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OZET

Cevresel bir epidemiyolojiye sahip olan Enterococcus faecium suslari, insanlarda
nozokomiyal enfeksiyonlarda ¢ok onemli bir problem olarak goriilmelerinden dolay:
probiyotik olarak Onerilebilmeleri i¢in viriilans ve direng genleri igermemeleri
gerekmektedir. Tez calismasinda Tiirkiye ve Iran’ m farkli bélgelerinde iiretilen beyaz
peynirlerden izole edilen toplam 20 Enterococcus faecium suslarimin probiyotik olarak
kullanilabilme giivenilirliginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, bakterilerin disk
difiizyon yontemiyle 10 antibiyotige duyarliliklari, jelatinaz ve sitolizin iiretim yetenekleri
ve biyofilm olusturma yetenekleri belirlenmistir. Ayrica, vankomisin direng genleri (van A
ve van B) ve viriilans faktorlere (gelE, cylA, cylB, esp, agg ve asal, efaAfm, cob, ccf, hyl)
ait genler Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile arastirilmig ve genlerin varligi sekans
analizi ile dogrulanmistir. Son olarak vankomisin diren¢ ve viriilans genlerin plazmid
aracilig ile aktarilabilme olasiligindan dolay1 bakterilerin plazmid DNA’lar1 arastirilmistir.
Bakterilerin disk difiizyon yontemiyle belirlenen antibiyotik duyarliliklart sonucunda
vankomisin, penisilin-G, ampisilin, kloramfenikol’e %100 duyarli, gentamisin ve
polimiksin B antibiyotiklerine %100 direngli oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira
tetrasiklin’e %935, eritromisin’e %61 duyarli, ofloksasin’e %81 ve rifampisin’e %52 direncli
oldugu goriilmiistiir. Fenotipik olarak suslarin higbirisinde jelatinaz, hemolitik aktiviteye
bagli B hemoliz ve biyofilm yapisi gozlenmemistir. Bakterilerde direng genlerini
bulundurma orani van A geninde %5, van B geninde %60 olarak tespit edilmistir. Viriilans
genler ise efaAfm %95, cob %85, ccf %45, gelE %40, asal %20, esp %20, hyl %10 ve agg
%5 olarak belirlenmistir. Suslarin higbirisinde cob ve ccf genlerine ve plazmid varligina
rastlanmamistir. Enterokoklarin probiyotik olarak onerilebilmeleri icin viriilans genlere
sahip olup olmadiginin belirlenmesi gerektigi kanisina varilmigstir.
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ABSTRACT

Enterococcus faecium strains, which have an environmental epidemiology, should not
contain virulence and resistance genes in order to be probiotic as they are seen as a very
important problem in human nosocomial infections. In this thesis, it is aimed to determine
the reliability of 20 Enterococcus faecium strains isolated from feta produced in different
regions where Turkey and Iran can be used as probiotics. For this purpose, the susceptibility
of bacteria to 10 antibiotics by disc diffusion method, the production capabilities of
gelatinase and cytolysin and their ability to form biofilms were determined. In addition,
vancomycin resistance genes (van A and van B) and virulence factors (gelE, cylA, cylB, esp,
agg and asal, efaAfm, cob, ccf, hyl) genes were investigated by Polymerase Chain Reaction
(PCR) and the presence of genes sequence analysis. Finally, plasmid DNAs of bacteria were
investigated due to the possibility of vancomycin resistance and virulence genes to be
transferred by plasmid. As a result of antibiotic susceptibility determined by disc diffusion
method, bacteria were found to be 100% sensitive to vancomycin, penicillin-G, ampicillin,
chloramphenicol and 100% resistant to gentamicin and polymyxin B antibiotics. In addition,
it was found to be 95% sensitive to tetracycline, 61% sensitive to erythromycin, 81%
resistant to ofloxacin and 52% resistant to rifampicin. Phenotypically, none of the strains
showed gelatinase, B hemolysis and biofilm structure due to hemolytic activity. Resistance
genes were found to be 5% in the van A gene and 60% in the van B gene bacterias. Virulence
genes were determined 95%, cob 85%, ccf 45%, gelE 40%, asal 20%, esp 20%, hyl 10%
and agg 5%. Cob and ccf genes and plasmids were not detected in any of the strains. It is
necessary to determine whether there are virulence genes for enterococci to be recommended
as probiotics. .
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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mL
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1. GIRIS

Enterokoklar, insan gastrointestinal sisteminin  (GIT) normal mikrobiyolojik
popiilasyonunun bilesenleridir. Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
durans ve Enterococcus hirae tiirleri tipik olarak insan gastrointestinal sistemiyle iliskili
goriinmektedir (Svec ve Franz, 2014; Holzapfel ve ark., 2018). Enterokok tiirleri, evrede
genis capta yayilirlar ve insanlarda ve birgok hayvanda gastrointestinal kanalda
kolonilesmeye olanak saglarlar (Arias ve Murray, 2012). Ayrica enterokoklar, cesitli
cevresel kosullarda gelisebilen ve memelilerin sindirim kanallarinda, havada, suda, atik
suda, toprakta ve bitki Ortiisii iizerinde bol miktarda bulunabilen bakteri tiiriidiir (Gardin ve
ark., 2001; Sadowsky ve Whitman, 2011). Bu ortamlarin yani sira enterokoklar et, siit
riinleri ve bitkisel yiyecekler de dahil olmak iizere birgok ¢esitli gidada da bulunurlar (Omar
ve ark., 2004; Tatsing Foka ve Ateba, 2019).

Enterococcus faecium, ¢esitli fermente gida triinlerinin {iretiminde yararli bir rol oynar ve
bu {iriinlerin olgunlagmasina ve aromasina katkida bulunur. Enterococcus cinsinin farkl
tirlerine ait ¢ok sayida sus, proteolitik, lipolitik, esterolitik ve diger enzimatik aktiviteler,
sitrat kullanim1 ve bakteriyosin tretimi (Giraffa, 1995; Sarantinopoulos ve ark., 2001;
Foulquié Moreno ve ark., 2006) gibi birgok ilging biyokimyasal ve biyoteknolojik 6zellik
gosterebilir. Neticede gida fermantasyonlarinda veya probiyotik olarak kullanilmak {izere
uygun suslar olarak segilebilirler. Enterokoklar tarafindan {iretilen laktik asit, hidrojen
peroksit ve bakteriyosinler (enterosinler) gibi antimikrobiyal maddeler gida bozucu veya
patojenik bakterilere kars1 gida maddelerinin raf dmriinli uzatmak ve hijyen giivenligini
artirmak i¢in kullanilabilirler (Hugas ve ark., 2003; Leroy, Foulquié Moreno ve Vuyst, 2003;
Fracalanzza ve ark., 2007; Belgacem, 2010).

Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis gibi bazi enterokok tiirleri laktik asit
bakterisinin bir tiirii olarak insan ve ¢iftlik hayvanlarinda probiyotik olarak kullanimlari
bildirilmistir (Liu, 2013; Li ve ark., 2019). Probiyotik yem katkilari, konakg¢ilara olumlu
etkileri nedeniyle antibiyotiklere alternatif olarak onerilmektedir (Liu ve ark. 2014; Yu ve
ark., 2017; Abhisingha ve ark., 2018). Enterococcus faecium, yemde probiyotik takviyesi
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Onceki ¢alismalar probiyotik E. faecium'un bagirsak
mikrobiotas1 arasinda dengeyi koruyabildigini (Thacker, 2013), besin maddelerinin



emilimini  destekledigini (Wang ve ark., 2014), konake¢1r bagisiklik sistemini
gelistirebildigini (Sun ve ark., 2010; Kim ve ark., 2010), ishal ve biiyiime performansi
tizerine yararli bir etkisi oldugunu kanitlamistir ve antibiyotiklerin yerine E. faecium
kullanilabilecegini bildirmislerdir (Zeyner ve Boldt, 2006; Bednorz ve ark., 2013; Wang ve
ark., 2016; Lan ve Kim., 2017; Chengjun Hu ve ark., 2019; Li ve ark., 2019).

E. faecium suslarinin probiyotik aktiviteleri sayesinde insan sagligi tizerinde olumlu etkileri
oldugu bilinmektedir (Natarajan ve Parani, 2015). E. faecium T-110, insan, hayvan ve su
iiriinleri kullanimi i¢in genis dl¢tlide regete edilen probiyotik gida ve yem katki maddesi olan
BIO-THREER dahil olmak iizere birgok probiyotik iirinde bulunmaktadir ve E. faecium L-
3 susu, probiyotik Laminolakta ticari iiriiniinde ana organizmadir (Karaseva ve ark., 2016;
Aziz ve ark., 2019). Bununla birlikte, bu probiyotik 6zelliklere ragmen, enterokok, diinya
capinda goriilen hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenleri arasinda yer alan,
¢oklu direngli patojenlerden biri olarak da bilinmektedir (Sydnor ve Perl, 2011; Jahan ve
ark., 2015). Ayrica, enterokoklarin transfer edilebilir antibiyotik diren¢ genlerine sahip
olmalari, probiyotik olarak kullaniminda bazi kaygilar olustursa da, E. faecium suslarinda
herhangi bir probiyotik kaynakli enterokokkal enfeksiyon bildirilmemistir ve 20 yildan uzun
siiredir kullanilmaktadir (Collins ve ark., 1998; Salminen ve ark., 2003; Franz ve ark., 2011;

Bilginer ve Cetin, 2019).

Avrupa iilkelerinde insan probiyotikleri olarak kullanilan enterokok bakterilerinin ¢ogunda
E. faecium bazilarinda ise Enterococcus faecalis’ den yararlanilmaktadir. Son yillarda,
nozokomiyal sistem enfeksiyonlarinda enterokoklarin en yaygin ikinci neden olmalarindan
(Emaneini ve ark., 2016) dolay1 gida kaynakli ve probiyotik 6zellik gosterselerde probiyotik
olarak oOnerilebilmeleri i¢in viriilans genlere sahip olup olmadiklarinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle bu tezde daha once probiyotik ozellikleri baska bir tezde
(Hajikhani, 2011) belirlenmis 20 E. faecium suslarinin potansiyel probiyotik aday olarak

Onerilebilmesi i¢in viriilans determinantlarinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda;

1- Probiyotik 6zellikleri belirlenen 20 E. faecium susunun etki mekanizmalari birbirinden
farkl1 ve saglik sektoriinde yaygin olarak kullanilan 10 antibiyotige karsi1 duyarliliklarinin
ve ¢oklu antibiyotik diren¢ indekslerinin belirlenmesi,

2- B - hemoliz aktivitesi enterokoklarin patojen olma ihtimalini arttirdig1 icin, suslarin

hemolizin aktivitesinin belirlenmesi,



3- Biyofilm olusumunun ilk adimlarinda gerekli olan jelatinaz, enterokok patogenezinde rol
oynayan onemli bir viriilans belirleyici oldugu igin, suslarin fenotipik olarak jelatinaz
aktivitesinin ortaya konulmasi,

4- Endiistriyel korozyon ve biyo-kirlenme, kronik ve hastane enfeksiyonlarina kadar birgok
alanda ciddi problemlere neden olan ve enterokoklarin 6nemli bir virtilans 6zelligi olarak
diisiiniildiigiinden bakterilerin biyofilm olusturma yeteneklerinin tespit edilmesi,

5- Giinlimiizde enterokoklarin probiyotik olarak kullanimlar1 halen tartisma konusudur.
Enterokoklarin vankomisin direng genlerinin (VanA, VanB) ve viriilans direng genlerinin
(agregasyon faktdrii, enterokokkal antijen A, jelatinaz, enterokokkal yiizey proteini, seks
feromon determinanti, sitolizin ve hiyaluronidaz) taranmasi,

6- Bakterilerde tespit edilen viriilans genler ile fenotipik 6zellikler arasinda bir iliski olup
olmadiginin irdelenmesi,

7- Enterokoklarin viriilanshiginda, plazmid DNA’ larda kodlanan viriilans genlerde rol

oynadigindan, bakterilerin plazmid DNA’ larinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.






2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enterococcus faecium Bakterisinin Genel Ozellikleri

E. faecium kisa zincirler olarak ya tek baslarina ya da dizili ¢iftler halinde bulunan
aurotolerant Gram-pozitif ve spor igermeyen koklardir. Enterokoklar baslangigta D grubu
streptokok olarak siiflandirilmiglardir. Bu siniflandirma, Lancefield tarafindan olusturulan
semaya dayanmaktadir. 1984 yilinda, DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyon ¢alismalari
neticesinde enterokoklarin streptokoklarla daha uzak bir iliski iginde oldugu goriilmiis ve
enterokoklara resmi cins statiisii verilmistir (Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984; Javed ve ark.,
2011). Bugiine kadar 40 dan fazla Enterococcus tiirii tanimlanmis ve yaygin bir bakteri
grubudur (Yuen ve Ausubel, 2014; Yin ve ark., 2018; Li ve ark., 2018). Bu tiirlerden biri

Enterococcus faecium’ dur.

E. faecium tiirlerinin ¢ogu pH 9,6'da, % 6,5 NaCl, % 40 safra tuzlari varliginda gelisebilirler
ve 60°C'de 30 dakika hayatta kalabilirler. E.faecium tiirleri 10 ila 45°C arasindaki
sicakliklarda da gelisebilir (Moellering, 1992; Flahaut ve ark., 1996; Schleifer ve Kilpper-
Balz, 1987; Devriese ve Pot, 1995; Javed ve ark., 2011; Hollenbeck ve Rice, 2012).
Enterokoklarin genom Dbiiyiikligi 2000-3500 kb arasinda degismektedir. Sitokrom

enziminden yoksun olduklar i¢in katalaz negatiftirler (Teixeira ve ark., 2012).

2.2. Enterococcus faecium ve Probiyotik

Probiyotikler, yerlesik gastrointestinal biyotanin 6zelliklerini gelistirerek, yeterli miktarda
tilketildiginde hayvan veya insan sagligim1 olumlu yonde etkileyen canli veya mikro
organizmalarin tek veya karma kiiltiirleridir (Howarth ve Wang, 2013; Cavalheiro ve ark.,
2019). Ayrica arastirmalar probiyotiklerin gidaya eklenmesinin, serum kolesterol
seviyesinin azaltilmasi, gelismis gastrointestinal fonksiyon, gelismis bagisiklik sistemi ve
kolon kanseri riskinin diisiik olmasi dahil olmak iizere bir¢ok saglik yarar1 sagladigini
gostermistir (Howarth ve Wang, 2013). Probiyotik kiiltiirlerin cogu bagirsak kokenlidir ve
Bifidobacterium ile Lactobacillus cinsine aittir, enterokok suslari ise nadiren potansiyel
probiyotik olarak kullanilmaktadir. Intestinal biotanin probiyotik bakteri tiiketimiyle

desteklenmesinin insan saglig iizerinde olumlu etkileri vardir. Probiyotikler, birgok diyare



hastalig tiiriiniin tedavisinde ve 6nlenmesinde kullanilmigtir. Probiyotikler, iilseratif kolit,
Crohn hastalig1 ve Pouchitis gibi enflamatuar barsak hastaliklarinin tedavisinde kullanilir.
Probiyotik ayrica laktoz intoleransi sorunlari olan hastalar i¢in de faydalhidir. Bir
organizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in bazi zorunlu kriterler vardir. Buna

gore bir probiyotik mikroorganizmada aranan 6zellikler;

Hastaliklara kars1 direnci artirarak konake¢1 hayvan iizerinde yararlh bir etki yaratabilmeli,
Insan kaynakli olmal,

Asirt hiicre canliligina sahip olmas1 gerekli,

Patojenik ve toksik olmamali,

Immiin modiilator aktivitesine etkilesimde bulunabilecek veya sinyal gonderebilecek
kadar olmall,

Yerel metabolik aktiviteyi etkileme yetenegine sahip olmall,

7. Diisiik pH ve organik asitlere diren¢ gibi bagirsak kosullarinda hayatta kalmak ve
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islemek i¢in uygun olmal,

8. Depolama ve saha kosullarinda uzun siire uygulanabilir kalmak i¢in kararh, giivenli ve
etkili olmali,

9. Geri yiikleme giiciine sahip olmali ve bagirsak mikrobiotasini degistirmeli,

10. Kanserojen ve anti-mutajenik aktiviteye, kolesterol diisiiriicii etkilere sahip olmali,
mukozal biitiinliigii koruyabilmeli ve bagirsak hareketliligini artirabilmeli,

11. Gastrik sulara kars1 direngli olmalar1 ve oral uygulama i¢in ¢ok énemli goriinen safra
asidine maruz kalmalar1 gerekli,

12. Patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite gostermeli,

13. Safra tuzu hidrolaz aktivitesi olmali,

14. Bagirsak mikrobiotasinin ve patojenik olmama durumunun dengelenmesi,

15. Diisiik pH'da ve safra ile temasta gastrointestinal sistemden gecerken hayatta kalmalidir
(Tewari ve ark., 2019).

Laktik asit bakteri (LAB) grubuna ait olan E. faecium tiirleri, insanlarin ve hayvanlarin
gastrointestinal kanalinda bulunan yerlesik mikrobiotanin biiyiik bir boliimiinii olusturan,
toprakta, yilizey sularinda, attk ve kentsel (aritilmig) sularda, bitkilerde bulunan
mikroorganizmalardir. Ayn1 zamanda bazi gida iriinlerinde bulunabilirler. Enterococcus
faecium, uzun siireli giivenli tiiketime sahip fermente siit, fermente sebzeler, peynir ve sosisi
de kapsayan c¢esitli fermente gidalarda baskindir (Hugas ve ark., 2003; Klein, 2003).

E. faecium suslarmin yiiksek seviyede bakteriosin iiretmesi ve insanlarda enterokoklarla
ilgili olan enfeksiyonlarin %80’ininde E. faecalis suslarinin tanimlanmasi sonucunda E.
faecium suslar1 gida uygulamalarinda probiyotik amagli olarak en sik kullanilan tiirdiir (Vael
and Goossens, 2002; Giirsoy ve Kinik, 2006).



E. faecium PR88 susunun insanlarda kolitis semptomlarini azalttig1 ve probiyotik olarak
faydalanilabildigi belirtilmektedir (Giirsoy ve Kinik, 2006). E. faecium K77 Danimarka’da
ticari olarak bulunan ve starter kiiltiir olarak kullanim i¢in 6nerilen bir probiyotiktir (Ross
ve ark., 2002; Girsoy ve Kinik, 2006). Peynirlerin geleneksel mikrobiotasinda bulunan
enterokoklarin da cesitli probiyotik etkileri goriilebilmektedir. Saavedra ve ark, (2003) ev
yapimi bir Arjantin peyniri olan Tafi peynirinden 122 E. faecium susu izole etmislerdir. 122
E. faecium susundan 9 susun kolesterol diisiiriicti 6zelligi oldugu, 6 susun bakteriosin tiretme
kabiliyetinde oldugu ve probiyotik olarak kullanilabilecek bu suslarin hicbir viriilans 6zelligi

olmadigini bildirmislerdir (Giirsoy ve Kinik, 2006).

Enterokoklar, potansiyel probiyotik adaylar1 olarak giderek daha fazla arastirilmaktadir.
Enterococcus cinsine ait, E. faecium SF68® (NCIMB 10415, Cerbios-Pharma SA,
Barbengo, Isvicre) susu probiyotik olarak tanimlanmistir. E. faecium SF68®, hem
farmasotik hem de hayvansal beslenme uygulamalarinda probiyotik olarak kullanilmaktadir.
SF68, 1979°da Isvigre’den baslayarak ve farkl iilkelerdeki saglik otoriteleri tarafindan
farmasotik bir probiyotik olarak onaylanmistir ve E. faecium NCIMB 10415 ad1 altinda,
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan ¢esitli hayvan kategorileri igin
“bagirsak mikrobiotasi stabilizatorii” olarak SF68 onaylanmistir
(http::/ftinyurl.com/ycbyu35p), (Holzapfel ve ark., 2018). Bybee ve ark (2011) tarafindan
yapilan ¢aligmalarda E. faecium SF68 R'nin evcil hayvanlarda ishalin 6nlenmesi ve tedavi
edilmesi i¢in probiyotik potansiyelini kanitlamiglardir (Franz ve ark., 2011; Zommiti ve ark.,
2018). Yapilan ¢aligmalarda Enterococcus durans M4-5 (kisa zincirli yag asitleri iiretimi),
Enterococcus faecium M74 ve Enterococcus durans (serumdaki kolesterol seviyelerinin
diistiriilmesi), Enterococcus mundtii ST4SA (bakteriyosin tiretimi), Enterococcus faecium
LCW 44 ve Enterococcus durans 6HL (Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal bilesiklerin {iretimi) gibi bir¢ok enterokok susu, gida sistemlerindeki
teknolojik uygulama veya saglik fonksiyonu i¢in faydali olarak tanimlanmistir (Hanchi ve
ark., 2018; Nascimento ve ark., 2019).

2.3. E. faecium suslarinin Patogenezi ve Viriilans Faktorleri
Ozellikle klinik &rneklerden izole edilen E. faecium nozokomiyal enfeksiyona neden olan

en 6nemli patojenlerden biridir; idrar yolu, dolagim sistemi, endokardiyum, karin ve pelvis,

cilt ve cilt yapisi, nadiren merkezi sinir sistemi dahil olmak iizere insan viicudunun birgok



boliimiinii enfekte edebilir (Hammerum ve ark., 2017). Enterococcus cinsi bir¢ok
antimikrobiyal ajana dogal olarak direnglidir (Cattoir ve Leclercq, 2013; Mutters ve ark.,
2013). Son yillarda, antibakteriyel ilaglarin yaygin olarak kullanilmasi ve invazif operasyon
tekniklerinin kullanilmasi, ¢oklu ilaca direngli Enterococcus'un giderek artmasina yol
acmakta ve bdylece vankomisinin Enterococcus enfeksiyonunun tedavisinde 6nemli bir rol
oynamasina neden olmaktadir (Yang ve ark., 2019). Bununla birlikte, vankomisine direngli
enterokoklarin (VRE) ortaya ¢ikmasi tedavi zorlugunu arttirmaktadir (Bourdon ve ark.,
2011).

Enfeksiyonlarin patogenezi, kolonizasyon, konakg¢1 hiicrelerine yapisma, dokulari istila etme
ve spesifik olmayan savunma mekanizmalarina direng gibi olaylarin bir dizisini igerir
(Upadhyaya, Ravikumar ve Umapathy, 2009). Enterokoklar, konakg¢ilarinin dokularina
yapigsma yetenegine sahiptir (Tomita ve Ike, 2004). Yapisma, diisiik pH’a ve yliksek
konsantrasyonlarda safra tuzlarma (Foulquie Moreno, Sarantinopoulos, Tsakalidou ve De
Vuyst, 2006) direngleri nedeniyle kolonu kolonize eden bakterilerin en yayginlari arasinda
enterokoklar bulunmaktadir. Kolonilesmenin kendisi tek basina patojenligin kanit1 degildir,
fakat diger viriilans faktorleri ve potansiyel olarak zararli bir dizi direng geninin varlig
kolonilesmeye neden olabilir. Kolonizasyonu tesvik eden viriilans faktorleri sunlardir:
agregasyon maddesi (agg, asal), hiicre duvar1 adezini (EfaA), enterokokal yiizey proteini
(Esp), (Hollenbeck ve Rice, 2012; Strzelecki, Sadowy ve Hryniewicz, 2011). Kolonizasyon
isleminden sonra Enterococcus spp. konagin dokular iizerinde yikici etkiye sahip toksik
maddeler salgilar. Enterokoklar tarafindan salgilanan viriilans faktorleri sunlart igerir:
sitolizin (cyl), jelatinaz (gelE) ve hiyalurinidaz (hyl) (Chajecka ve ark, 2017). Ayrica seks
feromon determinantlarida (cpd, cob, ccf, cad) enterokoklarda bulunan viriilans
faktorlerdendir. Viriilans faktorlerinin tespiti, gida izolatlarindaki viriilans potansiyelini
gostermesine ragmen, gida kaynakli enterokok enfeksiyonlari hi¢ bildirilmemistir. Bununla
birlikte, antibiyotige direncli bakteri popiilasyonlar1 tasiyan gidalarin tiiketimi olas1 bir

transfer yolu olarak ifade edilmektedir (Chajecka ve ark., 2016).

