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Oz

Bu calismada, 600 mastitisli sigir siitinden izole edilen Enterococcus faecinm izolatlarinin 6nemli viriilens genlerinin [jelatinaz
(¢e/E), enterokokal ylizey proteini (esp), adezyonla ilgili protein (¢faAfm)] polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile incelenmesi
amagland:. Enterokok izolasyonu selektif besiyetleri kullanilarak gerceklestirildikten sonra cins ve tir dizeyinde
identifikasyonlar PZR ile dogrulandi. Calismada 96 Enterococcus spp. izole edilirken; bunlarin %13,51 E. faecinm oldugu
belirlendi. Bu izolatlarin virulens genlerinin incelenmesi sonucunda %069,2’sinin efzAfn, %030,7’sinin ge/EE ve %30,7’sinin esp
genlerini tagidiklart saptandt. 1zolatlarin %23,1%inin herhangi bir virulens geni tastmiyordu. Bes farkli virulens genotipi
saptandt. Sonu¢ olarak bu calisma, mastitisli sigir sitlerinden izole edilen E. faecium izolatlarinin yiksek patojenite
potansiyeline sahip olduklarini gosterdi. E. faecium ile iliskili diger virulens faktOrlerin tanimlanmast, bu virulens
faktorlerinin  antibiyotiklerle iligkilerinin ortaya konmast konusunda daha genis kapsamli arastirmalarin  yapilmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: E. Faecium, Efaafin , Esp, Gele, Mastitis

Investigation of the Presence of gelE, esp and efaAfin Genes in Enterococcus faecium
Isolates Isolated from Mastitic Bovine

ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the important virulence genes [gelatinase (ge/E), adhesion-associated protein
(¢faAfm) and enterococcal surface protein (esp)] of Enterococcus faecium isolates isolated from 600 mastitic bovine milk
samples with polymerase chain reaction (PCR). Ewnterococci isolation was performed with using selective agars. Identifications
based on genus and species were also performed with PCR. Only 13.5% isolates were determined as E. faecium in 96
Enterococcus spp. 1t was determined that 69.2%, 30.7% and 30.7% isolate were carrying efaAfm, gelEE, and esp genes,
respectively. 23.1% of the isolates did not carry any virulence genes. Five different genotypes were detected. Finally, it can
be said that E. faecium isolates isolated from mastitic bovine milk have high pathogenity. It is thought that further studies
should be conducted on the definition of virulence factors related to severity of the infection and expending traits of E.
faecium and their relationships with some kind of antibiotics should also be revealed.
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GIRIS

Enterokoklar genis konak¢t dagilimina  sahip
mikroorganizmalar olmakla birlikte; hayvanlarin
sinditim  sisteminde  bulunan  dogal  flora
bakterileriditler ve Ozellikle altlik temizliginin iyi
yapilmadigt ve sagim hijyenine dikkat edilmedigi
durumlarda memeleri kolaylikla infekte ederek tek
baslarina veya genellikle streptekoklar ile birlikte
mastitise sebep olabilmektedirler (Smith ve Hogan
2003).

Enterokok titlerinin sahip olduklar1 antibiyotik
direncliligi,  virulens  faktorleri  ve  genetik
degiskenlikleri ile ilgili yapilan calismalarda, izolatlar
arasinda konakel orijinine gore farkliiklarin mevcut
oldugu, antibiyotik diren¢ mekanizmast ve virulens
gen Ozellikleri yontinden farkli mekanizmalarla bu
6zellikleri kazandiklar: belirtilmistir (Chartles ve ark.
2001, Petersson-Wolfe ve ark. 2007a). Insandan
insana da bulasma yetenegi oldugu bilinen hayvansal
kokenli enterokoklarin 6zellikle subklinik mastitisli
sit ve st udrinleri ile insanlara bulasabilecegi
bildirilmektedir (Tenhagen ve ark. 2006). Meydana
gelen infeksiyonlarda, E. faecium, antibiyotiklere karst
Enterococcus faecalis'ten daha direncli olmasiyla dikkat
cekmektedir (Lund ve ark. 2002).

