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oz

Bu calismanin amact daha 6nce peynir 6rneklerinden izole edilen yiksek-seviyede aminoglikozid direngli (YSAD)
54 enterokok izolatinda viriilens faktérlerin fenotipik ve genotipik yontemler kullanilarak arastirlmasidir. YSAD
enterokok izolatlarinda a-hemolitik (48.15 %), y-hemolitik (46.30 %), ve B-hemolitik (5.55 %) aktivite fenotipik
olarak belitlendi. Jelatinaz aktivitesi yalniz E. faecalis RG22.4, RG26.1 ve RG26.2 suslarinda tespit edildi. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile E. faecinm RS32.2 hari¢ YSAD enterokok izolatlarinda en az bir viriilens genin varligi
belitlendi. YSAD enterokok izolatlarinda en sik goriilen genlerin af (%o 88.89), ¢fads (Yo 85.19), acm (%0 77.78),
gelE (%0 59.2), epd (%0 51.85) ve espy (Yo 50) oldugu tespit edildi. Fenotipik ve genotipik testler sonucu, 30 YSAD
enterokok izolatinda sessiz ge/Ef geni bulundu. Peynirden izole edilen YSAD enterokok suslarinda yiiksek siklikla
virtilens fakt6r genlerinin tespit edilmesi titketici saghgt icin endise uyandiricidir.

Anahtar kelimeler: Enferococcus, peynir, yiksek seviyede aminoglikozid direnci, virilens faktér, polimeraz zincir
reaksiyonu

INVESTIGATION OF VIRULENCE FACTORS USING PHENOTYPIC
AND GENOTYPIC METHODS IN HIGH-LEVEL AMINOGLYCOSIDE
RESISTANT ENTEROCOCCI ISOLATED FROM CHEESE

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the virulence factors using phenotypic and genotypic methods in
54 high-level aminoglycoside resistant (HLAR) enterococci previously isolated from cheese samples. The
a-hemolytic (48.15 %), y-hemolytic (46.30 %), and B-hemolytic (5.55 %) activities phenotypically were
determined in HLAR enterococci. Gelatinase activity was detected in only E. faecalis RG22.4, RG26.1, and
RG26.2 strains. At least one virulence factor gene was determined using polymerase chain reaction (PCR)
in HLAR isolates except E. faecinm RS32.2. The most frequently virulence genes were detected as ¢f (88.89
%), efaAds (85.19 %), acm (77.78 %), gelE (59.2 %), ¢pd (51.85 %), and espi (50 %) in HLAR enterococci
isolates. As a result of phenotypic and genotypic tests, silent ge/El genes were found in 30 HLAR
enterococci isolates. Detection of high frequency of virulence factor genes in HLAR enterococci strains
isolated from cheese is worrying for consumer health.

Keywords: Enterococens, cheese, high-level aminoglycoside resistance, virulence factor, polymerase chain
reaction
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GIRIS
Enterokoklar, insan ve hayvan bagirsak florasinda
dogal olarak bulunan ve ayni zamanda ¢ig gida
maddelerinden ve cesitli geleneksel fermente
gidalardan  siklikla izole edilen laktik asit
bakterileridir  (Foulquié Moreno vd., 2000;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2017; Hanchi vd.,
2018). Akdeniz iilkelerinde geleneksel peynirlerin
mikrobiyotasinin  belirlenmesi tizerine yapilan
calismalarda, enterokoklarin inek siitiine nazaran
yaygin olarak keci ve koyun sitinden uretilen
peynirlerin  olgunlagsma siirecinde proteolitik,
lipolitik ve sitrat ytkim mekanizmalart ile tipik tat
ve aromanin olusumunda énemli rol oynadiklarin
gostermistir (Foulquié Moreno vd., 2006). Ayrica,
bazt enterokok suslari Listeria monocytogenes gibi
gidalarda  bulunan patojenlere karst  giicla
antibakteriyel etkiye sahip olmalarindan dolay1
farkli gida driinlerinin muhafazasinda koruyucu
olarak kullanilmakta ve aym zamanda probiyotik
olarak da kabul edilmektedirler (Hanchi vd,,
2018).

Probiyotik ve teknolojik 6zelliklerine ragmen,
bazt enterokok tirii tyelerinin antibiyotik direng
ve viriilens faktorler gibi tiketici sagligt icin risk
teskil  eden  Ozelliklere  sahip  olduklar
belirlenmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Inoglu ve
Tuncer, 2013; Demirgil ve Tuncer, 2017;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2019). Enterokoklar
endokarditis, bakteriyemi, idrar yolu, merkezi sinir
sistemi, karin ici, pelvik ve yumugsak doku
enfeksiyonlarina neden olabilen nozokomiyal
patojenler olarak da tanimlanmaktaditlar (Reyes
vd., 2017). Ozellikle E. faecalis ve E. faecium
kaynakli enfeksiyonlar, Dinya genelinde en stk
kargilastlan  klinik enfeksiyonlar arasinda yer
almaktadir. E. durans, E. gallinarum, E. casseliflavus
ve E. raffinosus kaynakli enfeksiyonlarin ise
gorilme  sikliginin  daha  disik  oldugu
belirtiimektedir (Ogier ve Serror, 2008). Son
yillarda gida kaynakli enterokoklarin yaygin
aktarlabilir antibiyotik direng ve viriillens fakt6r
geni icermeleri tiketici saghgl acisindan endise
uyandirmaktadir  (Inoglu  ve Tuncer, 2013;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2017; Demirgtl ve
Tuncer, 2017; Chajecka-Wierzchowska vd.,
2019). Gentamisin ve streptomisin yasami tehdit
eden enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan

aminoglikozid ~ grubu antibiyotiklerdir. ~ Son
yillarda yapilan calismalar Diinya genelinde gida
ve kilinik  6rneklerden  yiksek  seviyede
aminoglikozid  diren¢li (YSAD) enterokok
suslarinin izole edildigini gdstermistir (Choi ve
Woo, 2013; Niu vd., 2016; Ozdemir, 2018; Sparo
vd., 2018). Gram porzitif bakterilerde en sik
karsilasilan ylksek seviyede aminoglikozid direng
mekanizmast antibiyotigin aminoglikozid
modifiye edici enzim ile modifikasyonudur
(Bismuth ve Courvalin, 2010; Niu vd., 2016;
Sparo vd., 2018). Enterokoklarda tanimlanmis
baslica viriilens faktorler agregasyon maddesi,
kollojen baglayan protein, endokarditis spesifik
antijeni, enterokokal yiizey proteini, sitolizin,
jelatinaz, hiyalironidaz ve seks feromonlaridir
(Chajecka-Wierzchowska vd., 2017).

