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OZET

Gilinimiizde klinik olarak Onemli patojen bakterilerin kontrol altina alinabilmesi ve
onlenmesi i¢in bakterilerin patojenezi ve stratejileri ile ilgili arastirmalarin yapilmasi ¢ok
onemlidir. Enterokoklarin virulansinda, patojenite adalar1 ve plazmidlerce kodlanan virulans
genleri rol oynar. Son g¢alismalar, enterokok viriilansini, enterokok yiizey proteini (esp),
hyaluronidaz (hyl), seks feromonu (cob), serin proteaz (sprE), E. faecalis regiilatorii (fsrB),
jelatinaz tretimi (gelE) ve biyofilm olusumu gibi virulans faktorleriyle iligkilendirmistir.
Diizenli aralikli kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) ve CRISPR ile iligkili cas
genlerinden olusan CRISPR sistemi, ¢esitli prokaryotik tiirlerde yaygin olarak bulunur ve
yabanct DNA'nin taninmasini ve yok edilmesini saglayan bakteriyel bir savunma sistemidir.
Bu calismada klinik farkli orijinli enterokok izolatlarinda virulans faktorleri ve CRISPR-
iliskili (cas) genlerinin dagilimi degerlendirildi. Viriilans faktorleri ve CRISPR (CRISPR1-
cas, CRISPR2 ve CISPR3-cas) lokusun dagilimi arasinda bir iligki bulunup bulunmadig:
arastirtldi. 130 klinik izolatin 68’inde esp geni varligi goriildii ve en yaygin virulans
determinant1 olarak esp geni tespit edildi (%52,3); E. faecalis’de %55,3, E. faecium da
%47,7 oraninda bulundu (p degeri 0,413). GelE ve sprE en yaygin bulunan ikinci virulans
determinantlar1 olarak belirlendi (%50). GelE, E. faecalis de %75,3. E. faecium’da %2,3
(p<0,001); spr E, E. faecalis’de %74,1 ve E. faecium’da %4,5 oraninda tespit edildi
(p<0,001). izolatlarin % 49,2’sinde cob (p <0,001), %25,4’iinde hyl (p<0,001), %19,2’sinde
fsr B (p<0,001) gen bolgesi goriildii. E. faecalis izolatlarinin %9,4’inde CRISPR1-
cas,%56,2’inde CRISPR2, %1,2’inde CRISPR3-cas lokuslar1 tespit edildi. E. faecium
izolatinda ise CRISPR1-cas ve CRISPR3-cas goriilmezken,%9,1’inde CRISPR 2 lokusu
bulundu. Cob varligi ve CRISPR1-cas bulundurma arasinda negatif bir korelasyon tespit
edilmesine karsin diger viriilans genleri ile CRISPR sistemleri arasinda herhangi bir iligki
tespit edilmedi.

Bilim Kodu : 1039.5
Anahtar Kelimeler : Enterokok, viriilans, CRISPR
Sayfa Adedi : 72
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ABSTRACT

In recent years, the investigations regarding patogenez and strategies of bacterias have been
vitally important in order to control and prevent pathogen bacterias which are clinically
significant. In enterococci virulence, pathogenicity islands and virulence genes encoded by
plasmids play an active role. Recent studies have been associated enterococcal virulence
with virulence factors such as enterococcal surface protein (esp), hyaluronidase (hyl), sex
pheromone (cob), serine protease (SprE), E. faecalis regulator (fsrB), gelatinase production
(gelE), and biofilm formation. The clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR) and CRISPR associated cas genes is widely found in various prokaryotes and it
is a kind of defence system assisting in foreign DNA recognition and its eradication. In this
study, the distribution of virulence factors and CRISPR-related (cas) genes in clinically
different enterococcus isolates were evaluated. It is surveyed whether there is a significant
correlation between virulence factors in clinical enterococci strains and distribution of
CRISPR (CRISPR1-cas, CRISPR2 and CISPR3-cas) locus. According to the results, 68 out
of 130 clinical isolates contains esp gene and esp gene was detected as the most prevalent
virulence determinant (52,3%). It was detected in E. faecalis 55.3%, in E. faecium 47,7% (p
0.413). As the second most prevalent virulence determinant, gelE and sprE were detected
(50%). Specifically, in E. faecalis and in E. faecium, GelE was detected respectively 75,3 %
and 2,3 % (p<0,001); sprE is detected respectively 74,1 % and 4,5 % ( p<0,001). Of all the
isolates 49.2% of cob (p<0,001), 25,4 % of hyl (p<0,001) and 19.2% of fsrB (p <0.001) gene
were found. CRISPR1-cas loci were detected in 9.4%, CRISPR 2 loci in 56.2%, CRISPR 3-
cas loci in 1.2% of E. faecalis isolates. There was no CRISPR1-cas and CRISPR 3-cas in E.
faecium isolates, whereas CRISPR 2 loci were found in 9,1%. Although there was a negative
correlation between the presence of cob and CRISPR1-cas, no correlation was found
between other virulence genes and CRISPR systems.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiii

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

Enterokoklar insan ve hayvanlarin gastrointestinal florasinda, toprakta, suda ve ¢ig
besinlerde dogal olarak bulunan mikroorganizmalardir. Zararsiz kommensaller olarak
bilinmelerine karsin sonradan kazandiklar: viriilans genleri ve antibiyotik direnci sebebiyle
hastane enfeksiyonlarinin en énemli sebeplerinden biri haline gelmistir. Toplum kaynakli
nazokomiyal enfeksiyonlara neden olmalar1 ve glikopeptitler dahil olmak iizere birgok

antibiyotige diren¢ gostermeleri nedeniyle son zamanlarda oldukca dnemli hale gelmistir.

Enterokok enfeksiyonlarinda siklikla karsilagilan enterokok tiirleri E. faecalis ve E.
faecium’dur. Bu tiirlerin patojenitesinde, genomlarinda bulunan patojenite adalari ve
plazmidlerce taginan viriilans faktorlerinin rol oynadigi bilinmektedir. Enterokokal
enfeksiyonlarin gelisimi, enterokokal yiizey proteini (esp), agregasyon maddesi (agg),
hyaluronidaz (hyl), jelatinaz (gelE), serin proteaz (sprE), E. faecalis regiilatorii (fsrB) ve seks

feromonu (cob) gibi gesitli virulans faktorleriyle iliskilendirilmistir.

Diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR ) ve CRISPR iligkili
(cas) gen bolgeleri prokaryotlarda bulunan ve dis kaynakli genetik elementlere karsi
bagisiklik kazandiran bir immiin sistemdir. CRISPR-cas sistemleri, faj ve plazmid gibi
yabanct DNA’lara karsi bakteriyel savunmada onemli rol oynamaktadir. CRISPR-cas
sistemlerinin plazmit ya da fajlarin bakteri genomuna girisini engellemesinin yani sira
yapilan son c¢aligmalar, bu sistemlerin bakteri i¢in yararli olabilecek genlerin kazanimini da

engelledigini gostermistir.

Bu ¢aligma kapsaminda Gazi Universitesi Merkez Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik
enterokok suslarinda esp, hyl, gelE. sprE, fsrB ve cob genlerinin ve CRISPR1-cas (
CRISPR1-cas csnl gen bolgesinin varlig: tespit edilerek), CRISPR3-cas ( CRISPR3-cas
csnl gen bolgesinin varligr tespit edilerek) ve CRISPR2 lokuslarinin dagilimi belirlendi.
Enterokoklarda viriilans faktorlerinin varligi ve CRISPR-cas sistemi varlig1 arasinda iligki
olup olmadu degerlendirilecektir. CRISPR-cas lokuslar1 ve viriilans faktorlerinin varligi
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile belirlenecektir. Bu ¢alismanin, enterokok
enfeksiyonlarinin daha iyi c¢oziimlenmesine ve buna bagli olarak da tedavisine katki

saglayacagi diistiniilmektedir.






2. GENEL BIiLGILER

Enterokoklar hastane kaynakli enfeksiyonlarin sik goriilen nedenlerindendir. Insan ve
hayvanlarin dogal flora elemani olamsina ragmen son c¢alismalar enterokoklarin énemli
nazokomial patojen oldugunu gostermistir. Kazandiklari antibiyotik direnci sebebiyle son

zamanlarda enterokoklar ile ilgili yapilan ¢alismalar artmustir.

2.1. Enterekoklarin Tarihgesi

[lk olarak 1899 yilinda Fransa'da Thiercelin tarafindan intestinal kaynakli Gram (+) koklar
‘enterocoque’ olarak adlandirilmistir [1]. 1906 yilinda, Andrews ve Horder endokarditli bir
hastanin kanindan izole ettikleri tiirii Streptococcus faecalis olarak isimlendirmistir ve 1919
yilinda Orla- Jesen tarafindan Streptococcus faecium tanimlanmistir [2]. Uzun yillar D grubu
Streptekok olarak smiflandirilmalarina ragmen DNA-DNA, DNA-Ribozomal RNA
hibridizasyon c¢alismalar1 neticesinde 1984 yilinda ayr1 bir cins oldugu anlasilmis ve

Enterococcus olarak isimlendirilmistir [3].

1970'lerde ve 1980'lerde enterokoklar, Onemli nozokomiyal patojenler olarak
tamimlanmustir. Glikopeptid grubu antibiyotiklere kars1 ilk direng 1986 yilinda Ingiltere ve
Fransa'da, 1987 yilinda ABD'de bildirilmis ve sonrasinda vankomisin ve teikoplanin direngli

suslar tiim diinyaya yayillmistir [4].

Ulkemizde VRE susu ilk olarak 1998 yilinda Akdeniz Universitesi'nde Varol ve arkadaslar
tarafindan bildirilmistir [5]. Bunu 1999 yilinda Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi ve Ankara
Giilhane Askeri Tip Akademisinden bildirilen suslar izlemistir [6]. 2003 yil1 itibariyle VRE
sorunu ile karsilasan merkez sayisi onu agsmustir [7]. VRE suslarinin son yillardaki gelisimi,
gelecekte lilkemiz i¢in 6nemli sorunlar tesgil edecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle
diren¢ mekanizmalarini saptama, tarama yontemleri ve kontrol 6nlemlerinin bilinmesi son

derece onemlidir.



2.2. Enterokoklarin Siiflandirilmasi

Enterokoklar, Bile Eskiilin(BE) besiyerinde iireyebilmeleri, PYR (L-prolidonil- B-
naftilamid) ve LAP (L&sin- B-naftilamid) testlerinin pozitif olmasi, % 6.5 NaCl’de
tireyebilmeleri ve 45°C’yi tolere edebilmeleri ile diger gram pozitif koklardan ayrilirlar [8].
Enterokoklarin  %80’inde tespit edilebilen Grup-D antijeni enterokoklar disinda
Pediococcus, Leuconostoc ve bazi Vagococcus’ larda da oldugu igin bu antijenin taksonomi

i¢in yetersiz oldugu goriilmiistiir [9].

Cizelge 2.1. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Kingdom | Bacteria
Division Firmicutes
Class Bacilli

Order Lactobacillaces
Family Enterococcacae
Genus Enterococcus

Gilinlimiize kadar bu genusta 56 tiir, 2 alt tiir tanimlanmaistir:

Cizelge 2.2. Enterokok tiirleri

No | Yil Referans Tiir

1 11984 | Collins ve ark [10] Enterococcus casseliflavus
2 2005 |Svecveark [11] Enterococcus aquimarinus
3 11998 | De Vaux ve ark [12] Enterococcus asini

4 | 1984 | Collins ve ark [10] Enterococcus avium

5 | 2015 | Kadrive ark [13] Enterococcus bulliens

6 | 2006 | Carvalho ve ark [14] Enterococcus caccae]

7 | 2007 | Sukontasing ve ark [15] Enterococcus camelliae

8 | 2005 | Naserveark [16] Enterococcus canintestini
9 2003 | De Graef ve ark [17] Enterococcus canis

10 | 1984 | Collins ve ark [10] Enterococcus casseliflavus
11 | 1983 | Devriese ve ark [18] Enterococcus cecorum




Cizelge 2.2.(devam) Enterokok tiirleri

12 | 1990 | Devriese ve ark [18] Enterococcus columbae

13 [ 2005 | Svec ve ark [11] Enterococcus devriesei

14 | 2013 | Kim ve ark [19] Enterococcus diestrammenae
15 | 1991 | Collins ve ark [10] Enterococcus dispar

16 | 1984 | Collins ve ark [10] Enterococcus durans

17 | 2013 | Cotta ve ark [20] Enterococcus eurekensis

18 | 1984 | Schleifer ve Kilpper-Balz [21] Enterococcus faecalis

19 | 1984 | Schleifer ve Kilpper-Balz [21] Enterococcus faecium

20 | 1992 | Pompei ve ark [22] Enterococcus flavescens

21 | 1984 | 1984 Collins ve ark [10] Enterococcus gallinarum

22 | 2002 | Tyrrell ve ark [23] Enterococcus gilvus

23 (2001 | Svecveark[11] Enterococcus haemoperoxidus
24 | 2004 | Koort ve ark Enterococcus hermanniensis
25 | 1985 | Farrow ve Collins Enterococcus hirae

26 | 2004 | Fortina ve ark Enterococcus italicus

27 | 2012 | Morandi ve ark Enterococcus lactis

28 | 2013 | Cotta ve ark [20] Enterococcus lemanii

29 | 1984 | Collins ve ark [10] Enterococcus malodoratus
30 | 2001 | Svecveark [11] Enterococcus moraviensis
31 | 1986 | Collins ve ark [10] Enterococcus mundtii

32 | 2014 | Lucena-Padros ve ark Enterococcus olivae

33 | 2002 | Tyrrell ve ark [23] Enterococcus pallens

34 | 2003 | Law-Brown ve Meyers [24] Enterococcus phoeniculicola
35 [ 2012 | Svecveark [11] Enterococcus plantarum

36 | 2001 | Teixeira ve ark [26] Enterococcus porcinus

37 | 1989 | Collins ve ark [10] Enterococcus pseudoavium
38 | 2012 | Sistek ve ark [25] Enterococcus quebecensis
39 | 1989 | Collins ve ark [10] Enterococcus raffinosus

40 | 2001 | Teixeira ve ark [26] Enterococcus ratti

41 | 2012 | Niemi ve ark [27] Enterococcus rivorum

42 | 2013] | Sedlacek ve ark [28] Enterococcus rotai




Cizelge 2.2.(devam) Enterokok tiirleri

43 | 1991 | Rodrigues ve Collins [29] Enterococcus saccharolyticus

44 | 2013 | Chenveark [30] Enterococcus saccharolyticus
subsp. saccharolyticus

45 | 2013 | Chen ve ark [30] Enterococcus saccharolyticus
subsp. taiwanensis

46 | 2004 | Vancanneyt ve ark [31] Enterococcus saccharominimus

47 | 2016 | Harada ve ark [32] Enterococcus saigonensis

48 | 1991 | Kusuda ve ark [33] Enterococcus seriolicida

49 | 2006 | Svecveark[11] Enterococcus silesiacus

50 | 1989 | Collins ve ark [10] Enterococcus solitarius

51 | 1991 | Martinez-Murcia ve Collins Enterococcus sulfureus

52 | 2006 | Svec veark [11] Enterococcus termitis

53 | 2008 | Tanasupawat ve ark Enterococcus thailandicus

54 | 2012 | Sistek ve ark [25] Enterococcus ureasiticus

55 | 2013 | Sedlacgek ve ark [34] Enterococcus ureilyticus

56 | 2011 | Rahkila ve ark [35] Enterococcus viikkiensis

57 | 2001 | Vancanneyt ve ark [31] Enterococcus villorum

58 | 2014 | Liveark[36] Enterococcus xiangfangensis




2.3. Genel Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterokoklar tek tek yada kisa zincirler halinde bulunan, Gram (+), fakiiltetif anaerob, birkag
istisna disinda hareketsiz koklardir [37]. Spor olusturmazlar ve homofermantatiftirler [38].
Katalaz negatif ozellikte olmalarina ragmen pseudokatalaz aktivite gosteren suslari da
vardir. 10°C-45°C’de iireyebilmekte ve alfa, beta, gama hemoliz yapabilmektedirler. pH
9,6'da, % 6,5 NaCl ¢dzeltisinde biiyiiyebilme ve 60°C’de yarim saat hayatta kalabilme
yetenegindedirler [39-40]. Enterokoklara ait tiim suslar l6sinaminopeptidaz (LAP)
iiretebilmektedir. Genis bir pH araliginda tireyebilmektedirler. Sodyum azid, safra tuzu ve
sodyum kloriire dayaniklidirlar. Tiim tiirleri %40 safra tuzu ve %3 NaCl igeren besiyerinde
gelisebilirken Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium %6,5 NaCl igeren besiyerinde
pH 9,6’da tireyebilirler [37, 41, 26].