Enterokoklarin  patojenitelerine, sahip — olduklart
cesitli virtilens faktorlerinin 6nemli katkilari oldugu
bilinmektedir. Bu virulens faktSrlerinden en
6nemlilerinden birisi olan enterokokal yiizey proteini
(esp), bakterinin konak immun sisteminden kagmasini
kolaylastiran  hiicre duvart ile ilgili proteindir
(Shankar ve ark. 1999). Jelatinaz (ge/E), hemoglobin
ve diger Dbiyoaktif bilesenleri parcalayan bir
proteazdir. efaAfm ise E. faecinm izolatlant tarafindan
sentezlenen hiicre duvar adezinidir (Eaton ve
Gasson 2001).

Yapilan daha Onceki c¢aligmalar incelendiginde,
arastiricilarin 6zellikle klinik vakalardan ve cevresel
orneklerden elde edilen E. faecalis ve E. faecium
izolatlarinin virulens genlerinin incelenmesi Uzerine
odaklanmis olduklar gérilmistir (Eaton ve Gasson
2001, Lanthier ve ark. 2010a). Yurdumuzda mastitisli
sigir  sutlerinden izole edilmis olan E. faecalis
izolatlarinin  virulens genlerinin  incelendigi bir
calisma mevcut olmakla birlikte (Yidiz ve
Turkyilmaz 2015), E. faecium izolatlariin 6nemli
virulens genlerinin incelendigi bir ¢alisma su anki
bilgilerimize gore bulunmamaktadir. Bu calisgmada,
yoresindeki mastitisli sigir stit 6rneklerinden izole
edilen E. faecinm izolatlarimin  O6nemli  virulens
genlerinden olan jelatinaz, enterokokal yilizey proteini
ve E. faecium hiicre duvar adezin genlerinin varliginin
molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmustir.
Enterokoklarin insan sagligt icin 6nemli bir patojen
oldugu dustntldiginde, incelenen bu virulens
genlerinin ~ yoremizdeki  izolatlarda  varhgr ve
vayginliginin - belitlenebilmesi ~ bu  izolatlarin

patojeniteleri  hakkinda  temel  bilgi
potansiyeli tasimaktadir.

saglama

MATERYAL ve METOD
Materyal
Bu calismada 3-9 yash, Holstayn 1rki, son bir ay
icerisinde antibiyotik tedavisi uygulanmamis, klinik ya
da subklinik mastitisli 600 siit Ornegi kullanilds.
Klinik mastitisli ineklerde fiziksel muayenede meme
loblarinda  anormallik  (sigkinlik, sicaklik, agr1,
kizariklik  ya da  sulu, kanli, pthuli sit gibi)
gozlemlenirken; subklinik mastitisli olan ineklerin
belirlenebilmesi amact ile Kalifornia Mastitis Testi
(CMT) kullanildi.
Referans suglar
Pozitif kontrol olarak ge/E geni icin Enterococcus
faccalis ATCC 29212 (Lanthier ve ark. 2010a) susu,
esp ve efaAfm genleri icin énceden dogrulanmug kiltiir
bankamizdaki izolatlar; negatif kontrol olarak da
Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanildt.

Besiyetleri
Sut o6rneklerinden  selektif olarak Enterococcus
sp’nin  izolasyonu  amactyla  Chromocult®

Enterococci Broth (EB) (Merck) ve BBLTM
Enterococcosel Agar (EA) (BD), organizmalarin tuz
toleranslarint tespit etmek icin %6,5 NaCl iceren
Nutrient Broth (NB) (Oxoid) ve izolatlarin
saklanmasinda %20 gliserinli Brain Heart Infusion
Broth (BHIB) (Merck) kullanildi.

Primerler

Calismada kullanilan primerler hakkinda bilgi Tablo
1.’de verilmisgtir.

