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ÖZET 

 

MASTĠTĠSLĠ SIĞIR SÜTLERĠNDEN E. DURANS VE E. HIRAE’NĠN ĠZOLASYON 

VE ĠDENTĠFĠKASYONU 

 

Kaya S. E. Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Mikrobiyoloji 

Programı Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2016. 

 

Bu çalışmada, mastitisli süt örneklerinden izole edilen ve çok yüksek 16S rRNA benzerliği 

nedeniyle sıklıkla birbiriyle karıştırılan Enterococcus durans ve Enterococcus hirae’nin 

moleküler yöntemler kullanılarak identifikasyonlarının yapılması amaçlandı. Çalışma 

materyalini 620 klinik veya subklinik mastitisli süt örneği oluşturdu. Fenotipik yöntemlerle 96 

enterokok şüpheli izolat elde edildi. Bu izolatların cins spesifik primerler kullanılarak 

gerçekleştirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonucu hepsinin Enterococcus spp. olduğu 

doğrulandı. Tür spesifik primerler kullanılarak uygulanan PZR sonucunda izole edilen 96 

enterokokun 9 (%9.3)’unun E. hirae ve 5 (%5.2)’inin E. durans olduğu belirlendi. İzolatların 

16S rRNA fragmentleri üniversal 16S primerleri kullanılarak çoğaltıldı ve sekans analizi ile 

identifikasyonlar doğrulandı. 16S rRNA benzerliği yüksek olan bu iki türün geleneksel 

fenotipik yöntemler kullanılarak birbirinden ayırt edilmeleri oldukça zor olup, bu çalışmayla 

türe özgü primerler kullanılarak uygulanan moleküler yöntemlerle bu gibi türlerin kolayca 

ayırt edilebileceği gösterilmiştir. Özellikle mastitisli sığır sütlerinden sık izole edilen 

enterokokların tanımlanmasıyla ilgili kesin sonuç veren, kolay ve zaman tasarrufu sağlayan 

yöntemlerin laboratuvarlarda uygulanmasının faydalı olduğu sonucuna varılmıştır. Bu iki 

enterokok türünün virulens faktörleri ve antibiyotik dirençliliklerinin belirlenmesi üzerine 

yapılacak olan çalışmaların bu mikroorganizmaların patogenezlerinin daha iyi anlaşılmasına 

katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 

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 
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1. GĠRĠġ 

 

Süt işletmelerinin en sık karşılaşılan problemlerinden birisi olan mastitisin ülkemizde 

ineklerde oldukça yüksek oranlarda görülmekte olup; yol açtığı maddi kayıplar milyonlara 

ulaşmaktadır. Geç teşhis, yanlış antibiyotik kullanımı ve enfeksiyonların belirlenmesindeki 

güçlükler mastitis tedavisinin doğru yapılmasının önemini artırmaktadır. Klinik ve subklinik 

mastitis etklenlerinin doğru tanımlanması, enfeksiyonun tespiti ve önlenmesi için gereklidir. 

Bakterilerin fenotipik özelliklerinden yararlanılarak uygulanan yöntemler bazı durumlarda 

çok güvenilir olmamakla birlikte zaman da alabilmekte bu da teşhis sürecini olumsuz 

etkilemektedir. Böyle durumlarda moleküler yöntemlerin uygulanması daha doğru sonuçlara 

götürmektedir. Gram pozitif, sporsuz, genelde hareketsiz, fakültatif anaerob ve katalaz negatif 

kok görünümündeki enterokoklar yaygın bir epidemiyolojiye sahiptir. İnsan ve hayvanların 

sindirim sisteminin doğal bir bileşenidir ve hastane enfeksiyonlarından sıklıkla izole edilirler. 

Kanatlılarda septisemi, köpeklerde üriner sistem enfeksiyonu, buzağı ve kuzularda 

endokarditis, ineklerde mastitis etkenidirler. Mastitise pek çok bakteriyel etken sebep 

olabilmekle birlikte, mastitisten enterokok izolasyonunun % 6-42 oranlarında olduğu 

bilinmektedir. Enterokokların en belirgin özellikleri birçok antibiyotiğe dirençli olmaları, yeni 

dirençler oluşturma potansiyellerinin bulunması ve sahip oldukları direnci birbirlerine hatta 

başka cins bakterilere aktarabilme yetenekleridir. Enterokokların pek çok türünün bulunduğu 

bildirilmekle birlikte; bu türlerden üzerinde en çok çalışılan Enterococcus faecalis ve E. 

faecium türleridir. Bunlar insanlarda patojen olmaları yanında, fermente gıdaların üretimi ve 

probiyotik ürün teknolojisinde önemli rol oynarlar. Daha az bilinen enterokoklardan olan E. 

durans ise süt ve kuru gıdadan sıklıkla izole edilmekle birlikte insan ve hayvan üriner 

sistemden daha az oranlarda izole edildiği bilinmektedir. Yine az bilinen enterokoklardan olan 

ve önceden atipik E. faecium olarak bilinen E. hirae ise özellikle domuz ve tavuklar için 

önemli türlerdir. E. durans ve E. hirae arjinini hidrolize eder, ancak mannitol, sorbitol ve 

sorboz sıvı besiyerinde karbonhidrattan asit yapamazlar. E. durans ve E. hirae’nin 

insanlardan izole edildiği bildirilmektedir. Yaptığımız literatür incelemesi sonucunda E. 

durans ve E. hirae’nin mastitis etiyolojisindeki rolleri konusunda yeterli bilgi bulunmadığı 

görülmüştür. Bu çalışmada mastitisli sığır sütlerinden izole edilen enterokoklar içerisinde 

birbirleri ile sıklıkla karışan E. durans ve E. hirae’nin moleküler yöntemler kullanılarak 

identifikasyonlarının yapılması amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Mastitis Nedir? 

 

Mastitis, Yunanca’da “meme” anlamına gelen “mastos” kelimesi ve “yangı” anlamına 

gelen “itis” ekiyle türemiştir. Meme dokusundaki süt bezlerinde, sütün depolanması ve dışarı 

çıkmasını sağlayan kanal ve boşluklarda oluşan hastalıkların tümüne verilen addır (Deveci ve 

ark. 1994). Kısaca meme bezi yangısı olarak tanımlanır (Anonim 1).  

Patojen bakterilerin meme başından girerek içerdeki bezleri ve kanalları etkilemesiyle 

dokular iltihaplanır. Enfeksiyonu oluşturan etkene, sayısına, metabolizma ve çevresel 

faktörlere göre ciddiyeti değişmektedir (Anonim 1). 

Hayvanlarda mastitis klinik belirtilere göre iki başlıkta incelenir: Klinik ve subklinik. 

Klinik (Görünür) mastitis; titreme, ağrı, ateş, hızlı nabız, kısa ve hızlı solume ile huzursuz 

görünüm mevcuttur. Memede kısa sürede şişlik, mavimsi veya koyu mor renk ve meme 

başından sarımsı sıvı akışı gözlenir.  

Subklinik (Gizli) mastitis; süt normal görünümde olup miktardaki azalmaya dikkat 

edilmeyebilir. Varlığı özel testler sonucu tespit edilebilir. Klinik mastitise dönüşebilir 

(Gürgen 2005).  

Etken kaynağına göre mastitis, çevresel ve kontagiyöz olmak üzere ikiye ayrılır:  

Çevresel mastitis; toprak, ahır, su, gübre gibi ortamlarda bulunan mikroorganizmaların kuru 

veya laktasyon dönemde oluşturduğu enfeksiyon olup genelde klinik olarak gözlenir. Çevresel 

mastitis etkenlerine Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., 

Serratia spp., Proteus spp.), Pseudomonas spp., Streptecoccus spp. (başlıca Streptococcus 

uberis daha seyrek  Streptococcus dysgalactiae) ve Enterococcus spp. örnek verilebilir. 

Sinekler aracılığıyle taşınan Arcanobacterium pyogenes ve Mycoplasma bovis gibi 

mikoplazma türleri de yaz mevsiminde mastitise yol açmaktadır.  

Kontagiyöz mastitis; sürü içerisindeki hayvanlardan birbirlerine veya aynı hayvanın 

meme loblarından diğerine kontaminasyonuyla gerçekleşir. Başlıca etkenler arasında 

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis ve Mycoplasma spp. 

sayılabilir (Gürgen 2005).  
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2.2. Mastitisin Önemi ve Önlenmesi 

 

İnsanlar için önemli bir besin kaynağı olan sütün sağlıklı ve kaliteli olması için meme 

sağlığı önemlidir (Erdem ve Atasever 2004). Sütün içeriğini ve miktarını olumsuz etkileyen 

mastitis; hayvanın yaşı, ırkı, laktasyon sayısı, süt verimi, memenin anatomik ve fizyolojik 

yapısı, barınak koşulları, mevsim, sağım teknikleri ve beslenmesine bağlı oluşabilmektedir 

(Göncü 2000, Şeker ve ark. 2000, Uzmay ve ark. 2003). 

