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OZET

MASTITISLI SIGIR SUTLERINDEN E. DURANS VE E. HIRAE’NIN iZOLASYON
VE IDENTIFIKASYONU

Kaya S. E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Bu caligmada, mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen ve ¢ok yiiksek 16S rRNA benzerligi
nedeniyle siklikla birbiriyle karistirilan Enterococcus durans ve Enterococcus hirae’nin
molekiiler yontemler kullanilarak identifikasyonlarinin yapilmasi amaglandi. Calisma
materyalini 620 klinik veya subklinik mastitisli siit 6rnegi olusturdu. Fenotipik yontemlerle 96
enterokok siipheli izolat elde edildi. Bu izolatlarin cins spesifik primerler kullanilarak
gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucu hepsinin Enterococcus spp. oldugu
dogrulandi. Tiir spesifik primerler kullanilarak uygulanan PZR sonucunda izole edilen 96
enterokokun 9 (%9.3)’unun E. hirae ve 5 (%5.2)’inin E. durans oldugu belirlendi. izolatlarin
16S rRNA fragmentleri tiniversal 16S primerleri kullanilarak ¢ogaltildi ve sekans analizi ile
identifikasyonlar dogrulandi. 16S rRNA benzerligi yiiksek olan bu iki tiiriin geleneksel
fenotipik yontemler kullanilarak birbirinden ayirt edilmeleri olduk¢a zor olup, bu ¢aligmayla
tire 6zgli primerler kullanilarak uygulanan molekiiler yontemlerle bu gibi tiirlerin kolayca
ayirt edilebilecegi gosterilmistir. Ozellikle mastitisli si8ir siitlerinden sik izole edilen
enterokoklarin tanimlanmasiyla ilgili kesin sonu¢ veren, kolay ve zaman tasarrufu saglayan
yontemlerin laboratuvarlarda uygulanmasinin faydali oldugu sonucuna varilmistir. Bu iki
enterokok tiirliniin virulens faktorleri ve antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi ilizerine
yapilacak olan c¢aligmalarin bu mikroorganizmalarin patogenezlerinin daha iyi anlagilmasina
katk1 saglayacagi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: E. hirae, E. durans, mastitis, PZR
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ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF E. DURANS AND E. HIRAE FROM
MASTITIC BOVINE MILKS

Kaya S. E. Adnan Menderes University, Health Sciences Institute Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2016.

In this study, the identification of Enterococcus durans and Enterococcus hirae which are
mostly interfering with each other because of very high 16S rRNA similarity that were
isolated from mastitic milk samples with using molecular methods was aimed. The material
was consisted of milk samples taken from 620 cows suspected of clinical or subclinical
mastitis. Firstly, ninety six enterococci suspected isolates were obtained with phenotypic
methods. Then it was confirmed that all these isolates were Enterococcus spp. by PCR with
using specific primers. The results of PCR with using species-spesific primers showed that
out of 96 enteroccocci isolates 9 (9.3%) were E. hirae and 5 (5.2%) were E. durans. 16 S
ribosomal RNA fragments were amplified with using universal 16 S primers and these
identifications were also confirmed with sequence analysis. It's difficult to differentiate these
two species by using phenotypic methods from each other because of their high 16S rRNA
similarities and it was also showed that these species could be easily differentiated by
molecular methods with using specific primers. It's concluded that this method could be
useful for routine laboratory procedures of the identification of enterococci isolated from
mastitic bovine milk because of its time-saving, easiness and reliability. It's thought that
further studies on the determination of virulence factors and antibiotic resistance of these two

enterococci spp. should be designed to understand the pathogenesis of these microorganisms.

Keywords: E. hirae, E. durans, mastitis, PCR



1. GIRIS

Siit isletmelerinin en sik karsilasilan problemlerinden birisi olan mastitisin {ilkemizde
ineklerde oldukga yiiksek oranlarda goriilmekte olup; yol a¢tigi maddi kayiplar milyonlara
ulagsmaktadir. Geg teshis, yanlis antibiyotik kullanimi1 ve enfeksiyonlarin belirlenmesindeki
giicliikler mastitis tedavisinin dogru yapilmasmin énemini artirmaktadir. Klinik ve subklinik
mastitis etklenlerinin dogru tanimlanmasi, enfeksiyonun tespiti ve 6nlenmesi i¢in gereklidir.
Bakterilerin fenotipik 6zelliklerinden yararlanilarak uygulanan yontemler bazi durumlarda
cok giivenilir olmamakla birlikte zaman da alabilmekte bu da teshis siirecini olumsuz
etkilemektedir. Boyle durumlarda molekiiler yontemlerin uygulanmasi daha dogru sonuglara
gotiirmektedir. Gram pozitif, sporsuz, genelde hareketsiz, fakiiltatif anaerob ve katalaz negatif
kok goriiniimiindeki enterokoklar yaygin bir epidemiyolojiye sahiptir. Insan ve hayvanlarin
sindirim sisteminin dogal bir bilesenidir ve hastane enfeksiyonlarindan siklikla izole edilirler.
Kanatlilarda septisemi, kopeklerde {iriner sistem enfeksiyonu, buzagi ve kuzularda
endokarditis, ineklerde mastitis etkenidirler. Mastitise pek c¢ok bakteriyel etken sebep
olabilmekle birlikte, mastitisten enterokok izolasyonunun % 6-42 oranlarinda oldugu
bilinmektedir. Enterokoklarin en belirgin 6zellikleri birgok antibiyotige direngli olmalari, yeni
direngler olusturma potansiyellerinin bulunmas1 ve sahip olduklar1 direnci birbirlerine hatta
baska cins bakterilere aktarabilme yetenekleridir. Enterokoklarin pek ¢ok tiiriiniin bulundugu
bildirilmekle birlikte; bu tiirlerden {izerinde en ¢ok ¢alisilan Enterococcus faecalis ve E.
faecium tiirleridir. Bunlar insanlarda patojen olmalari yaninda, fermente gidalarin iiretimi ve
probiyotik iiriin teknolojisinde énemli rol oynarlar. Daha az bilinen enterokoklardan olan E.
durans ise siit ve kuru gidadan siklikla izole edilmekle birlikte insan ve hayvan iriner
sistemden daha az oranlarda izole edildigi bilinmektedir. Yine az bilinen enterokoklardan olan
ve onceden atipik E. faecium olarak bilinen E. hirae ise 6zellikle domuz ve tavuklar igin
onemli tiirlerdir. E. durans ve E. hirae arjinini hidrolize eder, ancak mannitol, sorbitol ve
sorboz sivi besiyerinde karbonhidrattan asit yapamazlar. E. durans ve E. hirae’nin
insanlardan izole edildigi bildirilmektedir. Yaptigimiz literatiir incelemesi sonucunda E.
durans ve E. hirae’nin mastitis etiyolojisindeki rolleri konusunda yeterli bilgi bulunmadigi
goriilmiistiir. Bu c¢alismada mastitisli sigir siitlerinden izole edilen enterokoklar igerisinde
birbirleri ile siklikla karisan E. durans ve E. hirae’nin molekiiler yontemler kullanilarak

identifikasyonlarinin yapilmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mastitis Nedir?

Mastitis, Yunanca’da “meme” anlamina gelen “mastos” kelimesi ve “yang1” anlamina
gelen “itis” ekiyle tiiremistir. Meme dokusundaki siit bezlerinde, siitiin depolanmasi ve digari
cikmasini saglayan kanal ve bosluklarda olusan hastaliklarin tiimiine verilen addir (Deveci ve
ark. 1994). Kisaca meme bezi yangisi olarak tanimlanir (Anonim 1).

Patojen bakterilerin meme basindan girerek i¢erdeki bezleri ve kanallari etkilemesiyle
dokular iltihaplanir. Enfeksiyonu olusturan etkene, sayisina, metabolizma ve g¢evresel
faktorlere gore ciddiyeti degismektedir (Anonim 1).

Hayvanlarda mastitis klinik belirtilere gore iki baslikta incelenir: Klinik ve subklinik.
Klinik (Goriinilir) mastitis; titreme, agri, ates, hizli nabiz, kisa ve hizli solume ile huzursuz
goriiniim mevcuttur. Memede kisa siirede sislik, mavimsi veya koyu mor renk ve meme
basindan sarims1 sivi akist gézlenir.

Subklinik (Gizli) mastitis; siit normal goériniimde olup miktardaki azalmaya dikkat
edilmeyebilir. Varligi 6zel testler sonucu tespit edilebilir. Klinik mastitise doniisebilir
(Giirgen 2005).

Etken kaynagina gore mastitis, gevresel ve kontagiydz olmak tizere ikiye ayrilir:
Cevresel mastitis; toprak, ahir, su, giibre gibi ortamlarda bulunan mikroorganizmalarin kuru
veya laktasyon donemde olusturdugu enfeksiyon olup genelde klinik olarak gozlenir. Cevresel
mastitis etkenlerine Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Serratia spp., Proteus spp.), Pseudomonas spp., Streptecoccus spp. (baslica Streptococcus
uberis daha seyrek Streptococcus dysgalactiae) ve Enterococcus spp. ornek verilebilir.
Sinekler araciligiyle tasinan Arcanobacterium pyogenes ve Mycoplasma bovis gibi
mikoplazma tiirleri de yaz mevsiminde mastitise yol agmaktadir.

