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TUBITAK

ONSOz

Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Bu galismanin amaci daha once
TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda Kirikkale-Kizilirmak’tan
alinan su drneklerinden izole edilmis ve kultire alinmis olan vankomisin direncli bakterilerin
tanimlanmasi, karakterize edilmesi ve van genlerini iceren bakterilerin PZR ile
arastirilmasidir. Ayrica, 6rnekleme esnasinda fiksasyonu yapiimis olan sularda bulunan
vankomisin direngli bakterilerin tespit ve takip edilmesi icin van genlerine yodnelik DNA
problarinin kullaniimasi ve bdylece van genlerinin ylzey sularindaki bakteriler arasinda
yaylhmi hakkinda bilgi edinilmesi amaclanmistir. Literatirde DNA problari ile van genlerinin
yluzey sularinda tespit ve takibine ydnelik bizim bilgimiz dahilinde herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. S6z konusu calismanin bakterilerde vankomisin direnci gelisiminde ylzey
sularinin etkisi konusunda toplum saglini da vyakindan ilgilendiren 6nemli verilerin

olusmasina katkida bulunulacagi dustunulmektedir.
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Vankomisin diren¢ genlerinin DNA problari ile yuiizey sularinda in situ olarak takip

edilmesi

OZET

Antibiyotikler tip ve veterinerlikte mikrobiyal enfeksiyonlarin énlenmesinde veya
tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Metabolize edilmeleri sonucu evsel ve hastane
atik sulari araciligi ile yuzey ve yeralti sularina karisabilmektedirler. Atik sularin icme su
akiferlerine bulasmasi, igme suyu standartlari agisindan ciddi problemler olusturmakta ve
saglikli icme suyu saglanmasini zora sokmaktadir. Bu nedenle, atik sularin geri donisim
surecinde antibiyotik direngli bakterilerin ve antibiyotik diren¢ genlerinin aritma sularinda
bulunmasi olasiligi kayg! vericidir. Ozellikle toplum saghgi agisindan éne c¢ikan antibiyotiklere
yonelik gelisen direng genlerinin ve bu genleri tasiyan mikroorganizmalarin ylzey sularina
bulasmasi ve buna baglh olarak bu sularda yer alan olasi diger patojen mikroorganizmalara
aktarilma olasihgi ciddi riskler tasimaktadir. Bu nedenle ylzey sularindaki bu antibiyotik
direng genlerinin belirlenmesi ve takip edilmesi s6zkonusu risklere kargi olasi tedbirlerin
alinmasi agisindan énemli veriler saglayacaktir. Ginimuzde, toplum saghgi agisindan éne
cikan antibiyotiklerden biri olan vankomisin, gram-pozitif bakterilere kargi diger
antibiyotiklerin yetersiz kaldigi veya alerji olusturdugu durumlarda kullanilan glikopeptid yapili
bir bilegiktir. Ozellikle enterokok cinsi bakterilerde vankomisin direncinin ortaya ¢ikmaya
baslamasi dinya c¢apinda ciddi bir antimikrobiyal diren¢ tehlikesi olarak ele alinmaktadir.
Gegtigimiz on yil boyunca vankomisin direngli enterokokun (VRE) ciddi bir hastane patojeni
olarak kendini géstermis olmasi bunun en 6énemli gbstergesidir. Bu nedenle dnerilen bu proje
ile vankomisin diren¢ genlerinin (van genleri), bu genlere yonelik olarak hazirlanacak olan
DNA problari ile yuzey sularinda in situ olarak izlenmesi, bu genleri iceren enterekok ve/veya
enterekok olmayan bakterilerin belilenmesi ve s6z konusu genlerin diger bakterilere
aktarilmasinda ylzey sularinin roline yonelik bilgi ediniimesi amacglanmistir. Boylece van
genlerini tagiyan bakterileri yuzey sularinda in situ olarak tespit ve takip edilmesinin yani sira,
VRE disinda van geni igeren patojen ve/veya patojen olmayan bakterilerin de belirlenmesi ile

yuzey sularinin van genlerinin yayihmindaki etkisinin ortaya ¢ikariimasi amacglanmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Vankomisin, van genleri, vankomisin direnci, VRE, ylzey sulari
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In situ monitoring of vancomycin resistance genes in surface waters by using DNA

probes

ABSTRACT

Antibiotics are extensively used to prevent or treat microbial infections in human and
veterinary medicine. When metabolized they are discharged to domestic wastewater system.
Due to surface runoffs and leaching, antibiotics and their metabolites can contaminate
surface and ground waters. The increased reuse of treated wastewater has been mirrored
by increased concern that antibiotics, resistant bacteria, and antibiotic resistant genes are
being introduced into the drinking water systems. The potential spread of resistance genes
in the water environment and their transfer to other human pathogens are major risk factors
for human health. A better understanding of the fate of resistance genes in the water
environment provides information for the potential threats to the environment and human.
Vancomycin is one of the glycopeptide antibiotics which are used in the treatment of
infections caused by gram-positive bacteria in case of resistance or allergies to other
antibiotics. The emergence of vancomycin resistance among enterococci is considered as
one of the major antimicrobial resistance threats worldwide. Over the past decade
vancomicin-resistant eneterococci (VRE) have emerged as major nosocomial pathogens.
Therefore, this study aimed at using DNA probes for in situ detection and monitoring of
vancomycin resistance gene (van genes)-harboring isolates in surface waters where transfer

of van genes among isolates might take place.

Keywords: Vancomycin, vancomycin resistance, van genes, VRE, surface waters
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1.GIRIS

Enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin sucul ortamlara evsel ve
endustriyel kdkenli atiklarla karismasi ekosistem ve insan sagligi tzerinde olumsuz etkilere
yol acmaktadir (Bugg vd., 1991). Dogaya surekli salinan bu antibiyotikler, mikrofloray! yok
edecek yogunlukta olmayacak sekilde ylizey sularina karigsmaktadirlar. Antibiyotiklerin ylizey
sularinda bu sekilde bulunmasi, antibiyotik direncliliginin artmasina, surekli yeni antibiyotik
trevlerinin tiketime sunulmasina ve enfeksiyon tedavilerinin tehlikeye girmesine yol
agmaktadir ki bu da ilgili antibiyotiklerin insanlar Gzerindeki terapétik etkilerini olumsuz
etkilemektedir (Batt vd., 2006). Sehirsel atiksu aritim tesislerinden c¢ikan suzlntilerle de bu
antibiyotiklerin, antibiyotik diren¢ genlerinin ve direngli bakterilerin yayildigi disinilmektedir
(Kemper, 2008). Ozellikle biyolojik aritim tesisleri bu direncin olusmasi ve yayilmasini
saglayacak kosullari olusturmaktadir. Clinkl bakteriler sirekli olarak inhibisyon-alti seviyede
antibiyotiklere maruz kalmaktadirlar (Ferreira vd., 2006). Ozellikle fekal kontaminasyonda
indikator mikroorganizmalar olan koliformlar ve enterokoklar olmak Uzere antibiyotik direncli
bakteriler lizerinde cok sayida arastirma yapilmistir (Auerbach vd., 2007). insanlardaki
tedavisi zor enfeksiyonlar ile iliskin vankomisin direncli enterokoklar olmak Uzeri birgok farkh
mikrobiyal ajan arastiriimistir. Genel ylzdesi dusuk olsa da klinik verilerle kiyaslandiginda
antibiyotik direncliliginin atiksularda ve rekreasyonel sularda bulundugu gézlenmektedir ki bu
durum kamu saghgini tehdit eder bir nitelik tasimaktadir (Boczek vd., 2007; Araujo vd.,
2010). Enterokoklarda glikopeptid direncinin en korkulan yani laboratuvar veya klinik
kosullarda bu direngten sorumlu genlerin diger gram pozitif bakterilere aktarilabilme
olasihgidir (Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004). Bu nedenle, risk faktorleri, direncin

belirlenmesi, tarama prosedurleri ve kontrol dnlemleri iyi bilinmelidir (Cigekler, 2006).

Son yillarda 6zellikle antimikrobiyal ajanlara karsi gelistirdikleri coklu antibiyotik direnci
sebebiyle enterokoklarin neden oldugu idrar yolu, safra kesesi, endokardit, bakteriyemi ve
menenijit gibi ciddi nozokomiyal enfeksiyonlarda buyuk bir artis goéralmustur. Enterokoklar
bircok antibiyotige kargi kromozomal direng gdstermeleri, diger antibiyotiklere de kolaylikla
direng geligtirebilmeleri ve c¢evreye adaptasyonlarinin iyi olmasi nedeni ile diger
patojenlerden daha tehlikeli hale gelmektedirler (Coleri ve Cokmus, 2008 ).

Enterokoklarin epidemiyolojik arastirmasinda kullanilan bakteriyosin tiplendirme, faj
tiplendirme, biyokimyasal reaksiyon profilleri, antimikrobiyal duyarliliklari ve serolojik testler
gibi klasik fenotiplendirme yontemleri yetersizdir ve yararlari sinirlidir. Ginimuizde erken
taniya yonelik 6zel testler ve molekuler yontemler gibi modern ve hizl tani yontemleri 6nem

kazanmaktadir. Molekdller tiplendirme; direncli enterokoklarin incelenmesi, énlenmesi ve
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yaylimalarinin kontrol edilmesinde ¢cok daha yardimci bir yontemdir (Teixeira vd., 2007).
Farkh c¢evrelerde, mikrobiyal cesitliligin identifikasyonunda molekiler tekniklerin hizli ve
guvenililirliginin yuksek oldugu gorulmektedir. Organizmalarin tanimlanmasinda, DNA veya
RNA’larinin bazi benzersiz kisimlari kesin bilgi saglamaktadir (Muyzer ve Smalla, 1998).
Diger taraftan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve 16S rRNA analizi gibi nukleik asit
teknolojisindeki son gelismeler, bakterilerin genotip analizleri i¢cin yeni metodlarin
kullanilmasina yol a¢cmistir. 16S rRNA karsilastirmali analizleri, son derece korunmus
dizilerin degisken dizi bolgeleri ile i¢ ice oldugunu gostermektedir. Degisken bdlgelerin
analizleri, filogenetik ve evrimsel iligkilerin belirlenmesine izin vermektedir (Demirel, 2012).
Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda korunmus ya da degisken olan bdlgeler, PZR ile DNA
amplifikasyonuna ydénelik primer icin hedef olarak kullanilabilmektedir. Floresan in situ
hibridizasyon (FISH), floresan boyalarla isaretlenen, tamamlayici DNA’ya, bu DNA dizilerinin
yerlesimini gorebilmek icin hibridizasyona ugrayan veya baglanan tek zincirli DNA (prob) kisa
dizilerini gerektiren bir yontemdir. Belirli bir kromozomal bdlgenin veya DNA kesiminin FISH
yontemi ile goérindr hale gelebilmesi icin kullanilan problarin &' ucu florosan ya da
sulfoindosiyanin (Cy3, Cy5) gibi fluorokrom boyalar ile isaretlenmekte ve isaretlenen
oligonukleotid problar hiicrelere girerek spesifik olarak komplementer hedef sekanslar ile
hibridize olmaktadirlar. Yani eksojen olarak reaksiyona sokulan igaretli nukleotid, prob
DNA’sindaki uygun nukleotid ile yer degistirir. Prob isaretlendikten sonra lam/lamel Gzerine
fikse edilen metafaz ve/veya interfazdaki proteinler uzaklastirilir, ¢ift sarmal halde bulunan
gerek prob gerekse hedef DNA’lar denatiirasyon ile tek zincir haline getirilir. Onceden
isaretlenmis prob ile spesifik eslesmenin olacagi uygun kosullarda genomik DNA hibridize
edilir. Floresan isaretli prop hibridize oldugu zaman kromozomlar floresan boyadan yayilan
1IsIgin belirli bir dalga boyunda absorblanmasi ile gérinir hale gelirler. Bu hibridizasyon
sinyalinin ve bu prob ile hibridize olan DNA segmentinin lokalizasyonu daha sonra
epifloresan mikroskobu ya da konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) ile belirlenir (Bhatt,
2014; Zolgharnein vd, 2010). Bu teknik ile bakteriler dogal habitatlarinda kulture edilmelerine
gerek kalmaksizin floresan mikroskobu kullanilarak saptanabilmektedir. Bdylece kultire
edilemeyen bakterilerin tanisina ve takibine de olanak saglamaktadir. NuUkleik asit
amplifikasyon ve FISH yontemleri hizh ve guvenilir testler olup, duyarliik ve 6zgullikleri
oldukga yuksektir. Tani igin az miktarda klinik materyal gerektirmeleri ve klinik materyallerde
bulunan inhibitor maddelerden etkilenmemeleri nedeniyle izolasyonlari, Uretiimeleri veya
identifikasyonlari ¢ok zor olan bakteriyel ve viral ajanlarin belirlenmesinde buylk yararlar
saglamaktadirlar. Ayrica bu teknikler genellikle otomotize veya yari otomotize sistemler
halinde olduklari i¢in personel hatalari ve laboratuvar enfeksiyonlarini minimal dizeye
indirgemektedir (Uttley vd., 1998).
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Farkli habitatlardan vankomisin direncli bakterilerin izole edilip tanimlanmasiyla ilgili
¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Ancak, ylzey sularinda vankomisin diren¢ genlerinin
belirlenmesi, van direng genlerini tagiyan bakterilerin ylzey sularinda in situ olarak takip
edilmesi ve yayilimlarinin belirlenmesine yonelik mevcut bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle
dnerilen bu proje kapsaminda daha énce TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu
proje kapsaminda Kirikkale-Kiziirmak’tan alinan su 6rneklerinden izole edilmis ve kiltire
alinmig olan vankomisin direngli bakterilerin tanimlanmasi, karakterize edilmesi ve van
genlerini iceren bakterilerin PZR ile arastirilmasidir. Ayrica, érnekleme esnasinda fiksasyonu
yapilmis olan sularda bulunan vankomisin direngli bakterilerin tespit ve takip edilmesi igin
van genlerine yonelik FISH yontemi ile DNA problarinin kullaniimasi ve boéylece van
genlerinin yuzey sularindaki bakteriler arasinda yayihmi hakkinda bilgi edinilmesi
amaclanmigtir. Literatirde DNA problari ile van genlerinin ylzey sularinda tespit ve takibine
yonelik bizim bilgimiz dahilinde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. S6z konusu
galismanin bakterilerde vankomisin direnci gelisiminde yulzey sularinin etkisi konusunda
toplum saglini da yakindan ilgilendiren énemli verilerin olusmasina katkida bulunulacagdi

dusunulmektedir.

2. LITERATUR OZETI

2.1 Enterokoklar

Enterokoklar gerek dogal olarak tasidiklari dusiuk dizeyde beta-laktam ve
aminoglikozit direnci yaninda klindamisin, linkomisin, trimetoprim/sulfametoksazol direngleri,
gerekse genetik madde aktarimi ya da mutasyon sonucu kazandiklari tetrasiklin, eritromisin,
kloramfenikol, florokinolon, ylksek diizeyde beta-laktam ve aminoglikozit ile vankomisin
direncleri nedeniyle gunumuizin sorun yaratan bakterilerindendir (Berzeg, 2005). Ayrica
enterokoklardaki, penisilinler ve vankomisin gibi hucre duvarina etki eden antibiyotiklere
tolerans nedeniyle, bu antibiyotikler éldirici degil ama tremeyi durdurucu etki gdsterirler
(Donskey ve Rice, 2000). ilk vankomisine direngli enterokok (VRE) susunun 1988 yilinda
bildiriimesinden sonra (Uttley vd., 1998), Avrupa ulkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nde direngli suslar ortaya ¢ikmaya baslamis ve birgok hastanede siklikla diyaliz,
transplantasyon, hematoloji ve yogun bakim Uniteleri basta olmak Uzere, zaman zaman
epidemilere de neden olan VRE'ler hastane infeksiyonlarinin énemli etkenleri arasindaki
yerini almistir. Ozellikle altta yatan ciddi hastali§i olanlarda VRE infeksiyonlarinin gériilme
sikligr artmaktadir. Enterokoklarin infeksiyon etkeni olarak sikg¢a izole edilmelerinin yani sira,
c¢ogul antibiyotik direncine sahip suslarin son yillarda artmasi, tedaviyi guglestirmektedir