Bu calismada, geleneksel peynir 6rneklerinden
izole edilen YSAD 25 E. faecalis, 15 E. faecinm, 12
E. duransve 2 E. gallinarum olmak tizere toplam 54
Enterococcus susunda virtlens faktorlerin fenotipik
ve genotipik yontemler ile  arastirilmasi
amaclanmistir. Bu kapsamda izolatlarda jelatinaz
aktivitesi ve hemolitik aktivite fenotipik, viriilens
faktorleri determine eden gelE, efaAfm, efaAf,
espfn, espfs, cdp, cob, cof, cad, ace, acm, agg, ¢yiM, ¢y/B,
¢ylA ve byl genlerinin varligi ise genotipik olarak
arastirilmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Enterokok izolatlar1 ve besiyerleri

Calisma kapsaminda Ozdemir (2018) tarafindan
500 pg/ml  gentamisin veya 2000 pg/mlL
streptomisin iceren de Man Rogosa Sharpe (MRS,
LAB M Ltd, Lancashire, UK) agar ve
Enterococcosel  agar  (Becton  Dickinson,
Almanya) besiyeri ortamlart kullanilarak peynir
orneklerinden izole edilmis ve cinse ve tire 6zgi
primer ciftleri kullanilarak molekiler dtzeyde
tanist yapilmus 18 E. faecalis, 15 E. faecium, 12 E.
durans ve 2 E. gallinarum izolatinin yant stra cins
diizeyinde tanist yapimis ancak tire Ozgi
primetler ile tanist yapilamamus 7 Enterococcus spp.
izolatt olmak tizere toplam 54 YSAD Ewnterococcus
izolati kullandmustir. Enterokok kdilttrleri, MRS
broth besiyerine % 15 (v/v) steril gliserol ilave
edilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu icin MRS broth
besiyetlerinde 37 °C’de 18 saat gelistirilen YSAD
enterokok kultutlerinden 0.5 ml alinmis ve
Eppendotf tiplerinde 13000 rpm’de 5 dakika
santriflj (Sigma 2-16P, Rotor no: 12148,
Almanya) edilmigtir. Daha sonra hiicre ¢okeltisi
0.5 mL liziz tamponu ile ¢6ziilmiis ve 37 °C’de 30
dakika su banyosunda (Nuve NB9, Tirkiye)
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben
tuplere 30 pL. sodyum dodesil sulfat (% 10, w/v)
¢ozeltisi ilave edilmis ve su banyosunda (Daihan
WB-22, Kore) 80 °C’de 10 dakika tutulmustur.
Hicre lizatt tizerine 0.7 ml. fenol-kloroform
karisimi ilave edilmis ve 13000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir Eppendorf
tipiine alinmug, 0.7 mL 2-propanol ilave edilmisg
ve 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Pelet 50 pL Tris-EDTA tampon (pH 8.0) ile
¢ozilmistir (Cancilla vd., 1992). Genomik DNA
Ornekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Orneklerin agaroz jel elektroforezi %
0.7 (w/v) agaroz orant ile hazirlanan jellerde 85
voltta 1.5 saat stireyle yaptlmustir. Jeller 0.2 pg/mL
etidyum bromid (Amresco Inc., Solon, OH,
ABD) iceren ¢Ozeltide boyanmis ve UV
transilluminator (Vilber Lourmat, ECX-F20.M,
Fransa) Uzerinde incelenmistir. Jel fotograflarinin
¢ekiminde Nikon D5100 dijital fotograf makinesi
(Nikon Corp., Japonya) kullanilmustir.

Enterococcus spp. izolatlarinin tiir diizeyinde
tanisi

Ozdemir (2018) tarafindan tiire 6zgli primer
ciftleri ile tanist yapilamamis 7 Ewnterococens spp.
(RS21.3, RS25.3, RS29.1, RG22.4, RG26.1,
RG26.2 ve RG26.3) izolatinin tiir diizeyinde tanist
bu calisma kapsaminda 16S rDNA dizi analizi
yontemi ile yapilmustir. 16S tRNA gen bélgesinin
polimeraz  zincir  reaksiyonu  (PZR) ile
cogaltlmasinda Edwards vd. (1989) tarafindan
o6nerilen pA (ileri) 5-AGA GTT TGA TCCTGG
CTC AG-3've pE' (geri) 5-CCG TCA ATT CCT
TTG AGT TT-3' primer cifti kullanilmistir. PZR
islemi 50 pL PZR karisimt kullanidarak (25 pL
PCR master mix (2X) (Thermo Scientific
#KO0172, ABD), 20 uL ntkleaz icermeyen su, 3
L kalip DNA ve ’er pL ileri ve geri primer)
TurboCycler 2 gradient termal déngti cihazinda

(Blue-Ray Biotech Ltd., Tayvan)
gerceklestirilmistir. PZR isleminde 94 °C’de 2
dakika baslangic denatiirasyonu (1 dongt), 94
°C’de 30 saniye / 55 °C’de 60 saniye / 72 °C’de 90
saniye ¢ogaltma (30 déngii) ve 72 °C’de 10 dakika
son uzama (1 doéngl) asamalarindan olusan
protokol kullanilmigtir. PZR  fragmentlerinin
elektroforezi % 1 (w/v) agaroz oramt ile
hazirlanan jellerde yapilmis, etidyum bromid
iceren ¢ozeltide boyanmis ve UV 1sik tzerinde
fotograflanmustir. Amplikon buyiklukleri
O’GeneRulet™  100-b¢  Plus DNA marker
(Thermo #SM1153) kullanilarak hesaplanmistir.
PZR drinlerinin DNA dizi analizi Oligomer
Biyoteknoloji A.S. (ODTU, Teknokent, Ankara,
Tirkiye)inde yaptrilmistir. Sekans isleminde
Applied Biosystems® AB 3730XL (Thermo)
otomatik gen sekans cihazi kullanilmistir. 16S
rDNA dizi benzerligi National Center for
Biotechnology Information (NCBI) BLAST
algoritmasi kulllanilarak tespit edilmistir.