Tablo 1: PZR’da kullanilan primerler
Table 1: Primers used in PCR

Primer Dizi (5-3’) Amplikon Kaynak
Uzunlugu
(bp)
Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke ve ark. 1999
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC
FACI11 GAGTAAATCACTGAACGA 1.091 Vilela ve ark. 2006
FAC21 CGCTGATGGTATCGATTCAT
gelEF ACCCCGTATCATTGG 419 Faton ve Gasson
ge[ER ACGCATTGCTTTTCCATC 2001
espl TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933 Shankar ve ark. 1999
espR GCGTCAACACTTGCATTGCCGA
efaAfl AACAGATCCGCATGAATA 735 Faton ve Gasson
efaAfR CA CATCATCTGATAGTA 2001
Metot

Enterokok Izolasyonu

Mastitisli sigirlardan alinan siit 6rnekleri laboratuvara
getirildikten sonra, ik olarak EB’a 6ze dolusu
inokule edildiler. Buyyonlar aerob kosullarda
37°C’de, besiyerinin parlak sart rengi mavi-yesil renge
dontstinceye kadar, yaklasik 24-72 saat inkiibe edildi.
Renk degisimi olan kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alind:
selektif EA’a ekimleri yapildi. Besiyeri 37°C’de aerob
kosullarda 24-48 saat stireyle inkube edildi. Sirenin
sonunda Ureyen siyah, koyu kahverengi koloniler
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enterokok tirleri yoniinden stipheli kabul edilerek,
incelenmek tizere tekrar EA’a pasajlandi.

Enterokok spp. ve E. faecinm 1dentifikasyonu
Enterokoklarin cins diizeyinde ayrimi igin ekilen
selektif besiyerinde siyah, koyu kahverengi treyen
enterokok stpheli kolonilere Gram boyama, %06,5
tuz iceren NB’da dreme ve katalaz testleri yapildi
(Lanthier ve ark. 2010b). Gram pozitif kok seklinde
goriilen, %6,5 tuz iceren NB’da treyebilen ve katalaz
negatif olan kolonilerin identifikasyonlar1 icin EA
pasajlart yapild: ve 37°C’de 24-48 saat inkube edildi.
Siire sonunda stipheli koloniler PZR ile incelenene
kadar -20°C’de %20 gliserinli BHIB icerisinde
saklandi. Izolatlarin cins (Ke ve ark. 1999) ve E.
faccium’un tiir bazinda identifikasyonlar: (Vilela ve
ark. 2006) daha onceki c¢aligmalarda bildirildigi
sekilde gibi PZR ile yapildr.

Izolatlardan DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik
DNA ekstraksiyon kiti (InstaGene Matrix, BIO-
RAD, Almanya) kullanilarak Gretici firmanin 6nerdigi
sckilde gerceklestirildi. DNA  saflik kontrold ve
miktar tayinleri yapildiktan sonra PZR’da kullanilds.
PZR

Calismada standart bir PZR islemi uygulandi.
Sikluslar 95°C’de 5 dak. baglangic denatiirasyonu
takiben; 95°C’de 30 sn. denattrasyon, 50°C (¢faAfm),
53°C (E. faecinm), 54°C (gelE), 55°C (Enterococcus sp.),
56°C (esp) baglanma,72°C 60 sn. uzama toplam 30
siklus, 72 °C’de 15 dak. son uzama olacak sekilde
ayarlandt.

Sekans Analizi

E. faecinm izolatlart ile esp ve efaAfm genleri icin
pozitif kontrol olarak énceden dogrulanmus kiiltir
bankamizdaki izolatlar kullanildi. E. faecium izolatlar
ile esp ve efaAfm virtlens genleri varligint belirlemek
i¢in, uygun primerler kullanilarak DNA’lar ¢ogaltildi.
Elde edilen amplikonlar sekans analizleri icin ticari
bir firmaya (Macrogen, Hollanda) gonderildiler.
Firma saflastirmayi takiben ABI Primse cihazt ile
sekans  analizini = gerceklestirdi.  Amplikonlarin
sckanslari gen bankast ile karsilastirldi. Bu amagla
National Center of Biotechnology Information’in
web  sayfasindaki  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilds.