(Gultekin ve Gunseren, 2000). Enterokoklarin laboratuvar kosullarinda bile olsa vankomisin
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direncini Staphylococcus aureus suglarina aktarabilmesi tehlikenin bir baska boyutunu
olusturmaktadir (Noble vd., 1992). Butin bu nedenlerle, VRE kontroliinde slrveyans, hizli ve
dogru tani buyik dnem tagimaktadir. Enterokoklar gram pozitif, sporsuz, katalaz ve oksidaz
negatif, faklltatif anaerobik, tek, cift veya zincir seklinde koklardir. 45°C’de, % 5-10 NacCl
iceren ortamda ve pH 4.0-9.6 gibi genis araliklarda Ureyebilme &zellikleri ile diger koklardan
kolayca ayrilirlar (Cetinkaya ve Elal, 2010). Enterokoklar, insan ve hayvanlarin
gastrointestinal  sistemlerinin  Gyeleridir. Enterokoklar c¢evre kosullarina dayanikh
olduklarindan her cesit ortamda canliliklarini stirdirebilirler. Dogada; toprak, su, bitki, kuslar
bécekler ve memelilerde yaygin olarak bulunurlar. insanlarda, esas olarak gastrointestinal
florada bulunmalari nedeni ile gerek hastane gerekse hastane digi ortamda endojen kaynakl
infeksiyonlara yol agmaktadirlar (Koneman vd., 1992). Hastane yiizeylerinde birkag gin canli
kalabilirler (Boyce vd., 1995; Murray, 1990). insandan insana bulasma (capraz infeksiyon)
molekiler epidemiyolojik analiz ile gdsterilmistir. Yogun bakim Unitelerindeki hastalarin ve
saglk personelinin barsaginda kolonize olabilirler. Kolonizasyon saglikli bireylerde infeksiyon
olusumu icin bir risk olusturmayabilir. Ancak 6zellikle yogun bakimda yatan hastalarda ya da
altta yatan hastaligi olanlarda bu bakterilerle kolonizasyon, infeksiyon icin bir risk faktoridar.
Vankomisine direncli enterokoklarin yayilliminda bagirsak kolonizasyonu en dnemli kaynaktir.
Asemptomatik bagirsak kolonizasyonu aylarca surebilir. Bu kisiler VRE infeksiyonu riski
tasirlar ve bu suslarin saglik c¢alisanlarinin ellerine, derisine ve bdylece diger hastalara
yayllmasinda potansiyel bir kaynaktirlar. Enterokoklarin hastane ortamindaki yogun
antibiyotik baskisinin varliginda Ureyebilme yetenegi, onlarin nozokomiyal patojenler olarak
ortaya ¢ikmasina yol acgar. Siklikla endokardit, bakteremi, Uriner sistem infeksiyonu, yara
infeksiyonu ve karin ici ve pelvik infeksiyonlara, daha ender olarak da meninjit, deri ve
yumusak doku infeksiyonlarina yol acgarlar (Donskey ve Rice, 2000; Murray, 1990). En az 12
Enterococcus turu tanimlanmasina ragmen, enterokok infeksiyonlarinin % 80-90’inda E.
faecalis, % 5-10’unda ise E. faecium etken olmustur (Teixeira ve Facklam, 2003). Ancak son
yillara kadar E. faecalis klinik izolatlardan en ¢ok izole edilen tiir iken, ginimuzde E. faecium
da sik izole edilmektedir. Diger enterokok turleri (E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans,
E. avium, E. raffinosus, E. cecorum, E. hirae, E. malodoratus, E. dispar, E. mundii) nadiren
infeksiyon etkeni olarak izole edilmistir (Winn vd., 2006; Brooks vd., 2007). Vankomisin
direnci enterokok tirlerinin birgok antibiyotige dogal olarak direngli olmalari ve plazmit ve
transpozon araciligi ile kazanilmig direncin diger suglara da aktariimasi, vankomisin de dabhil
olmak Uzere ¢ogul antibiyotik direnci goésteren suslarin hizla yayilmasina yol agmistir (Nobble
vd., 1992).

1980’li yillarda enterokoklarda beta-laktam ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi
direncin ortaya c¢ikmasi Uzerine vankomisin uzun yillar tek uygun antibiyotik olarak
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kullaniimistir.  Vankomisin direngli enterokoklar (VRE) ilk kez 1988 yilinda Uttley ve
arkadaslari tarafindan Ingiltere’den, Leclerg ve arkadagslari tarafindan da Fransa’dan
bildirilmistir. Bunu diger Avrupa Ulkeleri ve ABD’den bildirilen olgular ve VRE epidemileri
izlemistir. Enterokoklar, distk virtlansh bakterilerdir. Buna ragmen enterokoklar 6zellikle
hastane infeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda on siralarda yer almaktadir. Bu
mikroorganizmalarin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisi oldukga giglesmistir. Bu gucligin
en 6nemli nedenleri enterokoklarda gelisen ve vankomisini de icine alan c¢oklu antibiyotik
direncinin ve beta laktamaz Uretiminin ortaya ¢ikmasidir vd., 1997; Roghmann vd., 1997).

Vankomisin aerob ve anaerob gram pozitif bakterilere etkilidir. Lipid membrani
asamadigindan gram negatif bakterilere etkisizdir. Ancak bu konuda birka¢ istisna
bulunmaktadir. Chryseobacterium (Flavobacterium) meningosepticum vankomisine duyarli
olabilir ve bu bakteriyle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilir. Ayrica bazi Neisseria
gonorrhoeae kokenleri de vankomisine duyarl olabilir. Metisilin direncli Staphylococcus
aureus (MRSA), koagulaz negatif stafilokoklar, viridans streptokoklar, Coryneobacterium
turleri (C. jeikeium dahil), Bacillus turleri, beta hemolitik streptokoklar, pndémokoklar
(penisiline direngli suslar dahil), anaerob streptokoklar ve Clostridium tirlerine karsi
bakterisidal etki gosterir. Enterokoklara karsi ise bakteriostatik etki gdsterirler,
aminoglikozidler ile sinerjik etki saglanir. Leuconostoc, Pediococcus, Erysipelothrix tarleri
dogal olarak glikopeptidlere direnclidir. Laktobasilllerin direng durumu degiskendir.
Enterokoklarda, Staphylococcus haemolyticus ve Listeria monocytogenes kokenlerinde
vankomisine direng saptanmistir (Zeckel, 1997; Wood, 1996).

2.2 Antibiyotik Direnci

Enterokoklar diger Gram pozitif mikroorganizmalarin duyarli oldugu pek g¢ok
antimikrobiyal ajana kismen veya tamamen direnclidir. Hicbir antibiyotik tek basina
enterokoklara karsi bakterisid etkiye sahip degildir. Disuk dizeyli aminoglikozit, beta laktam,
dusuk dizeyli linkozamid, TMP-SMX'e karsi intrinsik direngli iken; yuksek dizeyde
aminoglikozid, beta laktam, hicre duvarina etkili ajanlar, kinolonlar, yuksek duzeyli
linkozamid, makrolid, penisilin ve ampisilin, rifampisin, tetrasiklin ve vankomisine kazaniimis
olarak direng gelistirebilir. Ayrica ¢cogu enterokok susu ampisilin ve vankomisin dahil hiicre
duvarina etkili antimikrobiyallerin 6ldurtcu etkilerine kargi tolerans gosterir. Bu intrinsik degil
genellikle antibiyotik kullanimi sonrasi kazanilmis bir &zelliktir (Berzeg, 2005). Dunyanin
cesitli yerlerinde yuksek oranlarda, 6zellikle E. faecium’da ampisilin, penisilin ve vankomisin
direnci mevcuttur. Enterokok popilasyonlari dahil cogu enterokok, beta laktam ajanlara karsi

Ozellikle PBP5e kargi azalmis affinite sonucu kismen rezistans gosterir. Genellikle
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sefalosporinler enterokoklara penisilinlerden daha az etkilidir. Ozellikle E. faecium'da E.
faecalis’e gore intrinsik penisilin direncinde bariz artis gdzlenmektedir. E. faecalis igin
penisilin MiK degeri diger streptokoklardan 10-100 kat daha yiiksektir. intrinsik aminoglikozid
direnci ise bu ajanlarin enterokokal dis hicre zarindan penetrasyonlarindaki azalmaya
baghdir. Bu, hucre duvarina etkili uygun bir ajanin verilmesiyle sinerjistik olarak enterokokun
oldurtlmesiyle onlenebilir. TMP-SMX invitro duyarl iken invivo direnglidir. Enterokoklar
arasinda kazanilmis direng genellikle genetik olarak plazmid veya transpozonlar araciligiyla
aktarilir. Bunlar arasinda en 6nemlisi ylksek dizeyde aminoglikozid direnci (HLAR),
glikopeptid direnci, beta laktamaz yapimi veya diger mekanizmalarla gelisen yuksek penisilin
direncidir. Ginuimuzde enterokoklarin ¢ogu kazanilmig direng yoluyla eritromisin, klindamisin
ve tetrasiklinlere direnclidir. Yuksek duzeyde aminoglikozid direnci (HLAR) plazmid aracil
aminoglikozid modifiye eden enzim Uretimiyle veya ribozomal mutasyonla (sadece
streptomisin igin) olur. HLAR, 2000 ug mL™nin Gzerinde MiK degerleri olarak tanimlanir ve
hidcre duvarina etkili ajanlarla kombinasyonda ortaya c¢ikan sinerjistik etkinin kaybolmasina
yol agar (Berzeg, 2005).

Glikopeptid antibiyotikler ginimuizde giderek artan Gram pozitif bakteri
enfeksiyonlari nedeniyle daha ¢ok kullanim alani bulan antibiyotiklerdir. Bu antibiyotiklere
kargl gelisen direng 6nemli bir sorun olmaya baslamistir. Bu grup iginde ilk olarak
vankomisin 1956 yilinda Streptomyces orientalis'ten ve sonra 1978 yilinda teikoplanin
Actinoplanes teichomycetis'ten izole edilmistir. Daptomisin, eremomisin yeni gelistirilen
glikopeptidlere ornektir. Vankomisin molekul agirhgi 1450 Dalton olan trisiklik bir polipeptiddir
ve Gram pozitif bakterilerin hidcre duvari sentezinde yer alan D-alanin D-alanin iceren
peptidlerle kompleksler olusturarak peptidoglikan sentezini inhibe eder. Vankomisin ayrica

protoplast hasari olusturarak RNA sentezi Gzerine de etkili olurlar (Berzeg, 2005).

2.3 Vankomisin Direnci

Enterokoklarda antibiyotik direnci kromozomal ya da sonradan kazanilmis olabilir.
Plazmidler, transpozonlar ve kromozomlar Uzerindeki direng genlerine bagl olan kazaniimig
direng ve mevcut direng genlerinin farkh tir ve cinsteki bakterilere aktarilabilmesi s6z
konusudur. Bu bakterilerin neden oldudu infeksiyonlarin tedavisi klinikte karsilagilan en
onemli sorunlardan biridir (Bagsustaoglu, 2004; Sardan, 2004). Kazaniimis direng, genellikle
bir DNA mutasyonu ya da yeni bir DNA segmentinin transferi sonucunda gelisir (Sardan,
2004). Su ana kadar enterokoklarda vanA'dan vanG'ye kadar vankomisin direncinden
sorumlu oldugu bilinen yedi farkl gen kiimesi tanimlanmigtir. Ancak diren¢g mekanizmasi tim

fenotiplerde benzerlik gésterip vankomisin hedefine daha dlstlk bir afiniteyle baglanir (Coleri
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ve COkmus, 2008). Enterokoklarda hiicre duvari sentezlenirken, ligaz enzimi ile iki D-alanin
molekull birbirine baglanir ve D-alanin-D-alanin olusur. Ardindan, transglikolizasyon,
transpeptidasyon ve peptidoglikan tabaka sentezi gergeklesir (Boyce, 1997). Vankomisin,
pentapeptidin D-ala-D-ala terminal dizisine baglanir ve hicre duvari sentezini inhibe eder.
VRE ise, ligaz enzimi ile D-ala-D-ala ucunun yapisini dedistirir ve D-ala-D-laktat meydana
gelir ki bu farkh uca vankomisinin baglanma yetenegi ¢cok azdir; bdylece hicre duvari

sentezi, dolayisi ile enterokoklarin Gremeleri devam eder (Kaye vd., 2000). (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Vankomisin direng mekanzimasi (Hughes, 2003)

Van direng genlerinin enterokoklar arasinda ve 6zellikle diger gram pozitif bakterilere
plazmid ve transpozonlar araciligiyla aktarimi, direncin hizla yayilmasina neden olarak
tehlikeli boyutlara ulagmistir. Bu gen kiimelerinden en iyi tanimlanani vanA ve vanB kimeleri
olup klinik enterokoklarda en ¢ok karsilasilan direng tiplerini olugtururlar (Coleri ve Cokmus,
2008).

vanA tipi direng: Vankomisin ve teikoplanine yuksek duzeyde direncin (vankomisin igin
264 ug mL™, teikoplanin icin 216 Mg mL'l) oldugu direng tipidir. VanA tipi direncin olugmasi
icin gerekli genler Tn 1546 transpozonu uzerinde, ilgili elemanlar ise Tn 5482 transpozonu
Uzerinde yer alir. VanA geni ilk olarak E. faecium’da tespit edilmigtir. Ancak E. faecalis, E.
durans, E. gallinorum, E. avium, E. mundtii, E. casseliflavus, E. raffinosus gibi diger
enterokok tlrlerinde de saptanmigtir. vanA tipi diren¢ en sik karsilagilan direngtir.

Vankomisin tarafindan yuksek, teikoplanin tarafindan ise zayif indiiklenebilir 6zellikte, yliksek
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dlzeyde bir direnctir. Vankomisin direncinin regilasyonu ve olusumunda rol alan diger
genler (vanR, vanS, vanH, vanX, vanY, vanZ) ve vanA geni Tn 1546 transpozonu Uzerinde
yer almaktadir (Sekil 2.2). Bu genlerin ekspresyonu sonucu, “D-ala-D-laktat’la sonlanan
peptidoglikan éncll molekiilleri olusur. Bu enzim sentezinde s6z konusu proteinler birbirleri
ile uyum icerisinde caligirlar. vanH proteini, vanA geninin D-ala-D-laktat olusturabilmesi i¢in
gerekli D-laktati olusturan D-hidroksi asit dehidrogenazdir. Dolayisi ile D-laktat sentezinden
sorumludur (Coleri ve CokmuUs, 2008; Kaye, 2000). VanX ise dipeptidaz aktivitesi ile, D-ala-
D-ala havuzunu azaltir (Kaye, 2000). vanS, ortamda vankomisin varligini algilayan bir
alicidir, vankomisin varliginda vanR’yi uyarir, vanH, vanX, vanA sentezi aktive olur. E.
faecium’da ise bu gen plazmid Uzerindedir. Vankomisine ve teikoplanine ylksek dizeyde
direngten, 39-40 kDa agirliginda, vanA sitoplazmik proteinleri sorumludur (Coleri ve Cokmus,
2008; Murray, 2000; Guardabassi ve Dalsgaard, 2004).
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regulator sensor dehydrogenase ligase D,D-dipeptidase  D,D-carboxy- unknown
peptidase TeR

Sekil 2.2. vanA operonunun yapisi (Werner, 2012)

vanB glikopeptid direnci de, vanA ligaz enzimi ile % 76 oraninda aminoasit benzerligi
olan vanB ligaz enzimi ile saglanir. VanB direnci de vanA gibi ¢ok sayida gen toplulugunun
Uriind olan proteinlerce kodlanir (Sekil 2.3). Onceleri vanB direng genlerinin kromozomal
yerlesiminden dolayi aktarilamadigi disinUltyordu; ancak vanB direng genleri ayni zamanda
kromozomda buyuk, haraketli genetik elemanlar olarak yer alirlar ve bakteriler arasinda
aktarilabilirler (Kaye, 2000; Hayden vd., 2003). Bu tip direng vankomisine degisik dizeyde
direng gésterir (MIK 4 - >1024 pg mL™), teikoplanine duyarlidir (MiK 0.5-2 pg mL™).
Vankomisin tarafindan indiklenebilen bir direngtir. Teikoplanin indlkleyemez. Ancak
vankomisin ile induklenen kdkenler teikoplanine de direng gosterebilirler. vanB sadece E.

faecium ve E.faecalis’te saptanmistir (Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004).

N
vanYg > vanW ) vanHg >‘ vanB > vanXs >

unknown

Sekil 2.3. vanB operonunun yapisi (Werner, 2012)

vanC tipi direng: Bu grupta vankomisine dusik diizeyde direng s6z konusudur. Bu tip
direncin E. gallinorum, E. casseliflavus ve E. flavescens suslarinda varligi bildirilmistir. Bu

suslarda hemen her zaman vanC geni bulunmasina ragmen vankomisin igin MiK degeri
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genellikle 2-32 ug mL" arasindadir. VanC tipi dirence sahip olan suslar teikoplanine
duyarlidir. Yapisal olarak indliiklenemez ve transfer edilemezler. vanC ligaz enzimi ise, D-ala-
D-serin ile sonlanan pentapeptid olusumuna neden olarak E. gallinarum suslarinda
vankomisin direncine neden olur (Arthur vd., 1991; Murray, 2000).(Sekil 2.4).

e S anve. S e ORI

serine racemase

Sekil 2.4. vanC operonunun yapisi (Werner, 2012)

vanD tipi direng: Sadece E. faecium’da bildirilmistir. vanD geni izolatlari yapisal olarak
hem vankomisine (MiK 64-128 ug mL™) hem de teikoplanine (MiK 4-64 ug mL™) direnglidir.
vanD geni kromozomaldir ve konjugasyon ile transfer edilemez (Basustaoglu, 2004).

Sekil 2.5. vanD operonunun yapisi (Werner, 2012)

vankE tipi direng: E. faecalis BM4405 izolatinda tanimlanmistir. DislUk dizeyde
vankomisin direnci (MIK 16 pyg mL™) vardir. Teikoplanine duyarlidir (MiK 0.5 pg mL™). vanE
geni kromozom Uzerine lokalizedir ve transfer edilemedidi bilinmektedir. Bu yeni direng
fenotipi vanC tipi dirence ile benzerlik gosterir. Ancak vank tipi direncin genetik belirleyicisi
farklidir (Basustaoglu, 2004).