Mastitis; süt veriminde azalmaya, memenin bir veya daha çok lobunun körleşmesine, 

hayvanın kasaplık olmasına hatta ölümüne neden olabilmektedir. Büyük oranlarda süt 

kaybının olması, tedavi masrafları ve zaman kaybı işletme için yüklü faturalar çıkarabileceği 

için hayvanlarda mastitisin önemi diğer hastalıklardan öne geçmektedir (Gürgen 2005). 

Son zamanlarda süt işletmelerinde en çok karşılaşılan sorunlardan biri mastitis olup; geç 

teşhis, subklinik ve kronik enfeksiyonların belirlenmesindeki zorluklar, tedavide kullanılan 

antibiyotiklerin süt ve etteki kalıntıları nedeniyle maddi zararlar daha da artmaktadır (Kuru ve 

Oral 2013). Ülkemiz ineklerinde yaklaşık %30 oranında mastitis görülmekte, mastitis 

sebebiyle %10 oranında süt verimi azalmakta ve böylece ekonomik zarar yılda milyonlara 

tekabül etmektedir (Sabuncuoğlu ve ark. 2003). Sığırlarda mastitisin yol açtığı ekonomik 

kayıp Türkiye’de 28 milyon dolar civarlarındadır (Tekeli 2005). 

Mastitisi önlemede dikkat edilmesi gereken kritik noktalar: 

- Tank sütünde somatik hücre sayısı 200 bin olmalı, 

- Aylık klinik mastitis oranı %2’yi geçmemeli, 

- Sağım makinası vakumu sıklıkla kontrol edilmeli, 

- Belli periyotlarda süt kültürü yapılmalı, 

- Süt kültüründe gözlenen etkenlerin kontagiyöz ya da çevresel olmasına göre iyileştirme 

yapılmalı, 

- Sağılan sütün ilk damlası koyu renk bir kaba alınıp kontrol edilmeli, 

- Sağım öncesi iki kez meme daldırma solüsyonu kullanılarak kurulanmalı, 

- Sağımcının eğitimine önem verilmeli, 

- Sık tekrarlayan mastitisli inekler, sürünün sağlığı için sürüden çıkarılmalı, 

- Mikroorganizmaların taşıyıcısı olan sineklerle mücadele edilmeli, 

- Mastitisin sıklıkla görüldüğü çiftliklerde yemlere Selenyum, Çinko ve E vitamini içeren 

katkılar mutlaka ilave edilmeli, 

- Mastitis için hazırlanan aşılar kullanılmalıdır (Anonim 2). 
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2.3. Mastitis Etkenleri 

 

Mastitiste 100’den fazla bakterinin etken olduğu bilinmektedir.  Aerosol yolla 

bulaşabilen Mycoplasma spp., S. aureus, S. agalactiae ve C. bovis gibi bakteriler mastitis 

epidemiyolojisinde büyük önem taşır. Etkenlerden bazılarının patojenitesi diğerlerine göre 

daha fazladır. Memenin normal florasında bulunan, fırsatçı patojen bakteriler uygun ortam 

bulduklarında mastitise yol açabilir (Anonim 3). Mastitis; Gram negatif ve Gram pozitif 

bakteriler, mikoplazmalar, mayalar ve algleri içeren geniş bir organizma yelpazesinden 

kaynaklanabilir (Resim 1). Sığır mastitisine sık neden olan E. coli, K. pneumoniae, S. 

agalactiae ve S. aureus gibi birçok mikrobiyal tür ayrıca insanlarda kommensal veya patojen 

olarak da görülür. Ancak S. uberis, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae ya da S. chromogenes 

gibi diğer etken türler genelde sadece hayvanlarda bulunur. 

 

 

Resim 1. Mastitis kaynakları 

 

Sığır mastitis epidemiyolojisini alttür seviyesine kadar araştırmak amacıyla son yirmi 

yılda; elektroforetik bant kalıplarına dayanan karşılaştırmalı tiplendirme metotları, seçilen 

genlerin sekansı, virulans gen sekansı ve tüm genom sekansı gibi moleküler tiplendirme 

yöntemlerinden oldukça yararlanılmaktadır (Zadoks ve ark. 2011a).  
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Ayrı ayrı hayvanlar içinde ve hayvanların, sürülerin, ülkelerin ve konakçı türlerin 

arasında, diğer hayvan ya da insan meme bezi temas bölgeleri ve çevresel kaynaklar dikkate 

alınarak mastitis patojenlerindeki suş dağılımı araştırılmıştır. Moleküler epidemiyolojik 

çalışmalar; kaynaklar, bulaşma yolları, birçok sığır mastitis patojeni için hastalığın seyri, 

konakçı adaptasyon mekanizması ve hastalığın nedeninin anlaşılmasına önemli katkıda 

bulunmuştur (Zadoks ve ark. 2011a).  

 

 

2.3.1. E. coli Mastitisleri 

 

E. coli, süt sığırlarının meme içi enfeksiyonlarında sık görülen bir etkendir. Enfeksiyon 

genellikle klinik belirtiler gösterir. Epidemiyolojik veriler ve suş tiplendirme çalışmaları, 

çiftliklerdeki mastitis vakalarıyla ilişkili izolatlar arasında geniş heterojenite olduğunu 

göstermiştir (Lam ve ark. 1996, Lipman ve ark. 1995, Nemeth ve ark. 1994). E. coli çevresel 

fırsatçı patojendir. Suşları, mastitise neden olma yeteneğiyle diğer E. coli suşlarından ayıran 

spesifik virulans faktörler yoktur (Bean ve ark. 2004, Wenz ve ark. 2006, Suojala ve ark. 

2011). Klinik bulguların ciddiyeti, hafif ile ölümcül arasında olabilirken, büyük ölçüde 

konakçı özelliklerine bağlanır (Burvenich ve ark. 2003).  

E. coli mastitis vakalarının çoğu süreksizdir ve konakçı ya da patojenin ölümü ile sona 

erer. Üç yüz sürüyü içeren bir çalışmada, ineklerin %11’inde E. coli mastitisin tekrarlayan 

klinik vakaları bildirilmiştir (Döpfer ve ark. 1999).  

 

 

2.3.2. Klebsiella Mastitisleri 

 

Sığırlarda mastitise en sık neden olan Klebsiella türleri K. pneumoniae ve K. 

oxytoca’dır. Son zamanlarda kullanılan moleküler metotlar, spesifik olarak rpoB gen sekansı, 

fenotipik görünümü K. pneumoniae ya da K. oxytoca olan bazı izolatların Raoultella cinsine 

ait bir yakın akraba olduğunu gösterdi. R. terrigena ve R. planticola türleri süt çiftliği 

ortamında bulunup bunlardan R. planticola sütten izole edilmiştir (Munoz ve ark. 2007, 

Zadoks ve ark. 2011b).  

Süt sığırlarında Klebsiella, meme başında oldukça yaygın görülür (Munoz ve ark. 

2008). İneklerdeki suş heterojenitesinde dışkı ve çiftlik çevresi göz önüne alındığında, 

mastitise neden olan suşun kaynağını, bunun tam tersi, meme dışı kaynaklı suşların mastitise 
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neden olma potansiyelini belirlemek zor olabilir. Süt örneklerindeki Klebsiella 

heterojenitesinde numune toplama tekniğinin önemli rolü olabilir (Zadoks ve ark. 2011a ). 

Yapılan ilginç bir çalışmada ahşap bazlı yatak takımı sıklıkla Klebsiella kaynağı olarak 

bildirilmiş ve mastitis salgınları ile de ilişkilendirilmiştir. Kullanılan yatakta Klebsiella 

varlığı, sığır dışkısıyla ya da Klebsiella ile enfekte ineklerin sütünün kontaminasyona bağlı 

olduğu düşünülmektedir (Munoz ve ark. 2007, Verbist ve ark. 2011). 

 

  

2.3.3. Diğer Gram Negatif Patojenler 

 

Koliform olmayan Gram negatif türler bazen şiddetli mastitis sorunlarına neden olabilir. 

P. aeruginosa, kadınlarda mono veya polimikrobiyal meme apseleri ve septik mastitis 

(Moazzez ve ark. 2007, Harji ve ark. 2010) ile ve sığır, koyun ve keçi (Sela ve ark. 2007) 

mastitisi ile ilişkilendirilmiştir. Süt sığırlarında P. aeruginosa mastitisi salgınları, Avustralya 

(McLennan ve ark. 1997), İrlanda (Daly ve ark. 1999), İsrail (Sela ve ark. 2007) ve Hollanda 

(Sol ve ark. 1998)’da genellikle yüksek ölüm oranıyla rapor edilmiştir.  

Aydın’da yapılan bir çalışmada, 123 sığırın 226 meme lobundan alınan sütlere klinik 

(%11.4) ve subklinik (%88.6) mastitis teşhisi konulmuştur. Bunların 38 (%16.8)’inde 

herhangi bir bakteri üremez iken; 188 (%83.2) sütten izolasyon yapılmıştır. 42 tür 16S rRNA 

fragmentleri çoğaltılarak sekans analizi ile identifiye edilmiştir. S. aureus (%22.9) en çok 

izole edilen tür olmakla birlikte bunu E. coli (%10.1), S. chromogenes (%8.5), S. haemoliticus 

(%7.5) ve Hafnia alvei (%6.4)’nin izlediği belirlenmiştir. 188 izolatın 43 (%22.9)’ünün 

bulaşıcı ve 145 (%77.1)’inin çevresel etkenler olduğu tespit edilmiştir (Türkyılmaz ve ark. 