Kontagiydz mastitis; siirii igerisindeki hayvanlardan birbirlerine veya ayni hayvanin
meme loblarindan digerine kontaminasyonuyla gerceklesir. Baslica etkenler arasinda
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis ve Mycoplasma spp.
sayilabilir (Giirgen 2005).



2.2. Mastitisin Onemi ve Onlenmesi

Insanlar icin 6nemli bir besin kaynag1 olan siitiin saglikli ve kaliteli olmas1 i¢in meme
sagligr onemlidir (Erdem ve Atasever 2004). Siitiin icerigini ve miktarin1 olumsuz etkileyen
mastitis; hayvanin yasi, ki, laktasyon sayisi, siit verimi, memenin anatomik ve fizyolojik
yapisi, barnak kosullari, mevsim, sagim teknikleri ve beslenmesine bagli olusabilmektedir
(Goncti 2000, Seker ve ark. 2000, Uzmay ve ark. 2003).

Mastitis; siit veriminde azalmaya, memenin bir veya daha ¢ok lobunun korlesmesine,
hayvanin kasaplik olmasina hatta Oliimiine neden olabilmektedir. Biiylik oranlarda siit
kaybinin olmasi, tedavi masraflar1 ve zaman kayb1 isletme icin yiiklii faturalar ¢ikarabilecegi
icin hayvanlarda mastitisin 6nemi diger hastaliklardan 6ne gegmektedir (Giirgen 2005).

Son zamanlarda siit isletmelerinde en ¢ok karsilagilan sorunlardan biri mastitis olup; geg
teshis, subklinik ve kronik enfeksiyonlarin belirlenmesindeki zorluklar, tedavide kullanilan
antibiyotiklerin siit ve etteki kalintilar1 nedeniyle maddi zararlar daha da artmaktadir (Kuru ve
Oral 2013). Ulkemiz ineklerinde yaklasitk %30 oraninda mastitis goriilmekte, mastitis
sebebiyle %10 oraninda siit verimi azalmakta ve boylece ekonomik zarar yilda milyonlara
tekabiil etmektedir (Sabuncuoglu ve ark. 2003). Sigirlarda mastitisin yol agtigi ekonomik
kayip Tiirkiye’de 28 milyon dolar civarlarindadir (Tekeli 2005).

Mastitisi onlemede dikkat edilmesi gereken kritik noktalar:

- Tank siitiinde somatik hiicre sayis1 200 bin olmal,

- Aylik klinik mastitis oran1 %2’y1 gegmemel,

- Sagim makinasi vakumu siklikla kontrol edilmeli,

- Belli periyotlarda siit kiiltiirti yapilmali,

- Siit kiiltlirtinde gozlenen etkenlerin kontagiydz ya da cevresel olmasina gore iyilestirme
yapilmali,

- Sagilan siitiin ilk damlas1 koyu renk bir kaba alinip kontrol edilmeli,

- Sagim Oncesi iki kez meme daldirma soliisyonu kullanilarak kurulanmali,

- Sagimcinin egitimine 6nem verilmeli,

- Sik tekrarlayan mastitisli inekler, siiriiniin sagligi i¢in siiriiden ¢ikarilmali,

- Mikroorganizmalarin tasiyicisi olan sineklerle miicadele edilmeli,

- Mastitisin siklikla goriildiigi ¢iftliklerde yemlere Selenyum, Cinko ve E vitamini igeren
katkilar mutlaka ilave edilmeli,

- Mastitis i¢in hazirlanan asilar kullanilmalidir (Anonim 2).



2.3. Mastitis Etkenleri

Mastitiste 100°den fazla bakterinin etken oldugu bilinmektedir.  Aerosol yolla
bulasabilen Mycoplasma spp., S. aureus, S. agalactiae ve C. bovis gibi bakteriler mastitis
epidemiyolojisinde biiylik 6nem tasir. Etkenlerden bazilarinin patojenitesi digerlerine gore
daha fazladir. Memenin normal florasinda bulunan, firsat¢1 patojen bakteriler uygun ortam
bulduklarinda mastitise yol agabilir (Anonim 3). Mastitis; Gram negatif ve Gram pozitif
bakteriler, mikoplazmalar, mayalar ve algleri iceren genis bir organizma yelpazesinden
kaynaklanabilir (Resim 1). Sigir mastitisine sik neden olan E. coli, K. pneumoniae, S.
agalactiae ve S. aureus gibi bircok mikrobiyal tiir ayrica insanlarda kommensal veya patojen
olarak da gortliir. Ancak S. uberis, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae ya da S. chromogenes

gibi diger etken tiirler genelde sadece hayvanlarda bulunur.

= ﬁ P
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Resim 1. Mastitis kaynaklari

S1g1r mastitis epidemiyolojisini alttiir seviyesine kadar aragtirmak amaciyla son yirmi
yilda; elektroforetik bant kaliplarina dayanan karsilastirmali tiplendirme metotlari, segilen
genlerin sekansi, virulans gen sekansi ve tiim genom sekansi gibi molekiiler tiplendirme

yontemlerinden oldukga yararlanilmaktadir (Zadoks ve ark. 2011a).



Ayr1 ayr1 hayvanlar i¢inde ve hayvanlarmn, siiriilerin, iilkelerin ve konakei tiirlerin
arasinda, diger hayvan ya da insan meme bezi temas bolgeleri ve ¢evresel kaynaklar dikkate
alinarak mastitis patojenlerindeki sus dagilimi arastirilmistir. Molekiiler epidemiyolojik
caligmalar; kaynaklar, bulasma yollari, bir¢ok sigir mastitis patojeni i¢in hastaligin seyri,
konak¢1 adaptasyon mekanizmasi ve hastalifin nedeninin anlasilmasina onemli katkida

bulunmustur (Zadoks ve ark. 2011a).

2.3.1. E. coli Mastitisleri

E. coli, siit sigirlarinin meme i¢i enfeksiyonlarinda sik goriilen bir etkendir. Enfeksiyon
genellikle klinik belirtiler gosterir. Epidemiyolojik veriler ve sus tiplendirme caligmalari,
ciftliklerdeki mastitis vakalartyla iliskili izolatlar arasinda genis heterojenite oldugunu
gostermistir (Lam ve ark. 1996, Lipman ve ark. 1995, Nemeth ve ark. 1994). E. coli ¢evresel
firsatg1 patojendir. Suslari, mastitise neden olma yetenegiyle diger E. coli suslarindan ayiran
spesifik virulans faktorler yoktur (Bean ve ark. 2004, Wenz ve ark. 2006, Suojala ve ark.
2011). Klinik bulgularin ciddiyeti, hafif ile Gliimciil arasinda olabilirken, biiyiik olgiide
konakg1 6zelliklerine baglanir (Burvenich ve ark. 2003).

E. coli mastitis vakalarinin ¢ogu siireksizdir ve konakg1 ya da patojenin 6liimii ile sona
erer. Ug yiiz siiriiyil iceren bir calismada, ineklerin %11’inde E. coli mastitisin tekrarlayan
klinik vakalar1 bildirilmistir (Dopfer ve ark. 1999).

2.3.2. Klebsiella Mastitisleri

Sigirlarda mastitise en sik neden olan Klebsiella tiirleri K. pneumoniae ve K.
oxytoca’dir. Son zamanlarda kullanilan molekiiler metotlar, spesifik olarak rpoB gen sekansi,
fenotipik goriiniimii K. pneumoniae ya da K. oxytoca olan bazi izolatlarin Raoultella cinsine
ait bir yakin akraba oldugunu gosterdi. R. terrigena ve R. planticola tiirleri siit ¢iftligi
ortaminda bulunup bunlardan R. planticola siitten izole edilmistir (Munoz ve ark. 2007,
Zadoks ve ark. 2011b).

Siit sigirlarinda Klebsiella, meme basinda olduk¢a yaygin goriilir (Munoz ve ark.
2008). Ineklerdeki sus heterojenitesinde diski ve ciftlik ¢evresi gdz oniine alindiginda,

mastitise neden olan susun kaynagini, bunun tam tersi, meme dis1 kaynakli suglarin mastitise
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neden olma potansiyelini belirlemek zor olabilir. Sit o6rneklerindeki  Klebsiella
heterojenitesinde numune toplama tekniginin 6nemli rolii olabilir (Zadoks ve ark. 2011a ).
Yapilan ilging bir ¢alismada ahsap bazli yatak takimi siklikla Klebsiella kaynagi olarak
bildirilmis ve mastitis salginlar1 ile de iliskilendirilmistir. Kullanilan yatakta Klebsiella
varligi, sigir digkisiyla ya da Klebsiella ile enfekte ineklerin siitiiniin kontaminasyona bagli
oldugu diistintilmektedir (Munoz ve ark. 2007, Verbist ve ark. 2011).