2.4. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Enterokoklar tekli, ikili yada kisa zincirler halinde tireyen koklardir. Morfolojik olarak

stafilokoklara ¢ok fazla benzedikleri i¢in mikroskopta stafilokoklardan ayirt edilemezler.

Sekil 2.1. Enterokoklarin mikroskop goriintiisii [37]



Koyun kanli agarinda kabarik gri-beyaz renkte koloniler olustururlar. Sivi besiyerlerinde ise

bulaniklik olusturmazlar, dipte ¢okelti olusturarak iirerler.

Sekil 2.2. Enterokoklarin koyun kanli agardaki koloni goriintiisii

Enterokoklar, piriivat kullanabilmeleri, arjinini hidrolize edebilmeleri, karbonhidrath
besiyerlerinde asit tiretmeleri, % 0.04 telliiriti tolere edebilmeleri, metil-a-D-glikopiranozid
(MGP)’den asit iiretmeleri ve hareket edip edememelerine gore biyokimyasal olarak

birbirlerinden ayrilirlar.

Cizelge 2.3. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Enterokok MAN SOR ARA RAF TEL ARG PYU MGP Motilite
tird

E. faecalis + - - - n n " N N
E. faecium + - + \V/ - + - - ;
E. durans - - - - - + - - -
E. avium + + + - - - + + _
E. + - + + - - V] + +
casseliflavus

E. gallinarum + - + + - + - + +
E. raffinosus  + + + + - - + n -

MAN: mannitol, SOR: sorboz, ARA: arabinoz, RAF: rafinoz, TEL: telliirit, ARG: arjinin,
PYU: piirivat, MPG: metil a-D-glukopiranozid, +: olumlu test sonucu, -: olumsuz test

sonucu, V: degisken test sonucu



Enterokoklarin siniflandirilmasinda kullanilan biyokimyasal testler ve sonuglari ¢izelge

2.3°de ayrmtil1 olarak gosterilmistir.

aminopeptidaz

{PY Hi#)

Metil-alfa-D

!.'ll.l.\l.l"l]'...L'.l iFi |}

Sekil 2.3. Enterokoklarin biyokimyasal testlerle identifikasyonu [42]

Enterokoklarin biyokimyasal testlerle identifikasyonunda kullanilan basamaklar yukaridaki
sekilde belirtilmistir.

2.5. Hiicre Duvan

Enterokoklarda hiicre duvari, hiicrenin kuru agirliginin % 27-38’ini1 olusturur ve gram pozitif
hiicre duvar yapisina benzerlik gosterir. Hiicre duvari, peptidoglikan omurga, anyonik
polimerler (teikoik asitler ve hiicre duvari polisakaritleri), duvarla iliskili ve duvar baglantili
proteinler olmak iizere ii¢ ana bilesenden olusur [43]. Peptidoglikan omurgast ve anyonik

polimerler, toplam hiicre duvar1 agirhiginin yaklasik% 90'm1 olusturur; protein igerigi, hiicre
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duvart agirliginin% 10'undan azini igerir.

1) Glucosaminidase

2) muramidase, lytic
transglycosylase

3) L-alanine amidase

iihsaci

"""" 4) endopeptidase

Sekil 2.4. Enterokoklarda hiicre duvar yapisi [43] Sekil 2.5. Peptidoglikan tabaka

2.5.1. Peptidoglikan

Enterokokal hiicre duvarinin temel bileseni peptidoglikandir [43]. Peptidoglikan tabakasi
30-200 katmandan meydana gelebilir ve hiicre duvarina saglamlik ve direng saglar [44].
Peptidoglikan, N-asetilmuramik asit - (B1-4) ve N-asetilglukozamin (MurNAc-GIcNACc)
olmak tizere seker tlirevlerinden ve az sayida 6zgiil aminoasitlerden olusur. L-alanin ,D-
alanin ,D-glutamik asit ve lizin, gram pozitiflerin peptidoglikan tabakasinda bulunan 6zgiil
aminoasitlerdir.

Peptidoglikan tabakasi N-asetil glikozamin (GNAc) ve N-asetil muramik asit (MNAC)
molekiillerinin glikan zincirler ve L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Alanin kisa peptid baglar
ile birbirine baglanmasi ile olusur. Komsu peptidler, pentapeptid ile ¢apraz baglanir [44].

2.5.2. Teikoik asitler

Teikoik asit zincileri, hiicre membran1 yada duvari ile baglantilidir ve giliserol yada
ribitolfosfat polimerlerinden olusur. Sitoplazmik membran glikolipitlerinden disariya dogru
uzanir. Bu yapilarin virulansta rol oynadigi ve bakteriye antijenik 6zellik kazandirdigi
bilinmektedir [42]. Teikoik asitler, memeli fibronektinine yapismay1 saglarlar ve

bakteriyofaj reseptoriidiirler.
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2.5.3. Lipoteikoik asitler

Lipoteikoik asitler sitoplazmik membrana gomiilii haldedir ve peptidoglikanin i¢ kismindan
hiicre yiizeyine tutunur. LTA, BgsA ve BgsB enzimleriyle lipit zarma tutturulur. LTA
glikozilasyonunun dogasi enterokoklara 6zgii oldugundan, bu modifikasyondan sorumlu

enzimler heniiz tanimlanmamustir.

Polisakkantler

Tekodk Asst

\\8 Suoplazmsk Membran 24 /

Sekil 2.7. Enterokoklarda hiicre duvar yapisi [44].

2.6. Antibiyotik Direnci

Enterokoklarda antibiyotik direnci, dogal (intrasink) diren¢ ve kazanilmis diren¢ olmak
iizere ikiye ayrilir. Enterokoklarda dogal direng ile ilgili genler kromozomlar {izerinde

bulunurken, kazanilmis direng plazmit ve transpozonlar tarafindan aktarilir.

Dogal antibiyotik direnci, antibiyotik kemoterapiyi onleyen ve tiim bakteri tiirlerinde
bulunan bir olgudur [45]. Intrisink direng olarak da adlandirilan dogal direng enterokoklarin
kromozomunda dogal olarak bulunan genler tarafindan saglanan yapisal bir direngtir.
Enterokoklar sefalosporinlere, penisilinlere, linkozamidlere, aminoglikozidlere diisiik

diizeyde dogal olarak direnglidir [41].

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 koymak i¢in farkli stratejiler kullandiklar1 bilinmektedir.
Antibiyotige hi¢ afinite gdstermeyen veya zayif afinite gosteren hedef proteini kodlayan
gendeki rastgele mutasyonla veya bagka bakterilerden antibiyotik diren¢ genlerinin yatay

transferiyle direng kazanabilirler. Bu dirence kazanilmis direng yada ekstrinsik direng denir.
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Antibiyotige direngli genler, antibiyotigi enzimatik olarak parcalayabilir, antibiyotik hedef
bolgesini degistirebilir veya gelen antibiyotigi bir tasima mekanizmasi ile hiicreden disar1

pompalayabilir. Enterokoklarda bulunan antibiyotik direnci su sekilde siniflndirilabilir [8]:

a) Beta-laktam antibiyotik direnci

b) Aminoglikozit direnci

C) Linkozamid direnci

d) Trimetoprim-siilfametoksazol direnci
e) Glikopeptid direnci

f) Kinupristin/dalfopristin direnci

2.6.1. B-laktamlar ve Sefalosporinler

Bakterilerin ¢ogunun biiylimesi, pentapeptid oncii molekiillerinin bir peptidoglikan hiicre
duvarma enzimatik baglanmasina baghdir. Bu ¢apraz baglama reaksiyonlarindan sorumlu
olan enzimlere penisilin baglama proteinleri (PBP'ler) denir. B-laktamlar (pentapeptid
onctillerinin yapisal analoglar1) bu proteinlere kovalent olarak baglanarak normal hiicre
duvart biliylimesini bozarlar. B-laktam ajanlarinin PBP'lere baglanmasi, bozulmus hiicre

duvari sentezi nedeniyle programlanmis hiicre 6liimii ile sonuglanir [46]

Enterokoklar, B-laktam antibiyotiklere zayif sekilde baglanan diisiik frekansli PBP'leri (E.
faecium'da PBP5, E. faecalis'te PBP4) agiga ¢ikarir. Penisilinler i¢in minimum inhibisyon
konsantrasyonlar (MIK) tipik olarak E. faecalis i¢in 2-8 mg/ml ve E. faecium igin 8-16

mg/ml’dir ve bunlar kromozomal olarak kodlanmis diisiik afiniteli PBP genlerini icermezler

[1].

Mutasyona ugramamis diisiik etkili PBP'lerin agir1 tiretimi, enterokoklarin penisilinlere karsi

diistik seviyeli direnci gostermesini saglar [1].

Enterokoklarda betalaktamaz liretimi beta laktam antibiyotiklerine kars1 gelistirilen direngte
ikinci bir yontemdir. Beta laktamazi kodlayan gen geletinazi da tasiyan bir plazmid iizerinde
kodlanmaktadir ve bu plazmid yatay gen transferi ile enterokoklara aktarilmaktadir. Bu
mekanizmada beta laktamazlar penisilin, ampisilin, piperasilin ve diger iireidopenisilinleri

parcalayarak inhibe eder. Bu sayede antibiyotik etkisiz hale getirilir. Fakat bu mekanizma
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sefalosporinleri,imipenemi ve penisilinaz direngli penisilinleri, etkilemez [41].

2.6.2. Aminoglikozitler

Hem E. faecium hem de E. faecalis, klinik olarak elde edilebilir aminoglikozit
konsantrasyonlarina karsi dogal olarak direnglidir. E. faecalis'te, MIK (minimum inhibisyon
katsayisi)'ler, aminoglikozitler i¢in degiskenlik gosterir. E. faecalis'teki dogal direng,
aminoglikozitin hiicreye girememesi durumudur. Enterokoklar aminoglikozitlere, ribozomal
baglanma bolgesini degistirerek, aminoglikozit transportunu degistirerek yada aminoglikozit
modifiye edici enzim iireterek direng gelistirirler. Bu mekanizmalardan en sik gézlemleneni
enzim ireterek diren¢ olusturmaktadir. Bu enzimler enterokoklarda kromozomal olarak
kodlanmistir, hiicrenin sitoplazmasinda bulunur ve sitoplazmaya gegen aminoglikozitleri

inaktive eder [8].

E. faecium’da bulunan kromozomal olarak kodlanan asetiltransferaz enzimi, tobramisine ve
1000 mg / ml'ye kadar kanamisine direng gosterir. Ek olarak, E. faecium'da efmM geni ile
kodlanmig, m5 C metiltransferaz enzimi, dibekasin, tobramisin ve kanamisine kars: diisiik

seviyede direng saglar [47].

Enterokoklarda ne gentamisin ne de streptomisine kars1 instrink enzim aracili yiiksek seviye
diren¢ tanimlanmistir. Bu nedenle, bu ilaglar enterokoklardaki sinerjistik aktiviteyi korur ve
sonug olarak E. faecium veya E. faecalis'in neden oldugu ciddi enfeksiyonlarda tedavi i¢in

tercih edilen ilaglar olarak ortaya ¢ikmistir [48].

2.6.3. Linkozamidler ve Streptograminler

E. faecalis, klindamisin (bir lincosamid), Kinupristin (streptogramin B smifi) ve
dalfopristin'e (streptogramin A sinift) direnglidir. Bu direng Isa geninin ekspresyonu ile
saglanir. Genel olarak, kinupristin-dalfopristine kars1 klinik direng olusmasi igin,
bakterilerin hem streptogramin A hem de streptogramin B'ye direngli olmasi gerekir. E.
faecium, igsel msrC geni tarafindan kodlanan bir ABC-akis pompasi igerir. Stafilokoklarda
msrA ve msrB'nin yakin bir akrabasi olan bu gen, E. faecium’a streptograminA direncini
veren ayr1 bir belirleyici edindiginde, streptogramin B bilesiklerine diisiik seviyeli direng

(MIK 1-2 mg / ml) verir [45].
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2.6.4. Trimetoprim-sulfametoksazol

Cogu bakteri, folat1 ortamdan emme kabiliyetinden yoksundur ve niikleik asitlerin {iretilmesi
icin de novo folat sentezi gereklidir. Trimetoprim-siilfametoksazol folat sentezini inhibe eder
ve genis bir bakteri spektrumunu sinerjik olarak inhibe eder. Enterokoklar, diger
bakterilerden farkli olarak trimetoprim siilfametoksazoliin etkilerinden kurtulabilir ve folik

asidi ¢evreden emebilirler [50].

2.6.5. Glikopeptid direnci

Vankomisin, pentapeptid Onciisiiniin D-ala-D-ala terminaline baglanarak hiicre duvari
sentezini inhibe eder. Glikopeptide direngli organizmalar, D-ala terminalini D-ala-D-ala-
laktat veya D-ala-D-ala-serin ile degistirir. Bu modifiye edilmis hiicre duvari Onciileri,

normal onciillere gore 1,000 kat daha diisiik afinite ile glikopeptidleri baglar [51].