2010). 

 

 

2.3.4. S. aureus 

 

S. aureus, insan ve sığır da dahil olmak üzere çeşitli hayvan türlerinde kommensal ve 

patojendir. S. aureus, kadınlarda bakteriyel mastitisin en yaygın etiyolojik etkenidir ancak 

insanda sitafilakokkal mastitis kapsamlı olarak çalışılmamıştır (Delgado ve ark. 2011).  

Staphylococcus aureus, birçok ülkede bulaşıcı sığır mastitis vakalarından izole edilen 

başlıca patojenlerden biridir. Daha sıklıkla koagülaz negatif stafilokoklar izole edilmesine 
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rağmen, S. aureus kontrolü zor ve antimikrobiyal direnç görülme sıklığının yüksek olması 

nedeniyle eskiden beri önemli bir patojen olma özelliği taşır (Castelani ve ark. 2013). 

 

 

2.3.5. S. agalactiae  

 

İnsanlarda S. agalactiae ve B grubu streptokoklar (GBS); bebeklerde erken ve geç 

dönem başlangıçlı hastalıklarıyla, ürogenital ve gastro-intestinal sistemde asemptomatik 

kolonizasyonla, ve gebe olmayan erişkinlerde septisemi ve diğer klinik belirtilerle 

ilişkilendirilir (Larppanichpoonphol ve Watanakunakorn 2001, Jones ve ark. 2006). 

Kadınlarda, S. agalactiae meme apse formasyonuna ve klinik ya da asemptomatik mastitise 

neden olabilir (Rench ve Baker 1989).  

Sığırlarda mastitis, S. agalactiae enfeksiyonu ile ilişkili tek hastalıktır. Sığır S. 

agalactiae moleküler epidemiyolojisinde önemli nokta, ya sığırlar ve insanlar arasındaki 

doğrudan temas yoluyla ya da insan patojenik suşların sığır rezervuarına evrilmesiyle insan 

sağlığı için bir tehlike oluşturup oluşturmadığıdır (Bisharat ve ark. 2004). Aksine bazıları, 

sığırlardaki enfeksiyonun kaynağı olarak insanın rol alabileceğini (Doğan ve ark. 2005), bu 

mekanizmanın ayrıca köpekler, kediler ve timsahlar için de önerilebileceğini ileri 

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

 

 

2.3.6. Diğer Streptokoklar, Enterokoklar ve Laktokoklar 

 

Petersson-Wolfe ve arkadaşları (2008), sığır mastitisindeki enterokokların genetik 

çeşitliliğinin yüksek olduğunu göstermiş, muhtemel mastitis kökenlerinin dışkı yolu ile 

bulaştığı kanısına varmış, mastitisle ilişkilendirilen en yaygın türlerin de E. faecalis ve E. 

faecium olduğunu bildirmişlerdir. 

 

 

2.4. Enterokoklar 

 

Enterococcus cinsi ilk olarak 1984’te Schleifer ve Kilpper-Bälz tarafından önerilmiştir. 

Enterococcus cinsi geçerli şekilde yayınlanmış 55 türü (Anonim 4) kapsayan, Gram pozitif, 

aerob ya da fakültatif anaerob, 10°C ile 45°C’de üreyebilen, %40 safra tuzunda eskülin 
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hidroliz eden, pirolidonil arilamidaz (PYR-Oxoid) üreten, oksidaz ve katalaz negatif, 

bakteriyosin üreten, sporsuz, tekli, çift ya da zincir şeklinde düzenlenmiş oval bakterilerdir.  

Enterokoklar, Gram pozitiflerin klostridyal dalının parçası olan laktik asit bakteri 

grubuna dahildir. En yakın filogenetik komşuları Tetragenococcus, Vagococcus, 

Carnobacterium ve Aerococcus’tur (Holzapfel ve ark. 2001, Klein 2003). 

Enterokokların sınıflandırılması son yıllarda dikkate değer değişikliklere uğramıştır. 

Enterococcus’un ayrı bir tür olarak tanımlanmasından sonra, sınıflandırma metotlarının 

iyileştirilmesi sonucu Enterococcus canis (De Graef ve ark. 2003), E. hermanniensis (Koort 

ve ark. 2004) ve E. phoeniculicola (Law-Brown ve Meyers 2003) gibi birkaç yeni tür 

tanımlandı. Buna ek, E. porcinus ve E. seriolicida sırasıyla E. villorum (De Graef ve ark. 

2003) ve Lactococcus garvieae (Teixeira ve ark. 1996) olarak yeniden sınıflandırılmıştır. 

Enterokoklar geniş bir konakçı dağılımına sahiptirler. İnsan ve hayvanlarda 

gastrointestinal sistemin doğal flora elemanlarıdır ve toprak, bitki ve gıdalarda da 

bulunabilirler (Aarestrup ve ark. 2000). Çevresel yayılıma sahip bu bakteriler, insanlarda 

hastane enfeksiyonlarında ciddi bir sorun oluşturmasına karşın epidemiyolojik bilgi kısıtlıdır 

(Petersson-Wolfe 2006).  Çoğunlukla fırsatçı enfeksiyonlar oluşturan enterokoklar 

kanatlılarda septisemi, köpeklerde üriner sistem enfeksiyonu, buzağı ve kuzularda 

endokarditis ve ineklerde mastitis etkenidir (Quinn ve ark. 2002). 

Sağım hijyenine dikkat edilmemesi, düzenli altlık temizliği yapılmaması memeyi 

enfekte ederek mastitis oluşmasına yol açar. Enterekoklar meme başından girerek kanal 

yolunda kolonize olur ve klinik belirtiler meydana gelir (Mannu ve ark. 2003, Petersson-

Wolfe 2006). Enterokoklar, tek başına mastitis oluşturabilmelerine karşın mastitis 

vakalarından çoğunlukla streptokoklarla beraber izole edilmesi enterokok etkenli mastitislerin 

sık sık streptokok mastitisiyle karıştırılmasına neden olmaktadır (Cengiz ve ark. 2011). 

Enterokokların; somatik hücre sayısı yüksek sütlerden ve kuru dönemde daha sık tespit 

edildiği (Petersson-Wolfe ve ark. 2007), çalışmalarda mastitisli örneklerden % 6-42 

oranlarında izole edildiği bildirilmiştir ( McDonald TJ ve McDonald JS 1976, Petersson-

Wolfe 2006). 

Cengiz ve ark.nın (2011) çalışmasında 37 (%9,1)’si Ankara ilindeki ve 38 (%6,2)’i 

Balıkesir ilindeki orta büyüklükte olan işletmelerde mastitis şüpheli inek sütlerinden izole 

edilen 75 adet Enterococcus spp. incelenmiştir. Moleküler tiplendirme restriksiyon enzimi 

uzunluk polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu (RFLP PZR) ile yapılmış (Resim 1) ve 

bu yöntemle 61 adet etken E. faecium ve 14 adet etken ise E. avium olarak tanımlanmışır. 

İzolatların genotiplendirilmesi amacıyla yapılan rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA 
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polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD PZR) sonuçlarına göre (Resim 2) E. faecium suşlarında 

10, E. avium izolatlarında ise 7 farklı profil görüntülenmiştir. 

 

 

Resim 2. RFLP bant paternleri. M: Marker (100 bp DNA Ladder Plus) 1: E. faecium 16S rDNA 2: E. faecium-

Hha1 kesimi 3: E. faecium- Msp1 kesimi 4: E. avium 16S rDNA 5: E. avium- Hha1 kesimi 6: E. avium- Msp1 

kesimi 

 

 

Resim 3. E. faecium suşlarının RAPD-PZR bant paternleri. M: marker (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 1-

11. hatlar E. faecium suşları, 12.hat, negatif kontrol. 

 

Kateete ve ark. 2013 yılında yaptıkları çalışmada, klinik mastitisli inek sütlerinden izole 

edilen ve Phoenix 100 ID/AST otomatik sistemle tanımlanan 58 izolatın 16 (%28)’sının 

enterokok olduğunu, bunların beşinin E. faecium, dördünün E. hirae, üçünün E. faecalis, 

ikisinin E. gallinarum, birinin E. durans ve birinin E. raffinosus olduğunu bildirilmişlerdir. 

Aynı çalışmada sağımcılardan alınan nazal sıvap örneklerinden 31 izolatın sekizinin (%26) 

enterokok olduğunu ve bunların dördünü E. faecium, ikisini E. faecalis ve ikisini E. hirae 

olarak identifiye etmişlerdir. İneklerden izole edilen enterokokların tümü ampisilin duyarlı 
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olup; beşi tetrasiklin, üçü vankomisin, ikisi teikoplanin, üçü eritromisin, biri daptomisin ve 

biri siprofloksasine düşük dirençli bulunmuştur.  