2.3.1. Antibiyotik direnci

Bakteriler antibiyotiklere karsi interensek (dogal) direng ve eksterensek (kazanilmig) direng

olmak iizere iki farkli direng gosterirler. Antibiyotigin tesir edecegi bolgenin bakteride

bulunmamasi tiire 6zgii dogal direng gelistirmektedir (Sharma ve ark., 2014) ve interensek



direng dikey gen transferi ile sadece ana hiicreden yavru hiicreye gegmektedir. Kazanilmis
direng geni ise bakteriye mutasyon, konjugasyon, transdiiksiyon veya translasyon
yollarindan herhangi biri ile aktarilmasi (yatay gen transferi) olarak ifade edilmektedir.
Eksterensek direng ana hiicreden yavru hiicreye gegebildigi gibi farkl tiirdeki bakteriler
arasinda da iletilebilir. Kazanilmis direncin tiirler arasinda aktarilabilmesi, antibiyotik direng
genlerinin yayilmasina ve bu genlerin probiyotik bakterilerin yanisira patojen bakterilere de
aktarilabildigi yapilan ¢aligmalar ile desteklenmistir (Courvalin, 2006; Gevers ve ark., 2003;
Madhavan ve Sowmiya, 2011; Meral ve Korukluoglu, 2014). Demirgiil ve Tuncer (2017)
yaptiklar1 ¢alismada fermente gidalardan izole edilen 60 enterokok izolatinin 44’iiniin E.
faecium, 7 E. faecalis, 5 E. hirae, 2 E. durans, 1 E. mundtii ve 1 E. thailandicus oldugunu
bildirmislerdir. Suslarin ¢ogunun rifampisine (% 51,67), ardindan siprofloksasin (% 38,33)
ve eritromisine (% 21,67) direngli oldugunu bildirmislerdir. Izolatlarin tiimii sadece
ampisiline duyarli, sadece E. faecium FYE4 ve FYE60 suslari tiim antibiyotiklere duyarlilik
gosterdigini tespit etmislerdir. Hammad ve ark, (2015) peynirden izole ettikleri 120
enterokok susunun antimikrobiyal duyarliliginin eritromisin (% 40), gentamisin (diisiik
seviye) (% 55), kloramfenikol (% 1,6), vankomisin (% 5), ve tetrasiklin (% 65) direngli
oldugunu ve enterokokal izolatlarin hi¢ birisinin ampisiline direng gostermedigini
bildirmislerdir. E. faecium tiirii sefalosporinlere, linkosamitlere, penisilinlere ve diisitk
aminoglikozit seviyelerine karsi direngleri nedeniyle halk sagligi sorunu temsil edebilir

(Hammad ve ark., 2015).

Vankomisin direnc genleri

Gram pozitif bakterilerde etkili olan glikopeptitler hiicre duvar1 sentezini inhibe ederler
(Shepard ve Gilmore, 2002). Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda sikca rastlanan
vankomisin direnci, glikopeptid direncine 6rnek verilebilir (Courvalin, 2006). Vankomisin
direnci, 6zellikle endise vericidir, ¢iinkii hastanelerde vankomisine direncli enterokoklarin
(VRE) ortaya cikmasi, konvansiyel antibiyotik tedavisi ile tedavi edilemeyen ciddi
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Enterokoklarda glikopeptid direncine aracilik eden sekiz
farkli gen dizisi tanimlanmistir: vanC, enterokoklarin intirinsik bir 6zelligi iken, vanA, vanB,
vanD, vanE, vanG, vanL, vanM ve vanN ozellikleri sonradan kazandigi bilinmektedir
(Courvalin, 2006 ; Kristich ve ark., 2014). vanA tipi enterokok glikopeptid direnci en
onemlisidir ve ana rezervuari E. faecium'dur (Klare ve ark., 2003). Genellikle yiiksek

vankomisin direnci ile iliskilidir (MIC > 128 pg / mL). Van A tipi fenotipi gosteren tiirlerin
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cogu, aynt zamanda teikoplanine de direnglidir (MIC > 8 pg / mL). Bu direng tiirii
glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin) ve basitrasin, polimiksin B gibi diger farkli
antibiyotikler tarafindan indiiklenir. vanB elementlerinin ¢ogu, vankomisine (MIC, 4-1000
ug/mL) degisken direng gosterir ancak bu antibiyotik indiikleyici olarak hareket
edemediginden, suslarin ¢ogu, in vitro olarak teikoplanine duyarli kalir. Genel olarak, gida
kaynaklt VRE (vankomisine direngli enterokok), tibbi kokenli VRE izolatlarindan daha
diisiik bir virtilans faktorii oranina sahiptir. Gida kaynakli Enterococcus'un heniiz dogrudan
klinik enfeksiyonlara neden oldugu gosterilmemistir. Ayrica, herhangi bir probiyotik
kokenli enterokok enfeksiyonu bildirilmemistir. Gida endiistrisinde kullanilacak
Enterococcus tiirlerinin se¢iminde, tiirlerin patojenik 6zellikler ve antibiyotik diren¢ genleri
tasimadigindan emin olmak 6nemlidir (Erginkaya ve ark., 2007; Yerlikaya ve Akbulut,
2019).

2.3.2. Jelatinaz

Jelatinaz, molekiil agirligi yaklastk 30 kDa olan hiicre disi, cinkoya bagli bir
metaloendopeptidazdir. Bu enzim jelatin, elastin, kollajen, hemoglobinin yan1 sira diger
biyoaktif peptidleri, Ornegin; feromonlara bagli proteinleri hidrolize edebilme
yetenegindedir (Archimbaud ve ark., 2002). Jelatinaz, kromozomda bulunan gelE geniyle
kodlanir. Gen, ii¢ genden olusan lokus fsr (fsrA, fsrB, fsrC) ile diizenlenen transmembran
proteini fsrB tarafindan kontrol edilir (Hancock ve Perego, 2004; Pillai ve ark., 2004).
fsrABC genleri, diizenleyici protein fsrA, feromon tasiyic1 fsrB (GBAP) ve histidin kinaz
fsrC'yi kodlamaktadir (Podbielski ve Kreikemeyer, 2004). Lokus fsr i¢indeki delesyonlar-
gelE genine sahip olmasina ragmen - jelatinaz iiretmeyen, viriilansig1 azaltan mutantlar
uiretir. fsrA, fsrB veya fsrC genlerindeki mutasyonlarin biyofilm sentezini % 28-32 oraninda
azalttig1 gosterilmistir (Mohamed ve Huang, 2007). gelE geni, quorum sensing (¢evreyi
algilama) sisteminde diizenlenerek elatinaz biyosentezi aktivasyon feromonunun (GBAB)
uygun seviyesine baglidir (Pinkston ve ark., 2011; Teixeira ve ark., 2012). Enterokoklardaki
lokus fsr, Stapylococcus aureus'taki lokus agr ile islevsel olarak benzerdir (Dunman ve ark.,
2001). gelE geninin varligi, hem klinik suslarda hem de gidadan izole edilen enterokoklarda
test edilen viriilansin belirleyicilerinden biridir. Genellikle E. faecalis' te ve E. faecium 'un

bireysel suslarinda ortaya ¢ikmaktadir (Eaton ve Gasson, 2001).
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2.3.3. Sitolizin/Hemolizin

Sitolizin, en iyi karakterize edilmis enterokok viriilans faktorlerinden biridir. Gram negatif
bakterilere yoOnelik bakteriyosidal Ozellikler gdsteren ve eritrositlere, lokositlere ve
makrofajlara kars1 toksik 6zellikler (B- hemoliz) gésteren bakteriyosin tipi bir ekzotoksindir
(De Vuyst ve ark., 2003). Sitozin tiretimi, cylR1, cylR2, cylLl, cylLs, cylM, cylIB, cylA ve cyll
olmak tizere sekiz gen iceren operonun sorumlulugundadir. Operon, giiclii bir sekilde
korunmus feromona bagl konjugatif plazmidler (6rnegin, pAD1) ilizerine veya viriilansin
diger determinantlarinin (ylizey proteini esp ve agregasyon maddesi agg, asal) yakinindaki
bakteri kromozomundaki patojenite adasinin igine yerlesmis olabilir (Eaton ve Gasson,
2001; Shankar, Coburn, Pillar, Haas ve Gilmore, 2004).

Sitolizin ekspresyonu, cylM geni tarafindan kodlanan, bir protein tarafindan translasyon
sonrast modifikasyona tabi tutulan, yapisal alt birimlerini kodlayan cylL1 ve cylLs genleri
tarafindan kodlanmis en az bes protein gerektirir. Bir hiicrede tiretilen sitolizin, cylM geni
tarafindan kodlanan bir protein yardimi ile disarida salgilanir. Hiicrenin disinda, sitolisin,
cylA geni tarafindan kodlanan serin proteaz tarafindan aktive edilir ve hiicrenin kendisi,
sitolisin direncini etkileyen, cyll geni tarafindan kodlanan bir yiizey proteini tarafindan
korunur. Sitolisin ekspresyonu, cylR1 ve cylR2 genlerini igeren bir diizenleyici sistem
tarafindan diizenlenir. Diizenleyici sistem, quorum sensing mekanizmasi tarafindan, hiicre
digindaki kiigiik sitolisin cylL alt biriminin konsantrasyonunun yeterince yiiksek oldugu
durumlarda aktive edilir (Héllgren ve ark., 2009; Semedo ve ark., 2003). Sitolizin kodlayan
genler, hem enfeksiyonlardan izole edilen Enterococcus suslarinda hem de kommensal
mikrobiyota olusturanlarda bulunmustur. Hem hayvansal hem de bitki kokenli,
hayvanlardan ve gida iirlinlerinden izole edilen suslarda sikca meydana geldiklerini gdsteren
¢ok sayida rapor vardir (Eaton ve Gasson, 2001; Ben Omar ve ark., 2004; Franz ve ark.,
2001; Trivedi, Cupakova ve Karpiskova, 2011). Sitolizin kodlayan genler, enterokoklarda
asagidaki tiirlerde bulunmustur: E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E.
cecorum, E. durans, E. gallinarum, E. malodoratus ve E. raffinosus (Semedo ve ark.,
2003a).
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2.3.4. Enterokokkal yiizey proteini

Yaklasik 200 kDa molekiiler agirliga sahip olan Enterokokkal yiizey proteini (esp),
tanimlanan en biiyiik enterokok proteinidir. Bu proteini kodlayan esp geni, ayn1 zamanda
antibiyotiklerin hiicre disina atilmasindan sorumlu proteinleri i¢eren patojenik adada (PAI)
bulunur (Leavis ve ark., 2004). Bu konum muhtemelen E. faecalis ve E. faecium arasindaki
yatay gen transferinin bir sonucudur. Esp proteini ¢alismalari, hiicreler arasindaki genetik
materyal aligverisinde 6nemli bir rol oynayabilecek ve antibiyotiklere direncini artirabilecek
biyofilm olusumuna katildigini dogrulamistir (Donlan ve Costerton, 2002; Foulquie Moreno
ve ark., 2006; Latasa, Solano, Penade ve Lasa, 2006). E. faecium'da esp geninin olusumunun
ampisilin, siprofloksasin ve imipenem direnci ile korele oldugu gosterilmistir (Billstrom,
Lund, Sullivan. Nord, 2008). Klinik suslarin ¢alismalari, E. faecium'un vankomisine direngli
suslarmin (VREF) % 83,3'liniin esp genine sahip oldugunu goéstermistir (Ochoa ve ark.,
2013). Dahasi , bu genlerin ¢ogu, Billstrom ve ark., (2008) tarafindan test edilen ¢oklu ilag
direncini gostermistir. Esp geninin, E. faecium suslar1 arasinda plazmid konjugasyonu
yoluyla ve ayrica E. faecalis' in suslar1 arasinda, kromozom-kromozom transpozisyonu ile

transfer edilebilecegi de gosterilmistir (Oancea, Klare, Witte ve Werner, 2004).

2.3.5. Agregasyon maddesi

Agregasyon maddesi (asal, agg) tanimlanan ilk enterokok yiizey proteinidir. Cogunlukla
viriilans faktorii olarak hareket ettiginden ve antibiyotik direng genlerini aktardigindan,
giincel caligmalarin konusudur (Dramsi, Trieu-Cuot ve Bierne, 2005; Chajecka ve ark.,
2017). Agregasyon maddesi, seks feromonlarinin aracilik ettigi, basitlestirilmis bir
konjugasyon sistemine aktarilan biiyiikk konjugatif plazmidlerde kodlanan bir dizi yiiksek
homolog adezyon igerir (Strzelecki ve ark., 2011). Cinsiyet feromonlari, spesifik bir
konjugatif plazmid ile etkilesime giren ve agregasyon maddesine katilan kisa, hidrofobik
peptitlerdir (Clewell, An, Flannagan, Antiporta ve Dunny, 2000; Chajecka ve ark., 2017).
Bu asama, hiicreler arasindaki genlerin konjugatif transferinde 6zel bir dneme sahiptir.
Alicinin hiicreleri tarafindan salgilanan feromonlarin varliginda, verici hiicreleri, alic hiicre
yiizeyi lizerindeki ilgili bir enterokkal baglayici madde (EBS ) ligandina baglanan
agregasyon maddesini sentezler (Dunny, Leonard ve Hedberg, 1995). Siire¢, hiicreler
arasinda genetik materyal degisimini kolaylastiran bakteriyel hiicrelerden olusan biiylik

konjugatif kiimelerin olusmasi ile sonuclanir (Kozlowicz, Dworkin ve Dunny, 2006;
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Wardal, Sadowy ve Hryniewicz, 2010). Ayrica sitolizin ve antibiyotik direncinin
determinantlari gibi diger enterokok viriilans faktorlerinin kodlandigi bir plazmid tiirii iginde
yayilmasinda rol oynar. Son olarak, agregasyon maddesi ve sitolizin sinerjistik olarak
hareket edebilir, boylece quorum sensing sisteminde sitolizin diizenlemesini devreye
sokarak susun viriilansini arttirarak daha derin dokulara zarar vermesini miimkiin kilar

(Gilmore, Coburn, Nallapareddy ve Murray, 2002; Foulquie Moreno ve ark., 2006).

2.3.6. Enterokokkal antijen A

EfaA (endokardis antijeni), E. faecalis suslarinda efaAfs geni tarafindan ve E. faecium'da
efaAfm geni tarafindan kodlanan yaklasik 34 kDa molekiiler agirligina sahip bir proteindir
(Eaton ve Gasson, 2001; Sava, Heikens ve Huebner, 2010). EfaA geni, magnezyum iyonlari
tarafindan diizenlenen ABC tastyicisini (permeaz) kodlayan afaCBA operonunun bir
parcasidir ve mangan eksikliginde daha fazla ifade edilirler (Abrantes, Kok ve Lopes, 2013).

2.3.7. Seks feromon determinanti

Enterokoklar, sex feromonlarinin (cpd, cob, ccf, cad) kromozomal olarak kodlanmig
genlerinin tiretimine dayanan bir plazmid birikim mekanizmasina sahiptir. Feromonlar, 7-8
amino asit uzunlugunda kiigiik peptitleridir ve bunlar, hiicreler arasinda plazmidlerin eslenik
transferini kolaylastirir (Chandler ve Dunny, 2004). Alicilar tarafindan salgilanan
feromonlar donore 6zgiidiir ve plazmidinin eslenik operonlarinin ifadesini uyarir. Bir tiir
genellikle birkag farkli feromon salgilar. Feromonlarin kendileri disinda, her bir feromona
bagli plazmid, karsilik gelen feromona rekabet eden inhibitorler gibi davranan peptitlerin
salgilanmasin1  kodlar. Feromonlar, dondr hiicrelerinin yiizeyindeki reseptorlere
baglandiginda, bu sinyal iletilir ve agregasyon maddesinin genini uyarir (Clewell, 1993;
Dunny ve ark., 1995). asal geninin ekspresyonu, etkili plazmid transferini saglayan hiicre

agregalarinin olusumuyla sonuglanir (Clewell ve ark., 2002).
2.3.8. Hiyaluronidaz
Hiyaluronidaz, molekiil agirligi 45 kDa'ya yakin olan ve hyl geni tarafindan kodlanan bir E.

faecium genom proteinidir (Archimbaud ve ark., 2002). Bu enzim, bag dokusu ve

kikirdaktaki mukopolisakkaritlerin tahrip edilmesinde ve sonu¢ olarak bakterilerin
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yayilmasinda rol oynar. Klinik suslardaki hyl geni, genellikle E. faecium'da bulunur ve ¢ok
nadiren E. faecalis'te de olusabilir (Vankerckhoven ve ark., 2004). Ayni zamanda,
gidalardan izole edilen E. casseliflavus, E. mundtii ve E. durans tiirlerinde de bulunmustur
(Trivedi ve ark., 2011). Klinik kokenli suslar genellikle gida da dahil olmak tizere diger
kaynaklardan izole edilenlerden daha fazla viriilans faktorii igerir, gida kaynakli suslar
dogrudan enfeksiyon kaynagi olmamakla birlikte viriilans genlerinin yayilmasini tesvik
edebilir (Comerlato, Resende, Caierao, ve D'azevedo, 2013; Eaton ve Gasson, 2001,
Jimenez ve ark., 2013). Bu nedenle bu konu ile ilgili daha ¢ok arastirma yapilmasina ihtiyag
vardir. Enterococcus cinsinin bakterileri konjugasyon yoluyla genetik materyali degistirme
yetenegine sahiptir ve bu siire¢ siklikla gastrointestinal kanalda meydana gelir (Huddleston,
2014). Genellikle bir plazmid feromonlari, antibiyotik direncini ve viriilans faktorlerini
kodlayan genleri igerebilir (Franz ve ark., 2001; Giraffa, 2002, Chajecka ve ark., 2017).

2.4. Biyofilm

Biyofilm, c¢esitli biyotik ve abiyotik ylizeylere geri donilisiimsiiz olarak tutunmus ve
ekzopolimerik maddeler, proteinler, polisakkarit ve niikleik asitlerin sulu matrisinde yer alan
bir hiicre popiilasyonudur (Costerton, 2001). Biyofilm iiretimi, birkag bakteri patojeninde
quorum sensing sistemleri ile diizenlenir. Biyofilmlerin yok edilmesi olduk¢a zordur ve
birgok kronik enfeksiyon kaynagidir. Ulusal Saglik Enstitiileri'ne gore, biyofilmler tibbi
acidan onemlidir ve viicuttaki mikrobiyal enfeksiyonlarmm % 80' inden fazlasini olusturur
(Lewis, 2001). Abiyotik yiizeylerde biyofilm olusturma yeteneginin enterokoklarin 6nemli
bir viriilans 6zelligi oldugu diistiniilmektedir (Donelli ve Guaglianone, 2004, Donlan, 2002).
Bir biyofilm, bir ylizeye bagl ve birincil polisakkarit materyalin matriksinde yer alan bir
mikrobiyal hiicre toplulugudur. Biyofilm yapist bakteriler arasindaki genetik materyalin
degisimi i¢in en uygun ortami saglar ve bakterinin antibiyotiklere ve konak¢1 immiin tepkisi
aktivitelerine kars1 dogustan gelen direncini arttirir (Donlan, 2002). Enterokok, endokardit,
idrar yolu enfeksiyonlari, kok kanali enfeksiyonlari, okiiler enfeksiyonlarda (Distel ve ark.,
2002; Donlan, 2002; Mohamed ve ark., 2004; Zegans ve ark., 2002), yapay kalga
protezlerinde, intrauterin cihazlarda, protez kalp kapaklarinda, kateterlerde ve stentlerde
biyofilmlerin bulundugu ¢esitli cihazlarla ilgili enfeksiyonlar da biyofilmlerle
iliskilendirilmistir (Dautle ve ark., 2002; Donlan, 2002; Leung ve ark., 2000; Sabbuba ve
ark., 2002). Biyofilmlerin temel bir 6zelligi, antibiyotiklere ve enzimlere karsi koruma

saglamaya yardimci olan hiicre dist polisakkarit matriksinin olusturulmasidir  ve
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popiilasyonun metabolik etkilesimi i¢in bir mikro ortam olusumunu destekler (Lewis, 2001;

Salas-Jara ve ark., 2016).

Yiizey proteini esp, yapisma ve biyofilm olusumunda ve daha sonra 6zellikle idrar yolu
enfeksiyonunda enterokok patogenezinde rol oynar (Van Wamel ve ark., 2007). Salgilanan
gelE metaloproteaz kollajen, kazein ve hemoglobini pargalar ve ardindan biyofilm gelisimi
olusur (Hancock ve Perego, 2004). Ayrica, ¢esitli calismalarda, Esp'in polistiren ve biyofilm
olusumuna primer baglilikta temel oldugu goriilmiistir (Mohammed ve ark., 2004;

Tendolkar ve ark., 2004).

Biyofilm olusturan bakteriler, tiim hastane enfeksiyonlarinin %65 'inden fazlasini ve iiroloji
alaninda ciddi bir sorun haline gelebilecek %80 bakteriyel enfeksiyonlar1 icermektedir
(Donlan, 2002; Soto, 2014). Bakteriyel biyofilmlerin tekrarlayan idrar yolu
enfeksiyonlarinda ve antimikrobiyal ilag direncindeki rolii halk sagligi i¢in biiyilk dneme
sahiptir. Antimikrobiyal direncli fenotip nedeniyle bakteriyel sekillendirme biyofilminin
yok edilmesi zordur. Bu nedenle, bakteriyel biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarin tedavisi i¢in

kombinasyon terapileri 6nerilmektedir ( Salas-Jara ve ark., 2016).