A e v v R TN

Sekil 2.6. vanE operonunun yapisi (Werner, 2012)

vanG tipi direng: Bu direng tipi ilk olarak E. faecalis WCH9 susunda tanimlanmistir.
Tipik olarak vankomisine diisiik diizeyde direncli (MIK 12-16 ug mL™), teikoplanine ise
duyarhidir (MiK 0.5 g mL'l). Direncten vanG geni sorumludur ve ayrintili genetik analizi ile
ilgili calismalar devam etmektedir. Enterokoklarda glikopeptid direncinin en korkulan yani
laboratuvar veya Kklinik kosullarda bu direngten sorumlu genlerin diger gram-pozitif
bakterilere aktarilabilme olasihgidir (Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004).
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K
M vanYg > vanW > vanG > vanXyg > vanTg >

Sekil 2.7. vanG operonunun yapisi (Werner, 2012)

Gunumuzde erken taniya yonelik 6zel testler ve molekuler yontemler gibi modern ve
hizli tani yontemleri 6nem kazanmaktadir. Vankomisin direncinin saptanmasinda vanA
geninin molekuler yontemlerle saptanmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
yontemlerin klinik laboratuvarlarda uygulanmasi olduk¢a zor ve pahalidir. VRE izolatlarinda
vanA geninin PZR temelli yontemlerle arastiriimasi yaygin olarak kullanilsa da vanA geni
bulunan, ancak bunu eksprese etmeyen duyarli suslarin bulunabilecedi unutulmamalidir
(Velasco vd., 2005; Elsayed ve Elbestawy, 2008). Farkli ¢evrelerde, mikrobiyal ¢esitliligin
identifikasyonunda molekiler tekniklerin hizli  ve gulvenililirliginin ~ ylksek oldugu
go6rilmektedir. Organizmalarin tanimlanmasinda, DNA veya RNA’larinin bazi benzersiz
kisimlari kesin bilgi saglamaktadir (Malik vd., 2008). Diger taraftan PZR ve 16S rRNA analizi
gibi nikleik asit teknolojisindeki son gelismeler, bakterilerin genotip analizleri i¢in yeni
metodlarin kullaniimasina yol agmistir. 16S rRNA karsilastirmali analizleri, son derece
korunmus dizilerin degisken dizi bélgeleri ile i¢ ice oldugunu gdstermektedir. Degisken
boélgelerin analizleri, filogenetik ve evrimsel iligkilerin belirlenmesine izin vermektedir (Rogers
vd., 2007). Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda korunmus ya da degisken olan bélgeler,
PZR ile DNA amplifikasyonuna yonelik primer i¢in hedef olarak kullanilabilmektedir. Floresan
in situ hibridizasyon (FISH), floresan boyalarla isaretlenen, tamamlayici DNA’ya, bu DNA
dizilerinin yerlesimini gorebilmek igin hibridizasyona ugrayan veya baglanan tek zincirli DNA
(prob) kisa dizilerini gerektiren bir yontemdir. Belirli bir kromozomal bdlgenin veya DNA
kesiminin FISH ydntemi ile gértndr hale gelebilmesi i¢in kullanilan problarin 5' ucu florosan
ya da sulfoindosiyanin (Cy3, Cy5) gibi fluorokrom boyalar ile isaretlenmekte ve isaretlenen
oligonukleotid problar hicrelere girerek spesifik olarak komplementer hedef sekanslar ile
hibridize olmaktadirlar. Yani eksojen olarak reaksiyona sokulan isaretli nikleotid, prob
DNA’sindaki uygun nukleotid ile yer degistirir. Prob isaretlendikten sonra lam/lamel Gzerine
fikse edilen metafaz ve/veya interfazdaki proteinler uzaklastirilir, ¢ift sarmal halde bulunan
gerek prob gerekse hedef DNA'lar denatlrasyon ile tek zincir haline getirilir. Onceden
isaretlenmig prob ile spesifik eslesmenin olacagl uygun kosullarda genomik DNA hibridize
edilir. Floresan igaretli prop hibridize oldugu zaman kromozomlar floresan boyadan yayilan
IsiIgin belirli bir dalga boyunda absorblanmasi ile gérinidr hale gelirler. Bu hibridizasyon
sinyalinin ve bu prob ile hibridize olan DNA segmentinin lokalizasyonu daha sonra

epiflooresan mikroskobu ya da konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) ile belirlenir
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(Sekil 2.8) (Manz vd., 1992). Bu teknik ile bakteriler dogal habitatlarinda kultlre edilmelerine
gerek kalmaksizin floresan mikroskobu kullanilarak saptanabilmektedir. Boylece kultire
edilemeyen bakterilerin tanisina ve takibine de olanak saglamaktadir. Nukleik asit
amplifikasyon ve FISH yoéntemleri hizli ve guvenilir testler olup, duyarliik ve 6zgulltkleri
oldukga yuksektir. Tani igin az miktarda klinik materyal gerektirmeleri ve klinik materyallerde
bulunan inhibitér maddelerden etkilenmemeleri nedeniyle izolasyonlari, Uretilmeleri veya
identifikasyonlari ¢ok zor olan bakteriyel ve viral ajanlarin belirlenmesinde buyik yararlar
saglamaktadirlar. Ayrica bu teknikler genellikle otomotize veya yari otomotize sistemler
halinde olduklari i¢in personel hatalari ve laboratuvar enfeksiyonlarini minimal dizeye
indirgemektedir (Ibrahem vd., 2009). FISH teknidi hiicre ekstraksiyonu ve fiksasyon islemleri
ile gerceklestiriimektedir. Hibridizasyon ve bir sonraki ylkama asamasinda optimizasyonu
saglamak icin sicaklik, NaCl ve formamid konsantrasyonlari belirlenmelidir. Bu kosullar
probtan proba degismekte olup optimal kosullar probun hedef boélgeye baglanmayi ve
spesifik olmayan baglanmalari minimuma indirmeyi saglamaktadir (Amann ve Fuchs, 2008).
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Sekil 2.8. FISH metodu (Amann ve Fuchs, 2008)
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Vankomisin Direncgli Bakterilerin ve Diren¢ Diizeylerinin Belirlenmesi

Daha 6énce TUBITAK tarafindan desteklenen 111T145 nolu proje kapsaminda
Kirikkale-Kizilirmak’tan alinan su érneklerinden vankomisin direngli bakterilerin izolasyonu
icin vankomisin iceren selektif besiyerleri kullaniimistir. 24 saat, 30 ve 37°C’lik etlivde inklbe
edilip Ureyen bakterilerin vankomisin direnclilikleri calisilmak Uzere stok kultarleri kullanilarak
biyokimyasal testleri yapilmistir. Oncelikle tGreyen mikroorganizmalarin makroskobik olarak
koloni morfolojileri, gram boyama 6zellikleri, vankomisin duyarlilik testleri ve Ureyebildikleri
minimum vankomisin konsantrayonlari (MiK) belirlenmistir. izole edilen bakterilerin antibiyotik
duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difizyon yoéntemi ile muller hinton agarda Clinical
Laboratory Standarts Institute (CLSI) kriterlerine goére vyapilacak ve sonuglar CLSI
standartlarina gore degerlendirilmistir (CLSI, 2012). Vankomisin direncli E. faecium E330
pozitif kontrol, vankomisin direncli oimayan Escherichia coli DH5a negatif kontrol susu olarak
kullaniimigtir. Antibiyogram sonucu mikroorganizmalar, standart antibiyotik disk gizelgesinde
verilen inhibisyon zon capina goére antibiyotik direngli (R) veya duyarli (S) olarak
siniflandirmigtir. Daha sonra yine CLSI standartlarina gére ilgili suslarin minimum inhibisyon
konsantrasyon (MiK) testleri sonucunda direng diizeyleri degerlendirilmistir. Suslarin direng

dizeyleri proje kapsaminda kullanilacak olan van genleri agisindan ydnlendirici olmustur.
3.2 Vankomisin Direngli Bakterilerin Genomik DNA izolasyonu

izole edilen vankomisin direngli bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve
Horn (1990) protokoline goére yapilmistir. 15 mL luria bertani sivi besiyerine tek koloniden
ekim yapilip 150 rpm’de 37°C’de 1 gece inkube edilmistir. Bir gecelik bakteri kilturleri 1.5
mL’lik epondorf tiiplere koyularak 10.000 rpm’de santrifiijlenmistir.Ust kisim uzaklastirildiktan
sonra pelletler 567 pL TE tamponu igerisinde mikropipet yardimiyla ¢ozundurilerek
Uzerlerine 30 yL SDS ve 3 uL proteinaz K ¢oézeltileri eklenerek vortekslenmistir. 37 C'de 1
saat bekletilen hucrelere 100 yL NaCl ekleyerek tekrar vortekslenmistir. 80 uyL CTAB/NaCl
¢ozeltisi ekledikten sonra tlpler vortekslenip ve 65 C'de 10 dk tutulmustur. Tlplerin Gzerine
esit hacimde kloroform/izoamil alkol eklenerek tekrar vortekslenmigstir. 10.000 rpm’de 5 dk
santrifUjlenen tuplerin Ust fazlari, temiz satrifij tlplerine alip ve esit hacimde
fenol/kloroform/izoamilalkol karigimindan ekleyerek vortekslenmistir. 10.000 rpm’de 5dk
santrifllj edildikten sonra Ust fazlar dikkatlice temiz tiiplere alinarak ve 0,6 hacim izopropanol
eklenmigtir. Ardindan DNA c¢oklnceye kadar tipler vortekslenip 15.000 rpm’de 10 dk

santrifijlenmigtir. TUplere 50 yL % 70 etanol eklenerek DNA’lar yikanip tipler hemen ters
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cevrilip alkol uzaklastiriimistir. Tlpler agzi a¢ik durumda oda sicakhiginda bir sire (10-15 dk)
veya 60 C'de birkag dk bekletilerek alkoliin tamamen ugurulmasi saglanmistir. Pelletlerin
Uzerine 50-100 pL TE tamponu ekleyip tlplere parmakla yavasga vurularak DNA’lar
¢6zdurulip, DNA safligi Qubit Fluorometre cihazi (Invitrogen) ile Olgulmugstir. Her jelde
molekiler marker olarak Lambda DNA / EcoRI + Hind 1l kullanilip, DNA % 0.7’lik agaroz
jelde (w/v) 80 voltta 3 saat boyunca elektroforezde vydarutilen jel, etidyum bromirle
boyanarak UV altinda goruntilenmigtir. Marker DNA boyutlari ile 6rnekler kiyaslanarak,
molekdler agirliklar hesaplanmistir.

3.3 Vankomisin Direngli Bakterilerin Plazmid DNA izolasyonu

Kullanilan antibiyotiklerin ¢ogunluguna karsi direngten sorumlu genlerin, siklikla
disardan alinan mobil genetik elementlerle iligkili olduklari bilinmektedir. Aktarilabilir ilag
direnci ilk olarak ellili yillarin sonlarinda saptanmistir. O tarihten beri diren¢ genlerini tagiyan
¢ok sayida plazmid ve transpozon tanimlanmistir. Plazmidlerin Gzerinde ¢ogunlukla bir veya
daha fazla antibiyotige diren¢ genleri bulunmaktadir. Plazmidler Uzerinde farkli direng
genlerinin kimelesmis olmasi, bakteriler arasinda ¢ogul direncin yayilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Diren¢ plazmidleri; konjugasyon, transduksiyon veya transformasyonla duyarli
olan alici bakterilere horizontal olarak aktarildiginda, onlarda da bir veya daha fazla
antibiyotige karsi direncin olusumuna yol agmaktadirlar. izole edilen vankomisin direngli
bakterilerde bu direngliligin intrinsik van kaynakli mi yoksa plazmid tarafindan kodlanan bir
direnglilik olup olmadigini belirlemek igin plazmid profilleri c¢ikarilmistir. Saflastiriimis
izolatlardaki plazmidlerin varhgi alkali lizis metodu kullanilarak saptanmigtir (Kumar vd.,
2010). Plazmid izolasyonu yapilacak bakteriler, 5 mL’lik nutrient broth besiyerine ekilerek
30°C’de bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kiltirlerden 1.5 mL alinarak
ependorf tlplere aktarilip 4°C’de 10.000 devir/dakika’da 30 saniye santriflij edilerek hiicreler
cokturtlup ustteki sivi kisim atiimistir. Ependorf tiplerindeki hicrelerin Gzerine 100 L alkali
lizis | solisyonundan eklenerek ve tlplerdeki karigimlar homojen oluncaya kadar vorteks
edilmigtir. Daha sonra tuplerdeki karigimlara 200 pL alkali lizis 1l solisyonu ekleyip tupler
birkag kez alt-Ust edilmistir. Bu islemden sonra tlipler buz i¢inde birka¢ dakika bekletilmistir.
Tapler buz iginden ¢ikarilip Gzerlerine 150 pL alkali lizis Il solisyonu eklenip, birkag kez alt-
ust edilmistir. Bu islemden sonra tlpler buz icinde 5 dakika bekletilip tipler 4°C’de 10.000
devir/dakika’da 5 dakika santrifij edilip, Ustteki sivi kisim toplanarak yeni ependorf tiplere
aktariimistir. Bu islemden sonra ependorf tiplere 2 hacim (1:2) oda sicaklijina sahip etanol
ekleyip, vortekslendikten sonra, iki dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Presipite olan
nikleik asit molekilleri, 4°C’de 10.000 devir/dakika’da 5 dakika santrifilj edilerek ¢oktirdlip,
ust kisim dikkatli bir sekilde atilmigtir. Tilpler oda sicakliginda birakilarak etanol
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ucurulmustur. Taplere 1 mL % 70’lik etanol eklenip, birka¢ kez alt-tst edildikten sonra,
4°C’de 10.000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra Ust kisim dikkatli bir
sekilde atilarak ve tlpler oda sicakliginda bekletilip kalan etanol ugurulmustur. Taplerdeki
nikleik asit molekdllerinin Gzerine 50 yL TE tamponu (Tris-EDTA) eklenmistir. Direncliligin
genetik kdkenini arastirmak amaci ile izole edilen biitiin suslar icerisinde 30 ve 100 pg mL™
akridine orange ve antibiyogram analizinde kullanilan konsantrasyonda antibiyotikler iceren
muller hinton agar besiyerlerine ekilerek 37°C de 24 saat inkube edilmistir. Antibiyogram
testinde direngli olan suslar akridin orange ve antibiyotik iceren besiyerinde Grememisse,
susun tasidigr direnglilik plazmid kokenli, Uremisse kromozomal kdkenli gseklinde

degerlendirilmigtir.
3.4 Vankomisin Direngli Bakterilerin 16S rRNA Sekans Analizi ile identifikasyon

16S rRNA drneklerini amplifiye etmek igin standart 16S rRNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligonukleotid primer cifti, 27 F forward
primer: 5'-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; ve 1492 R reverse
primer: 5'-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3" kullaniimigtir (Lane
vd., 1985). PZR amplifikasyonunda toplam hacmi 100 uyL PZR karigimi igin 10 pL
kromozomal DNA (100 ng), 5 uL 16S forward primer (20 pmol), 5 yL 16S reverse primer (20
pmol), 4 yL 5 mM 4 dNTP karisimi, 4 yL 50 mM MgCl,, 10 uL I0x Taq Buffer (Tag DNA
polymerase igeren), 61.5 pL steril distile su, 0.5 pL (2.5U) Tag DNA polimeraz karistirihp
santrifijlenecektir. TUplerin thermal cycler da 30 déngu igin izlenen prosedir su sekildedir. 5
dk 95°C de 6n isitma, 95°C'de 30 sn 30 déngu denaturasyon, 30 sn 55°C’de primerlerin
baglanmasi, 2 dk 72°C’de uzama ve 10 dk 72°C’de zincir sentezinin gerceklestiriimesi
seklindedir. Suglarin 16S rRNA bdlgeleri PZR’da ¢ogatildiktan sonra %1’lik agaroz jelde
yuratilmastir. 100 bp Plus DNA Ladder marker olarak kullaniimigtir. PZR Urlnleri jelde
goruntilendikten sonra sekans analizi yapilana kadar -20°C’de saklanmistir (Ramaiah ve
Vardanyan, 2008). izole edilen bakterilerin PZR ile 16S rRNA gen sekans analizi hizmet
almi yolu ile yapilmigtir. Elde edilen nlkleotid sekanslari, National Center of Biotechnology
Information’in  internet  sayfasindaki  (http://www.ncbi.nim.nih.gov) Blast programi
dogrultusunda NCBI GenBank, EMBL ve Ribosomal Database Project (RDP)'de yayimlanan
sekanslarla kiyaslanmistir. izole edilen vankomisin direncli bakterilerin filogenetik agaclari,
16S rRNA sekans dizileri kullanilarak Mega 5.2 programinda neighbour-joining metodu ile
gizilmistir. Olusturulan soy agaclari ile izolatlarin birbiriyle yakinlhk dereceleri ortaya

koyulmustur.
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3.5 van Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Tespiti