BULGULAR

Izolasyon

Bu calismada 600 mastitisli siit 6rneginin incelenmesi
sonucunda toplamda 96 enterokok stipheli izolat elde
edildi.

PZR

Doksan altt enterokok stipheli izolat ile yapilan PZR
sonrasinda 96 izolatin hepsinde 112 bp uzunlugunda
amplikon elde edildi ve Ewnterococcus spp. olarak
tanimlandr.

Resim 1: Eunterococens sp. PZR elektroforez géruntiisi
1-13: Enterococens  sp. saha izolatlar1 PK: Pozitif
kontrol (E. faecalis ATCC 29212) NK: Negatif
kontrol ( E. wii ATCC 25922) M: 100 bp DNA
ladder (Vivantis)

Figure 1: PCR detection of Enterococcus spp. isolated
strains  1-13:  Enterococcus  spp.  field isolates PK:
Positive control (E. faecalis ATCC 29212) NK:
Negative control (E. w/i ATCC 25922) M: 100 bp
DNA ladder (Vivantis)

Enterococcus spp.  olarak tanimlanan 96 izolat DNA’st
ile yapitlan PZR sonrasinda, izolatlarin 13

(%13,5)tnde 1091 bp uzunlugunda amplikon elde
edildi ve bunlar E. faecium olarak identifiye edildi.

Resim 2: E. faecium PZR elektroforez gorintiisi 1-
13: E. faecium saha izolatlar1 PK: Pozitif kontrol
(Onceden dogrulanmis kiiltiir bankamizdaki izolat)
NK: Negatif kontrol ( E. c/ii ATCC 25922) M: 100
bp DNA ladder (Vivantis)

Figure 2: PCR detection of E. faecium strains 1-13:
E. faecium field isolates PK: Positive control (Verified
isolate in our culture bank) NK: Negative control
(E. wli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder
(Vivantis)

Virulens Genleri (ge/E, esp, efaAfm): On G E. faecium
izolatinin virulens genleri yéninden yapilan PZR
incelemesi sonucunda 419 bp wuzunlugunda
amplikon elde edilen 4 izolatin (%30,75) ge/E geni,
993 bp uzunlugunda amplikon elde edilen 4 izolatin
(%30,75) esp geni, 735 bp uzunlugunda amplikon
elde edilen 9 izolatin (%69,2) efaAfm geni pozitif
oldugu belirlendi.
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Resim 3: Virulens gen PZR (g/E) 1-4. gelE geni
tastyan saha izolatlart PK: Pozitif kontrol (E. faecalis
ATCC 29212) NK: Negatif Kontrol (E. w/i ATCC
25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

Figure 3: Virulence gene PCR (ge/E) 1-4. ge/E
positive fields isolates PK: Positive control (E. faecalis
ATCC 29212) NK: Negative control (E. cw/i ATCC
25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

05107 ST ESS I N S B
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Resim 4: Virulens gen PZR (esp) 1-4-5-8: esp geni
tastyan saha izolatlart PK: Pozitif kontrol (Onceden
dogrulanmis  kiltlir bankamizdaki izolat) NK:
Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922) M: 100 bp
DNA ladder (Vivantis)

Figure 4: Virulence gene PCR (esp) 1-4-5-8: esp
positive fields isolates PK: Positive control (Verified
isolate in our culture bank) NK: Negative control (E.
coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

Wil b BN K M

Resim 5: Virulens gen PZR (¢faAfm). 1-2-3-4-5-10-
11-12-13: efaAfm geni pozitif saha izolatlar1 PK:
Pozitif kontrol (Onceden dogrulanmis —kiiltiir
bankamizdaki izolat) NK: Negatif Kontrol (E. co/i
ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)
Figure 5: Virulence gene PCR (¢faAfm) 1-2-3-4-5-
10-11-12-13: ¢fzAfm positive fields isolates PK:
Positive control (Verified isolate in our culture bank)
NK: Negative control (E. w/i ATCC 25922) M: 100
bp DNA ladder (Vivantis)