 

 

Önemli enterokok türlerinin genel özellikleri aĢağıda verilmiĢtir: 

 

E. faecalis: Gastrointestinal floranın doğal bir parçasıdır. Ağız, hepatobiliyer sistem ve 

vajinadan da izole edilmiştir. İnsan kaynaklı enfeksiyonlardan sıklıkla izole edilmektedir. 

Ayrıca çeşitli hayvan enfeksiyonlarından da sorumlu olduğu bildirilmektedir. En fazla üriner 

enfeksiyon, yara, periton sıvısı, pelvik apse, endokardit ve kan kültürlerinden izole 

edilmektedir. Beta hemolitik olup, % 6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da ürer. 

 

E. faecium: İnsan ve sığırların gastrointestinal sisteminde doğal olarak bulunan bu 

mikroorganizmanın, yiyecek, sebze ve yemlerden izole edildiği bilinmektedir. İki biyotipi 

vardır. E. faecalis’e göre antimikrobiyallere daha dirençli olmaları önemlerini artırmaktadır. 

Alfa hemolitik olup, %6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da ürerler. 

 

E. avium: Kuşlar, tavuk, köpek gibi hayvanlardan izole edilmiştir. İnsan gastrointestinal 

sistem florasının da bir parçasıdır. En çok apandisit, otit ve beyin apselerinden izole edildiği 

bildirilmiştir. Alfa hemolitiktir olup %6.5’luk NaCl’de üremesi zayıftır. H2S üretir, 

pigmentsizdir. 

 

E. casseliflavus: Bitki ve toprakta bulunduğu bildirilmiştir. Vankomisin dirençli olması 

ve fırsatçı insan enfeksiyonları yapması açısından önemlidir. %6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da 

ürer. Hareketlidir ve sarı pigment yapar. 

 

E. gallinarum: Evcil kuşların gastrointestinal sisteminde bulunan etken, hemodiyalizli 

bir hastadan izole edilmiştir. Vankomisin dirençlidir.  Koyun kanlı agarda nonhemolitik olup 

at kanlı agarda beta hemoliz yapar. %6.5’luk NaCl ve pH 9.6 da ürer. Hareketlidir, pigment 

yapmaz (Sayıner 2008). 
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2.4.1. E. durans ve E. hirae 

 

E. durans ve E. hirae nadiren insanlardan izole edilir. Eski literatürde E. durans’tan; 

insan bağırsağı florasının küçük bir bileşeni olarak bahsedilmektedir (Noble 1973, Watanabe 

ve ark. 1981) ve E. hirae’nin orijinal tanımına göre, her ne kadar nadir görünse bile bu, ortam 

ile ilişkilendirilmiştir (Farrow ve Collins 1985). Bu genel tablonun istisnası olan bir çalışmaya 

göre, sağlıklı bireylerin %18’i E. durans ve %9’u E. hirae taşıyıcısıdır (Blaimont ve ark. 

1995). E. durans ve E. hirae ile ilişkilendirilmiş insan enfeksiyonları çok nadir görülür. 

Literatürlerde E. hirae enfeksiyonu ile ilgili sadece birkaç tane iyi tanımlanmış klinik vaka 

vardır (Gilad ve ark. 1998), buna rağmen hastanelerdeki izolasyon sonuçlarına göre pek çok 

tetkikte enterokokkal izolatlar koleksiyonundaki suşların küçük bir kısmında düzenli olarak E. 

hirae ve E. durans bulunmaktadır. 

E. durans, preruminant buzağılar ve genç tavuklar hariç, evcil hayvanların bağırsak 

florasında çok nadir görülürken; E. hirae çeşitli evcil hayvan türlerinde bağırsak florasında 

sıklıkla görülür (Devriese ve ark. 1987). Bunlara ek olarak, bu bakteriler hayvansal gıdalarda 

ve suda bulunur. E. hirae; civcivlerde septisemi ve beyinde fokal nekroza, papağanlarda da 

septisemiye neden olabilir. E. hirae veya E. durans suşları; yavru fareler,  taylar ve sıpalar, 

kedi yavruları, köpek ve köpek yavruları, danalar, tavuklar  ve sütten kesilmemiş yavru 

domuzlardaki bağırsak hastalıkları ile ilişkilidir (Devriese ve ark. 2002).  

Son on yıl içinde, enterokokların neden olduğu hastane enfeksiyonlarının sayısında 

güçlü bir artış olmuştur. E. faecalis, kayıtlı vakaların çoğundan sorumlu olup onu E. faecium 

takip eder. Ancak  E. durans ve E. hirae etkenlerinin neden olduğu enfeksiyonların sıklığında 

artış rapor edilmiştir.  

Moellering 1995’te E. durans’ın insan enfeksiyonlarında nadir bir etken olduğunu 

belirtmiştir. O zamandan beri Amerika Birleşik Devletleri (Perlada ve ark. 1997), Belçika 

(Descheemaeker ve ark. 2000), Almanya (Kaufhold ve Klein 1995), ve Yunanistan (Tsakris 

ve ark., 1998) gibi birçok ülkeden E. durans ile ilişkili vakalar bildirilmiştir. E. hirae’nin 

bildirimi ise Almanya (Kaufhold ve Klein 1995), İrlanda (Mangan ve ark. 1997), İsrail (Gilad 

ve ark. 1998) ve İsviçre (Liassine ve ark. 1998) gibi ülkelerden olmakla birlikte daha sınırlı 

sayıda kalmıştır.  

Enterokoklarda antibiyotik direnci en önemli sorunlardan birisidir. Vankomisin (VRE) 

ve teikoplanine dirençli enterokokkal suşların enfeksiyonları klinik açıdan büyük önem 

taşımaktadır. VRE özellikle E. faecium’dur ancak son zamanlarda, vankomisine dirençli E. 

durans ve E. hirae suşları izole edilmiştir. Üstelik, laboratuvar ortamında 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 olduğunu tanımlayan raporlar mevcuttur. E. durans suşlarının insan 

kanında sıklıkla beta hemolitik aktivite göstermesinden beri bu türün neden olduğu kandaki 

enfeksiyonlardan endişe edilmektedir. Bu nedenle etken suşları doğru tanımlamak önemlidir. 

Ne yazık ki, fenotipik özelliklere dayalı otomatik sistemler daha nadir karşılaşılan enterokok 

türlerini tanımlamaya her zaman izin vermez. Singer ve ark. (1996) ve Tsakris ve ark. (1998) 

E. durans’a ait suşların geleneksel testler ile tanımlanmasındaki hataları rapor etmişlerdir. 

Ayrıca E. hirae’nin tanımlanmasının da problemli olabileceği Tritz ve arkadaşları (1990) 

tarafından rapor edilmiştir. 

Enterokok identifikasyon şeması Tablo 1’de gösterilmiştir (Koneman ve ark. 2006). 

Tablo 1. Enterokok identifikasyonu 
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Enterokok türlerinin biyokimyasal yöntemler kullanılarak yapılan identifikasyonları 

oldukça zor ve zaman alıcıdır. E. hirae, melibiyoz ve sukrozdan asit üretirken,  E. durans her 

iki test için negatif olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, %98’den fazla 16S rDNA 

benzerliği bulunan E. hirae ve E. durans gibi bakterileri konvansiyonel testlerle fenotipik 

olarak birbirinden ayırt etmek güç olduğundan rutin teşhis laboratuvarlarında genellikle 

yapılmamaktadır. Yaptığımız literatür incelemesi sonucunda E. durans ve E. hirae’nin 

mastitis etiyolojisindeki rolleri konusunda yeterli bilgi bulunmadığı görülmüştür. Bu 

çalışmada, sığır sütlerinden izole edilen, çok yüksek 16S rDNA benzerliği nedeni ile genelde 

birbirleri ile sıklıkla karışan, E. durans ve E. hirae izolatlarının moleküler yöntemler 

kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu ile identifikasyonlarının yapılması amaçlandı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   14 
 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Gereç  

 

3.1.1. Süt Örnekleri  

 

Bu çalışmanın materyalini, Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda geçmiş yıllardaki çalışmalar sırasında incelenmiş olan 620 

mastitisli (klinik veya subklinik) süt örneği oluşturdu. Çalışmada kullanılan materyaller 

uzman veteriner hekimler yardımı ile alınmış olup; klinik mastitis meme loblarının fiziksel 

muayenesi ile belirlenirken (meme loblarında şişkinlik, sıcaklık, ağrı, kızarıklık ya da sulu, 

kanlı, pıhtılı süt vs.), subklinik mastitisli ineklerin tespitinde Kalifornia Mastitis Testi 

(CMT)’nden yararlanılmıştır. Çalışmadaki ineklerin hepsi laktasyon döneminde olup, son bir 

ayda antibiyotik tedavisi almamış, Holştayn ırkı, yaşları 2-9 arasında, klinik muayenede 

meme loblarında anormallik bulunan veya CMT ile pozitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) veren 

ineklerin sütleri çalışmaya dahil edilmiştir.  