2.3.3. Diger Gram Negatif Patojenler

Koliform olmayan Gram negatif tiirler bazen siddetli mastitis sorunlarina neden olabilir.
P. aeruginosa, kadinlarda mono veya polimikrobiyal meme apseleri ve septik mastitis
(Moazzez ve ark. 2007, Harji ve ark. 2010) ile ve sigir, koyun ve kegi (Sela ve ark. 2007)
mastitisi ile iligkilendirilmistir. Siit sigirlarinda P. aeruginosa mastitisi salginlari, Avustralya
(McLennan ve ark. 1997), irlanda (Daly ve ark. 1999), Israil (Sela ve ark. 2007) ve Hollanda
(Sol ve ark. 1998)’da genellikle yiiksek 6liim oraniyla rapor edilmistir.

Aydin’da yapilan bir ¢alismada, 123 sigirin 226 meme lobundan alinan siitlere klinik
(%11.4) ve subklinik (%88.6) mastitis teshisi konulmustur. Bunlarin 38 (%16.8)’inde
herhangi bir bakteri tiremez iken; 188 (%83.2) siitten izolasyon yapilmistir. 42 tiir 16S rRNA
fragmentleri ¢ogaltilarak sekans analizi ile identifiye edilmistir. S. aureus (%22.9) en ¢ok
izole edilen tiir olmakla birlikte bunu E. coli (%10.1), S. chromogenes (%8.5), S. haemoliticus
(%7.5) ve Hafnia alvei (%6.4)’nin izledigi belirlenmistir. 188 izolatin 43 (%22.9){inlin
bulasict ve 145 (%77.1)’inin gevresel etkenler oldugu tespit edilmistir (Tiirkyilmaz ve ark.
2010).

2.3.4. S. aureus

S. aureus, insan ve sigir da dahil olmak {izere ¢esitli hayvan tiirlerinde kommensal ve
patojendir. S. aureus, kadinlarda bakteriyel mastitisin en yaygin etiyolojik etkenidir ancak
insanda sitafilakokkal mastitis kapsamli olarak ¢alisilmamistir (Delgado ve ark. 2011).

Staphylococcus aureus, birgok iilkede bulasict sigir mastitis vakalarindan izole edilen

baslica patojenlerden biridir. Daha siklikla koagiilaz negatif stafilokoklar izole edilmesine



ragmen, S. aureus kontrolii zor ve antimikrobiyal diren¢ goriilme sikligiin yiiksek olmasi

nedeniyle eskiden beri 6nemli bir patojen olma 6zelligi tasir (Castelani ve ark. 2013).

2.3.5. S. agalactiae

Insanlarda S. agalactiae ve B grubu streptokoklar (GBS); bebeklerde erken ve geg
donem baslangi¢hi hastaliklariyla, tirogenital ve gastro-intestinal sistemde asemptomatik
kolonizasyonla, ve gebe olmayan eriskinlerde septisemi ve diger klinik belirtilerle
iliskilendirilir (Larppanichpoonphol ve Watanakunakorn 2001, Jones ve ark. 2006).
Kadinlarda, S. agalactiae meme apse formasyonuna ve klinik ya da asemptomatik mastitise
neden olabilir (Rench ve Baker 1989).

Sigirlarda mastitis, S. agalactiae enfeksiyonu ile iliskili tek hastaliktir. Sigir S.
agalactiae molekiiler epidemiyolojisinde 6nemli nokta, ya sigirlar ve insanlar arasindaki
dogrudan temas yoluyla ya da insan patojenik suslarin sigir rezervuarina evrilmesiyle insan
sagligi i¢in bir tehlike olusturup olusturmadigidir (Bisharat ve ark. 2004). Aksine bazilart,
sigirlardaki enfeksiyonun kaynagi olarak insanin rol alabilecegini (Dogan ve ark. 2005), bu
mekanizmanin ayrica koOpekler, kediler ve timsahlar icin de Onerilebilecegini ileri

stirmiiglerdir (Yildirim ve ark. 2002, Bishop ve ark. 2007).

2.3.6. Diger Streptokoklar, Enterokoklar ve Laktokoklar

Petersson-Wolfe ve arkadaslar1 (2008), sigir mastitisindeki enterokoklarin genetik
cesitliliginin yiiksek oldugunu gostermis, muhtemel mastitis kokenlerinin diski yolu ile
bulastigi kanisina varmis, mastitisle iliskilendirilen en yaygn tiirlerin de E. faecalis ve E.

faecium oldugunu bildirmislerdir.

2.4. Enterokoklar

Enterococcus cinsi ilk olarak 1984’te Schleifer ve Kilpper-Bilz tarafindan onerilmistir.
Enterococcus cinsi gegerli sekilde yaymlanmig 55 tiirii (Anonim 4) kapsayan, Gram pozitif,
aerob ya da fakiiltatif anaerob, 10°C ile 45°C’de lireyebilen, %40 safra tuzunda eskiilin
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hidroliz eden, pirolidonil arilamidaz (PYR-Oxoid) iireten, oksidaz ve katalaz negatif,
bakteriyosin lireten, sporsuz, tekli, ¢ift ya da zincir seklinde diizenlenmis oval bakterilerdir.

Enterokoklar, Gram pozitiflerin klostridyal dalinin pargasi olan laktik asit bakteri
grubuna dahildir. En yakin filogenetik komgsular1 Tetragenococcus, Vagococcus,
Carnobacterium ve Aerococcus’tur (Holzapfel ve ark. 2001, Klein 2003).

EnterokoKlarin siniflandirilmast son yillarda dikkate deger degisikliklere ugramustir.
Enterococcus’un ayr1 bir tiir olarak tanimlanmasindan sonra, siniflandirma metotlarinin
iyilestirilmesi sonucu Enterococcus canis (De Graef ve ark. 2003), E. hermanniensis (Koort
ve ark. 2004) ve E. phoeniculicola (Law-Brown ve Meyers 2003) gibi birka¢ yeni tiir
tanimlandi. Buna ek, E. porcinus ve E. seriolicida sirasiyla E. villorum (De Graef ve ark.
2003) ve Lactococcus garvieae (Teixeira ve ark. 1996) olarak yeniden siniflandirilmistir.

Enterokoklar genis bir konak¢i dagilimina sahiptirler. Insan ve hayvanlarda
gastrointestinal sistemin dogal flora elemanlaridir ve toprak, bitki ve gidalarda da
bulunabilirler (Aarestrup ve ark. 2000). Cevresel yayilima sahip bu bakteriler, insanlarda
hastane enfeksiyonlarinda ciddi bir sorun olusturmasina karsin epidemiyolojik bilgi kisithdir
(Petersson-Wolfe 2006). Cogunlukla firsatc1 enfeksiyonlar olusturan enterokoklar
kanathilarda septisemi, kopeklerde iiriner sistem enfeksiyonu, buzagi ve kuzularda
endokarditis ve ineklerde mastitis etkenidir (Quinn ve ark. 2002).

Sagim hijyenine dikkat edilmemesi, diizenli altlik temizligi yapilmamasi memeyi
enfekte ederek mastitis olusmasina yol acar. Enterekoklar meme basindan girerek kanal
yolunda kolonize olur ve klinik belirtiler meydana gelir (Mannu ve ark. 2003, Petersson-
Wolfe 2006). Enterokoklar, tek basina mastitis olusturabilmelerine karsin mastitis
vakalarindan ¢ogunlukla streptokoklarla beraber izole edilmesi enterokok etkenli mastitislerin
stk sik streptokok mastitisiyle karigtirlmasina neden olmaktadir (Cengiz ve ark. 2011).
Enterokoklarin; somatik hiicre sayis1 yliksek siitlerden ve kuru donemde daha sik tespit
edildigi (Petersson-Wolfe ve ark. 2007), c¢alismalarda mastitisli 6rneklerden % 6-42
oranlarinda izole edildigi bildirilmistir ( McDonald TJ ve McDonald JS 1976, Petersson-
Wolfe 2006).

Cengiz ve ark.nin (2011) ¢alismasinda 37 (%9,1)’si Ankara ilindeki ve 38 (%6,2)’i
Balikesir ilindeki orta biiyiikliikte olan isletmelerde mastitis siipheli inek siitlerinden izole
edilen 75 adet Enterococcus spp. incelenmistir. Molekiiler tiplendirme restriksiyon enzimi
uzunluk polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu (RFLP PZR) ile yapilmis (Resim 1) ve
bu yontemle 61 adet etken E. faecium ve 14 adet etken ise E. avium olarak tanimlanmusir.

Izolatlarin genotiplendirilmesi amaciyla yapilan rastgele g¢ogaltilmis polimorfik DNA
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polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD PZR) sonuglarina gore (Resim 2) E. faecium suslarinda

10, E. avium izolatlarinda ise 7 farkli profil goriintiilenmistir.

M 1

2 3 - 5 6
590 bp

1500 bp

500 bp

550 bp

220bp ' 380bp
280 bp

Resim 2. RFLP bant paternleri. M: Marker (100 bp DNA Ladder Plus) 1: E. faecium 16S rDNA 2: E. faecium-
Hhal kesimi 3: E. faecium- Mspl kesimi 4: E. avium 16S rDNA 5: E. avium- Hhal kesimi 6: E. avium- Mspl
kesimi

M: 1.2 3.4 & & 7 8 3 10 11112

1000bp ~

500 bp

Resim 3. E. faecium suglarinin RAPD-PZR bant paternleri. M: marker (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 1-
11. hatlar E. faecium suslari, 12.hat, negatif kontrol.