Ligaz enziminin varlifina gore enterokoklarda glikopeptid direncini olusturan 6 farklh
diren¢ tanimlanmustir. Bu direngler Van A, Van B,Van C,Van D,Van E, Van G olarak
adlandirilmaktadir. Bu direnci olusturan gen bolgeleri plazmiter ve plazmitlere entegre halde
olan transpozonlar lizerinde kodlanmaktadir. VanA, VanB ve VanD tipi direngler D ala’y1

D-ala-D-ala-laktat, VanC ve VanE tipi direng ise D-ala-D-ala-serin ile degistirir [52].

Van A tipi direng

[k olarak E. faecium da tespit edilmis olasa da daha sonra diger enterokok tiirlerinde de
gozlemlenmistir. Van A geni tarafindan kodlanir. Vankomisine ve teikoplanine yiiksek
seviyede direng saglar. Bu gen Tn1546 transpozonu ile sonradan kazanilmistir. Van A tipi
direncin olusabilmesi i¢in 7 farkli enzim gereklidir. Bu enzimler Van A, H, X, Y, Z, R ve

S'dir.
Baslangicta, hiicresel piruvat, VanH dehidrogenaz tarafindan d-laktata doniistiiriiliir. VanA
ligaz1 daha sonra D-ala'y1 D-laktat'a baglar. Konak enzimler, diisiik afiniteli pentapeptit

onciistinii veren D-ala-D-laktat'1 tripeptit dnciiliine baglar.

Glikopeptitlere kars1 tam direng saglanabilmesi igin, sadece degistirilmis Onciiliin yapimi
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yeterli degildir, ayn1 zamanda normal onciillerin ortadan kaldirilmasi gerekir. VanX, D-ala-
D-ala'y1 hidroliz eder. VanY, terminal D-ala'y1 hidroliz eder ve normal hiicre duvart yapimi
i¢in ige yaramaz hale getirir. VanZ'nin direncini artirdigi mekanizma bilinmemektedir, ancak

mevcut oldugunda teikoplanin duyarliligini azaltmaktadir [53].

Van B tipi direnc

Van A tipi direng tiim enterokok tiirlerinde goriilebilirken Van B tipi direng sadece E.
faecium ve E. faecalis tiirlerinde goriilir. Tnl546 veTn5382 transpozonlarinin
konjugasyonla aktarilmasi yoluyla olusur. VanB operonunda ek a¢ik okuma c¢ergeveleri
VanW ve VanV tanimlanmistir; onlarin islevleri de heniiz bilinmemektedir. Bu tip direngte

vankomisine orta seviyede direng gosterirken teikoplanine duyarlilik gosterir [45].

Van C tipi diren¢

Van C tipi direng, vankomisine orta seviyede direng gosterirken, teikoplanine duyarhdir.
Yapisal kromozomda dogal olarak kodlanir bu nedenle yatay gen transferleriyle baska

suslara aktarilamaz. E.casseliflavus ve E. gallinarum ve E. flavescens ‘de goriiliir [54].

Van D, Van E, Van G tipi diren¢

Bu direng tipleri enterokoklarda nadir olarak goriiliir. Van D genleri bakteriyel kromozom

tizerinde kodlanmatadir [5].
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2.7. Viriilans ve Patojenite

Bir mikroorganizmanin patojenitesine, yani hastalik yapabilme yetenegine viriilans denir.
Bir organizmanin viriilansinin, patojenik adalar [PAI] olarak adlandirilan 6zel bolgelerde

bulunan viriilans kodlayan genler diizenlemektedir.

Viriilans1 en yiiksek olan enterococcus tiirleri tibbi izolatlardir, bunu gida izolatlar1 ve
ardindan baslangi¢ suslar izler. Enterococcus'un PAI's1 ilk olarak 1980'lerde nozokomiyal
enfeksiyon salgini yaratan ve bir ¢ok ilaca direngli E. faecalis'in [MMHS594] genomunda
tanimlanmistir.  Enterococcus tiirlerinde bir siirii  viriilans belirlenmistir, 0rnegin
gastrointestinal sistemde kolonilesebilme kabiliyeti; trombospondin, laktoferrin ve
vitronektin dahil olmak iizere bir dizi hiicre dis1 matris proteinine yapisma yetenegi; ve idrar
yolu epiteli, ag1z boslugu epiteli ve insan embriyosu bdbrek hiicrelerine yapisma yetenegi
bunlara ornektir. Yaygin olarak bilinen viriilans faktorleri agregasyon maddesi (AS),
MSCRAMM Ace (Enterococci'den gelen kollajenin yapiskan matriks molekiilii
yapiskanligini taniyan mikrobiyal ylizey bileseni),serin proteaz, hiicre dis1 ylizey proteini

(esp), jeletinaz, sitolizin,hyaluronidazdir [55].

2.7.1. Agregasyon maddesi (AS)

Bakteriyel konjugasyon sirasinda ¢iftlesmeyi destekleyen, E. faecalis'in feromon ile
uyarilabilen bir ylizey proteinidir. E. faecalis'in yiizeyindeki agregasyon maddesinin (AS),
biiyiik kiimeler olusturdugu in vivo olarak gosterilmistir ve bu nedenle patogeneze katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Agregasyon Maddesi (AS), plazmid transferini kolaylastirmak
icin verimli enterokokal verici-alic1 temasina aracilik eder. AS'nin varligi, enterokok hiicre
ylizeyinin hidrofobikligini arttirir. Bu, kolesteroliin fagozomlara lokalizasyonunu indiikler
ve lizozomal vezikiillerle fiizyonu geciktirdigi veya onledigi diistiniilmektedir. AS, bir
feromon ile indiiklenebilen bir yiizey glikoproteinidir ve konjugasyon sirasinda kiime
olusumuna aracilik eder, boylece plazmid transferinde yardime1 oldugu gibi bir dkaryotik
yiizey dizisine yapismaya da yardimci olur. Yapilan ¢alismalarda E. faecalis'in Kklinik
izolatlarinin pulsed — field elektroforezi analizi, AS'yi kodlayan genin E. faecium

izolatlarinda bulunmadigini gostermistir [9,53].
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2.7.2. MSCRAMM Ace

E. faecalis'te bulunan baska bir hiicre ylizeyi proteini Ace'dir. Bu, yapiskan matriks
molekiilleri (MSCRAMM) ailesini taniyan, mikrobiyal yiizey bilesenlerine ait olan bir
kolajen baglayici proteindir. Ace geninin, endokardit patogenezinde % 90 oraninda rol

oynamaktadir [9].

2.7.3. Hiicre dis1 (ekstraseliiler) yiizey proteini (esp)

Hiicre dis1 yiizey proteini (esp), ilk olarak Shankar ve arkadaslar tarafindan Enterococcus
tirlerinde tarif edilen, hiicre duvart ile iliskili bir proteindir [56]. Esp geni 5622 bp'den olusur
ve enfeksiyon kaynakli izolatlarda yliksek frekansta bulunur. Adezyon, kolonizasyon,
immiin sistemden kagma ve antibiyotik direncinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. ESp ayni
zamanda cevresel strese karsi diren¢ ve idrar yolu gibi Okaryotik hiicrelere yapigmay1
saglayan enterokokal biyofilm olusumuna katkida bulunur. Calismalar, esp geninin
bozulmasinin, E. faecalis'in biyofilm olusturma yetenegini bozdugunu gostermistir. Siitten
izole edilen enterokok izolatlarinda esp gen bolgesinin varligi esp geninin patajonite ile
alakali olmadigini diisiindiirmektedir. Espfm genini tasiyan E. faecium suslari, bu gene sahip
olmayan suslardan daha yiiksek konjugasyon oranlarina sahiptir. Ayrica ampisilin,

siprofloksasin ve imipenem i¢in daha yiiksek direng gosterirler [9].

Enterokoklarin biyofilm liretme yetenegi, endodontik ve idrar yolu enfeksiyonlarinin yam
sira endokardit olusumununda temeldir. Enterokoklarla pili olusumu biyofilm olusumu i¢in
gereklidir, bununla iligkili gen kiimesi ebp'dir (endokardit ve biyofilm ile iligkili pili). Ebp
operon ebpA, ebpB ebpC ve bir srtC (sortaz C kodlayan) geninden olusur. Pili olusturamayan

mutant bir enterokokun biyofilm de olusturamadig1 gorilmistiir [9].

2.7.4. Sitolizin (Cyl)

En iyi aragtirilmis viriilans faktorlerinden biri de sitolizindir [57]. Enterococcus tiirlerinin
patognezinde etkili olan sitolizin, diger bakterilerin, eritrositlerin ve diger Okaryotik
hiicrelerin zarlarmi tahrip edebilen bir toksindir. Sitolizin (ayrica hemolizin olarak da
bilinir), genleri feromona cevap veren plazmitlerde bulunur ve. insan, at ve tavsan

eritrositlerini pargalayabilen sitolitik bir proteindir [58]. Sitolisin insanlarda b-hemolitik
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ozelliklere sahiptir ve diger Gram pozitif bakterilere kars1 dldiiriictidiir. cylLs gen grubu,
sitolisin operonlarinin diizenleyici olmayan genleridir ve bu genlerin Kklinik izolatlardaki
insidanslar1 yiiksektir. Sitolisin, iki bilesenli bir sistemi igeren bir g¢ekirdek algilama

mekanizmasi tarafindan diizenlenir [9,59,60].

2.7.5. Hyalurinidazlar

Hyaluronidazlar, jelatinaz ve serin proteaz i¢eren bir grup hidrolitik enzim, Enterococcus
tirlerinin virlilansinda rol oynamaktadir. Ancak kesin rolleri heniiz tam olarak
anlagilmamistir. Hyaluronidaz, hyaluronik asit {izerinde etkilidir ve doku hasarina bagl
bozucu bir enzimdir. Hyaluronidaz, bag dokusunun mukopolisakkarit kismini depolimerize
eder, bdylece enterokoklarin ve ayrica toksinlerinin konak doku yoluyla yayilmasin

kolaylastirir. Hyaluronidaz, kromozomal hyl geni tarafindan kodlanir [61].

Enterokok patogenezinde hem jelatinaz hem de serin proteazin, biyofilm olusumunda bir
islevi olmasina ragmen, ana roliiniin, konak dokular1 pargalayarak bakterilere besin

saglamak oldugu diisiiniilmektedir.

Jelatinaz (GelE), E. faecalis tarafindan salgilanan, hiicre dis1 bir ¢inko metalo-
endopeptidazdir. Jelatini, kazeini, hemoglobini ve diger biyoaktif peptidleri hidrolize
edebilir. Fibrinojenin enzimatik hidrolizi sonucunda, enterositlerin bozulmasi nedeniyle
bakteriyel konak¢i dokuya go¢ miimkiin olabilir [57] Geletinaz1 kodlayan gen (gelE),
bakteriyel kromozomun iizerinde bulunur ve hiicre yogunluguna bagli bir sekilde diizenlenir

[9]. Gel E ¢ogunlukla sprE geni ile birlikte operon olusturur [57].

SprE geni serin proteazi kodlar ve gel E ile birlikte transkrip edilir. GelE ve sprE'nin
transkripsiyonu, fsr (fekal streptokok regiilatorii) operonu tarafindan kodlanan gekirdek

algilama sistemi tarafindan biiyiime fazina bagl bir sekilde diizenlenir [9].

Cekirdek algilamasi, bir bakteri popiilasyonunun, indiikleyici peptid (AIP) araciligiyla
sinyal Urettiginde meydana gelir. AIP daha sonra, iletisim sinyalinin artan ifadesi veya
sinyali iireten hiicrelerin sayisinin artmasiyla ortamda birikir.Bu mekanizma iki bilesenli bir

sistem tarafindan diizenlenir.
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Fsr operonu fsrA, fsrB ve fsrC genlerini igerir. FSrA geni, monosistronik olarak bir yanit
regiilatoriine kopyalanir ve sirasiyla bir islem enzimini ve bir sensor kinazi kodlayan fsrB ve
fsrC ile birlikte kopyalanir. FsrB, feromon (GBAP) peptidini aktive eden jelatinaz
biyosentezini serbest birakir ve GBAP birikimi ile duragan faza gegis meydana gelir ve gel

ve sprE indiiklenir.

E. faecalis'te fsrA, fsrB ve fsrC'de mutasyonlar mevcut oldugunda, biyofilm olusumunda%
28-32 oraninda bir azalma meydana geldigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar endokardite
sebep olan E. faecalis suslarinda fsr operonu bulundugunu géstermistir. Bu da viriilans ve
hastaligin olusumunda fsr'nin 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir [9, 45].

Enterokoklar seks feromonlarini kromozomal olarak kodlayan genlerin iiretimine bagl
plazmid birikimi mekanizmasina sahiptir. - ccf, cob, ccf ve cpd genleri seks feromon
elementlerini kodlar [62]. Feromonlar hiicreler arasinda plazmidlerin konjugatif transferini
kolaylastiran 7-8 amino asitten olusan kiiciik peptitlerdir [63]. Alic1 hiicreler tarafindan
salgilanan feromonlar dondre Ozgiidiir ve plazmidinin konjugatif operonlarinin
ekspresyonunu indiikler. Bir sus genellikle birkag¢ farkli feromon salgilar. Feromonlarinin
yani sira, herbir feromona-bagimli plazmid, feromona uygun, rekabet edebilen inhibitor gibi
davranan peptitlerin salgilanmasini saglar. Feromonlar dondr hiicrelerin yiizeyindeki
reseptorlere baglandiginda, agregasyon maddesinin (AS) genini indiikler [64-65]. Asal
geninin ekspresyonu, etkili plazmid transferini miimkiin kilan hiicre agregatlarinin
olusumuna yol agar [62]. Ancak feromonlarin tek rolii bu degildir; ayrica insan notrofillerini
kimyasal olarak cekebilir ve siiperoksitlerin (mutajenik maddeler) iiretimini indiikleyebilir

ve enflamatuar kosullar1 baglatabilir [66].

2.8. Enterokoklarin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

Son zamanlarda enterokoklarmn sebep oldugu hastaliklar oldukca artmistir. insanlarda fekal
orneklerin neredeyse tamaminda emterokoklar izole edilebilmektedir. Bununla birlikte son
caligmalarda izole edilen orneklerde E. faecalis tiirlerine daha sik rastlanmaktadir [1].
Ozellikle enterokoklar hastane enfeksiyonunun baslica nedenleri arasinda yer almaktadir.
Uriner sistem enfeksiyonlari, endokardit, bakteriyemi, karin ici pelvik enfeksiyonlari, yara
ve yumusak doku enfeksiyonlari,  merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, neonatal
enfeksiyonlar, yenidogan sepsisi ve menenjit enterokoklarin sebep oldugu baslica

enfeksiyonlardir. Bu enfeksiyonlar arasinda en sik karsilasilan iiriner sistem
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enfeksiyonlaridir.