 

 

3.1.2. Besiyerleri ve Solusyonlar  

 

3.1.2.1. Besiyerleri  

 

Mastitisli sütlerden enterokok türlerinin selektif olarak izole edilmesinde 

Chromocult® Enterococci Broth (EB) (Merck) ve Enterococcosel Agar (EA) (BD) kullanıldı. 

İzolasyonu yapılan mikroorganizmaların tuz toleranslarının tespitinde %6.5 NaCl içeren 

Nutrient Broth (NB) (Oxoid), izolatların pasajlanma işleminde Kanlı Agar (BHIA) (Merck), 

izolatların saklanmalarında ise %20 gliserin içeren Brain Heart Infusion Broth (BHIB) 

(Merck) kullanıldı. Çalışmada kullanılan besiyerleri ve içerikleri aşağıda verilmiştir. 
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3.1.2.1.1. Chromocult® Enterococci Broth  

 

Chromocult Enterococci Broth………………………………………………………….18 g 

Besiyeri 18.0 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözdürüldü. Beş ml olacak şekilde tüplere 

dağıtılıp otoklavda 121
o
C 'da 15 dakika sterilize edildi. Hazırlanan besiyeri berrak ve sarı 

renkli olup, pH'sı 25
o
C 'da 7,5±0,2'dir. Besiyerinin bileşiminde bulunan sodyum azid özellikle 

Gram negatif bakterilerin gelişmesini baskılar. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-

glucopyranoside (X-GLU)'in parçalanması özel peptonlar ile desteklenir. X-GLU'nun 

parçalanması sonunda oluşan mavi-yeşil renk oluşumu enterokoklar için karakteristiktir.  

 

 

3.1.2.1.2. Chromocult® Enterococci Agar (EA)  

 

Chromocult® Enterococci Agar ……………………………………………………56 g 

Besiyeri 56 g/L olacak şekilde ısıtılarak çözüldürüldü. Karışımın pH’sı 7.2-7.4’e 

ayarlandı, 121°C’ye ayarlı otoklavda 15 dk sterilize edildi. Besiyeri 50ºC’ye kadar soğutulup 

petrilere döküldü. Besiyeri bileşimindeki fosfatlar, Tween 80 ve seçilmiş peptonlar 

enterokokların gelişimini destekler. Enterokoklar, besiyerindeki kromojenik substratları 

parçalayarak kolonilerin siyah-koyu kahverengi almasını sağlar. Bu da enterokokların kolayca 

saptanmasına sebep olur. Sodyum azid ve safra tuzları çoğu refakatçi mikroflorayı baskılar. 

Enterokok olmayan bakteriler şeffaf, beyaz-sarımsı renkte koloniler oluşturur bunlar 

enterokokların ürettiği siyah renkten kolayca ayrılırlar.  

 

 

3.1.2.1.3. Kanlı Agar  

 

Kanlı Agar……………………………………………………………....  40 g/L  

Besiyeri litrede 40 gr olacak şekilde çözdürüldü. pH’sı 7.2-7.4’e ayarlanıp, 121°C’ye 

ayarlı otoklavda 15 dk sterilize edildi. Sonra, 50°C’ye kadar soğutulup petrilere döküldü.  

 

 

3.1.2.1.4. Brain Hearth Infusion Broth  

 

BHIB……………………………………………………………......   37 g/L  
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Besiyeri litrede 37 gr olacak şekilde çözdürüldü. Karışımın pH’sı 7,2-7,4’e ayarlanıp, 

0,5 ml miktarda ependorf tüplere dağıtıldı. 121°C’ye ayarlı otoklavda 15 dk sterilize edildi.  

 

 

3.1.2.1.5. Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (%20 gliserinli) 

 

BHIB…………………………………………………………….....   3.7 g  

Gliserin…………………………………………………………….   20 ml  

Distile su……………………………………………………………  80 ml  

Besiyeri 100 ml.de  3,7 gr olacak şekilde çözdürüldü. pH’ sı 7.2-7.4’e ayarlanıp, 500 μl 

miktarda ependorf tüplere dağıtıldı. 121°C’ye ayarlı otoklavda 15 dk sterilize edildi.  

 

 

3.1.2.2. Solusyonlar 

 

3.1.2.2.1. %6,5 NaCl içeren Nutrient Broth (NB) 

  

NB……………………………………………………………………  8 g/l  

NaCl…………………………………………………………………  6.5 g  

Nutrient Broth’a %6.5 NaCl ilavesi yapılarak çözülmüş, 5 ml olarak tüplere dökülmüş, 

otoklavda steril edilmiş ve bu ortam, organizmaların tuz toleranslarını tespit etmek için 

kullanılmıştır (Atlas 2004).  

 

 

3.1.2.2.2.  %3’lük Hidrojen Peroksit (H2O2) 

 

Ticari olarak temin edilen bu çözelti, organizmaların katalaz aktivitelerini belirlemek 

amacıyla kullanıldı.  

 

 

3.1.2.2.3. Jel Yükleme Tamponu (6 X) 

 

Bromofenol mavisi………………………………………………….  25 mg 

Sukroz  ……………………………………………………… 4 g  
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H2O ………………………………………………………………  10 ml’ye 

tamamlandı. Hazırlanan tüm besiyerleri ve solüsyonlar kullanılıncaya kadar buzdolabında 

+4°C’de saklandı. 

 

 

3.1.2.2.4. TAE Elektroforez Tamponu  

 

50x konsantrasyonda stok solusyon aşağıdaki gibi hazırlandı: 

Tris Base………………………………………………………….  40 mM 

Asetik  Asit ……………………………………………………….  20 mM 

EDTA ……… .……………………………………………………  1 mM  

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

tamamlanarak oda sıcaklığında saklandı. 

 

 

3.1.3. PZR  

 

3.1.3.1. Kullanılan Cihazlar  

 

PZR 96 örnek kapasiteli Boeco (Almanya) marka kademeli termal döngüleme cihazında 

elektroforez VWR marka 64 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankında, görüntüleme Vilber 

Lourmat (Infinity VX2, Almanya) marka görüntüleme cihazında gerçekleştirildi.  

 

 

3.1.3.2. MgCl2, Taq DNA Polimeraz, 10X Taq Buffer, dNTP Set  

 

25 mM MgCl2, Taq DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM Tris-HCl, pH 

8.3, 500 mM KCl), 100 mM deoksinükleotid trifosfat (dNTP) set (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP) (Fermentas) kullanıldı. 
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3.1.3.3. Primerler  

 

Çalışmada kullanılan tüm primerlerin kullanım amaçları, dizileri, amplikon uzunlukları, 

hedef genleri, kaynakları ve Tablo 2’te verilmiştir.  

 

Tablo 2. Kullanılan primerlerler dizileri, amplikon uzunlukları, hedef genleri 

Primer Sekans (5’-3’) Amplikon 

uzunluğu (bp) 

Hedef Gen Kaynak 

Ent1 

Ent2 

TACTGACAAACCATTCATGATG 

AACTTCGTCACCAACGCGAAC 

112 tuf Ke ve ark. 1999 

DU1  

DU2 

CCTACTGATATTAAGACAGC   

TAATCCTAAGATAGGTGTTTG 

295 sodA Jackson ve ark. 2004 

HI1  

HI2 

CTTTCTGATATGGATGCTGTC   

TAAATTCTTCCTTAAATGTTG 

187 sodA 

16S20 

16S1390 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

GACGGGCGGTGTGTACAA 

1371 16SrRNA Sghir ve ark. 1998, 

Suau ve ark. 1999 

 

 

3.1.3.4. Agaroz Jel HazırlanıĢı  

 

Agarose (Sigma)……………………………………………………. 1 ve 1.5 g  

TAE (0,5 X)………………………………………………………… 100 ml  

Hazırlanan buffer, şişe içerisindeki agarozun üzerine ilave edilip, karıştırıldı ve 

mikrodalga fırında yaklaşık 3-5 dk kaynatıldı. Karışım, 40-50°C’ye kadar soğutuldu. Halen 

sıvı halde olan karışım, jel kalıbının içerisine yavaşça, kabarcık bırakmayacak şekilde 

döküldü ve içerisine yükleme kuyucuklarını oluşturacak olan taraklar yerleştirilerek, 15-20 

dakika oda ısısında soğumaya bırakıldı. Soğutulan jel, kalıptan çıkarılarak, elektroforez 

tankına dikkatlice yerleştirildi.  

 

 

3.1.3.5. Marker  

 

Marker olarak 100 bp (Vivantis ve Fermentas marka) ve PstI enzimi ile kesilmiş 

lambda faj DNA’sı (Fermentas) kullanıldı.  

PstI enzimi ile kesilmiş lambda faj DNA’sının hazırlanışı:  

30 μl λ DNA (Fermentas) 

30 μl 10X Buffer 

4 μl PstI enzimi (Fermentas) 
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236 μl enjeksiyonluk distile su 

Bir saat 37°C’de bekledikten sonra 30 μl loading dye eklendi. Her elektroforez 

reaksiyonu için 7 μl kullanıldı (Anderesson 2009). 