Jelatinaz aktivitesi

Jelatinaz aktivitesi % 3 (w/v) jelatin (Merck,
Darmstadt, Almanya) ilave edilmis Todd-Hewitt
agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italya)
besiyeri ortaminda test edilmistir. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyonu takiben Petri kutulart +4 °C’de 5 saat
buzdolabinda tutulmustur. Sire sonunda koloni
etrafinda  bulamk zon olusumu jelatinaz
aktivitesinin pozitif oldugunun géstergesi olarak
degerlendirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001).
Denemelerde jelatinaz pozitif Enferococcus faecalis
NYE7 susu kontrol olarak kullandmistir (Inoglu
ve Tuncer, 2013).

Hemolitik aktivite

Enterokok izolatlarinin hemolitik aktivitesi % 5
(v/v) koyun kani iceren Columbia agar
(Liofilchem) besiyeri ortaminda test edilmistir. 37
°Cde 48 saat inkiibasyon sonunda gelisen
kolonilerin etrafinda berrak zon olusumu -,
bulantk yesilimsi zon olusumu o- ve zon
olusmamast ise y-hemolitik reaksiyon olarak
degerlendirilmistir  (Catiolato ~ vd.,  2008).
Denemelerde B-hemolitik Staphylococcus — anresus
ATCC 29213 susu kontrol olarak kullanilmistir.
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Viriilens genlerin tespiti

YSAD enterokok izolatlarinda adhezin kollojen
(ace), agregasyon maddesi (agg), hilicre duvari
adhezinleti (efaAs, e¢faAp,), hiyaluronidaz (hyl),
jelatinaz (ge/E), kollojen baglayan protein (ace,
acm), seks teromonlart (ef, cob, ¢pd, cab), sitolizin
(¢9IM, ¢y/B, ¢ylA) ve ekstraseliler ylizey proteini
(espg, esprn) kodlayan virtilens faktér genlerinin
vatligr  Cizelge 1’de verilen primer ciftleri
kullanilarak PZR ile arastirilmustir. aom, age, gelE,
efaA s, efaAs, cdp, espr, espr, cob, cof, cad, ace, cyiM, ¢y/B
ve ¢yl4 genlerinin varlig 95 °Cde 5 dakika
baslangi¢ denatiirasyonu (1 déngt), 95 °C’de 30
saniye / 54 °C (acm geni icin 52 °C, agg geni igin
56 °C)’de 30 saniye / 72 °C’de 60 saniye ¢ogaltma
(35 déngt) ve 72 °C’de 10 dakika son uzama (1

uygulanarak TurboCycler 2 gradient termal doéngl
cihazt ile aragtirlmistir. Hiyaluronidaz geninin
(hy) PZR ile varliginin tespitinde ise 95 °C’de 2
dakika baslangic denatirasyonu (1 dongi), 95
°C’de 30 saniye / 56 °C’de 90 saniye / 72 °C’de 90
saniye ¢ogaltma (35 déngti) ve 72 °C’de 10 dakika
son uzama (1 déngl) asamalarindan olusan
protokol uygulanmistir. PZR  fragmentlerinin
agaroz jel elektroforezi % 1 (w/v) agaroz orani ile
hazirlanan jellerde yapilmistir. Jeller etidyum
bromid iceren ¢bzeltide boyanmis, UV stk
tizerinde fotograflanmustir. Fragment
buytklikleri O’GenelRuler™ 100 b¢ Plus DNA
marker (Thermo) kullanilarak hesaplanmistir.
Denemede E. faecalis ATCC 29212 susu (aggt,
cpd*, cop”, cof, cad®, efaAfst, gelE*, opIM*, ylAY,

dongi)  asamalarindan  olugan  protokol  espfst) pozitif kontrol olarak kullanilmustir.
Cizelge 1. Virilens genlerin tespitinde kullanilan PZR primerleri ve tGriin biiytiklikleri
Table 1. PCR primers for detection of virnlence genes and product sizes

Gen Primer sekanslari (5'- 3') Uriin biiytikligi (bg) Kaynak

Gene Primer sequences (5" - 3') Product size (bp) Reference

I ety S S 419 Reviriego vd., 2005

G L A s 735 Revitiego vd., 2005

A CCTe o, W Ko

e TSCHATOCMOTCACOTC g R, 2

w  TsCmCMGEocace B R 0

Pl o e L LI AR TTC 782 Reviriego vd., 2005

wh ARG AT GG QAR AR RS 1405 Reviriego vd., 2005

o GO AATTOAGIA IO MG A0 543 Reviriego vd., 2005

@l TGCTITGTC AT GAC AT CCG 299 Reviiogo vd, 2005

e e L S CAC 350 Ben Belgacem vd., 2010

w SECCATINCITICCAT) 5 Comaord,2me

de MGG MGTAGACCANC 55 Batonve Gasson, 201

b CTEATG AN A oA TAGTAT e R, 20

ol A A ST oA 843 Revitiego vd., 2005

it ToG MG AT Grc At oo 1 R

byl ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG 276 Vankerckhoven vd., 2004

GAC TGA CGT CCA AGT TTC CAA
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BULGULAR VE TARTISMA

Yedi YSAD Ewnterococcns spp. izolattn  tir
diizeyinde tanist 16S rDNA dizi analizi yéntemi
ile yapilmistir. pA ve pE' primer cifti kullanilarak
yapilan PZR denemesi sonucu izolatlarin yaklasik
900 be¢ buyikliginde amplikonlar verdigi
belirlenmistir (Sekil 1). 16S rRNA gen bélgesi

-
=2
i
-
L
-

~900 bg

v

dizilerinin BLAST programinda analiz edilmesi
sonucu 7 izolatin tamaminin E. faecalis tirh tyesi
oldugu belirlenmistir. 16S rDNA dizi analizinden
elde edilen sonu¢ dogrultusunda calisma
kapsaminda 25 E. faecalis, 15 E. faecium, 12 E.
durans ve 2 E. gallinarum olmak tzere toplam 54
YSAD enterokok izolatt kullanilmistir.