Kateete ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, klinik mastitisli inek siitlerinden izole
edilen ve Phoenix 100 ID/AST otomatik sistemle tanimlanan 58 izolatin 16 (%28)’sinin
enterokok oldugunu, bunlarin besinin E. faecium, dordiiniin E. hirae, i¢iiniin E. faecalis,
ikisinin E. gallinarum, birinin E. durans ve birinin E. raffinosus oldugunu bildirilmislerdir.
Aym galismada sagimcilardan alinan nazal sivap orneklerinden 31 izolatin sekizinin (%26)
enterokok oldugunu ve bunlarin dordiinii E. faecium, ikisini E. faecalis ve ikisini E. hirae

olarak identifiye etmislerdir. Ineklerden izole edilen enterokoklarm tiimii ampisilin duyarli



olup; besi tetrasiklin, ii¢li vankomisin, ikisi teikoplanin, {i¢ii eritromisin, biri daptomisin ve

biri siprofloksasine diisiik direng¢li bulunmustur.

Onemli enterokok tiirlerinin genel 6zellikleri asagida verilmistir:

E. faecalis: Gastrointestinal floranin dogal bir pargasidir. Agiz, hepatobiliyer sistem ve
vajinadan da izole edilmistir. Insan kaynakli enfeksiyonlardan siklikla izole edilmektedir.
Ayrica gesitli hayvan enfeksiyonlarindan da sorumlu oldugu bildirilmektedir. En fazla triner
enfeksiyon, yara, periton sivisi, pelvik apse, endokardit ve kan Kkiiltiirlerinden izole
edilmektedir. Beta hemolitik olup, % 6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da iirer.

E. faecium: Insan ve sigirlarin gastrointestinal sisteminde dogal olarak bulunan bu
mikroorganizmanin, yiyecek, sebze ve yemlerden izole edildigi bilinmektedir. iki biyotipi
vardir. E. faecalis’e gore antimikrobiyallere daha direngli olmalari 6nemlerini artirmaktadir.
Alfa hemolitik olup, %6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da tirerler.

E. avium: Kuslar, tavuk, kdpek gibi hayvanlardan izole edilmistir. Insan gastrointestinal
sistem florasinin da bir pargasidir. En ¢ok apandisit, otit ve beyin apselerinden izole edildigi
bildirilmistir. Alfa hemolitiktir olup %6.5’luk NaCl’de iiremesi zayiftir. H,S iretir,
pigmentsizdir.

E. casseliflavus: Bitki ve toprakta bulundugu bildirilmistir. Vankomisin direngli olmas1
ve firsatg1 insan enfeksiyonlari yapmasi acisindan onemlidir. %6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da

tirer. Hareketlidir ve sar1 pigment yapar.

E. gallinarum: Evcil kuslarin gastrointestinal sisteminde bulunan etken, hemodiyalizli
bir hastadan izole edilmistir. Vankomisin direnglidir. Koyun kanli agarda nonhemolitik olup
at kanli agarda beta hemoliz yapar. %6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da iirer. Hareketlidir, pigment
yapmaz (Saymer 2008).
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2.4.1. E. durans ve E. hirae

E. durans ve E. hirae nadiren insanlardan izole edilir. Eski literatiirde E. durans’tan;
insan bagirsagi florasinin kiigiik bir bileseni olarak bahsedilmektedir (Noble 1973, Watanabe
ve ark. 1981) ve E. hirae’nin orijinal tanimina gore, her ne kadar nadir goriinse bile bu, ortam
ile iliskilendirilmistir (Farrow ve Collins 1985). Bu genel tablonun istisnasi olan bir ¢aligmaya
gore, saglikli bireylerin %18’i E. durans ve %9’u E. hirae tasiyicisidir (Blaimont ve ark.
1995). E. durans ve E. hirae ile iliskilendirilmis insan enfeksiyonlar1 ¢ok nadir goriiliir.
Literatiirlerde E. hirae enfeksiyonu ile ilgili sadece birka¢ tane iyi tanimlanmis klinik vaka
vardir (Gilad ve ark. 1998), buna ragmen hastanelerdeki izolasyon sonuclarina gore pek ¢ok
tetkikte enterokokkal izolatlar koleksiyonundaki suslarin kiiciik bir kisminda diizenli olarak E.
hirae ve E. durans bulunmaktadir.

E. durans, preruminant buzagilar ve geng¢ tavuklar harig¢, evcil hayvanlarin bagirsak
florasinda ¢ok nadir goriiliirken; E. hirae gesitli evcil hayvan tiirlerinde bagirsak florasinda
siklikla goriiliir (Devriese ve ark. 1987). Bunlara ek olarak, bu bakteriler hayvansal gidalarda
ve suda bulunur. E. hirae; civcivlerde septisemi ve beyinde fokal nekroza, papaganlarda da
septisemiye neden olabilir. E. hirae veya E. durans suslari; yavru fareler, taylar ve sipalar,
kedi yavrular, kopek ve kopek yavrulari, danalar, tavuklar ve siitten kesilmemis yavru
domuzlardaki bagirsak hastaliklari ile iligkilidir (Devriese ve ark. 2002).

Son on yil i¢inde, enterokoklarin neden oldugu hastane enfeksiyonlarinin sayisinda
giiclii bir artis olmustur. E. faecalis, kayith vakalarin ¢ogundan sorumlu olup onu E. faecium
takip eder. Ancak E. durans ve E. hirae etkenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin sikliginda
artis rapor edilmistir.

Moellering 1995°te E. durans’in insan enfeksiyonlarinda nadir bir etken oldugunu
belirtmistir. O zamandan beri Amerika Birlesik Devletleri (Perlada ve ark. 1997), Bel¢ika
(Descheemaeker ve ark. 2000), Almanya (Kaufhold ve Klein 1995), ve Yunanistan (Tsakris
ve ark., 1998) gibi bir¢ok tilkeden E. durans ile iliskili vakalar bildirilmistir. E. hirae’nin
bildirimi ise Almanya (Kaufhold ve Klein 1995), Irlanda (Mangan ve ark. 1997), Israil (Gilad
ve ark. 1998) ve Isvigre (Liassine ve ark. 1998) gibi iilkelerden olmakla birlikte daha sinirl:
sayida kalmistir.

Enterokoklarda antibiyotik direnci en 6nemli sorunlardan birisidir. Vankomisin (VRE)
ve teikoplanine direngli enterokokkal suslarin enfeksiyonlar1 klinik agidan biiylik 6nem
tasimaktadir. VRE ozellikle E. faecium’dur ancak son zamanlarda, vankomisine direngli E.

durans ve E. hirae suslart izole edilmistir. Ustelik, laboratuvar ortaminda vankomisin
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direncinin E. durans’tan E. faecium’a, E. hirae’den E. faecalis’e ve tavuklarda E. hirae’den
E. faecium’a transfer oldugunu tanimlayan raporlar mevcuttur. E. durans suslarinin insan
kaninda siklikla beta hemolitik aktivite géstermesinden beri bu tiiriin neden oldugu kandaki
enfeksiyonlardan endise edilmektedir. Bu nedenle etken suslar1 dogru tanimlamak onemlidir.
Ne yazik ki, fenotipik 6zelliklere dayali otomatik sistemler daha nadir karsilagilan enterokok
tiirlerini tanimlamaya her zaman izin vermez. Singer ve ark. (1996) ve Tsakris ve ark. (1998)
E. durans’a ait suslarin gelencksel testler ile tanimlanmasindaki hatalar1 rapor etmislerdir.
Ayrica E. hirae’nin tanimlanmasinin da problemli olabilecegi Tritz ve arkadaslar1 (1990)
tarafindan rapor edilmistir.
Enterokok identifikasyon semasi Tablo 1’de gosterilmistir (Koneman ve ark. 2006).