2.8.1. Uriner sistem enfeksiyonlar

Ozellikle idrar yollarmin veya kalic1 kateterlerin yapisal anormallikleri bulunan hastalarda,
mesane, prostat ve bobrek, enterokoklar tarafindan yaygin olarak enfekte edilir. Genellikle
hastane enfeksiyonlarina yol agarlar [67]. Enfeksiyon muhtemelen iiretra ve iireterlere
yiikselen organizmalardan kaynaklanmaktadir [45]. Enterokoklarin en sik neden oldugu
enfeksiyonlardir ve enfeksiyonlarin ¢ogu nozokomiyaldir [37]. Yogun bakim iinitelerinde

goriilen idrar yolu enfeksiyonlarinin yaklasik %15’ine enterokoklar yol agmaktadir.

2.8.2. Endokardit

Staphylococcus aureus ile Staphylococcus viridans’dan sonra endokarditte sebep olan
tigtincii etken enterokoklardir. Bakteriyel endokarditin % 5- 15’ini enterokoklar olusturur.
Genellikle etken E. faecalis’dir. 50 yas tizeri kisilerde daha sik rastlanir [67]. Hastalik cerrahi
yolla ya da maniipiilasyonlarla gastrointestinal sistemden veya ¢ogunlukla da genitoiiriner

infeksiyon ve genitoiiriner bolgeye tibbi girisim uygulanmasindan kaynaklanir [55].

2.8.3. Bakteriyemi

Bir¢ok vaka polimikrobiyal olup, intravendz hat, apse ve idrar yolu enfeksiyonu gibi
tanimlanabilir kaynaklardan olusurken, biiylik bir oranda belirsiz kalir ve muhtemelen
bagirsaklardan kaynaklanir. Bu enfeksiyonlarda en biiyiik problem, bu hastaliga eslik eden
endokardit bulunmasidir. Bakteriyemilerde E. faecium’un goriilme sikligi, E. faecalis’ten
cok daha ytiksektir [67].

2.8.4. Karn ici ve pelvik enfeksiyonlar
Enterokok dogal flora elemani olmalari sebebiyle, karin i¢i ve pelvik yara enfeksiyonlarinda

en ¢ok izole edilen ikinci tlirdiir [5]. Ancak bu enfeksiyonlar genellikle polimikrobiyaldir ve

bu nedenle, bu tiir durumlarda enterokoklarin rollerini degerlendirmek zordur [38].
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Enterokoklar, karin i¢i enfeksiyonlarda florada bulunmalarina ragmen, bu enfeksiyonlar

genellikle enterokoklara etkisi olamayan antimikrobiyal ilaclarla tedavi edilebilmektedir.

2.8.5. Yara ve yumusak doku enfeksiyonlari

Enterokok genellikle karm i¢i ve pelvik yara enfeksiyonlarinda bulunur, ancak bunlar
genellikle polimikrobiyal olduklarindan, bu tiir durumlarda rollerini degerlendirmek zordur.
Enterokoklar cerrahi yara, dikiibitus iilseri ve diyabetik ayak enfekiyonarinda siklikla izole

edilmekle birlikte kilinik olarak 6nemi tam olarak belirlenememistir [67].

2.8.6. Menenjit

Onceden gegirilmis kafa travmas1 yada beyin ameliyat: gibi durumlarda, bakteriyemi diizeyi
yiiksek olan endokardit ve neonatal sepsisli hastalarla, AIDS ve akut [6semi gibi hastalarda

enterokoklara bagli menenjit goriilebilir [67].

2.9. CRISPR-cas Tarihgesi

CRISPR-cas dizileri ilk kez 1987°de Ishino ve arkadaslar tarafindan E.coli K12 susunda
tanimlanmustir [68]. IAP (Apoptoz Inhibitdr Proteini) geninin dizi analizi sirasinda, 29
niikleotit (nt) uzunlugunda 14 tane tekrar kiimeleri ile bu tekrarlarin arasinda 32-33
niikleotitlik ara DNA  bdlgelerinin  oldugu belirlenmis ancak fonksiyonlar

tanimlanamamistir [69].

2000 yilinda Mojica ve digerleri 20 farkli prokaryotun (arkea ve bakteri) genomunda tekrar
dizilerini tanimlamiglardir [70]. 2002 yilinda Jansen ve arkadaslar1 bu tekrar dizilerini
CRISPR olarak adlandirmis, cas genlerini 1-4 olmak iizere siniflandirmis ve cas genlerinin

CRISPR bolgeleri ile iligkili oldugunu gostermistir [71].

2005 yilinda birbirinden bagimsiz 3 farkli aragtirma grubu, CRISPR aralayici (spacer)
bolgelerinin; bakteriyofaj DNA’s1, plazmit ya da transpozonlar gibi hareketli genetik
elemanlarla homolog oldugunu gostermistir [72-74]. Bu arastirmalar CRISPR-cas

sisteminin RNA aracili savunma sistemi oldugu hipotezini dogurmustur.
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CRISPR-cas sisteminin bakterinin yabanci niikleik asitlere karsi bir savunma sistemi
olduguna dair ilk ¢alisma 2007 yilinda Barrangou ve ark. tarafindan yapilmistir. Bargau ve
digerleri Streptococcus thermophilus suslarinin CRISPR bolgesini sekanslayarak, bu DNA
bolgesinin bakteriyi enfekte eden faj DNA’sindan tiiretilen aralik kisimlarinin bulundugunu
gostermistir ve bu aralik kisimlarinin sayisinin faja karsi gosterilen direng ile dogru orantili

oldugunu oldugunu bulmustur [75]

2010 ve 2011 yillarinda yapilan farkli iki caligmada cas 9’un cas gen kiimeleri igerisinde
hedef DNA’nin kesimini saglayan tek enzim oldugu gosterilmistir [76,77]. Yine 2011
yilinda Sapranauskas ve digerleri ilk defa Tip Il CRISPR’1n aktarilabilir bir sistem oldugunu
gostermistir [78].

2012 yilinda Jinek ve digerleri CRISPR Tip II sisteminde, Cas9, tracrRNA ve crRNA’larin
hedef DNA’y1 tanimasina olanak sagladigini gostermistir [79]. 2013 yilinda memeli
hiicrelerinde CRISPR sistemleri ile genom diizenlemeleri gergeklestirilebilmis ve bu sayede

CRISPR cas 9 sistemleri genom diizenleme ¢aligmalarinda kullanilmaya baslanmistir [80].

CRISPR-cas sistemi yeni bir genom diizenleme mekanizmasi olarak ¢alismalart giiniimiizde

halen devam etmektedir.

2.10. CRISPR-cas Sistemleri

CRISPR-cas (Diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri ve CRISPR iligkili
proteinler) bir ¢ok arke ve bakteride bulunan faj ve virlis gibi dis kaynakli genetik
elementlere kars1 bagisiklik saglayan 6zel bir RNA/protein kompleksidir. Arkelerin yaklagik
%384 iinde, bakterilerinse yaklasik %48’inde bulunur.

CRISPR sistemi, bir CRISPR dizisi (Palindromik tekrar dizileri ve Aralik bolgeleri), bir lider

sekans ve cas genlerinden olusur.
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2.10.1. CRISPR dizisi

CRISPR dizisini, palindromik tekrar dizileri ve aralik bolgeler olusturur.

Palindromik tekrar dizileri

Palindromik tekrar dizileri biiylik oranda korunmus olmasina ragmen tiirler arasinda farklilik
gosterebilir. 24-47 bg¢ uzunlugundadir ve genellikle icerinde 7-8 niikleotitli palindromik
tekrar dizileri bulundurur. CRISPR bolgesi igerisindeki tekrar bolgeleri birkag tane olabildigi
gibi yiizlerce de olabilmektedir [69, 71, 81- 83]

Aralik bolgeleri

Aralik bolgeler istilact DNA (faj yada plazmit)’nin genetik materyalinden tiirevlenmis
dizilerdir. Bu dizilerin tekrar kiimelerinin arasina girmesi ile CRISPR dizisi olusur [72].
Yani istilact DNA’nin bazi bolgeleri tekrar dizileri ile birlikte CRISPR bolgesine

yerlestirilir.

Aralik dizileri 26-72 bg uzunlugundadir. Bu proto-araliklar tipik olarak, korunmus kisa (2-5
niikleotitlik) PAM (Protospacer Adjacent Motif) dizilerine bitisiktir [84]. Aralayic1 bolgeler
ozellesmis bir genetik bellek olarak islev yaparlar. Aralik bolgelerinin sayisi tiirden tiire
degisiklik gosterir. Bir tiirde bir ka¢ tane bulunabilecegi gibi, yiizlerce de bulunabilir [85].

2.10.2. Lider sekans

Transkripsiyon yoniindeCRISPR gen dizisinin gerisinde cas genlerinin 6niinde bulunur. 5’
ucundadir ve dolayisiyla transkripsiyon 5 ucundaki lider diziden baslar. Adenin ve timin
niikleotitlerince zengin bir dizidir [86]. Yeni eklenecek olan aralik bolgeleri lider dizisinin
bulundugu ugtan eklenir [87-89]. Lider dizilerin varlig1 dnceleri sadece Methanocaldococcus
jannaschii, Archaeoglobus fulgidus ve Methanothermobacter thermautotrophicus’ta

gbzlenmis ve daha sonra bir ¢ok tiirde bulundugu kanitlanmistir [89]



24

2.10.3. Cas genleri
Cas genleri, cas proteinlerini kodlar ve CRISPR aracili immiinitenin bir¢ok basamaginda
gorev yapar. CRISPR sisteminin aktivasyonu i¢in cas genlerine ihtiya¢ vardir [69]. Cas

proteinleri endonukleaz, ekzonukleaz, helikaz ozellikleri ve niikleik asit baglanma bolgeleri

(domainleri) sayesinde, DNA dizilerini agip kesebilmektedirler [90].

CRISPR Bolgesi

Arabk Bilgeler |
‘ . . ", [
. Lider Sekans ‘\ / f’
CAS Genleri | Tekrarh Bélgeler |
Bir CRISPR Dizisi

Sekil 2.8. Bakteriyel kromozomda bir CRISPR bélgesi [58]

2.11. CRISPR-cas Cahsma Prensibi

CISPR-cas istilac1 genetik elementlere kars1 immiiiteyi 3 asamada saglar:
1-Adaptasyon

2-Ekspresyon

3-Interferans [91].

2.11.1. Adaptasyon

Adaptasyon evresinde istilact DNA’ya ait olan kisa sekans dizileri CRISPR lokusuna entegre
edilir. Faj yada plazmitin hiicre icerisine girisi aralik dizisinin CRISPR lokusuna
yerlestirilmesini tetikler. Aralik bolgesi yaklasik 30 b¢ uzunlugundadir ve adaptasyon
evresinde lider sekans tarafina yerlestirirlir. Genellikle 1 fajdan, bir aralik bolgesi edinilir.
Nadiren bir fajdan birden fazla aralayic1 bolge kazanimi da goriilebilir. Her entegrasyon
olayma bir tekrarin duplikasyonu eslik eder ve bdylece yeni bir aralik tekrar birimi

olusturulur.
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Istilact DNA’da bulunan PAM (protospacer-bitisik motifler) dizileri, aralik bdlgesinin
belirlenmesinde kullanilir. PAM dizileri istilact DNA’da bulunan 6n aralik dizilerinden
hemen Once yer alan birkag niikleotit uzunlugundaki dizilerdir. Aralayict dnciillerin (proto-
aralayicilar) secimi, protospacer-bitisik motiflerin (PAM'ler) taninmasi ile belirlenir.
CRISPR-cas sisteminde bulunan tekrar dizileri PAM dizilerinden farklidir. Bu sayede
bakteri CRISPR sisteminde bulunan aralik dizileri ile faj DNA’sin1 ayirt edebilir.

Bakteriyel CRISPR bolgesinde, PAM tanima dizilerinin bulunmamasi CRISPR-Cas
sistemlerinin kendini hedefleme ve kendini kesme olasiligini ortadan kaldirirken PAM

dizilerindeki mutasyonlar fajin CRISPR bagisikligindan kagmasina izin vermektedir [92].

2.11.2. Ekspresyon

CRISPR-Cas aracili bagisikliktaki ikinci asama ekspresyondur. Bu asamada bir CRISPR
lokusu (pr-crRNA) uzun primer transkripti, kisa crRNA iginde tiretilir ve islenir (Sekil 1).
Ekspresyonda, CRISPR bolgesine yerlestirilen aralik dizilerinden 6nciil CRISPR RNA’lar
(pre-crRNA) transkribe edilir. Olusan pre-crRNA’lar cas endoniikleazlar tarafindan
viriisteki hedef sekanslara Watson-Crick baz eslesmesi gosteren kiiclik crRNA’lara
dontstiiriiliir. Bu endoriboniikleazlar, daha biiyiik bir kompleksin alt birimi olarak ya da tek
bir enzim olarak caligabilir (Sekil 2) [83;93, 94].

2.11.3. interferans

Son agama interferans agamasidir. Bu asamada iiretilen crRNA’lar sayesinde istilact DNA

hedeflenir ve cas niikleazlar ile keslir. Bu sayede viriisler ve plazmidlerin ¢cogalmasi dnlenir.
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Sekil 2.9. CRISPR-cas sisteminin ¢alisma prensibi [86]

CRISPR-cas sisteminin ¢aligma prensibi yukaridaki sekilde gdsterilmistir.

2.12. CRISPR-cas Tipleri

CRISPR bolgesinin organizasyonu ve cas genlerinin igerigine goére, CRISPR-cas sistemleri
3 ana tipte ve 11 alt tipte siniflandirilir [86]. Yayginligi az olan diger ¢ tipten farkliTip IV
CRISPR-cas de bulunmaktadir. CRISPR-cas sistemlerinin siniflandirilmasinda, igerdikleri
genler ve tipik lokus organizasyonlarindan yararlanilmaktadir. Giincel olarak kullanilan
CRISPR-cas siniflandirmasi agagidaki gibidir [95].

1.Tip | 2. Tip I 3. Tip 1
-Tipl A -Tipll A -Tiplll A
-Tipl B -Tipll B -Tiplll B
-Tipl C -Tipli C

-Tipl D

-Tipl E

Tipl F
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Sekil 2.10. CRISPR-cas tipleri ( Tip I, Tip Il ve Tip Il CRISPR-cas tipleri)

2.12.1. Tip | CRISPR-cas sistemi

Cas 1 ve Cas 2 protenleri adaptasyondan sorumlu olan proteinler oldugu i¢in tiim CRISPR-
cas sistemlerinde bulunurlar. Bunun yani sira Tip I CRISPR-cas sistemleri helikaz proteinini
kodlayan, cas3 gen bolgesi igerir. Cas 3 proteini hedef DNA’nin par¢alanmasindan sorumlu
helikaz ve DNaz domainlerinden olusur. Tip I sistemi hem bakterilerde hem de arkelerde

bulunabilir [69].