E. faecium izolatlarimin tasidigr virulens genlerinin
dagilimi Tablo 2.’de verilmistir.

Tablo 2: E. faecium izolatlarinin virulens genleri
Table 2: Virulence genes of E. faecium isolates

gelE esp efaAfim Pozitif virulens

gen/genleri
(say1s1)

1 + + + gelB, esp, efaAfm
©)

2 + - + gelE, efaAfm (2)

3 + - + gelB, efaAfm (2)

4 + + + gelB, esp, efaAfm
©

5 - + + esp, efaAfm (2)

6 - - - - (0)

7 - - - - (0)

8 - + - esp (1)

9 - - - - 0)

10 - - + ¢faAfm (1)

11 - - + ¢falAfm (1)

12 - - + ¢faAfm (1)

13 - - + ¢faAfm (1)

Toplam 4 4 9
(%) 30,7 30,7 69,2

Toplam 13 E. faecium izolatinin virulens genlerinin
incelenmesi sonucunda sirasiyla 9 (%69,2) izolatin
efaAfm, 4 (%30,7) izolatin ge/lZ, 4 (%30,7) izolatin esp
genlerini tagidiklart tespit edildi.

Toplamda altt virulens genotipi mevcuttu. Bir
virulens geni tastyan 5 (%38,4), iki virulens geni
tastyan 3 (%23,0), t¢ virulens geni tastyan 2 (%15,3)
izolat mevcuttu. Herhangi bir virulens geni tagimayan
ti¢ (%23,1) izolat bulunmaktaydi. Tzolatlarin virulens
genotiplerinin dagilimz1 ise Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3.:E. faecinm izolatlarinin tasidiklart virulens

genotipleri
Table 3: Genotyping of E. faecium isolates
Genotip  Virulens Virulens Tzolat (%)
gen sayist gen/genleti sayist
1 1 esp 1 7,7
2 1 efaAfm 4 30,7
3 2 esp, efaAfm 1 7,7
4 2 gelB, efaAfm 2 15,4
5 3 gelBesp, efaAfm 2 15,4
6 0 - 3 23,1
Toplam 13 100,0
TARTISMA

Klinik ve subklinik mastitis vakalarinin teshisi ve
kontrolii igin hastaliga sebep olan patojenlerin dogru
sekilde izolasyonu ve tanimlanmast oldukc¢a
onemlidir.  Laboratuvarlarda,  mastitis  etkeni
bakteriyel patojenlerin izolasyonu ve tanimlanmast
i¢in, genellikle bu etkenlerin fenotipik 6zelliklerinin
belitlenmesine dayanan biyokimyasal testletle sonuca
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vartlmaktadir. Ancak; yalnizca biyokimyasal testlerle
etkenin tanimlanmasi, mastitise sebep olan enterokok
gibi bazi bakteri cinsleri acisindan zor oldugu icin, bu
sekilde identifikasyonlart giic olan etkenler icin
molekiler dogrulama gerektirdigi bildirilmektedir
(Devtiese ve ark. 1999, Bensalah ve ark. 2000).
Insandan insana da bulasma yetenegi oldugu bilinen
hayvansal kokenli enterokolarin &zellikle subklinik
mastitisli siit ve stt Urlnleri ile insanlara bulastigt
bildirilmektedir (Tenhagen ve ark. 2006). Meydana
gelen infeksiyonlarda, E. faecium, antibiyotiklere katst
E. faecalis’ten daha direncli olmasiyla dikkat cekmekte
ve patojenik E. faecium’un cok ¢abuk antibiyotik
diren¢ mekanizmast gelistirebilmesinin  ve bu
Ozelligini transfer edebilme kabiliyetinin = saghk
acisindan O6nemli bir risk oldugu dustntlmektedir
(Lund ve ark. 2002). Mastitisli sigirlardan elde edilen
E. faecium titlerinde virulens genlerinin incelendigi
bir calismaya rastlanilmamasi  sebebi ile; bu
calismada, mastitisli sigir siitlerinden elde edilen E.
Jaecium izolatlarinin bazi 6nemli virulens genlerinin
varliginin - molekiler  yontemler  kullaniarak
incelenmesi amaclanmistir. Bunun icin ilk asamada
enterokok izolatlar1 selektif besiyerleri kullanilarak
izole edilmis; bu izolatlarin cins ve tir dizeyinde
dogrulamalari molekiiler yontemler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Boylece E. faecum  tirinin
dogrulanmasinda giivenilir ve pratik bir yéntem
kullanilmigtir.