3000 bg

!
4

Sekil 1. YSAD Enterococeus spp. 1zolatlarnda 16S tRNA Geninin PZR Amplifikasyonu
1: RS21.3; 2: RS25.3; 3: RS29.1; M: O’GeneRuler™ 100-b¢ DNA marker (Thermo); 4: RG22.4; 5:
RG26.1; 6: RG26.2; 7: RG26.3; 8: negatif kontrol (su)
Figure 1. PCR Amplification of 1685 rRINA Gene in HLLAR Enterococcus spp. 1solates
1: R821.3; 2: R§25.3; 3: R§29.1; M: O’ GeneRuler™ 100-bp DINA marker (Thermo); 4: RG22.4; 5: RG26.1;
6: RG26.2; 7: RG26.3; 8: negative control (water)

YSAD  enterokok  izolatlarmun  virilens
faktorlerinin  fenotipik olarak belitlenmesinde
jelatinaz ve hemolitik aktivite testleri yapilmustir.
54 YSAD enterokok izolatt arasindan yalmz E.
Jfaecalis RG22.4, RG26.1 ve RG26.2 suslarinin
jelatinaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir
(Gizelge 2). Jelatinaz enterokok suslart tarafindan
tretilen ve jelatin, kollajen, kazein, hemoglobin,
insilin ve bazt bioaktif peptitleri hidrolize
edebilen hiicre dist metalloendopeptidazdir (Su
vd,, 1991). Enterokok suslarinda jelatinaz
tretiminin genelikle nozokomiyal, fekal ve klinik
izolatlarda daha stk rastlanilan bir viriilens faktor
oldugu  belitlenmistir ~ (Singh ~ vd.,  2009;
Consentino vd., 2010). Ancak, jelatinaz tretim
Ozelligine sahip gida kaynakl enterokok suslarinin
varliginin bildirildigi ¢alismalar da bulunmaktadir
(Eaton ve Gasson, 2001; Franz vd., 2001; Trivedi

vd., 2011; Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Yiiceer ve
Ozden Tuncer, 2015; Avct ve Ozden Tuncer,
2017; Domingos-Lopes vd., 2017; Santos vd.,
2017).

Hemolitik aktivite testi sonucu, 54 YSAD
enterokok izolatinin % 48.15’inin (26/54) o-
hemolitik, % 46.30’unun (25/54) y-hemolitik ve
% 5.55inin (3/54) ise B-hemolitik aktivite
gOsterdigi tespit edilmistir. E. durans RG22.2, E.
gallinarum RG406.2 ve E. faecium RST4.1 suslarinin
B-hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir
(CGizelge 2). Bakteriyel bir toksin olan
hemolizin/sitolizin ~ enterokoklar  tarafindan
salgilanan viriilens faktorlerden birisidir. Plazi ya
da kromozomal DNA izerinde kodlu olabilen
hemolitik  aktivite, enfeksiyon  siddetinin
artmasinda 6nemli rol oynamaktadir. 3-hemolitik
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aktivite daha ¢ok E. faecium ve E. faecalis tutlerinin
klinik izolatlarinda gorilmektedir. Gidalardan (-
hemolitik aktiviteye sahip enterokoklarin izole
edilmesi istenilen bir durum degildir (Semedo vd.,
2003). B-hemolitik aktivite gOsteren enterokok
suslarinin fermente gida tretiminde starter kiltiir
olarak kullanilmalari 6nerilmemektedir (Fifadara
vd., 2003; Gomes vd., 2008). Farkli arastiricilar

tarafindan yapilan calismalarda da gida kaynakli
enterokoklar arasinda [-hemolitik aktivitenin
gorilmedigi ya da a- veya y- hemolitik aktiviteye
nazaran daha disik siklikla  gbzlendigi
bildirilmistir (Haton ve Gasson, 2001; Inoglu ve
Tuncer, 2013; Yiceer ve Ozden Tuncer, 2015;
Avct ve Ozden Tuncer, 2017; Domingos-Lopes
vd., 2017; Gok Charyyev vd., 2019).

Cizelge 2. YSAD enterok suslarinin aminoglikozid direng paternleri, jelatinaz aktiviteleri, hemolitik
aktiviteleri ve viriilens faktér genleri
Table 2. Aminoglycoside resistance patterns, gelatinase activities, hemolytic activities and virnlence factor genes of
HIAR enterococei strains

B . Aminoglikozid  Jelatinaz aktivitesi/ Virilens faktor genleri
akteriler . iy .

direnc! Hemolitik aktivite
Bacteria Amingglycoside Gelatinase activity/ Virnlence factor genes