Tablo 1. Enterokok identifikasyonu

ENTEROKOK TURLERI
Safra eskiilin (+), %6.5 ¥NaCl (+), PYR (+)

+ Mannitol
L
Arginin dihid rolaz/ Grup 111
Sorboz
A+ | +. 1
Gr*p 1 Grup*] Siikroz/
Rafinoz
1 l [ )
Arabmoz/ Rafinoz Hareket Piruvatta Pirin atta
=+ E n¥naps ed ehilme iireme iir emne
== E. aviam (H; =) vetenegi +

== E. malodoratod (HyS=)
== E. pudoavivm

E. dispar E. hiare
Sar1pizment Arabinez E.faecals +
(ana dewrwlind
" - eVl

E.durans - <
E. casseliflavus E. gallinarum

+

San pigment Limz
- I . - I .
E. mundrii E. Faecium E .faecalis Sikroz [ Melezitoz
+l+ I -
E. solitarius E serinlicida
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Enterokok tiirlerinin biyokimyasal yontemler kullanilarak yapilan identifikasyonlar
oldukga zor ve zaman alicidir. E. hirae, melibiyoz ve sukrozdan asit iiretirken, E. durans her
iki test i¢in negatif olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, %98’den fazla 16S rDNA
benzerligi bulunan E. hirae ve E. durans gibi bakterileri konvansiyonel testlerle fenotipik
olarak birbirinden ayirt etmek gii¢ oldugundan rutin teshis laboratuvarlarinda genellikle
yapilmamaktadir. Yaptigimiz literatiir incelemesi sonucunda E. durans ve E. hirae’nin
mastitis etiyolojisindeki rolleri konusunda yeterli bilgi bulunmadigi goriilmistiir. Bu
calismada, si8ir siitlerinden izole edilen, ¢cok yiiksek 16S rDNA benzerligi nedeni ile genelde
birbirleri ile siklikla karisan, E. durans ve E. hirae izolatlarinin molekiiler yontemler

kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile identifikasyonlarinin yapilmasi amaglandi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Siit Ornekleri

Bu caligmanin materyalini, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda ge¢mis yillardaki ¢aligmalar sirasinda incelenmis olan 620
mastitisli (klinik veya subklinik) siit 6rnegi olusturdu. Calismada kullanilan materyaller
uzman veteriner hekimler yardimi ile alinmis olup; klinik mastitis meme loblarinin fiziksel
muayenesi ile belirlenirken (meme loblarinda siskinlik, sicaklik, agri, kizariklik ya da sulu,
kanli, pthtili siit vs.), subklinik mastitisli ineklerin tespitinde Kalifornia Mastitis Testi
(CMT)’nden yararlanilmistir. Calismadaki ineklerin hepsi laktasyon doneminde olup, son bir
ayda antibiyotik tedavisi almamis, Holstayn irki, yaslar1 2-9 arasinda, klinik muayenede
meme loblarinda anormallik bulunan veya CMT ile pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) veren

ineklerin siitleri ¢calismaya dahil edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve Solusyonlar
3.1.2.1. Besiyerleri

Mastitisli ~ stitlerden enterokok tiirlerinin  selektif olarak izole edilmesinde
Chromocult® Enterococci Broth (EB) (Merck) ve Enterococcosel Agar (EA) (BD) kullanildi.
Izolasyonu yapilan mikroorganizmalarin tuz toleranslarimin tespitinde %6.5 NaCl igeren
Nutrient Broth (NB) (Oxoid), izolatlarin pasajlanma isleminde Kanli Agar (BHIA) (Merck),
izolatlarin saklanmalarinda ise %20 gliserin igeren Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

(Merck) kullanildi. Calismada kullanilan besiyerleri ve icerikleri asagida verilmistir.
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3.1.2.1.1. Chromocult® Enterococci Broth

Chromocult EnterococCi Broth..............oooiiiiii e 18 ¢
Besiyeri 18.0 g/L olacak sekilde 1sitilarak ¢ozdiiriildii. Bes ml olacak sekilde tiiplere
dagitilip otoklavda 121°C 'da 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri berrak ve sar1
renkli olup, pH's1 25°C 'da 7,5+0,2'dir. Besiyerinin bilesiminde bulunan sodyum azid dzellikle
Gram  negatif bakterilerin  gelismesini  baskilar. ~ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-
glucopyranoside (X-GLU)'in pargalanmasi 0zel peptonlar ile desteklenir. X-GLU'nun

parcalanmasi sonunda olusan mavi-yesil renk olusumu enterokoklar i¢in karakteristiktir.

3.1.2.1.2. Chromocult® Enterococci Agar (EA)

Chromocult® EnteroCoCC AQAr .....uvieiiitiiteteitet et et eeenaanns S6¢g

Besiyeri 56 g/L olacak sekilde isitilarak c¢oziildiiriildii. Karistmin pH’s1 7.2-7.4°e
ayarlandi, 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi. Besiyeri 50°C’ye kadar sogutulup
petrilere dokiildii. Besiyeri bilesimindeki fosfatlar, Tween 80 ve sec¢ilmis peptonlar
enterokoklarin gelisimini destekler. Enterokoklar, besiyerindeki kromojenik substratlari
pargalayarak kolonilerin siyah-koyu kahverengi almasini saglar. Bu da enterokoklarin kolayca
saptanmasina sebep olur. Sodyum azid ve safra tuzlar1 ¢cogu refakatci mikrofloray: baskilar.
Enterokok olmayan bakteriler seffaf, beyaz-sarimsi renkte koloniler olusturur bunlar

enterokoklarin iirettigi siyah renkten kolayca ayrilirlar.

3.1.2.1.3. Kanh Agar

Kanlt Agar........oooiiiiiii e, 40 g/L

Besiyeri litrede 40 gr olacak sekilde ¢ozdiiriildii. pH’s1 7.2-7.4°e ayarlanip, 121°C’ye

ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi. Sonra, 50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildii.

3.1.2.1.4. Brain Hearth Infusion Broth

BHIB.....ooe oo 37g/L
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Besiyeri litrede 37 gr olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Karistmin pH’s1 7,2-7,4°e ayarlanip,
0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildi. 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi.

3.1.2.1.5. Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (%620 gliserinli)

BHIB. ..o 37¢
(€115 51 1 TN 20 ml
DISTILE SU. . e e e ettt e 80 ml

Besiyeri 100 ml.de 3,7 gr olacak sekilde ¢ozdiiriildii. pH’ s1 7.2-7.4’¢ ayarlanip, 500 ul
miktarda ependorf tiiplere dagitildi. 121°C’ye ayarli otoklavda 15 dk sterilize edildi.

3.1.2.2. Solusyonlar

3.1.2.2.1. %6,5 NaCl iceren Nutrient Broth (NB)
NB........ 48807 . 49 4 4 . . . ... . 9. 8 g/l
NaC L. . 6.59

Nutrient Broth’a %6.5 NaCl ilavesi yapilarak ¢oziilmiis, 5 ml olarak tiiplere dokiilmiis,
otoklavda steril edilmis ve bu ortam, organizmalarin tuz toleranslarini tespit etmek igin

kullanilmistir (Atlas 2004).

3.1.2.2.2. %3’liik Hidrojen Peroksit (H,O;)

Ticari olarak temin edilen bu ¢ozelti, organizmalarin katalaz aktivitelerini belirlemek

amaciyla kullanildi.

3.1.2.2.3. Jel Yiikleme Tamponu (6 X)

Bromofenol mavisi............ooeiiiiiiiiiii e 25 mg

SUKIOZ 49
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HoO 10 ml’ye
tamamlandi. Hazirlanan tiim besiyerleri ve soliisyonlar kullanilincaya kadar buzdolabinda

+4°C’de saklandu.

3.1.2.2.4. TAE Elektroforez Tamponu

50x konsantrasyonda stok solusyon asagidaki gibi hazirlandi:

TS BaSE. oottt 40 mM
ALK ASIE oottt ittt 20 mM
E D T A o 1mM

Buffer solusyonu olarak stoktan 20 ml alinip distile su ile hacim 1000 ml’ye

tamamlanarak oda sicakliginda saklandi.

3.1.3. PZR

3.1.3.1. Kullanilan Cihazlar

PZR 96 6rnek kapasiteli Boeco (Almanya) marka kademeli termal dongiileme cihazinda

elektroforez VWR marka 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda, goriintiilleme Vilber

Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka goriintiileme cihazinda gerceklestirildi.

3.1.3.2. MgCl,, Tag DNA Polimeraz, 10X Taqg Buffer, dNTP Set

25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM Tris-HCI, pH

8.3, 500 mM KCl), 100 mM deoksiniikleotid trifosfat (AINTP) set (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Fermentas) kullanildi.
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3.1.3.3. Primerler

Calismada kullanilan tiim primerlerin kullanim amaglari, dizileri, amplikon uzunluklari,

hedef genleri, kaynaklar1 ve Tablo 2’te verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan primerlerler dizileri, amplikon uzunluklari, hedef genleri

Primer Sekans (5°-3”) Amplikon Hedef Gen Kaynak
uzunlugu (bp)
Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 tuf Ke ve ark. 1999
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC
DUl CCTACTGATATTAAGACAGC 295 SodA Jackson ve ark. 2004
DU2 TAATCCTAAGATAGGTGTTTG
HIl CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187 SodA
HI2 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG
16S20 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1371 16SrRNA Sghir ve ark. 1998,
16S1390 | GACGGGCGGTGTGTACAA Suau ve ark. 1999

3.1.3.4. Agaroz Jel Hazirlanisi

Agarose (S1ZMa).......ouuiiniiti i lvelbg
TAE (0,5 X))ttt 100 ml

Hazirlanan buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve
mikrodalga firinda yaklasik 3-5 dk kaynatildi. Karisim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen
stvi halde olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde
dokiildii ve igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20
dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez

tankina dikkatlice yerlestirildi.

3.1.3.5. Marker

Marker olarak 100 bp (Vivantis ve Fermentas marka) ve Pstl enzimi ile kesilmis
lambda faj DNA’s1 (Fermentas) kullanildi.

Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’sinin hazirlanisi:
30 ul A DNA (Fermentas)
30 pl 10X Buffer

4 ul Pstl enzimi (Fermentas)
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236 pl enjeksiyonluk distile su
Bir saat 37°C’de bekledikten sonra 30 pl loading dye eklendi. Her elektroforez
reaksiyonu i¢in 7 pl kullanildi (Anderesson 2009).

