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ÖZET 

Çevresel bir epidemiyolojiye sahip olan Enterococcus faecium suşları, insanlarda 

nozokomiyal enfeksiyonlarda çok önemli bir problem olarak görülmelerinden dolayı 

probiyotik olarak önerilebilmeleri için virülans ve direnç genleri içermemeleri 

gerekmektedir. Tez çalışmasında Türkiye ve İran’ ın farklı bölgelerinde üretilen beyaz 

peynirlerden izole edilen toplam 20 Enterococcus faecium suşlarının probiyotik olarak 

kullanılabilme güvenilirliğinin belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla, bakterilerin disk 

difüzyon yöntemiyle 10 antibiyotiğe duyarlılıkları, jelatinaz ve sitolizin üretim yetenekleri 

ve biyofilm oluşturma yetenekleri belirlenmiştir. Ayrıca, vankomisin direnç genleri (van A 

ve van B) ve virülans faktörlere (gelE, cylA, cylB, esp, agg ve asa1, efaAfm, cob, ccf, hyl)  

ait genler Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile araştırılmış ve genlerin varlığı sekans 

analizi ile doğrulanmıştır. Son olarak vankomisin direnç ve virülans genlerin plazmid 

aracılığı ile aktarılabilme olasılığından dolayı bakterilerin plazmid DNA’ları araştırılmıştır. 

Bakterilerin disk difüzyon yöntemiyle belirlenen antibiyotik duyarlılıkları sonucunda 

vankomisin, penisilin-G, ampisilin, kloramfenikol’e %100 duyarlı, gentamisin ve 

polimiksin B antibiyotiklerine %100 dirençli olduğu tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra 

tetrasiklin’e %95, eritromisin’e %61 duyarlı, ofloksasin’e %81 ve rifampisin’e %52 dirençli 

olduğu görülmüştür. Fenotipik olarak suşların hiçbirisinde jelatinaz, hemolitik aktiviteye 

bağlı β hemoliz ve biyofilm yapısı gözlenmemiştir. Bakterilerde direnç genlerini 

bulundurma oranı van A geninde %5, van B geninde %60 olarak tespit edilmiştir. Virülans 

genler ise efaAfm %95, cob %85, ccf %45, gelE %40, asa1 %20, esp %20, hyl %10 ve agg 

%5 olarak belirlenmiştir. Suşların hiçbirisinde cob ve ccf genlerine ve plazmid varlığına  

rastlanmamıştır. Enterokokların probiyotik olarak önerilebilmeleri için virülans genlere 

sahip olup olmadığının belirlenmesi gerektiği kanısına varılmıştır. 

  

Bilim Kodu   : 20309 
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Sayfa Adedi  : 103 
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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 asa1, 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, β 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%, asa1 20%, esp 20%, hyl 10% 

and agg 5%. Cob and ccf genes and plasmids were not detected in any of the strains. İt is 

necessary to determine whether there are virulence genes for enterococci to be recommended 

as probiotics. . 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 

sunulmuştur.  
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µg     Mikrogram 
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Kısaltmalar    Açıklamalar 
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Dk Dakika 

DNA Deoksiribo nükleik asit  
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Kısaltmalar   
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Açıklamalar 

 

Fekal streptokok regülatör 
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1. GİRİŞ 

 

Enterokoklar, insan gastrointestinal sisteminin (GIT) normal mikrobiyolojik 

popülasyonunun bileşenleridir. Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus 

durans ve Enterococcus hirae türleri tipik olarak insan gastrointestinal sistemiyle ilişkili 

görünmektedir (Švec ve Franz, 2014; Holzapfel ve ark., 2018). Enterokok türleri, çevrede 

geniş çapta yayılırlar ve insanlarda ve birçok hayvanda gastrointestinal kanalda 

kolonileşmeye olanak sağlarlar (Arias ve Murray, 2012). Ayrıca enterokoklar, çeşitli 

çevresel koşullarda gelişebilen ve memelilerin sindirim kanallarında, havada, suda, atık 

suda, toprakta ve bitki örtüsü  üzerinde bol miktarda bulunabilen bakteri türüdür (Gardin ve 

ark., 2001; Sadowsky ve Whitman, 2011). Bu ortamların yanı sıra enterokoklar et, süt 

ürünleri ve bitkisel yiyecekler de dâhil olmak üzere birçok çeşitli gıdada da bulunurlar (Omar 

ve ark., 2004; Tatsing Foka ve Ateba, 2019). 

 

Enterococcus faecium, çeşitli fermente gıda ürünlerinin üretiminde yararlı bir rol oynar ve 

bu ürünlerin olgunlaşmasına ve aromasına katkıda bulunur. Enterococcus cinsinin farklı 

türlerine ait çok sayıda suş, proteolitik, lipolitik, esterolitik ve diğer enzimatik aktiviteler, 

sitrat kullanımı ve bakteriyosin üretimi (Giraffa, 1995; Sarantinopoulos ve ark., 2001; 

Foulquié Moreno ve ark., 2006) gibi birçok ilginç biyokimyasal ve biyoteknolojik özellik 

gösterebilir. Neticede gıda fermantasyonlarında veya probiyotik olarak kullanılmak üzere 

uygun suşlar olarak seçilebilirler. Enterokoklar tarafından üretilen laktik asit, hidrojen 

peroksit ve bakteriyosinler (enterosinler) gibi antimikrobiyal maddeler gıda bozucu veya 

patojenik bakterilere karşı gıda maddelerinin raf ömrünü uzatmak ve hijyen güvenliğini 

artırmak için kullanılabilirler (Hugas ve ark., 2003; Leroy, Foulquié Moreno ve Vuyst, 2003; 

Fracalanzza ve ark., 2007; Belgacem, 2010).  

 

Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis gibi bazı enterokok türleri laktik asit 

bakterisinin bir türü olarak insan ve çiftlik hayvanlarında probiyotik olarak kullanımları 

bildirilmiştir (Liu, 2013; Li ve ark., 2019). Probiyotik yem katkıları, konakçılara olumlu 

etkileri nedeniyle antibiyotiklere alternatif olarak önerilmektedir (Liu ve ark. 2014; Yu ve 

ark., 2017;  Abhisingha ve ark., 2018). Enterococcus faecium, yemde probiyotik takviyesi 

olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. Önceki çalışmalar probiyotik E. faecium'un bağırsak 

mikrobiotası arasında dengeyi koruyabildiğini (Thacker, 2013), besin maddelerinin 
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emilimini desteklediğini (Wang ve ark., 2014),  konakçı bağışıklık sistemini 

geliştirebildiğini (Sun ve ark., 2010; Kim ve ark., 2010), ishal ve büyüme performansı 

üzerine yararlı bir etkisi olduğunu kanıtlamıştır ve antibiyotiklerin yerine E. faecium 

kullanılabileceğini bildirmişlerdir (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 suşlarının probiyotik aktiviteleri sayesinde insan sağlığı üzerinde olumlu etkileri 

olduğu bilinmektedir (Natarajan ve Parani, 2015). E. faecium T-110, insan, hayvan ve su 

ürünleri kullanımı için geniş ölçüde reçete edilen probiyotik gıda ve yem katkı maddesi olan 

BIO-THREER dahil olmak üzere birçok probiyotik üründe bulunmaktadır ve E. faecium L-

3 suşu, probiyotik Laminolakta ticari ürününde ana organizmadır (Karaseva ve ark., 2016; 

Aziz ve ark., 2019). Bununla birlikte, bu probiyotik özelliklere rağmen, enterokok, dünya 

çapında görülen hastane kaynaklı enfeksiyonların önde gelen nedenleri arasında yer alan, 

çoklu dirençli patojenlerden biri olarak da bilinmektedir (Sydnor ve Perl, 2011; Jahan ve 

ark., 2015). Ayrıca, enterokokların transfer edilebilir antibiyotik direnç genlerine sahip 

olmaları, probiyotik olarak kullanımında bazı kaygılar oluştursa da, E. faecium suşlarında 

herhangi bir probiyotik kaynaklı enterokokkal enfeksiyon bildirilmemiştir ve 20 yıldan uzun 

süredir kullanılmaktadır (Collins ve ark., 1998; Salminen ve ark., 2003; Franz ve ark., 2011; 

Bilginer ve Çetin, 2019). 

 

Avrupa ülkelerinde insan probiyotikleri olarak kullanılan enterokok bakterilerinin çoğunda 

E. faecium bazılarında ise Enterococcus faecalis’ den yararlanılmaktadır. Son yıllarda, 

nozokomiyal sistem enfeksiyonlarında enterokokların en yaygın ikinci neden olmalarından 

(Emaneini ve ark., 2016) dolayı gıda kaynaklı ve probiyotik özellik gösterselerde probiyotik 

olarak önerilebilmeleri için virülans genlere sahip olup olmadıklarının belirlenmesi 

gerekmektedir. Bu nedenle bu tezde daha önce probiyotik özellikleri başka bir tezde 

(Hajikhani, 2011) belirlenmiş 20 E. faecium suşlarının potansiyel probiyotik aday olarak 

önerilebilmesi için virülans determinantlarının araştırılması amaçlanmıştır. Bu kapsamda; 

 

1- Probiyotik özellikleri belirlenen 20 E. faecium suşunun etki mekanizmaları birbirinden 

farklı ve sağlık sektöründe yaygın olarak kullanılan 10 antibiyotiğe karşı duyarlılıklarının 

ve çoklu antibiyotik direnç indekslerinin belirlenmesi, 

2- β - hemoliz aktivitesi enterokokların patojen olma ihtimalini arttırdığı için, suşların 

hemolizin aktivitesinin belirlenmesi, 
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3- Biyofilm oluşumunun ilk adımlarında gerekli olan jelatinaz, enterokok patogenezinde rol 

oynayan önemli bir virülans belirleyici olduğu için, suşların fenotipik olarak jelatinaz 

aktivitesinin ortaya konulması, 

4- Endüstriyel korozyon ve biyo-kirlenme, kronik ve hastane enfeksiyonlarına kadar birçok 

alanda ciddi problemlere neden olan ve enterokokların önemli bir virülans özelliği olarak 

düşünüldüğünden bakterilerin biyofilm oluşturma yeteneklerinin tespit edilmesi,  

5- Günümüzde enterokokların probiyotik olarak kullanımları halen tartışma konusudur. 

Enterokokların vankomisin direnç genlerinin (VanA, VanB) ve virülans direnç genlerinin 

(agregasyon faktörü, enterokokkal antijen A, jelatinaz, enterokokkal yüzey proteini, seks 

feromon determinantı, sitolizin ve hiyaluronidaz) taranması, 

6- Bakterilerde tespit edilen virülans genler ile fenotipik özellikler arasında bir ilişki olup 

olmadığının irdelenmesi, 

7- Enterokokların virülanslığında, plazmid DNA’ larda kodlanan virülans genlerde rol 

oynadığından, bakterilerin plazmid DNA’ larının ortaya çıkarılması hedeflenmiştir. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Enterococcus faecium Bakterisinin Genel Özellikleri 

 

E. faecium kısa zincirler olarak ya tek başlarına ya da dizili çiftler halinde bulunan 

aurotolerant Gram-pozitif ve spor içermeyen koklardır. Enterokoklar başlangıçta D grubu 

streptokok olarak sınıflandırılmışlardır. Bu sınıflandırma, Lancefield tarafından oluşturulan 

şemaya dayanmaktadır. 1984 yılında, DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyon çalışmaları 

neticesinde enterokokların streptokoklarla daha uzak bir ilişki içinde olduğu görülmüş ve 

enterokoklara resmi cins statüsü verilmiştir (Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984; Javed ve ark., 

2011). Bugüne kadar 40 dan fazla Enterococcus türü tanımlanmış ve yaygın bir bakteri 

grubudur (Yuen ve Ausubel, 2014; Yin ve ark., 2018; Li ve ark., 2018). Bu türlerden biri 

Enterococcus faecium’ dur. 

 

E. faecium türlerinin çoğu pH 9,6'da, % 6,5 NaCl, % 40 safra tuzları varlığında gelişebilirler 

ve 60°C'de 30 dakika hayatta kalabilirler. E.faecium türleri 10 ila 45°C arasındaki 

sıcaklıklarda da gelişebilir (Moellering, 1992; Flahaut ve ark., 1996; Schleifer ve Kilpper-

Balz, 1987; Devriese ve Pot, 1995; Javed ve ark., 2011; Hollenbeck ve Rice, 2012). 

Enterokokların genom büyüklüğü 2000-3500 kb arasında değişmektedir. Sitokrom 

enziminden yoksun oldukları için katalaz negatiftirler (Teixeira ve ark., 2012). 

 

2.2. Enterococcus faecium ve Probiyotik 

 

Probiyotikler, yerleşik gastrointestinal biyotanın özelliklerini geliştirerek, yeterli miktarda 

tüketildiğinde hayvan veya insan sağlığını olumlu yönde etkileyen canlı veya mikro 

organizmaların tek veya karma kültürleridir (Howarth ve Wang, 2013; Cavalheiro ve ark., 

2019). Ayrıca araştırmalar probiyotiklerin gıdaya eklenmesinin, serum kolesterol 

seviyesinin azaltılması, gelişmiş gastrointestinal fonksiyon, gelişmiş bağışıklık sistemi ve 

kolon kanseri riskinin düşük olması dahil olmak üzere birçok sağlık yararı sağladığını 

göstermiştir (Howarth ve Wang, 2013). Probiyotik kültürlerin çoğu bağırsak kökenlidir ve 

Bifidobacterium ile Lactobacillus cinsine aittir, enterokok suşları ise nadiren potansiyel 

probiyotik olarak kullanılmaktadır. İntestinal biotanın probiyotik bakteri tüketimiyle 

desteklenmesinin insan sağlığı üzerinde olumlu etkileri vardır. Probiyotikler, birçok diyare 
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hastalığı türünün tedavisinde ve önlenmesinde kullanılmıştır. Probiyotikler, ülseratif kolit, 

Crohn hastalığı ve Pouchitis gibi enflamatuar barsak hastalıklarının tedavisinde kullanılır. 

Probiyotik ayrıca laktoz intoleransı sorunları olan hastalar için de faydalıdır. Bir 

organizmanın probiyotik olarak kabul edilebilmesi için bazı zorunlu kriterler vardır. Buna 

göre bir probiyotik mikroorganizmada aranan özellikler; 

 

1. Hastalıklara karşı direnci artırarak konakçı hayvan üzerinde yararlı bir etki yaratabilmeli, 

2. İnsan kaynaklı olmalı, 

3. Aşırı hücre canlılığına sahip olması gerekli, 

4. Patojenik ve toksik olmamalı, 

5. İmmün modülatör aktivitesine etkileşimde bulunabilecek veya sinyal gönderebilecek 

kadar olmalı, 

6. Yerel metabolik aktiviteyi etkileme yeteneğine sahip olmalı, 

7. Düşük pH ve organik asitlere direnç gibi bağırsak koşullarında hayatta kalmak ve 

işlemek için uygun olmalı, 

8. Depolama ve saha koşullarında uzun süre uygulanabilir kalmak için kararlı, güvenli ve 

etkili olmalı, 

9. Geri yükleme gücüne sahip olmalı ve bağırsak mikrobiotasını değiştirmeli, 

10. Kanserojen ve anti-mutajenik aktiviteye, kolesterol düşürücü etkilere sahip olmalı, 

mukozal bütünlüğü koruyabilmeli ve bağırsak hareketliliğini artırabilmeli, 

11. Gastrik sulara karşı dirençli olmaları ve oral uygulama için çok önemli görünen safra 

asidine maruz kalmaları gerekli, 

12. Patojenik bakterilere karşı antimikrobiyal aktivite göstermeli, 

13. Safra tuzu hidrolaz aktivitesi olmalı,  

14. Bağırsak mikrobiotasının ve patojenik olmama durumunun dengelenmesi, 

15. Düşük pH'da ve safra ile temasta gastrointestinal sistemden geçerken hayatta kalmalıdır 

(Tewari ve ark., 2019). 

 

Laktik asit bakteri (LAB) grubuna ait olan E. faecium türleri, insanların ve hayvanların 

gastrointestinal kanalında bulunan yerleşik mikrobiotanın büyük bir bölümünü oluşturan, 

toprakta, yüzey sularında, atık ve kentsel (arıtılmış) sularda, bitkilerde bulunan 

mikroorganizmalardır. Aynı zamanda bazı gıda ürünlerinde bulunabilirler. Enterococcus 

faecium, uzun süreli güvenli  tüketime sahip fermente süt, fermente sebzeler, peynir ve sosisi 

de kapsayan çeşitli fermente gıdalarda baskındır (Hugas ve ark., 2003; Klein, 2003). 

E. faecium suşlarının yüksek seviyede bakteriosin üretmesi ve insanlarda enterokoklarla 

ilgili olan enfeksiyonların %80’ininde E. faecalis suşlarının tanımlanması sonucunda E. 

faecium suşları gıda uygulamalarında probiyotik amaçlı olarak en sık kullanılan türdür (Vael 

and Goossens, 2002; Gürsoy ve Kınık, 2006).  
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E. faecium PR88 suşunun insanlarda kolitis semptomlarını azalttığı ve probiyotik olarak 

faydalanılabildiği belirtilmektedir (Gürsoy ve Kınık, 2006). E. faecium K77 Danimarka’da 

ticari olarak bulunan ve starter kültür olarak kullanım için önerilen bir probiyotiktir (Ross 

ve ark., 2002; Gürsoy ve Kınık, 2006). Peynirlerin geleneksel mikrobiotasında bulunan 

enterokokların da çeşitli probiyotik etkileri görülebilmektedir. Saavedra ve ark, (2003) ev 

yapımı bir Arjantin peyniri olan Tafi peynirinden 122 E. faecium suşu izole etmişlerdir. 122 

E. faecium suşundan 9 suşun kolesterol düşürücü özelliği olduğu, 6 suşun bakteriosin üretme 

kabiliyetinde olduğu ve probiyotik olarak kullanılabilecek bu suşların hiçbir virülans özelliği 

olmadığını bildirmişlerdir (Gürsoy ve Kınık, 2006). 

 

Enterokoklar, potansiyel probiyotik adayları olarak giderek daha fazla araştırılmaktadır. 

Enterococcus cinsine ait, E. faecium SF68® (NCIMB 10415, Cerbios-Pharma SA, 

Barbengo, İsviçre) suşu probiyotik olarak tanımlanmıştır. E. faecium SF68®, hem 

farmasötik hem de hayvansal beslenme uygulamalarında probiyotik olarak kullanılmaktadır. 