resistance’ Hemolytic activity

E. faecinm RS12.1 CN, S -/a gelE, efaAy,, efaAy, cof, acm, espy
E. faecalis RS21.1 CN, S -/a gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS21.2 CN, S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS21.3 CN, S -/v gelE, efaAys, cpd, ccf, acm, esps
E. faecalis RS21.4 CN, S -/a gelE, efaAy, cpd, ccf, ace, acm, espys
E. durans RG22.1 CN, S -/a gelE, efaAy, cof, acm, esps
E. durans RG22.2 CN, S -/8 gelE, efaAys, cpd, ccf, acm, esps
E. faecinm RG22.3 CN, S -/a gelE, efaAy,, efaAs, cof
E. faecalis RG22.4 CN, S +/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm
E. faecalis RS25.1 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS25.2 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RS25.3 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cdf, ace, espy;
E. faecalis RS25.4 CN, S -/a efaAs, opd, off, ace, espy;
E. faecalis RS25.5 CN, S -/a efaAy, opd, oo, ace, acm, espy;
E. faecalis RG26.1 CN, S +/vy gelE, efaAy, cof, acm
E. faecalis RG26.2 CN, S +/a gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. faecalis RG26.3 CN, S -/v efaAys, acm, esps
E. faecalis RS27.1 CN, S -/a efaAy, cpd, ccf, ace, acm, espy, ¢ylA, cylB
E. faecalis RS27.2 CN, S -/v efaAy, opd, cdf, ace, espy, eylA, ¢yIB, agg
E. faecalis RS27.3 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, espy, agg
E. faecalis RS27.4 CN, S -/v efaAys, opd, cob, cof, ace, acm, espy, cylA, agg
E. faecalis RS27.5 CN, S -/v efaAyg, cpd, cob, ace, espy, cylA, agg
E. faecalis RS27.6 CN, S -/v gelE, efaAy, cpd, cob, cof, ace, espy, cylA, agg
E. faecalis RS29.1 CN, S -/y efaAg, cpd, cob, cof, ace, acm, espy
E. faecinm RS32.1 CN, S -/a efaAp, cefs acm
E. faecinm RS32.2 S -/a -
E. faecalis RS32.3 S -/v gelE, efaAy, cpd, cof, ace, acm, espy
E. durans RS32.4 CN, S -/y gelE, cof
E. faecalis RS32.5 S -/y gelE, efaAy, cpd, cob, cof, ace, espy
E. faecalis RS32.6 S -/ gelE, efaAys, cpd, eef, ace, espys
E. faecinm RS306.1 CN, S -/ gelE, efaAy, ccf, acm
E. faecinm RS36.2 S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, acm
E. durans RS36.3 CN, S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, acm
E. faecalis RS36.4 CN, S -/ gelE, efaAy, cpd, ccf, espps

ICN: Gentamisin, S: streptomisin.
"CN: Gentamicin, S: streptomycin.
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Cizelge 2. devam
Table 2. continue

B . Aminoglikozid ~ Jelatinaz aktivitesi/ Virtlens fakt6r genleri
akteriler . o .
direng! Hemolitik aktivite
Bacteria Aminoglycoside Gelatinase activity/ Virnlence factor genes
resistance’ Hemolytic activity
E. faecinm RG36.1 CN, S -/ gelB, efaAy,, efaAg, cpd, ccf, acm
E. durans RS42.1 CN, S -/ gellE, efaAy, cof, acm
E. durans RS42.2 CN, S -/ gelE, efaAy, cof, acm
E. durans RS42.3 CN, S -/ gellE, efaAy, cof, acm
E. durans RS46.1 CN, S -/ acm
E. durans RS46.2 CN, S -/ efaAg, ccf, acm
E. durans RS46.3 CN, S -/ efaAg, ccf, acm
E. gallinarum RG46.1 CN, S -/ acm, hyl
E. gallinarnm RG46.2 CN, S -/B ecfy acm, byl
E. durans RS50.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cof, acm
E. faecinm RG52.1 CN, S -/y efaAs,, efaAs, cof, acm
E. faecinm RG52.2 CN, S -/ efaAs, efaAs, cof, acm
E. faecinm RG53.1 CN, S -/ efaAs, efaAs, cof, acm, byl
E. faecium RG53.2 CN, S -/ efaAs, efaAs, acm, esps, espr
E. faecalis RS62.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cpd, cof, acm, espy;
E. faecium RGT73.1 CN, S -/y efaA, efaAs, cof, acm
E. faecinm RS74.1 CN, S -/B efaAp,, efaAs, ccf, acm
E. faecinm RS74.2 CN, S -/ gelE, efaAs, efaAs, cpd, cof, acm
E. durans RS85.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cof, acm
E. faecinm RS88.1 CN, S -/y gelE, efaAy, cof, acm

ICN: Gentamisin, S: streptomisin.
'CN: Gentamicin, S: streptomycin.

YSAD enterokok izolatlarinda virlilens faktor
genlerinin genotipik olarak tespiti, ge/E, efaAs,
efaAs, espin, espr, cdp, cob, cdf, cad, ace, acm, agg, cylM,
/B, ¢lA ve hyl genlerine Ozgli primer ciftleri
kullanilarak PZR ile yapilmustir. PZR denemeleri
sonucu 54 YSAD enterokok izolattnin %
61.11inin  (33/54) g/E geni icerdigi tespit
edilmistir. Franz vd. (2001), peynirden izole edilen
enterokok suslarinda yiiksek jelatinaz tretim
Ozelliginin bulunmasint peynirin proteince zengin
bit kaynak olmasindan ileri gelebilecegini
belirtmistit. ~ Enterokoklarin  trettikleri  bu
proteinaz sayesinde gelismeleri icin gerekli olan
amino asit kaynagini sagladiklarini bildirmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen bulgular bu
dustinceyi  destekler niteliktedit. E. faecalis
izolatlarinda ge/E geni bulunma sikhigr % 68.00
(17/25), E. faecium izolatlarinda % 46.67 (7/15) ve
E. durans izolatlarinda % 75 (9/12) oldugu
saptanmistr. E. gallinarum izolatlarinda ge/EE geni
varligt tespit edilmemistir (Cizelge 2). Gegmis
yillarda yapilan calismalarda da gida kaynaklt
enterokok suslarinda sikhikla ge/EE geni varligi

bildirilmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Cariolato
vd., 2008; Ozmen Togay vd., 2010; Inoglu ve
Tuncer, 2013). Diger taraftan, Yousif vd. (2005),
gelenceksel bir Afrika fermente gida maddesi olan
Hussuwa’dan izole edilen 22 E. faecium suslarinin
higbirinin ge/lE geni icermedigini rapor etmislerdir.
Siut ve duriinleri orijinli enterokok suslarinin
kullamildigi bir baska calismada da E. faecinm
suslarindan  hicbirinde  ge/E geni  tespit
edilmemistit (De Perio, 2006). Trivedi vd. (2011),
stit, et ve meyve-sebze trtinleri gibi farkli gida
maddelerinden izole ettikleti 250 enterokok susu
iceresinden bir E. faecium ve bir E. faecalis susu
haric  hicbirinin =~ g/E  geni  icermedigini
bildirmislerdir. Enterokok suslarinin  jelatinaz
aktiviteleri ve ge/E geni varligt birlikte incelendigi
zaman yalniz E. faecalis RG22.4, RG26.1 ve
RG26.2 suglarinda ge/E geni varhiginin yani sira
jelatinaz  aktivitesinin de gbrildigi  tespit
edilmistir. PZR denemeleri sonucu ge/E geni
icerdigi tespit edilen 30 enterokok susunda ise
fenotipik olarak ge/EE geninin ifade edilmedigi
(sessiz) tespit edilmistir. Benzer olarak farkli
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aragtirictlar  tarafindan yapian ¢alismalarda da
enterokok suslarinda sessiz ge/E geni varligt rapor
edilmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Cariolato vd.,
2008; Ben Belgacem vd., 2010; Trivedi vd., 2011;
Gok Charyyev vd., 2019).

¢faAds, ve efaAs genlerinin varliginin aragtirildigt
PZR denemeleri sonucu izolatlarin % 88.88’inin
(48/54) efaAsve % 20.37’sinin (11/54) ise efaAp,
geni (Sekil 2) icerdigi tespit edilmistir. Farklt
aragtiricilar tarafindan yapilan calismalarda da gida
kaynakli enterokok suslarinda ¢fA4; ve efady;
genlerinin  varli@ gosterilmistir (Reviriego vd.,
2005; Inoglu ve Tuncer, 2013; Abouelnaga vd.,
2016). YSAD E. faecalis izolatlarinin tamaminin
¢efaA; geni icerdigi saptanmustir. Elde edilen bu
bulguya benzer olarak Eaton ve Gasson (2001),
starter F. faecalis suslarinin tamaminin ve gida
izolatt E. faecalis suslarinin ise % 89’unun efaAs
geni icerdigini tespit etmiglerdir. Cariolato vd.
(2008), E. faecalis suslarinin tamaminin ¢faA; geni
icerdigini bildirmislerdir. Farklt gida
orneklerinden (et Urind, peynir, siit ve sebze)
izole edilen E. faecalis suglarinin yer aldigi baska bir
calismada 80 E. faecalis susundan % 98.7°sinin
¢faAd; geni icerdigi belitlenmistir (Gomes vd.,
2008). Barbosa vd. (2010), 76 E. faecalis susunun
tamaminin e¢fzA; geni icerdigini rapor etmislerdir.
Diger taraftan Trivedi vd. (2011), siit ve siit
triinlerinden izole ettikleri E. faecalis suslarinda
daha disik siklikla (% 41.1) efads geni
bulundugunu rapor etmislerdir. E. faecinm
izolatlarinin % 73.33’unde (11/15) ¢faAs geni
varhigr tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara
benzer olarak Faton ve Gasson (2001), 11 E.
Saecinm susundan Yunun efzd;, geni icerdigini
bildirmistir. Yousif vd. (2005), Hussuwa’dan izole
edilen 22 E. faecinm susunun % 90.9’unun e¢faA,
geni icerdigini rapor etmislerdir. Cariolato vd.
(2008), siit ve siit Uriinlerinden izole edilen 25 E.
Jfaecium susunun tamaminin efz4s, geni igerdigini
tespit etmislerdir. Turkiye’de yapilan iki farkls
calismada ise fermente sosis, peynir ve zeytin
orneklerinden izole edilen 16 E. faecinm susundan
% 67sinin (Ozmen Togay vd., 2010) ve Tulum
peynirinden izole edilen bakteriyosin tireticisi 3 E.
Jfaecium susunun tamaminin efaAds, geni icerdigi
(Ozden Tuncer vd., 2013) rapor edilmistir. Diger
taraftan Ben Belgacem vd. (2010), starter kilttr

kullanilmadan tretilen geleneksel Tunus fermente
et Urtiniinden izole ettikleri E. faecium suslarinin
yalniz % 20.8’inin efads geni icerdigini rapor
etmislerdir. Calisma kapsaminda kullanilan 12 E.
durans susu igerisinden hicbirinin efzd; geni
icermedigi tespit edilirken, 10unun (RG22.1,
RG22.2,RS36.3,RS42.1, RS42.2, RS42.3, RS46.2,
RS46.3, RS50.1 ve RS85.1) ¢fads geni icerdigi
saptanmustir  (Cizelge 2). Farkli arastiricilar
tarafindan yapilan calisgmalarda da gida orijinli E.
durans suslarinda ¢faAy geni varligi rapor edilmigtir
(De Perio vd., 2006; Dworkin vd., 2006). PZR ile
¢faAs, ve efaAs genlerinin varliginin aragtirildig
enterokok izolatlari igerisinden 10 E. faecinm
(RS12.1, RG22.3, RG36.1, RG52.1, RG52.2,
RG53.1, RG53.2, RG73.1, RS74.1 ve RS74.2)
susunun her iki geni de icerdigi belirlenmistir
(Cizelge 2). E. faecium suslari igerisinde hem efa4y,
hem de ¢faAs geni bulundurma orani % 66.6
olarak tespit edilmistir. E. faecalis suslari arasinda
her iki geni de igeren bir susa rastlanilmamustir.
Adhezin benzeri E. faecalis ve E. [faecium
endokarditis  antijenleri potansiyel virtilens
faktotler olarak nitelendirilmektedir. ¢fA; geninin
patojenite tzerine etkisi hayvan modellerinde
tespit edilmis ancak ¢fzA4; geninin patojenite
Uzerindeki ~ roli  henlz  belitlenememistir
(Dworkin vd., 2006; Catiolato vd., 2008; Ben
Belgacem vd., 2010). Bu nedenle calisma
kapsamunda efad; geni icerdigi tespit edilen
YSAD enterokok izolatlarinin tiiketici sagligt
agistndan  risk  teskil  etme  potansiyeli
bulunmaktadir.