 

 

3.1.3.6. Etidyum Bromür  

 

Elektroforez işleminden sonra görüntüleme için jelin boyanmasında Sigma marka 

%1’lik etidyum bromür 500 ml 0,5X TAE içerisine 100 μl miktarında eklenerek kullanıldı.  

 

 

3.1.3.7. Sekans Analizi 

 

Tüm bakterilerden 16S rRNA fragmanını çoğaltmaya yarayan bu primerlerle elde 

edilen amplikonlar tür tayini yapılabilmesi için (E. hirae ve E. durans) sekans analizine tabi 

tutuldular. Elde edilen amplikonlar sekans analizleri için özel bir firmaya (Macrogen, Korea) 

gönderildi. Firma saflaştırmayı takiben ABI Primse cihazı ile sekans analizini gerçekleştirdi. 

Elde edilen 16S rRNA sekansları tür tayininin yapılabilmesi için gen bankası ile 

karşılaştırıldı. Bu amaçla National Center of Biotechnology Information’ın web sayfasındaki 

(Anonim 5) Nucleotide-Nucleotide BLAST programı kullanıldı. Bakterilerin 16S rRNA 

sekansına dayalı moleküler identifikasyonunun yapılışı Resim 4’te gösterilmiştir. 

 

 

Resim 4. Bakterilerin 16S rRNA sekansına dayalı moleküler identifikasyonu  
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3.2. Yöntem  

 

3.2.1. Süt Örneklerinin Alınması 

 

Süt örnekleri alınması esnasında öncelikle meme lobları su ile yıkanıp kurulandıktan 

sonra %70’lik alkolle temizlendi. Eller sabunlandı, eldiven giyildi. Meme başındaki saprofit 

mikroorganizmaları uzaklaştırmak için birkaç ml süt boşa sağıldı. Veteriner hekimler 

tarafından enjektör içerisine yaklaşık 3-5 ml miktarda süt alındı (Baştan 2002). Alınan 620 süt 

örneği soğuk zincir altında laboratuvara ulaştırıldı.  

 

 

3.2.2. Enterokok Ġzolasyonu  

 

Alınan süt örnekleri, öncelikle selektif sıvı besiyeri olan Enterokok Buyyon’a 100 µl 

miktarda olacak şekilde inokule edilerek, aerobik şartlarda 37ºC’de 24-72 saat inkübe 

edildiler. Besiyerinin parlak sarı olan renginin mavi-yeşil renge dönüştüğü örneklerden bir 

öze dolusu alınarak selektif katı besiyeri olan Enterokokosel Agar’a ekimleri yapıldı. Besiyeri 

37ºC’de aerobik şartlarda 24-48 saat süreyle bekletildikten sonra, siyah-koyu kahverenginde 

koloniler enterokok türleri yönünden şüpheli olarak kabul edildi. İncelenmek üzere tekrar 

enterokokosel agara ve kanlı agara pasajlandılar.  

 

 

3.2.3. Enterokokların Fenotipik Ġdentifikasyonu  

 

Selektif besiyerinde enterokok şüpheli olarak (siyah-koyu kahverenginde koloniler) 

değerlendirilen kolonilere sırası ile Gram boyama, %6.5 tuz içeren NB’da üreme ve lam 

üzerinde katalaz testleri yapıldı (Lanthier ve ark. 2010). Gram pozitif kok görünümünde, 

%6,5 tuz içeren NB’da üreyebilen ve katalaz negatif bakteriler enterokok şüpheli olarak kabul 

edildi. Bu izolatlar, daha sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere moleküler testler yapılıncaya 

kadar -20º’de %20 gliserinli BHIB içerisinde saklandılar.  
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3.2.3.1. Katalaz Testi  

 

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H2O2), su (H2O) ve oksijene (O2) ayırmaktadır. Bu 

nedenle bu test bakteriler tarafından sentezlenen katalaz (hidrojen peroksit oksido redüktaz) 

enziminin varlığını saptamak amacıyla kullanılmaktadır. Katalaz testi yapılırken kanlı agara 

pasajlanmış mikroorganizma kültüründen bir öze dolusu alınıp, %3’lük hidrojen peroksit 

solüsyonu damlatılmış bir lam üzerinde koloni ve hidrojen peroksit solüsyonunun 

karıştırılması ile gerçekleştirilir.  Bu işlem sonunda hava kabarcığı oluşumuna neden olan 

izolatlar katalaz pozitif olarak, hava kabarcığı oluşturmayan izolatlar katalaz negatif olarak 

değerlendirildi (Temiz 2000).  

 

 

3.2.3.2. %6.5 NaCl’de Büyüme  

 

Enterokok türleri için önemli ve ayırt edici testlerden birisidir ve bakterinin 

identifikasyonunda kullanılır. %6.5 oranında NaCl içeren ve içermeyen NB ortamına ekilen 

bakterilerin, 24 saatlik inkübasyondan sonra üremeleri değerlendirildi. Tuz içermeyen 

NB’daki kadar bulanıklık oluşturan NaCl’lü NB içeren tüplerde üreyebilen izolatlar için 

sonuç pozitif olarak kaydedildi ve bu türlerle identifikasyona devam edildi (Gerhardt ve ark. 

1994). Kontrol mikroorganizma olarak E. faecalis ATCC 29212 suşu kullanıldı.  

 

 

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

 

Enterokok türlerinin biyokimyasal yöntemler kullanılarak yapılan identifikasyonları 

oldukça zor ve zaman alıcıdır. E. hirae, melibiyoz ve sukrozdan asit üretirken,  E. durans her 

iki test için negatif olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, %98.8’den fazla 16S rDNA 

benzerliği bulunan E. hirae ve E. durans gibi bakterileri konvansiyonel testlerle fenotipik 

olarak birbirinden ayırt etmek çok güç olduğundan rutin teşhis laboratuvarlarında 

yapılmamaktadır. Bu nedenle bu çalışmada, izole edilen enterekok şüpheli izolatlar 

içerisindeki E. hirae ve E. durans izolatlarını belirlemek için spesifik primer çifti kullanılarak 

PZR yapıldı. PZR için öncelikle izolatlardan DNA ekstraksiyonu gerçekleştirildi. 
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3.2.3.3.1. DNA Ġzolasyonu  

 

İzolasyonu yapılan bakterilerden total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA 

ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanılarak, üretici firmanın önerdiği şekilde aşağıdaki gibi 

gerçekleştirildi. Bunun için öncelikle 200 μl bakteri süspansiyonu 400 μl lizis solüsyonu ile 

karıştırıldı. 65ºC’de 5 dakika inkube edildi. 600 μl kloroform ilave edilerek karıştırıldı ve 

10.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Presipitasyon solüsyonu, 720 μl steril distile su ile 80 

μl 10x konsantre solüsyonu karıştırılarak hazırlandı. Santrifüjden sonra üst sıvı yeni bir tüpe 

aktarılarak 800 μl presipitasyon solüsyonu ilave edildi. 10.000 rpm’de 2 dakika santrifüj 

edildi. Üst sıvı uzaklaştırıldıktan sonra, pelete 100 μl 1,2 M NaCl ilave edilerek vortekslendi. 

300 μl soğuk etanol ilave edilerek 10 dakika -20ºC’de DNA’nın presipitasyonu sağlandı. 

10.000 rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. Üstteki etanol dökülerek pelet %70’lik soğuk etanol 

ile yıkandı. DNA 100 μl steril distile suda çözdürülerek iyice karıştırıldı. Her bir PZR 

reaksiyonu için 2 µl kalıp DNA kullanıldı. 

 

 

3.2.3.3.2. DNA’nın Elektroforezi  

 

İzolatlardan elde edilen genomik DNA’lar bütünlükleri bakımından agaroz jel 

elektroforezi ile kontrol edildi. DNA elektroforezinde %1 agaroz içeren jel kullanıldı. Bunun 

için 5 μl DNA, 1 μl yükleme solüsyonu ile karıştırılarak 50 V’ta 60 dakika yürütüldü. 

Elektroforez sonucunda, başlangıç noktasına yakın, yüksek molekül ağırlıklı tek bir bant 

gözlenmesi, izole edilen DNA’ların bütünlüğünün tam olduğunu gösterdi (Sambrook ve ark. 

1989).  

 

 

3.2.3.3.3. DNA’nın Saflık Kontrolü ve Miktar Tayinleri  

 

DNA bütünlüğü %1’lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra, saflık kontrolleri ve 

miktar tayinleri spektrofotometre ile yapıldı (Sambrook ve ark. 1989). Spektrofotometrede 

DNA’ların 260 nm ve 280 nm’deki absorbansları hesaplandı (OD260 ve OD280) ve bu 

değerler arasındaki oran kullanılarak DNA’nın saflığı kontrol edildi. OD260/OD280 oranının 

1.8-2.0 arasında olması DNA’nın saf olduğunu, bu aralıktan daha aşağıda olması RNA 
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kontaminasyonu olduğunu ve bu aralıktan daha yukarıda olması da protein kontaminasyonu 

olduğunu göstermektedir (Turner ve ark. 2004).  