SF68, 1979’da İsviçre’den başlayarak ve farklı ülkelerdeki sağlık otoriteleri tarafından 

farmasötik bir probiyotik olarak onaylanmıştır ve E. faecium NCIMB 10415 adı altında, 

Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (EFSA)  tarafından çeşitli hayvan kategorileri için 

“bağırsak mikrobiotası stabilizatörü” olarak SF68 onaylanmıştır 

(http:://tinyurl.com/ycbyu35p), (Holzapfel ve ark., 2018). Bybee ve ark (2011) tarafından 

yapılan çalışmalarda E. faecium SF68 R'nin evcil hayvanlarda ishalin önlenmesi ve tedavi 

edilmesi için probiyotik potansiyelini kanıtlamışlardır (Franz ve ark., 2011; Zommiti ve ark., 

2018). Yapılan çalışmalarda Enterococcus durans M4-5 (kısa zincirli yağ asitleri üretimi), 

Enterococcus faecium M74 ve Enterococcus durans (serumdaki kolesterol seviyelerinin 

düşürülmesi), Enterococcus mundtii ST4SA (bakteriyosin üretimi), Enterococcus faecium 

LCW 44 ve Enterococcus durans 6HL (Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karşı 

antimikrobiyal bileşiklerin üretimi) gibi birçok enterokok suşu, gıda sistemlerindeki 

teknolojik uygulama veya sağlık fonksiyonu için faydalı olarak tanımlanmıştır (Hanchi ve 

ark., 2018; Nascimento ve ark., 2019).  

 

2.3. E. faecium suşlarının Patogenezi ve Virülans Faktörleri 

 

Özellikle klinik örneklerden izole edilen E. faecium nozokomiyal enfeksiyona neden olan 

en önemli patojenlerden biridir; idrar yolu, dolaşım sistemi, endokardiyum, karın ve pelvis, 

cilt ve cilt yapısı, nadiren merkezi sinir sistemi dahil olmak üzere insan vücudunun birçok 
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bölümünü enfekte edebilir (Hammerum ve ark., 2017). Enterococcus cinsi birçok 

antimikrobiyal ajana doğal olarak dirençlidir (Cattoir ve Leclercq, 2013; Mutters ve ark., 

2013). Son yıllarda, antibakteriyel ilaçların yaygın olarak kullanılması ve invazif operasyon 

tekniklerinin kullanılması, çoklu ilaca dirençli Enterococcus'un giderek artmasına yol 

açmakta ve böylece vankomisinin Enterococcus enfeksiyonunun tedavisinde önemli bir rol 

oynamasına neden olmaktadır (Yang ve ark., 2019). Bununla birlikte, vankomisine dirençli 

enterokokların (VRE) ortaya çıkması tedavi zorluğunu arttırmaktadır (Bourdon ve ark., 

2011). 

 

Enfeksiyonların patogenezi, kolonizasyon, konakçı hücrelerine yapışma, dokuları istila etme 

ve spesifik olmayan savunma mekanizmalarına direnç gibi olayların bir dizisini içerir 

(Upadhyaya, Ravikumar ve Umapathy, 2009). Enterokoklar, konakçılarının dokularına 

yapışma yeteneğine sahiptir (Tomita ve Ike, 2004). Yapışma, düşük pH’a ve yüksek 

konsantrasyonlarda safra tuzlarına (Foulquie Moreno, Sarantinopoulos, Tsakalidou ve De 

Vuyst, 2006) dirençleri nedeniyle kolonu kolonize eden bakterilerin en yaygınları arasında 

enterokoklar bulunmaktadır. Kolonileşmenin kendisi tek başına patojenliğin kanıtı değildir, 

fakat diğer virülans faktörleri ve potansiyel olarak zararlı bir dizi direnç geninin varlığı 

kolonileşmeye neden olabilir. Kolonizasyonu teşvik eden virülans faktörleri şunlardır: 

agregasyon maddesi (agg, asa1), hücre duvarı adezini (EfaA), enterokokal yüzey proteini 

(Esp), (Hollenbeck ve Rice, 2012; Strzelecki, Sadowy ve Hryniewicz, 2011). Kolonizasyon 

işleminden sonra Enterococcus spp. konağın dokuları üzerinde yıkıcı etkiye sahip toksik 

maddeler salgılar. Enterokoklar tarafından salgılanan virülans faktörleri şunları içerir: 

sitolizin (cyl), jelatinaz (gelE) ve hiyalurinidaz (hyl) (Chajęcka ve ark, 2017). Ayrıca seks 

feromon determinantlarıda (cpd, cob, ccf, cad) enterokoklarda bulunan virülans 

faktörlerdendir. Virülans faktörlerinin tespiti, gıda izolatlarındaki virülans potansiyelini 

göstermesine rağmen, gıda kaynaklı enterokok enfeksiyonları hiç bildirilmemiştir. Bununla 

birlikte, antibiyotiğe dirençli bakteri popülasyonları taşıyan gıdaların tüketimi olası bir 

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

 

2.3.1. Antibiyotik direnci 

 

Bakteriler antibiyotiklere karşı interensek (doğal) direnç ve eksterensek (kazanılmış) direnç 

olmak üzere iki farklı direnç gösterirler. Antibiyotiğin tesir edeceği bölgenin bakteride 

bulunmaması türe özgü doğal direnç geliştirmektedir (Sharma ve ark., 2014) ve interensek 
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direnç  dikey gen transferi ile sadece ana hücreden yavru hücreye geçmektedir. Kazanılmış 

direnç geni ise bakteriye mutasyon, konjugasyon, transdüksiyon veya translasyon 

yollarından herhangi biri ile aktarılması (yatay gen transferi) olarak ifade edilmektedir. 

Eksterensek direnç ana hücreden yavru hücreye geçebildiği gibi farklı türdeki bakteriler 

arasında da iletilebilir. Kazanılmış direncin türler arasında aktarılabilmesi, antibiyotik direnç 

genlerinin yayılmasına ve bu genlerin probiyotik bakterilerin yanısıra patojen bakterilere de 

aktarılabildiği yapılan çalışmalar ile desteklenmiştir (Courvalin, 2006; Gevers ve ark., 2003; 

Madhavan ve Sowmiya, 2011; Meral ve Korukluoğlu, 2014). Demirgül ve Tuncer (2017) 

yaptıkları çalışmada fermente gıdalardan izole edilen 60 enterokok izolatının 44’ünün E. 

faecium, 7 E. faecalis, 5 E. hirae, 2 E. durans, 1 E. mundtii ve 1 E. thailandicus olduğunu 

bildirmişlerdir. Suşların çoğunun rifampisine (% 51,67), ardından siprofloksasin (% 38,33) 

ve eritromisine (% 21,67) dirençli olduğunu bildirmişlerdir. İzolatların tümü sadece 

ampisiline duyarlı, sadece E. faecium FYE4 ve FYE60 suşları tüm antibiyotiklere duyarlılık 

gösterdiğini tespit etmişlerdir. Hammad ve ark, (2015) peynirden izole ettikleri 120 

enterokok suşunun antimikrobiyal duyarlılığının eritromisin (% 40), gentamisin (düşük 

seviye) (% 55), kloramfenikol (% 1,6), vankomisin (% 5), ve tetrasiklin (% 65) dirençli 

olduğunu ve enterokokal izolatların hiç birisinin ampisiline direnç göstermediğini 

bildirmişlerdir. E. faecium türü sefalosporinlere, linkosamitlere, penisilinlere ve düşük 

aminoglikozit seviyelerine karşı dirençleri nedeniyle halk sağlığı sorunu temsil edebilir 

(Hammad ve ark., 2015).  

 

Vankomisin direnç genleri  

 

Gram pozitif bakterilerde etkili olan glikopeptitler hücre duvarı sentezini inhibe ederler 

(Shepard ve Gilmore, 2002). Özellikle hastane kaynaklı enfeksiyonlarda sıkça rastlanan 

vankomisin direnci, glikopeptid direncine örnek verilebilir (Courvalin, 2006). Vankomisin 

direnci, özellikle endişe vericidir, çünkü hastanelerde vankomisine dirençli enterokokların 

(VRE) ortaya çıkması, konvansiyel antibiyotik tedavisi ile tedavi edilemeyen ciddi 

enfeksiyonlara yol açmaktadır. Enterokoklarda glikopeptid direncine aracılık eden sekiz 

farklı gen dizisi tanımlanmıştır: vanC, enterokokların intirinsik bir özelliği iken, vanA, vanB, 

vanD, vanE, vanG, vanL, vanM ve vanN özellikleri sonradan kazandığı bilinmektedir 

(Courvalin, 2006 ; Kristich ve ark., 2014). vanA tipi enterokok glikopeptid direnci en 

önemlisidir ve ana rezervuarı E. faecium'dur (Klare ve ark., 2003). Genellikle yüksek 

vankomisin direnci ile ilişkilidir (MIC ≥ 128 μg / mL). Van A tipi fenotipi gösteren türlerin 



10 

 

çoğu, aynı zamanda teikoplanine de dirençlidir (MIC ≥ 8 μg / mL). Bu direnç türü 

glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin) ve basitrasin, polimiksin B gibi diğer farklı 

antibiyotikler tarafından indüklenir. vanB elementlerinin çoğu, vankomisine (MIC, 4-1000 

μg/mL) değişken direnç gösterir ancak bu antibiyotik indükleyici olarak hareket 

edemediğinden, suşların çoğu, in vitro olarak teikoplanine duyarlı kalır. Genel olarak, gıda 

kaynaklı VRE (vankomisine dirençli enterokok), tıbbi kökenli VRE izolatlarından daha 

düşük bir virülans faktörü oranına sahiptir. Gıda kaynaklı Enterococcus'un henüz doğrudan 

klinik enfeksiyonlara neden olduğu gösterilmemiştir. Ayrıca, herhangi bir probiyotik 

kökenli enterokok enfeksiyonu bildirilmemiştir. Gıda endüstrisinde kullanılacak 

Enterococcus türlerinin seçiminde, türlerin patojenik özellikler ve antibiyotik direnç genleri 

taşımadığından emin olmak önemlidir (Erginkaya ve ark., 2007; Yerlikaya ve Akbulut, 

2019). 

 

2.3.2. Jelatinaz  

 

Jelatinaz, molekül ağırlığı yaklaşık 30 kDa olan hücre dışı, çinkoya bağlı bir 

metaloendopeptidazdır. Bu enzim jelatin, elastin, kollajen, hemoglobinin yanı sıra diğer 

biyoaktif peptidleri, örneğin; feromonlara bağlı proteinleri hidrolize edebilme 

yeteneğindedir (Archimbaud ve ark., 2002). Jelatinaz, kromozomda bulunan gelE geniyle 

kodlanır. Gen, üç genden oluşan lokus fsr (fsrA, fsrB, fsrC) ile düzenlenen transmembran 

proteini fsrB tarafından kontrol edilir (Hancock ve Perego, 2004; Pillai ve ark., 2004). 

fsrABC genleri, düzenleyici protein fsrA, feromon taşıyıcı fsrB (GBAP) ve histidin kinaz 

fsrC'yi kodlamaktadır (Podbielski ve Kreikemeyer, 2004). Lokus fsr içindeki delesyonlar-

gelE genine sahip olmasına rağmen - jelatinaz üretmeyen, virülansığı azaltan mutantlar 

üretir. fsrA, fsrB veya fsrC genlerindeki mutasyonların biyofilm sentezini % 28-32 oranında 

azalttığı gösterilmiştir (Mohamed ve Huang, 2007). gelE geni, quorum sensing (çevreyi 

algılama) sisteminde düzenlenerek elatinaz biyosentezi aktivasyon feromonunun (GBAB) 

uygun seviyesine bağlıdır (Pinkston ve ark., 2011; Teixeira ve ark., 2012). Enterokoklardaki 

lokus fsr, Stapylococcus aureus'taki lokus agr ile işlevsel olarak benzerdir (Dunman ve ark., 

2001). gelE geninin varlığı, hem klinik suşlarda hem de gıdadan izole edilen enterokoklarda 

test edilen virülansın belirleyicilerinden biridir. Genellikle E. faecalis' te ve E. faecium 'un 

bireysel suşlarında ortaya çıkmaktadır (Eaton ve Gasson, 2001). 
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2.3.3. Sitolizin/Hemolizin 

 

Sitolizin, en iyi karakterize edilmiş enterokok virülans faktörlerinden biridir. Gram negatif 

bakterilere yönelik bakteriyosidal özellikler gösteren ve eritrositlere, lökositlere ve 

makrofajlara karşı toksik özellikler (β- hemoliz) gösteren bakteriyosin tipi bir ekzotoksindir 

(De Vuyst ve ark., 2003). Sitozin üretimi, cylR1, cylR2, cylLl, cylLs, cylM, cylB, cylA ve cylI 

olmak üzere sekiz gen içeren operonun sorumluluğundadır. Operon, güçlü bir şekilde 

korunmuş feromona bağlı konjugatif plazmidler (örneğin, pAD1) üzerine veya virülansın 

diğer determinantlarının (yüzey proteini esp ve agregasyon maddesi agg, asa1) yakınındaki 

bakteri kromozomundaki patojenite adasının içine yerleşmiş olabilir (Eaton ve Gasson, 

2001; Shankar, Coburn, Pillar, Haas ve Gilmore, 2004).  

 

Sitolizin ekspresyonu, cylM geni tarafından kodlanan, bir protein tarafından translasyon 

sonrası modifikasyona tabi tutulan, yapısal alt birimlerini kodlayan cylL1 ve cylLs genleri 

tarafından kodlanmış en az beş protein gerektirir. Bir hücrede üretilen sitolizin, cylM geni 

tarafından kodlanan bir protein yardımı ile dışarıda salgılanır. Hücrenin dışında, sitolisin, 

cylA geni tarafından kodlanan serin proteaz tarafından aktive edilir ve hücrenin kendisi, 

sitolisin direncini etkileyen, cyll geni tarafından kodlanan bir yüzey proteini tarafından 

korunur. Sitolisin ekspresyonu, cylR1 ve cylR2 genlerini içeren bir düzenleyici sistem 

tarafından düzenlenir. Düzenleyici sistem, quorum sensing mekanizması tarafından, hücre 

dışındaki küçük sitolisin cylL alt biriminin konsantrasyonunun yeterince yüksek olduğu 

durumlarda aktive edilir (Hällgren ve ark., 2009; Semedo ve ark., 2003). Sitolizin kodlayan 

genler, hem enfeksiyonlardan izole edilen Enterococcus suşlarında hem de kommensal 

mikrobiyota oluşturanlarda bulunmuştur. Hem hayvansal hem de bitki kökenli, 

hayvanlardan ve gıda ürünlerinden izole edilen suşlarda sıkça meydana geldiklerini gösteren 

çok sayıda rapor vardır (Eaton ve Gasson, 2001; Ben Omar ve ark., 2004; Franz ve ark., 

2001; Trivedi, Cupakova ve Karpiskova, 2011). Sitolizin kodlayan genler, enterokoklarda 

aşağıdaki türlerde bulunmuştur: E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E. 

cecorum, E. durans, E. gallinarum, E. malodoratus ve E. raffinosus (Semedo ve ark., 

2003a). 

 

 

 



12 

 

2.3.4. Enterokokkal yüzey proteini 

 

Yaklaşık 200 kDa moleküler ağırlığa sahip olan Enterokokkal yüzey proteini (esp), 

tanımlanan en büyük enterokok proteinidir. Bu proteini kodlayan esp geni, aynı zamanda 

antibiyotiklerin hücre dışına atılmasından sorumlu proteinleri içeren patojenik adada (PAI) 

bulunur (Leavis ve ark., 2004). Bu konum muhtemelen E. faecalis ve E. faecium arasındaki 

yatay gen transferinin bir sonucudur. Esp proteini çalışmaları, hücreler arasındaki genetik 

materyal alışverişinde önemli bir rol oynayabilecek ve antibiyotiklere direncini artırabilecek  

biyofilm oluşumuna katıldığını doğrulamıştır (Donlan ve Costerton, 2002; Foulquie Moreno 

ve ark., 2006; Latasa, Solano, Penade ve Lasa, 2006). E. faecium'da esp geninin oluşumunun 

ampisilin, siprofloksasin ve imipenem direnci ile korele olduğu gösterilmiştir (Billstrom, 

Lund, Sullivan. Nord, 2008). Klinik suşların çalışmaları, E. faecium'un vankomisine dirençli 

suşlarının (VREF) % 83,3'ünün esp genine sahip olduğunu göstermiştir (Ochoa ve ark., 

2013). Dahası , bu genlerin çoğu, Billstrom ve ark., (2008)  tarafından test edilen çoklu ilaç 

direncini göstermiştir. Esp geninin, E. faecium suşları arasında plazmid konjugasyonu 

yoluyla ve ayrıca E. faecalis' in suşları arasında, kromozom-kromozom transpozisyonu ile 

transfer edilebileceği de gösterilmiştir (Oancea, Klare, Witte ve Werner, 2004).  

 

2.3.5. Agregasyon maddesi 

 

Agregasyon maddesi (asa1, agg) tanımlanan ilk enterokok yüzey proteinidir. Çoğunlukla 

virülans faktörü olarak hareket ettiğinden ve antibiyotik direnç genlerini aktardığından, 

güncel çalışmaların konusudur (Dramsi, Trieu-Cuot ve Bierne, 2005; Chajęcka ve ark., 

2017). Agregasyon maddesi, seks feromonlarının aracılık ettiği, basitleştirilmiş bir 

konjugasyon sistemine aktarılan büyük konjugatif plazmidlerde kodlanan bir dizi yüksek 

homolog adezyon içerir (Strzelecki ve ark., 2011). Cinsiyet feromonları, spesifik bir 

konjugatif plazmid ile etkileşime giren ve agregasyon maddesine katılan kısa, hidrofobik 

peptitlerdir (Clewell, An, Flannagan, Antiporta ve Dunny, 2000; Chajęcka ve ark., 2017). 

Bu aşama, hücreler arasındaki genlerin konjugatif transferinde özel bir öneme sahiptir. 

Alıcının hücreleri tarafından salgılanan feromonların varlığında, verici hücreleri, alıcı hücre 

yüzeyi üzerindeki ilgili bir enterokkal bağlayıcı madde (EBS ) ligandına bağlanan 

agregasyon maddesini sentezler (Dunny, Leonard ve Hedberg, 1995). Süreç, hücreler 

arasında genetik materyal değişimini kolaylaştıran bakteriyel hücrelerden oluşan büyük 

konjugatif kümelerin oluşması ile sonuçlanır (Kozlowicz, Dworkin ve Dunny, 2006; 
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Wardal, Sadowy ve Hryniewicz, 2010). Ayrıca sitolizin ve antibiyotik direncinin 

determinantları gibi diğer enterokok virülans faktörlerinin kodlandığı bir plazmid türü içinde 

yayılmasında rol oynar. Son olarak, agregasyon maddesi ve sitolizin sinerjistik olarak 

hareket edebilir, böylece quorum sensing sisteminde sitolizin düzenlemesini devreye 

sokarak suşun virülansını arttırarak daha derin dokulara zarar vermesini mümkün kılar 

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

 

2.3.6. Enterokokkal antijen A  

 

EfaA (endokardis antijeni), E. faecalis suşlarında efaAfs geni tarafından ve E. faecium'da 

efaAfm geni tarafından kodlanan yaklaşık 34 kDa moleküler ağırlığına sahip bir proteindir 

(Eaton ve Gasson, 2001; Sava, Heikens ve Huebner, 2010). EfaA geni, magnezyum iyonları 

tarafından düzenlenen ABC taşıyıcısını (permeaz) kodlayan afaCBA operonunun bir 

parçasıdır ve mangan eksikliğinde daha fazla ifade edilirler (Abrantes, Kok ve Lopes, 2013). 