YSAD enterokok izolatlarinda seks feromon (¢cap,
cob, cof ve cad) genlerinin varliginin arastirildig
PZR c¢alismalart sonucu izolatlarin % 88.89’unda
(48/54) ¢, % 51.85inde (28/54) cdp ve %
9.26’sinda (5/54) b geni varhg saptanmustir.
Izolatlarin  hicbirinde ¢ad geni varhigt tespit
edilmemistir. cf geni bulunma sikhigt E. faecalis igin
% 94.44 (23/25), E. durans i¢in % 91.66 (11/12),
E. faecium icin % 86.6 (13/15) ve E. gallinarum icin
ise % 50 (1/2) oldugu tespit edilmistir. E. faecalis
izolatlarinin % 92’sinde (23/25), E. faecium
izolatlarinin % 20’sinde (3/15) ve E. durans
izolatlarinin % 16.67’sinde (2/12) ¢dp geni varligt
belirlenmistir. E. gallinarum suslarinda ise ¢dp geni
tespit edilmemistir. Enterokok izolatlarinda cob
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geni bulunma sikligr % 9.2 olarak saptanmustir. cob
geni varlig sadece E. faecalis RS27.4, RS27.5,
RS27.6 ve RS32.5 suslarinda tespit edilmistir. Seks
feromonlari, enterokok suslart arasinda plazmid
DNA’nin  konjugatif transferini kolaylastiran
kiictik hidrofobik peptitlerdir. Seks feromonlart
viriilens faktér olarak degerlendirilmemelerine

ragmen, enterokok suslarinda seks feromonlarinin
tretimi viriilens determinantlarin ve antibiyotik
direncin  feromon yanmit veren konjugatif
plazmidler araciligi ile diger enterokok suslarina
yayllmasini tesvik etmektedir (Eaton ve Gasson,
2001; Klare vd., 2003; Inoglu ve Tuncer, 2013;
Chajecka-Wierzchowska vd., 2017).

&l v-4 9'M6 7 5910

3000 bg
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111213 14 15 M 16 17 18 19 20
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Sekil 2. Bazt YSAD Ewnterococens Suslarinda efaAy, Geninin PZR Amplifikasyonu
1: E. durans RS40.1; 2: E. durans RS46.2; 3: E. durans RS46.3; 4: E. gallinarum RG46.1; 5: E. gallinarnm
RG46.2; M: O’GeneRuler™ 100-b¢ DNA marker (Thermo); 6: E. durans RS50.1; 7: E. faecinm RG52.1;
8: E. faecinm RG52.2; 9: E. faecium RG53.1; 10: E. faecinm RG53.2; 11: E. faecalis RS62.1; 12: E. faecinm
RG73.1; 13: E. faecium RST4.1; 14: E. faecinm RS74.2; 15: E. durans RS85.1; 16: E. faecium RS88.1; 17: E.
Sfaecalis ATCC 29212 (negatif kontrol); 18: E. faecalis ATCC 51299 (negatif kontrol); 19: E. faecinm ATCC
51599 (pozitif kontrol); 20: negatif kontrol (su)
Figure 2. PCR _Amplification of efaAs, Gene in Some HLAR Enterococcus Strains
1: E. durans R§46.1; 2: E. durans R§46.2; 3: E. durans R§46.3; 4: E. gallinarnm RG46.1; 5: E. gallinarum
RG46.2; M: O’GeneRuler™ 100-bp DINA marker (Lhermo); 6: E. durans R§50.1; 7: E. faecium RG52.1; 8: E.
Saecium RG52.2; 9: E. faecium RG53.1; 10: E. faecinm RG53.2; 11: E. faecalis RS62.1; 12: E. faecinm RG73.1;
13: E. faecium RS74.1; 14: E. faecinm RS74.2; 15: E. durans RS85.1; 16: E. faecinm RS88.1; 17: E. faecalis
ATCC 29212 (negative control); 18: E. faecalis ATCC 51299 (negative control); 19: E. faecium ATCC 51599
(positive control); 20: negative control (water)
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esprn ve espi genlerinin varliginin arastirildigt PZR
denemeleri sonucu 54 YSAD enterokok susundan
27’sinin (%o 50) espy geni icerdigi tespit edilmistir.
esprn geni varligl ise sadece E. faeciumn RG53.2
susunda belirlenmistir. E. faecium RG53.2 susunun
ayn1 zamanda her iki esp genini de igeren tek sug
oldugu saptanmustir. E. gallinarum  suslarinin
hicbirinde (0/2) esp geni varligi tespit edilmemistir
(Cizelge 2). esps geninin E. faecalis suslarinda, E.
faecium ve E. durans suslarina nazaran daha yaygin
oldugu tespit edilmistir. ez geni bulunma
sikliginin E. faecalis suslarinda % 94.44 (23/25), E.
durans ve E. faecinm suslarinda ise sirastyla % 16.67
(2/12) ve % 13.33 (2/15) oldugu saptanmustir.
Gegmis yillarda gida kaynakli enterokok suslarinin
kullanddigi calismalarda elde edilen bulgularin
aksine YSAD enterokok suslarinda esp geni
bulunma sikhigr yiiksek bulunmustur. Eaton ve
Gasson (2001), gida kokenli E. faecium suslarinin
hicbirinin, E faecalis suglarinin ise % 33’tnin esp
geni icerdigini bildirmislerdir. Franz vd. (2001), 48
E. faecium susundan sadece 1’inin (% 2.1) esp geni
icerdigini rapor etmislerdir. Tturkiye’de yapilan bir
calismada tulum peynirinden izole edilen E. faecalis
suslarinin % 57’sinde ve E. faecium suslarinin ise %o
4.8’inde esp geni varlit tespit edilmistir (Inoglu ve
Tuncer, 2013). Enterokok suslarinda ekstraseltler
ylzey proteini Uretimi hiicre hidrofobisitesini,
abiyotik  ylzeylere tutunmayr ve biofilm
olusumunu arttrmaktadir.  Yapilan ¢alismalar
ylzey proteini varlig ile antibiyotik direnci
arasinda  korelasyon oldugunu  gdstermistir
(Chajecka-Wierzchowska vd., 2017).
Ekstraseliller yiizey proteini treten enterokok
suslarinin gidalarda starter kilttr olarak kullanimi
istenilmemektedir (Franz vd., 2001). Bu nedenle
esp geni igerdigi tespit edilen 23 E. faecalis ve bir I.
Jfaecium susunun  tiketici sagligi acisindan risk
olusturma potansiyeli bulunmaktadir.