Suslarin direng dizeyleri proje kapsaminda kullanilacak olan van genleri agisindan
yonlendirici olacaktir. Calisma daha ¢ok yuksek dizeyde vankomisin diren¢ genleri olan
vanA genleri Uzerinde yogunlasmistir. Fenotipik yontemlerle vankomisin direncli oldugu
anlasilan suslarda van genlerinin varhigi PZR yontemi kullanilarak arastinimigtir. vanA
geninin c¢ogaltilabilmesi igin 1F 5-ATGAATAGAATAAAAGTTGCAATAC-3've 1029R 5'-
CCCCTTTAACGCTAATACGAT-3 (Miele vd., 1995) primer cifti kullaniimistir 2.5 yL 10X taq
buffer, 3 pl 25 mM MgCI2, 2.5 yL 2 mM dNTP karisimi, 2 pmol primer stoklarindan, 3 uL
vanA-1 ve vanA-2 primer, 0.2 pL (5U/pL) Tag DNA polimeraz, 2.05 pL saf su ve 5 mL (50
ng) kalip DNA (genomik ve plazmid DNA) eklenerek toplam 25 uL reaksiyon karisimi
hazirlanip PZR tlpleri thermal cycler cihazina yerlestiriimistir. Reaksiyon karisimina,
baslangicta 94°C’de 3 dakika ve her bir dongu icin 94°C’de 30 saniye denatlirasyon, 56°C’de
1 dakika primer baglanmasi, 72°C’de 2 dakika primer uzamasi basamaklarini iceren 35
dongu, 72°C’'de 6 dakika son uzama basamaklari uygulanmistir (Jayaratne ve Rutherford,
1999; Biavasco vd., 2007). Vankomisin-direngli E. faecium E330 pozitif kontrol, vankomisin
direngli olmayan E. coli DH5a negatif kontrol suslari olarak kullanilmigtir. Ayrica
enterokoklari belirlemede kullanilan evrimsel agidan son derecede iyi korunmus EF-Tu
elongasyon faktérinl kodlayan tuf gen bolgesi, 618F 5°-TACTGACAAACCATTCATGATG-3’
ve 729R 5-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3’ primer cifti ile amplifiye edilmistir (Ke vd.,
1999). PZR kosullari baglangigta 94°C’de 5 dakika ve her bir dongu igin 94°C’de 1 dakika
denatlirasyon, 56°C’'de 1 dakika primer baglanmasi, 72°C’de 2 dakika primer uzamasi
basamaklarini iceren 35 dongl, 72°C’de 6 dakika son uzama basamaklari uygulanmigtir.
Tdm PZR Urunleri, % 1 agaroz jele her drnekten 10 pL yuklenerek elektroforezde yurutllup
jel goéruntileme sisteminde bant goérintileri elde edilmistir. PZR sonucunda elde edilen
DNA’larin boyutlari Quick-Load 100 bp DNA ladder (New England Biolabs) marker ile
karsilastirilarak degerlendirilmigtir.

3.6 vanA gen Sekans Analizi

Elde edilen vanA amplikonlar QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Toronto,
Canada) ile saflastinimis ve sekans analizi hizmet alimi yolu ile yapiimigtir. vanA sekanslari,
Blast programi dogrultusunda NCBI GenBank’ta yayimlanan sekanslarla kiyaslanmistir.
Filogenetik agacin olusturulmasinda Oncelikle vanA sekanslari, Mega 5.2 (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis) istatistik analiz programinda Clustal W sec¢enegi kullanilarak

turlere ait baz dizileri hizalanmistir (Tamura vd., 2013). Komsu-baglanti (neighbour-joining)
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metodu ile filogenetik adag ¢izilmistir ve olusturulan soy agaci ile izolatlarin vanA sekanslari

acisindan birbirleriyle yakinlik/benzerlik dereceleri ortaya koyulmustur.

3.7 D-alanin-D-laktat Ligaz Proteininin SDS-PAGE ve Western Blot Analizleri

izole edilen vankomisin direngli bakterilerin D-alanin-D-laktat ligaz proteininin
izolasyonu Achtman ve arkadaslarinin tanimladiklari metoda goére yapiimistir (Achtman vd.,
1983). 100 mL’lik nutrient broth besiyerlerine ekim yapilmistir. inkiibasyondan sonra
besiyerini uzaklastirmak igin santriftj yapip Ust sivi kisim atilmigtir. 10 mL, 10 mM Tris-HCI
pelletler Uzerine eklenerek sonikasyon (80 sn, % 50 devir) islemi ile hicreler pargalanmigtir.
Pargalanan hiicreler 4°C’de 3000 rpm, 20 dakika santrif(ij yapilarak uzaklastirilmistir. Ust
kisim yeni tuplere alinarak 4°C’de, 20.000 rpm, 60 dakika santrifij yapimistir. Pelletler
Uzerine 150 uL steril su eklenerek 20°C’de 1 gece bekletilmigtir. 20°C’den alinan &rneklere
200 pL Triton-X iceren sollisyon eklenecek ve 20 dakika bekletilmistir. Ornekler 20°C’de
2000 rpm, 90 dakika santriflj yapilarak sivi kisim atilmistir. Pelletler Gzerine 50 pyL 6érnek
tamponu eklenerek elektroforezden 6nce 100°C’de 5 dakika bekletilmistir.

3.7.1 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

izole edilen total hiicre proteinlerinin konsantrasyonlari Quick Start BSA Standart Kit
(Bio-Rad, USA) ile belirlendikten sonra, analiz i¢in % 4’lik dengeleyici ve % 12’lik ayirici jel
kullanilarak sodyum dodesil sllfat poliakrilamid jel elektroforezi (Bio-rad, Mini Protean Tetra

System) yapilmistir (Achtman vd., 1983).

3.7.2 Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

16.7 mL % 30’luk akrilamid/bis akrilamid, 19.8 mL distile su, 12.5 mL 1.5 M Tris-HCI
(pH 8.6), 500 pL % 10’luk APS (amonyum persiilfat), 500 pL % 10’luk SDS birbirine iyice
karistirildiktan sonra 30 uL TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil etilen diamin) ilave edilerek, 1 mm
araligina sahip iki jel cami arasina hizl bir sekilde dokulmustar. Jelin st kismi batanol ile

kaplanarak polimerize olmasi igin bekletilmistir.

3.7.3 Dengeleyici Jelin Hazirlanmasi

3.4 mL % 30’luk akrilamid/bis akrilamid, 13.6 mL distile su, 2.5 mL 1 M Tris-HCI (pH
6.8), 200 yL % 10’luk APS ve 200 mL % 10’luk SDS birbiri ile iyici karigtirildiktan sonra 20 yL
TEMED ilave edilmigtir. Bu karisim polimerize olan ayirma jelinin Gzerindeki butanol distile su

uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli GUzerine dokulmustir. Tarak yerlestiriimis ve polimerize
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olmasi igin bekletilmistir. Polimerizasyonu takiben tarak cikariimig, kuyucuklar elektroforez
yuritme tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenmis ve elektroforez diizenegi yuritme
tamponu ile doldurulmustur. Orneklerden 20 pL kuyucuklara yiiklenmis ve 80 mA’de yaklagik
150 V’ta ortalama 30 dakika yuarutlilmastir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller
tespitleme c¢ozeltisi icerisinde 1 gece bekletilmistir. Tespitleme isleminden sonra jeller
boyama ¢o6zeltisinde ortalama 1 guin bekletilerek boyanmistir. Daha sonra jeller distile su ile
20 dk araliklarla yikanarak, fotograflari karanlik odada isikli beyaz tabla Uzerinde gekilmigtir.
Marker olarak Color Plus Prestained Protein Marker (New England BioLabs, UK), D-alanin-
D-laktat ligaz proteininin belirlenmesinde vankomisin-direngli E. faecium E330 pozitif kontrol,

vankomisin direngli olmayan Escherichia coli DH5a negatif kontrol olarak kullaniimistir.

3.8 Western Blot Analizi ile D-alanin-D-laktat Ligaz Proteininin Belirlenmesi

D-alanin-D-laktat Ligaz proteininin Western Blot analizi igin érnekler (30 ug) SDS-
poliakrilamid jellere yuklenerek elektroforeze tabi tutulmustur. Proteinler polivinilidin diflorar
(PVDF) membrana Trans Blot PVDF/Nitrocellulose Starter Kit (Bio-Rad, USA) kullanilarak
Trans-Blot Turbo System (Bio-Rad, USA) blotting cihazinda uretici firmanin talimatlarina
gbre transfer edilmigtir. Transfer tamamlandiktan sonra membranla antikorlar arasindaki
spesifik olmayan baglanmalari en aza indirmek icin membran, % 5 bovin serum albumin
iceren tris- buffer salin ¢Ozeltisinde (TBS) 4°C’de 1 gece birakilarak blokaj uygulanmig ve
membran % 0.05 tween 20 (TBS-T) igceren TBS c¢ozeltisi ile 3 kez yikanmigtir. Ardindan
PVDF membran 2 saat oda sicakliginda 1:1000 oraninda TBS-T g¢o6zeltisyle seyreltiimis
mouse anti-human vanA primer antibodi (USBiological Life Sciences, USA) ile inkibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasi membran TBS-T cozeltisi ile yikanarak 1:10000 oraninda
TBS-T c¢ozeltisinde seyreltimis goat anti-mouse immunoglobulin (G/M) horseradish
peroksidaz (HRP)-konjuge sekonder antibodi (Milipore, USA) ile 2 saat oda sicakliginda
inklibe edilmigtir. 3 kez yikanan membran, HRP Conjugate Substrate Kit solusyonu (Bio-
Rad, USA) ile uretici firmanin talimatlarina gére protein bantlari gértilene kadar bekletilmistir.
Western blot analizinde Marker olarak Precision Plus Protein WesternC Standards (Bio-Rad,
USA) olarak kullaniimistir. Sonuglar vankomisin direngli E. faecium E330 pozitif kontrol,

vankomisin direngli olmayan E. coli DH5a negatif kontrol suslari olarak kullaniimistir.

3.9 Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

FISH, hiicre ekstraksiyonu ve fiksasyon islemleri ile gerceklestiriimektedir.
Hibridizasyon ve bir sonraki yikama asamasinda optimizasyonu saglamak igin sicaklik, NaCl

ve formamid konsantrasyonlari belirlenmelidir. Bu kosullar probtan proba degismekte olup
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optimum kosullar probun hedef bdlgeye baglanmayi ve spesifik olmayan baglanmalari
minimuma indirmeyi saglayan bir tekniktir. Bu projede vanA geni tasiyan suslarin
populasyonlarindaki mevsimsel degisiklikler ise vanA hedefli floresan isaretli oligonikleotid
prob kullanilarak FISH ydntemi ve gorunti analizi mikroskopu ile takip edilmistir. Boylece
ylzey sularinda vankomisin direngli bakteriler tespit edilmistir. vanA geninin enterokoklar
disinda baska bakterilerde de bulunup bulunmadigi ve vanA spesifik prob ile vankomisin

direngli bakterilerin yuzey sularinda takibinin yapilmasinin uygunlugu belirlenmis olacaktir.

3.9.1 vanA Prob Tasarimi

vanA geni tasiyan suslarin ylzey sularinda tespitine yonelik ¢alismalar icin kullanilan
prob Vector NTI® Express 1.2 programi (IBl, USA) programinda tasarlanmigtir. National
Center of Biotechnology Information (NCBIlyda yer alan E. faecium pVEF1l ve pVEF2
plazmidlerinde vanA operonu tarafindan kodlanan vanA geninin BamHI ve Clal restriksiyon
enzim kesim noktalari kullnilmistir. Elde edilen prob dizilerine ait annealing sicaklik arahg,
sekans uzunlugu ve GC oranlari parametreleri belirlenmigtir. Tasarlanan prob dizilerinin
vanA gen acisindan spesifiteleri BLAST kullanilarak kontrol edilmistir (Benson ve Karsch-
Mizrachi, 2000). Secilen 25 bp DNA fragmenti 5’ ucu fluoresein izothiyosiyanat (FITC) ile
isaretlenmistir (Alpha DNA, Montreal, Canada). Secilen FITC isaretli vanA probu,
paraformaldehit ile fikse edilmis vanA geni tasiyan E. faecalis EQ7 saf kultart ve 2011-2012

yillarinda toplanan su 6rnekleri ile FISH ¢alismalarinda kullaniimistir.

3.9.2 Fikse Edilmis Ornekler ile Hibridizasyon

Daha once TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda
Kirikkale il sinirlari igerisinden gegen Kizilirmak’in 12 farkli bélgesinden 2011-2012 vyillari
arasinda ucer aylik periyotlar ile alinan su ornekleri toplanmis ve % 4 paraformaldehid ile
0.13 M NacCl, 7 mM Na,HPO, ve 3 mM NaH,PO,iceren PBS tamponunda (pH 7.2) + 4°C’de
24 saat sureyle fikse edilip, 1:1: oraninda etanol (% 100) - PBS ile suspanse edilmigtir.
Ornekler etiketlenerek FISH igin -20°C’de saklanmistir (Hoshino vd., 2008). Fiksasyon
hucrelerin morfolojisini korumak, nikleik asit kaybini énlemek ve probun hicre igine girigini
kolaylastirmak icin yapimakta ve fikse edilen hucreler uzun sure bozulmadan
saklanabilmektedir. Fikse edilen su ornekleri kullanilarak vanA gen bolgesi tagiyan metisilin
direngli bakteriler tespit edilmistir. In situ uygulamada hedef olan hiicreler ile hibridizasyonu
gerceklestirmek igin, pozitif kontrol EUB338, EUB338 II, EUB338 Il problari, negatif kontrol
olarak NONEUB (NON338) problar ve vankomisin direncini kodlayan vanA gen boélgesine
yonelik olarak tasarlanan 5-CTGTTTGGGGGTTGCTCAGAGGAGC-3’ prob kullaniimistir
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(Tablo 3.1). BazI mikroorganizmalar kendiliginden otofloresans vermektedir. Ayrica ortamda
bulunan boya kalintilari da gergek pozitifligin ayriminda sorun yaratabilir. FISH
¢alismalarinda hedef bodlgeye yoénelik probu kullanmadan dnce pozitif ve negatif kontrol
problari ile hibridizasyon calismalarinin yapilmasi da otofloresans sorununu ¢ozebilmektedir.
Tdm problar 5’ucundan fluoresein izothiosiyanat (FITC) ile isaretlenmistir (Alpha DNA,
Montreal, Canada) ve Tris-Edta c¢ozeltisi ile konsantrasyonlari 50 ng pL™ olacak sekilde
sulandirihp —20°C’de saklanmustir.

Tablo 3.1. FISH icin kullanilan oligonikleotid problar

Prob Hedef gen/ Sekans (5'—3') Baz GC Tm Referans
organizma uzunlugu (%) (C°)
(bp)

vanA vanA geni CTGTTTGGGGGTTGCTCAGAGGAGC 25 60.0 324  This study
EUB338 Most Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 18 66.7 55.0 Amann Vd., 1990
EUB3381l  Planctomycetales GCAGCCACCCGTAGGTGT 18 66.7 550  Daimsvd.,1999
EUB338 1l Verrucomicrobials GTCGCCACCCGTAGGTGT 18 66.7 550  Daimsvd.,1999
NONEUB Negatif kontrol ACTCCTACGGGAGGCAGC 18 66.7 550  Wallner vd.1993

Tm, erime sicaklig

25 bp uzunlugunda olan vanA probu ile vanA geni tasiyan paraformaldehid ile fikse
edilmis kultarler ile hibridize edilerek vanA gen spesifitesi ve optimum hibridizayon kosulari
bakimindan degerlendirilmigtir. Vankomisin direngli E. faecalis EO7 ve vankomisin direnci
gbstermeyen E. coli DH5a susu negatif kontrol olarak kullaniimistir. Batin hibridizasyonlar
Amann protokolli esas alinarak yapilmistir (Amann, 1995). Fiske edilmis bakteri
suspansiyonlarindan 1-3 pL lamlarin Uzerine yayilarak 45°C’de 30 dk kurutulmustur.
Ardindan lamlar sirayla % 50, 80 ve 96’lik etanol serisinden sirayla gegirilip (3’er dk slreyle)
lamlar tekrar oda sicakliginda kurutulmustur. 0,9 M NaCl, 20 mM, Tris-HCI (pH 7.2), 10 mM
EDTA, % 0,001 SDS ve farkli konsantrasyonlarda formamid igeren 9 pL hibrizasyon
tamponu ile 1 pL prob soliisyonu (50 ng pL™) ve 1 uL DAPI (200 ng pL™) lamlarin {izerine
yayllmistir. DAPI, DNA’ya baglanan floresan bir boyadir ve hem canli hem de fikse érnekleri
boyamada kullanilir. DAPI ile boyama sonucu o6rnekte bulunan toplam hicre sayisi
belirlenebilmektedir (Amann vd., 1997). Lamlar 48°C’de 15 dk sureyle isitiimig 50 mL yikama
tamponuyla (0,9 M NaCl, 20 mM, Tris-HCI (pH 7.2), % 0,001 SDS igeren) yikanip bidistile su
ile yilkama tamponu uzaklastirlmistir. Manz ve arkadaglarina gore hibridizasyon sikhgi
kademeli olarak hibridizasyon tamponuna % 5 (v/v) konsantrasyonda formamid eklenmesiyle
arttirlmistir.  NaCl konsantrasyonu hibridizasyon tamponunda kullanilan formamid
konsantrasyona gore ayarlanmistir (Manz vd., 1992).
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3.10 Floresan Goriintiileme

vanA geni tasiyan bakterileri goruntilemek icin Leica DM 5000B model (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) dijital kamerali (DFC300FX, Leica Microsystems)
floresan mikroskopu ile Leica QWin Plus bilgisayar programi kullaniimigtir. Goéruntuler CCD
dijital kamera ile 100x buyutme kullanilarak elde edilmistir. FITC ve DAPI boya sinyallerini
analiz etmek icin sirasiyla uygun optik filtre setleri 13 ve A (Leica) kullaniimistir. Yikama
isleminden sonra havada kurutulan preparatlarin zerine 6zel bir sollisyon (citifluor veya
antifade sollsyon) damlatilarak (genellikle 1-5 uL) lamel kapatiimistir ve ardindan floresan
mikroskobunda incelenmistir. Citifluor veya antifade sollisyon kullanilan floresan boyalarin
solmasini énlemek igin kullanilmaktadir (Amann, 1995). Ug replika gercgeklestirilen FISH
uygulamalarinda her preparattan cekilen 10 gorintinin DAPI ve FITC piksel alanlar ve

ortalamalari belirlenerek vanA geni tasiyan bakterilerin bakteri populasyon yogunluklari,

Pixel area of FITC image
vanA harboring bacteria (%) =

Pixel area of DAPI image

esitliginden % biyokutle olarak hesaplanmistir (Li vd., 2007). Bu hesaplamalardan énce FISH
goruntilerinden, otofloresans ve artefaktlar ve boya kalintilarini uzaklastirmak igin negatif
kontrol probunun (NON338) piksel alanlari gikarilmistir. vanA geni tasiyan bakterilerin
biyokutle ylzdeleri (%) vanA probu ile alinan sinyal goruntulerine gore belirlenirken, DAPI ile
boyama sonucu elde edilen gorintilerden de alanda bulunan toplam hiicre sayisi
belirlenmigtir. vanA probu igin optimum kosullar belirlendikten sonra UGger aylik periyotlarla
toplanmig ve fikse edilmis olan su &rnekleri kullanilarak vanA geni tasiyan bakterilerin

mevsimsel populasyon yayihm profili gikarilmigtir.