2.5. Enterokoklarda Plazmid DNA

DNA yapisinda i¢inde bulundugu hiicreye bazi dnemli 6zellikler kazandiran ve bu 6zellikleri
genetik kontrol altinda tutan elementlere plazmid denilmektedir. Plazmidler ¢ift iplikli DNA
molekiilinden yapilmis, sitoplazma igerisinde dairesel yapida bir uglari ile bakteri
sitoplazmasinin bir noktasina baglanmis sekilde, bakteri kromozomundan ayr1 olarak replike
olabilen bakteri kromozomundan daha kiigiik genetik elementlerdir. Plazmidler
antimikrobiklere ve agir metallere direng genleri yaninda degisik virulans faktorlerini de
tastyabilirler. R-plazmidi denen diren¢ plazmidleri bir veya daha ¢ok sayida antibiyotige
karsi diren¢ genlerini tasimaktadir. Diren¢ plazmidleri diger duyarli bakterilere
transdiiksiyon, transformasyon ve konjugasyon olaylariyla gegerek direng gen paketini
aktarir ve boylece direncin yayilmasina neden olur. Hayvansal kokenli gidalardan elde
edilen enterokoklarin, 6zellikle viriilans genlerin aktarilabilir genetik elemanlar {izerinde
bulunmasindan dolay1, antibiyotik direng genlerinin yayilmasinda O6nemli bir rol

oynayabilecegi kesindir (Clewell ve ark., 1995; Vignaroli ve ark., 2011; Jahan ve ark., 2015).
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2.6. Enterokoklarin Giivenilirligi

Direng¢ ve viriilans faktorlerinin yiiksek prevalansi enterokok suslarinin giivenlik
degerlendirmesini zorlastirmaktadir (EFSA, 2008). Enterokoklar birgok antibiyotige karsi
direngli ya da toleranshidir. Diger bakterilerde direng saglayan genetik diziler igeren
kromozom, plazmid transferi veya transpozon edinimi yoluyla ilaca direng kazanabilirler
(Belgacem ve ark., 2010; Hammerum, Lester ve Heuer, 2010). Aktarilabilir antibiyotik
direngli plazmidlerin yani sira, virlilans faktorlerinin, yiliksek verimli gen transfer
mekanizmalariyla bulasici oldugu bilinmektedir (Eaton ve Gasson, 2001). Enterokoklarda
sitolisinler, jelatinaz, serin proteaz, hiyaliironidaz, agregasyon maddesi, hiicre dis1 ylizey
proteini, hiicre duvart adhezinleri ve biyofilm olusumu dahil olmak iizere birgok viriilans
faktorii tanimlanmistir (Barbosa, Gibbs ve Teixeira, 2010; Chaj¢cka ve ark., 2016). Siit
tiriinlerinden izole edilen enterokoklarda insan enfeksiyonlari ile iligkili olanlara benzer bir
viriilans gen profili ifade edilmektedir (Gelsomino ve ark., 2003; Semedo ve ark., 2003).
Nitekim, peynirde bulunan enterokoklar, insan bagirsak kanalinda kalabilen ¢oklu ilag
direnci veya viriilans suslarinin aktarimi i¢in olasi bir ara arac olabilecegi bildirilmektedir

(Jamet ve ark., 2012; Kayser, 2003; Novais ve ark., 2005).

2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan bir
deoksiribo niikleik asit (DNA) aranmasi1 amaciyla kesfedilmis (Mullis ve ark., 1986) ve bir
DNA zincirinin bilinen iki pargasi arasinda uzanan 6zel bir DNA bdoliimiiniin enzimatik
olarak ¢ogaltildig1 in vitro bir tekniktir. PCR metodu, teshis, epidemiyolojik ve DNA miktari
belirleme ¢aligmalari gibi birgok amagla kullanilmakta ve gelistirilmeye devam edilmektedir

(Kahya ve ark., 2013)



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada, Tiirkiye ve iran’ mn farkli bélgelerinde iiretilen beyaz peynirlerden izole edilen
(Cizelge 3.1) ve Hajikhani (2011) tarafindan probiyotik 6zellikleri belirlenmis ve molekiiler
olarak tanimlanmis toplam 20 Enterococcus feacium suslar1 kullanilmistir (Hajikhani,
2011). Bu galismada kullanilan tiim suslar Gazi Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji

laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan suslar ve izolasyon kaynagi

No Probiyotik Ozellikleri Belirlenen Suslar izolasyon Kaynag1 Peynirler
1 Enterococcus faecium RI 5 Ahbar (Tam Yagli)

2 Enterococcus faecium RI 30 Tebriz Ligvan (Yarim Yagli)
3 Enterococcus faecium Rl 41 Ardabil (Tam Yagli)

4 Enterococcus faecium RI 46 Ardabil (Tam Yagli)

5 Enterococcus faecium RI 53 Ahvaz (Yarim Yagl)

6 Enterococcus faecium RI 55 Ahvaz (Yarim Yagl)

7 Enterococcus faecium Rl 61 Ahvaz (Yarim Yagl)

8 Enterococcus faecium Rl 64 Ahvaz (Yarim Yagl)

9 Enterococcus faecium RI 68 Hamadan (Yarim Yaglh)
10 Enterococcus faecium RI 70 Hamadan (Yarim Yagl)
11 Enterococcus faecium RI 71 Hamadan (Yarim Yaglh)
12 Enterococcus faecium RI 74 Hamadan (Yarim Yagl)
13 Enterococcus faecium RI 75 Hamadan (Yarim Yagl)
14 Enterococcus faecium RI 78 Hamadan (Yarim Yagh)
15 Enterococcus faecium RI 79 Hamadan (Yarim Yaglh)
16 Enterococcus faecium RI 80 Hamadan (Yarim Yagl)
17 Enterococcus faecium RT 81 Balikesir (Yarim Yagl)
18 Enterococcus faecium RT 82 Balikesir (Yarim Yagl)
19 Enterococcus faecium RT 94 Balikesir (Yarim Yagl)
20 Enterococcus faecium RT 101 Urfa Peyniri (Tam Yagli)
21. Enterococcus faecium DSM 20477*

RT: Tiirkiye peynirlerinden izole edilen suslar
RI: iran peynirlerinden izole edilen suslar
*Standart kiiltiir
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3.1.1. Test bakterileri

Esherichia coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium
DSM 20477, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 test bakterileri olarak kullanilmustir.

Test bakterileri laboratuvar kiiltiir koleksiyonumuzda mevcut olan bakterilerdir.

3.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri

Arastirmada kullanilan E. faecium suslarinin aktiflestirilmesinde, gelistirilmesinde ve diger
caligmalarda Man Rogosa ve Sharp (MRS) s1v1 besiyeri kullanilmistir (Man ve ark., 1960).

Bu besiyerinin igerigi Cizelge 3.2.’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.2 Arastirmada kullanilan MRS besiyerinin igerigi

Maddeler g/L Kimyasal marka
Pepton 10,0 Merck
Beef ekstrakt 10,0 Merck
Yeast ekstrakt 5,0 Merck
Glikoz 20,0 Merck
KoHPO, 2,0 Merck
Na-Asetat. 3H,0 5,0 Merck
MgS04.7 H,O 0,2 Merck
MnSQO4.4 H,O 0,05 Merck
Tween 80 1,0 mL Merck
Amonyum Sitrat 2,0 Merck

Belirlenen miktarlarda maddeler tartilip 1000 mL distile su ile tamamlanmistir. Besiyerinin
pH’10,01 M HCI ve 0,01 M NaOH kullanilarak 6,2 + 0,2’ye ayarlanmistir. Kat1 besiyerinin
hazirlanmasinda ise besiyerine % 1,5 oraninda agar ilave edilmistir. Hazirlanan besiyeri

otaklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.
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3.1.3. Bakterilerin gelistirilmesi ve muhafazasi

Bakterilerin aktiflestirmesi ve gelistirilmesinde MRS sivi ve kati besiyeri kullanilmistir.
Deneysel caligmalarda kullanilan tiim bakteriler MRS igerisine %1 olacak sekilde ekilmis
ve 37+1°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Denemelere alinmadan oOnce, iki kez
aktiflestirilmis kiiltiirler McFarland (0,5) (Biosan Den-1) ayarlamalari yapilmistir.
Bakteriler 1 mL gliserol cryo tiiplerine ilave edilerek, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmistir. Aktif kiiltiirden 1 mL alinarak steril gliserol igeren tiiplere aktarilmis ve bakteri

kiiltiirleri -80°C’de muhafaza edilmistir. Stoklar alt1 ayda bir aktiflestirilerek yenilenmistir.

3.2. Metot

3.2.1. E. faecium suslarmin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

E. faecium suslarinin antibiyotik duyarliliklar1 Sanchez ve ark., (2007)’ nin yontemiyle
Kirby Baver disk difiizyon yontemine gére ve Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisiine
(Clinical Laboratory Standarts Institute — CLSI, 2015) gore yapilmistir. Bu yonteme gore;
1. E. faecium suslart MRS siv1 besi yerinde 37+1°C’ de 18-24 saat inkiibe edilerek iki kez
aktiflestirilerek yogunluklari Mac Farland cihazinda (0,5) ayarlanmustir.

2. Sistein (2 g/L) igeren MRS kat1 besiyerine 100 pL koyularak homojen sekilde yayma ekim
yapilmistir.

3. Duyarlilik deneyinde kullanilan antibiyotikler, kisaltmalari, doz igerikleri, dahil olduklar
antibiyotik gruplar1 ve etkinlik dozlar1 Cizelge 3.3 de verilmistir. Antibiyotik diskleri ikiser
paralelli olarak kati1 besiortaminin iizerine steril bir sekilde yerlestirilmistir.

4. Petri plaklar etiivde 37°C’ de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.

5. Inkiibasyon sonrasi antibiyotik disk ¢cevresinde olusan zonlarin ¢ap1 kumpas ile milimetrik
olarak ol¢tlilmiistiir.

6. E. faecium suslar1 iizerindeki duyarlilik testlerinin sonuglart CLSI kriterlerindeki degerler
ile karsilastirilarak, bakteriler test edilen antibiyotige kars1 duyarli, orta derecede duyarl

veya direngli olarak degerlendirilmistir (CLSI, 2015).
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Cizelge 3.3. Test edilen antibiyotikler, kisaltmalari, etki mekanizmalari, doz igerikleri,
antibiyotik gruplar1 ve etkinlik dozlar1 (CLSI, 2015)

Grup Antibiyotik ve Etki mekanizmasi . DO.Z.. Direngli Orta Derecede Duyarl
kisaltmast icerigi Duyarlt
Aminoglikozit Gentamisin(CN) Pr?;ii%ii%%ez' 30 pug - <9 >10
Penisilin G (P) Hicreduvart 1 <14 ; >15
- sentezi inhibitorii

Penisilinler Hilore duvars
Ampisilin (AMP) sentezi inhibitbrii 25 ug <16 - >17
Tetrasiklin Tetrasiklin (TE) P“i’ltl‘;'irl‘oist%%ez' 30 g <14 15-18 >19
Amfenikol | Kloramfenikol(C) Pr?;i'{gi%’;;ez' 30 g <12 13-17 >18
Makrolid Eritromisin (E) Protein semez! 15 ug <13 14-22 23
Glikopeptit | Vankomisin (vA) | _Bueredwan 0 <14 1516 >17
Glikopeptit | Polimiksin B (PB) SZ‘E‘;T’"E{;‘EHZ;;U 300U <8 9-11 >12
Ansamisin | Rifampisin (RD) | NSNSt g <16 17-19 20

. . Niikleik asit
Kinolon Ofloksasin (OFX) sentezi inhibitorii 5ug <14 15-21 >22

Coklu antibivyotik direnc indeksi (CAD)

Tim bakterilerin ¢oklu antibiyotik diren¢ indeksi test organizmasinin direngli oldugu

antibiyotik sayisinin toplam denenen antibiyotik sayisina orani ile hesaplanmustir.

izolatin direngli oldugu antibiyotik sayisi

CAD =

~ Izolatin maruz birakildig1 antibiyotik sayisi

CAD indeksi her bir sus i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Hesaplanan CAD indeksi eger 0,2°den
daha biiyiikse organizmanin yogun antibiyotik kullanilan bir kaynaktan geldigi, 0,2’ye esit
veya daha kiigiik ise, antibiyotigin hi¢ kullanilmadig1 ya da az kullanildig: bir ortamdan
kaynaklandigi bildirilmistir (Aktiirk ve ark., 2010).

3.2.2. Jelatin Hidroliz Testi

E. faecium suslarinin jelatin hidrolizini saptamak i¢cin MRS siv1 besiyerine %10 Jelatin
(Merck) ilave edilerek pH’1 7,2 ye ayarlanarak sivi besiyeri otoklavda 115°C’de 20 dakika
steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasi tiipler dik vaziyette oda sicakliginda sogumaya

birakilmistir. Soguyan besiyerine saplama ekim yapilarak 37°C” da 10-30 giin inkiibasyona
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birakilmigtir. Besiyerinde jelatin hidroliz aktivitesine bagli olarak sivilasma meydana gelip
gelmedigi hergiin etlivden ¢ikarilip yaklagik 1 saat buzdolabinda 28°C altina disiiriiliip
kontrol edilmistir. Test sonunda sivi durumundaki Ornekler pozitif olarak
degerlendirilmistir. Jelatin hidroliz testinde S. aureus ATCC 25923 susu pozitif kontrol
olarak kullanilirken bos besiyeri negatif kontrol olarak kullanilmigtir (Temiz, 2014).

3.2.3. E. faecium suslarmin hemolizin aktivitelerinin belirlenmesi

E. faecium suslarinin hemolizin aktivitesinin arastirilmasinda Al Atya ve ark., (2015)

tarafindan onerilen yontem kullanilmigtir. Yontem sirasiyla;

1. E. faecium suglart MRS sivi1 besiyerinde ard arda iki kez aktiflestirilmistir ve Mc Farland
(Biosan Den-1) 0,5’e ayarlanmustir.

2. Aktif kiiltiirden hazir kanli agar (Or- Bak) igeren petri plaklarina 6ze yardimiyla ¢izgi
ekim yapilmistir.

3. Petri plaklar1 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

4. Inkiibasyon sonras1 koloni etrafinda parlak-yesil zon olusturan koloniler a- hemolitik,
berrak zon olusturanlar B-hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak
degerlendirilmistir.

5. Kontrol bakterisi olarak E. faecium DSM 20477 susu kullanilmistir.

3.2.4. Biyofilm olusumunun mikroplate yontemi belirlenmesi

Aktif MRS kiiltiiriinden agar ortamina ¢izgi ekim yapilmis ve bakteriler kati besiyerinde
gelistirilmistir. Kat1 ortamda gelisen kolonilerden 3-4 tanesi alinarak MRS siv1 besiyerine
aktarilmis ve bir gece 37°°C da tekrar gelistirilmistir. Aktif kiltliriiniin  yogunlugu
spektrofotometrik olarak dl¢iilmiis ve degerler kaydedilmistir. Yogunlugu belirlenmis kiiltiir
1/100 oraninda MRS s1v1 besiyerinde i¢inde seyreltilmis ve 200 pL mikroplate kuyularina 3
tekrar halinde aktarilmistir. Yogunlugu belirlenmis kiiltiirden ayni zamanda diliisyon ve
yayma ekim yapilarak canlilik sayim1 yapilmistir. Negatif kontrolde sadece 200 uL. MRS
broth eklenmistir. Pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 kullanilmistir. EKim
yapilan mikroplate 37°C’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

bakterilerin gelisme oran1 600 nm’de spektrofotometre ile 6lgiiliip kaydedilmistir. Bliyiime



22

yogunlugu belirlendikten sonra kuyu igerigi atilmis ve kuyular 3 kez steril 300 uL PBS
(NaCl %0,8, KCI % 0,02, Na2HPO4 % 0,144, KH2PO4 % 0,024, pH 7,2) ile yikanmistir.
Yikama isleminden sonra 20 dakika boyunca 150 pL metanol ile biyofilmi olusturan
(yikama sonrasinda kalan) bakteriler fikse edilmistir. Fiksasyondan sonra plate yavasca
bosaltilmis ve ters bir pozisyonda gece boyunca oda sicakliginda kurutulmustur. Her bir
mikrotitre plate kuyusunda olusturulan yapisik biyofilm tabakasi, oda sicakliginda 15 dakika
boyunca Gram boyama igin kullanilan 150 pL kristal violet ile boyanmistir. Boyama
isleminden sonra boya ortamdan pipet yardimiyla uzaklastirilarak mikrotitre plakasi musluk
suyu altina yerlestirilmis ve plate serbest boyadan arindirilana kadar yikanmistir. Yikama
adimindan sonra plateler oda sicakliginda iyice kurutulmustur. Kurutulduktan sonra
hiicrelere baglanmig boya 150 uL % 33°lik glasiyel asetik asit ile yeniden ¢ozdiiriilmistiir.
Kristal violet ile boyanan her bir oyugun optik yogunlugu (OD), bir mikrotiter-plaka
okuyucu kullanilarak 570 nm'de 6l¢iilmiis ve sayisal veriler kaydedilmistir. Test edilen tiim
suslarin pozitif ve negatif kontroller i¢in ortalama OD degerleri hesaplanmistir. Daha sonra

cut-off degeri (ODc) olusturulmustur.

ODc= Negatif kontroliin ortalama OD'si+ (negatif kontroliin 3xSD (standart sapma))

Test edilen bir susun nihai OD degeri, ODc degeri ile indirgenen susun ortalama OD degeri
olarak ifade edilmektedir (OD=susun ortalama OD’si- ODc). ODc degeri her bir mikrotitre
plate’i i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Negatif bir deger elde edildiginde sifir olarak sunulmus,

herhangi bir pozitif deger ise biyofilm tiretimini gostermektedir. Buna gore;

ODsys < ODc ise biyofilm iireticisi yok,
ODc < ODgys <2 x ODc ise zay1f biyofilm {ireticisi,
2x ODc <ODgys <4 x ODC ise orta biyofilm lireticisi,

4x ODc < ODygys ise gii¢lii biyofilm tireticisi seklinde degerlendirilmistir (Stepanovic ve ark.,

2007).
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3.2.5. E. faecium suslarinin PZR ile vankomisin diren¢ ve viriilans gen bélgelerinin
belirlenmesi

Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit ile
yapilmustir. Kit prosediiriine gore oncelikle; E. faecium suslart MRS sivi besiyerinde ard
arda iki kez aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiir yogunlugu 2 x 10°'a ayarlanmis ve mikrosantrifiij
tiptine 1,5- 2 mL koyularak 10 dk 5000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1
atilmistir ve tiipte biriken pellet 180 uL Gram(+) liziz tamponu ile siispanse edilerek 37°C'de
30 dk. inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 200 pL Lizis soliisyonu 20 uL Proteinaz K
eklenerek vorteks ile homojen siispansiyon elde edilmistir. Numune 56°C' de 30 dk.
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 20 puL. RNaz A soliisyonu eklenerek vortekslenmis ve
oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 400 pL %350'lik etanol
eklenmis ve karigtirllmistir. Hazirlanmis ¢ozelti (lizat) koleksiyon tiipiine yerlestirilmis
GeneJET genomik DNA Piirfikasyon Kolum'a aktarilmis ve 6000 rpm'de 1 dk. santrifiij
edilmistir. Kolum temiz bir koleksiyon tiipline aktarilmistir. GeneJET genomik DNA
Pirifikasyon koluma 500 pL etanol i¢eren yikama tamponu | eklenmis ve 8000 rpm’de 1
dk. santrifiij edilmistir. Kolesiyon tiipiinde ki s1v1 bosaltilmis ve kolum geri yerlestirilmistir.
GeneJET genomik DNA Piirifikasyon koluma 500 pL etanol igeren yikama tamponu Il
eklenmis ve 3 dk. maksimum devir (>12000 rpm)'de santrifiij edilmistir. GeneJET genomik
DNA Pirifikasyon kolumu steril 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiipine transfer edilmistir.
GeneJET genomik DNA Piirifikasyon kolumun tam merkezine 200 pL Eliisyon tamponu
eklenmis ve 2 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Son olarak 1 dk. 8000 rpm'de santrifiij
edilmis, izole edilen genomik DNA molekiillerinin biitiinliigii ve safligi, %1’ lik agaroz jel
elektroforezi ile belirlenmistir. DNA saflik kontrolii i¢in 260 / 280 nm’deki absorbanslari
dikkate alinarak belirlenmistir. OD260 / OD280 oraninin 1,8 — 2,0 arasinda olmas1 DNA’nin
saf oldugu, bu miktardan az olmas1 RNA kontaminasyonu oldugu ve bu araliktan daha fazla
olmas1 da protein kontaminasyonu oldugu sekilde yorumlanmstir. Izole edilen DNA

calismalarda kullanilmak igin -20°C'de saklanmustir.
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Tampon ve Cozeltiler:

Lizis Tamponu: 20mM Tris- HCI, pH: 8,0; 2 mM EDTA, %1,2 Triton X-100, Lizozim 20

mg/ mL

Yikama tamponu I: 30 mL%96’lik etanol eklenerek son hacim 40 mL’ye tamamlanmistir.

Yikama tamponu Il: 30 mL%96’lik etanol eklenerek son hacim 40 mL’ye tamamlanmustir.

Eliisyon tamponu: 10 mM Tris- HCI, pH:9; 0, 0,1 mM EDTA

Primerler

Enterokoklarin PZR ile vankomisin direng ve viriilans gen bolgelerinin belirlenmesi i¢in

Cizelge 3.4’ de verilen primerler kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Arastirmada kullanilan primerler

Bant
Gen Virulens Faktor Primer dizisi (5°-37) biytkligii | Tm°C Referans
(b¢)
CATGAATAGAATAAAAGTTGCAAT (Armin ve ark
vanA | A 1030 48°C 017y
agir"?'s'” CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA
VanB ene CCGCCATCCTCCTGCAAAAA 801 19°C ]
GTGACAAACCGGAGGCGAGG
TGGATGATAGTGATAGGAAGT (Eaton ve Gasson,
cylA TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 517 49°C 200;;kHzgg%g; ve
Sitolizin ATTCCTACCTATGTTCTGTTA (Eaton ve Gasson,
cyl AATAAACTCTTCTTTTCCAAC 843 47°C zooir;kHazlé%rg;l ve
ACCCCGTATCATTGGTTT (Eaton ve Gasson,
gelE Jelatinaz ACGCATTGCTTTTCCATC 419 51,2°C 2001; ;_(;is\;e ark.,
es Enterokokkal TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933 58°C (Eaton ve Gasson,
P | yiizey proteini | GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 2001)
GCACGCTATTACGAACTATGA (Vankerckhoven
Adreqasvon ve ark., 2004;
asal gf l? Y 375 48°C Ahmadova vd.,
aktord TAAGAAAGAACATCACCACGA 2013; Cebrian ve
ark., 2012)
Hiicre AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC (Eaton ve Gasson,
agg agregasyonu ve 1553 49°C 2001; Pieniz ve
Konjugasyont AAACGGCAAGACAAGTAAATA ark. 2015)
E faecium AACAGATCCGCATGAATA (Eaton ve Gasson,
SfRAM | izey antijeni CATTTCATCATCTGATAGTA 735 47°C | 2001; ;(;Ts\ge ark,
AACATTCAGCAAACAAAGC R
cob Seks feromon TTGTCATAAAGAGTGGTCAT 494 48°C -
. GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG (Eaton ve Gasson,
cof | determinantlan 543 51,°C | 2001; Liu ve ark
AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT ’ ’20T5) .
. . ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG R
hyl Hiyaluronidaz GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 1065 52°C -
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PZR

Vankomisin direncine ait van A ve van B gen bolgelerinin PZR islemine ait 1s1l dongii ve
siire diyagrami Cizelge 3.5°de, PZR reaksiyonunda kullanilan maddeler son hacim ve
voliimleri ise Cizelge 3.6 *de gosterilmistir. Tm (baglanma sicakligi, °C) her bir primer igin
ayri ayrt Tm = 2 X (A+T) + 4 x (G+C) formiilii kullanilarak hesaplanmis ve vanA gen bolgesi
icin baglanma sicakligi (Tm) sicakligi 48°C, vanB gen bolgesi i¢in baglanma sicakligi 49°C

olarak ayarlanmistir (Poeta ve ark., 2005).