 

2.3.7. Seks feromon determinantı 

 

Enterokoklar, sex feromonlarının (cpd, cob, ccf, cad) kromozomal olarak kodlanmış 

genlerinin üretimine dayanan bir plazmid birikim mekanizmasına sahiptir. Feromonlar, 7-8 

amino asit uzunluğunda küçük peptitleridir ve bunlar, hücreler arasında plazmidlerin eşlenik 

transferini kolaylaştırır (Chandler ve Dunny, 2004). Alıcılar tarafından salgılanan 

feromonlar donöre özgüdür ve plazmidinin eşlenik operonlarının ifadesini uyarır. Bir tür 

genellikle birkaç farklı feromon salgılar. Feromonların kendileri dışında, her bir feromona 

bağlı plazmid, karşılık gelen feromona rekabet eden inhibitörler gibi davranan peptitlerin 

salgılanmasını kodlar. Feromonlar, donör hücrelerinin yüzeyindeki reseptörlere 

bağlandığında, bu sinyal iletilir ve agregasyon  maddesinin genini uyarır (Clewell, 1993; 

Dunny ve ark., 1995). asa1 geninin ekspresyonu, etkili plazmid transferini sağlayan hücre 

agregalarının oluşumuyla sonuçlanır (Clewell ve ark., 2002).   

 

2.3.8. Hiyaluronidaz  

 

Hiyaluronidaz, molekül ağırlığı 45 kDa'ya yakın olan ve hyl geni tarafından kodlanan bir E. 

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

kıkırdaktaki mukopolisakkaritlerin tahrip edilmesinde ve sonuç olarak bakterilerin 
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yayılmasında rol oynar. Klinik suşlardaki hyl geni, genellikle E. faecium'da bulunur ve çok 

nadiren E. faecalis'te de oluşabilir (Vankerckhoven ve ark., 2004). Aynı zamanda, 

gıdalardan  izole edilen E. casseliflavus, E. mundtii ve E. durans türlerinde de bulunmuştur 

(Trivedi ve ark., 2011). Klinik kökenli suşlar genellikle gıda da dahil olmak üzere diğer 

kaynaklardan izole edilenlerden daha fazla virülans faktörü içerir, gıda kaynaklı suşlar  

doğrudan enfeksiyon kaynağı olmamakla birlikte virülans genlerinin yayılmasını teşvik 

edebilir (Comerlato, Resende, Caierao, ve D'azevedo, 2013; Eaton ve Gasson, 2001; 

Jimenez ve ark., 2013). Bu nedenle bu konu ile ilgili daha çok araştırma yapılmasına ihtiyaç 

vardır. Enterococcus cinsinin bakterileri konjugasyon yoluyla genetik materyali değiştirme 

yeteneğine sahiptir ve bu süreç sıklıkla gastrointestinal kanalda meydana gelir (Huddleston, 

2014). Genellikle bir plazmid feromonları, antibiyotik direncini ve virülans faktörlerini 

kodlayan genleri içerebilir (Franz ve ark., 2001; Giraffa, 2002, Chajęcka ve ark., 2017). 

 

2.4. Biyofilm 

 

Biyofilm, çeşitli biyotik ve abiyotik yüzeylere geri dönüşümsüz olarak tutunmuş ve 

ekzopolimerik maddeler, proteinler, polisakkarit ve nükleik asitlerin sulu matrisinde yer alan 

bir hücre popülasyonudur (Costerton, 2001). Biyofilm üretimi, birkaç bakteri patojeninde 

quorum sensing sistemleri ile düzenlenir. Biyofilmlerin yok edilmesi oldukça zordur ve 

birçok kronik enfeksiyon kaynağıdır. Ulusal Sağlık Enstitüleri'ne göre, biyofilmler tıbbi 

açıdan önemlidir ve vücuttaki mikrobiyal enfeksiyonların % 80' inden fazlasını oluşturur 

(Lewis, 2001). Abiyotik yüzeylerde biyofilm oluşturma yeteneğinin enterokokların önemli 

bir virülans özelliği olduğu düşünülmektedir (Donelli ve Guaglianone, 2004, Donlan, 2002). 

Bir biyofilm, bir yüzeye bağlı ve birincil polisakkarit materyalin matriksinde yer alan bir 

mikrobiyal hücre topluluğudur. Biyofilm yapısı bakteriler arasındaki genetik materyalin 

değişimi için en uygun ortamı sağlar ve bakterinin antibiyotiklere ve konakçı immün tepkisi 

aktivitelerine karşı doğuştan gelen direncini arttırır (Donlan, 2002). Enterokok, endokardit, 

idrar yolu enfeksiyonları, kök kanalı enfeksiyonları, oküler enfeksiyonlarda (Distel ve ark., 

2002; Donlan, 2002; Mohamed ve ark., 2004; Zegans ve ark., 2002), yapay kalça 

protezlerinde, intrauterin cihazlarda, protez kalp kapaklarında, kateterlerde ve stentlerde 

biyofilmlerin bulunduğu çeşitli cihazlarla ilgili enfeksiyonlar da biyofilmlerle 

ilişkilendirilmiştir (Dautle ve ark., 2002; Donlan, 2002; Leung ve ark., 2000; Sabbuba ve 

ark., 2002). Biyofilmlerin temel bir özelliği, antibiyotiklere ve enzimlere karşı koruma 

sağlamaya yardımcı olan hücre dışı polisakkarit matriksinin oluşturulmasıdır  ve 
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popülasyonun metabolik etkileşimi için bir mikro ortam oluşumunu destekler (Lewis, 2001; 

Salas-Jara ve ark., 2016). 

 

Yüzey proteini esp, yapışma ve biyofilm oluşumunda ve daha sonra özellikle idrar yolu 

enfeksiyonunda enterokok patogenezinde rol oynar (Van Wamel ve ark., 2007). Salgılanan 

gelE metaloproteaz kollajen, kazein ve hemoglobini parçalar ve ardından biyofilm gelişimi 

oluşur (Hancock ve Perego, 2004). Ayrıca, çeşitli çalışmalarda, Esp'in polistiren ve biyofilm 

oluşumuna primer bağlılıkta temel olduğu görülmüştür (Mohammed ve ark., 2004; 

Tendolkar ve ark., 2004). 

 

Biyofilm oluşturan bakteriler, tüm hastane enfeksiyonlarının %65 'inden fazlasını ve üroloji 

alanında ciddi bir sorun haline gelebilecek %80 bakteriyel enfeksiyonları içermektedir 

(Donlan, 2002; Soto, 2014). Bakteriyel biyofilmlerin tekrarlayan idrar yolu 

enfeksiyonlarında ve antimikrobiyal ilaç direncindeki rolü halk sağlığı için büyük öneme 

sahiptir. Antimikrobiyal dirençli fenotip nedeniyle bakteriyel şekillendirme biyofilminin 

yok edilmesi zordur. Bu nedenle, bakteriyel biyofilm ile ilişkili enfeksiyonların tedavisi için 

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

 

2.5. Enterokoklarda Plazmid DNA 

 

DNA yapısında içinde bulunduğu hücreye bazı önemli özellikler kazandıran ve bu özellikleri 

genetik kontrol altında tutan elementlere plazmid denilmektedir. Plazmidler çift iplikli DNA 

molekülünden yapılmış, sitoplazma içerisinde dairesel yapıda bir uçları ile bakteri 

sitoplazmasının bir noktasına bağlanmış şekilde, bakteri kromozomundan ayrı olarak replike 

olabilen bakteri kromozomundan daha küçük genetik elementlerdir. Plazmidler 

antimikrobiklere ve ağır metallere direnç genleri yanında değişik virulans faktörlerini de 

taşıyabilirler. R-plazmidi denen direnç plazmidleri bir veya daha çok sayıda antibiyotiğe 

karşı direnç genlerini taşımaktadır. Direnç plazmidleri diğer duyarlı bakterilere 

transdüksiyon, transformasyon ve konjugasyon olaylarıyla geçerek direnç gen paketini 

aktarır ve böylece direncin yayılmasına neden olur. Hayvansal kökenli gıdalardan elde 

edilen enterokokların, özellikle virülans genlerin aktarılabilir genetik elemanlar üzerinde 

bulunmasından dolayı, antibiyotik direnç genlerinin yayılmasında önemli bir rol 

oynayabileceği kesindir (Clewell ve ark., 1995; Vignaroli ve ark., 2011; Jahan ve ark., 2015). 
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2.6. Enterokokların Güvenilirliği 

 

Direnç ve virülans faktörlerinin yüksek prevalansı enterokok suşlarının güvenlik 

değerlendirmesini zorlaştırmaktadır (EFSA, 2008). Enterokoklar birçok antibiyotiğe karşı 

dirençli ya da toleranslıdır. Diğer bakterilerde direnç sağlayan genetik diziler içeren 

kromozom, plazmid transferi veya transpozon edinimi yoluyla ilaca direnç kazanabilirler 

(Belgacem ve ark., 2010; Hammerum, Lester ve Heuer, 2010). Aktarılabilir antibiyotik 

dirençli plazmidlerin yanı sıra, virülans faktörlerinin, yüksek verimli gen transfer 

mekanizmalarıyla bulaşıcı olduğu bilinmektedir (Eaton ve Gasson, 2001). Enterokoklarda 

sitolisinler, jelatinaz, serin proteaz, hiyalüronidaz, agregasyon maddesi, hücre dışı yüzey 

proteini, hücre duvarı adhezinleri ve biyofilm oluşumu dahil olmak üzere birçok virülans 

faktörü tanımlanmıştır (Barbosa, Gibbs ve Teixeira, 2010; Chajęcka ve ark., 2016). Süt 

ürünlerinden izole edilen enterokoklarda insan enfeksiyonları ile ilişkili olanlara benzer bir 

virülans gen profili ifade edilmektedir (Gelsomino ve ark., 2003; Semedo ve ark., 2003). 

Nitekim, peynirde bulunan enterokoklar, insan bağırsak kanalında kalabilen çoklu ilaç 

direnci veya virülans suşlarının aktarımı için olası bir ara araç olabileceği bildirilmektedir 

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

 

2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), ilk kez 1985 yılında Kary Mullis tarafından bir 

deoksiribo nükleik asit (DNA) aranması amacıyla keşfedilmiş (Mullis ve ark., 1986) ve bir 

DNA zincirinin bilinen iki parçası arasında uzanan özel bir DNA bölümünün enzimatik 

olarak çoğaltıldığı in vitro bir tekniktir. PCR metodu, teşhis, epidemiyolojik ve DNA miktarı 

belirleme çalışmaları gibi birçok amaçla kullanılmakta ve geliştirilmeye devam edilmektedir 

(Kahya ve ark., 2013) 



17 

 

3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyal 

 

Çalışmada, Türkiye ve İran’ ın farklı bölgelerinde üretilen beyaz peynirlerden izole edilen 

(Çizelge 3.1) ve Hajikhani (2011) tarafından probiyotik özellikleri belirlenmiş ve moleküler 

olarak tanımlanmış toplam 20 Enterococcus feacium suşları kullanılmıştır (Hajikhani, 

2011). Bu çalışmada kullanılan tüm suşlar Gazi Üniversitesi Biyoloji Bölümü Biyoteknoloji 

laboratuvarı kültür koleksiyonundan temin edilmiştir. 

 

Çizelge 3.1. Araştırmada kullanılan suşlar ve izolasyon kaynağı 

 
No Probiyotik Özellikleri Belirlenen Suşlar İzolasyon Kaynağı Peynirler 

1 Enterococcus faecium RI 5 Ahbar (Tam Yağlı) 

2 Enterococcus faecium RI 30 Tebriz Lıgvan (Yarım Yağlı) 

3 Enterococcus faecium RI 41 Ardabil (Tam Yağlı) 

4 Enterococcus faecium RI 46 Ardabil (Tam Yağlı) 

5 Enterococcus faecium RI 53 Ahvaz (Yarım Yağlı) 

6 Enterococcus faecium RI 55 Ahvaz (Yarım Yağlı) 

7 Enterococcus faecium RI 61 Ahvaz (Yarım Yağlı) 

8 Enterococcus faecium RI 64 Ahvaz (Yarım Yağlı) 

9 Enterococcus faecium RI 68 Hamadan (Yarım Yağlı) 

10 Enterococcus faecium RI 70 Hamadan (Yarım Yağlı) 

11 Enterococcus faecium RI 71 Hamadan (Yarım Yağlı) 

12 Enterococcus faecium RI 74 Hamadan (Yarım Yağlı) 

13 Enterococcus faecium RI 75 Hamadan (Yarım Yağlı) 

14 Enterococcus faecium RI 78 Hamadan (Yarım Yağlı) 

15 Enterococcus faecium RI 79 Hamadan (Yarım Yağlı) 

16 Enterococcus faecium RI 80 Hamadan (Yarım Yağlı) 

17 Enterococcus faecium RT 81 Balıkesir (Yarım Yağlı) 

18 Enterococcus faecium RT 82 Balıkesir (Yarım Yağlı) 

19 Enterococcus faecium RT 94 Balıkesir (Yarım Yağlı) 

20 Enterococcus faecium RT 101 Urfa Peyniri (Tam Yağlı) 

21. Enterococcus faecium DSM 20477*  
RT: Türkiye peynirlerinden izole edilen suşlar 

RI: İran peynirlerinden izole edilen suşlar 

*Standart kültür 
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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 kullanılmıştır. 

Test bakterileri laboratuvar kültür koleksiyonumuzda mevcut olan bakterilerdir. 

 

3.1.2. Araştırmada kullanılan besiyerleri 

 

Araştırmada kullanılan E. faecium suşlarının aktifleştirilmesinde, geliştirilmesinde ve diğer 

çalışmalarda Man Rogosa ve Sharp (MRS) sıvı besiyeri kullanılmıştır (Man ve ark., 1960). 

Bu besiyerinin içeriği Çizelge 3.2.’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 3.2 Araştırmada kullanılan MRS besiyerinin içeriği  

 
Maddeler g/L Kimyasal marka 

Pepton 10,0 Merck 

Beef ekstrakt 10,0 Merck 

Yeast ekstrakt 5,0 Merck 

Glikoz 20,0 Merck 

K2HPO4 2,0 Merck 

Na-Asetat. 3H2O 5,0 Merck 

MgSO4.7 H2O 0,2 Merck 

MnSO4.4 H2O 0,05 Merck 

Tween 80 1,0 mL Merck 

Amonyum Sitrat 2,0 Merck 

 

Belirlenen miktarlarda maddeler tartılıp 1000 mL distile su ile tamamlanmıştır. Besiyerinin 

pH’ı 0,01 M HCI ve 0,01 M NaOH kullanılarak 6,2 ± 0,2’ye ayarlanmıştır. Katı besiyerinin 

hazırlanmasında ise besiyerine % 1,5 oranında agar ilave edilmiştir. Hazırlanan besiyeri 

otaklavda 121ºC’de 15 dk sterilize edilmiştir. 
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3.1.3. Bakterilerin geliştirilmesi ve muhafazası 

 

Bakterilerin aktifleştirmesi ve geliştirilmesinde MRS sıvı ve katı besiyeri kullanılmıştır. 

Deneysel çalışmalarda kullanılan tüm bakteriler MRS içerisine %1 olacak şekilde ekilmiş 

ve 37±1˚C’de 18-24 saat inkübe edilmiştir. Denemelere alınmadan önce, iki kez 

aktifleştirilmiş kültürler McFarland (0,5) (Biosan Den-1) ayarlamaları yapılmıştır. 

Bakteriler 1 mL gliserol cryo tüplerine ilave edilerek, 121˚C’de 15 dakika otoklavda sterilize 

edilmiştir. Aktif kültürden 1 mL alınarak steril gliserol içeren tüplere aktarılmış ve bakteri 

kültürleri -80˚C’de muhafaza edilmiştir. Stoklar altı ayda bir aktifleştirilerek yenilenmiştir. 

 

3.2. Metot 

 

3.2.1. E. faecium suşlarının antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesi  

 

E. faecium suşlarının antibiyotik duyarlılıkları Sanchez ve ark., (2007)’ nın yöntemiyle 

Kirby Baver disk difüzyon yöntemine göre ve Klinik Laboratuvar Standartları Enstitüsüne 

(Clinical Laboratory Standarts Institute – CLSI, 2015) göre yapılmıştır. Bu yönteme göre; 

1. E. faecium suşları MRS sıvı besi yerinde 37±1ºC’ de 18-24 saat inkübe edilerek iki kez 

aktifleştirilerek yoğunlukları Mac Farland cihazında (0,5) ayarlanmıştır. 

2. Sistein (2 g/L) içeren MRS katı besiyerine 100 μL koyularak homojen şekilde yayma ekim 

yapılmıştır.  

3. Duyarlılık deneyinde kullanılan antibiyotikler, kısaltmaları, doz içerikleri, dâhil oldukları 

antibiyotik grupları ve etkinlik dozları Çizelge 3.3’ de verilmiştir. Antibiyotik diskleri ikişer 

paralelli olarak katı besiortamının üzerine steril bir şekilde yerleştirilmiştir.  

4. Petri plakları etüvde 37°C’ de 18-24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

5. İnkübasyon sonrası antibiyotik disk çevresinde oluşan zonların çapı kumpas ile milimetrik 

olarak ölçülmüştür. 

6. E. faecium suşları üzerindeki duyarlılık testlerinin sonuçları CLSI kriterlerindeki değerler 

ile karşılaştırılarak, bakteriler test edilen antibiyotiğe karşı duyarlı, orta derecede duyarlı 

veya dirençli olarak değerlendirilmiştir (CLSI, 2015). 
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Çizelge 3.3. Test edilen antibiyotikler, kısaltmaları, etki mekanizmaları, doz içerikleri, 

antibiyotik grupları ve etkinlik dozları (CLSI, 2015) 

 

Grup 
Antibiyotik ve 

kısaltması 
Etki mekanizması 

Doz 

içeriği 
Dirençli 

Orta Derecede 

Duyarlı 
Duyarlı 

Aminoglikozit Gentamisin(CN) 
Protein sentezi 

inhibitörü 
30 µg - ≤9 ≥10 

Penisilinler 

Penisilin G (P) 
Hücre duvarı 

sentezi inhibitörü 
10U ≤14 - ≥15 

Ampisilin (AMP) 
Hücre duvarı 

sentezi inhibitörü 
25 µg ≤16 - ≥17 

Tetrasiklin Tetrasiklin (TE) 
Protein sentezi 

inhibitörü 
30 µg ≤14 15-18 ≥19 

Amfenikol Kloramfenikol(C) 
Protein sentezi 

inhibitörü 
30 µg ≤12 13-17 ≥18 

Makrolid Eritromisin (E) 
Protein sentezi 

inhibitörü 
15 µg ≤13 14-22 ≥23 

Glikopeptit Vankomisin (VA) 
Hücre duvarı 

sentezi inhibitörü 
30 µg ≤14 15-16 ≥17 

Glikopeptit Polimiksin B (PB) 
Sitoplazmik zar 

sentezi inhibitörü 
300 U ≤8 9-11 ≥12 

Ansamisin Rifampisin (RD) 
Nükleik asit 

sentezi inhibitörü 
5 µg ≤16 17-19 ≥20 

Kinolon Ofloksasin (OFX) 
Nükleik asit 

sentezi inhibitörü 
5 µg ≤14 15-21 ≥22 

  

Çoklu antibiyotik direnç indeksi (ÇAD) 

 

Tüm bakterilerin çoklu antibiyotik direnç indeksi test organizmasının dirençli olduğu 

antibiyotik sayısının toplam denenen antibiyotik sayısına oranı ile hesaplanmıştır. 