 

 

3.2.4. PZR  

 

Master mikslerin hazırlanışı: Tüm PZR reaksiyonlarında bir örnek için PZR 

amplifikasyonu 30 μl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon çözeltisi 

1X, MgCl2 2 mM, dNTP 0.2 mM, primer (her biri için) 0.4 pmol, Taq DNA polymerase 1.5 U 

olacak şekilde gerçekleştirildi. Kullanılan malzemeler ve volümleri Tablo 3’te belirtilmiştir.  

 

Tablo 3. Master miksin hazırlanma oranları 

Malzeme (Konsantrasyon) İstenen Son Konsantrasyon 10 örnek (μl) 

Buffer (10X) 1 X 30 

MgCl2 (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 μl/ 50 μl 1.8 

dH2O Son miktara tamamlanır 235.8 

 

Master miksler hazırlandıktan sonra 0.2 ml’lik tüpler, örnek adedi kadar 

numaralandırılıp, içlerine 28’er μl hazırlanılan master miksten ilave edildi. Daha sonra, 

ekstraksiyonu yapılan DNA’dan 2’şer μl alınıp, ilgili tüplerin içerine eklendi ve ağızları sıkıca 

kapatıldı. Hazırlanan tüpler daha sonra termal döngüleme cihazlarına yüklenip programlandı.  

Enterococcus spp., E. hirae ve E. durans ve sekans analizi amacı ile gerçekleştirilen 

16S PZR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı sırası ile  için Tablo 4’te gösterilmiştir.  

 

Tablo 4. PZR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı 

 Enterococcus spp. E. hirea/E.durans 16SrRNA 

Basamak Döngü 

Sayısı 

Sıcaklık 

(°C) 

Süre Sıcaklık 

(°C) 

Süre Sıcaklık 

(°C) 

Süre 

Başlangıç 

Denatürasyon 

1 95 5 dk 95 5 dk 95 5 dk 

Denatürasyon  

35 

 

95  30 sn 95  30 sn 95  30 sn 

Bağlanma 55  30 sn 57 30 sn 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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Amplikonların Elektroforez Tankına Yüklenmesi: 6x yükleme boyasından 1 μl alınıp, 

5 μl PZR ürünleriyle birleştirildikten sonra bir pipet yardımı ile bu karışımdan 6 μl jeldeki 

uygun pozisyondaki kuyucuğa yüklendi. 

 

Yürütme: Hazırlanan jele, istenilen örnekler ve markerların yüklemesi yapıldıktan 

sonra, elektroforez tankının kapağı kapatılıp, elektrotlar uygun pozisyonda bağlandıktan sonra 

100V, 400A akımda, 45 dakika yürütüldü. 

 

Görüntüleme ve Değerlendirme: 100 Volt’ta 45 dakikalık elektroforez süresinin 

ardından elde edilen jel, dikkatli bir şekilde içerisinde etidyum bromür olan tanka konuldu. 

Burada 15 dakika boyanmaya bırakıldı. Süre sonunda boyanan jel, bilgisayara bağlı 

durumdaki transilluminatör cihazındaki odacığa yerleştirildi. Değerlendirme, jel UV ışığı 

altında fotoğraflandıktan sonra, bant uzunlukları her PZR için ayrı olarak daha önce 

bildirildiği şekilde (Tablo 2) yapıldı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Ġzolasyon  

 

Çalışmada toplam 620 mastitisli süt örneğinin selektif besiyerlerine ekimleri yapıldı. 

Chromocult® Enterococci Agar’da referans suşla (E. faecalis ATCC 29212) benzer 

görünümü (Resim 5) olan bakteri kolonileri seçilerek toplamda 96 Enterococcus sp. şüpheli 

izolat elde edildi. 

 

 

Resim 5. İzolatların selektif katı ve sıvı besiyerlerinde görünümü a. Ekim yapılmamış EB b. EB’da E. faecalis 

ATCC 29212 suşu c. EA’da E. faecalis ATCC 29212 suşu 

 

Bu izolatların Gram pozitif kok görünümünde olup %6.5 tuzlu NB’da üreyip, katalaz 

negatif oldukları doğrulandıktan sonra incelemeye dahil edildiler.  

 

 

4.2. PZR 

 

4.2.1. Enterococcus spp.  

 

Doksan altı enterokok şüpheli suşun DNA’sı kullanılarak gerçekleştirilen PZR 

sonrasında 112 bp uzunluğunda amplikon elde edilen 96 izolatın hepsinin Enterococcus spp. 

olduğu doğrulandı (Resim 6). 
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Resim 6. Enterococcus spp. PZR elektroforez görüntüsü 1-6: Enterococcus spp. saha izolatları 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 altı Enterococcus spp. DNA’sı kullanılarak gerçekleştirilen PZR sonrasında 295 

bp uzunluğunda amplikon elde edilen 9 izolatın (%9.3) E. hirae olduğu belirlendi (Resim 7).  

 

 

4.2.3. E. durans  

 

Doksan altı Enterococcus sp. DNA’sı kullanılarak gerçekleştirilen PZR sonrasında 187 

bp uzunluğunda amplikon elde edilen 5 izolatın (%5.2) E. durans olduğu belirlendi (Resim 7). 

 

Resim 7. E. hirae ve E. durans PZR elektroforez görüntüsü 1: E. hirae saha izolatı 2: Negatif kontrol (E. coli 

ATCC 25922) 3: E. durans saha izolatı 4: Negatif kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder  
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4.2.4. 16S PZR  

 

Sekans için gerçekleştirilen 16S PZR sonucunda 1371 bp uzunluğunda amplikon elde 

edildi (Resim 8).   

 

 

Resim 8. 16S universal primerleri kullanılarak gerçekleştirilen PZR M: Marker (PstI enzimi ile kesilmiş lambda 

faj DNA’sı) 1-7: Enterococcus spp. izolatları, 8: Negatif Kontrol (DNA’sız master miks) 9: Pozitif Kontrol (E. 

faecalis ATCC 29212). 

 

PZR’da pozitif olarak görülen bir E. hirae ve bir E. durans saha izolatı sekanslandı. 

Sekans sonucuna göre E. hirae ve E. durans olduğu belirlenen bu izolatlar daha sonra pozitif 

kontrol olarak kullanıldı. E. hirae ve E. durans izolatlarının sekans sonuçları Resim 9 ve 

10’da gösterilmiştir. 

 

Resim 9. E. hirae sekans sonucu 

 

Resim 10. E. durans sekans sonucu 
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5. TARTIġMA 

 

Mastitise neden olan mikroorganizmaların doğru bir şekilde tanımlanması, klinik ve 

subklinik olgulardaki enfeksiyonların tespiti ve kontrol edilebilmesi için oldukça önemlidir. 

Bakterilerin fenotipik özelliklerinden yararlanılarak uygulanan konvansiyonel yöntemler bazı 

mastitis etkenlerinin teşhisi için güvenilir olmayabilir. Doğru tanımlama yapılabilmesi için 

moleküler yöntemlerin kullanılması daha kesin sonuçlara ulaştırır.  

İnsanlarda ve hayvanlarda doğal floranın bir bileşeni olan enterokoklar, insanda 

endokardit gibi nozokomiyal enfeksiyonlar ve bazı hayvanlarda bağırsak enfeksiyonu, 

septisemi gibi hastalıklardan sorumludur. Özellikle süt sığırlarında, sağım hijyeni yetersizliği  

ve çevresel faktörlerin etkisiyle memeye ulaşan enterokoklar enfeksiyon oluşturarak mastitise 

yol açar. Birçok antibiyotiğe karşı doğal dirençli olmaları, yeni dirençler oluşturma 

yetenekleri ve bunun yanında bu dirençleri aktarabilmeleri enterokok enfeksiyonlarının 

ciddiyetini arttırmaktadır. Bu nedenle öncelikle etkenin doğru teşhis edilmesi ve ardından 

doğru tedavi uygulanması son derece önemlidir. 

 Bu çalışmada 620 klinik ve subklinik mastitisli süt örneği incelendi. Moleküler 

yöntemler kullanılarak yapılan identifikasyon sonuçlarına göre bu örneklerden 96 izolat 

(%15,4) Enterococcus spp. olarak tanımlandı. Enterokoklardan 9’unun  (%9.3) E. hirae  ve 

5’inin (%5.2)  E. durans olduğu tespit edildi.  

Macun ve arkadaşlarının 2011’de yaptığı çalışmada 213 adet süt örneğinden izole edilen 

etkenlerden 9’u (%4.22) Enterococcus olarak tanımlanmış, bunlardan 3’ünün (%33.3) 

Enterococcus faecium, 2’sinin (%22.2) Enterococcus faecalis, 3’ünün (%33.3) Enterococcus 

hirae ve birinin (%11.1) Enterococcus solitarius olduğu bildirilmiştir. 