Cizelge 3.5. VanA ve vanB gen bolgesine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii sayist | Sicaklik (°C) | Siire(dk)
Baslangic 1 94 5
Denatiirasyon 94 1
Baglanma 30 T™M 1
Uzama 72 1
Son Uzama 1 72 10

Cizelge 3.6. VanA ve vanB gen bolgelerinin PZR reaksiyonu

PZR reaksiyon icerigi Reaksiyon hacmi
DNA (20 ng) 2,5 uL
Tag Buffer (10X) (20 mM MgCly 5uL
dNTP (10 mM) 0,2 uL
F- Primer 1 pL
R- Primer 1 uL
Taqg Polimeraz 0,25 uL
dH.0 40,05 uL
Toplam 50 uL

Viriilans genlerden, enterokokkal yiizey antijen A (efaAfm), enterokokkal yiizey proteini
(esp), agregasyon maddesi (agg), sitolizin (cylA, cyIB) ve seks feromon determinantinin
(cob, ccf) PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Cizelge 3.7’da, PZR reaksiyonunda
kullanilan maddeler son hacimleri ile Cizelge 3.8 *de gosterilmistir. Tm (baglanma sicakligi,
°C) her bir primer igin ayri ayri Tm= 2 X (A+T) + 4 x (G+C) formiilii kullanilarak
hesaplanmis ve EfaAfm ve cylB gen bolgeleri i¢in baglanma sicakligi (Tm) sicakligr 47°C,
cob i¢in Tm sicaklig1 48°C , agg ve cylA gen bolgeleri icin Tm sicakligi 49°C, ccf ve gelE
gen bolgeleri i¢in Tm sicakligi 51,2°C ve esp igin Tm sicakligi 58°C olarak ayarlanmistir
(Eaton ve Gasson, 2001).
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Cizelge 3.7. EfaAfm, esp, agg, cylA, cylB , cob, ccf gen bolgelerine ait 1s1l dongii ve siire

diyagrami
Basamak Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire(dk)
Baslangic 1 94 5
Denatiirasyon 94 2
Baglanma 1 Tm 2
Uzama 72 2
Denatiirasyon 92 15sn
Baglanma 30 Tm 15 sn
Uzama 72 15sn
Son Uzama 1 72 10

Cizelge 3.8. Efaafm, esp, agg, cylA, cylB, cob, ccf gen bolgelerinin PZR reaksiyonu

PZR reaksiyon igerigi Reaksiyon hacmi

DNA (20 ng) 2,5 uL
Taq Buffer (10X) (20 mM MgCly 5ul
dNTP (10 mM) 1ul
F- Primer 1 pL
R- Primer 1 uL

Taq Polimeraz 0,25 uL
MgCl2 (25 mM) 3ulL

dH:0 31,25 uL
Toplam 45 uL

Viriilans genlerden asal ve hyl gen bolgelerinin PZR islemine ait 1s1l dongii ve siire
diyagrami Cizelge 3.9°da, PZR reaksiyonunda kullanilan maddeler son hacim ve voliimleri
ile Cizelge 3.10 *da gosterilmistir. Tm (baglanma sicakligi, °C) her bir primer i¢in ayr1 ayr1
Tm= 2 x (A+T) + 4 x (G+C) formiilii kullanilarak hesaplanmis ve asal gen bolgesi igin
baglanma sicakligi (Tm) sicakligr 48°C, hyl gen bolgesi i¢in baglanma sicakligi 52°C olarak
ayarlanmigtir (Ahmadova ve ark., 2013).

Cizelge 3.9. Asal ve hyl gen bolgelerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii sayis1 Sicaklik (°C) Stire(dk)
Baslangic 1 94 5
Denatiirasyon 94 30 sn
Baglanma 30 ™ 30 sn
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 1 72 7
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Cizelge 3.10. Asal ve hyl gen bolgelerinin gogaltilmasi

PZR reaksiyon icerigi Reaksiyon hacmi
DNA (20 ng) 2,5 ulL
Taq Buffer (10X) (20 mM MgCly 5ul
dNTP (10mM) 0,5uL
F- Primer 1 pL
R- Primer 1 pL
Taq Polimeraz 0,25 uL
MgCl; (25 mM) 0,3 uL
dH:0 39,45 uL
Toplam 50 uL

Genomik DNA’larin agaroz jelde viirttiilmesi

PZR firiinlerinden, 9 pL amplikon ve 1 pL DNA yiikleme boyast (DNA loading dye,
(Thermo Scientific) ile karistirilmis ve % 1,5°lik agaroz jelde 1,5 saat 80 V, 0,05 mg/mL
EvaGreen (floresan jel boyasi) igeren 1X TAE’ de eletroforeze tabi tutulmustur. PZR
uriinleri 100 b¢’lik DNA ladder (Jena Bioscience) (Sekil 3.1) kullanilarak elektroforez

sonrast, jel goriintiileme cihazinda (Bio-Rad) goriintiilenmistir.

Sekil 3.1. Genomik DNA’nin molekiiler biiyiikliikleri
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Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ¢ozeltisi ve jel hazirlanisi

10XTAE tampon cozeltisi

Tris Base...ooon i 4,84 g/L
Glasiyel Asetik ASit...........ccceevenennnn. 1,14 mL/L
EDTA. .o 0,372 g/L

Distile su ile hacim 1000 mL’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilerek, pH

8,0’e ayarlanmugtir.

1X TAE Kullanma Solusyonu

IOXTAE. ..o, 100 mL

Distile SU. ..o 900 mL

Belirtilen miktarda 10X TAE tizerine 900 mL distile su eklenerek 1XTAE hazirlanmistir.

Genomik DNA icin agaroz jel hazirlanisi

Agaroz (Sigma) .......coovvvvniiiiinniannnnn. 159

TAE (1X). oot 100 mL

Belirtilen miktarda agaroz tartilip lizerine 1XTAE ilave edilerek mikrodalga firinda 3-5 dk
kaynatilmistir ve 40— 50°C’ye kadar sogutulmustur. Sivi halde olan karisim jel kabinin

icerisine dikkatlice dokiilmiistiir ve yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar
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yerlestirilerek sogumaya birakilmistir. Soguyan ve kati forma doniisen jel, elektroforez

tankina yerlestirilmistir.

3.2.6. DNA dizi analizi

Elde edilen PZR iiriinlerinin dizi analizi Nitta Laboratuvar Uriinleri ithalat Ihracat Limited
firmasinda hizmet alimi1 seklinde yaptirilmis ve vanA gen bolgesi igin E. faecium RI-5, vanB
gen bolgesi i¢in E. faecium RI-46, gelE gen bolgesi i¢in E. faecium RI-68 ve RT-94, agg
gen bolgesi igin E. faecium RI-74, asal gen bolgesi ig¢in E. faecium RT-94, efaAfm gen
bolgesi i¢in E. faecium RI-41 ve RT-101, cob gen bdlgesi i¢in E. faecium RT-94, ccf gen
bolgesi i¢in, E. faecium RI-80 ve hyl gen bolgesi icin E. faecium RI-64 suslar tesadiifen
secilerek  Sonuglar Nucleotide-Nucleotide BLAST  programi  kullanilarak

degerlendirilecektir.

3.2.7. E. faecium suslarinda plazmid DNA izolasyonu

E. faecium suslarmin plazmid DNA’ lari, Plasmid Miniprep DNA Izolasyon Kkiti
(GeneMATRIX) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kit prosediiriine gore;

Oncelikle GeneMATRIX plazmid izolasyon kolum’ a 40 uL aktivasyon ¢ozeltisi eklenerek
oda sicakliginda bir siire bekletilmistir. MRS siv1 besiyerinde ard arda iki kez aktiflestirililen
E. faecium suslar1 1,5-2 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine konularak 14.000 rpm’ de 2 dk.
santrifiij edilmistir ve siipernatant kism1 atilmistir. Dipte kalan pellet 250 uL Cell-R tamponu
ile stispanse edildikten sonra sirasiyla 200 pL Lizis tamponu ve 350 uL Néotralizayon
tamponu eklenerek 14.000 rpm’ de 7 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 daha 6nce
oda sicakligina aktivasyona birakilmis colum’a transfer edilmis ve 12.000 rpm’ de 1 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi atilmis colum tekrar yerlestirilerek 500 pL yikama
tamponu ilave edilmistir. 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi atilarak
650 puL yikama tamponu 2 ilave edilmis ve 12.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Kolum
kismu steril 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmis ve columun tam merkezine 50-
100 pL Elisyon tamponu eklenerek oda sicakliginda 2dk. inkiibe edilmistir. Son olarak
12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmis, izole edilen plazmid DNA molekiillerinin
biitiinltigii ve safligi, %1°lik agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Plazmid DNA saflik
kontrolii i¢in 260 / 280 nm’deki absorbanslar1 dikkate alinarak belirlenmigstir. OD260 /
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OD280 oraninin 1,8 — 2,0 arasinda olmast DNA’nin saf oldugu, bu miktardan az olmasi
RNA kontaminasyonu oldugu ve bu araliktan daha fazla olmasi da protein kontaminasyonu
oldugu sekilde yorumlanmustir. izole edilen plazmid DNA ¢alismalarda kullanilmak igin -
20°C' de saklanmustir.

Plazmid DNA’ larin Agaroz Jelde Yiritilmesi

Plazmid DNA’lar % 0,7’lik agaroz jelde 2,5 saat 40 V, 0,05 mg/mL EvaGreen (floresan jel
boyasi) iceren 1X TAE’de eletroforeze tabi tutulmustur. Jel goriintiileri molekiiler agirlik
standardi (ADNA/HindIll; Thermo Scientific) ile karsilastirilarak goriintiileme sisteminde

(Bio-Rad) incelenmistir.

1X TAE Kullanma Solusyonu

TOX TAE. .o 100 mL
DIStIlE SU. . 900 mL

Belirtilen miktarda 10X TAE tizerine 900 mL distile su eklenerek 1X TAE hazirlanmistir.

Plazmid DNA icin agaroz jel hazirlanisi

Agaroz (SIigma ) ....ooevviiiiiiiiiiiiea 0,7¢g
TAE (IX )i, 100 mL

Belirtilen miktarda agaroz tartilip tizerine 1X TAE ilave edilerek mikrodalga firinda 3-5 dk
kaynatilmistir ve 40 — 50 °C’ye kadar sogutulmustur. Sivi halde olan karigim jel kabinin
igerisine dikkatlice dokiilmiistiir ve yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar
yerlestirilerek sogumaya birakilmistir. Soguyan ve kati forma doniisen jel, elektroforez

tankina yerlestirilmistir.
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3.2.8. istatistiksel analiz

Tiim c¢aligsmalar, her ¢alisma i¢in paralel sayis1 degismek ile birlikte genellikle ii¢ paralelli
ve ii¢ tekerriirlii olarak yapilmustir. Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (22.0
Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) kullanilmistir. Calismada, vankomisin direnci ile van A
ve van B genleri, sitolizin aktivitesi ile cylA ve cylB genleri, jelatinaz aktivitesi ile gelE geni
ve biyofilm ile esp, asal genleri arasindaki iliski Ki- kare testi kullanilarak istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. E. faecium Suslarinin Antibiyogram Sonuclar:

Bakteriler iizerinde farkli sekillerde etki mekanizmalari olan vankomisin, gentamisin,
penisilin-G, tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol, rifampisin, eritromisin, ofloksasin ve
polimiksin B antibiyotiklerinin Tiirkiye ve iran peynirlerinden izole edilmis 20 E. faecium
susunun iizerine inhibisyon etkisi disk difiizyon yontemi ile tespit edilmis olup (Resim 4.1-

4.2) sonuglar CLSI standardina gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Antibiyotik test sonuglarina gore, E. faecium suslarinin Beta Laktam antibiyotik grubuna
dahil olan ve bakterilerde hiicre duvar sentezini bozan penisilin ve ampisilin antibiyotigine
karst %100 duyarhilik gosterdigi gozlenmistir. Ayni sekilde bakterilerde hiicre duvar
sentezini bozan ve makrolid grubuna dahil olan vankomisin antibiyotigine karsi bakterilerin
%100 duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. Bakterilerde DNA ve RNA sentezini bozan ve
florokinolonlar grubuna dahil olan kloromfenikol antibiyotigine %100 duyarlilik
gosterirken, ofloksasin antibiyotigine karst %81 direnclilik gosterdigi tespit edilmistir.
Rifampisin antibiyotigine kars1 % 52 direncli oldugu gozlenmistir. Bakterilerin sitoplazma
membran permalitesini bozan polimiksin B antibiyotigine karst %100 direngli oldugu
gozlenmistir. Bakterilerin ribozomlarda protein sentezini bozan tektrasikline %95 duyarli,
eritromisine %61 orta derecede duyarli oldugu gozlenirken, aminoglikozid antibiyotik

grubuna dahil olan Gentamisine kars1 ise %100 direngli oldugu gozlenmistir.

Calismada ayrica tli¢c veya dort farkli siniftan antibiyotige direncli suslar, ¢coklu antibiyotik
direngli (MDR) olarak degerlendirilmistir. Coklu antibiyotik diren¢ indeksi (CAD) Cizelge
4.1’ de gosterilmistir.

Calismada kullanilan 20 bakterinin (referans sus dahil) hepsinin 0,3 ila 0,5 arasinda degisen

CAD indeksine sahip oldugu tespit edilmistir.

E. faecium RI-70, RI-71, RI-75 ve referans sus E. faecium DSM 20477 olmak {izere 4 sus,
gentamisin, rifampisin, eritromisin, polimiksin B, ofloksasin antibiyotiklerine ¢oklu

antibiyotik direnci gostermistir.
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(@) (b)

Resim 4.1. E. faecium RI-79 (a) ofloksasin (1) ve rifampisin (2) , E. faecium RT-101 (b)
vankomisin (1) ve gentamisin (2) antibiyotiklerine kars1 duyarlilig

Resim 4.2. E. faecium RI-74 susunun penisilin (1), tekrasiklin (2), eritromisin (3) ve
kloromfenikol (4) antibiyotiklerine karsi1 duyarlilig
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Cizelge 4.1. E. faecium suslarinin antibiyogram sonuglart ve CAD indeksi

Antibiyotikler
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Sekil 4.1. E. faecium suslarinin antibiyotik % duyarliliklar
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4.2. E. faecium Suslarmin Jelatin Hidroliz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Fenotipik olarak yapilan jelatinaz aktivitesi testi sonucu E. faecium suslarinin hig birisinde
jelatinaz aktivitesine bagli olarak sivilagsma goriilmemistir (Resim 4.3). Calismada pozitif
kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 ve negatif kontrol olarak bos besiyeri kullanilmig ve

E. faecium suslarinin, jelatin hidroliz sonuglari ile karsilastirilmistir.

Resim 4.3. E. faecium suslarinin jelatin Hidroliz aktivitesi. A. E. faecium RI 80, B. Bos
besiyeri (negatif kontrol), C. S. aureus ATCC 25923 (pozitif kontrol)

4.3. E. faecium Suslarinin Hemolizin Aktivitelerinin Belirlenmesi

E. faecium suslarinin hemolizin aktivitesi kanli agar lizerinde yapilmis ve bu yontem
sonucunda test edilen E. faecium suslarinda B-hemolitik aktivite goriilmemistir. Suslarin
%50’sinde a- hemolitik aktivite (Resim 4.4-A), %50’sinde y- hemolitik aktivite (Resim 4.4)
goriilmistiir (Sekil 4.2-B) ve sonuglar Cizelge 4.2° de gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak
E. coli susunun kanli agar (Or-Bak) besiyerinde tam hemoliz (B- hemoliz) yaptigi

belirlenmistir (Resim 4.4).
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(A) (B)

(©)

Resim 4.4. Sitolizin aktivitesi. (A) E. faecium RT-94 (a- hemolitik); (B) E. faecium RI-78
(y- hemolitik); C) E. coli ATCC 35218 (pozitif kontrol, 3- hemolitik)

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

% Hemolitik aktivite
H ¢- hemolitik 50%

® y- hemolitik 50%

Sekil 4.2. Enterococcus faecium suslarinin yiizde hemolitik aktiviteleri


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=2ahUKEwjxxvaLnrjdAhUNbVAKHSEGCIkQFjAAegQICRAC&url=https%3A%2F%2Fwww.atcc.org%2F~%2Fps%2F35218.ashx&usg=AOvVaw02lPKRSf73aMTPVfrM8P7h
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Cizelge 4.2. E. faecium suslarinin hemoliz sonuglari

Suslar a- hemolitik | B- hemolitik | y- hemolitik
. faecium RI-5 - - +
. faecium RI-30
. faecium RI-41
. faecium RI-46
. faecium RI-53
. faecium RI-55
. faecium RI-61
. faecium RI-64
. faecium RI-68 - -
. faecium RI-70 - -
. faecium RI-71 - -
. faecium RI-74 + -
. faecium RI-75 - -
. faecium RI-78 - -
. faecium RI-79 - -
. faecium RI-80 -
. faecium RT-81 +
. faecium RT-82 + - -

+

+

+ |1
1
1

||+
1
1

+ 4|+

++ |+ [+

. faecium RT-94
. faecium RT-101

. coli ATCC 35218~* - + _
*: Pozitif kontrol

mimimm|mimim|mm{m|mm{m|m|m{m|m|mmm|m

4.4. E.faecium Suslarinda Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

E. faecium suslarmin biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesinde, pozitif kontrol
olarak E. faecalis 29212 susu (zayif biyofilm olusumu) ve negatif kontrol olarak S.
epidermidis 12228 susu (biyofilm olusumu yok) kullanilmistir (Cizelge 4.3). Calismadaki
biyofilm asamalar1 Resim 4.5- 4.7°de gosterilmistir. Enterokok suslarinin mikroplate ekim
yapildiktan sonra 37°C’de 24 saatlik inkiibasyonu sonucu gelismeleri Resim 4.5’de
gosterilmistir. Enterokoklarin biiyiime yogunluklari belirlendikten sonra 3 kez steril PBS ile
yikanma asamasi Resim 4.6’da gosterilmistir. Enterokoklarin yikanma ve kurutulma
asamasi sonucunda kristal viyole ile boyanma sonrasinda absorbans 6l¢iimii yapilarak tiim
suslarin biyofilm tiretimi degerlendirilmistir. Buna gore 20 E. faecium susunun hig birisinde

biyofilm olusumu goériillmemistir.



Cizelge 4.3. E. faecium suslarinda biyofilm olusumu

Bakteri Ort. OD Nihai OD (Ort. Biyofilm olugumu
OD - Odc)

E. faecium RI-5 0,267 0,066 0,066<0,201
E. faecium RI-30 0,274 0,073 0,073<0,201
E. faecium RI-41 0,244 0,043 0,043<0,201
E. faecium RI-46 0,246 0,045 0,045<0,201
E. faecium RI-53 0,280 0,079 0,079<0,198
E. faecium RI-55 0,283 0,082 0,082<0,201
E. faecium RI-61 0,280 0,079 0,079<0,201
E. faecium RI-64 0,266 0,065 0,065<0,201
E. faecium RI-68 0,265 0,064 0,064<0,201
E. faecium RI-70 0,288 0,087 0,087<0,201
E. faecium RI-71 0,258 0,057 0,057<0,201
E. faecium RI-74 0,265 0,064 0,064<0,201
E. faecium RI-75 0,276 0,075 0,075<0,201
E. faecium RI-78 0,257 0,056 0,056<0,201
E. faecium RI-79 0,280 0,079 0,079<0,201
E. faecium RI-80 0,279 0,078 0,078<0,201
E. faecium RT-81 0,269 0,068 0,068<0,201
E. faecium RT-82 0,227 0,026 0,026<0,201
E. faecium RT-94 0,251 0,050 0,050<0,201

E. faecium RT-101 0,245 0,044 0,044<0,201
E. faecalis 29212 0,413 0,222 0,191<

0,022<0,382

S. epidermidis 12228 0,215 0,024 0,024<0,191

-2 biyofilm aktivitesi yok
+: zayif biyofilm aktivitesi

Resim 4.5. Enterokok suslarinin mikroplate de iireme asamasi
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Resim 4.7. Enterokok suslarinin Kristal viyole ile boyanma asamasi

4.5. Vankomisin Diren¢ genlerinin Belirlenmesi (vanA ve vanB) ve Jel Elektroforez
Goriintiileri

Enterokoklarin giivenilirliginin belirlenmesinde en 6nemli gostergelerden biride vankomisin
glikopeptit yapisindaki duyarliliktir. Bu nedenle vanA ve vanB gen bolgelerine 6zgii
primerler kullanilarak PZR c¢aligmalart yapilmigtir. Kontrol olarak kullanilan E. faecium
DSM 20477 ve E. faecium RI-5 suslarmim 1030 bg biiyiikligiinde vanA direng geni tasidig
saptanirken (Cizelge 4.4- 4.12) diger suslarda saptanmamustir. vanA direng geni elektroforez
jel goriintiisii Sekil 4.3°de gosterilmistir. Fenotipik olarak arastirilan higbir sus vankomisin
antibiyotigine diren¢ gostermemistir. vanA genine ait E. faecium RI-5 susunun DNA dizi
analizi National Center of Biotechnology Information’m web sayfasindaki
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilarak
dogrulanmustir (Cizelge 4.13, EK-1).
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Cizelge 4.4. Vankomisin direng genleri ile ilgili PZR sonuglari

Bakteri van A van B

E. faecium RI-5 +
E. faecium RI-30 -
E. faecium RI-41 -
E. faecium RI1-46 -
E. faecium RI-53 -
E. faecium RI-55 -
E. faecium RI-61 -
E. faecium RI-64 -
E. faecium RI-68 -
E
E
E
E
E
E
E

. faecium RI-70 -
. faecium RI-71 -
. faecium RI-74 -
. faecium RI-75 - -
. faecium RI-78 - -
. faecium RI-79 - -
. faecium RI-80 - -

o o N N o I I I N [ o S

E. faecium RT-81 - -
E. faecium RT-82 - -
E. faecium RT-94 - -
E. faecium RT-101 - -
E. faecium DSM 20477 + +

M NK PK S 30 41 44 53 S5 61 64 68 S 78 79 8 81 8 %4 1o

<— 1030 b

Sekil 4.3. E. faecium suslarinin Van A geni amplifikasyonu
M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477

E. faecium suslarinin PZR ¢aligmalari sonucunda 12 susun (%60) 801 bg biiyiikliigiinde van
B geni tasidig1 saptanmistir (Cizelge 4.4- 4.12). Fenotipik diren¢ ¢alismalart sonucunda

hi¢bir sus vankomisin antibiyotigine direng gdstermemistir. van B gen bolgesi elektroforez
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jel goriintiisii Sekil 4.4 de gosterilmistir. vanB genine ait E. faecium R1-46 susunun DNA
dizi analizi National Center of Biotechnology Information’mm web sayfasindaki
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilarak
dogrulanmustir (Cizelge 4.13, EK-2)

30 41 46 53 55 61 64 68 70 71 74

Sekil 4.4. E. faecium suslarinin vanB geni amplifikasyonu
M; Marker, PK; E. faecium DSM 20477

E. faecium RI-5 ve E. faecium DSM 20477 suslariin hem vanA hem de vanB genlerine
sahip oldugu belirlenmistir. Vankomisin antibiyotigine direng ile vanA ve vanB genleri

arasindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirildiginde fark 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

4.6. Viriilans genlerinin belirlenmesi ve jel elektroforez goriintiileri

4.6.1. Jelatinaz (gelE) gen bolgesi

PZR denemeleri sonucunda E. faecium RI-5, RI-46, RI-68, RI-70, RI-71, RI-74, RI-75 ve
RT-94 suslarinin jelatinaz (gelE) genini icerdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5- 4.12). E.
faecium suslar1 arasinda gelE geninin bulunma sikligr %40 olarak saptanmistir. Enterokok
suslarinda gelE genine 6zgiil primerlerin kullanildigt PZR uygulamalar1 sonucu 419 bg
biiyiikliigiinde amplikonlar elde edilmistir (Sekil 4.5). gelE genine ait E. faecium RI-68 ve

RT-94 suslariin DNA dizi analizi National Center of Biotechnology Information’in web
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sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi

kullanilarak dogrulanmistir (Cizelge 4.13, EK-3).