PZR denemeleri sonucu 54 YSAD enterokok
susu arasindan 5 (% 9.26) E. faecalis susunun agg
genini icerdigi tespit edilmistir. E. faecium, E.
durans ve E. gallinarum suslarinin hicbirinde agg

geni varligi belirlenmemistir (Cizelge 2). Eaton ve
Gasson (2001), Pérez-Pulido vd. (2006) ve Ben

Belgacem vd.  (2010) tarafinda  yapilan
calismalarda da gida kaynakll E. faecium ve E.
durans  suslarinda  agg  geni varli§l  tespit

edilmemistir Diger taraftan, gida kaynakl E.
faecium suglarinda agg geni varhigiun bildirildigi
calismalar da bulunmaktadir (Semedo vd., 2003;
Inoglu ve Tuncer, 2013). Calisma kapsaminda agg
geni icerdigi tespit edilen FE. faecalis RS27.2,
RS27.3, RS27.4, RS27.5 ve RS27.6 suslarinin
tamaminin aynt zamanda seks feromon geni de
icerdigi tespit edilmistir (Cizelge 2). Eaton ve
Gasson (2001) da agg geni iceren suslarin mutlaka
seks feromon determinantlarini da igerdigini
bildirmistir.

ace ve acm genlerinin arastirildigt PZR denemeleri
sonucu 25 E. faecalis susundan 20’sinin ace geni
icerdigi, E. faecium, E. durans ve E. gallinarum
suslarinin ise hicbirinin ace geni icermedigi tespit
edilmistir (Cizelge 2). E. faecalis suslarinin %
64untn (16/25), E. faecium suslarmin %
86.67’sinin  (13/15), E. durans suslarinin %
91.67’sinin (11/12) ve E. gallinarum suslatinin
tamaminin (2/2) aew geni igerdigi tespit edilmistir.
Enterokok suslarinda ace geni bulunma sikligt %
37.04 (20/54) ve acm geni bulunma sikligi ise %
77.78 (42/54) olarak hesaplanmistir. Gegmis
yillarda yapilan calismalarda da gida kokenli
enterokok suslarinda adhezin kollojen determine
eden genlerin varligl gdsterilmistir (Péréz-Pulido
vd., 2006; Gomez vd., 2008; Trivedi vd., 2011).
Diger taraftan Ben Belgacem vd. (2010) ve Inoglu
ve Tuncer (2013) gida kaynakli enterokok
suslarinda ace geni varligini tespit etmediklerini
rapor etmislerdir.

Sitolizin (¢y/M, ¢y/B ve ¢ylA) genlerinin arastirldigy
PZR denemeleri sonucu E. faecalis RS27.1 ve
RS27.2 suslarinda ¢/B ve E. faecalis RS27.1,
RS27.2, RS27.4, RS27.5 ve RS27.6 suslarinda ise
¢ylA geni varligi tespit edilirken, hicbir susta ¢y/M
geni varhigl tespit edilmemistir (Cizelge 2).
Enterokok suslarinda ¢y/B geni bulunma sikligt %
3.7, ¢lA geni bulunma siklig ise % 9.2 olarak
saptanmistir. Ge¢mis yillarda yapilan calismalarda
gida kaynaklt E. faecium ve E. faecalis suslarinda
oyIM, ¢y/B ve ¢ylA geni varligi bildirilmistir (Pérez-
Pulido vd., 2006; Ben Belgacem vd., 2010; Trivedi
vd., 2011). Diger taraftan, Eaton ve Gasson
(2001) g1da kokenli E. faecium suslarinin hicbirinin
sitolizin geni icermedigini ancak, bazi E. faecalis
suslarinin  ise her U¢ geni de icerdigini



Peynirden izole edilen yliksek seviyede aminoglikozid direncli enterokoklar

bildirmislerdir. Yousif vd. (2005) Hussuwa’dan
izole edilen 22 E. faecinm susundan higbirinin
sitolizin geni icermedigini rapor etmislerdir.
Benzer olarak Turkiye’de Tulum peynirinden
izole edilen E. faecium ve E. faecalis suslarindan
hicbirinin sitolizin geni icermedigi bildirilmistir
(Inoglu ve Tuncer, 2013).

Hiyaluronidaz (hy)) geni vatliginin arastirildigt
PZR denemeleri sonucu E. gallinarnm RG46.1,
RG46.2 ve E. faecium RG53.1 suslarinda hy/ geni
varligt tespit edilmistir. E. faecalis ve E. durans
suslarinin  hicbirinde ise /4y/ geni varhigl
saptanmamistir (Cizelge 2). Enterokok suslarinda
Myl geni bulunma sikligt % 5.5 (3/54) olarak
hesaplanmustir. Tirkiye’de yapilan bir calismada
ise 116 klinik E. faecinm ve E. faecalis susunun %
12.9’unun Ay/ geni igerdigi bildirilmistir (Saba vd.,
2010).

SONUC

Bu ¢alismada, peynir 6rneklerinden izole edilmis
54 YSAD enterokok susunda virtilens faktor
varligr fenotipik ve genotipik yontemler ile
arastirilmistir. PZR denemeleri sonucu E. faecinm
RS32.2 susu haric tim YSAD enterokok
izolatlarinda en az bir viriilens faktr geni varlig
tespit edilmistir. Peynir 6rneklerinden izole edilen
enterokok suslarinin yiksek seviyede
aminoglikozid direncinin yam sira ¢ok sayida
virilens faktor geni icermeleri titketici saghigi
acisindan  endise uyandiricidir. Bu  sonuclar
fermente gida tretiminde starter kiltir olarak
kullanilacak  enterokok suslarinin  se¢iminde
endustriyel Ozelliklerinin yant sira dikkatli bir
gvenlik degerlendirmesi gerektirdigini de ortaya
koymustur.
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