 

ÇAD =
İzolatın dirençli olduğu antibiyotik sayısı 

İzolatın maruz bırakıldığı antibiyotik sayısı
 

 

ÇAD indeksi her bir suş için ayrı ayrı hesaplanmıştır. Hesaplanan ÇAD indeksi eğer 0,2’den 

daha büyükse organizmanın yoğun antibiyotik kullanılan bir kaynaktan geldiği, 0,2’ye eşit 

veya daha küçük ise, antibiyotiğin hiç kullanılmadığı ya da az kullanıldığı bir ortamdan 

kaynaklandığı bildirilmiştir (Aktürk ve ark., 2010). 

 

3.2.2. Jelatin Hidroliz Testi  

 

E. faecium suşlarının jelatin hidrolizini saptamak için MRS sıvı besiyerine %10 Jelatin 

(Merck) ilave edilerek pH’ı 7,2 ye ayarlanarak sıvı besiyeri otoklavda 115°C’de 20 dakika 

steril edilmiştir. Sterilizasyon sonrası tüpler dik vaziyette oda sıcaklığında soğumaya 

bırakılmıştır. Soğuyan besiyerine saplama ekim yapılarak 37°C’ da 10-30 gün inkübasyona 
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bırakılmıştır. Besiyerinde jelatin hidroliz aktivitesine bağlı olarak sıvılaşma meydana gelip 

gelmediği hergün etüvden çıkarılıp yaklaşık 1 saat buzdolabında 28°C altına düşürülüp 

kontrol edilmiştir. Test sonunda sıvı durumundaki örnekler pozitif olarak 

değerlendirilmiştir. Jelatin hidroliz testinde S. aureus ATCC 25923 suşu pozitif kontrol 

olarak kullanılırken boş besiyeri negatif kontrol olarak kullanılmıştır (Temiz, 2014). 

 

3.2.3. E. faecium suşlarının hemolizin aktivitelerinin belirlenmesi 

 

E. faecium suşlarının hemolizin aktivitesinin araştırılmasında Al Atya ve ark., (2015) 

tarafından önerilen yöntem kullanılmıştır.Yöntem sırasıyla; 

 

1. E. faecium suşları MRS sıvı besiyerinde ard arda iki kez aktifleştirilmiştir ve Mc Farland 

(Biosan Den-1) 0,5’e ayarlanmıştır. 

2. Aktif kültürden hazır kanlı agar (Or- Bak) içeren petri plaklarına öze yardımıyla çizgi 

ekim yapılmıştır. 

3. Petri plakları 37 °C’ de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

4. İnkübasyon sonrası koloni etrafında parlak-yeşil zon oluşturan koloniler α- hemolitik, 

berrak zon oluşturanlar β-hemolitik, zon oluşturmayanlar ise γ-hemolitik olarak 

değerlendirilmiştir.  

5. Kontrol bakterisi olarak E. faecium DSM 20477 suşu kullanılmıştır. 

 

3.2.4. Biyofilm oluşumunun mikroplate yöntemi belirlenmesi  

 

Aktif MRS kültüründen agar ortamına çizgi ekim yapılmış ve bakteriler katı besiyerinde 

geliştirilmiştir. Katı ortamda gelişen kolonilerden 3-4 tanesi alınarak MRS sıvı besiyerine 

aktarılmış ve bir gece 37’°C da tekrar geliştirilmiştir. Aktif kültürünün yoğunluğu 

spektrofotometrik olarak ölçülmüş ve değerler kaydedilmiştir. Yoğunluğu belirlenmiş kültür 

1/100 oranında MRS sıvı besiyerinde içinde seyreltilmiş ve 200 µL mikroplate kuyularına 3 

tekrar halinde aktarılmıştır. Yoğunluğu belirlenmiş kültürden aynı zamanda dilüsyon ve 

yayma ekim yapılarak canlılık sayımı yapılmıştır. Negatif kontrolde sadece 200 µL MRS 

broth eklenmiştir. Pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 kullanılmıştır. Ekim 

yapılan mikroplate 37°C’da 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 

bakterilerin gelişme oranı 600 nm’de spektrofotometre ile ölçülüp kaydedilmiştir. Büyüme 
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yoğunluğu belirlendikten sonra kuyu içeriği atılmış ve kuyular 3 kez steril 300 µL PBS 

(NaCl %0,8, KCl % 0,02, Na2HPO4 % 0,144, KH2PO4 % 0,024, pH 7,2) ile yıkanmıştır. 

Yıkama işleminden sonra 20 dakika boyunca 150 µL metanol ile biyofilmi oluşturan 

(yıkama sonrasında kalan) bakteriler fikse edilmiştir. Fiksasyondan sonra plate yavaşça 

boşaltılmış ve ters bir pozisyonda gece boyunca oda sıcaklığında kurutulmuştur. Her bir 

mikrotitre plate kuyusunda oluşturulan yapışık biyofilm tabakası, oda sıcaklığında 15 dakika 

boyunca Gram boyama için kullanılan 150 µL kristal violet ile boyanmıştır. Boyama 

işleminden sonra boya ortamdan pipet yardımıyla uzaklaştırılarak mikrotitre plakası musluk 

suyu altına yerleştirilmiş ve plate serbest boyadan arındırılana kadar yıkanmıştır. Yıkama 

adımından sonra plateler oda sıcaklığında iyice kurutulmuştur. Kurutulduktan sonra 

hücrelere bağlanmış boya 150 µL % 33’lük glasiyel asetik asit ile yeniden çözdürülmüştür. 

Kristal violet ile boyanan her bir oyuğun optik yoğunluğu (OD), bir mikrotiter-plaka 

okuyucu kullanılarak 570 nm'de ölçülmüş ve sayısal veriler kaydedilmiştir. Test edilen tüm 

suşların pozitif ve negatif kontroller için ortalama OD değerleri hesaplanmıştır. Daha sonra 

cut-off değeri (ODc) oluşturulmuştur.  

 

ODC= Negatif kontrolün ortalama OD'si+ (negatif kontrolün 3×SD (standart sapma)) 

 

Test edilen bir suşun nihai OD değeri, ODc değeri ile indirgenen suşun ortalama OD değeri 

olarak ifade edilmektedir (OD=suşun ortalama OD’si- ODc). ODc değeri her bir mikrotitre 

plate’i için ayrı ayrı hesaplanmıştır. Negatif bir değer elde edildiğinde sıfır olarak sunulmuş, 

herhangi bir pozitif değer ise biyofilm üretimini göstermektedir. Buna göre; 

 

ODsuş ≤ ODc ise biyofilm üreticisi yok, 

ODc < ODsuş ≤2 × ODc ise zayıf biyofilm üreticisi, 

2× ODc <ODsuş ≤4 × ODC ise orta biyofilm üreticisi, 

4× ODC < ODsuş ise güçlü biyofilm üreticisi şeklinde değerlendirilmiştir (Stepanović ve ark., 

2007). 

 

 



23 

 

3.2.5. E. faecium suşlarının PZR ile vankomisin direnç ve virülans gen bölgelerinin 

belirlenmesi 

 

Genomik DNA izolasyonu 

 

Genomik DNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit ile 

yapılmıştır. Kit prosedürüne göre öncelikle; E. faecium suşları MRS sıvı besiyerinde ard 

arda iki kez aktifleştirilmiştir. Aktif kültür yoğunluğu 2 x 109 'a ayarlanmış ve mikrosantrifüj 

tüpüne 1,5- 2 mL koyularak 10 dk 5000 rpm’ de santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmı 

atılmıştır ve tüpte biriken pellet 180 µL Gram(+) liziz tamponu ile süspanse edilerek 37˚C'de 

30 dk. inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası 200 µL Lizis solüsyonu 20 µL Proteinaz K 

eklenerek vorteks ile homojen süspansiyon elde edilmiştir. Numune 56˚C' de 30 dk. 

inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 20 µL RNaz A solüsyonu eklenerek vortekslenmiş ve 

oda sıcaklığında 10 dk. inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda 400 µL %50'lik etanol 

eklenmiş ve karıştırılmıştır. Hazırlanmış çözelti (lizat) koleksiyon tüpüne yerleştirilmiş 

GeneJET genomik DNA Pürfikasyon Kolum'a aktarılmış ve 6000 rpm'de 1 dk. santrifüj 

edilmiştir. Kolum temiz bir koleksiyon tüpüne aktarılmıştır. GeneJET genomik DNA 

Pürifikasyon koluma 500 µL etanol içeren yıkama tamponu I eklenmiş ve 8000 rpm’de 1 

dk. santrifüj edilmiştir. Kolesiyon tüpünde ki sıvı boşaltılmış ve kolum geri yerleştirilmiştir. 

GeneJET genomik DNA Pürifikasyon koluma 500 µL etanol içeren yıkama tamponu II 

eklenmiş ve 3 dk. maksimum devir (>12000 rpm)'de santrifüj edilmiştir. GeneJET genomik 

DNA Pürifikasyon kolumu steril 1,5 mL'lik mikrosantrifüj tüpüne transfer edilmiştir. 

GeneJET genomik DNA Pürifikasyon kolumun tam merkezine 200 µL Elüsyon tamponu 

eklenmiş ve 2 dk. oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Son olarak 1 dk. 8000 rpm'de santrifüj 

edilmiş, izole edilen genomik DNA moleküllerinin bütünlüğü ve saflığı, %1’ lik agaroz jel 

elektroforezi ile belirlenmiştir. DNA saflık kontrolü için 260 / 280 nm’deki absorbansları 

dikkate alınarak belirlenmiştir. OD260 / OD280 oranının 1,8 – 2,0 arasında olması DNA’nın 

saf olduğu, bu miktardan az olması RNA kontaminasyonu olduğu ve bu aralıktan daha fazla 

olması da protein kontaminasyonu olduğu şekilde yorumlanmıştır. İzole edilen DNA 

çalışmalarda kullanılmak için -20˚C'de saklanmıştır. 
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Tampon ve Çözeltiler: 

 

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

mg/ mL 

Yıkama tamponu I: 30 mL%96’lık etanol eklenerek son hacim 40 mL’ye tamamlanmıştır. 

Yıkama tamponu II: 30 mL%96’lık etanol eklenerek son hacim 40 mL’ye tamamlanmıştır. 

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

 

Primerler 

 

Enterokokların PZR ile vankomisin direnç ve virülans gen bölgelerinin belirlenmesi için 

Çizelge 3.4’ de verilen primerler kullanılmıştır.  

 

Çizelge 3.4. Araştırmada kullanılan primerler 

 

Gen Virulens Faktör Primer dizisi (5’-3’) 

Bant 

büyüklüğü

(bç) 

Tm°C Referans 

vanA 
Vankomisin 

direnç 

CATGAATAGAATAAAAGTTGCAAT

A 1030 48°C 
(Armin ve ark., 

2017) 
CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 

vanB 
CCGCCATCCTCCTGCAAAAA 

801 49°C - 
GTGACAAACCGGAGGCGAGG 

cylA 

Sitolizin 

TGGATGATAGTGATAGGAAGT 

517 49°C 

(Eaton ve Gasson, 

2001; Hällgren ve 

ark., 2009) 
TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 

cylB 

ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 

843 47°C 

(Eaton ve Gasson, 

2001; Hällgren ve 

ark., 2009) 
AATAAACTCTTCTTTTCCAAC 

gelE Jelatinaz 

ACCCCGTATCATTGGTTT 

419 51,2°C 

(Eaton ve Gasson, 

2001; Liu ve ark., 

2015) 
ACGCATTGCTTTTCCATC 

esp 
Enterokokkal 

yüzey proteini 

TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 
933 58°C 

(Eaton ve Gasson, 

2001) GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 

asa1 
Agregasyon 

faktörü 

GCACGCTATTACGAACTATGA 

375 48°C 

(Vankerckhoven 

ve ark., 2004; 

Ahmadova vd., 

2013; Cebrián ve 

ark., 2012) 

TAAGAAAGAACATCACCACGA 

agg 

Hücre 

agregasyonu ve 

konjugasyonu 

AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 

1553 49°C 

(Eaton ve Gasson, 

2001; Pieniz ve 

ark., 2015) 
AAACGGCAAGACAAGTAAATA 

efaAfm 
E. faecium 

yüzey antijeni 

AACAGATCCGCATGAATA 

735 47°C 

(Eaton ve Gasson, 

2001; Liu ve ark., 

2015) 
CATTTCATCATCTGATAGTA 

cob 

Seks feromon 

determinantları 

AACATTCAGCAAACAAAGC 
494 48°C - 

TTGTCATAAAGAGTGGTCAT 

ccf 

GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 

543 51,2°C 

(Eaton ve Gasson, 

2001; Liu ve ark., 

2015) 
AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT 

hyl Hiyaluronidaz 
ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 

1065 52°C - 
GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 
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PZR  

 

Vankomisin direncine ait van A ve van B gen bölgelerinin PZR işlemine ait ısıl döngü ve 

süre diyagramı Çizelge 3.5’de, PZR reaksiyonunda kullanılan maddeler son hacim ve 

volümleri ise Çizelge 3.6 ’de gösterilmiştir. Tm (bağlanma sıcaklığı, °C) her bir primer için 

ayrı ayrı Tm = 2 x (A+T) + 4 x (G+C) formülü kullanılarak hesaplanmış ve vanA gen bölgesi 

için bağlanma sıcaklığı (Tm) sıcaklığı 48ºC, vanB gen bölgesi için bağlanma sıcaklığı 49°C 

olarak ayarlanmıştır (Poeta ve ark., 2005). 

 

Çizelge 3.5. VanA ve vanB gen bölgesine ait ısıl döngü ve süre diyagramı 

 

Basamak Döngü sayısı Sıcaklık (ºC) Süre(dk) 

Başlangıç 1 94 5 

Denatürasyon  

30 

94 1 

Bağlanma TM 1 

Uzama 72 1 

Son Uzama 1 72 10 

 

Çizelge 3.6. VanA ve vanB gen bölgelerinin PZR reaksiyonu 

 
PZR reaksiyon içeriği Reaksiyon hacmi 

DNA (20 ng) 2,5 µL 

Taq Buffer (10X) (20 mM MgCI2) 5 µL 

dNTP (10 mM) 0,2 µL 

F- Primer 1 µL 

R- Primer 1 µL 

Taq Polimeraz 0,25 µL 

dH2O 40,05 µL 

Toplam 50 µL 

 

Virülans genlerden, enterokokkal yüzey antijen A (efaAfm), enterokokkal yüzey proteini 

(esp), agregasyon maddesi (agg), sitolizin (cylA, cylB) ve seks feromon determinantının 

(cob, ccf) PZR işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Çizelge 3.7’da, PZR reaksiyonunda 

kullanılan maddeler son hacimleri ile Çizelge 3.8 ’de gösterilmiştir. Tm (bağlanma sıcaklığı, 

ºC) her bir primer için ayrı ayrı Tm= 2 x (A+T) + 4 x (G+C) formülü kullanılarak 

hesaplanmış ve EfaAfm ve cylB gen bölgeleri için bağlanma sıcaklığı (Tm) sıcaklığı 47ºC, 

cob için Tm sıcaklığı 48ºC , agg  ve cylA gen bölgeleri  için Tm sıcaklığı 49ºC, ccf  ve gelE 

gen bölgeleri için Tm sıcaklığı 51,2ºC ve esp için Tm sıcaklığı 58ºC olarak ayarlanmıştır 

(Eaton ve Gasson, 2001).  
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Çizelge 3.7. EfaAfm, esp, agg, cylA, cylB , cob, ccf  gen bölgelerine ait ısıl döngü ve süre 

diyagramı 

 

Basamak Döngü sayısı Sıcaklık (ºC) Süre(dk) 

Başlangıç 1 94 5 

Denatürasyon  

1 

94 2 

Bağlanma Tm 2 

Uzama 72 2 

Denatürasyon  

30 

92 15 sn 

Bağlanma Tm 15 sn 

Uzama 72 15 sn 

Son Uzama 1 72 10 

 

Çizelge 3.8. Efaafm, esp, agg, cylA, cylB, cob, ccf gen bölgelerinin PZR reaksiyonu 

 
PZR reaksiyon içeriği Reaksiyon hacmi 

DNA (20 ng) 2,5 µL 

Taq Buffer (10X) (20 mM MgCI2) 5 µL 

dNTP (10 mM) 1 µL 

F- Primer 1 µL 

R- Primer 1 µL 

Taq Polimeraz 0,25 µL 

MgCl2 (25 mM) 3 µL 

dH2O 31,25 µL 

Toplam 45 µL 

 

Virülans genlerden asa1 ve hyl gen bölgelerinin PZR işlemine ait ısıl döngü ve süre 

diyagramı Çizelge 3.9’da, PZR reaksiyonunda kullanılan maddeler son hacim ve volümleri 

ile Çizelge 3.10 ’da gösterilmiştir. Tm (bağlanma sıcaklığı, ºC) her bir primer için ayrı ayrı 

Tm= 2 x (A+T) + 4 x (G+C) formülü kullanılarak hesaplanmış ve asa1 gen bölgesi için 

bağlanma sıcaklığı (Tm) sıcaklığı 48ºC, hyl gen bölgesi için bağlanma sıcaklığı 52ºC olarak 

ayarlanmıştır (Ahmadova ve ark., 2013).  