3.11 istatistiksel Analizler

vanA geni tasiyan bakterilerin vanA probu ile optimum hibridizasyon kosullarini
belirlemek igin yapilan FISH uygulamalari sonucu elde edilen biyokutle yizde oranlarinin
ortalama ve standart sapma degerleri Origin Pro 8.5 programi (OriginLab
Corporation,Northampton, Massachusetts, USA) kullanilarak hesaplanmistir. Bulgular, % 95
guvenlik araligi ve (p<0.05 significance level) anlamhlik dizeyinde degerlendiriimis ve

p<0.05 icin sonugclar istatistiksel olarak anlamh kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Vankomisin Metisilin Direngli Bakterilerin Biyokimyasal Testleri

Daha 6nce TUBITAK tarafindan desteklenen 111T045 nolu proje kapsaminda
Kirikkale il sinirlari icerisinden gegen Kizilirmak’in 12 farkh bdlgesinden 2011-2012 vyillari
arasinda Uger aylik periyotlar ile alinan su érneklerinden izole edilmis bakterilerin vankomisin
direncinin belirlenmesinde antibiyogram duyarlilik testi yapiimis ve sonuglar degerlendirilip
vankomisin direnci olan bakterilerin stok kultlrleri hazirlanmistir. Proje kapsaminda metisilin
direngli olarak belirlenen 18 sus sirasiyla Ag10, Agl1l, Al11, BaO1, Cr07, Col1l, Cul2, EO7,
E330, Hgl10, Hgll, Nill, Pb06, SDS3, SDS7, SDS8, SDS10-2 ve SDS11 olarak
kodlandiktan mikrobiyolojik ve biyokimyasal testleri yapilmistir. Vankomisin igeren selektif
besiyerinde Ureyen mikroorganizmalarin makroskobik olarak koloni morfolojileri, pigment ve
hemoliz 6zellikleri, gram boyama ve biyokimyasal 6zellikleri APl 20NE (Biomerieux) Kiti

kullanilarak yapilmis ve sonuglari Tablo 4.1’de verilmigtir.

4.2 Antibiyotik Duyarlik Testleri

izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlilik testi olarak Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda disk difizyon (DD) testi kullaniimistir.
Suslarin vankomisin direncliliklerinin aranmasinda her bir susun taze kultirlerinden 0.5
McFarland standardina gore sispansiyon hazirlanarak steril eklivyon ile Mueller-Hinton agar
besiyerine ekim yapilmigtir. Petriler oda isisinda 5-10 dakika bekletildikten sonra, besiyerinin
yuzeyine 30 pg’llk vankomisin diskleri yerlestirilip 30 ile 37°C’delerde 24 saat inklbe
edilmigtir. inkiibasyon sonrasi sonuglar, CLSI (2012) standartlarina gére degerlendirilmistir
(Tablo 4.2). Antibiyogram sonucu mikroorganizmalar, standart antibiyotik disk tablosunda
verilen inhibisyon zon c¢apina goére antibiyotik direncli (R) veya duyarli (S) olarak
siniflandiriimigtir. Vankomisin inhibisyon zon ¢api 217 mm olan suslar duyarli, < 14 mm olan
suslar direncli olarak dedgerlendirilimistir. Vankomisin direnci tasiyan suslarin vankomisin
antibiyotigine kargi minimum inhibisyon konsantrasyonlari (MiK) agar dilisyon metoduyla
belirlenmistir. Vankomisin icin MiK degeri <4 ug mL™" ise suslar duyarl, 232 pg mL™ ise
suslar direncli kabul edilmigtir (CLSI, 2012). Bitun sonuglar, vankomisin direngli E. faecium
E330 ve vankomisin duyarh E. coli DH5a. kontrol suslar kullanilarak degerlendirilmistir
(Tablo 4.2). izolatlarin vankomisin DD testine gdére zon gaplari 6-9 mm araliginda, MiK
degerleri ise 30 ve 2512 pg mL" arasinda belirlenmistir (Tablo 4.2). Yiizey sularinda
antibiyotik direncgli bakterilerin tanimlanmasi ile ilgili birgok ¢alisma belirtilmistir (Pruden vd.,
2006).
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Tablo 4.1. Vankomisin direngli suslarin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri

Biyokimyasal

Ozellikler Ag 10 Agll A1l Ba01 Coll  Cr07 Cul2 EO7 E330 Hgl0  Hglil Nil1l Pb06 SDS3 SDS7 SDS8 SDS10-2 SDS11
Koloni rengi Seffaf  Beyaz  Sari Sari Sari Beyaz Beyaz Beyaz Beyaz Sari Sari Beyaz Beyaz Beyaz San Beyaz Beyaz Beyaz
Gram boyama - - + + + + - + + - - - + - - - - -
Hucre morfolojisi Basil Basil Kok Kok Kok Kok Basil Kok Kok Basil Basil Basil Kok Basil Basil Basil Basil Basil
Katalaz + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Oksidaz + - - - - - + + - + + + - + + + + +
Kazein + + - - - + + + + - - - + + + + + +
Jelatin + - - - - + + - + + - - + + +
indol - + - - - - - - - - - - - - B, B, _ _
Nisasta - + - - - - - - - - - + _ R + _ _ _
Sitrat + + - - - - + + - + + - - + - + + +
Ureaz - + - - + - - - - - - - - . _ _ _ _
Hemoliz + + + + + + + + + + + - + + + + + +
Laktoz - + + + + + - - + - - - + - + - - -
D-Glukoz + + + + + + + + + + + - + + + + + +
inositol - + - - - - - - - - - - - - - i, _ _
L-Arabinoz - + - - - - - - - + + - - - - - - -
D-Mannitol - + + + + + - - + - - - + - - - - -
Maltoz - + + + + + - - + - - N + - + _ _ _
D-Mannoz - + + + - + - - + - - - + - + - - -
Sukroz - + + + + - - + - - - + - + - - -
L-ramnoz - + + + + - + + - - - + - + - + + +
Lizin dekarboksilaz - + - - - - - - - - - - - - - - - R
Arjinin dihidrolaz + - - - - - + + - + + - - + + + + +
Beta-galaktosidaz - + + + + + - - + - - + + - + _ - -
Ornithin dekarboksilaz - - - - - - - - - - - - - B, + R R R
N-asetilglukozamin - + + + + + - - + - - + + - R R R
H,S - - - - - + - + + - - - + - - - - -

(+); pozitif, (-); negatif
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4.3 Bakteriyel Kiiltiirden Genomik DNA ve Plazmid izolasyonu

Vankomisin direncli suslarin genomik DNA ve plazmid analizi yapilarak, bantlar kontrol
edilmis (Sekil 4.1 ve 4.2) ve PZR amplifikasyonu ¢alismalarinda bu suslara ait DNA'lar kalip
olarak kullaniimistir.

60 —

SE__

chr DNA

Sekil 4.1. izolatlara ait DNA ve Plazmid (total DNA ekstraksiyonu) agaroz jel elektroforezi;
Agrobacterium tumefaciens (215, 140, 60 kb) (1), E. faecium E330 (pozitif
kontrol) (2), E. faecalis EO7 (3), P. plecoglossicida Ag10 (4), R. planticola Agl11
(5), E. faecalis Cr07 (6), P. korensis Cul2 (7), P. korensis Hg10 (8), P. korensis
Hgl11l (9), C. testosteroni Nill (10), E. faecalis Pb06 (11), P. fluorescens SDS 3
(12). M, Marker Lambda DNA/EcoRI+Hindlll (125-21226 bp)

kb A § 1 = 3 R s 6 7 8

215 —

140 —

60 —

chr DNA —

Sekil 4.2. izolatlara ait DNA ve Plazmid (total DNA ekstraksiyonu) agaroz jel elektroforezi;
Agrobacterium tumefaciens (215, 140, 60 kb), (1), E. faecalis EO7 (2), P.
plecoglossicida Ag10 (3), R. planticola Agll (4), P. veronii SDS7 (5), P. baetica
SDS8 (6), P. resinovorans SDS10-2 (7), P. kilonensis SDS11 (8). M, Marker
Lambda DNA/EcoRI+HindlIIl (125-21226 bp)

23



v

TUBITAK
Vankomisin direngliligin genetik kokenini arastirmak amaci ile vankomisin direci
belirlenmis suslar icerisinde 30 ve 100 pg mL™ akridine orange ve antibiyogram analizinde
kullanilan konsantrasyonda antibiyotikler iceren muller hinton agar besiyerlerine ekilerek
37°C de 24 saat inklibe edilmistir. Bunun sonucunda vankomisin direnci belirlenmis suslarin
akridin orange ve antibiyotik iceren besiyerinde Uremedikleri ve tasidiklari direngliligin

plazmid kokenli oldugu disundlmustr.

4.4 16S rRNA Sekans Analizi ile identifikasyon

Vankomisin direncli suslarin 16S rRNA PZR urunleri elde edilip jelde gorintilendikten
sonra suglarin tanimlamasi igin 16S rRNA sekans analizi yapilmistir. Elde edilen nikleotid
sekanslari, National Center of Biotechnology Information’in internet sayfasindaki
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov) Blast programi dogrultusunda NCBI GenBank’da yayimlanan
sekanslarla kiyaslanmistir. Sekans analizi sonucu, vankomisin direngli 18 susun, 4
enterokok (3 E. faecalis, 1 E. faecium), 14 enterokok olmayan (8 Pseudomonas, 3
Staphylococcus, 1 Comomonas, 1 Raoultella ve 1 Aeromonas) tirler oldugu belirlenmistir.

Bu suslarin % benzerlik oranlari ve gen bankasi kayit numaralari Tablo 4.2’de verilmistir.

Vankomisin direngli suslarin filogenetik agaclari, 16S rRNA sekans dizileri kullanilarak
komsu- baglanti agaci (neighbour-joining) metodu ile gizilmistir (Sekil 4.3-4.20). Vankomisin
direngli suslarin 16S rRNA bdlgelerine gére siralanan dizilerin Mega 5.2 programinda uzaklik
matriksine dayal olarak “neighbour-joining tree” olusturulmustur. Olusturulan soy agacinin
dogrulugunu (agacin guvenilirligi) istatistiksel olarak belirlemek amaciyla 1000 tekrarh
“bootstrap” (seg-bagla) analizi yapilmistir. Soyadacin da birbirlerinden en fazla uzakta yer

alan izolatlar soy agacin da evrimsel olarak birbirlerine en uzak tirler olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.2. Ylzey sularindan izole edilen vankomisin direncli vanA geni tasiyan enterokok ve enterokok olmayan suslar

D-alanin-D- D-alanin-D-
izolatlar Koordinatlar Vankomisin Vankomisin vanA PCR laktat ligaz laktat ligaz 16S rRNA sekans EMBL
a b . analizi access
DD test MIK test analizi SDS-PAGE Western blot
0,
(Mg mL™) analizi analizi (Homology %) No

Ag10 39°48’38.97”N,33°29'14.57”E, 684m R 64 + + + Pseudomonas plecoglossicida KJ395363
(99%)

Agll 39°50'28.41”N, 33°28'02.13"E, 686m R 512 + + + Raoultella planticola KJ395359
(99%)

Alll 39°50'28.41”N,33°28°02.13"E,686m R 128 + + + Staphylococcus aureus KJ395360
(99%)

Ba0O1 39°22'16.39”N,33° 26'49.26”E, 890m R 128 + + + Staphylococcus aureus KJ395371
(99%)

Cr07 39°37°02.34”N, 33°26’38.26"E, 773m R 64 + + + Enterococcus faecalis KJ395365
(96%)

Cul2 39°57'22.98”N, 33°25'04,35”E, 679m R 512 + + + Pseudomonas koreensis KJ395364
(98%)

Coll 39°50'28.41”N,33°28'02.13"E, 686 m R 128 + + + Staphylococcus warneri KJ395373
(99%)

EO7 39°37°02.34”N, 33°26'38.26"E, 773m R 512 + + + Enterococcus faecalis KU195302
(99%)

E330 39°37°02.34”N, 33°26'38.26"E, 773m R 2512 + + + Enterococcus faecium KU296972
(99%)

Hg10 39°48'38.97”N, 33°29'14.57"E, 684m R 512 + + + Pseudomonas koreensis KJ395377
(96%)

Hgll 39°50°28.41”N, 33°28'02.13"E, 686m R 512 + + + Pseudomonas koreensis KJ395378
(98%)

a

inhibisyon zon ¢api =2 17 mm olan suslar duyarl (S),

b <4 ugmL? ise suslar duyarl ve = 32 ug mL™ ise suslar direngli (CLSI 2012);

DD, disk diflizyon;

MIC, minimal inhibitor konsantrasyon;

+, pozitf; -, negatif;

PCR, Polimeraz Zincir Reaksiyonu;

SDS-PAGE, Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

16S rRNA, 16S ribozomal RNA;
EMBL, European Molecular Biology Laboratory.

inhibisyon zon ¢api < 14 mm olan suslar duyarh (R) (CLSI 2012);
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Tablo 4.2. Ylzey sularindan izole edilen vankomisin direngli vanA geni tasiyan enterokok ve enterokok olmayan suslar (devam ediyor)

D-alanin-D- D-alanin-D-
izolatlar Koordinatlar Vankomisin Vankomisin vanA PCR laktat ligaz laktat ligaz 16S rRNA sekans EMBL
DD test® MIK test” analizi SDS-PAGE Western blot analizi access
(Mg mL™) analizi analizi (Homology %) No
Nill 39°50°28.41”N, 33°28'02.13”E, 686m R 64 + + + Comamonas testosteroni KJ395372
(99%)
Pb06 39°34°34.39”N, 33°26'11.61”E, 763m R 64 + + + Enterococcus faecalis KJ395380
(98%)
SDS3 39°26'03.30”N, 33°24'08.43”E, 781m R 32 + + + Pseudomonas fluorescens KJ937668
(99%)
SDS7 39°37°02.34”N, 33°26’38.26"E 773m R 2512 + + + Aeromonas veronii KJ937671
(96%)
SDS8 39°39°53.04”N, 33°28'55.46”E, 852m R 2512 + + + Pseudomonas baetica KJ937672
(99%)
SDS10-2 39°48°38.97”N, 33°29'14.57”E, 684m R 512 + + + Pseudomonas resinovorans KJ937675
(93%)
SDS11 39°50°28.41”N, 33°28'02.13"E, 686m R 128 + + + Pseudomonas kilonensis KJ937677
(99%)

a

inhibisyon zon g¢api = 17 mm olan suslar duyarl (S),

b <4 pgmL? ise suslar duyarl ve = 32 ug mL™ ise suslar direncli (CLSI 2012);

DD, disk diflizyon;

MIC, minimal inhibitor konsantrasyon;

+, pozitf; -, negatif;

PCR, Polimeraz Zincir Reaksiyonu;

SDS-PAGE, Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
16S rRNA, 16S ribozomal RNA;

EMBL, European Molecular Biology Laboratory.
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?{Pseudomonas plecogiossicide FPC951 (NR024662)

77| L AglD (KJ395363)
0 FPreudomonas mosselii CIP 105259 (NR024924)
45 Frendomonas stutzari ATTC 17588 (ME041715)
5 24 Freudomonas flavescens B62 (NRO25347)
Freudomonas japarica LAM 15071 (NR040092%
Fraudomonas asplenii ATCC 23835 (NRO40802)
Freudomonas moorei W10 (MR042542)
Freudomonas fluorescens LAM 12022 (NR043420)
100 Frandomonas azataformans K5 0034 (NRDETDQE).
—_—
0.005

Sekil 4.3. Agl0 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0. 005;

nukleotiler arasindaki farki gostermektedir.)