3.1.3.6. Etidyum Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda Sigma marka

%1°lik etidyum bromiir 500 ml 0,5X TAE igerisine 100 ul miktarinda eklenerek kullanildi.

3.1.3.7. Sekans Analizi

Tim bakterilerden 16S rRNA fragmanini ¢ogaltmaya yarayan bu primerlerle elde
edilen amplikonlar tiir tayini yapilabilmesi igin (E. hirae ve E. durans) sekans analizine tabi
tutuldular. Elde edilen amplikonlar sekans analizleri i¢in 6zel bir firmaya (Macrogen, Korea)
gonderildi. Firma saflastirmay1 takiben ABI Primse cihazi ile sekans analizini gergeklestirdi.
Elde edilen 16S rRNA sekanslar1 tir tayininin yapilabilmesi i¢in gen bankas1 ile
karsilagtirildi. Bu amagla National Center of Biotechnology Information’in web sayfasindaki
(Anonim 5) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanildi. Bakterilerin 16S rRNA

sekansina dayali molekiiler identifikasyonunun yapilis1 Resim 4’te gosterilmistir.

|
\ JI DNA Ekstraksiyonu |
O 4
PCR
GEN BANKASI iLE
KARSILASTIRMA SEKANS

ELEKTROFOREZ

Resim 4. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu
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3.2. Yontem

3.2.1. Siit Orneklerinin Alinmasi

Siit 6rnekleri alinmasi esnasinda dncelikle meme loblari su ile yikanip kurulandiktan
sonra %70’lik alkolle temizlendi. Eller sabunlandi, eldiven giyildi. Meme basindaki saprofit
mikroorganizmalar1 uzaklastirmak i¢in birka¢ ml siit bosa sagildi. Veteriner hekimler
tarafindan enjektor icerisine yaklasik 3-5 ml miktarda siit alind1 (Bastan 2002). Alinan 620 siit

ornegi soguk zincir altinda laboratuvara ulastirildi.

3.2.2. Enterokok izolasyonu

Alman siit 6rnekleri, dncelikle selektif sivi besiyeri olan Enterokok Buyyon’a 100 pl
miktarda olacak sekilde inokule edilerek, aerobik sartlarda 37°C’de 24-72 saat inkiibe
edildiler. Besiyerinin parlak sar1 olan renginin mavi-yesil renge doniistiigii 6rneklerden bir
0ze dolusu alinarak selektif kat1 besiyeri olan Enterokokosel Agar’a ekimleri yapildi. Besiyeri
37°C’de aerobik sartlarda 24-48 saat siireyle bekletildikten sonra, siyah-koyu kahverenginde
koloniler enterokok tiirleri yoniinden siipheli olarak kabul edildi. Incelenmek {izere tekrar

enterokokosel agara ve kanl1 agara pasajlandilar.

3.2.3. Enterokoklarin Fenotipik identifikasyonu

Selektif besiyerinde enterokok siipheli olarak (siyah-koyu kahverenginde koloniler)
degerlendirilen kolonilere sirasi ile Gram boyama, %6.5 tuz igeren NB’da iireme ve lam
tizerinde katalaz testleri yapildi (Lanthier ve ark. 2010). Gram pozitif kok goriiniimiinde,
%6,5 tuz iceren NB’da iireyebilen ve katalaz negatif bakteriler enterokok siipheli olarak kabul
edildi. Bu izolatlar, daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak {izere molekiiler testler yapilincaya
kadar -20°’de %20 gliserinli BHIB igerisinde saklandilar.
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3.2.3.1. Katalaz Testi

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H20,), su (H,0) ve oksijene (O,) ayirmaktadir. Bu
nedenle bu test bakteriler tarafindan sentezlenen katalaz (hidrojen peroksit oksido rediiktaz)
enziminin varligin1 saptamak amaciyla kullanilmaktadir. Katalaz testi yapilirken kanli agara
pasajlanmis mikroorganizma kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinip, %3’liikk hidrojen peroksit
soliisyonu damlatilmis bir lam {izerinde koloni ve hidrojen peroksit soliisyonunun
karistirilmasi ile gergeklestirilir. Bu islem sonunda hava kabarciglr olusumuna neden olan
izolatlar katalaz pozitif olarak, hava kabarcig1 olusturmayan izolatlar katalaz negatif olarak

degerlendirildi (Temiz 2000).

3.2.3.2. %6.5 NaCl’de Biiyiime

Enterokok tiirleri i¢in 6nemli ve ayirt edici testlerden birisidir ve bakterinin
identifikasyonunda kullanilir. %6.5 oraninda NaCl igeren ve icermeyen NB ortamina ekilen
bakterilerin, 24 saatlik inkiibasyondan sonra iiremeleri degerlendirildi. Tuz igermeyen
NB’daki kadar bulaniklik olusturan NaCl’lii NB iceren tiiplerde tireyebilen izolatlar i¢in
sonug pozitif olarak kaydedildi ve bu tiirlerle identifikasyona devam edildi (Gerhardt ve ark.

1994). Kontrol mikroorganizma olarak E. faecalis ATCC 29212 susu kullanildi.

3.2.3.3. E. hirae ve E. durans izolatlarinin Genotipik Belirlenmesi

Enterokok tiirlerinin biyokimyasal yontemler kullanilarak yapilan identifikasyonlari
oldukga zor ve zaman alicidir. E. hirae, melibiyoz ve sukrozdan asit tiretirken, E. durans her
iki test i¢in negatif olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, %98.8’den fazla 16S rDNA
benzerligi bulunan E. hirae ve E. durans gibi bakterileri konvansiyonel testlerle fenotipik
olarak birbirinden ayirt etmek ¢ok giic oldugundan rutin teshis laboratuvarlarinda
yapilmamaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada, izole edilen enterekok siipheli izolatlar
icerisindeki E. hirae ve E. durans izolatlarini belirlemek igin spesifik primer ¢ifti kullanilarak

PZR yapildi. PZR i¢in 6ncelikle izolatlardan DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi.
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3.2.3.3.1. DNA izolasyonu

izolasyonu yapilan bakterilerden total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA
ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanilarak, tiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi
gercgeklestirildi. Bunun i¢in oncelikle 200 pl bakteri siispansiyonu 400 pl lizis soliisyonu ile
karistirildi. 65°C’de 5 dakika inkube edildi. 600 pl kloroform ilave edilerek karistirildi ve
10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Presipitasyon soliisyonu, 720 ul steril distile su ile 80
ul 10x konsantre soliisyonu karistirilarak hazirlandi. Santrifiijden sonra iist siv1 yeni bir tiipe
aktarilarak 800 pl presipitasyon soliisyonu ilave edildi. 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra, pelete 100 pl 1,2 M NaCl ilave edilerek vortekslendi.
300 pl soguk etanol ilave edilerek 10 dakika -20°C’de DNA’nin presipitasyonu saglandi.
10.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Ustteki etanol dokiilerek pelet %70’lik soguk etanol
ile yikandi. DNA 100 pl steril distile suda g¢ozdiiriilerek iyice karistirildi. Her bir PZR
reaksiyonu i¢in 2 pl kalip DNA kullanildi.

3.2.3.3.2. DNA’min Elektroforezi

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimindan agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi. DNA elektroforezinde %1 agaroz iceren jel kullanildi. Bunun
icin 5 pul DNA, 1 pl yiikleme soliisyonu ile karistirilarak 50 V’ta 60 dakika yiiriitiildi.
Elektroforez sonucunda, baslangi¢ noktasina yakin, yliksek molekiil agirlikli tek bir bant

gozlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliigiiniin tam oldugunu gosterdi (Sambrook ve ark.
1989).

3.2.3.3.3. DNA’nin Saflik Kontrolii ve Miktar Tayinleri

DNA biitiinliigi %1°lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve
miktar tayinleri spektrofotometre ile yapildi (Sambrook ve ark. 1989). Spektrofotometrede
DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslar1 hesaplandi (OD260 ve OD280) ve bu
degerler arasindaki oran kullanilarak DNA’nin saflig1 kontrol edildi. OD260/0OD280 oraninin
1.8-2.0 arasinda olmasi DNA’nin saf oldugunu, bu araliktan daha asagida olmasi RNA
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kontaminasyonu oldugunu ve bu araliktan daha yukarida olmas1 da protein kontaminasyonu

oldugunu gostermektedir (Turner ve ark. 2004).
3.24.PZR

Master mikslerin hazirlanisi: Tim PZR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PZR
amplifikasyonu 30 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi
1X, MgCl; 2 mM, dNTP 0.2 mM, primer (her biri i¢gin) 0.4 pmol, Tag DNA polymerase 1.5 U

olacak sekilde ger¢eklestirildi. Kullanilan malzemeler ve voliimleri Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3. Master miksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Konsantrasyon) Istenen Son Konsantrasyon 10 6rnek (ul)
Buffer (10X) 1X 30

MgCl, (25 mM) 2 mM 24

dNTP (10 mM) 0.2 mM 6

Primer-F (100 pmol) 0.4 pmol 1.2

Primer-R (100 pmol) 0.4 pmol 1.2

Taq Polimeraz (5 U) 0.3 ul/ 50 wl 1.8

dH,0 Son miktara tamamlanir 235.8

Master miksler hazirlandiktan sonra 0.2 ml’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, iglerine 28’er pl hazirlanilan master miksten ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser pl alinip, ilgili tiiplerin i¢erine eklendi ve agizlar sikica
kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip programlandi.