Helikaz enzimi DNA-DNA ve DNA-RNA duplikasyonlarint ayirmak igin tek iplikli DNA
ile uyarilan ATPaz aktivitesine sahip bir enzimdir. Genellikle helikaz enzimi, bir

endoniikleaz ativitesine sahip olan ve hedeflenen DNA ’nin boliinmesine katilan HD domaini
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ile desteklenir.

HD domani, fosfohidrolaz aktivitesi olan bir enzim ailesidir. Bu enzim ailesi, niikleik asit
metabolizmasinda ve sinyal iletiminde rol oynar. HD domeni, Cas3 proteinlerinin N-ucunda
bulunur veya cas3 helikaz ile ayn1 lokus igerisinde ayr1 bir gen tarafindan kodlanir. Helikaz
ve HD niikleaz ayn1 lokusda bulunuyorlarsa, helikaz cas3' ve HD niikleaz ise cas 3" olarak

belirtilir. I-F tipi sistemlerde cas3 ayrica cas2 genine eklenir.

Genellikle tip I sistemlerinde, casl ve cas2 genlerini igeren tek bir operon, Cascade veya
efektor kompleksinin alt birimleri i¢in biiylik alt tinite ve kiigiik alt iinite iceren genler
(genellikle biiyiik alt {initeye kaynasmis), cas5 ve cas7 genleri ve crRNA Oncesi transkript
islemeden dogrudan sorumlu olan cas6 iceren genler kodlanir. Tip I sistem operonlarindaki
her gen genellikle tek bir kopya halinde bulunur. Tip I sistemler su anda her biri kendi imza
genine ve operon organizasyonunun farkli 6zelliklerine sahip olan I-A'dan I-F'ye alt1 alt tipe

ayrilmistir (Tip I-A'dan Tip I-F'ye).

Bu alt tiplerden IE ve IF cas4 bulundurmamasiyla digerlerinden ayrilir. Bu alt tipler, Cas1
filogenisine gore iliskilidir. Son zamanlarda, birkag alt tiirle ortak 6zellikler paylasan fakat
farkli degiskenlerde igeren varyantlar tanimlanmistir. Bu varyantlar mevcut alt tiirlerle ortak
ozellikler tasimasindan dolayr mevcut siniflandirma icerisine dahil edilmistir. Ornegin

birkag tip, tip I-C varyant1 ve tiiretilmis bir tip I-F varyanti bulunmaktadir.

Ek olarak, bagimsiz (cas1-cas2 gen cifti ile iliskili olmayan) efektér komplekslerinin sayisi
ve cesitliligi de artmaktadir. Bu "solo" efektdr kompleksleri genellikle plazmitlerde bulunur
veya transpozisyon i¢in gerekli olan bir DNA baglayici protein olan TniQ / TnsD gibi
transpozonlarla ilgili genlerle iliskilidir. Bu tiir vakalarin ¢ogu I-F alt tipinin ve bazilari ise

I-C alt tipinin tiirevleridir. [95]

Cas proteinleri crRNA biyogenezinden ve istilac niikleik asitlerin taninmas1 ve yikimidan
sorumlu oldugundan her CRISPR tipinin molekiiler mekanizmas1 6zgiinliik gostermektedir
[86].

Tip I sistemlerinde olgun crRNA’lar1 iiretmek {izere pre crRNA’larin tekrarli sekanslarinin

endoriboniikleolitik kesimi cas 6 niikleaz ailesine dayanmaktadir. Tip I sisteminde olusan
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cRNA molekiilii cascade ve cas 3 proteinleri ile birleserek yabanci DNA’y1 kesmektedir
[95] .

2.12.2. Tip Il CRISPR-cas sistemi

Tip Il CRISPR-cas sistemi Tip I ve Tip III’iin aksine sadece bakterilerde bulunmaktadir [48].
Tip | CRISPR-cas sisteminde oldugu gibi, Tip II’de deCasl ve Cas2 proteinleri bulunur ve
adaptasyonda rol oynar. Tip Il CRISPR-Cas sistemleri isaret geni, Cas9 ve bazen dordiincii
proteini (Csn2 veya Cas4) kodlar. Cas 9, efektdr komplekslerinin tiim fonksiyonlarmi ve

hedef DNA’nin kesilmesi ve crRNA'nin olgunlasmasi i¢in gerekli olan proteini kodlar.

Tip II sistemler “HNH” sistemleri olarak da bilinir. Casl, Cas2 ve Cas9 proteinlerini
kodlayan genlere ek olarak, tip II lokuslarinin biiyiik gogunlugu tracrRNA (trans aktive edici
CRISPR RNA) i¢in bir veya iki geni kapsar. Bu sistemler pre-crRNA'nin islenmesi igin
CRISPR-cas lokusunda kodlanmayan hiicresel RNase III ve tractrRNA'y1 kullanirlar. Biiyiik
Cas9 proteini (~ 800-1.400 amino asit), iki niikleaz domaini, yani proteinin ortasinda
bulunan RuvC benzeri niikleaz (RNase H katlanmasi) ve HNH (McrA benzeri) niikleaz

domainini igerir. Her iki niikleaz da hedef DNA’nin parcalanmasi igin gereklidir.

CRISPR-cas mekanizmalar igerisinde en ¢ok calisilan sistem tip II sistemidir. Son yapilan
caligmalarda cas 9’un kristal yapis1 ¢oziilmiistiir. Bu yapiya gore cas 9 yapay bir tek kilavuz

RNA (sgRNA) ve bir hedef DNA icermektedir.

Tip 1l sistemleri Tip Il A, Tip II B, Tip II C olmak iizere 3 alt tipte siniflandirilir. Tip II-A
sistemleri, bu alt tip icin bir isaret geni olarak kabul edilen csn2 olarak bilinen ek bir geni
kapsar. Csn2 proteinin aralik dizi entegrasyonunda tam olarak belirlenemeyen bir roli
oldugu diisiiniilmektedir. Csn2 proteinleri, dogrusal ¢ift sarmalli DNA'y1 merkezi delikten
baglayan homotetramerik halkalar olusturur. Bu proteinin, ATP-baglanma bdlgesinin
inaktive edilmis goriindiigii yiiksek tlirevli bir P-loop ATPase katini benimsedigi
gosterilmistir. Csn 2°nin yapisal ve biyokimyasal karakterizasyonunun tanimlandigi ¢ok

cesitli alt tipleri tanimlanmustir.

Tip 11-B sistemleri csn 2 gen bolgesini bulundurmazlar fakat Tip I-A ‘dan Tip I-D’ye kadar

olan alttiplerle iliskili olan Cas 4 familyasina ait dordiincii bir gene sahiptir. Cas4 proteinleri
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PD-EDxK niikleaz ailesindendir ve 5'-tek iplikli DNA eksoniikleaz aktivitesine sahiptir
Cas4 proteinlerinin CRISPR-Cas sistemlerindeki gergek rolii hala bilinmemektedir.

Son zamanlarda onerilen tip II-C CRISPR-Cas sistemleri sadece li¢ protein kodlayan gen

icerir (casl, cas2 ve cas9) ve bakteri genlerinde yaygindir [95]

Yapilan c¢alismalarda cas9’un yabanci DNA’larin parcalanmasindan sorumlu oldugu
anlasilmistir. Bu sayede TipIll CRISPR-cas sistemleri gen diizenlemede kullanilabilir hale
gelmistir. Son zamanlarda, tip II sistemleri, biiyiik bir biyoteknolojik potansiyeli olan giiclii

bir genom diizenleme ve miihendislik araci olarak gelistirilmistir.

2.12.3. Tip 111 CRISPR-cas sistemi

Tip | CRISPR- cas sisteminde oldugu gibi Tip I1I’de hem bakterilerde hem de arkelerde

bulunabilir [69]. Tip III sistemlerinin tiimii, cas 10 igerirler.

Casl0, tip III sistemlerinin efektér komplekslerinin biiyiik alt birimidir. Her tip III lokusu
ayrica kiigiik alt {inite i¢in bir gen, bir Cas5 grubu RAMP proteini i¢in bir gen ve Cas7
grubunun RAMP proteinleri i¢in genellikle birkag gen gibi efektor komplekslerinin diger alt

birimlerini kodlar.

Tip 11l CRISPR-Cas sistemleri genellikle casl ve cas2 genlerini kodlamaz, ancak tip | veya
tip II sistemlerle iliskili CRISPR dizilerinden iiretilen crRNA'lar1 kullanir. Bununla birlikte,
tip [ ve tip II sistemlerin bulunmadig: bir¢ok genomda, casl, cas2 ve cas6 genleri, buna gore

tamamen islevsel oldugu tahmin edilen bir tip III sisteme baglanir.

Tip HI’iin Tip II-A ve Tip I1I-B olmak iizere iki alt tip vardir. Bunlar csm2 ve cmr5 gibi

farkli genlerin varligi ile ayirt edilebilirler.

I1I-A alt tipi tiri genellikle casl, cas2 ve cas6'ya sahiptir ve DNA'y1 hedefledigi
gosterilmistir, halbuki 111-B sistemlerinin ¢ogu bu genlerden yoksundur ve bu nedenle ayni

genomda bulunan diger CRISPR-Cas sistemlerine baglidir.

I11-B tipi CRISPR-Cas sistemlerinin RNA'y1 hedef aldigi gosterilmistir. Tip III CRISPR-Cas



31

sistemlerinin bilesimi ve organizasyonu, tip I sistemlere kiyasla ¢ok daha cesitlidir.
Cesitlilik, gen kopyalar1 ve silmeleri, alan girisleri ve flizyonlar1 ve muhtemelen efektor
komplekslerinde veya iligkili bagisiklikta yer alan ilave, zayif sekilde karakterize edilmis
alanlarin varligi ile saglanir. 111-B tipi varyantin ayirt edici 6zelligi, Cas10'un palm / siklaz
domaininin goriiniirde etkisiz hale gelmesidir; oysa, III-A tipi varyantlar, tipik olarak HD
bolgesinden yoksun bir Casl0 genini kapsar. Her iki tip III varyant1 tipik olarak diger
CRISPR-Cas sistemleri ile birlikte bir genomda bulunur [95].

A Tipl B Tipll C Tip 111

pre-crRNA pre-crRNA
A A A A

«<—-

__9 mat-crRNA
9
PAM

v
g
v

mat-crRNA

LU
Cmr/Cas10,

1-A -8
DNA Hedefi RNA Hedefi

Sekil 2.11. Tiplerine gore CRISPR-cas mekanizmalari [94]

2.12.4. Tip IV CRISPR-cas sistemleri

Bazi1 bakteriyel genomlarda bulunmasina ragmen, genellikle plazmidlerde bulunan Tip IV
CRISPR-Cas sistemleri, Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270'deki CRISPR-Cas
lokusu ile tanimlanabilmektedir. Tip I1I-A‘da oldugu gibi Tip IV CRISPR-cas sistemleri de
cas 1 ve cas 2 icermez ve genellikle aralik genleri ile iliskili degildir. Ayrica, aralik bolgeleri
bulundurmamasina ragmen bir ¢ok bakteride bulunan tek CRISPR-Cas sistemidir. Tip 1V
sistemleri, biiyiik bir alt birim (csfl), Cas5 (csf3) ve Cas7 (csf2) gruplarmin RAMP

proteinlerini (repeat-associated mysterious proteins, RNA tanima motifi (RRM) alanini
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iceren proteinlerin iist ailesi) igeren iki genden olusur. Baz1 durumlarda, kii¢iik altbirim i¢in
de bir gen bulundurabilir. Csf 1 geni Tip IV CRISPR-cas i¢in isaretgeni olarak
diistiniilebilir.

Tip IV sistemlerinin 2 farkli alt tipi vardir. Bunlardan biri bir DinG familyasi helikaz csf4'i
icerirken, ikinci alt tip DinG'den yoksundur, ancak tipik olarak kiigiik bir alfa heliks proteini,

muhtemelen kiiciik bir alt birim i¢in bir gen igerir.

Tip IV CRISPR-Cas sistemlerinde, CRISPR bolgesine aralik bolgeleri dahil edilmeden,
dogrudanyabanci RNA’dan crRNAlar tiretilir [94].

2.12.5. CRISPR-cas tiplerinin mekanizmalarimin karsilastirilmasi

CRISPR-cas tipleri, bagisiklik saglamada ortak bir islevi paylasmalarina ragmen, CRISPR-
Cas sistemleri, 6zellikle crRNA biyojenezi ve interferans i¢in olagandis1 mekanik ¢esitlilik
gosterir [86]. Ornegin, hem Tip I hem de Tip III sistemlerinde Cas6 niikleaz ailesi kiigiik
olgun crRNA'larin  olusturulmasinda pre-crRNA'min  tekrar  dizileri igerisinde
endoriboniikleolitik kesimi gergeklestirir. Tip II CRISPR-Cas sistemlerinde pre-crRNA
transkriptlerinin iglenmesi, kiiciik bir transaktive edici bir crRNA (tracrRNA) ile pre-
crRNA'nin tekrar segmenti arasindaki baz eslesmesini ve ardindan endojen bir RNaselll’lin
tekrarlanan bolgedeki kesimidir [77-78, 91-92]. Ayn1 zamanda CRISPR bagigiklignin

interferans mekanizmalar1 arasinda da farkliliklar bulunur.