70 [ Raoultella planticale ATCC 33531 (NR024996)

2l P Agll (KJ395350)
&l|_— Ehoyvera cryarescens 12993 (NR023303)
= Elebriella preumoniae subsp, czaenge ATCC 11296 (NEO41750)
39 Enternbacter kabai CIP 105566 (NRO28997)

Cranobacter dublinensis subsp. lausanensis E515 NRE044058)

77 Serrafia adorifera PADG 1073 (NRO371LO)
=0 Serratic rematodiphily DZNS03SBS1 (NR044385)

Fetwardriella ictaluri JCMW 1650 (NE024769)

Pectobacterium cacticida 1-12 (WRO37102)

0.005

Sekil 4.4. Ag11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0..005;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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43 Staphylococcus caprae (NR024665)
—: Staphylococcus capitis (NR036775)

kol Staphylococcus capitis(NR027519)
» Staphylococcus saccharolyticus (NR025158)
& Staphylococcus epidermidis (NR036504)
Staphylococcus stmiae (NR043146)
Staphylococcus aureus (NR036828)

© _: Staphylococcus aureus (KJ048627)
8 Staphylococcus aureus (KF011976)
53 —— Staphylococcus pasteurt (NR024669)

88— Sraphylococcus warnert (NR025922)
Staphylococcus cohnit (NR037046)

79 Staphylococcus succinus (NR037033)

{ Staphylococcus saprophyticus (NR041324)
Staphylococcus lugdunensis (NR024668)
Alll (KJ395360)

47

o1

Sekil 4.5. Al11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)

_ss: Staphylococcus aureus (NR036828)
Staphylococcus aureus (KC212022)

67 " Staphylococcus simiae (NR043146)
- { Staphylococcus epidermidis (NR036904)
3 Staphylococcus saccharobyticus (NR029158)
— Staphylococcus pasteurt (NR024669)
8l—— Staphylococcus warneri (NR025922)
Staphylococcus nepalensis (NR028996)
Staphylococcus xylosus (NR026907)
Staphylococcus succinus (NR037053)
2 _|: Staphylococcus equorum(NR041926)
s Staphylococcus equorum (NR027520)
Staphylococcus schieiferi (NR037009)
Staphylococcus vitulinus (NR024670)

Staphylococcus sciuri (NR041328)
Ba0l (KJ395371)

43

01

Sekil 4.6. Ba01 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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_39(: Enterococcus mundtii (AF061013)
Enterococcus villorum (AJ271329)

61

94

Enterococcus hirae (Y17302)

Enterococcus durans (A1276334)

95

Enterococcus thailandicus (EF197994)

Enterococcus phoeniculicula (AY028437)

Enterococcus saccharolyticus (AF061004)

55 _: Enterococcus casseliflavus (AF039903)
99

Enterococcus gallinarium (AF039900)

0.005

20

Vagococcus lutrae (Y17152)

—: Cr07 (KJ395365)
100

Enterococcus faecalis (AB012212)

Enterococcus moraviensis (AF286831)

100 __:Emerococcus haemoperoxidus (AF286832)
Enterococcus caccae (AY943820)

Sekil 4.7. Cr07 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.005;

nukleotiler arasindaki farki gostermektedir.)

50

15

85

—

34

] —
L

16

| I

41

=

01

i‘: Staphylocaceus caprae ATCC 35538 (AB009935)

Staplylocaccus capitis LE 499 (L37599)

Staphylococeus capitis subsp. MAW 8436 (ABO09337)
Staplylocaceus saccharalyticus 5 1 (L3T602)
Staphylococeus epidermidis Fussel (DS3363)
Staphylocaceus simice CCM 7213 (A 727530)
Staplylocaceus aureus suhsp. araerobius MVF-T (D53355)
Stapllocaceus warneri AW 25 (L37603)

Staplylococeus pastenri ATCC 51129 (ABO09344)
Staphylococcus auricularisdWK 811M (D23358)
Staphvioccoccus cohnii subsn. wrealyticus CKZT7 (ABOD9936)
Staplylocaceus xplosus KL 162 (DE3374)

Staphylococeus lugdurensis ATCC 435809 (AB009941)

Staphylocacenus hominis subsp, novebiosepticus GTC1228 (AB23326)
Coll (KJ395373)

Sekil 4.8. Co11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotitler arasindaki farki géstermektedir.)
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33 Pseudomonas cedring (AF064461)
100 { Pseudomonas gessardi (AF074384)

Pseudomonas migulae (AF0T4383)

Pseudomonas reinekei (AM293563)

34

20

73— Pseudomonas jessenmnii (AJ06825

93 FPseudomonas vancouverensis (AJ011307)
{ Pseudomonas moorei (AMI93566)

Pseudomonas umsongensis (AF463450)

{ Pseudomonas mohnii (AM293356T)
55 Cul? (KJ395364) )
—: Pseudomonas koveensis (AF468452)

Pseudomonas moraviensis (AY970951)

——
0.002

23

Pseudomonas punonensis (JQ344321)

a7

{ Pseudomonas fulva (ABOSI13E)
100 Pseudomonas parafulva (ABO60132)

Sekil 4.9. Cul2 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.002;

nukleotitler arasindaki farki gostermektedir.)

]

55

499‘: Enteracaccus faecium MBRC 100484
a4 Eterococcus durans MBRC 100479

13

Enteracoccus gihms ATCC BASA-350
Enterocaccus galinarum NBRC 100675

o8

Enterococcus dispar ATCC 51266

Frterococcus lemanii PC32

0] { Enteracaccus saccharoyiicus subs, latwarnensis 812
38 Fnteracaccis camellice FP15-1

Enterococeus moraviensis NBRC 100710

Emtarocaccus faecaliz MBEC 100430

E07 (KU195302)

—
0.005

Sekil 4.10. EO7 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.005;

nukleotitler arasindaki farki géstermektedir.)
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{ Enterococcus viikkiensis 1E3 2
&9 Enterococcus italicus LG 21727

0 Euterococcus camelliae FP 15-1

Enterccoccus casseliflavus MBRC 100478

] ]
85 b Emterococcus sulfiursns WBRC 100680

a9  — Enterococcus asint MBRC 100681
3L Emterococcus plantarum CCM 7889
Euterococcus gaﬂmamm
L Emterccoccus haemoperoxidus 440
Enteracaccus lemarnii PC32

E330 (KU296972)

——
0,005

Sekil 4.11. E330 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.005; nukleotitler arasindaki farki gostermektedir.)

0% I: Freudomanas cedring subsp. fidgide (AJ492830)
] Fseudomonas cedrineg CFML 96-195 (AF064461)

100 * Preudomonas Ehanensis CIP 105460 (AF057645)
—1 W[_ Preudomonas gessardii CIP 105469 (AF0743584)
# ~ . Pseudomonas migulae CIP 105470 (AF074383)
=0 ‘ : Preudomonas reineket MT1 (AM293565)
33 FPreudomonas jesserii CIP 105274 (AFD6E259)
FPreudomanas varcauveransis Dha-51 (ATDL1ST)

—( Freudomanas koreensis Ps 9-14 (AF468452)

Freudomaonas moraviensis CCW 7280 (AT970952)
Hg 10 (K.J305377)

p—
0.00%

Sekil 4.12. Hg 10 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram
(0.005; nlkleotitler arasindaki farki gostermektedir.)
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_7'5: Freudamanas umsangensis Ps 3-10 (AF 468450)
Frondamonas mokuii [pA-2 (AM2I3567)

Fraudomonas vaneowverensis DhA-51 (AT011507)
Freudamanas fiulve A1 2129 (ABIMA96)

— Frendamonas koresnsis Pz 9-14 (AF468452)
B Preudomonas moraviensis CCM 7280 (AY970952)
52 ——— Fseudomonas reineket MT1(AF164461)

60 b Preudomonas Gessenii CIP 105274 (AFD68259)
Preudamanas mandalii CIP 105273 (AF058286)
Freudamonas chlororaphis subsp, (ZT6673)

Hg 11 (KJ305378)

95

38

P

!

01

Sekil 4.13. Hg 11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;
nukleotitler arasindaki farki gdstermektedir.)

;“E Comamonas terrrigena IMI 359870 (AF078772)
Comamonas kerstersit LMG 3475 (AJ430347)

Comamonas denitrificans 123 (AF233877)

Comamonas odontotermitis Dant-3-8 (DQ453128)

Comamonas koreensis KCTC 12005 (AF275377)

Comamonas testosteroni KS 0043 (M11224)

Comamonas compost Y Y287 (EF015884)

7 Delftia tsuruhatensts T7 (AB075017)
Giesbergeria voronezhensis D-419 (AY780905)

_83: Giesbergeria giesbergeria 1AM 14949 (AB074522)
Giesbergeria sinuosa LMG 4393 (AF078754)

62 _{: Glesbergeria kuznetsovii D-412 (AY780907)

91 Giesbergerta anulus 1AM 14948 ( AB074527)

Diaphorobacter oryzae RF3 (EU342381)
Nill (KJ395372)

19

19

62

52

37

e
0.1

Sekil 4.14. Nill kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;
nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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_54|: Euteracoccus durans 98D (AJ276354)
” Enterocaccus thailandicus FP43-3 (EF197994)

A Enterococcus hiras B (Y17302)
5l Enterocaccus mundii ATCC 43186 (AFI61013)
i Enterocaceus villorum 38-5474 (AJ271329)
Enterococcus carmis LMG 12316 76170
Enterococcus sacchorolylicus ATCC 43076 (AF081004)
77 Enteracaceus casseliflavis (AF039903)
—99: Entaracaccus gallinagrum (AF039900)
Vagococcus futrae (Y171528)
100 Ph06 (KJ395380)
7 L Enterococcus faecalis ICM 5303 (AB012213)
21 —————————— Enlerococcus moraviensis 330 (AF286831)
oo Erterococcus kaemoperoxicus 440 (AF2868328)
_54|: Enterocaccus caccaes 2215-02 (ATI3520)
0.005

Sekil 4.15. Pb06 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram
(0.005; nuklectiler arasindaki farki géstermektedir.)

Pseudomonas fluorescens Pf0-1 (FM201274)

Pseudomonas moraviensis 1B4 (AY970952

gy

_!: Pseudomonas chlororapsis subsp. aurantiaca NCIB 10068 (D9682655)
Pseudomonas chlororapsis subsp. aureofaciens ATCC 13985 (AY509898)

Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca CIP 109457 (EU391388)

i ey Pseudomonas lini DLE411] (AY035996)

Pseudomonas baetica a3%0 (F.\Il012745

[ Pseudomonas reinekei MT1 (AM293565)

L Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 (AF468450)

P Pseudomonas migulae NBRC 103157 (AB681963)
L Pseudomonas migulae CIP 105470 (AF074383)

Pseudomonas mohnii IpA-2 (AM293367)
_l': Pseudomonas jessenii CIP 105274 (AF068239)

Pseudomonas vancouverensis DhA-51 (AJ011507)
SDS 3 (KJ937668)

01

Sekil 4.16. SDS3 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;
nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)

33



v

TUBITAK

—— Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes 6263/4/5 ( X60407 )

—— Aeromonas salmonicida subsp. smithia AS20/1/1 (AJ009859 )

_{ ' Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784 ( AB680514)
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel ( AF134065)

Aeromonas molluscorwm 848 ( AY532690)

—— Aeromonas media RM (X60410)
L Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila JCM 1027 ( AB26121)

Aeromonas bivalvium $63E ( DQ504429)

— Aeromonas sobria 208 ( X60412)

L Aeromonas sobria JCM 2139 ( AB472942)
—— Aeromonas veronii JCM 7375 ( Ab472950)
— Aeromonas Jandaei CDC0787-80 ( X60413 )
—— Aeromonas caviae CECT 4221 (FR870443)
—— Aeromonas caviae ATCC 15468 ( X74674)
SDS 7 (KJ937671)

01

Sekil 4.17. SDS7 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki gostermektedir.)

Pseudomanas chlororapsis subsp. aurantiaca NCIB10068 (DQ682655)
—l: Pseudomanas chlororapsis subsp. aureofaciens ATCC 13985 (AF094722)

Pseudomanas chlororapsis ATCC 9446 (F1652610)
Pseudomanas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 (CP002585)

Pseudomanas frederiksbergensis DSM 13022 (FR750403)
— L Pseudomanas koreensis Ps 9-14 (AF468452)

Pseudomanas moraviensis 1B4 (AY970952
Pseudomanas mandelii NBRC 103147 (AB681956)
Pseudomanas jessenii CIP 105274 (AF068259)
_|: Pseudomanas mohnii IpA-2 (AM293567)
Pseudomanas reinekei MT1 (AM293565)
Pseudomanas umsongensis Ps 3-10 (AF468450)
Pseudomanas baetica a390 (FM201274)
Pseudomanas mucidolens NBRC 103159 (AB681967)

SDS 8 (KJ937672)

0.1

Sekil 4.18. SDS8 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;
nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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_|: Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159 ( AB680567 )
Pseudomonas alcaligenes ATCC 14909 ( AF094721)

Pseudomonas resinovorans NBRC 106553 ( AP013068 )
—— Pseudomonas aeruginosa NBRC 12689 ( AB680318 )

L Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 ( AF094713)
Pseudomonas anguilliseptica S1 ( X99540)
{ Pseudomonas pseudoalcaligenes NBRC 14167 ( AB680574 )
Pseudomonas indica NBRC 103045 ( AB681925 )

L Pseudomonas indicaIMT37 ( AF302795)
Pseudomonas beijerinckii ICMP 8673 ( AJ308319)

Pseudomonas panipatensis Esp-1 (EF424401 )
_|: Pseudomonas delhiensis RLD-1 (DQ339153)

Pseudomonas citronellolis NBRC 103043 ( AB681923 )
_|: Pseudomonas citronellolis DSM 50332 ( Z76659 )

SDS 10-2 (KJ937675)

P
0.1 |

Sekil 4.19. SDS10-2 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram

(0.1; nlkleotiler arasindaki farki géstermektedir.)

{Pumm chlororaphis subsp. chlororarphis NBRC 3904 ( AB680166 )
Pseudomanas chlororaphis ATCC 9446 (FJ652610 )
————— Pseudomanas brassicacearum CIP 109457 (EU391388 )
——— Pseudomonas koreensis Ps 9-14 ( AF468452)
_{:Pseudomnas cannabina CFBP 2341 ( AJ492827 )
Pseudomonas tremae T01 ( AJ492826)
Pseudomonas migulae NBRC 103157 ( AB681965 )
Pseudomonas umsongensis Ps 3-10 ( AF468450 )
—— Pseudomonas mandelii CIP 105273 ( AF058286 )
L Pseudomonas mandelii NBRC 103147 ( AB681956 )
————— Pseudomonas kilonensis 520-20 ( AJ292426 )
Pseudomonas corrugata Slade 939/1 (D84012)
Pseudomonas mohnii IpA-2 ( AN293567 )
Pseudomonas jessenii CIP 105274 ( AF068259 )
SDS11 ( KJ937677)

0.1

Sekil 4.20. SDS11 kodlu susa ait neighbour joining metoduyla olusturulan dendogram (0.1;

nukleotiler arasindaki farki géstermektedir.)
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4.5 vanA Geninin Varhiginin PZR ile Tesbiti

Vankomisin direngliligi belirlenen suglarda vanA geninin varhgi PZR yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.21a ve 4.21b’de goérildiugu gibi PZR sonucunda elde edilen
amplikonlarin boyutlari 100 bp’lik marker ile 1029 bp’lik vanA gen bdlgesi karsilastiriimistir.
Enterokok olan ve enterokok olmayan tim vankomisin direncli suslarda vankomisin
direncinden sorumlu 1029 bp’lik vanA geni tespit edilmistir. Batin sonuglar, vankomisin
direncli E. faecium 330 poziitif ve vankomisin duyarl E. coli DH5a negatif kontrol suslari ile

karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir.