Mastitise neden olan E. faecium izolatlarinin
identifikasyonlart ile ilgili yapilan calisgmalarda elde
edilen sonuglar ¢alismanin yapildigi cografik bolgeye
gore farklilk gostermektedir. Yurt disinda yapilan
calismalarda izolasyon oranlatinin %06-71 arasinda
degistigi  gorulmektedir (Devriese ve ark. 1999,
Petersson-Wolfe ve ark. 2007b). Yurdumuzda bu
konu ile ilgili olarak fazla calisma bulunmamakla
birlikte; E. faecium izolasyon orant Afyon’da %18,6
(Kuyucuoglu 2011), Ankara’da %81,3 (Cengiz ve ark.
2011) olarak belirtilmistir. Bu calismada ise %13,5
oraninda E. faecinm  izole edilmistir. Calismalar
arasindaki  izolasyon oraninin  degisik  olmast
izolasyonlarin farkls cografik bélgelerden
yapilmasindan, hayvanlarin yetistirme sekillerinin
farklt olmasindan, hatta stit Srneklerinin toplandigt
hayvanlarda gorilen mastitisin  formundan da
kaynaklanabilecegi dustiniilmektedir.

Kromozomal ge/E geni tarafindan kodlanan jelatinaz
enzimi kollajen, jelatin, hemoglobin gibi bir ¢ok
kiiciik  peptidleri  hidrolize eden ve hayvan
modellerinde endoftalmit ve endokardit olgularin
siddetlendiren hiicre dist bir ¢inko-endopeptidazdir
(Eaton ve Gasson 2001). Kommensal E. faecium
izolatlariyla kiyaslama yapildiginda klinik FE. faecium
izolatlarinda ge/EE pozitifliginin daha sik saptandigini
bildiren calismalar mevcuttur (Waar ve ark. 2002,
Creti ve ark. 2004). Ayrica, sebze kaynakll E. faecium
izolatlarinin  %45,5’inde, su kaynaklt izolatlarin
%33,3’'unde  ge/lE geninin  bulundugunu, klinik