Cizelge 4.5. Jelatinaz (gelE) geni PZR sonuglari

Bakteri

gelE

E. faecium RI-5

. faecium RI-30

. faecium RI1-41

. faecium RI1-46

. faecium RI1-53

. faecium RI-55

. faecium RI-61

. faecium RI-64

. faecium RI-70

. faecium RI-71

. faecium RI-74

. faecium RI-75

. faecium RI-78

. faecium RI-79

E
E
E
E
E
E
E
E. faecium RI-68
E
E
E
E
E
E
E

. faecium RI-80

. faecium RT-81

E
E. faecium RT-82
E. faecium RT-94

E. faecium RT-101

E. faecium DSM 20477

M nk pk 5 30 41 46

Sekil 4.5. E. faecium suslarinin gelE geni amplifikasyonu
M: Marker, NK: su, PK; E. faecium DSM 20477

53

55 61

64 68

70

79 80 81

82

94

101
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Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, gelE geni ile biyofilm olusumu arasindaki fark

(p<0,05) istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

4.6.2. Sitolizin (cylA ve cylB) gen bolgeleri

PZR denemeleri sonucunda sitolizin salgilayan 517 bg¢ biyiikligiinde cylA ve 843 bg
biiyiikliigiinde cylB gen bolgeleri taranmis ve E. faecium DSM 20477 referans susu harig
diger suslarda goriilmemistir (Cizelge 4.6- 4.12). cylA gen bolgesi jel elektroforez goriintiisii
Sekil 4.6°da, cyIB gen bolgesine ait jel elektroforez goriintiisii ise Sekil 4.7” de gésterilmistir.

Cizelge 4.6. Sitolizin (cylA ve cylB) gen bolgeleri PZR sonuglari

Bakteri cylA cylB

E. faecium RI-5 - -
E. faecium RI-30 - -
E. faecium RI-41 - -
E. faecium RI-46 - -
E. faecium RI-53 - -
E. faecium RI-55 - -
E. faecium RI-61 - -
E. faecium RI-64 - -
E. faecium RI-68 - -
E. faecium RI-70 - -
E
E
E
E
E
E
E
E

. faecium RI-71 - -

. faecium RI-74 - -

. faecium RI-75 - -

. faecium RI-78 - -

. faecium RI-79 - -

. faecium RI-80 - -

. faecium RT-81 - -

. faecium RT-82 - -
E. faecium RT-94 - -
E. faecium RT-101 - -
E. faecium DSM 20477 + +
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M nk pk 5 30 41 46 53 55 61 64 68 70 71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

Sekil 4.6. E. faecium suslarinin cylA geni amplifikasyonu
M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSM 20477

M ok pk 5 30041 46753 558619064 ST 79 80 81 82 94 101

Sekil 4.7. E. faecium suslarinin cylB geni amplifikasyonu
M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSMZ 20447

4.6.3. Enterokokkal yiizey proteini (esp) gen bolgesi

PZR ¢alismalar1 sonucunda 933 bg biiyiikliigiinde olan esp gen bolgesi E. faecium RI-5, RI-
68, RI-70, RI-75 ve pozitif kontrol E. faecium DSM 20477 suslarinda tespit edilmistir
(Cizelge 4.7- 4.12). Enterokokkal yiizey proteini (esp) geni bulunma siklig1 %20 olarak
saptanmistir. Enterokokkal yilizey proteini (esp) gen bolgesine ait jel elektroforez goriintiisii
Sekil 4.8’da gosterilmistir. esp genine ait E. faecium RI-70 susunun DNA dizi analizi

National Center of  Biotechnology Information’in web sayfasindaki
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(http://www.ncbi.nim.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilarak
dogrulanmistir (Cizelge 4.13, EK-4).

Cizelge 4.7. Enterokokkal ylizey proteini (esp) gen bolgesi PZR sonuglari

Bakteri esp

E. faecium RI-5 +
E. faecium RI-30 -
E. faecium R1-41 -
E. faecium RI-46 -
E. faecium RI-53 -
E. faecium RI-55 -
E. faecium RI-61 -
E. faecium RI-64 -
E. faecium RI-68 +
E. faecium RI-70 +
E. faecium RI-71 -
E. faecium RI-74 -
E. faecium RI-75 +
E. faecium RI-78 -
E. faecium RI-79 -
E. faecium RI-80 -
E. faecium RT-81 -
E. faecium RT-82 -
E. faecium RT-94 -

E. faecium RT-101 -
E. faecium DSM 20477 +

M NKPK 5 30 41 46 53 55 61 64 68 70"71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

Sekil 4.8. E. faecium suslarinin esp geni amplifikasyonu
M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSM 20477
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Yapilan istatistiksel analiz sonucunda esp ile biyofilm arasindaki fark (p<0,05) 6nemli

bulunmustur.

4.6.4. Hiicre agregasyon ve konjugasyon (agg) ile agregasyon faktorii (asal) gen
bolgeleri

Agregasyon maddelerinden 1553 bg biiyiikliigiinde olan agg gen bolgesi 20 sustan yalnizca
E. faecium RI-75 susunda, 375 bg biiyiikliigiindeki asal gen bolgesi ise E. faecium RI-46,
RI-68, RI-74, RT-94 suslarinda tespit edilmis (Cizelge 4.8- 4.12) ve bulunma sikligi %20
olarak saptanmistir. agg gen bolgesine ait jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.9°de, asal gen
bolgesine ait jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.10°de gosterilmistir. agg genine ait E.
faecium RI-74 ve asal genine ait E. faecium RT-94 suslarinin DNA dizi analizi National
Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilarak dogrulanmistir (Cizelge 4.13, EK-5).

Cizelge 4.8 Hiicre agregasyon ve konjugasyon (agg ve asal) gen bolgeleri PZR sonuglari

Bakteri agg Asal

E. faecium RI-5
E. faecium RI-30
E. faecium RI-41
E. faecium RI-46 - +
E. faecium RI-53

E. faecium RI-55

E. faecium RI-61

E. faecium RI-64 - -
E. faecium RI-68 - +
E - -
E

E

E

E

E

E

. faecium RI-70
. faecium RI-71
. faecium RI-74 + +
. faecium RI-75
. faecium RI-78
. faecium RI-79
. faecium RI-80

E. faecium RT-81
E. faecium RT-82 - -
E. faecium RT-94 - +

E. faecium RT-101 - -
E. faecium DSM 20477 - +
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M nk pk 5 30 41 46 53 S5 61 64 68 70 71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

1553 bg —>

Sekil 4.9. E. faecium suslarinin agg geni amplifikasyonu
M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477

M nk pk 5 30 41 46 53 55 61 64 68 70 71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

Sekil 4.10. E. faecium suslarinin asal geni amplifikasyonu
M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477

asal geni ile biyofilm aktivitesi arasindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirildiginde

(P<0,05) arasindaki fark 6nemli bulunmustur.

4.6.5. Enterokokkal yiizey antijeni A (efaAfm) gen bolgesi

PZR uygulamalar1 sonucunda 1 sus hari¢ (RT-94) diger suslarda efaAfm geni goriilmiistiir
(Cizelge 4.9- 4.12) ve efaAfm geni bulunma siklig1 %95 olarak tespit edilmistir. Enterokok

suslarinda efaAfm genine 6zgiil primerlerin kullanildigi PZR uygulamalar1 sonucu 735 bg
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biiyiikliigiinde amplikonlar elde edilmistir. efaAfm gen bolgesi jel elektroforez goriintiisii
Sekil 4.11°te gosterilmistir. efaAfm gen bolgesine ait DNA dizi analizi National Center of
Biotechnology Information’in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-
Nucleotide BLAST programi kullanilarak dogrulanmistir (Cizelge 4.13, EK-6). Pozitif
kontrol olarak kullanilan referans susta (DSM 20477) efaAfm geni tespit edilmemistir.

Cizelge 4.9 Enterokokkal ylizey antijeni A (efaAfm) gen bélgesi PZR sonuglari

Bakteri efaAfm

E. faecium RI-5
E. faecium RI-30
E. faecium RI-41
E. faecium RI-46
E. faecium RI-53
E. faecium RI-55
E. faecium RI-61
E. faecium RI-64
E. faecium RI-68
E
E
E
E
E
E
E

. faecium RI-70
. faecium RI-71
. faecium RI-74
. faecium RI-75
. faecium RI-78
. faecium RI-79
. faecium RI-80

E. faecium RT-81

E. faecium RT-82

E. faecium RT-94 -

E. faecium RT-101 +
E. faecium DSM 20477 -

I o o o o e e B L I I e e I o I A I IS
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M nk pk 5 30 41 46 53 55 61 64 68 70 71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

735 bg

— e TeobeBe geweweee

Sekil 4.11. E. faecium suslarmin efaAfm geni amplifikasyonu
M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSM 20477

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, gelE geni ile biyofilm olusumu arasindaki fark

(p<0,05) 6nemli bulunmustur.

4.6.6. Seks feromon determinanti (cob, ccf) gen bolgeleri

Seks feromon determinantlarindan 494 Dbg¢ biiylikligiinde cob gen bolgesine ait jel
elektroforez goriintiisii Sekil 4.12° de gosterilmistir. 20 Enterococcus suslarindan 3 tanesi
(RI-68, RI-70, R1-101) hari¢ hepsinde cob gen bolgesi bulunmustur (Cizelge 4.10- 4.12).
cob geninin bulunma siklig1 % 85 olarak saptanmustir. cob genine ait E. faecium RT-94
susunun DNA dizi analizi National Center of Biotechnology Information’in web
sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi
kullanilarak dogrulanmistir (Cizelge 4.13, EK-7).



51

Cizelge 4.10. Seks feromon determinanti (cob, ccf) gen bolgeleri PZR sonuglari

Bakteri cob ccf

E. faecium RI-5
E. faecium RI-30

E. faecium RI-41

E. faecium RI-46

E. faecium RI-53

E. faecium RI-55

E. faecium RI-61

E. faecium RI-64

E. faecium RI-68 - -
E

E

E

E

E

E

E

E

|+ |+ |+ +|+ ]|+

. faecium RI-70
. faecium RI-71
. faecium RI-74
. faecium RI-75
. faecium RI-78
. faecium RI-79
. faecium RI-80
. faecium RT-81
E. faecium RT-82
E. faecium RT-94
E. faecium RT-101 -
E. faecium DSM 20477 +

+ [+

|||+ ||+ +]

[+ [+ ]+ +]+]

NK PK 5 30 41 46 53 55 61 64 68 70 71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

Sekil 4.12. E. faecium suslariin cob geni amplifikasyonu
M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20447

Seks feromon determinantlarindan 543 bg biiyiikliigiinde olan ccf gen bdlgesinin PZR
denemeleri sonucunda (Sekil 4.13) E. faecium suslari arasinda bulunma siklig1 %45 olarak
saptanmustir. ccf gen bolgesi E. faecium RI-71, RI-74, RI-78, RI-79, RI-80, RT-81, RT-82,
RT-94, RT-101 suslarinda tespit edilirken, pozitif kontrol olan E. faecium DSM 20477
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susunda tespit edilmemistir (Cizelge 4.10- 4.12). ccf genine ait E. faecium RI-80 susunun
DNA dizi analizi National Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilarak
dogrulanmustir (Cizelge 4.13, EK-8).

M nk pk 5 30 41 46 53 55 61 64 68 70 71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

5430 = . -

Sekil 4.13. E. faecium suslarmin ccf geni amplifikasyonu
M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477

4.6.7. Hiyaluronidaz (hyl) gen bolgesi jel elektroforez goriintiisii

PZR ¢aligmalar1 sonucunda 1065 bg biyiikliigiinde olan hyl gen bolgesi sadece E. faecium
RI1-61 ve RI-64 suslarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.11- 4.12). hyl gen bdlgesinin bulunma
siklig1 %20 olarak saptanmis ve gen bolgesine ait jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.14° de
gosterilmistir. hyl gen bolgesine ait E. faecium RI-64 susunun DNA dizi analizi National
Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilarak dogrulanmistir (Cizelge 4.13-EK-9).
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Cizelge 4.11 Hiyaluronidaz (hyl) gen bolgesi PZR sonuglari

Bakteri hyl

E. faecium RI-5 -
E. faecium RI-30 -
E. faecium RI-41 -
E. faecium RI-46 -
E. faecium RI-53 -
E. faecium RI-55 -
E. faecium RI-61 +
E. faecium RI-64 +
E. faecium RI-68 -
E. faecium RI-70 -
E. faecium RI-71 -
E. faecium RI-74 -
E. faecium RI-75 -
E. faecium RI-78 -
E. faecium RI-79 -
E. faecium RI-80 -
E. faecium RT-81 -
E. faecium RT-82 -
E. faecium RT-94 -

E. faecium RT-101 -
E. faecium DSM 20477 -

M nk pk 5 30 41 46 53 55 61 64 68 70 71 74 75 78 79 80 81 82 94 101

~ <€— 1065 bg

Sekil 4.14. E. faecium suslarmin hyl geni amplifikasyonu
M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, 20 E. faecium bakterisinde en ¢ok bulunan gen
bolgelerinin E. faecium ylizey antijeni A (efaAfm) (%95) ve seks feromon determinanti (cob)
(%85) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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Bakterilerin i¢erdikleri vankomisin direng genleri ve viriilans genleri degerlendirildigine ise;
E. faecium RI-74 susunun 7 gen bolgesi (vanB, agg, efaAfm, cob, ccf, gelE, asal) ile en ¢ok
gen bolgesine sahip iken E. faecium RT-101 susunun 2 gen bolgesi (efaAfm, ccf) ile en az

gen bolgesine sahip oldugu gosterilmistir.

Asal Hyl Van A
20% 10% 5% Cyl-A

Sekil 4.15. E. faecium suslarinin viriilans gen bolgeleri yiizde dagilimi
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Cizelge 4.12. E. faecium suslarin tagidiklart direng ve viriilans genler

Suslar Tasidigr viriilans ve direng genleri (sayis1)
E. faecium RI-5 vanA, vanB, esp, efaAfm, cob, gelE (6)
E. faecium RI-30 vanB, efaAfm, cob (3)
E. faecium RI-41 vanB, efaAfm, cob (3)
E. faecium RI-46 vanB, efaAfm, cob, gelE, asal (5)
E. faecium RI-53 vanB, efaAfm, cob (3)
E. faecium RI-55 vanB, efaAfm, cob (3)
E. faecium RI-61 vanB, efaAfm, cob, hyl (4)
E. faecium RI-64 vanB, efaAfm, cob, hyl (4)
E. faecium RI-68 vanB, esp, efaAfm, gelE, asal (5)
E. faecium RI-70 vanB, esp, efaAfm, gelE (4)
E. faecium RI-71 vanB, efaAfm, cob, ccf, gelE (5)
E. faecium RI-74 vanB, agg, efaAfm, cob, ccf, gelE, asal(7)
E. faecium RI-75 Esp, efaAfm, cob, gelE (4)
E. faecium RI-78 efaAfm, cob, ccf (3)
E. faecium RI-79 efaAfm, cab, ccf (3)
E. faecium RI-80 efaAfm, cob, ccf (3)
E. faecium RT-81 efaAfm, cob, ccf (3)
E. faecium RT-82 efaAfm, cob, ccf (3)
E. faecium RT-94 cob, ccf, gelE, asal (4)
E. faecium RT-101 efaAfm, ccf (2)
E. faecium DSM 20477 vanA, vanB, clyA, clyB, esp, cob, gelE, asal (8)

4.7. DNA Dizi Analizi

E. faecium tiirii bakterilerde vankomisin direng (vanA, vanB) ve viriilans genlerin (gelE, esp,
agg, asal, efaAfm, cob, ccf ve hyl) varligin1 belirlemek i¢in, uygun primerler kullanilarak
PZR ile ¢cogaltilan DNA’lardan vanA gen bolgesi i¢in E. faecium RI1-5, vanB gen bolgesi i¢in
E. faecium RI-46, gelE gen bolgesi i¢in E. faecium R1-68 ve RT-94, agg gen bolgesi igin E.
faecium RI-74, asal gen bolgesi i¢in E. faecium RT-94, efaAfm gen bolgesi igin E. faecium
RI-41 ve RT-101, cob gen bolgesi i¢in E. faecium RT-94, ccf gen bolgesi i¢in, E. faecium
RI1-80 ve hyl gen bolgesi igin E. faecium RI-64 suslart her bir gen bolgesinden bir sus olacak
sekilde tesadiifen segilerek dizi analizi yaptirilmistir. Elde edilen direng ve viriilans genlere
ait dizi analizi sonuglar1 gen bankalariyla karsilastirilarak PZR tirlinleri dogrulanmistir. Dizi
analizlerini karsilagtirmak amaciyla National Center of Biotechnology Information’in web
sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi

kullanilmistir. Dizi analizine ait blast sonuglar1 Cizelge 4.13’de verilmistir.
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Blast Sonuglart

bolgesi Bakeri Tanimlama Maksimum Toplam Sorgu E degeri Erisim
skor skor sonucu numarasi
Enterococcus faecium strain LAC7.2 chromosome, complete genome 1329 1726 96% 0.0 CP045012.1
Enterococcus faecium strain V2937 chromosome, complete genome 1329 1726 96% 0.0 CP044274.1
vanA | RI-5 Enterococcus faecium strain 515 chromosome, complete genome 1329 1726 96% 0.0 CP041257.1
Enterococcus faecium isolate E8481 genome assembly, chromosome: 1 1329 1726 96% 0.0 LLR536670.1
Enterococcus faecium isolate E7196 genome assembly, plasmid: 1 1329 1726 96% 0.0 |LR135270.1
Enterococcus faecium isolate E1334 genome assembly, chromosome: 1 1480 1480 97% 0.0 LR134095.1
Enterococcus faecium isolate E4239 genome assembly, chromosome: 1 1480 1480 97% 0.0 LR135782.1
vanB | RI-46 Enterococcus faecium NRRL B-2354, complete genome 1480 1480 97% 0.0 CP004063.1
Enterococcus faecium strain FDAARGOS 323 chromosome, complete genome 1480 1480 97% 0.0 CP027402.1
Enterococcus sp. DA9 chromosome, complete genome 1480 1480 97% 0.0 CP042839.1
Enterococcus faecalis strain MD4 gelatinase (gelE) gene, partial cds 656 656 100% 0.0 MH720045.1
Enterococcus faecalis strain CVM N48037F chromosome, complete genome 656 656 100% 0.0 CP028720.1
RT-94 | Enterococcus faecalis strain C25 chromosome, complete genome 651 651 100% 0.0 CP030042.1
Enterococcus faecalis KUB3007 DNA, complete genome 656 656 99% 0.0 AP018543.1
Enterococcus faecalis strain LN68 Fsr and gelE-sprE operons, complete sequence 656 656 100% 0.0 JN246675.1
gelE Enterococcus faecalis strain L15 chromosome, complete genome 696 696 98% 0.0 CP042213.1
Enterococcus faecalis strain 4928STDY 7071355 genome assembly, chromosome: 1 696 696 98% 0.0 LR607334.1
RI1-68 Enterococcus faecalis strain MD4 gelatinase (gelE) gene, partial cds 696 696 98% 0.0 MH720045.1
Enterococcus faecalis KUB3007 DNA, complete genome 696 696 98% 0.0 AP018543.1
Enterococcus faecium strain QSE32 fsr operon, complete sequence; and GelE (gelE) and 1480 1480 97% 0.0 CP042839 1
SprE (sprE) genes, complete cds -
Enterococcus faecalis strain NCTC8732 genome assembly, chromosome: 1 1648 1648 98% 0.0 LR594051.1
Enterococcus faecalis strain FDAARGOS 324 chromosome, complete genome 1648 1648 98% 0.0 CP028285.1
esp RI-70 | Enterococcus faecalis strain LD33, complete genome 1648 1648 98% 0.0 CP014949.1
Enterococcus faecium strain V2937 chromosome, complete genome 1502 1502 99% 0.0 CP044274.1
Enterococcus faecium isolate E6020 genome assembly, chromosome: 1 1502 1502 99% 0.0 LR536640.1
Enterococcus faecalis strain DD14 genome 1816 1816 92% 0.0 CP021161.1
Agg RI-74 | Enterococcus faecalis V583 chromosome, complete genome 1790 2790 91% 0.0 AE016830.1
Enterococcus faecium plasmid pHKK701 aggregation substance (ash701) gene, complete cds | 1607 1607 91% 0.0 U91527.1
Enterococcus faecalis strain DPN94 aggregation substance protein (aspl) gene, partial cds 996 996 73% 0.0 KU311662.1
Enterococcus faecalis strain CK135 plasmid pPD1, complete sequence 580 580 98% le-161 KT290268.1
E.faecalis plasmid pPD1 aspl and URFs pd57, pd125 and pd113 genes 588 588 99% 6e-164 X62656.1
Asal | RT-94 | Enterococcus faecalis strain CVM N48037F chromosome, complete genome 582 582 98% 3e-162 CP028720.1
Enterococcus faecalis strain 12.8a aggregation substance protein (asal) gene, partial cds 575 575 97% 5e-160 KT598461.1
Enterococcus faecalis strain VE14089 chromosome, complete genome 566 1082 98% 3e-157 CP039296.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1765889774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045012.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WMTMMYT7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1752921839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP044274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=WMTMMYT7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1697763179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WMTMMYT7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1599555534
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR536670.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=WMTMMYT7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1546939449
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1539285962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR134095.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WMRW6EMP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1547055214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR135782.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=WMRW6EMP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_445187230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP004063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=WMRW6EMP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1356703128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP027402.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WMRW6EMP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1724786481
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP042839.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WMRW6EMP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1594609897
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH720045.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=WMSY81C0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1587038988
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028720.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WMSY81C0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1678198132
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP030042.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=WMSY81C0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1387841786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018543.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=WMSY81C0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_360039985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN246675.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=WMSY81C0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1772266127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP042213.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMAP97HK014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1700446139
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR607334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=XMAP97HK014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1594609897
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH720045.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=XMAP97HK014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1387841786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018543.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=XMAP97HK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP042839.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WMRW6EMP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1654258058
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR594051.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WMTGAR9M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1373300121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028285.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WMTGAR9M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1011599055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP014949.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=WMTGAR9M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1752921839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP044274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=WMTGAR9M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1599550211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR536640.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=WMTGAR9M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J6EGYH2H015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,8#alnHdr_1192722854
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021161.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=J6EGYH2H015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J6EGYH2H015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,8#alnHdr_29350190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AE016830.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=J6EGYH2H015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J6EGYH2H015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,8#alnHdr_2109265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U91527.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=J6EGYH2H015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=J6EGYH2H015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,8#alnHdr_1130478812
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU311662.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=J6EGYH2H015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_912617194
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT290268.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XK74AF2Z014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_43323
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/X62656.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XK7BH6HT014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1587038988
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028720.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=XK7BH6HT014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1024992709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT598461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=XK7BH6HT014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1694424003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP039296.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=XK7BH6HT014