 

Çizelge 3.9. Asa1 ve hyl gen bölgelerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı 

 

Basamak  Döngü sayısı Sıcaklık (ºC)  Süre(dk) 

Başlangıç 1 94 5 

Denatürasyon 

          30 

94 30 sn 

Bağlanma  TM 30 sn 

Uzama 72 30 sn 

Son Uzama 1 72 7 
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Çizelge 3.10. Asa1 ve hyl gen bölgelerinin çoğaltılması 

 
PZR reaksiyon içeriği Reaksiyon hacmi 

DNA (20 ng) 2,5 µL 

Taq Buffer (10X) (20 mM MgCI2) 5 µL 

dNTP (10mM) 0,5 µL 

F- Primer 1 µL 

R- Primer 1 µL 

Taq Polimeraz 0,25 µL 

MgCl2 (25 mM) 0,3 µL 

dH2O 39,45 µL 

Toplam 50 µL 

 

Genomik DNA’ların agaroz jelde yürütülmesi  

 

PZR ürünlerinden, 9 µL amplikon ve 1 µL DNA yükleme boyası (DNA loading dye, 

(Thermo Scientific) ile karıştırılmış ve % 1,5’lik agaroz jelde 1,5 saat 80 V, 0,05 mg/mL 

EvaGreen (floresan jel boyası) içeren 1X TAE’ de eletroforeze tabi tutulmuştur. PZR 

ürünleri 100 bç’lik DNA ladder (Jena Bioscience) (Şekil 3.1) kullanılarak elektroforez 

sonrası, jel görüntüleme cihazında (Bio-Rad) görüntülenmiştir. 

 

 

Şekil 3.1. Genomik DNA’nın moleküler büyüklükleri 
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Agaroz jel elektroforezinde kullanılan tampon çözeltisi ve jel hazırlanışı 

 

10XTAE tampon çözeltisi 

 

Tris Base…………………………………   4,84 g/L 

Glasiyel Asetik Asit……………………  1,14 mL/L 

EDTA…………………………………… 0,372 g/L 

 

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

8,0’e ayarlanmıştır. 

 

1X TAE Kullanma Solusyonu 

 

10X TAE………………………………… 100 mL 

Distile su…………………………………  900 mL 

 

Belirtilen miktarda 10X TAE üzerine 900 mL distile su eklenerek 1XTAE hazırlanmıştır. 

 

Genomik DNA için agaroz jel hazırlanışı 

 

Agaroz (Sigma) ………………………… 1,5 g 

TAE (1X)……………………………........100 mL  

 

Belirtilen miktarda agaroz tartılıp üzerine 1XTAE ilave edilerek mikrodalga fırında 3-5 dk 

kaynatılmıştır ve 40– 50°C’ye kadar soğutulmuştur. Sıvı halde olan karışım jel kabının 

içerisine dikkatlice dökülmüştür ve yükleme kuyucuklarını oluşturacak olan taraklar 
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yerleştirilerek soğumaya bırakılmıştır. Soğuyan ve katı forma dönüşen jel, elektroforez 

tankına yerleştirilmiştir. 

 

3.2.6. DNA dizi analizi 

 

Elde edilen PZR ürünlerinin dizi analizi Nitta Laboratuvar Ürünleri İthalat İhracat Limited 

firmasında hizmet alımı şeklinde yaptırılmış ve vanA gen bölgesi için E. faecium RI-5, vanB 

gen bölgesi için E. faecium RI-46, gelE gen bölgesi için E. faecium RI-68 ve RT-94, agg 

gen bölgesi için E. faecium RI-74, asa1 gen bölgesi için E. faecium RT-94, efaAfm gen 

bölgesi için E. faecium RI-41 ve RT-101, cob gen bölgesi için E. faecium RT-94, ccf gen 

bölgesi için, E. faecium RI-80 ve hyl gen bölgesi için E. faecium RI-64 suşları tesadüfen 

seçilerek sonuçlar Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılarak 

değerlendirilecektir. 

 

3.2.7. E. faecium suşlarında plazmid DNA izolasyonu  

 

E. faecium suşlarının plazmid DNA’ ları, Plasmid Miniprep DNA İzolasyon kiti 

(GeneMATRIX) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kit prosedürüne göre;  

 

Öncelikle GeneMATRIX plazmid izolasyon kolum’ a 40 µL aktivasyon çözeltisi eklenerek 

oda sıcaklığında bir süre bekletilmiştir. MRS sıvı besiyerinde ard arda iki kez aktifleştirililen 

E. faecium suşları 1,5-2 mL’lik mikrosantrifüj tüplerine konularak 14.000 rpm’ de 2 dk. 

santrifüj edilmiştir ve süpernatant kısmı atılmıştır. Dipte kalan pellet 250 µL Cell-R tamponu 

ile süspanse edildikten sonra sırasıyla 200 µL Lizis tamponu ve 350 µL Nötralizayon 

tamponu eklenerek 14.000 rpm’ de 7 dk. santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmı daha önce 

oda sıcaklığına aktivasyona bırakılmış colum’a transfer edilmiş ve 12.000 rpm’ de 1 dk 

santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmı atılmış colum tekrar yerleştirilerek 500 µL yıkama 

tamponu ilave edilmiştir. 12.000 rpm’de 1 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmı atılarak 

650 µL yıkama tamponu 2 ilave edilmiş ve 12.000 rpm’de 1 dk. santrifüj edilmiştir. Kolum 

kısmı steril 1,5 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne transfer edilmiş ve columun tam merkezine 50-

100 µL Elüsyon tamponu eklenerek oda sıcaklığında 2dk. inkübe edilmiştir. Son olarak 

12.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edilmiş, izole edilen plazmid DNA moleküllerinin 

bütünlüğü ve saflığı, %1’lik agaroz jel elektroforezi ile belirlenmiştir. Plazmid DNA saflık 

kontrolü için 260 / 280 nm’deki absorbansları dikkate alınarak belirlenmiştir. OD260 / 
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OD280 oranının 1,8 – 2,0 arasında olması DNA’nın saf olduğu, bu miktardan az olması 

RNA kontaminasyonu olduğu ve bu aralıktan  daha fazla olması da protein kontaminasyonu 

olduğu şekilde yorumlanmıştır. İzole edilen plazmid DNA çalışmalarda kullanılmak için -

20˚C' de saklanmıştır. 

 

Plazmid DNA’ ların Agaroz Jelde Yürütülmesi 

 

Plazmid DNA’lar % 0,7’lik agaroz jelde 2,5 saat 40 V, 0,05 mg/mL EvaGreen (floresan jel 

boyası) içeren 1X TAE’de eletroforeze tabi tutulmuştur. Jel görüntüleri moleküler ağırlık 

standardı (ʎDNA/HindIII; Thermo Scientific) ile karşılaştırılarak görüntüleme sisteminde 

(Bio-Rad) incelenmiştir. 

 

 

1X TAE Kullanma Solusyonu 

 

10X TAE………………………………… 100 mL 

Distile su…………………………………  900 mL 

 

Belirtilen miktarda 10X TAE üzerine 900 mL distile su eklenerek 1X TAE hazırlanmıştır. 

 

Plazmid  DNA için agaroz jel hazırlanışı 

 

Agaroz ( Sigma ) ………………………….0,7 g 

TAE (1X )……………………………........100 mL  

 

Belirtilen miktarda agaroz tartılıp üzerine 1X TAE ilave edilerek mikrodalga fırında 3-5 dk 

kaynatılmıştır ve 40 – 50 °C’ye kadar soğutulmuştur. Sıvı halde olan karışım jel kabının 

içerisine dikkatlice dökülmüştür ve yükleme kuyucuklarını oluşturacak olan taraklar 

yerleştirilerek soğumaya bırakılmıştır. Soğuyan ve katı forma dönüşen jel, elektroforez 

tankına yerleştirilmiştir. 
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3.2.8. İstatistiksel analiz 

 

Tüm çalışmalar, her çalışma için paralel sayısı değişmek ile birlikte genellikle üç paralelli 

ve üç tekerrürlü olarak yapılmıştır. İstatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (22.0 

Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) kullanılmıştır. Çalışmada, 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, asa1 genleri arasındaki ilişki Ki- kare testi kullanılarak istatistiksel 

olarak değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. E. faecium Suşlarının Antibiyogram Sonuçları 

 

Bakteriler üzerinde farklı şekillerde etki mekanizmaları olan vankomisin, gentamisin, 

penisilin-G, tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol, rifampisin, eritromisin, ofloksasin ve 

polimiksin B antibiyotiklerinin Türkiye ve İran peynirlerinden izole edilmiş 20 E. faecium 

suşunun üzerine inhibisyon etkisi disk difüzyon yöntemi ile tespit edilmiş olup (Resim 4.1- 

4.2) sonuçlar CLSI standardına göre değerlendirilmiştir (Çizelge 4.1 ve Şekil 4.1).  

 

Antibiyotik test sonuçlarına göre, E. faecium suşlarının Beta Laktam antibiyotik grubuna 

dahil olan ve bakterilerde hücre duvar sentezini bozan penisilin ve ampisilin antibiyotiğine 

karşı %100 duyarlılık gösterdiği gözlenmiştir. Aynı şekilde bakterilerde hücre duvar 

sentezini bozan ve makrolid grubuna dahil olan vankomisin antibiyotiğine karşı bakterilerin  

%100 duyarlılık gösterdiği tespit edilmiştir. Bakterilerde DNA ve RNA sentezini bozan ve 

florokinolonlar grubuna dâhil olan kloromfenikol antibiyotiğine %100 duyarlılık 

gösterirken, ofloksasin antibiyotiğine karşı %81 dirençlilik gösterdiği tespit edilmiştir. 

Rifampisin antibiyotiğine karşı % 52 dirençli olduğu gözlenmiştir. Bakterilerin sitoplazma 

membran permalitesini bozan polimiksin B antibiyotiğine karşı %100 dirençli olduğu 

gözlenmiştir. Bakterilerin ribozomlarda protein sentezini bozan tektrasikline %95 duyarlı, 

eritromisine %61 orta derecede duyarlı olduğu gözlenirken, aminoglikozid antibiyotik 

grubuna dâhil olan Gentamisine karşı ise %100 dirençli olduğu gözlenmiştir. 

 

Çalışmada ayrıca üç veya dört farklı sınıftan antibiyotiğe dirençli suşlar, çoklu antibiyotik 

dirençli (MDR) olarak değerlendirilmiştir. Çoklu antibiyotik direnç indeksi (ÇAD) Çizelge 

4.1’ de gösterilmiştir.  

 

Çalışmada kullanılan 20 bakterinin (referans suş dahil) hepsinin 0,3 ila 0,5 arasında değişen 

ÇAD indeksine sahip olduğu tespit edilmiştir. 

 

E. faecium RI-70, RI-71, RI-75 ve referans suş E. faecium DSM 20477 olmak üzere 4 suş, 

gentamisin, rifampisin, eritromisin, polimiksin B, ofloksasin antibiyotiklerine çoklu 

antibiyotik direnci göstermiştir.  
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(a) (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 karşı duyarlılığı 

 

                        

 

Resim 4.2. E. faecium RI-74 suşunun penisilin (1), tekrasiklin (2), eritromisin (3) ve 

kloromfenikol (4)  antibiyotiklerine karşı duyarlılığı 
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Çizelge 4.1. E. faecium suşlarının antibiyogram sonuçları ve ÇAD indeksi 
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RI-5 S R S I S S R I I R 0,3 

RI-30 S R S S S S S I R R 0,3 

RI-41 S R S S S S R I R R 0,4 

RI-46 S R S S S S S I R R 0,3 

RI-53 S R S S S S S R R R 0,4 

RI-55 S R S S S S S I R R 0,3 

RI-61 S R S S S S S I R R 0,3 

RI-64 S R S S S S S R I R 0,3 

RI-68 S R S S S S R I R R 0,4 

RI-70 S R S S S S R R R R 0,5 

RI-71 S R S S S S R R R R 0,5 

RI-74 S R S S S S R I R R 0,4 

RI-75 S R S S S S R R R R 0,5 

RI-78 S R S S S S R I I R 0,3 

RI-79 S R S S S S R I R R 0,4 

RI-80 S R S S S S R R I R 0,4 

RT-81 S R S S S S S I R R 0,3 

RT-82 S R S S S S S I R R 0,3 

RT-94 S R S S S S S I R R 0,3 

RT-101 S R S S S S S R R R 0,4 

DSM 20477* S R S S S S R R R R 0,5 

*, Standart kültür, R, Dirençli; S, Duyarlı; I, Orta Derecede Duyarlı 

 

 

Şekil 4.1. E. faecium suşlarının antibiyotik % duyarlılıkları  
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4.2. E. faecium Suşlarının Jelatin Hidroliz Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Fenotipik olarak yapılan jelatinaz aktivitesi testi sonucu E. faecium suşlarının hiç birisinde 

jelatinaz aktivitesine bağlı olarak sıvılaşma görülmemiştir (Resim 4.3). Çalışmada pozitif 

kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 ve negatif kontrol olarak boş besiyeri kullanılmış ve 

E. faecium suşlarının, jelatin hidroliz sonuçları ile karşılaştırılmıştır. 

 

 

Resim 4.3. E. faecium suşlarının jelatin Hidroliz aktivitesi. A. E. faecium RI 80, B. Boş 

besiyeri (negatif kontrol), C. S. aureus ATCC 25923 (pozitif kontrol)  

 

4.3. E. faecium Suşlarının Hemolizin Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

E. faecium suşlarının hemolizin aktivitesi kanlı agar üzerinde yapılmış ve bu yöntem 

sonucunda test edilen E. faecium suşlarında β-hemolitik aktivite görülmemiştir. Suşların 

%50’sinde α- hemolitik aktivite (Resim 4.4-A), %50’sinde γ- hemolitik aktivite (Resim 4.4) 

görülmüştür (Şekil 4.2-B) ve sonuçlar Çizelge 4.2’ de gösterilmiştir. Pozitif kontrol olarak 

E. coli suşunun kanlı agar (Or-Bak) besiyerinde tam hemoliz (β- hemoliz) yaptığı 

belirlenmiştir (Resim 4.4).  
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(A)                                                             (B)   

 

 

(C) 

Resim 4.4. Sitolizin aktivitesi. (A) E. faecium RT-94 (α- hemolitik); (B) E. faecium RI-78 

(γ- hemolitik); C) E. coli ATCC 35218 (pozitif kontrol, β- hemolitik) 

 

 

 

Şekil 4.2. Enterococcus faecium suşlarının yüzde hemolitik aktiviteleri 

  

% Hemolitik aktivite

α- hemolitik 50%

γ- hemolitik 50%
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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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Çizelge 4.2. E. faecium suşlarının hemoliz sonuçları 

 
Suşlar α- hemolitik β- hemolitik γ- hemolitik 

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

 

4.4. E.faecium Suşlarında Biyofilm Oluşumunun Belirlenmesi 

 

E. faecium suşlarının biyofilm oluşturma yeteneklerinin belirlenmesinde, pozitif kontrol 

olarak E. faecalis 29212 suşu (zayıf biyofilm oluşumu) ve negatif kontrol olarak S. 

epidermidis 12228 suşu (biyofilm oluşumu yok) kullanılmıştır (Çizelge 4.3). Çalışmadaki 

biyofilm aşamaları Resim 4.5- 4.7’de gösterilmiştir. Enterokok suşlarının mikroplate ekim 

yapıldıktan sonra 37°C’de 24 saatlik inkübasyonu sonucu gelişmeleri Resim 4.5’de 

gösterilmiştir. Enterokokların büyüme yoğunlukları belirlendikten sonra 3 kez steril PBS ile 

yıkanma aşaması Resim 4.6’da gösterilmiştir. Enterokokların yıkanma ve kurutulma 

aşaması sonucunda kristal viyole ile boyanma sonrasında absorbans ölçümü yapılarak tüm 

suşların biyofilm üretimi değerlendirilmiştir. Buna göre 20 E. faecium suşunun hiç birisinde 

biyofilm oluşumu görülmemiştir. 
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Çizelge 4.3. E. faecium suşlarında biyofilm oluşumu 

 
Bakteri Ort. OD Nihai OD (Ort. 

OD – Odc) 

Biyofilm oluşumu 

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 - 
-: biyofilm aktivitesi yok  
+: zayıf biyofilm aktivitesi 

 

 
 

Resim 4.5. Enterokok suşlarının mikroplate de üreme aşaması 
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Resim 4.6. Enterokok suşlarının PBS ile yıkama aşaması  

 

 

  
 

Resim 4.7. Enterokok suşlarının kristal viyole ile boyanma aşaması  

 

4.5. Vankomisin Direnç genlerinin Belirlenmesi (vanA ve vanB) ve Jel Elektroforez 

Görüntüleri 

 

Enterokokların güvenilirliğinin belirlenmesinde en önemli göstergelerden biride vankomisin 

glikopeptit yapısındaki duyarlılıktır. Bu nedenle vanA ve vanB gen bölgelerine özgü 

primerler kullanılarak PZR çalışmaları yapılmıştır. Kontrol olarak kullanılan E. faecium 

DSM 20477 ve E. faecium RI-5 suşlarının 1030 bç büyüklüğünde vanA direnç geni taşıdığı 

saptanırken (Çizelge 4.4- 4.12) diğer suşlarda saptanmamıştır. vanA direnç geni elektroforez 

jel görüntüsü Şekil 4.3’de gösterilmiştir. Fenotipik olarak araştırılan hiçbir suş vankomisin 

antibiyotiğine direnç göstermemiştir. vanA genine ait E. faecium RI-5 suşunun DNA dizi 

analizi National Center of Biotechnology Information’ın web sayfasındaki 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılarak 

doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-1). 
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Çizelge 4.4. Vankomisin direnç genleri ile ilgili PZR sonuçları 

 
Bakteri van A van B 

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 + + 

 

 

Şekil 4.3. E. faecium suşlarının Van A geni amplifikasyonu  

M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477 

 

E. faecium suşlarının PZR çalışmaları sonucunda 12 suşun (%60) 801 bç büyüklüğünde van 

B geni taşıdığı saptanmıştır (Çizelge 4.4- 4.12). Fenotipik direnç çalışmaları sonucunda 

hiçbir suş vankomisin antibiyotiğine direnç göstermemiştir. van B gen bölgesi elektroforez 
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jel görüntüsü Şekil 4.4’ de gösterilmiştir. vanB genine ait E. faecium RI-46 suşunun DNA 

dizi analizi National Center of Biotechnology Information’ın web sayfasındaki 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılarak 

doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-2) 

 

  

Şekil 4.4. E. faecium suşlarının vanB geni amplifikasyonu 

M; Marker, PK; E. faecium DSM 20477 

 

E. faecium RI-5 ve E. faecium DSM 20477 suşlarının hem vanA hem de vanB genlerine 

sahip olduğu belirlenmiştir. Vankomisin antibiyotiğine direnç ile vanA ve vanB genleri 

arasındaki ilişki istatistiksel olarak değerlendirildiğinde fark önemli (p<0,05) bulunmuştur. 