kaynakli izolatlarin ise higbirisinde ge/E  geni
saptanmadigini gOsteren ilging bir bir calisma da
bulunmaktadir (Abriouel ve ark. 2008). Ekstrasellilar
jelatinaz1 kodlayan ge/EE geni tastyan izolatlar sulardan
(Lanthier ve ark. 2010a), gidalardan ve klinik
vakalardan (Eaton ve Gasson 2001, Semedo ve ark.
2003, Creti ve ark. 2004) izole edilen E. faecium
izolatlarinda siklikla bulundugu bildirilmekte; ancak,
mastitisli sigir siitlerinden izole edilen enterokoklarin
jelatinaz ~ olusumlart  hakkinda  yeterli  bilgi
bulunmamaktadir (Semedo ve ark. 2003). Bir baska
calismada (Vankerckhovenve ark. 20004) ise, gelE
geninin 12 E. faecalis endokardit susunun tamaminda
(%100), 19 diskt susunun ise 10'unda (%52.6)
saptanmistir. Bu durum, virtilans ve hastalikta
jelatinazin  6nemini  géstermekte  ve  biyofilm
olusumunda etkin olabilecegini dustindirmektedir.
Bu c¢alismada ise yOremizdeki mastitisi = sigir
stitlerinden izole edilen 13 E. faecium izolatlarinin
%30,7’sinde ge/El geni varligt tespit edilmistir.
Kromozomal esp geni tarafindan kodlanan ve hiicre
duvari ile iligkili bir protein olan esp, hiicre yiizeyinde
yer alir. Bakteriyi, konagin bagisiklik sisteminden
korudugu dustnilen esp, enterokoklarin iriner
sistemde persistansi, kolonizasyonu ve = artmus
virulensi ile iliskili bulunmustur (Shankar ve ark.
2002). Yapilan calismalar incelendiinde genellikle
medikal ya da gida kaynakli izolatlarda bu gen
varliginin incelendigi gorilmektedir. Ornegin; E.
faecinm Klinik izolatlarinda esp geni pozitifligini Eaton
ve Gasson (2001) %78, Baylan ve ark. (2011) %06,5
olarak tespit etmislerdir. Genellikle esp’yi kodlayan
genlerin gida kaynakli enterokok izolatlarina oranla
klinik enterokok izolatlarinda daha yiksek siklikla
bulundugu belirlenmistir (Eaton ve Gasson 2001).
Ayt zamanda gida kaynaklt E. faecium ve E. faecalis
izolatlarinda da ep geni bulunma sikligr farkldik
gostermektedir. E. faecinm izolatlarinda esp genine
nadiren rastlanirken, E. faecalis izolatlarinda bu oran
daha yiksektir (Eaton ve Gasson 2001). Bu
calismada ise yoremizdeki mastitisli sigir sttlerinden
izole edilen 13 E. faecium izolatinin %30,7’sinde esp
geni varhift tespit edilmistir.

efaAfm nin, enterokoklarin yiizeylere yapismasini yani
adezyonunu  sagladigi  bildirilmekle  birlikte;
infeksiyon ~yapma glici halen kesin = olarak
bilinmemektedir (Belgacem ve ark. 2010). efaAfm
pozitif gen pozitifligini Tuncer ve Inoglu (2013),
peynirde yaptiklart calismada %75, Eaton ve Gasson
(2001) ise gidalar da %82 olarak saptarken, klinik
izolatlarda %100 olarak tespit etmislerdir. E.
faecium™un hiicre duvari adezinlerinden olan ve
bakterinin konak hiicrelerine yapismasindan sorumlu
olan virulens geni ¢faAfm, bu calismamizda mastitisli
sigir siit izolatlarinin % 69,2’sinde tespit edilerek en
cok belirlenen virulens geni olmustur.
Enterokoklardaki ytlizey proteini ve adezyonla ilgili
proteinlerin  virtilans  faktSrlerinin, konjugasyon
sirasinda verici ve alict bakteriler arasinda viriilans ve
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antibiyotik  diren¢ genlerini  igceren  konjugatif
plazmidlerin transferini kolaylastirdiklari
dustintilmekte, bu genlerin pozitifligi ile plazmidlerle
kazanilan antimikrobiyal diren¢ arasindaki bir
iliskiden kuskulanilmaktadir (Shankar ve ark. 1999,
Vankerckhovenve ark. 20004). Izolatlarimiz arasinda
bu iki virulens genine de yitksek oranda rastlanilmast,
mastitisli sigir sttlerinde elde edilen bu izolatlarin
patojenite potansiyellerinin  yiiksek olabilecekleri
hakkinda fikir vermektedir.

Yurdumuzda veteriner sahada mastitisli  sigir
siitlerinden izole edilen E. faecinm izolatlarnin
virulens  genlerinin  incelendigi  bir  ¢alisma
bulunmamaktadir. Tum  hijyenik  uygulamalara
ragmen, mastitis probleminin  sirmesi, saha
izolatlarinin  virulens faktotlerinin  incelenmesinin
Onemini artirmakta ve agilarin da dahil oldugu
kontrol ~ programlarinin  gelistirilmesini  zorunlu
kidmaktadir. Bu calismadan saglanan  bilgilerin
kullanllmasi &zellikle enterokoklarin neden oldugu
mastitis koruma programlarinin  dizenlenmesine
katk1 saglayacaktir.
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