Yeşilmen ve arkadaşları (2012), 239 adet subklinik mastitisli inek sütü örneklerinden 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 

etmişlerdir.  
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Kuyucuoğlu (2011), Afyon ve çevresinde elde edilen 392 mastitisli süt örneğinden 43 

(%10.9) adet enterokok suşu saptamış, bunların %53.4’ünü E. faecalis ve %18.6’sını da E. 

faecium olduğunu bildirmiştir. 

Ankara ve Balıkesir illerindeki süt işletmelerinden sağlanan sütlerin incelendiği bir 

çalışmada (Cengiz ve ark. 2011) 75 enterokok suşu ele alınmıştır. RFLP-PZR ile moleküler 

tiplendirmesi yapılan suşların 61’i E. faecium ve 14’ü E. avium olarak tanımlanmıştır. 

İzolatların RAPD PZR ile genotiplendirmesi sonucu E. faecium suşlarında 10 adet, E. avium 

suşlarında ise 7 adet farklı profil görüntülenmesi enterokokların mastitisteki rolünü ve 

önemini göstermiştir. 

Kateete ve arkadaşlarının 2013’teki çalışmasında sığır sütlerinden izole ettikleri 16 adet 

enterokoktan 4’ü E. hirae ve 1’i E. durans olarak tanımlanmıştır. 

Bir çalışmada E. hirae suşlarının copY ve murG genleri primerleriyle yapılan PZR ile 

sadece E. durans suşlarında amplifikasyon ürünü veren mur-2ed genleri primerlerinin 

kombinasyonuyla multipleks PZR kullanılmasının bu iki türün tanımlanması için hızlı bir 

alternatif olduğu bildirilmiştir (Arias ve ark. 2006).  

 Ryu ve arkadaşları 2013’te 16S rRNA gen sekans analiziyle inceledikleri 439 çevresel 

izolattan %91’ini Enterococcus spp. olarak identifiye etmişlerdir. Bunlardan %34 E. 

casseliflavus, %25 E. faecalis, %15 E. mundtii, %5 E. faecium ve %5’ini E. hirae olarak 

tanımlamışlardır. 

Knijff ve arkadaşları 2001’de E. durans ve E. hirae için D-alanin: D-alanin ligaz (ddl) 

kodlayan genleri hedef alan primerler ile türe özgü PZR uygulamışlardır. Multipleks PZR 

denemesinde, farklı kökenli (hayvan, silaj, peynir, et ve klinik örnekler) toplam 46 izolatı 

incelenmiştir. İzolatların 30’unu E. durans ve 16’sını E. hirae olarak bildirmişlerdir. Burada 

yapılan testin multipleks formu; hız, güvenilirlik ve özgünlük avantajlarını birleştirerek E. 

durans ve E. hirae’nin doğru tanımlanması sağlanmıştır. Ayrıca bu yaklaşım, tek izolatın 

tanımlanması için uygulanan test sayısını da düşürmektedir. PZR ile tanımlamanın hem 

epidemiyolojik hem de terapötik çalışmalar açısından avantajlı ve güvenilir olup, klinik önemi 

artan tanımlanmış enterokokkal türlerin yelpazesini genişletmiştir. 

Devriese ve arkadaşlarının 2002’deki çalışmasında E. durans, E. hirae ve E. villorum 

suşlarının tanımlanması için farklı testler karşılaştırılmıştır. E. faecium grubuna ait olan bu 

türlerin 16S rRNA dizilim benzerliğinin %98.8'den fazla olması filogenetik olarak 

birbirleriyle oldukça ilişkili olduklarını ispat ederken ayırt edilmesindeki güçlüklere işaret 

etmektedir. 
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Tüm hücre proteinlerinin sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-

PAGE) ile analizi, tRNA ayarlı polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve isteğe bağlı hazırlanmış 

(D11344) PZR analizi ile çok farklı kaynaklardan elde edilmiş bir suş koleksiyonu içinden bu 

üç tür doğru bir şekilde tanımlanabilir. Buna karşın, biyokimyasal reaksiyonlar ayrı bir grup 

olarak bu üç türün diğer enterokoklardan kesin ayrımını sağlar. Bu grup içinde, E. villorum’u 

ayırt etmek için D-ksiloz asidifikasyonu kullanılabilir, fakat bazı istisnalar görülebilir. 

Klindamisine aşırı duyarlı suşlar E. durans olarak tanımlanabilir, fakat bu türün birçok suşu 

edindiği dirençten dolayı, E. hirae ve E. villorum’dan ayırt edilemeyebilir. 

16S rDNA benzerliği %98.8'den fazla olan bakterileri, geleneksel tesler ile 

birbirlerinden ayırt etmek zordur. Tür tanımlamalarında E. hirae melibiyoz ve sükrozdan asit 

üretir şeklinde tanımlanırken, E. durans her iki testte de negatif olarak kabul edilir. Bununla 

birlikte, melibiyoz-pozitif E. durans suşları tanımlanmış ve Rapid ID 32 STREP tanılama 

sisteminin analitik profil indeksi, melibiyoza bağlı olarak, sükroz-pozitif E. durans suşlarının 

varlığını tespit etmiştir (Facklam and Collins 1989). 

Naser ve arkadaşları (2005) tanımlanan türleri geçerli bir şekilde temsil eden 91 

enterokok izolatı arasındaki akrabalığı, ATP sentazın alfa alt birimini kodlayan gen olan 

atpA’nın 1102 bp’lik fragmanı karşılaştırarak incelemiştir. Gözlenen ilişkiler, 16S rRNA gen 

sekans analizinden çıkan filogeni sonuçlarıyla uyumlu bulunmuştur. Bununla birlikte atpA 

gen sekansı, 16S rRNA’ya göre türleri ayırt etmede daha etkilidir. Bütün türler, atpA 

sekansına dayalı olarak maksimum %92 benzerlik göstermektedir. E. faecium türleri 

grubunun altı üyesi (E. faecium, E. hirae, E. durans, E. villorum, E. mundtii ve E. ratti) 

%99’un üzerinde 16S rRNA gen sekans benzerliği göstermiştir, ancak atpA gen sekansı 

benzerliğinin en yüksek değeri sadece %89.9’dur. E. faecium suşları dışındaki tüm türler için 

tür içi atpA sekans benzerliği %98.6 ile %100 arasında değişmekte; E. faecium suşları %96,3 

ile düşük atpA sekans benzerliğine sahiptir. Verilere göre atpA, enterokokların 

identifikasyonu ve filogenetik çalışmalar için alternatif bir araç sağlamaktadır. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Bu çalışma sonucunda Aydın yöresinde mastitislerin etiyolojisinde enterokokların 

%15,4 oranında rol oynadığı görülmüştür. Bu izolatlardan %9.3’ünün E. hirae ve %5.2’sinin 

E. durans olduğu belirlenmiştir. Dolayısı ile identifikasyonları zor olan bu türlerin yöremizde 

enterokokal mastitis etiyolojisinde önemli yerlerinin olduğu söylenebilir. 

Mastitisle doğru bir şekilde mücadele etmek için tüm sürüleri kapsayan bir kontrol 

programı oluşturulmalı ve enfeksiyona neden olan etkenler doğru tanımlanmalıdır. 

Konvansiyonel yöntemlerle enterokok identifikasyonlarının yapılması zor, zahmetli ve zaman 

alıcıdır. Bu nedenle, enterokoklar gibi mastitis etiyolojisinde günden güne önem kazanan 

etkenlerin daha ileri tekniklerle güvenilir bir şekilde identifikasyonlarının yapılabilmesinin, 

süt sığırcılığı ekonomisine de katkı sağlayacağı açıktır. Bu etkenlerin cins ve tür düzeyinde 

tanımlanmalarında spesifik gen bölgelerinin belirlenmesine dayanan primerler kullanılarak 

gerçekleştirilen polimeraz zincir reaksiyonu ile fazla sayıda izolat kısa sürede identifiye 

edilebilmekte ve bu nedenle de moleküler yöntemler tercih sebebi olabilmektedir. Kısa sürede 

ve güvenilir identifikasyonların yapılabilmesine imkan vermesi sebebi ile moleküler 

yöntemlerin rutin teşhiste kullanılmasının faydalı olduğu düşünülmektedir. Günümüzde 

maliyet açısından daha uygun ve personel bilgisi daha artmış olduğundan fenotipik 

yöntemlere göre önemli avantajlar sağlar.  

16S universal primerleri kullanılarak gerçekleştirilen PZR ile, etkenlerin cins ve tür 

düzeyinde tanımlanmalarında spesifik gen bölgelerinin belirlenmesine dayanan primerler 

kullanılarak gerçekleştirilen PZR’ların birbirleri ile uyumlu oldukları sonucuna varıldı.  

Enterokok türlerinin öneminin günden güne artması sebebi ile nispeten üzerinde 

oldukça az çalışılmış olan bu iki enterokok türünün virulens faktörleri ve antibiyotik 

dirençliliklerinin belirlenmesi üzerine başka çalışmalar yapılması bu mikroorganizmaların 

patogenezlerinin daha iyi anlaşılmasına katkısı olacak bilgilere ulaşmamızı sağlayacaktır. 
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