Enterococcus spp., E. hirae ve E. durans ve sekans analizi amaci ile gerceklestirilen

16S PZR islemlerine ait 1511 dongii ve siire diyagramu sirasi ile igin Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. PZR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Enterococcus spp. E. hirea/E.durans 16SrRNA
Basamak Dongli | Sicaklik Siire Sicaklik Siire Sicaklik | Siire
Sayisi (°0O) (°C) (°O)

Baslangig 1 95 5 dk 95 5 dk 95 5 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95 30 sn 95 30 sn 95 30sn
Baglanma 35 55 30sn 57 30sn 54 30 sn
Uzama 72 30 sn 72 30 sn 72 60 sn
Son Uzama 1 72 10 dk 72 10 dk 72 10 dk
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Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi: 6X yiikleme boyasindan 1 pl alinip,
5 ul PZR fiiriinleriyle birlestirildikten sonra bir pipet yardimi ile bu karisimdan 6 ul jeldeki
uygun pozisyondaki kuyucuga ytiklendi.

Yiiriitme: Hazirlanan jele, istenilen Ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra

100V, 400A akimda, 45 dakika yiiriitiildii.

Goriintiileme ve Degerlendirme: 100 Volt’ta 45 dakikalik elektroforez siiresinin
ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde icerisinde etidyum bromiir olan tanka konuldu.
Burada 15 dakika boyanmaya birakildi. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagl
durumdaki transilluminatér cihazindaki odaciga yerlestirildi. Degerlendirme, jel UV 15181
altinda fotograflandiktan sonra, bant uzunluklar1 her PZR i¢in ayr1 olarak daha oOnce

bildirildigi sekilde (Tablo 2) yapild:.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon

Calismada toplam 620 mastitisli siit 6rneginin selektif besiyerlerine ekimleri yapildi.
Chromocult® Enterococci Agar’da referans susla (E. faecalis ATCC 29212) benzer

goriinimii (Resim 5) olan bakteri kolonileri segilerek toplamda 96 Enterococcus sp. siipheli

izolat elde edildi.

Resim 5. izolatlarin selektif kati ve sivi besiyerlerinde gériiniimii a. Ekim yapilmamis EB b. EB’da E. faecalis
ATCC 29212 susu c. EA’da E. faecalis ATCC 29212 susu

Bu izolatlarin Gram pozitif kok goriiniimiinde olup %6.5 tuzlu NB’da iireyip, katalaz

negatif olduklar1 dogrulandiktan sonra incelemeye dahil edildiler.

4.2. PZR

4.2.1. Enterococcus spp.

Doksan alti enterokok siipheli susun DNA’s1 kullanilarak gergeklestirilen PZR

sonrasinda 112 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 96 izolatin hepsinin Enterococcus spp.
oldugu dogruland: (Resim 6).
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112 bp

Resim 6. Enterococcus spp. PZR elektroforez goriintiisii 1-6: Enterococcus spp. saha izolatlar1 7: Pozitif kontrol
(E. faecalis ATCC 29212) 8: Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder

4.2.2. E. hirae

Doksan alt1 Enterococcus spp. DNA’s1 kullanilarak gerceklestirilen PZR sonrasinda 295
bp uzunlugunda amplikon elde edilen 9 izolatin (%9.3) E. hirae oldugu belirlendi (Resim 7).

4.2.3. E. durans

Doksan alti Enterococcus sp. DNA’s1 kullanilarak gerceklestirilen PZR sonrasinda 187
bp uzunlugunda amplikon elde edilen 5 izolatin (%5.2) E. durans oldugu belirlendi (Resim 7).

Resim 7. E. hirae ve E. durans PZR elektroforez goriintiisii 1: E. hirae saha izolat1 2: Negatif kontrol (E. coli
ATCC 25922) 3: E. durans saha izolat1 4: Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder
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4.2.4.16S PZR

Sekans icin gerceklestirilen 16S PZR sonucunda 1371 bp uzunlugunda amplikon elde
edildi (Resim 8).

Resim 8. 16S universal primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR M: Marker (Pstl enzimi ile kesilmis lambda
faj DNA’s1) 1-7: Enterococcus spp. izolatlari, 8: Negatif Kontrol (DNA’siz master miks) 9: Pozitif Kontrol (E.
faecalis ATCC 29212).

PZR’da pozitif olarak goriilen bir E. hirae ve bir E. durans saha izolat1 sekanslandi.
Sekans sonucuna gore E. hirae ve E. durans oldugu belirlenen bu izolatlar daha sonra pozitif

kontrol olarak kullanildi. E. hirae ve E. durans izolatlarinin sekans sonuglar1 Resim 9 ve

10°da gosterilmistir.

Accession Description Mascore  Tofalscore  Query coverage _ Evalue  Max dent
LUTIELL AP o e, i T B T
IR0 ST etran R 165 hnsmal RNA, nartal semienre Ll : ! :

0 e o ‘ . B o
It VOTIELL Foternerirets dirans stvain 860 168 rhacomal RNA. narkil sentienie Lt i W 0 i
00454 ‘ e e e ik il 00
I USEU e Eakernenrets e stain | MG 19477 65 ehicoml RN, emelet Ll L it 00 a0
Resim 9. E. hirae sekans sonucu
Accession Description Max score  Tofal score  Query coverage
NR 0365922.1 NPT durans strain 980 1AS rhnsamal RNA. nartial seuence 1953 1953 100%
NR 037082.1  Fnternrnceis hirae strain R 16S rihosomal RNA. nartial seaience 1953 1953 100%
NR 044160.1 Fnternracens thailandicus strain FP48-3 168 rihosomal RNA. nartial e 1936 1936 100%
NR 042054.1 Enternrncens fascium strain | MG 11473 165 rihasnmal RNA. comnlet 1930 1930 100%
NR 024906.1  Fntarncncens mundtii strain ATCC 43186 165 rihnsomal RNA. nartial 1914 1914 100%
NR 0419331 Fnterncnccis ratti strain ATCC 700914 165 rihnaomal RNA. nartial se 1908 15908 100%

Resim 10. E. durans sekans sonucu
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5. TARTISMA

Mastitise neden olan mikroorganizmalarin dogru bir sekilde tanimlanmasi, klinik ve
subklinik olgulardaki enfeksiyonlarin tespiti ve kontrol edilebilmesi i¢in olduk¢a Gnemlidir.
Bakterilerin fenotipik 6zelliklerinden yararlanilarak uygulanan konvansiyonel yontemler bazi
mastitis etkenlerinin teshisi i¢in gilivenilir olmayabilir. Dogru tanimlama yapilabilmesi i¢in
molekiiler yontemlerin kullanilmasi daha kesin sonuglara ulastirir.

Insanlarda ve hayvanlarda dogal floranin bir bileseni olan enterokoklar, insanda
endokardit gibi nozokomiyal enfeksiyonlar ve bazi hayvanlarda bagirsak enfeksiyonu,
septisemi gibi hastaliklardan sorumludur. Ozellikle siit sigirlarinda, sagim hijyeni yetersizligi
ve cevresel faktorlerin etkisiyle memeye ulasan enterokoklar enfeksiyon olusturarak mastitise
yol acar. Bir¢ok antibiyotige karsi dogal direngli olmalari, yeni direncler olusturma
yetenekleri ve bunun yaninda bu direngleri aktarabilmeleri enterokok enfeksiyonlarinin
ciddiyetini arttirmaktadir. Bu nedenle oncelikle etkenin dogru teshis edilmesi ve ardindan
dogru tedavi uygulanmasi son derece 6nemlidir.

Bu calismada 620 klinik ve subklinik mastitisli siit 6rnegi incelendi. Molekiiler
yontemler kullanilarak yapilan identifikasyon sonuglarina gore bu oOrneklerden 96 izolat
(%15,4) Enterococcus spp. olarak tanimlandi. Enterokoklardan 9’unun (%9.3) E. hirae ve
5’inin (%5.2) E. durans oldugu tespit edildi.

Macun ve arkadaslarinin 2011°de yaptig1 calismada 213 adet siit 6rneginden izole edilen
etkenlerden 9’u (%4.22) Enterococcus olarak tanimlanmis, bunlardan 3’tiniin (%33.3)
Enterococcus faecium, 2’sinin (%22.2) Enterococcus faecalis, 3’iiniin (%33.3) Enterococcus
hirae ve birinin (%11.1) Enterococcus solitarius oldugu bildirilmistir.

