM MgCI2,
50 pm her bir primer, 0,2 mM her bir ANTP, 1 U of Taq polimeraz ilave edilmistir.
Amplifikasyon kosullar1 95°C’de 3 dk ilk denatiirasyon, 30 siklus 95°C’de 30 sn, 55°C’de 30
sn, 72°C’de 1 dk ve 72°C’de 7 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlanmistir.
Amplifikasyon tiriinleri etidium bromid (2ug/ml) iceren %2,5’luk agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilenmistir. Elektroforez sonucunda 112 bp lik bant

goriilmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.3.2. Primerler

5
E TACTGACAAACCATTC

ATGATG-3’ 112 Ke ve ark. (1999)
spp. 5’-

R AACTTCGTCACCAACG
CGAAC-3’

Enterococcus

F ACTTATGTGACTAACT

E. faecalis TAACC 360 Jackson ve ark. (2004)
R | TAATGGTGAATCTTGG

TTTGG

F ACTTATGTGACTAACT

E. faecium TAACC 215 Jackson ve ark. (2004)
R | TAATGGTGAATCTTGG

TTTGG

3.4. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi
3.4.1. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

Slime olusumu Kongo Red Agar (CRA) yontemi kullanilarak belirlendi. Daha sonra
slime arastirilacak suslarin besiyerlerine ekimi yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonucu siyah ve piiriizlii yiizey olusturan &rnekler slime pozitif olarak

degerlendirildi.
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Resim 3. Kongo red agara ekim yapilan drneklerin inkiibasyon sonrasi slime goriiniimii
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4. BULGULAR

4.1 izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Arastirma i¢in Aydin ili ve kdylerindeki farkli irktan ve yastan 100 inegin her birinden
siit ornekleri teknigine uygun olarak alinip Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarma soguk =zincirde getirilerek
incelendi.

Besi yerlerine ekimleri yapildiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Enterokok stipheli kolonilerin identifikasyonu i¢in dncelikle gram boyama testi yapildi. Gram
pozitif kok olarak degerlerilen suslar kanl agara ekildi ve inkiibasyona birakildi. Ureyen
kolonilere katalaz testi yapildi ve katalaz negatif suslar saflastirildi. PCR islemi

gerceklestirilen suslar biyofilm goriintiilemesi i¢in kongo red agara ekildi.

Tablo 4. Siitlerden Izole Edilen Suslarda identifikasyon Bulgular

Toplanan Siit Ornegi Gram Pozitif Kok Katalaz Negatif

100 25 9

Calisma icin toplanan 100 6rnegin besi yerlerine ekimi yapildiktan sonra 25 tanesinde
bakteriyolojik iireme gozlemlenmistir. Ureme gerceklestiren 25 &rnege gram boyama
uygulanmis ve tamaminin Gram pozitif oldugu tespit edilmistir. Gram pozitif suglara katalaz

testi uygulanmis ve 9 tanesinin Katalaz negatif oldugu gozlemlenmistir.

4.2. PCR Bulgulan

E. faecium ve E. faecalis’in PCR ile identifikasyonu i¢in Jackson ve ark. (2004)’nin
kullandiklar1 protokol ile ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Toplam 25 pl PCR miksine; 5
mikrolitre ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 3 mM MgCl2, 1 mM her bir primer, 0,2
mM her bir ANTP, 2 U of Taq polimeraz ilave edilmistir. Amplifikasyon kosullar1 95°C’de 4
dk ilk denatiirasyon, 35 siklus 95°C’de 30 sn, 55°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve 72°C’de 7 dk

son uzama agamasi olacak sekilde ayarlanmigtir. Amplifikasyon iiriinleri etidium bromid
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(2ug/ml) iceren %1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile
goriintiilenmistir. Elektroforez sonucunda 360 bp lik bant goriilmesi E. faecalis ve 215 bp lik

bant goriilmesi de E. faecium igin pozitif olarak degerlendirilmistir.