Tip I sistemlerinde; tamamlayict DNA hedef dizilerine baglanma ve ipliklerin a¢ilmasi ve
DNA’nin kesimini gerceklestiren trans-aktive edici niikleaz-helikasin toplanma islemi olan
antiviral savunmada (cascade), olgun crRNA, CRISPR iliskili kompleksi olusturmak iizere
cok sayida Cas proteinleri ile birlesir. . Benzer sekilde, Tip III sistemleri, akraba crRNA'larin
hedefDNA veya RNA'ya yonlendirdigi Csm (III-A) ve Cmr (111-B) kompleksleri olarak
bilinen biiyiik ¢okluprotein topluluklarini kullanir.. Aksine, Tip II sistemleri, bir ctRNA ve
bir tracrRNA'dan olusan dogal bir ¢ift RNA heterodupleksinin yonlendirdigi DNA
hedeflenmesi ve pargalanmasinda Cas9 kullanir. ikili crRNA: tracrRNA, baglayici sekans
ile crRNAin 3'ucu ile tracrRNA'min 5' ucuna bagladiginda kimerik kilavuz RNA olusur
. RNA'daki 20-niikleotidlik kilavuz dizisi hedef DNA dizisi ile birlesir ve bu dizinin
parcalanmasi i¢in Cas9 yonlendirilir [78, 91].
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Homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) veya homoloji yonelimli onarim (HDR) ile tamir
edilebilen oOkaryotik hiicrelerin genomlarinda bolgeye ozgii ¢ift sarmalli (ds) DNA
kiriklarinin olusturulmasinda Cas9 ve tek kilavuzlu RNA'lar kullanilmistir, boylece yere
0zgii ve kalic1 genom degisiklikleri olusur. Kilavuz RNA’daki DNA hedefine baglanma
dizisi degistirilererek, Cas9, bir PAM motifine bitigik bir hedef DNA bolgelerinden herhangi
birini hedeflemesi veya kesmesi i¢in programlanabilir. Bu iki bilesenli CRISPR-Cas9
sistemi aragtirmacilara ¢ok c¢esitli organizmalarda genomun diizeltilmesi ve gen

diizenlenmesinde basit, ama etkili biryontem saglar. [91].
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Cizelge 2.4. CRISPR-cas ¢esitlerinin karsilastirilmasi [92]

CRISPR- | Cas 1 imza geni Yorum
cas monofiletik
Alttipleri
Tipl A | Hayir Casl ve Cas2’nin yam sira Cas3 geni de
Cas8a2, bulundurur. Cas3, genellikle, HD niikleaz
Csab domain (3’) ve helikaz domenine(3”’)
boliiniir. Bunun yaninda kiiciik alt birim Csa5
icin genellikle ayr1 bir gen bulunur. Casl-
Cas2-Cas4 modiillerine sahip hibrit sistemler
ve bir Cascade modiilii bulundurur.
Tipl B | Hayir Genellikle Cas3 geni boliinmez
Cas8b
Tipl C Hayir Bu sistemler genellikle bir cas6 genine sahip
Cas8c degildir. Cas5 katalitik olarak aktiftir ve Cas6
fonksiyonunu degistirir.
Tipl D | Hayir HD alani, Cas3 ile degil, biiyiik alt birim ile
Cas10d iligkilidir.
Tipl E Evet Csel, Cse2 Cas4 geni bu sistemle iliskili degildir.
Tipl F Evet Csyl, Csy2 Cas4 geni bu sistemle iliskili degildir ve cas2
Csy3,Cas6f cas3'e baglanmistir. Kiiciik alt birim igin
ayrica bir gen bolgesi yoktur ya eksiktir yada
biiyiik alt birim ile kaynasmustir.
Tipll A | Evet Csn2 . En az bes ayr1 Csn2 ailesi bulunmaktadir.
Tipll B | Evet Cas9 (Csx12 alt aile) Casl 2 9a ek olarak cas4 igeren dort gen
bulundurur.
Tipll C | Hayir I1-C operonunda sadece ii¢ gen bulunur -
N/A casl_2 9.
Tip 11 Hayir Csm?2 (kiigiik alt birim) Csm modiilii olarak da bilinir ve Cas10 igerir.
A
Tip Il B | Hayir Cmr5 (kiiciik alt birim) Cmr (veya RAMP) modiilii olarak da bilinir ve

Casl0 igerir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Polimeraz zincir reaksiyonu soliisyonlar1

10X PZR tamponu

25 mM MgCl2,

25’er mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi
5 U/uL Taq DNA Polimeraz

Tiim soliisyonlar -160C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

Primerler

Enterokok izolatlarinda virulans faktorleri ve CRISPR lokuslarinin = varliginin
degerlendirilmesinde 11 primer ¢ifti kullanilmistir.

Primer dizileri agsagidaki gibidir.

Cizelge 3.1. Virulans faktorlerini kodlayan genlerin PZR belirlenmesinde kullanilan

primerler
Gen Primer Dizileri (5°—3”) Amplikon
buytkligi
(be)
esp F-AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 510 bg
R-AATTGATTCTTTAGCATCTGG
hyl F-ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 276 bg
R-GACTGACGTCCAAGTTTCCAA
cob F-AACATTCAGCAAACAAAGC 1405 bg
R-TTGTCATAAAGAGTGGTCAT
gelE F- AATTGCTTTACACGGAACGG 547 bg
R- AGCCATGGTTTCTGGTTGTC
SprE F- CTTGTCTGCAAATGCAGAAG 660 bg
R-CGCCATTGGAATGAACACCA
fsrB F- GTTTGTCCCATCCATTGTCC 346 bg
R- TTTATTGGTATGCGCCACAA
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Cizelge 3.1. (devam) Virulans faktorlerini kodlayan genlerin PZR belirlenmesinde
kullanilan primerler

CTC
R-CTG TTT TGT TCA CCG TTG
GAT

Gen Primer Dizileri (5°—37) Amplikon blytkligi
(be)
CRISPR1-cas F-GCGATGTTAGCTGATACAAC |315bg
R-CGAATATGCCTGTGGTGAAA
CRISPR1-cas csnl F-CAG AAG ACTATC AGT TGG 783-bg
TG
R-CCT TCT AAA TCT TCT TCA
TAG
CRISPR2 F-CTGGCTCGCTGTTACAGCT Degisken
R-
GCCAATGTTACAATATCAAACA
CRISPR3-cas F- 224 bg
GATCACTAGGTTCAGTTATTTC
R-
CATCGATTCATTATTCCTCCAA
CRISPR3-cas csnl F-GCT GAATCT GTG AAG TTA | 258-b¢

3.1.1. Tris- borik asit- EDTA (TBE) tamponu

10XTBE tamponunu hazirlamsinda kullanilan malzemeler:

108 g Tris base [tris (hydroksi metil) aminometan] (Merck)

55 g Borik asid (Merck)

7.5 g EDTA, disodyum tuzu (Merck)

Deiyonize su

10XTBE tamponunun hazirlanisi

Tris, borik asit ve EDTA 800 ml deiyonize suda ¢6ziildii. Solusyonun pH’s1 8.3’e

ayarlandi. 10X tamponu oda sicakliginda saklandi.

1XTBE hazirlanisi

10 ml. 10XTBE stok solusyonu 1 L deiyonize su ile dilue edilerek hazirlandu.

% 2’lik agaroz jel hazirlanisi

2 gr agaroz ve 100 ml 1XTBE tamponu i¢eren karisim mikro dalga firinda eritildi. Agaroz

uygun sicakliga gelince 10 pl etidyum bromiir eklendi ve jel kalibina dokiildii.
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3.2. Yontem

3.2. 1. Enterokok izolatlar:

Bu ¢alismada Ocak 2019-Mayis 2019 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Hastanesinde
cesitli kliniklerden gonderilen 130 klinik enterokok susu (14 kan, 79 idrar, 17 yara, 5 periton
stvist, 2 diren, 1 BOS, 12 diger) toplanmistir. Tiim suslar VITEK 2 (bioMerieux, Fransa)
identifikasyon yontemi ile tiir diizeyinde tanimlanmstir. Izole edilen suslarmn antibiyotik
duyarliliklar1 The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) standartlarina uygun
olarak belirlenmistir [ 97].

3.2.2. DNA izolasyonu

DNA kati besi yerinden alinan bakteri kolonilerinin 1000 pl distile su ile karigtirilarak 10
dk 950C’de kaynatilmasiyla elde edildi. DNA 6rnekleri -16 °C ‘de muhafaza edildi.

3.2.3. Viriilans faktorleri polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmesi
Esp ve hyl virulans faktorleri multipleks PZR (mPZR) yontemi ile diger viriilans faktorleri
monopleks PZR ile ¢ogaltildi. PZR uygulamalarinda negatif kontrol ve pozitif kontrol (E.

faecalis ATCC 29212) kullanildi. PZR reaksiyonu asagida belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Esp ve hyl multipleks PZR karigimi

10X tampon 2,5 ul

MgCl, 2,5 ul

Primer esp + hyl 0,25 ul + 0,25 ul =0,5 pul
dNTP 0,2 ul

Tagq DNA polimeraz | 0,25 ul

Distile Su 19,05 pul

Toplam Hacim 25 ul

Esp ve hyl multipleks PZR karisim1 yukaridaki ¢izelgede gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Cob, gelE, fsrB, sprE PZR karigimi

10X tampon 5ul
MgCl, 5ul
Primer 0,5 ul
dNTP 0,2 ul
Tagq DNA polimeraz | 0,25 ul
Distile Su 39,05 ul
Toplam Hacim 50 pl

Viriilans faktorleri ayn1 PZR programi ile ¢ogaltilmistir. Viriilans faktorlerinin PZR

programi asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Viriilans faktorleri PZR programi [57]

Basamak Siire Sicaklik

On denatiirasyon | 5 dk 95°C

Denatiirasyon 50 sn 95°C

Baglanma 50 sn 54°C 30 dongii
Uzama 1dk 68°C

Son Uzama 10 dk 72°C

3.2.4. CRISPR-cas (CRISPR1-cas, CRISPR2-cas ve CRISPR3-cas) ve PZR

CRISPR lokuslarinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karigimi agagida verilmistir.

Cizelge 3.5. CRISPR-cas lokus PZR karigimi

10X tampon 5ul
MqgCl; 5ul
Primer 0,5 ul
dNTP 0,2 ul
Tagq DNA polimeraz | 0,25 ul
Distile Su 39,05 pul
Toplam hacim 50 pl
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CRISPR-cas lokus PZR programi asagida verilmistir.

Cizelge 3.6. CRISPR-cas lokus PZR programi

Basamak Siire Sicaklik

On denatiirasyon | 2dk 94 °C

Denatiirasyon 1dk 94 °C

Baglanma 1dk 51°C 30 dongi
Uzama 1dk 72 °C

Son Uzama 10dk 72 °C

CRISPR-cas lokus PZR reaksiyonunda bir pozitif (E. faecalis 29212) ve negatif kontrol
(DNA eklenmemis) kullanilmistir [98].

3.2.5. Amplifiye iiriinlerin agaroz jel elektroforezinde degerlendirilmesi

% 2’lik agaroz jele 10 pl amplifiye lirtin ve 100 b¢ DNA belirteci brom fenol mavisi ile
karigtirilarak yiiklendi.

Virulans faktorleri ve CRISPR-cas lokuslarmin beklenen amplifiye iirlinlerinin
biiytikliiklerine gore 100 bg¢’lik DNA belirteci (Bioron GmbH, Germany) yardimiyla
virulans faktorleri ve CRISPR-cas gen/lokuslarinin varligi belirlendi. Jel elektroforezi ~2

saatte tamamlandi ve jel goriintiileri Kodak GelLogic 200 kamerasi ile kaydedildi.
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Cizelge 3.7. Virulans faktorleri ve CRISPR lokus bant biiyiikliikleri [57, 60, 98]

Gen Amplikon biyiikligii (bg)
esp 510 bg
hyl 276 be
cob 1405 be
gelE 547 bg
SprkE 660 bg
fsrB 346 bg
CRISPR1-cas 315 bg
CRISPR1-cas-csnl 783 be
CRISPR2 Degisken
CRISPR3-cas 224 bg
CRISPR3-cas-csnl 258 be

Viriillans faktorleri ve CRISPR-cas lokuslarinin tespit edilmesinde yararlanilan bant

biiytikliikleri yukaridaki ¢izelgede verilmistir.

130 enterokok izolatinin virulans faktorleri ve CRISPR-cas lokus/genlerinin agoroz jel

elektroforez goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 3.1. esp-hyl agaroz jel goriintiisii: (1) esp-hyl pozitif kontrol, (2,4,5,7) esp gen bolgesi
bakimindan pozitif 6rnekler, (3,6) negatif 6rnekler.
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Sekil 3.2. cob agaroz jel goriintiisii: (1) negatif kontrol, (2) cob gen bdlgesi bakimindan
negatif ornek, (3) cob gen bolgesi bakimindan pozitif 6rnek, (5) pozitif kontrol.

Sekil 3.3. gel E agaroz jel goriintiisii: (1) negatif kontrol, (2) pozitif kontrol, (3,4,7,8) gel E
gen bolgesi bakimindan pozitif 6rnek, (6) gel E gen bolgesi bakimindan negative
ornek.

Sekil 3.4. spr E agaroz jel goriintiisii: (1) negatif kontrol, (2) pozitif kontrol, (3,6,7,8) spr E
gen bolgesi bakimindan pozitif 6rnek, (4) spr E gen bélgesi bakimindan negative
ornek.
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Sekil 3.5. fsr B agaroz jel goriintiisii: (1) negatif kontrol, (2) pozitif kontrol, (3,6) fsr B gen
bolgesi bakimindan pozitif 6rnek, (4,7,8) fsr B gen bolgesi bakimindan negative
ornek.

Sekil 3.6. CRISPR1-cas csn 1 agaroz jel goriintiisii: (1) pozitif kontrol, (2) CRISPR 1-cas-
csnl gen bolgesi bakimindan pozitif 6rnek, (3) negatif kontrol.

Sekil 3.7. CRISPR 1-cas lokuslarinin korunmus gen bolgeleri agaroz jel goriintiisii: (1)
pozitif kontrol, (2) negatif kontrol, (3,4,6,7,8) CRISPR 1-cas korunmus gen
bolgesi bakimindan pozitif 6rnek.
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Sekil 3.8. CRISPR 2 agaroz jel goriintiisii: (1) pozitif kontrol, (2) negatif kontrol, (3)
CRISPR2 gen bolgesi bakimindan negatif 6rnek, (4) CRISPR 2 gen bolgesi
bakimindan pozitif 6rnek

Sekil 3.9. CRISPR 3-csn 1 agaroz jel goriintiisii: (1) pozitif kontrol, (2) negatif kontrol, (3,4)
CRISPR 3-cas-csnl gen bdlgesi bakimindan negatif drnek.

Sekil 3.10. CRISPR 3-cas lokuslarinin korunmus gen bolgeleri agaroz jel goriintiisii: (1)
pozitif kontrol, (2) negatif kontrol, (3)CRISPR3-cas korunmus gen bolgesi
bakimindan pozitif 6rnek, (4) CRISPR 3-cas korunmus gen bolgesi bakimindan
negatif ornek
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma farkli kokenli enterokok izolatlarinda tanimlanan viriilans faktorlerinin ve
CRISPR lokuslarinin dagilimmin degerlendirilmesinde epidemiyolojik bir yaklasim
kullanildi. Bu strateji, CRISPR lokuslar1 ve viriilans faktorlerinin nadir veya yaygin olup

olmadigini ve ne tiir izolatlarda mevcut oldugunu belirledi.