Elongasyon faktorini (EF-Tu) kodlayan tuf gen bdlgesi ile enterokok oldugu
dogrulanmis 4 susun vanA geni tasidiklarn goérulirken, vanA aracili vankomisin direnci
stafilokoklarda yaygin olmasa da (Perichon ve Courvalin 2009) bu c¢alismada
Staphylococcus cinsine ait 3 tirde goérulmustir. Ancak simdiye kadar vanA geni ilk kez bu
¢alismada Pseudomonas, Comomonas, Raoultella ve Aeromonas tirlerinde tespit edilmistir.
Yuzey sularinda enterokok disindaki tirlerde, vanA geninin, gen aktarim yoluyla ile
vankomisin direncliligi gelisebilmektedir. Aslinda vankomisine duyarli olan bakteriler,
vankomisine maruz kalmig vanA genini tasiyan bakterilerden bu geni alabilmektedirler.
Yuzey sularinda vanA geni plazmidler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve integronlar gibi
hareketli genlerin Uzerinde konjugasyon, transdiksiyon ve transformasyon gibi
mekanizmalar ile aktarilabilmektedir (Roy, 1999). Bu nedenle ylzey suyu izolatlari arasinda
vanA geninin aktarimi mumkdn olabilmektedir. vanA geninin aktarimi ylzey sularinda
vankomisin direngli bakterilerin yayginlagsmasina neden olabilmektedir.
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Sekil 4.21a. vanA geni tagiyan enterokok olan izolatlar: E. faecium 330 (pozitif kontrol) (1),
E. coli DH5a (negatif kontrol) (2), E. faecalis E07 (3), E. faecalis Cr07 (4), E.
faecalis Pb06 (5). Enterokok olmayan izolatlar: P. plecoglossicida Ag10 (6), R.
planticola Agll (7), P. koreensis Cul2 (8), P. koreensis Hgl0 (9), P.
koreensis Hgll (10), C. testosteroni Nill (11), P. fluorescens SDS3 (12), M,
Quick-Load 100 bp DNA Ladder (100-1517 bp)

vand (1029 bp)
"4

I T

Sekil 4.21b. vanA geni tagiyan izolatlar; E. faecium 330 (pozitif kontrol) (1), A. veronii
SDS7 (2), P. baetica SDS8 (3), P. resinovorans SDS10-2 (4), P. kilonensis
SDS11 (5). Stafilokok olan izolatlar: S. warneri Coll (6), S. aureus BaO1 (7),
S. aureus Al11 (8). M, Quick-Load 100 bp DNA Ladder (100-1517 bp)
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4.6 vanA Amplikonlarinin Sekans Analizi

vanA sekans analizi sonucunda elde edilen nikleotid dizileri, National Center of
Biotechnology Information’in web sayfasindaki BLAST programi dogrultusundayayimlanan
sekanslarla kiyaslanmigtir. Enterokok ve enterokok olmayan izolatlarin vanA sekans dizileri
kullanilarak vanA genleri agisindan benzerlikleri, Mega 5.2 programinda neighbour-joining
metodu ile gizilen filogenetik agjagta gdsterilmistir. Sekil 4.22°’de goéruldigu gibi enterokok ve
enterokok olmayan 18 izolatin vanA sekans benzerlik degerleri % 58-100 arahiginda
belirlenmigtir. E. faecalisten S. aureus’a yuksek duzeyde vankomisin ve glikopeptid-makrolid
direng genlerinin konjugatif transferi literatlirde belirtilmistir (Noble vd.,1992). Klinik ortamda
E. faeciumdan S. aureus'un vanA genini aldigi Weigel ve arkadaslari (2007) tarafindan
bildiriimistir. Patojenik olan ve olmayan bakterilerin, diren¢ genlerini horizontal gen transferi
ile cevre izolatlarindan alabilmektedirler (Davies, 1997). Enterokok olan ve olmayan bu
izolatlardan elde edilen vanA sekanslari, vanA geninin transfer olurken ayni zamanda farkl
ojinli bu izolatlarda bu genin korundugu da goérllmustir Bu calismada vanA geninin

enterokok olan ve olmayan tirlerde bulunmasi da bunu desteklemektedir.

Pseudomonas koreensis Hgl1 (KI1395378)
Comamonas testosteroni Nill (KJ1395372)
Pseudomonas koreensis Hgl0 (KI1395377)
%) Pseudomonas koreensis Cul2 {KJ1395364)
Enterocaccus faecalis Ph06 (KI1395380)
62| Staplylococcus aureus Ba0l (KI395371)
Staplylococcus aurens Alll (K1395360)
9 | Enterococcus faecalis Cr07 (KI395365)

100 ’; L Pseudomonas resingvorans SDS10-2 (KI937675)
L— Raouitella planticola Agll (KJ395359)
Staphyloccoccus warneri Coll (KI1395373)
100 Enterococcus faecalis EOT (KU195302)
{ Bseudomonas plecoglossicide Agl0 (KI395363)
Enterococcus faecium E330 (KU296972)

Aeromonas veronii SDST (KI937672)

” Pseudomonas fluorescens SDS3 (KI1937668)
20 Pseudomonas baetica SDS8 (KI937672)

o0 | Pseudomonas Idlonensis SDS11 (KI937677)

93

003

Sekil 4.22. vanA geni tasiyan bakterilerin filogenetik adaci. (0.05; nikleotiler arasindaki

farki gdstermektedir.)
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4.7 Bakterilerde D-alanin-D-laktat Ligaz Analizi

Vankomisin duyarli bakterilerde hiicre duvarini gegen vankomisin pentapeptidin D-ala-
D-ala terminal ucuna baglanir ve hicre duvari sentezini inhibe eder. D-alanin-D-laktat ligaz
enzimi ile D-ala-D-ala ucunun yapisini degistirir ve D-ala-D-ala-laktat veya serin meydana
gelir ve bu uca vankomisinin baglanma yetenegi ¢cok azdir. Bdylece hiicre duvari sentezi ve

Ureme devam eder (Depardieu vd., 2007).

4.7.1 D-alanin-D-laktat Ligazin SDS-PAGE Analizi

Vankomisin direngli izolatlarda, vanA geni D-alanin-D-laktat ligazin sentezlenmesinden
sorumludur. Sekil 4.23a, 4.23b, 4.23c ve 4.23d’de goruldugu gibi SDS-PAGE analizi sonucu
enterokok olan ve enterokok olmayan suslarda yaklasik 39 kDa agirliginda olan D-alanin-D-

laktat ligaz protein varlig1 gosterilmigstir.

Sekil 4.23a D-alanin-D-laktat ligazin SDS-PAGE analizi (39 kDa adirhiginda ok ile
gosterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E. coli DH5a (negatif
kontrol) (2), P. plecoglossicida Ag10 (3), R. planticola Agll (4), E. faecalis
Cr07 (5), P. koreensis Cul2 (6), P. koreensis Hgl0 (7), P. koreensis Hgl1l
(8), E. faecalis Pb06 (9). M, Colorplus Prestained Protein Marker (7-175 kDa)
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Sekil 4.23b D-alanin-D-laktat ligazin SDS-PAGE analizi (39 kDa agiriginda ok ile
gOsterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E. coli DH5a (negatif
kontrol) (2), C. testosteroni Nill (3), P. fluorescens SDS3 (4), A. veronii SDS7
(5), P. baetica SDS8 (6). M, Colorplus Prestained Protein Marker (7-175 kDa)

"
w
s

kDa M M 1

©

Sekil 4.23c. D-alanin-D-laktat ligazin SDS-PAGE analizi (39 kDa agiriginda ok ile
gosterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E. coli DH5a (negatif
kontrol) (2), P. kilonensis SDS11 (3), P. baetica SDS12 (4). M, Colorplus
Prestained Protein Marker (7-175 kDa)

40



v

TUBITAK

kDa M
175

80

46 -

17

(d)

Sekil 4.23d. D-alanin-D-laktat ligazin SDS-PAGE analizi (39 kDa agirhginda ok ile
gOsterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E.coli DH5a (negatif
kontrol) (2), S. warneri Col1l (3), S. aureus BaOl (4), S. aureus Alll (5). M,
Colorplus Prestained Protein Marker (7-175 kDa)

4.8 Western Blot Analizi ile D-alanin-D-laktat ligaz’in Belirlenmesi

Vankomisin direngli vanA geni tagiyan yuzey sularindan izole edilmis 18 izolatta, D-
alanin-D-laktat ligaz ekspresyonu Western Blot Analizi yapilarak kontrol edilmistir. Sekil
4.24a, 4.24b, 4.24c ve 4.24d’de mouse anti-human vanA primer antibodi ve goat anti-
mouse immunoglobulin G/M horseradish peroksidaz (HRP)-conjugated sekonder antibodi
kullanilarak D-alanin-D-Laktat ligaz proteinlerinin lokalizasyonu gdsterilmistir. Yaklagik 39
kDa agiriginda olan D-alanin-D-laktat ligaz proteinleri enterokok olan ve olmayan tim
suslarda ayni pozisyonda tespit edilmistir (4.24a, 4.24b, 4.24c ve 4.24d). D-alanin-D-laktat
ligaz proteini 4 vankomisin direngli enterokok susu disinda enterokok olmayan suslarda da
tespit edilmigtir. Lactobacillus casei, Pediococcus pentosaceus ve Leuconostoc
mesenteroidesin D-alanin-D-laktat ~ terminal kisimlarinin, vankomisin direncli
enterokoklardaki D-alanin-D-laktat terminal kismi ile ayni yapida olduklari ve dogal olarak
glikopeptidlere direngli olduklar belirtilmistir (Billot-Klein vd., 1994; Handwerger vd., 1994).
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Sekil 4.24a. D-alanin-D-laktat ligazin Western blot analizi (39 kDa agirhiginda ok ile
gosterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E.coli DH5a (negatif
kontrol) (2), C. testosteroni Nill (3), E. faecalis Pb06 (4), P. fluorescens
SDS3 (5), A. veronii SDS7 (6), P. baetica SDS8 (7). M, Precision Plus Protein
WesternC Standards Marker (BioRad, USA).
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Sekil 4.24b. D-alanin-D-laktat ligazin Western blot analizi (39 kDa agirliginda siyah ok ile
gosterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E.coli DH5a (negatif
kontrol) (2), P. resinovorans SDS10-2 (3), P. kilonensis SDS11 (4), P.
plecoglossicida Agl0 (5), R. planticola Agll (6). M, Precision Plus Protein
WesternC Standards Marker (BioRad, USA).
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(©)

D-alanin-D-laktat ligazin Western blot analizi (39 kDa agirhdinda ok ile
gOsterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E.coli DH5a (negatif
kontrol) (2), E. faecalis Cr07 (3), P. korensis Cul2 (4), P. korensis Hg10 (5),
P. korensis Hgl1 (6), E. faecalis EO7 (7). M, Precision Plus Protein WesternC
Standards Marker (BioRad, USA).

kDa M M 1 2 3 - 5
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150

100
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37

25
20

15
10

@

D-alanin-D-laktat ligazin Western blot analizi (39 kDa agirhginda ok ile
gosterilmistir): E. faecium E330 (pozitif kontrol) (1), E.coli DH5a (negatif
kontrol) (2), S. aureus Alll (3), S. aureus BaO1 (4), S. warnerii Col1 (5). M,
Precision Plus Protein WesternC Standards Marker (BioRad, USA).
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4.9 Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

25 bp uzunlugundaki vanA oligonukleotid DNA prob, E. faecium pVEF1 ve pVEF2.
Plazmidlerine ait vanA operonu 909 bp BamHI-Clal fragmenti kullnilarak tasarlanmistir.
pVEF1 (39626 bp) ve pVEF2 (39714 bp) plazmidlerinin tim restriksiyon enzim kesim
bdlgeleri GenBank’'tan (accession numaralari AM296544 ve AM410096) elde edilmistir (Sekil
4.25a ve 4.25b).

(a) Clal (1488)

Cal (5047)

Clal 19) / HindlIl (5377)

Clal (36 A [
092) \ W Gnon)
ookl Clal (6206)

8\
Clal (30600) Qal (7976)
£l O
(8160)
Gl Goqid) e _ HindI1l (8762)
Clal (30031) FaRGIIT-{30819) ——— e
e pVEFl r41) EcoRl (9818)
HindI1l (29346) T (29178) 39626bp -

Clal (27308)

EcoRI (24470)
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(b) Clal (1488)

Hindi odlll (§32)
(3733 Clal (2439)
» » clal (5047)
A g A Clal (3975
5% ‘ ;

/ Clal A;9>_(-4W
R, &4

Neol (9804) Hindlll (9925)

Hiodl (29434 ORI (39266) 39714bp

—
Clal (11101)

Clal (27396) Pstl (11815)
‘0)\
a ) BamHI (12201)
EcoRl (24558) Aval (151
EcoRI (2
EcoRI (13931)

P (23647 Clal (16078)
Hindll (24231)

Clal (23574)
i (22735) /
Clal (24055) /

w70

Clal (23896)

Clal (20246)

Sekil 4.25. E. faecium pVEF1 (a) ve pVEF2 (b) plazmidlerinde bulunan vanA operonu

Her iki plazmid icin open reading frame (ORF) boélgeleri ve restriksiyon kesim
noktalarinin analizi Vector NTI Express 1.2 programinda yapilmistir (IBI, USA) (Sekil 4.26a
ve 4.26b).
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- 39626bp - "‘A
)\ 7 A
> lé\\\\
=4 e H
¥ g \VV\?’

(b)

BamHl (12201)

. Cla! (13110)

“BamHI (12201)

“Clal (13110)

Sekil 4.26. E. faecium pVEF1 (a) ve pVEF2 (b) plazmidleri vanA operonunda 909 bp BamHI
(12201) - Clal (13110) fragmentleri. Koyu bodlge vanA operonundan prob segimi

icin kullanilan bolgeyi gostermektedir.

vanA hibridizasyon probu ic¢in her iki plazmidde vanA operonunda 11489 ve 12520

bp’lik bolge secilmistir. vanA operonundan 20 sekasns secilmis ve segilen bu sekanslarin %

100 spesifiteleri BLAST (Tablo 4.3) kullanilarak kontrol edilmigtir. Bu sekanslar arasinda %

GC orani, GC bazlarinin lokasyonu, baz uzunlugu ve T, sicaklili§i parametrelerine bakilarak
4. siradaki 25 bp uzunlugunda olan prob 5-CTGTTTGGGGGTTGCTCAGAGGAGC-3’ dizisi
secilmigstir. Secilen bu probun 5’ ucu FITC ile isaretlenmistir (Alpha DNA, Montreal, Canada).
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Tablo 4.3. Vector NTI Express Software 1.2 programi kullanilarak secilen vanA DNA prob

sekanslari
Sell\jzns Sekanslar uzuBna:igu (C;/E; Site® (:;T)
1 ATACTGTTTGGGGGTTGCTCAGAGG 25 52 12475 28.1
2 TACTGTTTGGGGGTTGCTCAGAGGA 25 52 12474 29.4
3 ACTGTTTGGGGGTTGCTCAGAGGAG 25 56 12473 30.1
4 CTGTTTGGGGGTTGCTCAGAGGAGC 25 60 12472 324
5 TTGCTCAGAGGAGCATGACGTATCG 25 52 12461 29.0
6 TGCTCAGAGGAGCATGACGTATCGG 25 56 12460 30.9
7 GCTCAGAGGAGCATGACGTATCGGT 25 56 12459 29.2
8 CTCAGAGGAGCATGACGTATCGGTA 25 52 12458 26.1
9 ATGTGCGAAAAACCTTGCGCGGAATGGGAA 30 50 12341 41.7
10 TGTGCGAAAAACCTTGCGCGGAATGGGAA 29 51.7 12341 42.0
11 GTGCGAAAAACCTTGCGCGGAATGGGAA 28 53.6 12341 40.4
12 TGCGAAAAACCTTGCGCGGAATGGGAA 27 51.9 12341 40.2
13 GCGAAAAACCTTGCGCGGAATGGGAA 26 53.8 12341 385
14 CGAAAAACCTTGCGCGGAATGGGAA 25 52 12341 36.2
15 GAAAAACCTTGCGCGGAATGGGAAAACG 28 50 12337 37.7
16 AAAACCTTGCGCGGAATGGGAAAACG 26 50 12337 36.1
17 AAACCTTGCGCGGAATGGGAAAACG 25 52 12337 354
18 AACCTTGCGCGGAATGGGAAAACGA 25 52 12336 35.9
19 ACCTTGCGCGGAATGGGAAAACGAC 25 56 12335 35.7
20 CCTTGCGCGGAATGGGAAAACGACA 25 56 12334 37.2

®E. faecium pVEF1 ve pVEF2 plazmidlerinin BamHI (12201) - Clal (13110) kesim bélgerinden elde edilen fragmentler
Tm, erime sicakhgi

4.9.1 vanA Problarinin Optimum Hibridizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

In situ uygulamada hedef olan vanA geni tasiyan bakterilerin hibridizasyonu
gerceklestirmek icin tasarlanan vanA probu ile vanA pozitif E. faecalis 07 ve vanA-negatif E.
coli DH5a kontrol suslari olarak farkh formamid ve NaCl konsantrasyonlari (% 45, 50 and 55
formamid ve 0.040, 0.028 ve 0.020 M NaCl) kullanilarak optimizasyon caligmasi yapilmigtir
(Tablo 4.4). Hibridizasyon sonrasi Leica QWin Plus programi kullanilarak yapilan DAPI ve
FITC goérintiilerine ait piksel alanlari (pp?) analizinde elde edilen hibridizasyon oranlari Tablo
4.4’te ve FISH goruntuleri ise Sekil 4.27 ve Sekil 4.28'de sirasiyla verilmistir.