Blast Sonuglar1

Gen Bakteri - — —
bolgesi Tanimlama Maksimum Toplam Sorgu E degeri | Erisim numarasi
skor skor sonucu
Enterococcus faecium isolate E0139 genome assembly, chromosome: 1 1212 1212 98% 0.0 LR132067.1
Enterococcus faecium strain NCTC7174 genome assembly, chromosome: 1 1212 1212 98% 0.0 LR134337.1
RI-41 Enterococcus faecium strain V1836 chromosome, complete genome 1206 1206 98% 0.0 CP044264.1
Enterococcus faecium strain VVEswe-R chromosome, complete genome 1206 1206 98% 0.0 CP041261.1
Enterococcus faecium QU 50 DNA, complete genome 1206 1206 98% 0.0 AP019394.1
efaAfm Enterococcus faecium isolate E0139 genome assembly, chromosome: 1 1242 1242 97% 0.0 LR132067.1
Enterococcus faecium strain LAC7.2 chromosome, complete genome 1236 1236 97% 0.0 CP045012.1
RT-101 | Enterococcus faecium strain 515 chromosome, complete genome 1236 1236 97% 0.0 CP041257.1
Enterococcus faecium QU 50 DNA, complete genome 1236 1236 97% 0.0 AP019394.1
Enterococcus faecium isolate E7196 genome assembly, plasmid: 1 1236 1236 97% 0.0 LLR135270.1
Enterococcus faecium strain N56454 chromosome, complete genome 944 944 96% 0.0 CP040904.1
Enterococcus faecium isolate E2079 genome assembly, chromosome: 1 944 944 96% 0.0 LR135169.1
cob RT-94 Enterococcus faecium strain RBWH1 chromosome, complete genome 944 944 96% 0.0 CP033206.1
Enterococcus faecium isolate E7196 genome assembly, plasmid: 1 938 938 96% 0.0 LR135270.1
Enterococcus faecium QU 50 DNA, complete genome 938 938 96% 0.0 AP019394.1
Enterococcus faecium strain V2937 chromosome, complete genome 593 593 94% 2e-165 CP044274.1
Enterococcus faecium strain 4928STDY7071735 genome assembly, chromosome: 1 593 593 94% 2e-165 LR607355.1
ccf RI-80 Enterococcus faecium strain 515 chromosome, complete genome 593 593 94% 2e-165 CP041257.1
Enterococcus faecium QU 50 DNA, complete genome 593 593 94% 2e-165 AP019394.1
Enterococcus faecium strain JE1 chromosome, complete genome 593 593 94% 2e-165 CP033041.1
Enterococcus faecium strain DMEAQ2 chromosome, complete genome 693 693 92% 0.0 CP043484.1
Enterococcus faecium strain FA3 chromosome, complete genome 693 693 92% 0.0 CP042834.1
hyl RI-64 Enterococcus faecium strain CBA7134 chromosome, complete genome 693 693 92% 0.0 CP025685.1
Enterococcus faecium strain HB-1 chromosome, complete genome 693 693 92% 0.0 CP040878.1
Enterococcus faecium T110, complete genome 654 654 92% 0.0 CP006030.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1539176593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR132067.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WMT84T70015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1539919900
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR134337.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WMT84T70015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1752924826
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP044264.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WMT84T70015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1720282724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041261.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=WMT84T70015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1603745333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP019394.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=WMT84T70015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1539176593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR132067.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMNM7RU6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1765889774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045012.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=XMNM7RU6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1697763179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=XMNM7RU6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1603745333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP019394.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=XMNM7RU6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1546939449
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR135270.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=XMNM7RU6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1685646498
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040904.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMX0P93D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1541309583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR135169.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=XMX0P93D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1540599729
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP033206.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=XMX0P93D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1546939449
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR135270.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=XMX0P93D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1603745333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP019394.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=XMX0P93D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1752921839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP044274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WMTTY1U6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1700446160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR607355.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=WMTTY1U6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1697763179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=WMTTY1U6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1603745333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP019394.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=WMTTY1U6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1494009832
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP033041.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=WMTTY1U6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1735555123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP043484.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WMRF9ZM5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1724786484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP042834.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=WMRF9ZM5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1554460486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP025685.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=WMRF9ZM5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1682002953
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040878.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=WMRF9ZM5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670923222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP006030.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=WMRF9ZM5015
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4.8. Plazmid DNA izolasyonu

20 E. faecium bakterisinden, yapilan ¢aligmalar sonucunda, higbirisinde plazmid DNA’ya

rastlanilmamustir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. E. faecium suslarinin plazmid DNA jel goriintiisii
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5. TARTISMA

Enterokoklar, laktik asit bakterileri (LAB) cinsine ait olan insanlarin, memelilerin ve diger
hayvanlarin gastrointestinal yollarinin bagirsaklarinda ortak mikrobiyota olarak bulunan
bakterilerdir. Bunun yani sira birgok olumsuz ¢evresel kosullarinda hayatta kalabilmeleri ve
organoleptik 6zelliklere sahip ¢esitli geleneksel fermente gidalarin iiretiminde 6nemli bir rol
oynadiklari i¢in hayvansal ve bitkisel kokenli birgok gida da bulunurlar. Enterokoklar, laktik
asit ve bakteriyosinler (enteroksinler) gibi bakteri dldiiriici madde iirettikleri i¢in gida
maddelerinin  biyolojik olarak korunmasinda da kullanilmaktadirlar.  Listeria
monocytogenes, S. aureus ve Clostridium botulinum dahil olmak tizere birgok 6nemli Gram-
pozitif gida kaynakli patojene kars1 antimikrobiyal aktivite gostermektedirler. Enterokoklar
ayn1 zamanda insanlar ve hayvanlar i¢in probiyotik olarak kullanilmaktadirlar ancak yatay
gen transferi yoluyla viriilans ve antibiyotik direng genleri edinme yeteneklerinin, probiyotik
olarak veya yiyeceklerde starter/yardimeci kiiltiir olarak kullanilmasinin dniindeki 6nemli bir
engel olarak diistiniilmektedir (Foulquie Moreno ve ark., 2006; Franz ve ark., 2011; Reis ve
ark., 2012; Jaouani ve ark., 2015; Golob ve ark., 2019)

Enterokoklar genellikle {irogenital sistem enfeksiyonlar1 (Protonotariou ve ark., 2010) ve
endokardit (Heikans ve ark., 2007) gibi patogenez ile iligskilendirilmektedir. Probiyotik
bakterilerde istenmeyen fenotipler olan hemolizin (Franz ve ark., 2001), jelatinaz (Huycke
ve ark., 1991) ve agregasyon maddesi (Sartingen ve ark., 2000) iiretiminden sorumlu
antibiyotik diren¢ genlerini tasiyabilmektedirler. insanlarda bir hastaligin baslangicinda
veya hastalik semptomlarinin alevlenmesinde rol oynayabilecek bircok enterokok viriilans
geni tanimlanmistir (Anderson ve ark., 2016). Bu determinantlarin ¢ogu gidalardan izole
edilen suslarda bulunmustur (Eaton ve Gasson, 2001; Franz ve ark., 2003). En 6nemli
enterokok viriilans determinantlari, agregasyon maddesi (asal), jelatinaz (gelE), sitolisin
(cylA, cylB), enterokok yiizey proteini (esp), hiyaliironidaz (hyl), endokardit antijeni (efaA)
icerir (Barbosa ve ark., 2010; Ferguson ve ark., 2016). Vankomisin direng ve viriilans
genlere sahip olabilme &zelliklerinden dolay1 enterokoklarin, gida veya biyofarmasétik
endiistrisinde probiyotik veya baslangic kiiltiirii olarak kullanilmadan 6nce enterokoklarin

giivenilirliginin belirlenmesi gerekmektedir.
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Bu amagla bu tez ¢alismasinda daha once probiyotik ozellikleri belirlenen E. faecium
suslarinin potansiyel probiyotik adaylar olarak onerilebilmesi i¢in, vankomisin direng ve
baz1 viriilans genleri arastirilmistir. Spesifik primerler araciligi ile polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi kullanilarak vankomisin direng (vanA, vanB) ve 10 farkli viriilans gen
bolgesi (gelE, cylA, cylB, esp, agg, asal, efaAfm, cob, ccf, hyl) arastirillmistir. Fenotipik
olarak hemolizin ve jelatinaz aktivitesi, mikroplate yontemiyle biyofilm aktivitesi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda suslarin viriilans diren¢ geni transferinde 6nemli rol oynayan

plazmid varligida tespit edilmistir.

Enterokoklar bir¢ok antimikrobiyallere dogal olarak direncli veya toleranslidir ve yatay gen
aktarimi yoluyla yiiksek seviye ilag direncini kolayca alirlar. E. faecium'un dogal direnci
sefalosporinler, aminoglikozitler (diisiik seviye direnci), makrolidler ve siilfonamidleri icerir
(EUCAST, 2016). Ayrica, bazi enterokoklar kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin ve
vankomisine digsal diren¢ genleri tasiyabilir. Bu genler plazmidlerin iizerinde veya
transpozonlarin yakininda bulunur. Bu nedenle enfeksiyonlarini potansiyel olarak tedavi
edilemez hale getiren potansiyel patojenik bakterilere aktarilabilir (Ouwehand ve ark.,
2016). Ayrica, enterokoklar insan enfeksiyonlarinda kullanilan hemen hemen tiim

antimikrobiyallere kars1 direng potansiyeli gostermektedir (Hollenbeck ve Rice, 2012).

Antibiyotikler ¢ogu hastaliga karsi etkili olma egilimindedir, ancak gereksiz antibiyotik
kullanim1 patojen bakteriler arasinda direncin artmasina neden olmaktadir (Ouwehand ve
ark., 2016). Probiyotiklerin, 0Ozellikle antibiyotik direncinin yayilmasina katkida
bulunmamasi ve aktarilabilir antibiyotik direncini tagimamasi i¢in 6zel olarak se¢ilmesi
gerekmektedir. Bu amagla bu calismada 20 E. faecium bakterisinin farkli etki
mekanizmasina sahip 10 antibiyotige duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi kullanilarak test
edilmistir. E.faecium suslar1, aminoglikozid grubuna dahil olan, bakterilerde protein sentezi
inhibitdrii olan gentamisin antibiyotigine ve bakterilerde sitoplazma membran permalitesini
bozan polimiksin B antibiyotigine kars1 %100 direng¢ gosterdigi belirlenirken, hiicre duvar
sentezini bozan penisilin, ampisilin ve vankomisine %100 duyarlilik gosterdigi tespit
edilmistir. Bakterilerde niikleik asit sentezini bozan kloromfenikole %100 duyarl iken,
rifampisine %81, ofloksasine %52 direnglilik gostermistir. Ribozomlarda protein sentezi
inhibitorii olan tetrasikline ise %95 duyarlilik gostermistir. Bouymajane ve ark. (2018),

yaptiklart ¢caligmada 150 ¢ig inek siitii 6rneginden izole ettikleri 11 E. faecalis,
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3 E. faecium, 2 E. durans ve 1 E. hirae suslarinin hepsinin ampisilin ve tetrasikline direngli,
E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin tamamimin vankomisin ve gentamisine duyarli
olduklarini bildirmislerdir. Yerlikaya ve Akbulut (2019) probiyotik Enterococcus faecium
suslar1 ile yaptiklar1 ¢alismada 6 veya 12 mg / L vankomisin konsantrasyonuna karsi direnci
saptanmamiglardir. Sanlibaba ve Sentiirk, (2018) yaptiklar1 calismada Tiirkiye’deki
geleneksel peynirlerden izole ettikleri 213 Enterococcus susundan 88’inin E.faecium ve
125’inin E. faecalis oldugunu bildirmislerdir. Izolatlar rifampisin antibiyotigine %78,4,
ampisiline %48,8, eritromisine %18,8, tetrasikline %11,7, penisiline %5,6, kloromfenikole
%4,2, gentamisine %3,8 direngli bulunurken, tiim suslarin vankomisine duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Ozmen Togay ve ark (2010), fermente gidalardan izole edilen 16 E. faecium
ve 68 E. faecalis suslarinin eritromisin antibiyotigine %14, tetrasikline %32, gentamisine
%06, kloromfenikole %3 direng gosterdigini ve antibiyotik direncinin E. faecalis

izolatlarinda, E. faecium izolatlarina gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Calismadaki antibiyotik sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, tiim suslarin
vankomisin, penisilin, ampisilin ve tetrasiklin (RI-5 susu hari¢) gibi tibbi olarak yaygin
kullanilan antibiyotiklere karsi duyarli oldugu, gentamisin’e karsi ise direngli olduklar
belirlenmistir. Bazi arastirmalar, gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinda kullanilan
antibiyotiklere karsi, probiyotik bakterilerinin antibiyotiklere direncli olmalarinin yararl
olabilecegini ve dogal bagirsak mikrobiotasini etkili bir sekilde koruyabileceklerini ifade
etmektedirler (Strompfova ve ark., 2004; Bhardway ve ark., 2010). Buna ragmen, probiyotik
olarak kullanilmas1 6nerilecek bakteri suslarinin, saglik sektoriinde yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 duyarlilik géstermesi onemli goriilmektedir (Alkalbani ve ark., 2019).
Potansiyel probiyotik adaylar olan bakterilerimizinde yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere duyarli bulunmasi 6nemli bir avantaj olarak goriilmiistiir. Probiyotiklerin
belirli enfeksiyonlarin riskinini azaltabilecegini ve bdylece antibiyotik ihtiyacini azaltacagy,
ayrica antibiyotik direncinin yayillmasinda katkida bulunmadigi hatta azaltabilecegi
bildirilmektedir (Ouwehand ve ark., 2016). Bu geliskili durumun ortadan kaldirilabilmesi

icin daha cok caligma yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Enterokoklarin bazi suslar1 li¢ veya daha fazla antimikrobiyal ajan grubuna direngli
olduklarindan ¢oklu ilaca direngli (MDR) olarak ifade edilmektedirler. VVankomisine veya
teikoplanine kars1 direng, bu ajanlarin MDR enterokoklara ve diger Gram pozitif bakterilere

karst onemli terapotik kullanimi nedeniyle ozellikle endise kaynagidir (Klare, 2003;
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Hollenbeck, 2012). Ampisilin, vankomisin ve gentamisin, MDR enterokok
enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in en uygun antimikrobiyallerdir, ancak yaygin olarak
kullanilan vankomisin kullanimi1 ciddi bir risk grubu olusturan vankomisine direncli
enterokoklarin (VRE) sayisinda artis saglamistir (Tenover ve McDonald, 2005; Golob ve
ark., 2019). VRE de dahil olmak iizere antimikrobiyallere diren¢li enterokoklar,
antimikrobiyal diren¢ genlerinin tiirler arasi transferinde 6nemli rol oynamaktadir (Giraffa,
2002; Golob ve ark., 2019). Enterokoklar, sadece vanA ve vanB genlerini dikey ve yatay
olarak transfer etme ve yiikksek direng seviyeleri saglama Kkapasitesine sahiptirler

(Centinkaya ve ark. 2000; Aragjo ve ark., 2013).

Firsatg1 patojen olarak enterokoklarin patojenitesinin olusmasindaki en énemli etmen ¢oklu
antibiyotik direncinin bulunmasidir Arastirmacilar enterokoklarin hayvanlardan ve
sebzelerden insanlara hem dogrudan temas yoluyla hem de tiiketim yoluyla yayilabilecegini,
insanlarda antibiyotik direng¢ genlerinin yayilmasina yol agabilecegini ayrica direng genlerini
kendilerine veya bagka tiirlere aktarabileceklerini bildirmislerdir (Sapkota ve ark., 2011;
Calonico ve ark., 2018). Tez kapsaminda yapilan ¢alismada E. faecium RI1-70, RI-71, RI-75
ve referans sus E. faecium DSM 20477 olmak iizere 4 sus, gentamisin, rifampisin,
eritromisin, polimiksin B, ofloksasin antibiyotiklerine ¢oklu antibiyotik direnci gostermistir.
Beshuri ve ark, (2017) domuz ¢iftliginden izole ettikleri E. faecium ve E. faecalis suslarinin
%50’sinden fazlasinin ¢oklu antibiyotik direnci gosterdigini belirtmislerdir. Yapilan bir
caligmada geleneksel peynirlerden izole edilen E. faecalis izolatlarinda %88 oraninda ¢oklu
antibiyotik direnci goriiliirken, E. faecium izolatlarinin %100’{iniin ¢oklu antibiyotik direng
gosterdigini belirtmislerdir (Sanlibaba ve Sentiirk, 2018). Yapilan bir ¢alismada fermente
gida kaynakli 87 Enterococcus cinsinden 8 E. faecium ve 10 E. faecalis izolatlarinin ¢oklu
antibiyotik direnci gosterdigi tespit edilmistir (Ozmen Togay ve ark., 2010). Bouymajane ve
ark (2018), hayvan kaynakli gidalarda Enterococcus'un varliginin, kontaminasyon
belirtisinin veya zayif hijyen kosullarinin bir gostergesi olabilecegini rapor etmislerdir.
Ayrica Enterococcus'un genel olarak gidada ve ozellikle ¢ig siitte tiiketilmesi halk saglig
risklerini arttirdigini ve bu izole edilmis suslar ¢ok ilaca direncli oldugunda biiyiik bir halk

saglig1 problemi olusturabilecegini bildirmislerdir.

Vankomisin direng genleri PZR ile belirlenmistir. Vankomisin antibiyotigine %100
duyarlilik gosteren suslardan sadece E. faecium RI-5 susunda vanA geni tespit edilmistir.
Van B geni ise RI-5, RI-30, RI-41, RI-46, RI-48, RI-53, RI-55, RI-61, RI-64, R1-68, RI-70,
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RI-71, RI-74 suslarinda tespit edilmistir. Cerrahi yara 6rneklerinden ve kan kiiltlirlinden
izole edilen 26 E. faecalis izolatinda, %53,8’inin vankomisin antibiyotigine direngli
oldugunu, direngli izolatlarin %71,4’tinde vanA genini buldugunu ve vankomisin direncini
vanA geni ile iliskili oldugunu bildirmislerdir (Esmail ve ark., 2019). Klinik 6rneklerden
izole edilen enterokoklarda vanA ve vanB genlerinin oraninin yiiksek oldugu dikkat
cekicidir. Yapilan bir caligmada, gida kaynakli Enterococcus spp. (51) ile insan kaynakli E.
faecium (50) izolatlarinda, 1 sus hari¢ gida kaynakli izolatlarin tiimii vankomisine direngli
olmayip, hi¢bir izolatin vanA ve vanB geni tasimadigini bildirilmistir. Klinik izolatlarin ise
%84 linlin vanA, ylizde %2’sinin vanB genlerini tasidigi ve tiim izolatlarin vankomisine
direngli oldugu bulunmustur (Terkuran ve ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada gesitli fermente
gidalardan izole edilen 87 Enterococcus cinsinden 3 E. faecium ve 8 E. faecalis izolatlarinin
vankomisine orta diizeyde direng gosterdigini bildirmislerdir. izolatlarin higbirisi vanB geni
icermemesine ragmen, yalnizca sosis kaynakli E. faecalis S6-4 ve peynir kaynakli E. faecalis
P3-1 suslarinin vanA geni icerdigini ve E. faecalis S-64 izolatinda vankomisin direnci
gozlenmezken, E. faecalis izolatinda orta diizey vankomisin direnci gozlendigini
bildirmislerdir (Ozmen Togay ve ark., 2010). Diger bir ¢alismada ise insan siitiinden izole
edilen 7 E. faecium suslarinin higbirisinde vanA ve vanB genleri tespit edilmemistir
(Reviriego ve ark., 2005). Franya ve ark, (2019) yerel hastaneye basvuran hastalardan izole
edilen 71 E. faecium izolatlarindan 33’iniin vanA ve 38’inin vanB pozitif oldugunu
belirlenmislerdir. 384 diski 6rnegi, 24 igme suyu ve 24 toprak oérneginden izole edilen 176
Enterococcus sp. izolatlarinin %62’si vanA, %17’si vanB ve %21’i vanC genlerine sahip
oldugu rapor edilmistir (Foka ve Ateba, 2019). Bizim ¢alismamizda ise antibiyogram testleri
sonucunda E. faecium suslarinin hepsinin vankomisine yiiksek duyarlilik gostermesi,
vankomisin diren¢ geni igeren suslarda vankomisin genlerinin sessiz gen olarak

bulundugunu goéstermektedir.

Kromozomal DNA iizerinde bulunan gelE geni jelatinaz {iretiminden sorumludur.
Calismamizda kullanilan E. faecium suslariin jelatinaz aktivitesi fenotipik olarak kanli agar
lizerinde, gelE geni varligi ise PZR yontemi ile arastirilmistir. Enterokoklarin %40’ inda
gelE geni tespit edilmistir. Fenotipik jelatinaz aktivitesi testine gore, PZR ¢aligmalari sonucu
gelE geni icerdigi tespit edilen E. faecium RI-5, RI-46, RI-68, RI-70, RI-71, RI-74, RI-75,
RI-94 suslarinda jelatinaz aktivitesi gozlenmemistir. Aslinda, bu sonu¢ °sessiz _gelE’
genlerinin varligin1 gostermektedir. Jelatinazi kodlayan gelE geninin varliginin, jelatinaz

iiretimi igin zorunlu olmadig1 bildirilmektedir (Franz ve ark., 2001; Mannu ve ark., 2003).
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Franz ve ark. (2001), peynirden izole edilen enterokok suslarinda jelatinaz aktivitesinin
bulunmasini peynirin proteince zengin bir kaynak olmasindan ileri gelebilecegini

belirtmistirlerdir.