Ocak 2019- May1s 2019 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
cesitli kliniklerden gelen 130 vankomisin duyarli enterokok toplandi. 130 drnekten 85’inde

E. faecalis ve 45’inde E. faecium susu izole edildi.

Enterekok tiirlerinin dagilimi (%)

E. faecium
34%

E. faecalis
66%

¥ E. faecalis ~ E. faecium

Sekil 4.1. Enterokok suslarinin tiir diizeyinde dagilim

Bu 6rneklerin 79 idrar, 16 yara, 2 safra, 1 pily, 5 plevra sivisi, 5 periton sivisi, 2 kateter ucu,

14 kan (kateter i¢i kan), 1 doku, 2 diren, 1 BOS ve 1 abse kiiltiiriinden izole edilmistir.
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Diger
Plevra  go
Periton49,

4%
Kan 2
11% 4

idrar ®mYara ®Kan ® Periton Plevra Diger

Sekil 4.2. Klinik enterokok orneklerinin material gesitine gore dagilimi

Klinik enterokok ornekleri 4 yeni dogan, 24 iiroloji, 1 ortopedi, 1 onkoloji, 7 ndroloji, 8
nefroloji, 4 medikal onkoloji, 1 koroner, 3 kardiyoloji, 4 kalp damar hastaliklari, 3 kadin
hastaliklari, 1 hematoloji, 4 gogiis hastaliklari, 2 geriatri, 10 genel cerrahi, 3 gastroenteroloji,
8 acil, 3 enfeksiyon hastaliklari, 3 endokrinoloji, 1 dermatoloji, 12 dahiliye, 18 cocuk
hastaliklar1, 1 ¢ocuk acil, 3 anestezi ve reaminasyon, 1 beyin ve sinir cerrahi kliniginden

temin edildi.

Izolatlarin kliniklere gére dagilimi gizelge 4.1 °de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Ocak 2019- Mayis 2019 tarihleri arasinda toplanan izolatlarin kliniklere gore

dagilimi

Klinik Ad1
Enterokok tiirli Sayisi
Erigkin Acil

E. faecalis 7

E. faecium 1
Anestezi ve Reaminasyon Yogun Bakim

E. faecalis 1

E. faecium 2
Beyin ve Sinir Cerrahisi

E. faecalis 0

E. faecium 1
Cocuk Gastroenteroloji

E. faecalis 1
Cocuk Acil

E. faecium 1
Cocuk Cerrahisi

E. faecalis 3

E. faecium 2
Cocuk Enfeksiyon

E. faecalis 1
Cocuk Hastaliklar1 Klinigi

E. faecalis 5

E. faecium 2
Cocuk Hematoloji

E. faecium 1
Cocuk Metabolizma

E. faecalis 1
Cocuk Nefroloji

E. faecalis 4

E. faecium 1
Cocuk Yogun Bakim

E. faecalis 1
Dahiliye

E. faecalis 5

E. faecium 7
Dermatoloji

E. faecalis 1
Endokrinoloji

E. faecalis 2

E. faecium 1
Enfeksiyon

E. faecalis 3
Genel Cerrahi

E. faecalis 3

E. faecium 6
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Cizelge 4.1. (devam) Ocak 2019- Mayis 2019 tarihleri arasinda toplanan izolatlarin
kliniklere gore dagilimi

Klinik Ad1
Enterokok tiirii Sayist
Gastroenteroloji

E. faecalis 1

E. faecium 2
Geriatri

E. faecalis 1

E. faecium 1
Gogiis Hataliklari

E. faecalis 2

E. faecium 2
Hematoloji

E. faecalis 1
Kadin Hastaliklar1

E. faecalis 2

E. faecium 1
Kalp Damar Hastaliklart

E. faecalis 3

E. faecium 1
Kardiyoloji

E. faecalis 2

E. faecium 1
Kroner yogun bakim

E. faecalis 1
Medikal Onkoloji

E. faecalis 1

E. faecium 3
Nefroloji

E. faecalis 6

E. faecium 2
Noroloji

E. faecalis 3
Onkoloji

E. faecalis 1
Ortopedi

E. faecalis 1
Uroloji

E. faecalis 22

E. faecium 2

Yeni Dogan
E. faecalis 3

E. faecium 1

Genel Toplam 130

Izolatlarin kliniklere gére dagilimi yukaridaki gizelgede verilmistir.
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E. faecalis M E. faecium

3

Periton S.

Sekil 4.3. Klinik materyale gore enterokok tiirlerinin dagilimi

130 izolatta esp, hyl, cob, gelE, sprE ve fsrB virulans faktorlerinin varligr tespit edildi. 68
esp, 33 hyl, 64 cob, 65 gelE, 65 sprE ve 24 fsrB varligi tespit edildi. E. faecalis izolatlarinin
% 55.3 esp, % 5.9 hyl, % 74,1 cob, % 75,3 gelE, % 74,1 sprkE ve %. 28,2 fsrB varlig1 tespit
edildi. E. faecium izolatlarinin % 47.7 esp, % 63.6 hyl, % 2,3 cob, % 2,3 gelE ve % 4,5 sprE
varligr gozlendi. Klinik materyal gesitine gore, viriilans faktorlerinin dagilimi ¢izelge 4.2°de

verildi.
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Cizelge 4.2. Klinik materyal ¢esitine gore viriilans faktorlerinin dagilimi

Klinik materyal Ornek

sayisi esp hyl cob gelE SprE fsrB
Kan
E. faecalis 6 4 1 4 6 6 2
E. faecium 8 4 4 1 0 1 0
Toplam 14 8 5 5 6 7 2
Idrar
E. faecalis 61 34 2 47 45 45 17
E. faecium 18 11 14 0 1 0 0
Toplam 79 45 16 47 46 45 17
Yara
E. faecalis 11 5 2 7 7 7 3
E. faecium 6 2 2 0 0 0 0
Toplam 17 7 4 7 7 7 3
Periton S.
E. faecalis 1 0 0 1 0 0 0
E. faecium 3 0 1 0 0 1 0
Toplam 5 0 1 1 0 1 0
Plevra S.
E. faecium 5 3 4 0 0 0 0
Toplam 5 3 4 0 0 0 0
Abse K.
E. faecalis 1 1 0 1 1 0 0
Toplam 1 1 0 1 1 0 0
BOS
E. faecalis 1 0 0 0 1 1 1
Toplam 1 0 0 0 1 1 1
Diren
E. faecium 2 0 1 0 0 0 0
Toplam 2 0 1 0 0 0 0
Doku
E. faecalis 1 1 0 1 1 1 1
Toplam 1 1 0 1 1 1 1
Katater ucu
E. faecalis 2 2 0 2 2 2 1
Toplam 2 2 0 2 2 2 1
Puy
E. faecalis 1 0 0 0 1 1 0
Toplam 1 0 0 0 1 1 0
Safra
E. faecium 2 1 2 0 0 0 0
Toplam 2 1 2 0 0 0 0
Toplam 130 68 33 64 65 65 24

Klinik materyal ¢esitine gore viriilans faktorlerinin dagilimi ¢gizelge 4.2°de verilmistir.
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Klinik enterokok tiirlerinde
viriilans faktorlerinin dagilimi(%)

E.faecalis E. faecium

mesp mhyl mcob mgelE msprE wmfsrB

Sekil 4.4. Klinik enterokok tiirlerine gore viriilans faktorlerinin dagilimi (%)

Enterokok tiirlerinde CRISPR-iligkili (cas) genlerinin dagilimi CRISPR1-cas csnl,
CRISPR3-cas csnl genlerinin varligina gore arastirildi. Paralel olarak, CRISPR1-cas ve
CRISPR3-cas lokuslarmimn yoklugu EF0672-0673 and EF1760-1759 baglant1 bolgelerinin
(junction) saptanmastyla belirlendi. CRISPR2 lokusu korunmus pozisyonu hedefleyen

primerler tarafindan tespit edildi.

CRISPR2 en yiiksek frekansli CRISPR elementi olarak belirlendi. Incelenen 130 klinik
enterokok izolatinin 8’inde CRISPR1-cas, 73’tinde CRISPR2 ve sadece 1 izolatta CRISPR

3-cas varlig1 tespit edildi.

85 E. faecalis tiiriinde 8 izolatta CRISPR1-cas, 69 izolatta CRISPR 2 ve 1 izolatta CRISPR
3-cas gen bolgesi goriildii. E. faecium’da ise sadece 4 izolatta CRISPR 2 lokusu gézlendi.
Klinik material ¢esidine gére CRISPR lokuslarinin dagilimi ¢izelge 4.3’de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. CRISPR-cas sistemlerinin klinik materyallere gére dagilimi

Klinik materyal Ornek sayis1 CRISPR1-cas CRISPR2 CRISPR3-cas
Kan

E. faecalis 6 1 5 0
E. faecium 8 0 2 0
Toplam 14 1 7 0
I[drar
E. faecalis 61 5 50 0
E. faecium 18 0 1 0
Toplam 79 5 51 0
Yara
E. faecalis 11 0 10 0
E. faecium 6 0 1 0
Toplam 17 0 11 0
Periton S.
E. faecalis 1 0 0 0
E. faecium 3 0 0 0
Toplam 5 0 0 0
Plevra S.
E. faecium 5 0 0 0
Toplam 5 0 0 0
Abse K.
E. faecalis 1 0 1 0
Toplam 1 0 1 0
BOS
E. faecalis 1 0 0 1
Toplam 1 0 0 1
Diren
E. faecium 2 0 0 0
Toplam 2 0 0 0
Doku
E. faecalis 1 1 1 0
Toplam 1 1 1 0
Katater ucu
E. faecalis 2 1 2 0
Toplam 2 1 2 0
Puy
E. faecalis 1 0 0 0
Toplam 1 0 0 0
Safra
E. faecium 2 0 0 0
Toplam 2 0 0 0

Toplam 130 8 73 1
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Enterococcus faecalis izolatlarinin %9,4’iinde CRISPR1-cas, %81,1’inde CRISPR2,
%1,2’sinde CRISPR3-cas varlig1 gozlendi. Enterococcus faecium’da ise CRISPR 1-cas ve
CRISPR3-cas lokuslar1 belirlenmedi, sadece %9,1 oraninda CRISPR2 lokusunun varligi
tespit edildi.

Izole edilen klinik enterokok tiirlerinin CRISPR elementlerini bulundurma yiizdeleri Sekil

4.5’te gosterilmistir.

Enterokok tiirlerinde CRISPR lokusu
bulundurma yuzdeleri

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%

20,00%
9,10%
1,20% 0% ™ 0%
0,00% : —
E. faecalis E. faecium

10,00%

¥ CRISPR1-cas * CRISPR2 ® CRISPR 3-cas

Sekil 4.5. Enterokok tiirlerinin CRISPR lokusu bulundurma yiizdeleri

Enterokok tiirleri ile esp, hyl, cob, gel E, sprE, fsrB, CRISPR 1-cas, CRISPR 2 ve CRISPR
3-cas bulundurmalari arasinda anlamli bir iliski olup olmadigini belirlemek iizere Pearson
Ki Kare analizi ile p degerleri hesapland1. p < 0,05 ise ilgili gen bolgesi ve enterokok tiirleri
arasinda anlamli bir iligki oldugunu gosterdi. Virulans gen bdlgeleri ve CRISPR

elementerinin p degerleri ¢izelge 4.4’de belirtilmistir.
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Cizelge 4.4. Enterokok tiirlerinin klinik materyallere gore viriilans genlerini ve CRISPR
sistemlerini bulundurma yiizdeleri ve p degerleri

Gen Idrar (%) Yara (%) Kan (%) Diger (%)  Toplam  p degeri

Bolgeleri (%)
B 557 455 66.7 57.1 55.3
0413
esp-FM 61.1 333 50 333 47.7
hyl-FL
33 18,2 16,7 0 5.9 A
hyl-FM 778 333 50 667 636
cob-EL 77 0 66.7 71.4 741
0,000
cob-EM 0 0 12,5 0 23
Gel-E FL 73 55 100 85 7 753
0,000
gel E FM 56 0 0 0 23
spr E FL 738 63.6 100 71.4 74.1
0,000
spr E FM 0 0 12,5 83 45
fsr B FL 279 278 333 428 28.2
0,000
fsr B FM NA NA NA NA NA
CRISPR ; ; . . .
Ce . 82% 0% 167%  28.6% 9.4 % 0.105
CRISPR . , , . ;
Lo i 0% 0% 0% 0% 0%
CRISPR 2 . ; . . .
o 817%  909%  8333%  571% 81.1% 0,000
CR'FS,\;R 2 569  167% 25 % 0% 9,1%
CRISPR
gy 0% 0% 0% 143 % 1.2 % 0.766
CRISPR . . . . .
g 0% 0% 0% 0% 0%

FL: Enterococcus faecalis, FM: Enterococcus faecium, NA: Uygulanamaz
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5. TARTISMA

Enterokoklar nazokomiyal enfeksiyonlarin en 6nemli sebeplerinden biridir. Enterokok
enfeksiyonlarinin ve 6zellikle hastanede, ¢oklu-ilaca direngli suslarin artigi, enterokoklarin

patojenezinin ayrintili bir sekilde incelenmesini gerektirmektedir.

Bu ¢alismada Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi hastanesinden toplanan 130 klinik enterokok
izolatinda esp, hyl, cob, gelE, sprE ve fsrB viriilans genleri ve CRISPR-iliskili (cas) genleri
CRISPR1-cas csnl ve CRISPR3-cas csnl genlerinin varlig1 gosterilerek belirlendi. Paralel
olarak CRISPR1-cas, CRISPR2, CRISPR3-cas lokuslarmin dagilimi tespit edildi.
Enterokoklardaki CRISPR cas gen/ lokuslari ve viriilans faktorleri arasinda anlamli bir iligki

olup olmadig: arastirildi.

Enterkoklarda patojenite olusturan faktorler heniiz kesin olarak tanimlanamamustir. Cesitli
genlerin katkis1 ile enterokok virlilansinin multifaktdriyel bir islem olabilecegi
diistiniilmektedir [59]. Plazmid ve transpozonlarin yanisira ¢cogalma ve aktarim i¢in gerekli
genler bakterilere uygun olmayan ortamlarda, hayatta kalmalarin1 saglayan gerekli
ozellikleri kazandirir [99]. Bu tiir 6zellikler arasinda antibiyotik veya agir metal direnci,
bakteriyosin aktivitesi, alisilmamis substratlarin metabolize edilmesi ve viriilans faktorleri
yer alir. Viriilans faktorleri cogunlukla konjugatif plazmidlerde bulunur. Bu belirleyiciler,
gastrointestinal sistem gibi dogal bir ortamda, suglara yatay olarak yayilma kolaylig1 saglar
ve muhtemelen adaptif ve patojenik 6zelliklerin potansiyel olarak daha az viriilan endojen
floraya yayilma hizini etkiler. Bu nedenle, dogal olarak olusan gen degisim mekanizmalar1

temel olarak viriilansin bir ifadesidir.