Yesilmen ve arkadaslar1 (2012), 239 adet subklinik mastitisli inek siitli 6rneklerinden 66
(%24.63) S. aureus, 30 (%11.19) S. epidermidis, 20 (%7,46) S. haemolyticus, 27 (%10.07) S.
agalactiae, 10 (%3.73) S. dysgalactiae, 5 (%1.87) S. uberis, 10 (%3.73) Bacillus spp., 23
(%8.58) E. coli, 10 (%3.73) E. cloacae, 10 (%3.73) E. faecalis, 5 (%1.87) K. pneumonia, 5
(%1.87) P. aeruginosa, 8(%2.99) Diplocococus spp. ve 10 (%3.73) Candida spp. izole

etmislerdir.
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Kuyucuoglu (2011), Afyon ve gevresinde elde edilen 392 mastitisli siit 6rneginden 43
(%10.9) adet enterokok susu saptamis, bunlarin %53.4’{inii E. faecalis ve %18.6’sin1 da E.
faecium oldugunu bildirmistir.

Ankara ve Balikesir illerindeki siit isletmelerinden saglanan siitlerin incelendigi bir
calismada (Cengiz ve ark. 2011) 75 enterokok susu ele alinmistir. RFLP-PZR ile molekiiler
tiplendirmesi yapilan suslarin 61’1 E. faecium ve 14’4 E. avium olarak tanimlanmuistir.
Izolatlarn RAPD PZR ile genotiplendirmesi sonucu E. faecium suslarinda 10 adet, E. avium
suslarinda ise 7 adet farkli profil goriintiilenmesi enterokoklarin mastitisteki roliinii ve
Onemini gostermistir.

Kateete ve arkadaslarinin 2013’teki ¢calismasinda sigir siitlerinden izole ettikleri 16 adet
enterokoktan 4’1 E. hirae ve 1’i E. durans olarak tanimlanmustir.

Bir ¢alismada E. hirae suslarinin copY ve murG genleri primerleriyle yapilan PZR ile
sadece E. durans suslarinda amplifikasyon triinii veren mur-2ed genleri primerlerinin
kombinasyonuyla multipleks PZR kullanilmasimin bu iki tiiriin tanimlanmasit i¢in hizli bir
alternatif oldugu bildirilmistir (Arias ve ark. 2006).

Ryu ve arkadaglar1 2013°te 16S rRNA gen sekans analiziyle inceledikleri 439 ¢evresel
izolattan %91’ini Enterococcus spp. olarak identifiye etmislerdir. Bunlardan %34 E.
casseliflavus, %25 E. faecalis, %15 E. mundtii, %5 E. faecium ve %5’ini E. hirae olarak
tanimlamiglardir.

Knijff ve arkadaslar1 2001°de E. durans ve E. hirae i¢in D-alanin: D-alanin ligaz (ddl)
kodlayan genleri hedef alan primerler ile tiire 6zgii PZR uygulamislardir. Multipleks PZR
denemesinde, farkli kokenli (hayvan, silaj, peynir, et ve klinik 6rnekler) toplam 46 izolati
incelenmistir. izolatlarin 30’unu E. durans ve 16’sin1 E. hirae olarak bildirmislerdir. Burada
yapilan testin multipleks formu; hiz, giivenilirlik ve 6zglinliik avantajlarin1 birlestirerek E.
durans ve E. hirae’nin dogru tanimlanmasi saglanmistir. Ayrica bu yaklasim, tek izolatin
tanimlanmasi i¢in uygulanan test sayisim1 da diigsiirmektedir. PZR ile tanimlamanin hem
epidemiyolojik hem de terapotik ¢alismalar acisindan avantajli ve giivenilir olup, klinik 6nemi
artan tanimlanmis enterokokkal tiirlerin yelpazesini genigletmistir.

Devriese ve arkadaslariin 2002’deki ¢alismasinda E. durans, E. hirae ve E. villorum
suslariin tanimlanmasi i¢in farkli testler karsilastirilmistir. E. faecium grubuna ait olan bu
tirlerin 16S rRNA dizilim benzerliginin %98.8'den fazla olmasi filogenetik olarak
birbirleriyle oldukca iligkili olduklarini ispat ederken ayirt edilmesindeki giicliiklere isaret
etmektedir.
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Tiim hiicre proteinlerinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile analizi, tRNA ayarli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve istege bagli hazirlanmis
(D11344) PZR analizi ile ¢ok farkli kaynaklardan elde edilmis bir sus koleksiyonu i¢inden bu
ti¢ tlir dogru bir sekilde tanimlanabilir. Buna karsin, biyokimyasal reaksiyonlar ayr1 bir grup
olarak bu ii¢ tiirin diger enterokoklardan kesin ayrimini saglar. Bu grup i¢inde, E. villorum’u
ayirt etmek icin D-ksiloz asidifikasyonu kullanilabilir, fakat bazi istisnalar goriilebilir.
Klindamisine asir1 duyarl suslar E. durans olarak tanimlanabilir, fakat bu tiirin bir¢ok susu
edindigi direngten dolayi, E. hirae ve E. villorum’dan ayirt edilemeyebilir.

16S rDNA benzerligi %98.8'den fazla olan bakterileri, geleneksel tesler ile
birbirlerinden ayirt etmek zordur. Tiir tanimlamalarinda E. hirae melibiyoz ve siikrozdan asit
tiretir seklinde tamimlanirken, E. durans her iki testte de negatif olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, melibiyoz-pozitif E. durans suslar1 tanimlanmis ve Rapid ID 32 STREP tanilama
sisteminin analitik profil indeksi, melibiyoza bagli olarak, siikroz-pozitif E. durans suslarinin
varhigini tespit etmistir (Facklam and Collins 1989).

Naser ve arkadaglari (2005) tanimlanan tiirleri gegerli bir sekilde temsil eden 91
enterokok izolati arasindaki akrabaligi, ATP sentazin alfa alt birimini kodlayan gen olan
atpA’nin 1102 bp’lik fragmani karsilastirarak incelemistir. Gozlenen iliskiler, 16S rRNA gen
sekans analizinden c¢ikan filogeni sonuclariyla uyumlu bulunmustur. Bununla birlikte atpA
gen sekansi, 16S rRNA’ya gore tiirleri ayirt etmede daha etkilidir. Biitiin tiirler, atpA
sekansina dayali olarak maksimum %92 benzerlik gostermektedir. E. faecium tiirleri
grubunun alt1 iiyesi (E. faecium, E. hirae, E. durans, E. villorum, E. mundtii ve E. ratti)
%99’un iizerinde 16S rRNA gen sekans benzerligi gostermistir, ancak atpA gen sekansi
benzerliginin en yiiksek degeri sadece %89.9°dur. E. faecium suslar1 disindaki tiim tiirler igin
tiir ici atpA sekans benzerligi %98.6 ile %100 arasinda degismekte; E. faecium suslar1 %96,3
ile diisik atpA sekans benzerligine sahiptir. Verilere goére atpA, enterokoklarin

identifikasyonu ve filogenetik ¢alismalar i¢in alternatif bir ara¢ saglamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma sonucunda Aydin yoresinde mastitislerin etiyolojisinde enterokoklarin
%15,4 oraninda rol oynadigi goriilmiistiir. Bu izolatlardan %9.3liniin E. hirae ve %5.2’sinin
E. durans oldugu belirlenmistir. Dolays1 ile identifikasyonlari zor olan bu tiirlerin ydremizde
enterokokal mastitis etiyolojisinde 6nemli yerlerinin oldugu sdylenebilir.

Mastitisle dogru bir sekilde miicadele etmek icin tiim siiriileri kapsayan bir kontrol
programi olusturulmali ve enfeksiyona neden olan etkenler dogru tanimlanmalidir.
Konvansiyonel yontemlerle enterokok identifikasyonlarinin yapilmasi zor, zahmetli ve zaman
alicidir. Bu nedenle, enterokoklar gibi mastitis etiyolojisinde giinden giine 6nem kazanan
etkenlerin daha ileri tekniklerle giivenilir bir sekilde identifikasyonlarinin yapilabilmesinin,
stit sigirciligr ekonomisine de katki saglayacagi aciktir. Bu etkenlerin cins ve tiir diizeyinde
tanimlanmalarinda spesifik gen boélgelerinin belirlenmesine dayanan primerler kullanilarak
gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu ile fazla sayida izolat kisa siirede identifiye
edilebilmekte ve bu nedenle de molekiiler yontemler tercih sebebi olabilmektedir. Kisa siirede
ve gilivenilir identifikasyonlarin yapilabilmesine imkan vermesi sebebi ile molekiiler
yontemlerin rutin teshiste kullanilmasinin faydali oldugu diisiiniilmektedir. Giiniimiizde
maliyet agisindan daha uygun ve personel bilgisi daha artmis oldugundan fenotipik
yontemlere gére onemli avantajlar saglar.

16S universal primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR ile, etkenlerin cins ve tiir
diizeyinde tanimlanmalarinda spesifik gen bolgelerinin belirlenmesine dayanan primerler
kullanilarak gerceklestirilen PZR’1arin birbirleri ile uyumlu olduklar1 sonucuna varildi.

Enterokok tiirlerinin 6neminin giinden giine artmasi sebebi ile nispeten iizerinde
olduk¢a az calisilmis olan bu iki enterokok tiiriiniin virulens faktorleri ve antibiyotik
direngliliklerinin belirlenmesi {lizerine baska caligmalar yapilmasi bu mikroorganizmalarin

patogenezlerinin daha iyi anlagilmasina katkisi olacak bilgilere ulasmamizi saglayacaktir.
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