Tez kapsaminda yapilan caligmalara benzer olarak Reviriego ve ark (2005) yaptiklar
caligmada insan siitiinden izole edilen 7 E. faecium suslariin fenotipik analizleri sonucunda
hi¢bir susta jelatinaz aktivitesi goériilmedigini bildirmislerdir. Eaton ve Gasson (2001)
tarafindan yapilan ¢alismalarda E. faecalis ve E. faecium suslarinda jelatinaz geni pozitif
bulunmasina ragmen jelatinaz negatif fenotip goriilebildigi saptanmistir. Belgacem ve ark.
(2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise E. faecium tiiriine ait 24 sustan 5 susta gelE geni
tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda jelatinaz aktivitesi jelatin iceren agar ortaminda fenotipik
olarak incelenmis ve gelE geni iceren 5 izolatin jelatinaz aktivitesi gostermedigini
bildirmislerdir. Kanemitsu ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada insan kaynakli 93 E. feacelis
susunun %45’inde jelatinaz aktivitesi goriliirken, 46 E. faecium suslarinda jelatinaz
aktivitesine rastlamadiklarini rapor etmislerdir. Beshuri ve ark. (2017) yaptiklari ¢alismada

54 E. faecium suslarindan 40 izolatta gelE geni tespit etmislerdir.

Sitolizin, feromon-duyarli plazmidler ya da patojenite adalari igindeki kromozomlar
tizerinde kodlanabilir (Shankar ve ark., 2004). Sitolizin/ hemolizin enfeksiyon modellerinde
viriillanslige katki saglayan ekstraseliiler iirlinlin iiretimine yol acar (Clewell, 2007).
Yaptigimiz PZR ¢aligmalar neticesinde Enterokok suslarinda cylA ve cylB gen bolgesi
saptanmamistir. Ayn1 zamanda kanli agar {izerinde test edilen izolatlarda a- ve y- hemolitik
aktivite saptanirken, B- hemolitik aktivite saptanmamustir. - hemolitik aktivite probiyotik
suslarda istenmeyen bir durumdur. Yousif ve ark, (2005) yaptig1 ¢calismada Hussuwa’dan
izole ettikleri 22 E. faecium suslarinin sitolizin geni icermedigini bildirmislerdir. Beshuri ve
ark. (2017) domuz ¢iftliginden izole ettikleri E. faecium suslarindan yalnizca 1 izolatin cyl
gen bolgesi icerdigini bildirmislerdir. Yapilan bir ¢alismada gida kaynakli 24 E.faecium
suslarinda cylA geni tespit edilmezken, 3 susta cylB geni i¢erdigi bildirilmistir (Belgacem ve
ark., 2010). Diger bir ¢alismada insan siitiinden izole edilen 7 E. faecium suslarinda p-
hemolitik aktivite goriillmedigi rapor edilmistir (Reviriego ve ark., 2005). Sanlibaba ve
Sentiirk, (2018), peynirden izole edilen 213 enterokok izolatindan 24 izolatta (%11,3) B-
hemolitik, 21 izolat (%9,9) y-hemolitik aktivite gosterirken, 168 sus (% 78,8) a-hemolitik

aktivite gosterdigini bildimislerdir.
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Enterokokal yiizey proteini (esp) hiicre duvan ile iliskili bir proteindir. esp proteininin
ekspresyonundan sorumlu olan gen, cins i¢inde olduk¢a korunmus bir kromozom bdlgesinde
bulunur ve vankomisine duyarli veya direngli E. faecium suslarinda yaygindir (Shankar ve
ark., 2002). esp geni bulunan bakteriler, esp geni bakimindan negatif olan kontrolleri ile
kiyaslandiklarinda belirgin olarak daha yiiksek oranda ve daha kalin biyofilm yapilari
olusturmuslardir (Tendolkar ve ark., 2006). Yaptigimiz PZR ¢alismalar1 sonucunda esp geni
E. faecium RI-5, RI-68, RI-70, RI-74 suslarinda tespit edilmis ve bulunma siklig1 yiizde %
20 olarak saptanmistir. Ancak bu suslarda biyofilm olusturma yetenegi tespit edilmemistir.
Gida ve insan kaynakli 43 E. faecium ve 38 E. faecalis izolatlarindan, E. faecium suslarinin
sadece % 4,7'si, E. faecalis suslarmin % 42,1'i esp geninin varligini géstermistir; esp viriilans
faktori, insan kaynakli E. faecalis izolatlar1 arasinda daha sik gériilmiistiir (Corialota ve ark.,
2008). Franz ve ark (2001), yaptig1 ¢alismada 48 E. faecium susundan sadece 1’inin ve 47
E. faecalis susundan ise 17’sinin esp geni igerdigini tespit etmislerdir. Ozmen Togay ve
arkadaslar1 (2010) yaptigi calismada cesitli gidalardan izole edilen E. faecium (16)
suslarinda enterokok yiizey proteini kodlayan espm geninin bulunma ytizdesini %60 olarak
belirlemiglerdir. Yapilan bir ¢calismada 54 E. faecium suslarindan 32 izolatin esp gen bolgesi
icerdigi tespit edilmistir (Beshuri ve ark., 2017). Yapilan diger bir calismada gida kaynakl
24 E. faecium suslarindan higbirisinde esp geni tespit edilmemistir (Belgacem ve ark., 2010).
Enterokok suslarinda esp geninin varliginin farklilik gosterdigi dikkat cekicidir.

agg geni tarafindan kodlanan agregasyon maddesi, bakteriyel konjugasyona katilan ve
plazmid transferini kolaylastiran ve ayrica bir 0karyotik ylizey dizisine yapismayi iceren,
feromon ile indiiklenebilir bir ylizey glikoproteinidir (Koch ve ark., 2004; Popovi¢ ve ark.,
2018). asal, enterokoklarin bobrek tiibiiler hiicrelerine, kalp endokardiyal hiicrelerine,
bagirsak epitel hiicrelerine bakteri yapigmasini arttirdigi ve insan makrofajlaria yapismay1
ve bu hiicrelerde sagkalimi arttirdigi ifade edilmistir (Vankerckhoven ve ark., 2004). Ancak
agregasyon maddesinin bir fare USE modelinde virillansa katkida bulunmadig
gosterilmistir. Bir viriilans faktorii olarak agregasyon maddesinin (agg, asal), adezyon ve
agregasyona neden olmasi yanisira ayrica konak savunmasina karsi koruyucu faktor olarak
da goérev yaptig1 anlagilmaktadir (Baylan, 2019). Ayrica, Cebrian ve ark. (2012) ve Popovic
ve ark. (2018) agg maddesi ve esp yiizey proteini gibi bazi viriilans faktorlerinin probiyotik
bakteriler i¢in yararli bir rol oynayabilecegini One siirmiistiir. Aslinda bu, bakterinin
gastrointestinal sistemi kolonize etmesine ve iginde ¢ogalarak probiyotik 6zelliklerini ortaya

cikarmasma yardimer olabilceklerini bildirmislerdir (Zommiti ve ark., 2018). Eaton ve
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Gasson (2001) agg geni igeren suslarin mutlaka seks feromon determinantlarini da igerdigini
bildirmistir. Yapilan bu ¢alisma kapsaminda PZR yontemiyle arastirilan agg geni sadece E.
faecium RI-74 susunda tespit edilirken, asal geni E. faecium RI-46, RI-68, RI-74, RT-94
suslarinda tespit edilmistir. agg ve asal genlerinin ikisine sahip olan tek sus ise E. faecium
RI-74 olarak tespit edilmistir. Corialota ve ark (2008) gida ve insan kaynakli 43 E. faecium
(25 gida kaynakli, 18 insan kaynakli) ve 38 E. faecalis (17 gida kaynakli, 21 insan kaynakli)
suslartyla yaptiklari ¢alismada viriilans faktorlerin bulunma orani E. faecalis suslarinda daha
yiksek oldugunu tespit etmislerdir. Virlilans faktorler arasinda ise, agg viriilans
determinanti, E. faecalis (% 65,8) suslarinin gida kaynakli suslarda (% 70,6), insan kaynakli
suslara gore bulunma orami (% 61,9) daha yiiksek oldugunu saptamiglardir. Domuz
ciftliginden izole edilen 54 E. faecium suslarindan 30 susun asal gen bolgesi igerdigi tespit
edilmistir (Beshuri ve ark., 2017). Yapilan bir baska ¢alismada ¢esitli gidalardan izole edilen
16 E. faecium suslarinin %88’inin agg geni icerdigi belirlenmistir (Ozmen Togay ve ark.,
2010).

Endokardis antijeni olan EfaA, efaA geni tarafindan kodlanmaktadir. efaA, mangan transport
sistemi i¢in Onemli bir protein reseptoridiir. Bakterilerin hayatta kalabilmeleri ve
cogalabilmeleri i¢in mangan gereklidir ve mangandan fakir ortamda efaA antijeninin fazla
miktarda sentezlendigi bildirilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004). Tez kapsaminda
aragtirilan efaAfm geni E. faecium RT-94 harig tiim bakterilerde saptanmistir. Ozmen Togay
ve ark (2010) gida kaynakli 16 E. faecium suslarinda enterokoklarda hiicre duvari adhezini
kodlayan efaAfm gen bolgesini %67 sinde tespit etmislerdir. Belgacem ve ark. (2010) gida
kaynakli 24 E. faecium susundan 5 izolatin efaAfm geni i¢erdigini tespit etmislerdir.

Seks feromonlari, enterokok suslar1 arasinda plazmid DNA’min konjugatif transferini
kolaylastiran kiigiik hidrofobik peptitlerdir (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2017). Tez
kapsaminda arastirilan seks feromon determinantlarindan cob gen bolgesi 3 sus hari¢ (E.
faecium RI-68, RI-70, RT-101) harig izolatlarin % 85’ inde, ccf gen bolgesi E. faecium RI-
71, RI-74, RI-78, RI-79, RI-80, RT-81, RT-82, RT-94, RT-101 suslarinda (%45) tespit
edilmistir. Belgacem ve ark, (2010) yaptiklar1 ¢alismada gida kaynakli 24 E. faecium
suslarinin cob geni i¢cermedigini, 12 susun ise ccf gen bdlgesini igerdigini tespit etmistir.
Ozmen Togay ve ark, (2010) cesitli gidalardan izole edilen 16 E. faecium suslarinda 1 sus

hari¢ hepsinin cob ve ccf geni igerdigini bildirmislerdir.
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Hyaluronidaz, gen hyl tarafindan kodlanan bir hidrolitik enzimdir (Kayaoglu ve Orstavik,
2004). Bag dokusunun hiicre digi matrisinin ana kismidir ve tahribati, doku iginde
mikroorganizmalarin yayilmasini kolaylastiran dokunun pargcalanmasina neden olmaktadir
(Hynes ve Walton, 2000). Tez kapsaminda arastirilan hyl gen bolgesi E. faecium RI-61 ve
RI- 64 izolatlarinda tespit edilmistir. Beshuri ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada 54 E.
faecium suslarindan higbirisinin hyl geni igermedigini bildirmislerdir. Arshadi ve ark (2017)
klinik ve g¢evresel kaynaklardan izole edilen vankomisin direngli E. faecium izolatlarinin
%34 lintin hyl geni igerdigini rapor etmislerdir. Adifon ve Tuncer (2019), peynirden izole
edilen 54 Enterococcus sp. susundan E. gallinarum ve E. faecium suslarinin hyl geni

icerdigini, E.faecalis suslarinin ise hyl geni igermedigini bildirmislerdir.

Biyofilm, 'hiicrelerin sik sik birbirine yapismis ve / veya bir yiizeye bagli hiicre dist
polimerik maddelerin (EPS) matriksine gomiildiigi' mikroorganizma kiimeleri olarak
tanimlanir. Biyofilmdeki mikroorganizmalar birbirine sikica baglanir ve stabil bir yap1
olusturur. Biyofilmdeki mikroorganizmalarin yiiksek konsantrasyonundan dolay1, karsilikli
destek, 6ziimseme ve metabolize etme yetenegi daha hizli ger¢eklesecektir. Biyofilm
mikroorganizmalar1 zararl dis ¢evresel faktorlerden ve sert yasam kosullarindan korur; bu
da mikroorganizmalar1 birka¢ saat hatta giinlerce koruyabilir. Bu biyofilmin korumasi
altinda, bakteriler sasirtict derecede yiiksek bir antibiyotik dozuna dayanabilirler (Post ve
ark., 2004; Dian1 ve ark., 2006). Bu tez ¢alismasinda mikroplate yontemi ile arastirilan
biyofilm olusumu E. faecium suslarinda tespit edilmemistir. Ayn1 zamanda biyofilm
olusumuna katki saglayan esp ve gelE gen bolgelerini igeren suslarda biyofilm olusumuna
rastlanilmamasi bu genlerin sessiz gen oldugunu desteklemektedir. Singhal ve ark, (2019)
Hindistan’n farkli bolgelerinden 15 rizosferik toprak drneginden izole edilen ve probiyotik
ozellikleri arastirilan 5 E. faecium izolatlarinin orta diizeyde biyofilm aktivitesi gosterdigini
ayni zamanda viriilans gen (esp, cob, ccf, efaAfm, cyl, agg, gelE) icermedigini
bildirmislerdir. Biyofilmde diren¢ olugsmasinin sebebi plazmid, bakteriler aras1 konjugasyon,
EPS wvarhigi ve ¢esitli bakterilerin katilimi ile olusan bir popiilasyonda bazi
mikroorganizmalarmn kalkan gérevini yerine getirmesi olarak rapor edilmistir (Unal, 2005).
Elde ettigimiz sonuglar ve literatiir bilgilerine gore, agregasyon maddesi (agg), jelatinaz
(gelE) ve enterokokkal yiizey proteini (esp) genlerinin biyofilm olusumu igin yeterli
olmadig1 ancak bu viriilans faktorlerin biyofilm iiretme yetenegine yardimer olabildigini

gostermektedir.
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Calismamizda virtilans genlerin transferinde rol oynayan plazmid varligi arastirilmis ve 20
E. faecium suslarimin higbirisinde plazmid varligi tespit edilmemistir. Viriilans genleri
kodlayan plazmidleri i¢eren suslarin gida sektoriinde starter kiiltiir olarak kullanilmasi biiyiik
olgiide risk tasimakta olup bu plazmidlerin analizleri 6zellikle gida kaynakli enterokoklar
icin 6nem tagimaktadir (Coleri ve ark 2004, Abriouel ve ark., 2006, Rosvoll ve ark., 2010).
Togay ve ark (2010) yaptiklari calismada gida kaynakli, E. faecalis ve E. faecium suslarinda
1 ile 4 plazmide sahip olduklarini bildirmislerdir ve vanA geni igeren iki izolatinda plazmid
icerdigini ve bu plazmidlerin benzer plazmid olduklarmi ve iki sus arasinda vanA direng
geninin plazmid aracilifryla tasmmus olabilecegini bildirmislerdir. Ozmen Togay ve ark,
(2010) gida kaynakli Enterococcus izolatlarindan sosis kaynakli E. faecalis S6-4° iin 3
plazmid ve peynir kaynakli E. faecalis P3-1’in 2 plazmid i¢erdigini tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda potansiyel probiyotik adaylari olan enterokoklarda plazmid DNA’nin

olmamasi bir avantaj olarak goriilmiistiir.

Klinik izolatlarda agregasyon faktorii (asal), entrokok yiizey proteini (esp), jelatinaz (gelE)
ve hiyoliironidaz (hyl) viriilans genleri gida kaynakli izolatlara gore daha yiiksek
bulunmustur (Terkuran ve ark., 2014). Genel olarak calismada kullanilan E. faecium
suslarinin viriilans faktorleri fenotipik ve genotipik yontemler ile arastirilmistir ve yapilan
PZR ¢aligmalar1 sonucu enterokok suslarinin en az 2 en fazla 6 olmak iizere farkli sayida
virlilans gen igerdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.12). cylA ve cylB gen bolgelerini ise higbir
enterokok susu icermemistir. Enterokok suslarinda adhezin benzeri E. faecium A antijenini
kodlayan efaAfm, seks feromonunu kodlayan cob ve vankomisin diren¢ geni olan van B
genlerinin en sik rastlanilan viriilans genler oldugu tespit edilmistir. Enterokok suslarinda
efaAfm geninin bulunma sikligi % 95, cob geninin bulunma siklig1 % 85 ve vanB geninin
bulunma siklig1 % 60 olarak hesaplanmigtir. Toplamda 20 enterokok susu arasindan van A
genini igeren tek sug E. faecium RI-5, agg gen bolgesini igeren tek sus E. faecium RI-74

olmustur.

Sonug olarak daha 6nce potansiyel probiyotik 6zellikleri belirlenmis E. faecium suslarmin
biyogiivenilirliklerinin belirlenmesi amaciyla yaptigimiz ¢aligmalarda penisilin, tetrasiklin,
ampisilin, kloromfenikol ve 6zellikle vankomisin antibiyotiklerine duyarlilik gdstermesi,
ayrica suslarin sitolizin, jelatinaz ve biyofilm aktivitesi gostermemesi ve plazmid
icermemesi suslarin  probiyotik olarak kullanilma potansiyellerinin olabilecegini

diisiindirmektedir. Ayn1 zamanda viriilans direng genlerinin plazmid yoluyla
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aktarilabilecegi g6z Oniline alindiginda suslarda plazmide rastlanilmamasi probiyotik
suslarda bir avantajdir. Ancak bu suslarda bulunan viriilans genlerin 6nemli viriilans
determinantlar1 olmamasina karsin bu suslarin tam olarak biyogiivenilirliginin

saglanabilmesi i¢in in vivo ¢alismalarin da yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Probiyotikler, yeterli miktarda uygulandiginda konakgiya saglik yarar1 saglayan canli
mikroorganizmalar olup, insan ve hayvan enfeksiyonlarimin kontroliinde ve hayvan
tiretiminin iyilestirilmesinde antibiyotiklere uygun alternatifler olarak kabul edilmektedirler.
Dikkat c¢ekici fonksiyonel o6zelliklere sahip Enterokoklar, farkli calismalar ile olasi
probiyotik adaylar olarak degerlendirilmislerdir. Nozokomiyal enfeksiyonlarada sebep
olabilen enterokoklarin bilinen viriilans faktorlerinin olmamasi potansiyel probiyotik aday

olarak degerlendirilebilmesi i¢in 6nemlidir.

Bu tez kapsamindaki ¢alismalarin sonuglarindan elde edilen verilerden asagidaki ¢ikarimlar

elde edilmistir;

1. Potansiyel probiyotik aday olan 20 E. faecium susunun basta vankomisin olmak tizere
klinikte yaygmn kullanilan penisilin, ampisilin, tetrasiklin ve kloromfenikol
antibiyotiklerine duyarlilik gosterdikleri belirlenmistir.

2. 20 susun en az 3 en fazla 5 farkli antibiyotige direngli olmasindan dolayi ¢oklu antibiyotik
direncine sahip olduklar1 tespit edilmistir.

3. Higbir susta jelatin hidrolizi ve hemolizin (- hemoliz) aktivitesi ve biyofilm olusturma
yetenegi goriilmemistir.

4. Vankomisin direng genleri ve viriilans genleri, bakterilerin giivenirliklerinin belirlenmesi
amaciyla calisgilmigtir. Bakterilerin en az iki, en fazla yedi farkli gen bdlgelerine sahip
olduklar1 tespit edilmistir.

5. Son olarak, bakterilerin hi¢ birinde plazmid DNAya rastlanilmamustir.

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin sonuglari degerlendirildiginde asagidaki ¢ikarimlarda

ve Onerilerde bulunulmustur.

1. Bakterilerin antibiyotiklere kars1 duyarli olmalari, antibiyotiklerle iliskili genlere sahip
olmayacagi anlamina gelmedigi, genlerin sessiz gen olabilecekleri bu nedenle de
potansiyel probiyotik adaylarda antibiyotik duyarlilik/direnclilik testinin yaninda
antibiyotik direncliliginden sorumlu gen bolgelerininde mutlaka ¢alisiimast gerektigi

Onerilmektedir.
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10.

Patojenitenin en Onemli gostergelerinden olan hemolizin, jelatinaz ve biyofilm
aktivitelerinin 20 Enterococcus sp. susunda goriilmemesi 6nemli bir avantaj olarak
degerlendirilmistir.

E. faecium suslarinin hepsi vankomisin antibiyotigine kars1 duyarl tespit edilirken, bazi
suslarda vanA (RI-5) ve vanB (RI-5, RI-30, RI-41, RI-46, RI-53, RI-55, RI-61, RI-64,
RI-68, RI-70, RI-71, RI-74) genlerinin tespit edilmesi, vankomisin direncinden sorumlu

3

genin ¢ sessiz gen’ oldugunu belirlememiz agisindan olduk¢a onemli goriilmiistiir.
Ciinkii uygun sartlarda aktif hale gelebilecek olan bu gen, bakterilerin patojenitesini
arttirabilecegi gibi, vankomisin direncinin yayilmasinda da kaynak olabilecegi
Ongorilmiistir.

Viriilans genlerden en 6nemlilerinden biri olan cylA ve cylIB (sitolizin) gen bolgelerine
bakterilerin higbirinin sahip olmamasi probiyotik aday olarak Onerilebileceklerini
gostermistir.

Biyofilm olusumunda rol oynayan ve bazi antibiyotik diren¢ olusumuna katkis1 olan
enterokokkal yiizey proteini (esp) gen bolgesi tespit edilen RI-5, R1-68, RI-70 ve RI-75
suslarinda goriilmesi, bununla birlikte bu bakterilerin hig¢birisinde biyofilm olusumu
goriilmemesi esp geninin ‘sessiz gen’ oldugunu belirlememiz agisindan 6nemlidir.
Ozellikle gidalarda kullanilacak probiyotik enterokoklarda, agregasyon faktdriiniin
(asal) bakterinin dokuya yapismasini saglamasindan dolay1 istenilen bir 6zellik oldugu,
bu nedenle asal genine sahip olan RI-46, R1-64, R1-74 ve RT-94 suslarinin probiyotik
potansiyellerininde olmasindan dolay1 6nemli suslar oldugu ongoriilmiistiir.

Onemli viriilans belirleyicilerinden olan enterokokkal yiizey antijeni (efaAfm) gen
bolgelerinin ise c¢aligilan tiim bakterilerde tespit edilmesi, bakterilerin potansiyel
probiyotik aday olarak kullanilabilmeleri de bir risk olarak ongdriilmistiir.

Seks feromonlari, viriilans determinantlar1 ve antibiyotik direncin feromon yanit veren
konjugatif plazmidler araciligi ile diger enterokok suslarmma yayilmasini tesvik
etmesinden dolay1 RI-68 ve RI-70 suslarinin cob ve ccf geni bulundurmamasi 6nemli
bir avantaj olarak degerlendirilmistir.

Doku hasarina neden olan viriilans faktorlerden hyl geninin R1-61 ve RI-64 suslarinda
bulunmasi bu bakterilerin potansiyel probiyotik adaylar olarak onerilebilmesi i¢in bir
risk kaynagi olarak ongoriilmiistiir.