 

4.6. Virülans genlerinin belirlenmesi ve jel elektroforez görüntüleri 

 

4.6.1. Jelatinaz (gelE) gen bölgesi  

 

PZR denemeleri sonucunda E. faecium RI-5, RI-46, RI-68, RI-70, RI-71, RI-74, RI-75 ve 

RT-94 suşlarının jelatinaz (gelE) genini içerdiği tespit edilmiştir (Çizelge 4.5- 4.12). E. 

faecium suşları arasında gelE geninin bulunma sıklığı %40 olarak saptanmıştır. Enterokok 

suşlarında gelE genine özgül primerlerin kullanıldığı PZR uygulamaları sonucu 419 bç 

büyüklüğünde amplikonlar elde edilmiştir (Şekil 4.5). gelE genine ait E. faecium RI-68 ve 

RT-94 suşlarının DNA dizi analizi National Center of Biotechnology Information’ın web 
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sayfasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı 

kullanılarak doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-3). 

 

Çizelge 4.5. Jelatinaz (gelE) geni PZR sonuçları  

Bakteri gelE 

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 + 

 

 

Şekil 4.5. E. faecium suşlarının gelE geni amplifikasyonu 

M: Marker, NK: su, PK; E. faecium DSM 20477 
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Yapılan istatistiksel analiz sonucunda, gelE geni ile biyofilm oluşumu arasındaki fark 

(p<0,05) istatistiksel olarak önemli bulunmuştur. 

 

4.6.2. Sitolizin (cylA ve cylB) gen bölgeleri 

 

PZR denemeleri sonucunda sitolizin salgılayan 517 bç büyüklüğünde cylA ve 843 bç 

büyüklüğünde cylB gen bölgeleri taranmış ve E. faecium DSM 20477 referans suşu hariç 

diğer suşlarda görülmemiştir (Çizelge 4.6- 4.12). cylA gen bölgesi jel elektroforez görüntüsü 

Şekil 4.6’da, cylB gen bölgesine ait jel elektroforez görüntüsü ise Şekil 4.7’ de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.6. Sitolizin (cylA ve cylB) gen bölgeleri PZR sonuçları  

 
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. 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 + + 
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Şekil 4.6. E. faecium suşlarının cylA geni amplifikasyonu 

M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSM 20477 

 

 
 

Şekil 4.7. E. faecium suşlarının cylB geni amplifikasyonu 

M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSMZ 20447 

 

4.6.3. Enterokokkal yüzey proteini (esp) gen bölgesi  

 

PZR çalışmaları sonucunda 933 bç büyüklüğünde olan esp gen bölgesi E. faecium RI-5, RI-

68, RI-70, RI-75 ve pozitif kontrol E. faecium DSM 20477 suşlarında tespit edilmiştir 

(Çizelge 4.7- 4.12). Enterokokkal yüzey proteini (esp) geni bulunma sıklığı %20 olarak 

saptanmıştır. Enterokokkal yüzey proteini (esp) gen bölgesine ait jel elektroforez görüntüsü 

Şekil 4.8’da gösterilmiştir. esp genine ait E. faecium RI-70 suşunun DNA dizi analizi 

National Center of Biotechnology Information’ın web sayfasındaki 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılarak 

doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-4). 

 

Çizelge 4.7. Enterokokkal yüzey proteini (esp) gen bölgesi PZR sonuçları 

 
Bakteri esp 

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 + 

 

 

Şekil 4.8. E. faecium suşlarının esp geni amplifikasyonu 

M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSM 20477 
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Yapılan istatistiksel analiz sonucunda esp ile biyofilm arasındaki fark (p<0,05) önemli 

bulunmuştur. 

 

4.6.4. Hücre agregasyon ve konjugasyon (agg) ile agregasyon faktörü (asa1) gen 

bölgeleri 

 

Agregasyon maddelerinden 1553 bç büyüklüğünde olan agg gen bölgesi 20 suştan yalnızca 

E. faecium RI-75 suşunda, 375 bç büyüklüğündeki asa1 gen bölgesi ise E. faecium RI-46, 

RI-68, RI-74, RT-94 suşlarında tespit edilmiş (Çizelge 4.8- 4.12) ve bulunma sıklığı %20 

olarak saptanmıştır. agg gen bölgesine ait jel elektroforez görüntüsü Şekil 4.9’de, asa1 gen 

bölgesine ait jel elektroforez görüntüsü Şekil 4.10’de gösterilmiştir. agg genine ait E. 

faecium RI-74 ve  asa1 genine ait E. faecium RT-94  suşlarının DNA dizi analizi National 

Center of Biotechnology Information’ın web sayfasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılarak doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-5). 

Çizelge 4.8 Hücre agregasyon ve konjugasyon (agg ve asa1) gen bölgeleri PZR sonuçları 

 
Bakteri agg Asa1 

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 - + 
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Şekil 4.9. E. faecium suşlarının agg geni amplifikasyonu 

M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477 

 

 

 

Şekil 4.10. E. faecium suşlarının asa1 geni amplifikasyonu 

M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477 

asa1 geni ile biyofilm aktivitesi arasındaki ilişki istatistiksel olarak değerlendirildiğinde 

(P<0,05) arasındaki fark önemli bulunmuştur. 

 

4.6.5. Enterokokkal yüzey antijeni A (efaAfm) gen bölgesi  

 

PZR uygulamaları sonucunda 1 suş hariç (RT-94) diğer suşlarda efaAfm geni görülmüştür 

(Çizelge 4.9- 4.12) ve efaAfm geni bulunma sıklığı %95 olarak tespit edilmiştir. Enterokok 

suşlarında efaAfm genine özgül primerlerin kullanıldığı PZR uygulamaları sonucu 735 bç 
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büyüklüğünde amplikonlar elde edilmiştir. efaAfm gen bölgesi jel elektroforez görüntüsü 

Şekil 4.11’te gösterilmiştir. efaAfm gen bölgesine ait DNA dizi analizi National Center of 

Biotechnology Information’ın web sayfasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-

Nucleotide BLAST programı kullanılarak doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-6). Pozitif 

kontrol olarak kullanılan referans suşta (DSM 20477) efaAfm geni tespit edilmemiştir. 

 

Çizelge 4.9 Enterokokkal yüzey antijeni A (efaAfm) gen bölgesi PZR sonuçları 

 
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. 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 - 
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Şekil 4.11. E. faecium suşlarının efaAfm geni amplifikasyonu 

M; Marker, NK; su, PK; E. faecium DSM 20477 

 

Yapılan istatistiksel analiz sonucunda, gelE geni ile biyofilm oluşumu arasındaki fark 

(p<0,05) önemli bulunmuştur. 

 

4.6.6. Seks feromon determinantı (cob, ccf) gen bölgeleri 

 

Seks feromon determinantlarından 494 bç büyüklüğünde cob gen bölgesine ait jel 

elektroforez görüntüsü Şekil 4.12’ de gösterilmiştir. 20 Enterococcus suşlarından 3 tanesi 

(RI-68, RI-70, RI-101) hariç hepsinde cob gen bölgesi bulunmuştur (Çizelge 4.10- 4.12). 

cob geninin bulunma sıklığı % 85 olarak saptanmıştır. cob genine ait E. faecium RT-94 

suşunun DNA dizi analizi National Center of Biotechnology Information’ın web 

sayfasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı 

kullanılarak doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-7). 
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Çizelge 4.10. Seks feromon determinantı (cob, ccf) gen bölgeleri PZR sonuçları 

 
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. 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 + - 

 

 
 

Şekil 4.12. E. faecium suşlarının cob geni amplifikasyonu 

M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20447 

 

Seks feromon determinantlarından 543 bç büyüklüğünde olan ccf gen bölgesinin PZR 

denemeleri sonucunda (Şekil 4.13) E. faecium suşları arasında bulunma sıklığı %45 olarak 

saptanmıştır. ccf gen bölgesi E. faecium RI-71, RI-74, RI-78, RI-79, RI-80, RT-81, RT-82, 

RT-94, RT-101 suşlarında tespit edilirken, pozitif kontrol olan E. faecium DSM 20477 
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suşunda tespit edilmemiştir (Çizelge 4.10- 4.12). ccf genine ait E. faecium RI-80 suşunun 

DNA dizi analizi National Center of Biotechnology Information’ın web sayfasındaki 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılarak 

doğrulanmıştır (Çizelge 4.13, EK-8). 

 

 

Şekil 4.13. E. faecium suşlarının ccf geni amplifikasyonu 

M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477 

 

4.6.7. Hiyaluronidaz (hyl) gen bölgesi jel elektroforez görüntüsü 

 

PZR çalışmaları sonucunda 1065 bç büyüklüğünde olan hyl gen bölgesi sadece E. faecium 

RI-61 ve RI-64 suşlarında tespit edilmiştir (Çizelge 4.11- 4.12). hyl gen bölgesinin bulunma 

sıklığı %20 olarak saptanmış ve gen bölgesine ait jel elektroforez görüntüsü Şekil 4.14’ de 

gösterilmiştir. hyl gen bölgesine ait E. faecium RI-64 suşunun DNA dizi analizi National 

Center of Biotechnology Information’ın web sayfasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanılarak doğrulanmıştır (Çizelge 4.13-EK-9). 
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Çizelge 4.11 Hiyaluronidaz (hyl) gen bölgesi PZR sonuçları 

 
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 - 

 

 

Şekil 4.14. E. faecium suşlarının hyl geni amplifikasyonu  

M: Marker, NK: su, PK: E. faecium DSM 20477 

 

Sonuçlar genel olarak değerlendirildiğinde, 20 E. faecium bakterisinde en çok bulunan gen 

bölgelerinin E. faecium yüzey antijeni A (efaAfm) (%95) ve seks feromon determinantı (cob) 

(%85) olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.15). 
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Bakterilerin içerdikleri vankomisin direnç genleri ve virülans genleri değerlendirildiğine ise; 

E. faecium RI-74 suşunun 7 gen bölgesi (vanB, agg, efaAfm, cob, ccf, gelE, asa1) ile en çok 

gen bölgesine sahip iken E. faecium RT-101 suşunun 2 gen bölgesi (efaAfm, ccf) ile en az 

gen bölgesine sahip olduğu gösterilmiştir. 

 

 

 

 

Şekil 4.15. E. faecium suşlarının virülans gen bölgeleri yüzde dağılımı 
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Çizelge 4.12. E. faecium suşların taşıdıkları direnç ve virülans genler 

 
Suşlar Taşıdığı virülans ve direnç genleri (sayısı) 

 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, asa1 (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, asa1 (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, asa1(7) 

E. faecium RI-75 Esp, efaAfm, cob, gelE (4) 

E. faecium RI-78 efaAfm, cob, ccf (3) 

E. faecium RI-79 efaAfm, cob, 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, asa1 (4) 

E. faecium RT-101 efaAfm, ccf (2) 

E. faecium DSM 20477 vanA, vanB, clyA, clyB, esp, cob, gelE, asa1 (8) 

 

 

4.7. DNA Dizi Analizi 

 

E. faecium türü bakterilerde vankomisin direnç (vanA, vanB) ve virülans genlerin (gelE, esp, 

agg, asa1, efaAfm, cob, ccf ve hyl) varlığını belirlemek için, uygun primerler kullanılarak 

PZR ile çoğaltılan DNA’lardan vanA gen bölgesi için E. faecium RI-5, vanB gen bölgesi için 

E. faecium RI-46,  gelE gen bölgesi için E. faecium RI-68 ve RT-94, agg gen bölgesi için E. 

faecium RI-74, asa1 gen bölgesi için E. faecium RT-94, efaAfm gen bölgesi için E. faecium 

RI-41 ve RT-101, cob gen bölgesi için E. faecium RT-94, ccf gen bölgesi için, E. faecium 

RI-80 ve hyl gen bölgesi için E. faecium RI-64 suşları her bir gen bölgesinden bir suş olacak 

şekilde tesadüfen seçilerek dizi analizi yaptırılmıştır. Elde edilen direnç ve virülans genlere 

ait dizi analizi sonuçları gen bankalarıyla karşılaştırılarak PZR ürünleri doğrulanmıştır. Dizi 

analizlerini karşılaştırmak amacıyla National Center of Biotechnology Information’ın web 

sayfasındaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı 

kullanılmıştır. Dizi analizine ait blast sonuçları Çizelge 4.13’de verilmiştir. 
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RI-5 

 

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 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 LR536670.1 

 Enterococcus faecium isolate E7196 genome assembly, plasmid: 1 1329 1726 96% 0.0 LR135270.1 

  

 

RI-46 

 

 

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 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 

  

 

RT-94 

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 

 

 

 

gelE 

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 

 

 

RI-68 

 

Enterococcus faecalis strain L15 chromosome, complete genome 696 696 98% 0.0 CP042213.1 

Enterococcus faecalis strain 4928STDY7071355 genome assembly, chromosome: 1 696 696 98% 0.0 LR607334.1 

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  

SprE (sprE) genes, complete cds 
1480 1480 97% 0.0 CP042839.1 

  

 

RI-70 

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 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 

  

RI-74 

Enterococcus faecalis strain DD14 genome 1816 1816 92% 0.0 CP021161.1 

Agg 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 (asp1) gene, partial cds 996 996 73% 0.0 KU311662.1 

  

 

RT-94 

Enterococcus faecalis strain CK135 plasmid pPD1, complete sequence 580 580 98% 1e-161 KT290268.1 

 E.faecalis plasmid pPD1 asp1 and URFs pd57, pd125 and pd113 genes 588 588 99% 6e-164 X62656.1 

Asa1 Enterococcus faecalis strain CVM N48037F chromosome, complete genome 582 582 98% 3e-162 CP028720.1 

 Enterococcus faecalis strain 12.8a aggregation substance protein (asa1) 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
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RI-41 

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 

 

 

 

efaAfm 

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 

 

 

RT-101 

 

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 

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 LR135270.1 

  

 

RT-94 

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 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 

  

 

RI-80 

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 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 

  

 

RI-64 

Enterococcus faecium strain DMEA02 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 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, yapılan çalışmalar sonucunda, hiçbirisinde plazmid DNA’ya 

rastlanılmamıştır (Şekil 4.16). 

 

 

Şekil 4.16. E. faecium suşlarının plazmid DNA jel görüntüsü 
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5. TARTIŞMA 

 

Enterokoklar, laktik asit bakterileri (LAB) cinsine ait olan insanların, memelilerin ve diğer 

hayvanların gastrointestinal yollarının bağırsaklarında ortak mikrobiyota olarak bulunan 

bakterilerdir. Bunun yanı sıra birçok olumsuz çevresel koşullarında hayatta kalabilmeleri ve 

organoleptik özelliklere sahip çeşitli geleneksel fermente gıdaların üretiminde önemli bir rol 

oynadıkları için hayvansal ve bitkisel kökenli birçok gıda da bulunurlar. Enterokoklar, laktik 

asit ve bakteriyosinler (enteroksinler) gibi bakteri öldürücü madde ürettikleri için gıda 

maddelerinin biyolojik olarak korunmasında da kullanılmaktadırlar. Listeria 

monocytogenes, S. aureus ve Clostridium botulinum dâhil olmak üzere birçok önemli Gram-

pozitif gıda kaynaklı patojene karşı antimikrobiyal aktivite göstermektedirler. Enterokoklar 

aynı zamanda insanlar ve hayvanlar için probiyotik olarak kullanılmaktadırlar ancak yatay 

gen transferi yoluyla virülans ve antibiyotik direnç genleri edinme yeteneklerinin, probiyotik 

olarak veya yiyeceklerde starter/yardımcı kültür olarak kullanılmasının önündeki önemli bir 

engel olarak düşünülmektedir (Foulquie Moreno ve ark., 2006; Franz ve ark., 2011; Reis ve 

ark., 2012; Jaouani ve ark., 2015; Golob ve ark., 2019)  

 

Enterokoklar genellikle ürogenital sistem enfeksiyonları (Protonotariou ve ark., 2010) ve 

endokardit (Heikans ve ark., 2007) gibi patogenez ile ilişkilendirilmektedir. Probiyotik 

bakterilerde istenmeyen fenotipler olan hemolizin (Franz ve ark., 2001), jelatinaz (Huycke 

ve ark., 1991) ve agregasyon maddesi (Sartingen ve ark., 2000) üretiminden sorumlu 

antibiyotik direnç genlerini taşıyabilmektedirler. İnsanlarda bir hastalığın başlangıcında 

veya hastalık semptomlarının alevlenmesinde rol oynayabilecek birçok enterokok virülans 

geni tanımlanmıştır (Anderson ve ark., 2016). Bu determinantların çoğu gıdalardan izole 

edilen suşlarda bulunmuştur (Eaton ve Gasson, 2001; Franz ve ark., 2003). En önemli 

enterokok virülans determinantları, agregasyon maddesi (asa1), jelatinaz (gelE), sitolisin 

(cylA, cylB), enterokok yüzey proteini (esp), hiyalüronidaz (hyl), endokardit antijeni (efaA) 

içerir (Barbosa ve ark., 2010; Ferguson ve ark., 2016). Vankomisin direnç ve virülans 

genlere sahip olabilme özelliklerinden dolayı enterokokların, gıda veya biyofarmasötik 

endüstrisinde probiyotik veya başlangıç kültürü olarak kullanılmadan önce enterokokların 

güvenilirliğinin belirlenmesi gerekmektedir. 
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Bu amaçla bu tez çalışmasında daha önce probiyotik özellikleri belirlenen E. faecium 

suşlarının potansiyel probiyotik adaylar olarak önerilebilmesi için, vankomisin direnç ve 

bazı virülans genleri araştırılmıştır. Spesifik primerler aracılığı ile polimeraz zincir 

reaksiyonu yöntemi kullanılarak vankomisin direnç (vanA, vanB) ve 10 farklı virülans gen 

bölgesi (gelE, cylA, cylB, esp, agg, asa1, efaAfm, cob, ccf, hyl) araştırılmıştır. Fenotipik 

olarak hemolizin ve jelatinaz aktivitesi, mikroplate yöntemiyle biyofilm aktivitesi 

belirlenmiştir. Aynı zamanda suşların virülans direnç geni transferinde önemli rol oynayan 

plazmid varlığıda tespit edilmiştir. 

 

Enterokoklar birçok antimikrobiyallere doğal olarak dirençli veya toleranslıdır ve yatay gen 

aktarımı yoluyla yüksek seviye ilaç direncini kolayca alırlar. E. faecium'un doğal direnci 

sefalosporinler, aminoglikozitler (düşük seviye direnci), makrolidler ve sülfonamidleri içerir 

(EUCAST, 2016). Ayrıca, bazı enterokoklar kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin ve 

vankomisine dışsal direnç genleri taşıyabilir. Bu genler plazmidlerin üzerinde veya 

transpozonların yakınında bulunur. Bu nedenle enfeksiyonlarını potansiyel olarak tedavi 

edilemez hale getiren potansiyel patojenik bakterilere aktarılabilir (Ouwehand ve ark., 

2016). Ayrıca, enterokoklar insan enfeksiyonlarında kullanılan hemen hemen tüm 

antimikrobiyallere karşı direnç potansiyeli göstermektedir (Hollenbeck ve Rice, 2012).  