4.3. Sonuclar

ORNEKLER | SPP |E.faecalis|E.faecium

+ —

+ +| +| +] ]+

O| 0| A O | | W N =
o T o o o B o S I S

4.4 Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Incelenmesine Ait Bulgular

Calisilan suslarin biyofilm olusturma durumlar1 Kongo kirmizili agar ile aragtirilmistir.
Kongo kirmizili agar besiyerine ekilen kiiltiirlerin 37°C’de 24 saat inkiibasyonundan sonra
kirmizimsi-siyah, piiriizlii ve kuru koloni olusturanlar biyofilm pozitif, pembemsi-kirmizi ve
diiz koloni yapanlar gram negatif olarak kabul edildi. 9 6rnegin 6’sinda (% 66,6) biyofilm

olusumu gézlemlenirken 3’iinde (%33,3) biyofilm olusumu gézlemlenmemistir.
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Resim 4. Enterokok suglarinin biyofilm olusturma yetenegi bakimindan kongo red agarda

incelenmesi

23



5. TARTISMA

Mastitis vakalarindan 130°dan fazla farkli etiyolojik ajanin izole edildigi ve
enfeksiyona daha ¢ok bakteriyel etkenlerin neden oldugu bildirilmektedir. Bulasic1i ve
cevresel kaynakli olarak gruplanan bu bakteriyel patojenler arasinda stafilokoklar,
streptokoklar ve basta Escherichia coli olmak {iizere enterobakteriler daha sik izole
edilmektedir. Bununla beraber, maya ve kiif izolasyonlar1 da gerceklesmektedir. Ulkemizde
mastitis lizerine birgok ¢aligma yapilmis olmasina ragmen halen siit sigir1 yetistiriciliginde
goriilmektedir.

Mastitis tedavisinde antibiyotiklerin uygun olmayan kullanimi, direngli suslarin
gelismesine yol agmaktadir. Ayrica, antimikrobiyal direncin ve virulens faktorlerinin
konjugasyonla bir diger bakteriye transferi, patojenik suglarin ortaya c¢ikmasina ve
yayllmasina katkida bulunarak problemin biiyliimesine neden olmaktadir. Mastitis, siit
sigirciligr isletmelerinin en 6nemli problemlerinden biridir. Klinik ve subklinik karakterde,
akut ve kronik seyirli olabilen mastitisler, siit veriminde azalma, tedavi masraflar1 ve yliksek
verimli hayvanlarin siiriiden ayiklanmasi gibi nedenlerle ekonomik kayiplar olusturmaktadir.
Ulkemizde mastitisten kaynaklanan ekonomik kaybin yilda yaklasik 57,7 milyon TL oldugu
tahmin edilmektedir. Memede makroskobik bir yanginin ve siitte gozle goriilebilir bir
degisikligin olmadigr subklinik mastitis olgulari, klinik mastitislere gore daha yaygindir ve
mastitise bagl siit kayiplarinin yaklasik %70- 80’1 subklinik mastitisten kaynaklanmaktadir.

Bu ¢alismada, inek siitlerinden izole ve identifiye edilen Enterokoklarin biyofilm
iiretim yetenekleri arastirildi.

Jamal A. Mohamed ve David B. Huang (2007) Enterokoklarin biyofilm iiretimini
etkileyen faktorleri arastirmiglar ve glukoz takviyesinin (6zellikle E. faecalis’de) biyofilm
tiretimini arttirdigin1 gérmiislerdir.

Yine ayni calismada Esp geninin biyofilm {iiretimindeki rolii aragtirilmis ve sahip
olmayanlarin biyofilm iiretiminin daha az oldugu tespit edilmistir.

Biyofilm iiretimini etkileyen c¢alismada diger bir etken Jelatinaz olarak
degerlendirilmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada Jelatinazin biyofilm destekleyici oldugu ortaya
konulmustur.