Antibiyotik ve virililans diren¢ genlerinin aktarilmasinda plazmid DNA ‘lar ¢ok etkili
oldugundan, calismamizda kullanilan bakterilerin hi¢birinde plazmid DNA’nin

olmamasi bir avantaj olarak goriilmiistiir
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Sonug olarak, hemolizin, jelatinaz ve biyofilm aktivitesi olmayan, cogu antibiyotige karsi
yiikksek duyarlilik gosteren, ¢ogunlukla klinik kaynaklardan izole edilen enterokoklarda
bulunan ve 6nemli viriilans belirleyicilerinde olan esp, gelE ve hyl genlerini icermeyen RI-
78, RI-79, RI-80, RI-81, RI-82 ve RT-101 suslarmin potansiyel probiyotik adaylar olarak
kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Her ne kadar enterokoklarin bircok probiyotik 6zellige
sahip olsada, insanlarda enfeksiyona neden olmalarindan dolayi, bu bakterilerin glivenliligi
saglanmadikca, probiyotik olarak kullanilmamasi gerektigi diisiincesindeyiz. Her bir
potansiyel probiyotik enterokok susu i¢in gilivenlik i¢in bilinen viriilans belirleyicileri ve
antibiyotik diren¢ genleri ile ilgili net bilgiler elde edilmesi gerekmektedir. Enterokoklarin
endiistriyel alanda probiyotik olarak ve gida iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanimlarinin

in vivo ¢alismalarla da sorgulanmasi gerektigi kanisina varilmustir.
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EK-1. E. faecium strain LAC7.2 chromosome, complete genome (vanA)

LScore Expect Identities Gaps Strand
1329 bits(5%1) 0.0 £53/694(99%:) 0/654(0%) Plus/Minus
Query 184 GOCAAGAALGTAAGTTTCATACCATTTGCAGCAGCAACTTCTTTALATCGTTTCCGATTA 163

LECLEETELERPE LR TR EE LR e ELEE L e e e e eretnn
Sbjct 1218861 GGCAAGAAAGTAAGTTTCGTACCATTTGCAGCAGCAACTTCTTTAAATCGTTTCCGATTA 121882

Query 184 TCCCATAGTTTATACACTTCTACTTCATCATACAATGTCACGTATOGAGCTATATGCTTA 223

LCCCEEEERERE TR e e ELE e e e E e e et e eenn
Sbjct 1218881 TCCCATAGTTTAGACACTTCTACTTCATCATGCAATGTCACGTGTGGAGCTGTATGCTTA 1209942

Query 224 CTATTGACCATTGCTTTAGCGATAGCTTTACATOTTGRCOTCATTAC TACACGTTCTTCC 283

LECEEEELERREE LR LR e ELE e e e e Er e et
Sbjct 1289941 CTGTTGACCATTGCTTTAGCGATAGCTTTACGTGTTGGCGTCATTGCTACACGTTCTTCC 1209882

Query 234 AAGTCTCCTAAGTTERACTTEAATGATTTTGCTOATGCAGCTORTTTGCTTTCTACTGCA 343

LR LEE e R e L ELE R L e e e e er e erer
Sbjct 1289881 AAGTCTCCTAAGTTGGACTTGAATGGTTTTGCTGGTGCAGCTGGTTTGCTTTCTGCTGCA 1209822

Query 344 GGAGCT TGGCGCTTCTGATTTCGCTGGTGCACTGCTT 483
) IIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIII

Sbjct 1209821 CTTCTGATTTCGCTGGTGCACTGCTT 1289762

Query 484 GGACCACCTGCCAAGAAGTTTTCGATGTCCTCTTTTGTTACTCTGCCACCTTTTCCAGTT 463

LCCCECEEEELEE L e e e e e e e e ee v ereen
Sbjct 1289761 GGACCACCTGCCAAGAAGTTTTCGATGTCCTCTTTTGTTACTCTGCCACCTTTTCCAGTT 1289782

Query 454 GCAGTTACTTGTGAGATATCTACATCTTTTTCACGGGCAAATTGACGAACAGATAGCATA 523
LCCEEEEELEEREEE e EE e ELEEL e e e EEREE L e ELEL L

Sbjct 12089781 GCAGTTACTTGTGAGATATCTACATCTTTTTCACGGGCAAATTGACGAACAGATEGCATA 1289642

Query 524 GTTTATTTGGATCGRCAGCTTCAACGACACTTGCTGAACCTGATGTTTLC 583
ey i i -
Query 534 ACTTTTTCTTTTGGTECTTCAGCTEATGECGCACTAGTTGACGATGCACTATTAGTGTCCA  B43
ey ittt -
Query &24 CATCEATTTCTACTAATACATCCCCAACATTTACTACAGTGCOTTLTAGGAACAATC a3
e oy ARG TRTRTIIT e
Query 724 ACGTTTTTAACTGTCCCTGTGACAGGTOACGRAATTTCTTCTACTGATTTGTCATTTTGA 763
oy i -
Query 784 ACTTCTAGTAATGTATCATCTTCATTGATCGTAT 797

Iy i



95

EK-2. E. faecium NRRL B-2354, complete genome (vanB)

Strand
Plus/Plus

0/805(0%)

zaps

Identities
B03/805{95%% )

wpecl

0.0

1536 bits(739)

Score

AalTTCCCTOTATCATCAATAGT TGTT TCROALAALACAGLT TOATTETTETETLAATGAS &3

18

Query
sbjct

[]] [ILELEEELELn | L1111}
TTTCCCTGTATCATCAATAGT TGTT TCOGACAAMCAGC TTGATTTTTTTTCAATGAS 1424326

Lt}

1424367

1i9

ACCAAAGLTCCTOLT TCGLCTOTACCTOTGAT TGAGLGACAAGT TOCAT TGATCAATGTG

ACCAAAGLTLCTOLT TCOUCTOTACCTOT AT TGAGLGACAAGT TOLAT TEATCAATGTG

e

QIJEF‘:.'
Sbjct

1424386

1429327

189

GTACTTAAT T TARLAGLHU TCADGAGDAAT CACATCGACTGTCGT TTIoGLAGAGTCLART

134

1424387 GTACTTAAT T TAGCAGEHD TCADGAGRAAT CACATLGAC TOTLGT TTTROLAGAGTCLAGT 1424446

Query
sbjct

9

TCTGTCACT TCT TGO COGCCTCTTACTTTT T TAGLAGCAAC TAT TTGLACT TGATCLCCC

194

111
1424447 TCTGTCACTTCTTGOCCGCCTCTTACTTITT TAGLAGCAACTAT TTGLACT TGATCCCDD 1424588

Query
sbjct

Jgg

GTTGT TAGTCTTTCT TCGT ToOG TACT TOARC L TCAAALAAACCGLCTTGT TEGLCTTCT

238

(1111
132458 GQUTGITAGTCTTTCTTCOT TG TALT TOAALC TLAAACAAALL QLT TGl TCQLLTICT 1424566

Query
sbjct

e9
1424646

CCTTGTGTEAGAGC AGTA

L1111}
GTTTGT

—

CLLLALOLAT TATATCCTOUCLCTTCATTTTCATCTGT TTGICOT TGTGTGAGAGLAGTA
& 1

COCCACGRATT

318
1424567

Query
sbjct

ATTTCTACAGGTGAT TTCGTCGTATCTGCATAAGTAATACGT AAAGTCACTTCTACTICG 429
(1111
1324627 ATTTCTACAGOTOATTTCOTCOTATCTGCATAAGTAATACGTARAGTCACTTCTACTTICG 1424686

3’

Query
Sbjct

LTI CCARGLATOTCT Tl T T TOLC TOACALL T TLDOnAAL AALOALATOLLLATAGD  4BY

Query 438

CLToICCARGLATCTCT ToOL T T TOLO TCAC AL T TUOoAAL AR BALATOLLCATAGD 1424746

14:i4p8/7

sbjct

545

ATTTTETTATCTOLAT TCOT TOGTACTCT TAADGAT TCAR TCAT COGALADL TGGT TAT TG

Query 494

[111]
ATTTTTTTATCTGLATTCGT TGGTACTCT TAAGGAT TCAATCAT CGRAAGC TGGTTATTG 1424886

1424747

sbjct

GLACTGATTCGATTATAATTTTTCATTCCGGEACCTGTCTGAGCAAATTCATTTGT TAML 589
COETELEREER T e e e e e e e e re e e e i

GLACTOATTCOaT TATAGTITTTCAT TOCROLALCTOTCT AL AN T TCATT TGT TAAL

2548

QIJEF‘}'
sbjct

1424866

142986/

142459488

LA TAGHGLT TOATACARAAT TACTTANG TLGET TLLAT TGATLOATAAGTC TGTL

CLTOUACTAGOGL T TGATACAAAAT TALCTAADTLOGOT TCCATTGATCOAT ARGTATGTL &b

[1]
1424867 CCT

bld

Query
sbjct

i

[11]
13424827 ATATCAGAAARATAATCCOOATCTTTTTCARAGT TATCGAACGT TOCTCCTOGLOTTTCOL 1424986

ATATCAGARAAL TAATCCGGATCTTTTTCARAGT TATCGAACGT TRCTCLCTGLCTT TGl

B8

Query
Sbjct

B9

CATARAGCAATTTCTGAATGAGCGATC TTCAAAGAAGAATCGCCATTTCCT TRARATACC
COLCETEREETE e e en e et e e e P e e e eyt

CAalAAGLAATTTCTGAATOADLOATCT TCAAAGALDAAT COLLATT TCCT TOARATALT

fia

Query

142586

14244987

Sbjct

CAagLLALCTATGLCATTAGLCTLOL 214

Fud

Query
sbjct

CAGLCACCTATGLCATTAGTCTOGL 1425871

1425847



EK-3. E. faecalis strain MD4 gelatinase (gelE) gene, partial cds (gelE)

Score

675 bits(351)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 351/351(100%) 0/351(0%) Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

10

534
70

594
136
654
196
714
258
774
316
834

GAACATGTCGGTAGTGAAGTAACGT TAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCA

GAACATGTCGGTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCA
GTTGAARAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCAT

GTTGAAAAAAGCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCAT
GCAGTAGTT TCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTA

GCAGTAGTT TCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTA
AATCAGAATGCTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGAT

AATCAGAATGCTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGAT
CATTTCCAACGACACAGTATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAA

CATTTCCAACGACACAGTATTGATGATCGAGGGATGCCCATCTTGTCAGTTGTTGATGAA
CAACATCCAGATGCTTATGACAATGCTTTTTG GGAARAGCAATGCGT 360

CAACATCCAGATGCTTATGACAATGCTTTTTG GGAAARAGCAATGCGT 884

69

129
653
189
713
249
773
309
833

96
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EK-4. E. faecalis strain LD33, complete genome (esp)

Stramnd

Gaps

Identities

xpect

0.0

E

Score

Plus/Plus

1/883(0%)

B82,/889(99%)

1694 bits(881)

ACCTTTAMRATOAS- TCT TAGAAGALAT GAAAGCAGLDOAT AAAL T LOAAGAAAATGLGLL &8

AUCTTTARATOASATCT TAGAAGALAT GAAAGCAGLDOAT AAAR T COANDAAAAT GLGLT

18

Query
Sbjct

2336585

2336446

ATTTOLTAAGAT TTCATCTTTQATTCT TEOT TGTLOLAT ACLAA TAALARAT TRATLCA 128

2336586 ATTTOLTGAAGATTTCATCTTTOQATTCTTOOET TGTCOOAT ACRAATAALARAT TAATLCA 2336565

By

Query
Sbjct

GAATACTTATOGAACADGTTATTATTATT TOLAAGATAT TGATGOTOATODAAALCCTGA 188

GAATACTTATOOGAACADGTTATTATTATT TOLAAGATAT TRATOGTOATOOAAATC LT M

119

Query
Sbjct

233bBd5S

2336566

a2

CoA TAALRAAGAGADCDOADACACGAA TCCATATATCGOOAAALC TOALT TAGARGAAGT
Ol TAALAADAGADL DOADALAL DAL TCLATATATLOOOAAALL TOALT TAGAAGALGT

18339

Query
Sbjct

233ibBE5

2336616

ATATGATHT TOACALAATAGD T TAAGOODAAAGD TAT TCATCCALGAD T TADLOODAALARS I8

Z3izebde  ATATGATGT IGACALAALAGT TAAGRORAASG TAT TCATLLALGADT TADLOORAALAGS 2336/45

2439

Query
Sbjct

TCACAALLLGLAALTTGT TaATAAALAAGDTALTOTAT TAGLAGAAAARAL TATLGLTLL 368

Zizesae  TUACAARGLGLAALT TGl ThA TAAKGAAGLTAL TGTAT TARLAGAARANATL TATLGLTOL  233683W5

e

Juery

sbjct

Ao TaAsAAGA TOOOOU TELAGT TTCAGATACTGTAGAST T TOAAT TTALGOLDTGTAGS 428

A Taasnn G TOOOoD TELAGT TTLAGATALTGTAGALT T TOAAT T TALGOGT G TAGS

383

Juery

233ibEbE

Z330808

sbjct

T T AR T Al T AL TLOLoAAAGA TOAAT TAAALATLLARATLGT TICTOLAGGT TTTGS 488

Query 424

TTCAAGT AAAL TAATCOCEAAAGATOAAT TAAAMATCCARATCGTTTCTCCAGGTTT TGN 2336945

2338865

sbjct

TAMACCAGAAGAAGGT TCAACCGT TAT TAAGGAATCACCAAMAGLGGT TGATARACAAAC 548
COLLELERELERL e E e e e e e e el

TAAACCADAAGAAGOT TCAACCGT TAT TAAGRAA TLALCAAAAGTOGT ToATAARC AAAT

Query 489

2336985

2336916

S5bjct

CoToaTAGT TOGATTTARACCAGATOC TAAAGAATCAAT TCODAATAAT ARAAACT TACL G488

23368986 COTOOTAGT TOOATT TAAACCAGATOL TAAAGAATCAATTCORAATAATARAGACTTACL 233eds

5da

Query

S5bjct

IGAAGATGLAGAGTAT TCATGOAAMAAAGAGCC TOATACTTCTAACGTTACTOGATAGTAL  &bE

bia

Query

2337185

TGAAGATGCAGAGTAT TCAT GOAAMAAAGAGL CTEATACT TCTAACGT TACTOAT AGTAL

Zi3rade

S5bjct

rig

GAAAGGTAT TGTAACTOT TAAGATAGGALATCGAALT TTCGACG TOATGTAGAGT TTGL
GAAAGGTAT TGTAACTGT TAAGATAGGALATCOAALT TTCRACG TOATGTAGAGT TTGL

bad

Query

2337165

2337186

S5bjct

.13

TaTARALGT TTCTCAAGC TATOOAMAA TOATGCAALAT ACGTACC TATAACAACAACCCC

TaTARALLT TTCTCAAGT TATOOALMAA TOATOLAALAT ACGTACC TATAALAACAALTLT

Fla

Query
Sbjct

2335285

2337166

AGAARCGACAAT TCARAG TGO TARACC TACAT TTGATAALC CAGATOTTCCTCTAGLCTAS 248

faa

Query
Sbjct

AOAARCGATAAT TCARAG TGO TASACC TACAT TTGATAALC CAGATOGT TCOTCTAGL T AL

2337285

2337248

COATOLCTTTTCAATTTTAGATGT TTATAATAAGEAC T TCOOLAATOLY 89S

COATOLCTTTTCAATTTTAGATGT TTATAATAAGRAC T TCOOLAL TGLA

B4

Query
Sbjct

433f334

2337286



EK-5. E. faecalis strain CK135 plasmid pPD1, complete sequence (asal)

587 bits(305) 1163 320/325(96%) 1/325(0%) Phus/Mirus
AN 11w sttty
o 11 iy I
oy ittt ot
e aner e
Query 243 GATCCAARAL

Sbjct

Query 383

Shjet

o ML 'L&'Wﬂ#ﬂ%&l

49343 M H‘#(Jﬂ&lﬁll&”é 49319

62
49584
122
45524
182
49464
242
45404
02
49344

98



EK-6. E. faecium strain 515 chromosome, complete genome (efaAfm)

Score

1236 bits(643)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 545/646(99%) 0/646(0%) Flus/Plus

Query
Sbjct
Quary
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Quary
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shijct

13
2402097
73
24032157
133
2482217
193
2482277
253
2482337
313
246323497
373
2492457
433
2403517
493
24832577
553
2482637
813
2482697

AGCGATGCAGATGTTATTTTATACAACGGT T TGAATCT TGAAACAGGTAACAGCTGGTTC

AGCGATGCAGATGTTATTTTATACAACGGTTTGAATCTTGAAACAGGTAACAGCTGGTT

GATAACTTGATGGAAACGGC TAAAAAAGAAGAAGGAAAAGATTATTTTGCAGTTAGCAAA

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AACTTGATGGAAL ATTATTTTGCAGTTAGCAAA

AATOTAGAACCTCTTTATTTAACTAGCGGTGAAGRACATACALALGCAGATCCCCATGLT

TaTAGAACCTCTTTATTTAACTAGCGGTGAAGAACATACAALRAGCAGATCCCCATGET
TGGCTAGACATATCTAA GOAAATCOCACGTATATTCTCTGAA

TGGCTAGACCTATCTAA AGEAAATCOGCACGTATATTCTCTGAA
ALAG ATGCAGA&A%TGCGﬂCTTTT{T{aEaT?T? IGC&G&AGCATATGTGG&A&A&(

CAGAARATOCGACACTCTATAAAAAAAATGCAGAAGCATATOTOGALALA
AAAGAATTAGATACACALGCGAAGGALAGTTTTGCTTCTATCRAAGAGAAC ARALAATT

AAAGAATTAGATACACAAGCGAAGGALAGTTTTGCTTCTATCGAAGAGAAC ARALAR
TTAGTAACAAGT GAAGGGGCAT TCAAGTATTTTTCACGAGCATATGATTTGCCAGCAGCT

GTAACAAGTGAAGGLGCAT TCAAGTATTTTTCACGAGCATATGATTTRCCAGCAGC
TATATATGGEAGATCAATACAGAAAGTCAAGGTACGLCTGATCALATGARAGCGATCATT

TATATATGGGAGATCAATAL TCAAGGTACGCCTGATCARATGAAAGCG
GﬂTCAGATAﬂGﬂGCﬂﬂﬂﬂGﬂﬂ?TTTTGGTTTT&TTCGTGGﬂAACCﬂGTGTﬂGﬂCTEAAGﬂ

GATCAGATAAGAGCAALL CCGETTTTATTCGTGRAAACCAGTETAGACTCAAGA
AGC&TGG&ACGGGTTTTAﬂAﬂTﬂﬂﬂTGGGTTTGA&A&TCTATG&T&AACTGTTC&CTGAT

AGCATEGEAACGGGTAGCAAARAGALN ATAAACTOTTCACTGAT
{TCﬂTﬁGCA&A&GﬂﬂGGAGA&CﬂAGGﬂGﬁTTCTTﬁCTATCﬂGATGﬂ 658

AACAAGGAGATTCTTACTATCAGATRA 2492742

72
2492156
132
24932216
192
2492276
252
2492336
312
2492396
372
2402456
432
2492516
4932
2403576
552
2492636
612
2492696

99



EK-7. E. faecium strain N56454 chromosome, complete genome (cob)

Score

944 bits(491)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 500/502(99%) 1/502(0%) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1
1313001
68
1313861
129
1313121
180
1313181
240
1313241
300
1313301
360
1313361
420
1313421
480
1313481

TTGGTTGTATCGATATCTGTTTCA-TTGT TTCAACTGGGATAGCTTCCCAGATTTTTTCG

LU CELLEECE R et EELEE e e L
TTGGCTGTATCGATATCTGTTTCAATTGTTTCAACTGGGATAGCTTCCCAGATTTTTTCG

TTGACGATTCTTTCCATTTCAGCTAATTCATCTGAAGTGATTTGACCAAAGTGGGTARAG
LULCLLEEEEEEEEL L CE L L e e e L Lyl

TTGACGATTCTTTCCATTTCAGCTAATTCATCTGAAGTGATTTGACCAAAGTGGGTAAAG

TCGAATCGTAAATGTCCAGGAGCGACTARAGAACCAGCTTGATTTGCATGCTCGCCAAGT

LOLCCELCEECEEE PR EE LT LR TEEL T
TCGAATCGTAAATGTCCAGGAGCGAC TAAAGAACCAGCTTGATTTGCATGCTCGCCAAGT

ACTTCTTTCAATGCCTTGTGCAGTAGATGGGTTGCTGTATGGTTTTTGATGATCCGATTG

ELELEEEEEEEEEEEEEEEE PP EELEEEEEE LT TEER I EET T |
ACTTCTTTCAATGCCTTGTGCAGTAGATEEGTTGCTGTATGGTTTTTGATGATCCGATTG

CGCATCGATTGATCAATCAATAGATGATAGGTTTGTCCTTCACTCATTGETGCTTTTACT
LLLLELEELEEEEEE L e L e e ey

CGCATCGATTGATCAATCAATAGATGATAGGTTTGTCCTTCACTCATTGGTGCTTTTACT

TCTACGGTGTGCATARAATTGACCATTAGGCGCTTTTTGAACATCTGTAACAACTGCTACG

I|||I||I||I||IIII|II|||||||||I|III|I||I||I|||IIIIIII||I||I|
TCTACGETGTGCATAAATTGACCATTAGECGCTTTTTGAACATCTGTAACAACTGCTAC

ATTTCGCCTACTTCATTCATGATCCATCCTTGATCCGCTACTTGCCCACCCATTTCTGCA

[LCELEEEEEEEEEEE R PR EEEEREEEEEE LR ETELEET T
ATTTCGCCTACTTCATTCATGATCCATCCTTGATCCGCTACTTGCCCACCCATTTCTGCA

TAGAAAGGTGTTTGATCAAAGATCATTTGAGCTTCACCTTCTGCGACTTCATTCAAAAGA
CLLUELLEEEEEEELEEEeE e EE L EEEE e e LT i

TAGAAAGGTGTTTGATCAAAGATCATTTGAGCTTCACCTTCTGCGACTTCATTCARAAGA

GACTCACCTTTAACGATGACCA 501

COLCDTELEEE TR
GACTCACCTTTAACGATGACCA 1313502

59
1313860
119
1313128
179
131313@
239
1313248
299
1313508
359
131336@
419
1313428
479
1313488

100



EK-8. E. faecium strain V2937 chromosome, complete genome (ccf)

Score

210 bits(473)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 477/479(99%) 0/479(0%) Plus/Plus

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

14
2894788
74
2894848
134
2894988
194
2894068
254
2895028
314
2895088
374
2895148
434
2895288

AT AAGA AN TRCCCTTET T TCAACTC TGO TACACGTGAAATAGATTGCCATARCGCCA

|H||||||||||||||||H|||||||||||||||H||||||||||||||||H||||
ATAAGAAATGCCCTTGTTTCAACTCTGETACACGTGAAATAGATTGCCATAACGCCA

TCAAGATTGGLATTTETACTAAT ARAGEAAGACAACCAGCATATGGATTGACGCCATTTT

|H||||||||||||||||H|||||||||||||||H||||||||||||||||H||||
TCAAGATTGGCATTTGTACTAATAAAGGAAGACAACCAGCATATGGATTGACGCCATTTT

CTGCATAT A RACGCTRCTECTCTTCTCT TAACTTACTTTGTGT TTCCGGATCTCTTGAAL

|H||||||||||||||||H|||||||||||||||H||||||||||||||||H||||
GCATATAAACGCTGCTECTCTTCTCTTAACTTACTTTGTGTTTCCGGATCTCTTGAAC

TATATTGTTGLTGCAGTGCTTTTAATTTCGGT TGTAATTCTTGCGTTTTACGCATGCTCT

TATATTGTTGCTGCAGTGCTTTTAATTTCGGTTGTAATTCTTGCGTTTTACGCATGCTCT
TTGTTTGGARATGCATCAACGECAATAGGATCACGLGLATGATCAGTGTARATAAAATG

TTTGGAAATGCATCAACGGCAATAGRATCACGLGGATEATCAGTG

TCCCTATCCCTGCATTACCAAATGACAACGCCTTGATCGCCTCAGCAAAGTAATAAA
|H||||||||||||||||H|||||||||||||||H||||||||||||||||H||||

TCCCTATCCCTGCATTACCAAATGACAACGCCTTGATCGCCTCAGCAAL

TATAACGATCCCAAATTCCTGTACTCTGTGCGCTGACTTCCCCAGT TCCGCAACCEGATA
|H||||||||||||||||H|||||||||||||||H||||||||||||||||H||||

CGATCCCARATTCCTGTACTCTGTGCGCTGACTTCCCCAGT TCCGCAACCGRATA

73
2894347
133
2894987
193
28949457
253
2895827
313
2895887
373
2895147
433
2895287

AGACGATGACCARACTAACGATACCAGCCATCAGAAGTAAACGTTTGTACTTCTTCACT 402

||I||||||||||||I||||||I||||I||||| ||||||||I|||||| [LIILIL
AGACGA

TGACCARACTAACGATACCGG

GTTTGTATTTCTTCACT 2895266

101
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EK-9. E. faecium strain DMEAO2 chromosome, complete genome (hyl)
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