E. feacalis EQ7 vanA pozitif kontrol susu kullanilarak % 55 formamid ve 0.020 M NacCl
konsantrasyonunda gerceklesen hibridizasyonda vanA probu % 88.6+1.97 (p<0.05) oraninda
en fazla vanA genine spesifite ile hibridize olmustur (Sekil 4.27). Bu hibridizasyon kosullarinin

ve vanA probunun daha sonraki ¢calismalarda vanA geni tasiyan bakterilerin takip edilmesine
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yonelik spesifitesinin dogrulanmasi i¢in vanA geni tasimayan negatif kontrol susu E. coli DH5a
ile hibridizasyon yapilmistir). E. coli DH5a susu % 2.89+0.68 (p<0.05) oranlariyla disuk
intensity gostermistir (Sekil 4.28). vanA probunun sinyal yogunlugu ile hedef vanA geni
arasinda dogrusal iliski R = 0.91 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.4. vanA pozitif ve negatif kontrol suglarinin vanA probu ile hibridizasyon kosullar

vanA probu i¢in % sinyal intensity

vanA probe igin vanA” kontrol  vanA~ kontrol
hibridizasyon kosullar

Sicaklik [Formamid] [NaCl] E. faecalis E. coli
(C°) (%) (M) EO7 DH5a
46 45 0.040 73.820.75 1.40+0.75
46 50 0.028 78.9+1.82 1.93+0.81
46 55 0.020 88.6+1.97 2.89+0.68

+, standart sapma
vanA®, vA-pozitif kontrol
vanA’, vanA-negatif kontrol
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vanA pozitif E. faecalis EO7 susunun % 45 formamid ve 0.040 M NaCl (a-a;), %
50 formamid ve 0.028 M NacCl (b-b,), ve % 55 formamid ve 0.020 M NaCl (c-c,)
konsantrasyonlarinda hibridizasyon optimizasyonu. DAPI ile boyanmis toplam

hucre populasyonlari (a, b, c) ve bunlara kargilik gelen saf kultirlere uygulanan
vanA probu (a, by, ¢1). (Bar, 10um)
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Sekil 4.28. vanA negatif E. coli DH5a susunun % 45 formamid ve 0.040 M NaCl (a-a;), % 50
formamid ve 0.028 M NacCl (b-b,), ve % 55 formamid ve 0.020 M NacCl (c-c,)
konsantrasyonlarinda hibridizasyon optimizasyonu. DAPI ile boyanmis toplam
hucre populasyonlari (a, b, c) ve bunlara karsilik gelen saf kultirlere uygulanan
vanA probu (a, by, ¢1). (Bar, 10um)

Optimizasyon caligmalari sonucunda vanA probunun vanA geni tasiyan bakterilerin
takip edilmesi icin en ylksek spesifitede % 55 formamid ve 0.020 M NaCl
konsantrasyonunda galistigi tespit edilmistir. Calismanin bundan sonrasindaki asamalarinda
ise, Kizihrmaktan 2011-2012 dénemlerinde Uger aylik periyotlarla toplanmis ve fikse edilmis
olan su oOrnekleri ile belirlenen bu kosullarda hibridizasyon ¢alismalari yapilarak vanA geni
tasiyan bakterilerin mevsimsel populasyon yayilim profilleri ¢ikariimistir.
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4.9.2 vanA Geni Taslyan Bakterilerin Mevsimsel Populasyon Yayilimi

Sekil 4.29 ve 4.30'da goruldigu gibi vanA probu icgin belirlenen optimum kosullar
kullanilarak (% 55 formamid ve 0.020 M NaCl) 2011 Ocak-2012 Ekim arasinda toplanmis

olan su drneklerinde vanA geni tasiyan suslar takip edilmistir.

Sekil 4.29.

b b)

R R, o
- o $

Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c,), Ekim (d-d;) 2011 dénemlerinde
alinan su oOrneklerinde % 55 formamid ve 0.020 M NaCl (c-cy)
konsantrasyonlarinda gerceklesen hibridizasyon. DAPI ile boyanmis toplam
hicre populasyonlari (a, b, c,d) ve bunlara karsilik gelen saf kiltlrlere

uygulanan vanA probu (as, by, ¢y, d;). (Bar, 10um)
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Sekil 4.30. Ocak (a-a;), Nisan (b-b;), Temmuz (c-c,), Ekim (d-d;) 2012 dénemlerinde alinan
su orneklerinde % 55 formamid ve 0.020 M NaCl (c-c;) konsantrasyonlarinda
gerceklesen hibridizasyon. DAPI ile boyanmis toplam hicre populasyonlari (a, b,
c,d) ve bunlara karsilik gelen saf kultrlere uygulanan vanA probu (a;, by, ¢y, dj).
(Bar, 10pm)

vanA geni tasiyan suslarin populasyon yogunlugu (%) DAPI ve vanA probu ile hibridize
olan bu suslarin FITC gorintilerinin piksel alanlari (ppz) verilmistir. Piksel alanlarina
dayanarak elde edilen iki yillik yayihm grafiginde FITC ile hibridize olan vanA geni tasiyan
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suslarin biyokltle yizdeleri (%) standart sapma dederleri hesaplanarak belirtilmistir (Sekil
4.31).

8~ vanA | 78

Piksel alani (x 105) (ppz)
LM

m
\
{
1
FeS
vanA tasiyan bakterilerin toplam
biyokiitledeki yiizdesi (%0)

Sekil 4.31. 2011-2012 yillari arasinda alinan su drneklerinde vanA geni tasiyan bakterilerin

mevsimsel populasyon yayihimi (¥). DAPI ile boyanmis toplam biyokdtlenin
piksel alani (Z=) ve FITC isaretli vanA probu ile hibridize olan toplam vanA

geni tasiyan bakteriler (==). (hata gubuklari standart sapmayi géstermektedir.)

2011 Ekim ayinda toplam bakteri populasyonu (3.46%10°+0.0210° pp®) ve vanA geni
tasiyan bakterilerin populasyon yogunlugunun (0.16x10°+0.02x10° pp®) en diisiik degerlerde
oldugu belirlenmistir. Ancak 2011 Temmuz ayinda toplam bakteri populasyonu
(5.19%10°+0.05x10" pp®) ve vanA geni tasiyan bakterilerin populasyon yogunluklarinin
(0.33%10°1+0.03%10° pp?) en yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir.

2012 yil bakteri populasyon yayilimlari bakimindan 2011 yili populasyon dagilimi ile
benzerlik  gdstermektedir. 2012 Ocak ayinda toplam bakteri  populasyonu
(1.42% 10°+0.04%10° ppz) ve vanA geni tasiyan bakterilerin populasyon yogunlugunun
(0.04x10°+0.01%10° pp®) diger aylara gére en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. 2012
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Temmuz ayinda toplam bakteri populasyonu (6.61%10°£0.14X10° pp®) ve vanA geni taslyan
bakterilerin populasyon yogunluklarinin (0.39X10°+0.06x10° pp?) en yilksek degerlerde

oldugu belirlenmisgtir.

2011 yilh vanA geni tasiyan bakterilerin ortalama yodunlugu Ocak ayinda % 5.35+0.84,
Nisan ayinda % 6.16+£0.63, Temmuz ayinda % 6.42+0.66 ve Ekim ayinda % 4.72+0.67
olarak belirlenmigtir. Ocak, Nisan ve Temmuz aylarinda toplam bakteri populasyon dagilimi
g6z 6nlne alindiginda vanA geni tasiyan bakterilerin populasyon yayilim oranlari arasinda

gb6zlenen farklihgin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

2012 yili biyokitledeki vanA geni taglyan bakterilerin ortalama yogunlugu Ocak ayinda
% 2.91+0.85, Nisan ayinda % 4.32+0.57, Temmuz ayinda % 5.94+0.91 ve Ekim ayinda %
5.6810.81 olarak belirlenmistir. Ocak, Nisan, Temmuz ve Ekim aylarinda g6zlenen ortalama
vanA geni tasiyan bakterilerin populasyon yogdunluklari arasindaki artisin istatistiksel olarak

anlamh oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

Yapilan ANOVA testi neticesinde 2011 ve 2012 yillari igerisinde Ocak, Nisan, Temmuz
ve Ekim aylarinda ortalama vanA geni tasiyan bakterilerin yogunluklarinin mevsimsel
degisiklik gosterdigi belirlenmigtir (p<0.001). Ayrica bu iki yil igin uygulanan Shapiro-Wilk
istatistiksel analiz testine gére vanA geni tagiyan bakterileri igin elde edilen verilerin normal

dagilim goésterdigi (p<0.05) tespit edilmistir.

Yizey sulari, denizler, anaaerobik reaktorler, sediment gibi farkl kominitelerdeki
bakteri gruplari cins ya da tir dizeyinde bile spesifik hedef DNA problari dizayn edilerek
hedef organizma, bulundugu ortamdan izole edilmeden belirlenebilmektedir (Amann vd.,
2001; Daims vd., 2005; Icgen ve Harrison, 2006a, 2006b; Morozova vd., 2011; Bryukhanov
vd., 2011; Yilmaz ve Icgen, 2015). Bazi arastirmacilar FISH yontemini kullanarak
mikroorganzimalarin mevsimsel yayiliminda basari saglamiglardir (Pernthaler vd., 1998;
Pinhassi ve Hagstrom 2000; Klammer vd., 2002). Ancak antibiyotik direncli bakterilerin in situ
olarak yuzey sularinda takip edilmesine yonelik ¢alismalarin olmadigi goériimastir. Sularda
antibiyotik direncli bakterilerin yayilimi hakkinda bilgi edinilmesi agisindan bu tarz ¢alismalara
ihtiyac duyulmaktadir. Bu projede FISH teknigi ile spesifik DNA probu kullanilarak yutzey
sularinda vanA antibiyotik diren¢ geni tasiyan bakterilerin takip edilmesinde basarili sonuglar

elde edilmisgtir.
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5. SONUG

Atik sular dogaya birakilmalarindan once aritim tesislerinde tum proseslerinden
gecmis olsalar bile antibiyotik direng genlerini ve antibiyotiklere direncli bakterileri
barindirabilmektedirler. Bu baglamda vanA geni tasiyan vankomisin gibi glikopeptit
antibiyotiklere yiksek seviyede direncli enterokoklar (VDE) oldukga énemlidir. Bu nedenle bu
¢alismada iIrmak suyundan elde edilen érneklerden vanA geni tasiyan vankomisin direngli
bakteriler arastinimistir. Yapilan 6n calismalar sonucu 18 izolatin her iki glikopeptit
antibiyotige karsi direng gosterdigi tespit edilmistir. 16s rRNA sekans analizi ile tanimlanan
bu glikopeptit direngli enterokok ve enterokok olmayan izolatlarin tasidigi vanA gen
sekanslari arasinda % 58-100 homoloji oldugu goralmustir. vanA siklikla enterokok ile iligkili
olarak rapor edilsede 4 enterokok (3 E. faecalis, 1 E. faecium) disinda 14 enterokok olmayan
(3 Staphylococcus, 8 Pseudomonas, 1 Comomonas, 1 Raoultella ve 1 Aeromonas) gibi
bagka patojen bakteri turlerinde de vanA geninin tespit edilmesi, bu genin yayllimina ve
varligina yeni bir i1sik tutabilir. Buglne kadar sulardan vankomisin direnc¢li Pseudomonas,
Comomonas, Raoultella ve Aeromonas izole edilemese de farkli kbkenden vanA'nin gen
transferi ile bagka patojenlerde bu genin bulunmasi, dogal ¢evrede klinik olarak dneme sahip
olan vanA igeren patojenlerin artmasina neden olmaktadir. Dogal gevrede vanA’'nin yaygin
olarak bulundugunun tespit edilmesi, enfeksiyonlarin ve enfekte olan insanlarla olan
yaylhmin takip edilmesini kolaylastiracaktir. Ayrica tim direngli izolatlarda vanA geni
tarafindan kodlanan D-alanin-D-laktat ligaz enziminin varligi western blot yontemi ile
gosterilmistir. vanA geninin ylzey sularindaki yayillimi ve bunun izlenmesi, direngli
bakterilerin ¢cevreye ve insana olan potansiyel zarari hakkinda bilgiler sunabilmektedir. Bu
amagla Vector NTI Express yazilimi kullanilarak Enterococcus faecium pVEF1 ve pVEF2
plasmidlerinin 909 bp’lik BamHI-Clal kismindan 25-mer’lik bir oligonikleotit DNA probu
tasarlanmigtir. Dizayn edilen probun 46°C, % 55 formamid ve 0.020 M NaCl hibridizasyon
kosullarinda vanA-pozitif Enterococcus faecalis i¢in yliksek seviyede ayirt edici oldugu tespit
edilmigtir. Ayni hibridizasyon kosullari kullanilarak irmak suyundan alinan érnekler FISH
yontemi kullanilarak floresan mikroskop ile analiz edilmigtir. Sonuglar, yeni dizayn edilen
vanA spesifik oligonukleotit DNA probunun ylzey sularindaki vankomisin direncli bakterilerin
izlenmesinde ylksek oranda ayirt edici ve kantitatif bir ara¢ oldugunu gdstermistir. Aritilmis
atik sularin tekrar kullanimindan dolayi antibiyotik diren¢ genleri ve antibiyotik direngli
bakteriler ylzey sularina karismakta ve insan saghgi icin risk olusturmaktadir. Bu nedenle
yuzey sulari, direng genlerinin yayillimi nedeniyle sadece vanA tasiyan enterokoklar icin
degil, ayni zamanda enterokok olmayan bakteriler icin de sicak bdlgeler olusturmakta ve

Ozel bilimsel yaklagimlar gerektirmektedir.

55



v
TUBITAK
Sonug olarak bu patojenlerin vanA sekansi, antibiyotik direngliligi, genetik cesitliligi ve
su Orneklerindeki varligi, farkl biyokimyasal ve molekiler metodlarla incelenmektedir. Ancak
yluzey sularinda vanA geninin enterokoklar disinda bagka bakterilerde de bulunup
bulunmadigini gésteren ve vanA hedefli floresan isaretli oligontkleotid problar kullanilarak
floresan in situ hibridizasyon yontemi ile ylzey vanA genini tagiyan bakterilerin takip
edilmesine yonelik literatirde herhangi bir c¢alisma, yaptigimiz arastirma sonucu
bulunamamigtir. Bu projenin 6zgin yénu vanA spesifik prob kullanilarak vankomisin direncli
bakterilerin kultire alinmasina gerek kalmadan ylizey sularinda takiplerinin yapilmasi igin
floresan in situ hibridizasyon yonteminin kullaniimig olmasidir.
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Antibiyotikler tip ve veterinerlikte mikrobiyal enfeksiyonlarin dnlenmesinde veya tedavisinde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Metabolize edilmeleri sonucu evsel ve hastane atik sulari
araciligi ile yuzey ve yeralti sularina karigabilmektedirler. Atik sularin igme su akiferlerine
bulagmasi, icme suyu standartlari agisindan ciddi problemler olusturmakta ve saglkli icme
suyu saglanmasini zora sokmaktadir. Bu nedenle, atik sularin geri déntigsim surecinde
antibiyotik direngli bakterilerin ve antibiyotik direng genlerinin aritma sularinda bulunmasi
olasiligi kayg vericidir. Ozellikle toplum saghgd agisindan éne ¢ikan antibiyotiklere yénelik
gelisen direng genlerinin ve bu genleri tagiyan mikroorganizmalarin ylzey sularina bulagsmasi
ve buna bagli olarak bu sularda yer alan olasi diger patojen mikroorganizmalara aktariima
olasihgi ciddi riskler tagimaktadir. Bu nedenle yuizey sularindaki bu antibiyotik direng
genlerinin belirlenmesi ve takip edilmesi s6zkonusu risklere karsi olasi tedbirlerin alinmasi
acisindan 6nemli veriler saglayacaktir. Ginimizde, toplum sagligi agisindan éne ¢ikan
antibiyotiklerden biri olan vankomisin, gram-pozitif bakterilere karsi diger antibiyotiklerin
yetersiz kaldig veya alerji olusturdugu durumlarda kullanilan glikopeptid yapili bir bilesiktir.
Ozellikle enterokok cinsi bakterilerde vankomisin direncinin ortaya cikmaya baslamasi diinya
¢apinda ciddi bir antimikrobiyal direng tehlikesi olarak ele alinmaktadir. Gegtigimiz on yil
boyunca vankomisin direngli enterokokun (VRE) ciddi bir hastane patojeni olarak kendini
go6stermis olmasi bunun en 6nemli géstergesidir. Bu nedenle 6nerilen bu proje ile vankomisin
direng genlerinin (van genleri), bu genlere yonelik olarak hazirlanacak olan DNA problari ile
ylzey sularinda in situ olarak izlenmesi, bu genleri iceren enterekok ve/veya enterekok
olmayan bakterilerin belirlenmesi ve s6z konusu genlerin diger bakterilere aktariimasinda
ylzey sularinin rolline yonelik bilgi edinilmesi amaglanmistir. Bylece van genlerini tagiyan
bakterileri yuzey sularinda in situ olarak tespit ve takip edilmesinin yani sira, VRE disinda van
geni iceren patojen ve/veya patojen olmayan bakterilerin de belirlenmesi ile ylzey sularinin
van genlerinin yayilimindaki etkisinin ortaya cikariimasi amaclanmistir.
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