Enterokoklar konak¢iya tutunduktan sonra, dokuda yayilimlar: sirasinda kolonize olduklari
yerlerden besin kaynaklarimin simirli oldugu ve fagositik 16kositlerin bulundugu farkli bir
cevre ile karsilagirlar. Bu durumda, enterokoklar yeni ¢evre kosullarinda ¢ogalmalarini
saglayan genleri ve konak¢inin inflamatuvar yanitlarinin modiilasyonunda etkili faktorleri
ifade etmeye baslar. Bu faktorler enterokoklarin konakg1 hiicrelere ve hiicre dis1 matrikse
yapismasini, doku invazyonu ve immiinomodiilasyonu kolaylastirarak toksin araciligi ile

doku hasar1 olusturmalarina neden olur.
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Enterokok viriilansi, genomda bulunan patojenite adalar1 [PAI] olarak adlandirilan 6zel
bolgelerdeki viriilans kodlayict genlerce diizenlenmektedir. PAI transpozaz, transkripsiyonu
diizenleyen ve virlilansta potansiyel rolleri bilinen proteinleri kodlayan genleri bulundurur.
E. faecalis’in PAl‘s1 enterokok yilizey proteini, sitolizin ve agregasyon gibi viriilans

ozelliklerini kodlar [100].

Cesitli arastirmalar enterokok virulansinin esp, gelE, ace, ccf, cylL, cpd, agg, cob ve efaA
gibi ¢esitli virtilans faktorleriyle iliskisini gostermistir [101]. Bu galisma esp, hyl, gelE, cob,
SprE, fsrB virulans genlerinin dagilimini PZR ydntemiyle belirlemis ve enterokok tiirleri

arasinda farkliliklar oldugunu tespit etmistir.

Tartigmali viriilans belirleyicilerinden biri E. faecalis ve E. faecium'un patojenite
adalarindaki esp geninin kodladigi enterokokal yiizey proteinidir [102]. Esp, biyofilm
olusumu ve kolonizasyon potansiyelinin artisindan sorumlu olan virtilans genidir [56]. Bir
cok arastirma esp geni ile biyofilm olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin
oldugunu gostermistir [103, 104]. Hastanelerdeki bazi vankomisine direngli E. faecium
klonlarinda esp bulunma oraninin yiiksek olmasi, viriilans siirecinde esp geninin dnemli bir

rolii oldugunu diistindiirmektedir [105].

Klinik izolatlar arasinda esp’yi kodlayan genin sikligi kommensal izolatlardan daha
yiiksektir [56]. Bu bulgu, hastalik veya patogenez siirecinde enterokoklarin hastanede
hayatta kalmalarinda rolii olan patojenite adalarindaki ag¢ik okuma cercevelerinin (ORC)
kommensal tiirevli enterokoklarda bulunmamasindan kaynakli olabilecegini ifade
etmektedir [100]. Arastirmamizda 130 izolatin 68’inde (%52.3) tespit edilen esp geninin en
yaygin virulans determinanti oldugu belirlendi. Buna paralel olarak, bir¢ok calisma en
yaygin virlilans faktoriiniin esp oldugunu tespit etmistir [59,60, 106]. Shankar ve digerleri.
esp gen sikligini kan kiiltiirlerinde (% 29) ve fegesde (% 3) diisiik frekansta saptamiglardir
[56].

Bu calisma tiir diizeyinde degerlendirildiginde; E. faecalis (% 55,3) ve E. faecium’da
(%47,7) yiiksek oranda esp gen sikligr belirledi. E. faecium’da yiiksek oranda goriilen esp
siklig1 bir ¢ok aragtirma ile benzerlik gostermektedir [59, 60, 106-107]. Enterokok tiirleri ve
esp varligi arasinda anlamli bir iligki tespit edilmedi (P>0.05). Aksine, Charles Franz ve

arkadaslar E. faecium’da diisiik siklikta (% 2.1) esp varligi belirlemislerdir [106]. E. faecium
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izolatlarinda sadece esp geni belirleyen bazi ¢alismalar mevcuttur [57]. Aksine, bu ¢alisma
E. faecium tiirinde; esp geninden baska diisiik frekansta sprE, gelE, hyl ve cob viriilans

genlerinin varligini da belirlemistir.

Esp’nin o6zellikle E. faecalis susunun {iiriner sistem epiteline tutunmasi ve kalic1 olarak
kolonize olmasinda etkin bir faktor oldugu diistiniilmektedir [56]. Gridhara ve digerleri., esp
geninin idrar yolu enfeksiyonlarinda kaliciligi arttirdigini belirtmislerdir [108]. Bu
calismada da esp bulunduran izolatlarin % 66.2°si (68 Ornekte 45 tanesi) idrardan izole
edildi. Klinik E. faecium izolatlarindaki esp geninin varligi ya da yoklugu ile biyofilm
olusumu arasinda herhangi bir iligki olmadigini gosteren c¢aligmalarda bulunmaktadir

[105,109].

Sitolizin, feromon, lipoteikoik asit, jelatinaz ve hyaluronidaz gibi iriinlerin aktiviteleri
enterokoklara patojenite Ozelligi kazandirir. Hidrolitik enzimlerden olan hyaluronidaz,
jelatinaz ve serin proteazin rolleri heniiz agik¢a anlasilmamis olsa da, enterokok tiirlerinin
virtilanst ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir [110]. Hyaluronidaz ve proteaz (veya jelatinaz)
az caligilan virulans faktorlerindendir [111]. Hyaluronidaz, hiyaliironik asite etki ederek
doku hasar1 olusturur, boylece enterokoklarin konak¢1 dokusunda yayilimlarini kolaylastirir

ve bakterinin daha uzun siire hayatta kalmasina yardimei olur [112].

Bu ¢alisma enterokok tiirlerinde hyaluronidaz enzimini kodlayan hyl gen sikligin1 % 25,4
olarak tespit etti. Arastirmamizdaki hyl sikligi Streteva ve digerlerinin yaptigi arastirma
bulgulart ile uyumlu bulundu [113]. Bu arastirmada, tiir diizeyinde hyl siklig1
kiyaslandiginda; E. faecium izolatlarindaki hyl sikliginin (% 63,6), E. faecalis izolatlarinin
(% 5,9) sikligindan daha fazla oldugu belirlendi. Enterokok tiirleri ve hyl geni arasinda
anlamli bir iligki tespit edildi (p<0,001).

Enterokoklardaki jelatinaz proteini, jelatin, kollajen, kazein, hemoglobin ve diger peptidleri
hidroliz eden bir ¢inko metaloproteazdir [57, 114]. Jeletinazin insan enterokok
enfeksiyonlarindaki rolii az bilinmesine ragmen, hayvanlarda E. faecalis viriilansina katkisi
gosterilmistir [S55]. 130 klinik enterokok izolatinin %50’sinde gelE varligi gosterildi. E.
faecalis’de %75,3 ve E. faecium’da % 2,3 sikliginda gelE varlig1 tespit edildi. Enterokok
tiirleri ile gelE varligr arasinda anlamli bir iliski bulundu (P<0,001). Strateva ve digerleri E.

faecalis izolatlarinda %82.2 ve E. faecium izolatlarinda %]17.1 siklikta gelE geni tespit
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etmiglerdir [106]. Aksine, bir¢ok ¢alisma E. faecium’da gelE geni saptamamuistir [59, 55,
107,110, 115]. Bu arastirmada E. faecalis izolatlarindaki gelE gen frekansinin (%75,3) diger
caligmalardaki gen frekanslaria benzerligi gorilmistiir [57, 107, 113, 116,].

Serin proteazi kodlayan SprE geni ve gelE birlikte trankribe edilir [117]. GelE ve sprE'nin
transkripsiyonu fsr operonu (fekal streptokok regiilatorii) tarafindan kodlanan yeterli
cogunlugu algilama sisteminin (QS) biiylime fazina bagl bir sekilde diizenlenir [118]. Son
caligmalar bu lokusun ¢ok sayida genin ekspresyonundaki etkisinden dolayr 6nemli bir

kiiresel regiilator oldugunu belirlemistir [119].

Fsr operonu, fsrA, fsrB ve fsrC genlerinden olusur. FSrA geni monosistronik olarak bir yanit
regiilatoriinden ve proses enzimini kodlayan fsrB ve algilayici kinazi kodlayan fsrC ile
birlikte kopyalanir [120]. FsrB jelatinaz biyosentezini aktive eden feromon (GBAP)
peptidini agiga ¢ikarir. Bu galismada fsrB gen sikligi % 19.2 olarak tespit edildi ve fsrB geni
saptanan suslarin % 95,8’inde SprE ve gelE genlerinin birlikte bulundugu saptandi. Bu
birliktelik her iki genin fsr operonu tarafindan diizenlendigini destekler niteliktedir. Diger
bir ¢alisma E. faecalis'te fsrA, fsrB ve fsrC mutasyonlarinin % 28-32 oraninda biyofilm
olusumunu azalttigini gostermistir [121]. Fsr operonunun varlig1 12 E. faecalis endokardit
suslarinin tiimiinde belirlenirken 19 diski susunun sadece 10'nunda gosterilmistir. Bu bulgu

Fsr'nin viriilans ve hastaliktaki 6nemini gostermektedir [120].

Bakteride feromon salgilanmasini cob geni saglar ve konjugasyonu kolaylastirarak gen
aligverisi olasiligini arttirir. Bilindigi gibi direng ve viriilans genleri horizontal gen transferi
(HGT) araciligiyla yayilmaktadir. 2001°de yapilan bir calismada cinsiyet feromon
elementleri sadece E. faecalis suslarinda tanimlanmis, E. faecium suslarinda ise seks
feromonunun genotipik ifadesine rastlanmamistir [59]. Bu c¢alismada. ozellikle E.
faecalis’de yiiksek oranda (% 74,1) cob geni tespit edildi. Aksine, E. faecium izolatlarinin
sadece birinde cob geni belirlendi ve iki tiir arasinda anlamli bir iligki oldugu goriildii (p
<0,001).

Seks feromonlar1 enterokoklarin viriilansinda ve antibiyotik direncinin yayilmasinda etkili
bir faktordiir. Genomda bu faktoriin varligi, genetik materyal degisim yeteneklerinin
gostergesi olabilir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, seks feromonlarinin saglikli kisilerden daha
cok hastanede yatan hastalarin digki 6rneklerinde, siklikla bakteriyemi ve yara enfeksiyonu

olan hastalardan izole edildigini géstermistir [122].
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Lindenstrausp ve digerleri, frekansi en diisiik virlilans faktoriiniin cob oldugunu
belirlemislerdir. Aksine, bu ¢aligma cob sikligini yiiksek oranda (% 49,2) belirlemis ve en
diisiik frekansli virulans geninin fsrB (% 19,2) oldugunu saptamistir [57].

CRISPR, bakteri ve arkelerde bakteriyofajlara karsi sekansa 6zgii bir savunma mekanizmasi
kodlar ve horizontal gen transferine kars1 bir bariyer olusturur. Bir CRISPR dizisinin aralik
dizileri, CRISPR interferansinin hedeflerini belirler. Son yillarda yapilan caligsmalar,
CRISPR girisiminin bakteriyofaj enfeksiyonunu ve plazmid konjugasyonunu 6nledigini

gostermistir [69].

Bakteriler CRISPR fonksiyonunu sik olmasa da kaybedebilir, kapsiil genlerini alabilir ve
enfeksiyon olusturabilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalardan biri CRISPR girigiminin in vivo
viriilans olusumunu 6nleyebildigini diger ¢alisma ise CRISPR ve viriilans 6zelligi arasinda
bir baglant1 olmadigini bildirmigdir [123]. Bakteriyel patojenlerde viriilans veya antibiyotik
direncinin CRISPR kaybina yol acabilecegini gostermistir [112]. Aksine, viriilansda
CRISPR sisteminin kanitlanan bir etkisi bulunmadigini gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir

[57].

Bu calismada CRISPR2’nin en sik goriilen lokus (%56,2) oldugu belirlendi. E. faecalis’de
% 81,2 ve E. faecium’da %18,8 oraninda CRISPR2 lokusunun varligi goriildii ve tiirler
arasinda anlamli bir iligki tespit edildi (p<0,001). CRISPR2 lokusunda cas benzeri
fonksiyonel genlerin bulunmadig: bildirilmistir [88, 98]. CRISPR2 ve antibiyotik direng
genlerinin bir arada bulunmasi CRISPR2’de fonksiyonel cas genlerinin olmamasindan
kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir. Bu bulgu CRISPR2’nin tek basina bagisiklikta etkin

bir rol oynamadigin1 gostermistir [98].

Onceki bir calismada, E. faecalis suslarinda CRISPR1-cas ve CRISPR3-cas varliginda
farklilik ve E. faecalis suslariin tiimiinde sadece CRISPR2 lokusunun varlig1 belirlenmistir
[124]. CRISPR1-cas ve CRISPR2’nin direkt tekrar dizilerinin benzedigi gosterilmistir [125].
Cas proteinleri sentezlendikten sonra CRISPR tekrar dizileri ile etkilesime girmesi
nedeniyle, CRISPR1-cas ve CRISPR2’nin fonksiyonel olarak baglantili olabilecegi
distiniilmektedir [98, 126].
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Bu ¢alismada, CRISPR-cas genlerinin dagilimina goére; E. faecalis suglarinda CRISPR3-cas
csnl (% 1,2) varligina kiyasla daha stk CRISPR1-cas csnl varligt (% 9,4) tespit edilmistir.
Ayrica % 81,2 siklikta CRISPR2 varligi saptanmigtir. Aksine, E. faecium susunda diisiik
siklikta CRISPR2 varligi (% 9,1) belirlenmistir.

Cesitli ¢alismalar CRISPR-cas ve antibiyotik-diren¢ genleri arasinda ters yonlid bir
korelasyon oldugunu tespit etmislerdir [93]. Diger bir ¢alismada cob, sitolizin operonu ve as
varhigi ile cas genlerinin dagilimi arasinda ters bir korelasyon tespit edilmis, fakat cas genleri
ve diger viriilans 6zelliklerini kodlayan genler arasinda benzer bir iliski saptanmamugtir [57].
Cob, sitolizin operonu ve esp ayni patajonite adasinda bulunmasina ragmen esp ile cas
genlerinin dagilimi arasinda benzer bir iliski saptanmamistir. Bu durum, cob varliginin
CRISPR-cas savunma sisteminin genetik degisim yeteneginin gelismesini ve ilgili patojenite
adasmin veya bir kisminin kazanilmasini 6nleyici bir rolii oldugunu 6ne stirmektedir. Bu
caligmada cob determinant1 ve CRISPR1-cas arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir.
Bu korelasyon Lindestrausb ve ark.’nin arastirma sonuclariyla benzerlik gostermektedir

[57].

Sonug olarak cob disinda diger viriilans faktorleri ve CRISPR lokuslari arasinda anlmali bir
iliski tespit edilemedi. Cob ve CRISPR1-cas genleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu
goriildii. Enenterokok tiirleri ve 4 viriilans faktorii (hyl, cob, sprE, fsrB) arasinda anlamli bir
iliski saptandi. Bu arastirma sonuglarinin enterokoklarin sebep oldugu hastaliklarla

miicadelede fayda saglayacag diisiiniilmektedir.
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