Yine Jamal A. Mohamed ve David B. Huang (2007) fsr lokusunun biyofilm

iretimindeki rolii arastirilmis ve bu lokusa sahip genlerin oldugu bakterilerde biyofilm
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tiretiminin %28-%35 azaldig1 tespit edilmistir. bee lokusu biyofilm giiclendirici, atn geni
otolizindir. Bunun yaninda dItA, bop, etaR, gele, salA, salB, srtC gibi genlerinde biyofilm
tiretiminde rol {istlendikleri arastirilmistir.

Christopher J. Kristich ve ark (2003) biyofilm {iretiminde Esp geninin roliini
calismiglar ve bu gene sahip olmayan bakterilere bile bu gen aktarildiginda biyofilm
tiretiminin azaldig1 gorilmiistir.

Samantha Yiling Quah ve ark (2012) dis lizerine bir arastirmast olmus olup
Enterokoklardaki biyofilm iiretiminde N-Acetylcysteine (NAC) etkisini ¢calismislar ve dentin
varligindan dolay1 bakterinin bundan etkilenmedigini savunmuglardir.

S. V. Van der Waal ve ark (2011) yiiksek ozmoz ve ph’da Enterokoklarin biyofilm
iiretimin yetenegini ¢alismislardir. 72 saatte yiiksek ozmozlu ortamda koloni olusturan birim
sayisinda azalma meydana gelmis olup bu durumun ayni zamanda biyofilm iiretiminde de
negatif sonuglara sebebiyet verdigini arastirmiglardir. Ayni sekilde yiiksek ph’da bakteriyel
tireme de 6nemli bir azalma yaratmistir.

Orneklerimizden 25 tanesi Enterococcal agarda iireme gdstermistir. Bu 25 Ornege
uygulanan Katalaz testi sonucu 9 tanesi Katalaz negatif olarak sonuglanmistir. Orneklerimiz
daha sonra kongo red agara ekilerek biyofilm iiretim yetenekleri gbzlemlenmistir. Besiyerine
ekilen 9 adet 6rnekten 6 (% 66,6) tanesi biyofilm pozitif ¢ikmistir. Geri kalan 3 tanesi (%

33,3) biyofilm bakimindan negatif olarak sonuc¢landirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Matitis, siit verimini ve kalitesini olumsuz etkileyen, sigir yetistiriciliginde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan bir meme dokusu hastaligidir. Enterokoklar, biyofilm yapisina
katilan ¢esitli virulens faktorler sayesinde insanlari ve evcil hayvanlart enfekte
ederler. Enterokok tiirlerinin ¢ogu en az bir antibiyotige kars1 direnclidir ve biyofilm yapisinin
bu dirence katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Biyofilm olusturan bu tiirlerde meydana
gelen yiiksek direncliligin insan saglig1 icin de risk teskil edebilecegi diisiiniilmektedir.

Calisilan 6rneklerin 6 tanesi (% 66,6) biyofilm liretme yetenegi gosterirken geri kalan
3’ii (% 33,3) biyofilm iiretimi bakimindan negatif sonu¢ vermistir. Orneklerin 7 tanesi
(%77,7) Enterococcus faecalis, 1 tanesi (% 11,1) Enterococcus faecium olarak PCR’da
saptanmis olup 1 tanesinin bu iki tiire ait olmadig: tespit edilmistir.

Bu ¢aligmada Enterokoklarin sigir yetistiriciliginde biyofilm iiretimi bakimindan
Oonemli bir yere sahip oldugunu gozlemlendi. Biitiin bu sebepler sigircilikta fazla ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Biyofilm olusturan bu tiirlerde meydana gelen yiiksek direnglilik
insan saglig1 i¢in de risk teskil etmektedir. Bu nedenle konu ile ilgili olarak daha detayli

arastirma ve denemelerin yapilmasi ve 6nlemlerin alinmasi gerekliligi ortaya konulmustur.
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