 

Antibiyotikler çoğu hastalığa karşı etkili olma eğilimindedir, ancak gereksiz antibiyotik 

kullanımı patojen bakteriler arasında direncin artmasına neden olmaktadır (Ouwehand ve 

ark., 2016). Probiyotiklerin, özellikle antibiyotik direncinin yayılmasına katkıda 

bulunmaması ve aktarılabilir antibiyotik direncini taşımaması için özel olarak seçilmesi 

gerekmektedir. Bu amaçla bu çalışmada 20 E. faecium bakterisinin farklı etki 

mekanizmasına sahip 10 antibiyotiğe duyarlılıkları disk difüzyon yöntemi kullanılarak test 

edilmiştir. E.faecium suşları, aminoglikozid grubuna dahil olan, bakterilerde protein sentezi 

inhibitörü olan gentamisin antibiyotiğine ve bakterilerde sitoplazma membran permalitesini 

bozan polimiksin B antibiyotiğine karşı %100 direnç gösterdiği belirlenirken, hücre duvar 

sentezini bozan penisilin, ampisilin ve vankomisine %100 duyarlılık gösterdiği tespit 

edilmiştir. Bakterilerde nükleik asit sentezini bozan kloromfenikole %100 duyarlı iken, 

rifampisine %81, ofloksasine %52 dirençlilik göstermiştir. Ribozomlarda protein sentezi 

inhibitörü olan tetrasikline ise %95 duyarlılık göstermiştir. Bouymajane ve ark. (2018), 

yaptıkları çalışmada 150 çiğ inek sütü örneğinden izole ettikleri 11 E. faecalis,  
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3 E. faecium, 2 E. durans ve 1 E. hirae suşlarının hepsinin ampisilin ve tetrasikline dirençli, 

E. faecalis ve E. faecium izolatlarının tamamının vankomisin ve gentamisine duyarlı 

olduklarını bildirmişlerdir. Yerlikaya ve Akbulut  (2019) probiyotik Enterococcus faecium 

suşları ile yaptıkları çalışmada 6 veya 12 mg / L vankomisin konsantrasyonuna karşı direnci 

saptanmamışlardır. Şanlıbaba ve Şentürk, (2018) yaptıkları çalışmada Türkiye’deki 

geleneksel peynirlerden izole ettikleri 213 Enterococcus suşundan 88’inin E.faecium ve 

125’inin E. faecalis olduğunu bildirmişlerdir. İzolatlar rifampisin antibiyotiğine %78,4, 

ampisiline %48,8, eritromisine %18,8, tetrasikline %11,7, penisiline %5,6, kloromfenikole 

%4,2, gentamisine %3,8 dirençli bulunurken, tüm suşların vankomisine duyarlı olduğunu 

bildirmişlerdir. Özmen Toğay ve ark (2010), fermente gıdalardan izole edilen 16 E. faecium 

ve 68 E. faecalis suşlarının eritromisin antibiyotiğine %14, tetrasikline %32, gentamisine 

%6, kloromfenikole %3 direnç gösterdiğini ve antibiyotik direncinin E. faecalis 

izolatlarında, E. faecium izolatlarına göre daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Çalışmadaki antibiyotik sonuçları genel olarak değerlendirildiğinde, tüm suşların 

vankomisin, penisilin, ampisilin ve tetrasiklin (RI-5 suşu hariç) gibi tıbbi olarak yaygın 

kullanılan antibiyotiklere karşı duyarlı olduğu, gentamisin’e karşı ise dirençli oldukları 

belirlenmiştir. Bazı araştırmalar, gastrointestinal sistem enfeksiyonlarında kullanılan 

antibiyotiklere karşı, probiyotik bakterilerinin antibiyotiklere dirençli olmalarının yararlı 

olabileceğini ve doğal bağırsak mikrobiotasını etkili bir şekilde koruyabileceklerini ifade 

etmektedirler (Strompfova ve ark., 2004; Bhardway ve ark., 2010). Buna rağmen, probiyotik 

olarak kullanılması önerilecek bakteri suşlarının, sağlık sektöründe yaygın olarak kullanılan 

antibiyotiklere karşı duyarlılık göstermesi önemli görülmektedir (Alkalbani ve ark., 2019). 

Potansiyel probiyotik adaylar olan bakterilerimizinde yaygın olarak kullanılan 

antibiyotiklere duyarlı bulunması önemli bir avantaj olarak görülmüştür. Probiyotiklerin 

belirli enfeksiyonların riskinini azaltabileceğini ve böylece antibiyotik ihtiyacını azaltacağı, 

ayrıca antibiyotik direncinin yayılmasında katkıda bulunmadığı hatta azaltabileceği 

bildirilmektedir (Ouwehand ve ark., 2016). Bu çelişkili durumun ortadan kaldırılabilmesi 

için daha çok çalışma yapılması gerektiğini düşünmekteyiz.  

 

Enterokokların bazı suşları üç veya daha fazla antimikrobiyal ajan grubuna dirençli 

olduklarından çoklu ilaca dirençli (MDR) olarak ifade edilmektedirler. Vankomisine veya 

teikoplanine karşı direnç, bu ajanların MDR enterokoklara ve diğer Gram pozitif bakterilere 

karşı önemli terapötik kullanımı nedeniyle özellikle endişe kaynağıdır (Klare, 2003; 
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Hollenbeck, 2012). Ampisilin, vankomisin ve gentamisin, MDR enterokok 

enfeksiyonlarının tedavisi için en uygun antimikrobiyallerdir, ancak yaygın olarak 

kullanılan vankomisin kullanımı ciddi bir risk grubu oluşturan vankomisine dirençli 

enterokokların (VRE) sayısında artış sağlamıştır (Tenover ve McDonald, 2005; Golob ve 

ark., 2019). VRE de dahil olmak üzere antimikrobiyallere dirençli enterokoklar, 

antimikrobiyal direnç genlerinin türler arası transferinde önemli rol oynamaktadır (Giraffa, 

2002; Golob ve ark., 2019). Enterokoklar, sadece vanA ve vanB genlerini dikey ve yatay 

olarak transfer etme ve yüksek direnç seviyeleri sağlama kapasitesine sahiptirler 

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

 

Fırsatçı patojen olarak enterokokların patojenitesinin oluşmasındaki en önemli etmen çoklu 

antibiyotik direncinin bulunmasıdır Araştırmacılar enterokokların hayvanlardan ve 

sebzelerden insanlara hem doğrudan temas yoluyla hem de tüketim yoluyla yayılabileceğini, 

insanlarda antibiyotik direnç genlerinin yayılmasına yol açabileceğini ayrıca direnç genlerini 

kendilerine veya başka türlere aktarabileceklerini bildirmişlerdir (Sapkota ve ark., 2011; 

Calonico ve ark., 2018). Tez kapsamında yapılan çalışmada E. faecium RI-70, RI-71, RI-75 

ve referans suş E. faecium DSM 20477 olmak üzere 4 suş, gentamisin, rifampisin, 

eritromisin, polimiksin B, ofloksasin antibiyotiklerine çoklu antibiyotik direnci göstermiştir. 

Beshuri ve ark, (2017) domuz çiftliğinden izole ettikleri E. faecium ve E. faecalis suşlarının 

%50’sinden fazlasının çoklu antibiyotik direnci gösterdiğini belirtmişlerdir. Yapılan bir 

çalışmada geleneksel peynirlerden izole edilen E. faecalis izolatlarında %88 oranında çoklu 

antibiyotik direnci görülürken, E. faecium izolatlarının %100’ünün çoklu antibiyotik direnç 

gösterdiğini belirtmişlerdir (Şanlıbaba ve Şentürk, 2018). Yapılan bir çalışmada fermente 

gıda kaynaklı 87 Enterococcus cinsinden 8 E. faecium ve 10 E. faecalis izolatlarının çoklu 

antibiyotik direnci gösterdiği tespit edilmiştir (Özmen Toğay ve ark., 2010). Bouymajane ve 

ark (2018), hayvan kaynaklı gıdalarda Enterococcus'un varlığının, kontaminasyon 

belirtisinin veya zayıf hijyen koşullarının bir göstergesi olabileceğini rapor etmişlerdir. 

Ayrıca Enterococcus'un genel olarak gıdada ve özellikle çiğ sütte tüketilmesi halk sağlığı 

risklerini arttırdığını ve bu izole edilmiş suşlar çok ilaca dirençli olduğunda büyük bir halk 

sağlığı problemi oluşturabileceğini bildirmişlerdir.  

 

Vankomisin direnç genleri PZR ile belirlenmiştir. Vankomisin antibiyotiğine %100 

duyarlılık gösteren suşlardan sadece E. faecium RI-5 suşunda vanA geni tespit edilmiştir. 

Van B geni ise RI-5, RI-30, RI-41, RI-46, RI-48, RI-53, RI-55, RI-61, RI-64, RI-68, RI-70, 
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RI-71, RI-74 suşlarında tespit edilmiştir. Cerrahi yara örneklerinden ve kan kültüründen 

izole edilen 26 E. faecalis izolatında, %53,8’inin vankomisin antibiyotiğine dirençli 

olduğunu, dirençli izolatların %71,4’ünde vanA genini bulduğunu ve vankomisin direncini 

vanA geni ile ilişkili olduğunu bildirmişlerdir (Esmail ve ark., 2019). Klinik örneklerden 

izole edilen enterokoklarda vanA ve vanB genlerinin oranının yüksek olduğu dikkat 

çekicidir. Yapılan bir çalışmada, gıda kaynaklı Enterococcus spp. (51) ile insan kaynaklı E. 

faecium (50) izolatlarında, 1 suş hariç gıda kaynaklı izolatların tümü vankomisine dirençli 

olmayıp, hiçbir izolatın vanA ve vanB geni taşımadığını bildirilmiştir. Klinik izolatların ise 

%84’ünün vanA, yüzde %2’sinin vanB genlerini taşıdığı ve tüm izolatların vankomisine 

dirençli olduğu bulunmuştur (Terkuran ve ark., 2014). Yapılan bir çalışmada çeşitli fermente 

gıdalardan izole edilen 87 Enterococcus cinsinden 3 E. faecium ve 8 E. faecalis izolatlarının 

vankomisine orta düzeyde direnç gösterdiğini bildirmişlerdir. İzolatların hiçbirisi vanB geni 

içermemesine rağmen, yalnızca sosis kaynaklı E. faecalis S6-4 ve peynir kaynaklı E. faecalis 

P3-1 suşlarının vanA geni içerdiğini ve E. faecalis S-64 izolatında vankomisin direnci 

gözlenmezken, E. faecalis izolatında orta düzey vankomisin direnci gözlendiğini 

bildirmişlerdir (Özmen Toğay ve ark., 2010). Diğer bir çalışmada ise insan sütünden izole 

edilen 7 E. faecium suşlarının hiçbirisinde vanA ve vanB genleri tespit edilmemiştir 

(Reviriego ve ark., 2005). Franya ve ark, (2019) yerel hastaneye başvuran hastalardan izole 

edilen 71 E. faecium izolatlarından 33’ünün vanA ve 38’inin vanB pozitif olduğunu 

belirlenmişlerdir. 384 dışkı örneği, 24 içme suyu ve 24 toprak örneğinden izole edilen 176 

Enterococcus sp. izolatlarının %62’si vanA, %17’si vanB ve %21’i vanC genlerine sahip 

olduğu rapor edilmiştir (Foka ve Ateba, 2019). Bizim çalışmamızda ise antibiyogram testleri 

sonucunda E. faecium suşlarının hepsinin vankomisine yüksek duyarlılık göstermesi, 

vankomisin direnç geni içeren suşlarda vankomisin genlerinin sessiz gen olarak 

bulunduğunu göstermektedir.  

 

Kromozomal DNA üzerinde bulunan gelE geni jelatinaz üretiminden sorumludur. 

Çalışmamızda kullanılan E. faecium suşlarının jelatinaz aktivitesi fenotipik olarak kanlı agar 

üzerinde, gelE geni varlığı ise PZR yöntemi ile araştırılmıştır. Enterokokların %40’ ında 

gelE geni tespit edilmiştir. Fenotipik jelatinaz aktivitesi testine göre, PZR çalışmaları sonucu 

gelE geni içerdiği tespit edilen E. faecium RI-5, RI-46, RI-68, RI-70, RI-71, RI-74, RI-75, 

RI-94 suşlarında jelatinaz aktivitesi gözlenmemiştir. Aslında, bu sonuç ‘sessiz gelE’ 

genlerinin varlığını göstermektedir. Jelatinazı kodlayan gelE geninin varlığının, jelatinaz 

üretimi için zorunlu olmadığı bildirilmektedir (Franz ve ark., 2001; Mannu ve ark., 2003). 
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Franz ve ark. (2001), peynirden izole edilen enterokok suşlarında jelatinaz aktivitesinin 

bulunmasını peynirin proteince zengin bir kaynak olmasından ileri gelebileceğini 

belirtmiştirlerdir. 

 

Tez kapsamında yapılan çalışmalara benzer olarak Reviriego ve ark (2005) yaptıkları 

çalışmada insan sütünden izole edilen 7 E. faecium suşlarının fenotipik analizleri sonucunda 

hiçbir suşta jelatinaz aktivitesi görülmediğini bildirmişlerdir. Eaton ve Gasson (2001) 

tarafından yapılan çalışmalarda E. faecalis ve E. faecium suşlarında jelatinaz geni pozitif 

bulunmasına rağmen jelatinaz negatif fenotip görülebildiği saptanmıştır. Belgacem ve ark. 

(2010) tarafından yapılan çalışmada ise E. faecium türüne ait 24 suştan 5 suşta gelE geni 

tespit etmişlerdir. Aynı zamanda jelatinaz aktivitesi jelatin içeren agar ortamında fenotipik 

olarak incelenmiş ve gelE geni içeren 5 izolatın jelatinaz aktivitesi göstermediğini 

bildirmişlerdir. Kanemitsu ve ark. (2001) yaptıkları çalışmada insan kaynaklı 93 E. feacelis 

suşunun %45’inde jelatinaz aktivitesi görülürken, 46 E. faecium suşlarında jelatinaz 

aktivitesine rastlamadıklarını rapor etmişlerdir. Beshuri ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada 

54 E. faecium suşlarından 40 izolatta gelE geni tespit etmişlerdir. 

 

Sitolizin, feromon-duyarlı plazmidler ya da patojenite adaları içindeki kromozomlar 

üzerinde kodlanabilir (Shankar ve ark., 2004). Sitolizin/ hemolizin enfeksiyon modellerinde 

virülansliğe katkı sağlayan ekstraselüler ürünün üretimine yol açar (Clewell, 2007). 

Yaptığımız PZR çalışmalar neticesinde Enterokok suşlarında cylA ve cylB gen bölgesi 

saptanmamıştır. Aynı zamanda kanlı agar üzerinde test edilen izolatlarda α- ve γ- hemolitik 

aktivite saptanırken, β- hemolitik aktivite saptanmamıştır. β- hemolitik aktivite probiyotik 

suşlarda istenmeyen bir durumdur. Yousif ve ark, (2005) yaptığı çalışmada Hussuwa’dan 

izole ettikleri 22 E. faecium suşlarının sitolizin geni içermediğini bildirmişlerdir. Beshuri ve 

ark. (2017) domuz çiftliğinden izole ettikleri E. faecium suşlarından yalnızca 1 izolatın cyl 

gen bölgesi içerdiğini bildirmişlerdir. Yapılan bir çalışmada gıda kaynaklı 24 E.faecium 

suşlarında cylA geni tespit edilmezken, 3 suşta cylB geni içerdiği bildirilmiştir (Belgacem ve 

ark., 2010). Diğer bir çalışmada insan sütünden izole edilen 7 E. faecium suşlarında β- 

hemolitik aktivite görülmediği rapor edilmiştir (Reviriego ve ark., 2005). Şanlıbaba ve 

Şentürk, (2018), peynirden izole edilen 213 enterokok izolatından 24 izolatta (%11,3) β-

hemolitik, 21 izolat (%9,9) γ-hemolitik aktivite gösterirken, 168 suş (% 78,8) α-hemolitik 

aktivite gösterdiğini bildimişlerdir. 
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Enterokokal yüzey proteini (esp) hücre duvarı ile ilişkili bir proteindir. esp proteininin 

ekspresyonundan sorumlu olan gen, cins içinde oldukça korunmuş bir kromozom bölgesinde 

bulunur ve vankomisine duyarlı veya dirençli E. faecium suşlarında yaygındır (Shankar ve 

ark., 2002). esp geni bulunan bakteriler, esp geni bakımından negatif olan kontrolleri ile 

kıyaslandıklarında belirgin olarak daha yüksek oranda ve daha kalın biyofilm yapıları 

oluşturmuşlardır (Tendolkar ve ark., 2006). Yaptığımız PZR çalışmaları sonucunda esp geni 

E. faecium RI-5, RI-68, RI-70, RI-74 suşlarında tespit edilmiş ve bulunma sıklığı yüzde % 

20 olarak saptanmıştır. Ancak bu suşlarda biyofilm oluşturma yeteneği tespit edilmemiştir. 

Gıda ve insan kaynaklı 43 E. faecium ve 38 E. faecalis izolatlarından, E. faecium suşlarının 

sadece % 4,7'si, E. faecalis suşlarının % 42,1'i esp geninin varlığını göstermiştir; esp virülans 

faktörü, insan kaynaklı E. faecalis izolatları arasında daha sık görülmüştür (Corialota ve ark., 

2008). Franz ve ark (2001), yaptığı çalışmada 48 E. faecium suşundan sadece 1’inin ve 47 

E. faecalis suşundan ise 17’sinin esp geni içerdiğini tespit etmişlerdir. Özmen Toğay ve 

arkadaşları (2010) yaptığı çalışmada çeşitli gıdalardan izole edilen E. faecium (16) 

suşlarında enterokok yüzey proteini kodlayan espfm geninin bulunma yüzdesini %60 olarak 

belirlemişlerdir. Yapılan bir çalışmada 54 E. faecium suşlarından 32 izolatın esp gen bölgesi 

içerdiği tespit edilmiştir (Beshuri ve ark., 2017). Yapılan diğer bir çalışmada gıda kaynaklı 

24 E. faecium suşlarından hiçbirisinde esp geni tespit edilmemiştir (Belgacem ve ark., 2010). 

Enterokok suşlarında esp geninin varlığının farklılık gösterdiği dikkat çekicidir. 

 

agg geni tarafından kodlanan agregasyon maddesi, bakteriyel konjugasyona katılan ve 

plazmid transferini kolaylaştıran ve ayrıca bir ökaryotik yüzey dizisine yapışmayı içeren, 

feromon ile indüklenebilir bir yüzey glikoproteinidir (Koch ve ark., 2004; Popović ve ark., 

2018). asa1, enterokokların böbrek tübüler hücrelerine, kalp endokardiyal hücrelerine, 

bağırsak epitel hücrelerine bakteri yapışmasını arttırdığı ve insan makrofajlarına yapışmayı 

ve bu hücrelerde sağkalımı arttırdığı ifade edilmiştir (Vankerckhoven ve ark.,  2004). Ancak 

agregasyon maddesinin bir fare ÜSE modelinde virülansa katkıda bulunmadığı 

gösterilmiştir. Bir virülans faktörü olarak agregasyon maddesinin (agg, asa1), adezyon ve 

agregasyona neden olması yanısıra ayrıca konak savunmasına karşı koruyucu faktör olarak 

da görev yaptığı anlaşılmaktadır (Baylan, 2019). Ayrıca, Cebrián ve ark. (2012) ve Popovic 

ve ark. (2018) agg maddesi ve esp yüzey proteini gibi bazı virülans faktörlerinin probiyotik 

bakteriler için yararlı bir rol oynayabileceğini öne sürmüştür. Aslında bu, bakterinin 

gastrointestinal sistemi kolonize etmesine ve içinde çoğalarak probiyotik özelliklerini ortaya 

çıkarmasına yardımcı olabilceklerini bildirmişlerdir (Zommiti ve ark., 2018). Eaton ve 
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Gasson (2001) agg geni içeren suşların mutlaka seks feromon determinantlarını da içerdiğini 

bildirmiştir. Yapılan bu çalışma kapsamında PZR yöntemiyle araştırılan agg geni sadece E. 

faecium RI-74 suşunda tespit edilirken, asa1 geni E. faecium RI-46, RI-68, RI-74, RT-94 

suşlarında tespit edilmiştir. agg ve asa1 genlerinin ikisine sahip olan tek suş ise E. faecium 

RI-74 olarak tespit edilmiştir. Corialota ve ark (2008) gıda ve insan kaynaklı 43 E. faecium 

(25 gıda kaynaklı, 18 insan kaynaklı) ve 38 E. faecalis (17 gıda kaynaklı, 21 insan kaynaklı) 

suşlarıyla yaptıkları çalışmada virülans faktörlerin bulunma oranı E. faecalis suşlarında daha 

yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. Virülans faktörler arasında ise, agg virülans 

determinantı, E. faecalis (% 65,8) suşlarının gıda kaynaklı suşlarda (% 70,6), insan kaynaklı 

suşlara göre bulunma oranı (% 61,9) daha yüksek olduğunu saptamışlardır. Domuz 

çiftliğinden izole edilen 54 E. faecium suşlarından 30 suşun asa1 gen bölgesi içerdiği tespit 

edilmiştir (Beshuri ve ark., 2017). Yapılan bir başka çalışmada çeşitli gıdalardan izole edilen 

16 E. faecium suşlarının %88’inin agg geni içerdiği belirlenmiştir (Özmen Toğay ve ark., 

2010). 

 

Endokardis antijeni olan EfaA, efaA geni tarafından kodlanmaktadır. efaA, mangan transport 

sistemi için önemli bir protein reseptörüdür. Bakterilerin hayatta kalabilmeleri ve 

çoğalabilmeleri için mangan gereklidir ve mangandan fakir ortamda efaA antijeninin fazla 

miktarda sentezlendiği bildirilmektedir (Kayaoğlu ve Orstavik, 2004). Tez kapsamında 

araştırılan efaAfm geni E. faecium RT-94 hariç tüm bakterilerde saptanmıştır. Özmen Toğay 

ve ark (2010) gıda kaynaklı 16 E. faecium suşlarında enterokoklarda hücre duvarı adhezini 

kodlayan efaAfm gen bölgesini %67’sinde tespit etmişlerdir. Belgacem ve ark. (2010) gıda 

kaynaklı 24 E. faecium suşundan 5 izolatın efaAfm geni içerdiğini tespit etmişlerdir. 

 

Seks feromonları, enterokok suşları arasında plazmid DNA’ının konjugatif transferini 

kolaylaştıran küçük hidrofobik peptitlerdir (Chajęcka-Wierzchowska ve ark., 2017). Tez 

kapsamında araştırılan seks feromon determinantlarından cob gen bölgesi 3 suş hariç (E. 

faecium RI-68, RI-70, RT-101) hariç izolatların % 85’ inde, ccf gen bölgesi E. faecium RI-

71, RI-74, RI-78, RI-79, RI-80, RT-81, RT-82, RT-94, RT-101 suşlarında (%45) tespit 

edilmiştir. Belgacem ve ark, (2010) yaptıkları çalışmada gıda kaynaklı 24 E. faecium 

suşlarının cob geni içermediğini, 12 suşun ise ccf gen bölgesini içerdiğini tespit etmiştir. 

Özmen Toğay ve ark, (2010) çeşitli gıdalardan izole edilen 16 E. faecium suşlarında 1 suş 

hariç hepsinin cob ve ccf geni içerdiğini bildirmişlerdir. 
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Hyaluronidaz, gen hyl tarafından kodlanan bir hidrolitik enzimdir (Kayaoğlu ve Orstavik, 

2004). Bağ dokusunun hücre dışı matrisinin ana kısmıdır ve tahribatı, doku içinde 

mikroorganizmaların yayılmasını kolaylaştıran dokunun parçalanmasına neden olmaktadır 

(Hynes ve Walton, 2000). Tez kapsamında araştırılan hyl gen bölgesi E. faecium RI-61 ve 

RI- 64 izolatlarında tespit edilmiştir. Beshuri ve ark. (2017) yaptıkları çalışmada 54 E. 

faecium suşlarından hiçbirisinin hyl geni içermediğini bildirmişlerdir. Arshadi ve ark (2017) 

klinik ve çevresel kaynaklardan izole edilen vankomisin dirençli E. faecium izolatlarının  

%34’ünün hyl geni içerdiğini rapor etmişlerdir. Adifon ve Tuncer (2019),  peynirden izole 

edilen 54 Enterococcus sp. suşundan  E. gallinarum ve E. faecium suşlarının hyl geni 

içerdiğini,  E. faecalis  suşlarının ise hyl geni içermediğini bildirmişlerdir. 

 

Biyofilm, 'hücrelerin sık sık birbirine yapışmış ve / veya bir yüzeye bağlı hücre dışı 

polimerik maddelerin (EPS) matriksine gömüldüğü' mikroorganizma kümeleri olarak 

tanımlanır. Biyofilmdeki mikroorganizmalar birbirine sıkıca bağlanır ve stabil bir yapı 

oluşturur. Biyofilmdeki mikroorganizmaların yüksek konsantrasyonundan dolayı, karşılıklı 

destek, özümseme ve metabolize etme yeteneği daha hızlı gerçekleşecektir. Biyofilm 

mikroorganizmaları zararlı dış çevresel faktörlerden ve sert yaşam koşullarından korur; bu 

da mikroorganizmaları birkaç saat hatta günlerce koruyabilir. Bu biyofilmin koruması 

altında, bakteriler şaşırtıcı derecede yüksek bir antibiyotik dozuna dayanabilirler (Post ve 

ark., 2004; Dıanı ve ark., 2006). Bu tez çalışmasında mikroplate yöntemi ile araştırılan 

biyofilm oluşumu E. faecium suşlarında tespit edilmemiştir. Aynı zamanda biyofilm 

oluşumuna katkı sağlayan esp ve gelE gen bölgelerini içeren suşlarda biyofilm oluşumuna 

rastlanılmaması bu genlerin sessiz gen olduğunu desteklemektedir. Singhal ve ark, (2019) 

Hindistan’ın farklı bölgelerinden 15 rizosferik toprak örneğinden izole edilen ve probiyotik 

özellikleri araştırılan 5 E. faecium izolatlarının orta düzeyde biyofilm aktivitesi gösterdiğini 

aynı zamanda virülans gen (esp, cob, ccf, efaAfm, cyl, agg, gelE) içermediğini 

bildirmişlerdir. Biyofilmde direnç oluşmasının sebebi plazmid, bakteriler arası konjugasyon, 

EPS varlığı ve çeşitli bakterilerin katılımı ile oluşan bir popülasyonda bazı 

mikroorganizmaların kalkan görevini yerine getirmesi olarak rapor edilmiştir (Ünal, 2005). 

Elde ettiğimiz sonuçlar ve literatür bilgilerine göre, agregasyon maddesi (agg), jelatinaz 

(gelE) ve enterokokkal yüzey proteini (esp) genlerinin biyofilm oluşumu için yeterli 

olmadığı ancak bu virülans faktörlerin biyofilm üretme yeteneğine yardımcı olabildiğini 

göstermektedir. 
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Çalışmamızda virülans genlerin transferinde rol oynayan plazmid varlığı araştırılmış ve 20 

E. faecium suşlarının hiçbirisinde plazmid varlığı tespit edilmemiştir. Virülans genleri 

kodlayan plazmidleri içeren suşların gıda sektöründe starter kültür olarak kullanılması büyük 

ölçüde risk taşımakta olup bu plazmidlerin analizleri özellikle gıda kaynaklı enterokoklar 

için önem taşımaktadır (Coleri ve ark 2004, Abriouel ve ark., 2006, Rosvoll ve ark., 2010). 

Toğay ve ark (2010) yaptıkları çalışmada gıda kaynaklı, E. faecalis ve E. faecium suşlarında 

1 ile 4 plazmide sahip olduklarını bildirmişlerdir ve vanA geni içeren iki izolatında plazmid 

içerdiğini ve bu plazmidlerin benzer plazmid olduklarını ve iki suş arasında vanA direnç 

geninin plazmid aracılığıyla taşınmış olabileceğini bildirmişlerdir. Özmen Toğay ve ark, 

(2010)  gıda kaynaklı Enterococcus izolatlarından sosis kaynaklı E. faecalis S6-4’ ün 3 

plazmid ve peynir kaynaklı E. faecalis P3-1’in 2 plazmid içerdiğini tespit etmişlerdir. Bizim 

çalışmamızda potansiyel probiyotik adayları olan enterokoklarda plazmid DNA’nın 

olmaması bir avantaj olarak görülmüştür. 

 

Klinik izolatlarda agregasyon faktörü (asa1), entrokok yüzey proteini (esp), jelatinaz (gelE) 

ve  hiyolüronidaz (hyl) virülans genleri gıda kaynaklı izolatlara göre daha yüksek 

bulunmuştur (Terkuran ve ark., 2014). Genel olarak çalışmada kullanılan E. faecium 

suşlarının virülans faktörleri fenotipik ve genotipik yöntemler ile araştırılmıştır ve yapılan 

PZR çalışmaları sonucu enterokok suşlarının en az 2 en fazla 6 olmak üzere farklı sayıda 

virülans gen içerdiği tespit edilmiştir (Çizelge 4.12). cylA ve cylB gen bölgelerini ise hiçbir 

enterokok suşu içermemiştir. Enterokok suşlarında adhezin benzeri E. faecium A antijenini 

kodlayan efaAfm, seks feromonunu kodlayan cob ve vankomisin direnç geni olan van B 

genlerinin en sık rastlanılan virülans genler olduğu tespit edilmiştir. Enterokok suşlarında 

efaAfm geninin bulunma sıklığı % 95, cob geninin bulunma sıklığı % 85 ve vanB geninin 

bulunma sıklığı % 60 olarak hesaplanmıştır. Toplamda 20 enterokok suşu arasından van A 

genini içeren tek suş E. faecium RI-5, agg gen bölgesini içeren tek suş E. faecium RI-74 

olmuştur. 

 

Sonuç olarak daha önce potansiyel probiyotik özellikleri belirlenmiş E. faecium suşlarının 

biyogüvenilirliklerinin belirlenmesi amacıyla yaptığımız çalışmalarda penisilin, tetrasiklin, 

ampisilin, kloromfenikol ve özellikle vankomisin antibiyotiklerine duyarlılık göstermesi, 

ayrıca suşların sitolizin, jelatinaz ve biyofilm aktivitesi göstermemesi ve plazmid 

içermemesi suşların probiyotik olarak kullanılma potansiyellerinin olabileceğini 

düşündürmektedir. Aynı zamanda virülans direnç genlerinin plazmid yoluyla 
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aktarılabileceği göz önüne alındığında suşlarda plazmide rastlanılmaması probiyotik 

suşlarda bir avantajdır. Ancak bu suşlarda bulunan virülans genlerin önemli virülans 

determinantları olmamasına karşın bu suşların tam olarak biyogüvenilirliğinin 

sağlanabilmesi için in vivo çalışmaların da yapılması gerekmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Probiyotikler, yeterli miktarda uygulandığında konakçıya sağlık yararı sağlayan canlı 

mikroorganizmalar olup, insan ve hayvan enfeksiyonlarının kontrolünde ve hayvan 

üretiminin iyileştirilmesinde antibiyotiklere uygun alternatifler olarak kabul edilmektedirler.  

Dikkat çekici fonksiyonel özelliklere sahip Enterokoklar, farklı çalışmalar ile olası 

probiyotik adaylar olarak değerlendirilmişlerdir. Nozokomiyal enfeksiyonlarada sebep 

olabilen enterokokların bilinen virülans faktörlerinin olmaması potansiyel probiyotik aday 

olarak değerlendirilebilmesi için önemlidir. 

 

Bu tez kapsamındaki çalışmaların sonuçlarından elde edilen verilerden aşağıdaki çıkarımlar 

elde edilmiştir; 

 

1. Potansiyel probiyotik aday olan 20 E. faecium suşunun başta vankomisin olmak üzere 

klinikte yaygın kullanılan penisilin, ampisilin, tetrasiklin ve kloromfenikol 

antibiyotiklerine duyarlılık gösterdikleri belirlenmiştir. 

2. 20 suşun en az 3 en fazla 5 farklı antibiyotiğe dirençli olmasından dolayı çoklu antibiyotik 

direncine sahip oldukları tespit edilmiştir. 

3. Hiçbir suşta jelatin hidrolizi ve hemolizin (β- hemoliz) aktivitesi ve biyofilm oluşturma  

yeteneği görülmemiştir. 

4. Vankomisin direnç genleri ve virülans genleri, bakterilerin güvenirliklerinin belirlenmesi 

amacıyla çalışılmıştır. Bakterilerin en az iki, en fazla yedi farklı gen bölgelerine sahip 

oldukları tespit edilmiştir. 

5. Son olarak, bakterilerin hiç birinde plazmid DNA’ya rastlanılmamıştır. 

 

Tez kapsamında yapılan çalışmaların sonuçları değerlendirildiğinde aşağıdaki çıkarımlarda 

ve önerilerde bulunulmuştur. 

 

1. Bakterilerin antibiyotiklere karşı duyarlı olmaları, antibiyotiklerle ilişkili genlere sahip 

olmayacağı anlamına gelmediği, genlerin sessiz gen olabilecekleri bu nedenle de 

potansiyel probiyotik adaylarda antibiyotik duyarlılık/dirençlilik testinin yanında 

antibiyotik dirençliliğinden sorumlu gen bölgelerininde mutlaka çalışılması gerektiği 

önerilmektedir. 
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2. Patojenitenin en önemli göstergelerinden olan hemolizin, jelatinaz ve biyofilm 

aktivitelerinin 20 Enterococcus sp. suşunda görülmemesi önemli bir avantaj olarak 

değerlendirilmiştir. 

3. E. faecium suşlarının hepsi vankomisin antibiyotiğine karşı duyarlı tespit edilirken, bazı 

suşlarda 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 

genin ‘ sessiz gen’ olduğunu belirlememiz açısından oldukça önemli görülmüştür. 

Çünkü uygun şartlarda aktif hale gelebilecek olan bu gen, bakterilerin patojenitesini 

arttırabileceği gibi, vankomisin direncinin yayılmasında da kaynak olabileceği 

öngörülmüştür. 

4. Virülans genlerden en önemlilerinden biri olan cylA ve cylB (sitolizin) gen bölgelerine 

bakterilerin hiçbirinin sahip olmaması probiyotik aday olarak önerilebileceklerini 

göstermiştir. 

5. Biyofilm oluşumunda rol oynayan ve bazı antibiyotik direnç oluşumuna katkısı olan 

enterokokkal yüzey proteini (esp) gen bölgesi tespit edilen RI-5, RI-68, RI-70 ve RI-75 

suşlarında görülmesi, bununla birlikte bu bakterilerin hiçbirisinde biyofilm oluşumu 

görülmemesi esp geninin ‘sessiz gen’ olduğunu belirlememiz açısından önemlidir. 

6. Özellikle gıdalarda kullanılacak probiyotik enterokoklarda, agregasyon faktörünün 

(asa1) bakterinin dokuya yapışmasını sağlamasından dolayı istenilen bir özellik olduğu, 

bu nedenle asa1 genine sahip olan RI-46, RI-64, RI-74 ve RT-94 suşlarının  probiyotik 

potansiyellerininde olmasından dolayı önemli suşlar olduğu öngörülmüştür. 

7. Önemli virülans belirleyicilerinden olan enterokokkal yüzey antijeni (efaAfm) gen 

bölgelerinin ise çalışılan tüm bakterilerde tespit edilmesi, bakterilerin potansiyel 

probiyotik aday olarak kullanılabilmeleri de bir risk olarak öngörülmüştür. 

8. Seks feromonları, virülans determinantları ve antibiyotik direncin feromon yanıt veren 

konjugatif plazmidler aracılığı ile diğer enterokok suşlarına yayılmasını teşvik 

etmesinden dolayı RI-68 ve RI-70 suşlarının cob ve ccf geni bulundurmaması önemli 

bir avantaj olarak değerlendirilmiştir. 

9. Doku hasarına neden olan virülans faktörlerden hyl geninin RI-61 ve RI-64 suşlarında 

bulunması bu bakterilerin potansiyel probiyotik adaylar olarak önerilebilmesi için bir 

risk kaynağı olarak öngörülmüştür. 

10. Antibiyotik ve virülans direnç genlerinin aktarılmasında plazmid DNA ‘lar çok etkili 

olduğundan, çalışmamızda kullanılan bakterilerin hiçbirinde plazmid DNA’nın 

olmaması bir avantaj olarak görülmüştür 
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Sonuç olarak, hemolizin, jelatinaz ve biyofilm aktivitesi olmayan, çoğu antibiyotiğe karşı 

yüksek duyarlılık gösteren, çoğunlukla klinik kaynaklardan izole edilen enterokoklarda 

bulunan ve önemli virülans belirleyicilerinde olan esp, gelE ve hyl genlerini içermeyen RI-

78, RI-79, RI-80, RI-81, RI-82 ve RT-101 suşlarının potansiyel probiyotik adaylar olarak 

kullanılabileceği düşünülmüştür.Her ne kadar enterokokların birçok probiyotik özelliğe 

sahip olsada, insanlarda enfeksiyona neden olmalarından dolayı, bu bakterilerin güvenliliği 

sağlanmadıkça, probiyotik olarak kullanılmaması gerektiği düşüncesindeyiz. Her bir 

potansiyel probiyotik enterokok suşu için güvenlik için bilinen virülans belirleyicileri ve 

antibiyotik direnç genleri ile ilgili net bilgiler elde edilmesi gerekmektedir. Enterokokların 

endüstriyel alanda probiyotik olarak ve gıda üretiminde starter kültür olarak kullanımlarının 

in vivo çalışmalarla da sorgulanması gerektiği kanısına varılmıştır. 
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