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Amag: Bu ¢alismada mastitisli sigir siitlerinden izole dilen
Enterococcus faecalis izolatlarinin plazmid profillerinin ince-
lenmesi amaglandi.

Gerec¢ ve Yontem: Calismanin materyalini ge¢mis yillarda
izole edilmis olan 54 E. faecalis izolati olusturdu. Bakteri-
lerden plazmid izolasyonunda alkali liziz yontemi modifiye
edilerek kullanild.

Bulgular: Plazmid izolasyonu sonucunda, izolatlarin 19'unun
bir ile sekiz arasinda plazmid tasidig, plazmid boyutlarinin
da yaklasik olarak 0.6 kb ile 41 kb arasinda degistigi tespit
edildi. Calismada, 5 izolat tek plazmid ve 14 izolatin ise bir-
den fazla plazmid tasidigi saptandi. Plazmid izolasyonunu ta-
kiben, profil icerikleri kontrol edilerek, plazmidler arasinda
kiimeleme analizi yapildi. Benzer plazmid profilinde olan iki
veya daha fazla sus iceren 6 kiime belirlendi.

Oneri: Bundan sonraki calismalarda, mastitisli sigir siitle-
rinden izole edilen diger enterokok tiirlerinin plazmitleri
arastirilip, bu plazmitlerin antibiyotik direngliligine katkilari
incelenebilir.

Anahtar kelimeler: Sigir, mastitis, plazmid, Enterococcus
faecalis
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Abstract

Aim: The purpose of this study was to investigate the plas-
mid profiles of Enterococcus faecalis isolated from cow milk
samples with mastitis.

Materials and Methods: As a material, 54 E. faecalis strains
isolated in the past years from milk samples with mastitis
were used. Modified alkaline lysis method was used for plas-
mid isolation from bacteria.

Results: Results revealed that 19 of isolates have plasmids
varying one to eight and lengths of those were ranged app-
roximately between 0.6 kb and 41 kb. It was determined
that five isolates had only one plasmid while the other 14
had more plasmids. Following the plasmid isolation, cluster
analysis was performed between the same and similar plas-
mids after their profile contends checked. Six clusters that
containing two or more strains with similar plasmid profile
were formed.

Conclusion: Further studies should be designed to inves-
tigate the plasmids of other enterococci stains isolated from
mastitis cow’s milks whether plasmids are responsible for
antibiotic resistance.
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Giris

Genis bir konake¢1 dagilimina sahip olan enterokoklar, hayvan-
larin sindirim sisteminin dogal flora bakterileri olup, 6zellik-
le sagim hijyenine 6zen gosterilmedigi ve altlik temizliginin
iyi yapilmadigi siiriilerde memeleri infekte ederek mastitise
sebep olurlar. Meme basi kanalindan giren etkenler meme
kanali boyunca yerlesip kolonize olurlar ve meme bezinde
enfeksiyona iliskin klinik bulgular meydana getirirler. Ente-
rokoklar, tek baslarina mastitis olusturabilmelerine ragmen,
genellikle diger mikroorganizmalarla birlikte izole edilmek-
tedirler (Smith ve Hogan 2009). Cevresel bir epidemiyolojiye
sahip olan enterokoklar, insanlarda nozokomiyal infeksiyon-
larda 6nemli bir problem haline gelmelerine ragmen epide-
miyolojileri konusunda bilgiler yetersizdir (Petersson-Wolfe
ve ark 2007). Tirkiye'de mastitisli sigir siitlerinden izole
edilen enterokoklarla ilgili olarak yapilmis az sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Kuyucuoglu 2011).

Plazmidler bakterilerde bulunan ekstra-kromozomal DNA
molekiilleridir. Her bakteride mutlaka bulunmalar1 gerek-
mez. Ancak bir bakteride plazmid bulunmasi, igerdikleri
genler sayesinde, secici ortam kosullarinda konakgeilarinin
daha kolay hayatta kalmalarina ve ¢esitli antibiyotiklere kar-
s1 dirence neden olabilir. Plazmidler bakteriden bakteriye
aktarilabilir ve tasidiklari 6zellikleri diger bakterilere kazan-
dirabilirler. Sonug olarak, bakterilerde antibiyotik direnci-
nin ve patojenitelerinin artmasina neden olmaktadir. Ayrica
plazmid profillendirmesi ¢calismalari suslarin klonal yayilima
sahip olup olmadigini anlamamizi saglamaktadir. Suslarin
plazmid icerikleri ne kadar plazmid tasidiklarini ve ne kadar
patojen olduklarini anlamamiz agisindan dnemlidir (Coleri
ve ark 2004).

Bu calismada, Aydin yoresinde mastitisli sigir siitlerinden
elde edilen Enterococcus faecalis izolatlarinin plazmid pro-
fillerinin incelenmesi amaclandi. Boylece, yoredeki saha izo-
latlar arasindaki plazmid yayilimi belirlenerek, izole edilen
enterokok suslarinin patojenitesi ve klonal yayilimi hakkinda
bilgi elde edilmistir.

Gereg¢ ve Yontem
Ornekler

Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fa-
kiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'na ¢esitli isletmelerden,
son iki yil icerisinde getirilen 620 (klinik veya subklinik)
mastitisli sigir siit 6rneginden izole edilmis olan 54 adet E.
faecalis izolat1 materyal olarak kullanildi. Calismada plazmid
DNA’siin izolasyonunda TEG ve alkali soliisyonlar: kullanil-
di. 100 mL TEG (Tris-HCI, EDTA, Glukoz) soliisyonu 0.786 g
Tris HCl, 0.354 g EDTA ve 1.8 g glikoz icerir. 20 mL alkali liziz
sollisyonu igerisinde 1 mL %20’lik SDS, 8 mL 0.5 N NaOH ve
11 mL dH20 bulunmaktadir.
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Marker

Plazmid DNA’'sinin elekroforezinde EcoRI (Fermentas) ve
HindIII (Fermentas) enzimi ile kesilmis lambda (A) faj DNA's1
(Fermentas), diger elektroforez islemlerinde 100 bp DNA
ladder (Fermentas) kullanildi. EcoRI ve HindIII enzimi ile ke-
silmis Lambda Faj DNA'sinin hazirlanisi: 30 pL A DNA, 30 pL
10X buffer, 4 uL EcoRI enzimi ve 4 uL HindlIII enzimi, 232 pL
enjeksiyonluk distile su ile karigtirildi. Bir saat 37°C’de bek-
ledikten sonra 60 pL loading dye eklendi. Her elektroforez
reaksiyonu i¢in 7 pL. Lambda Faj DNA's1 kullanild1.

Enterococcus sp. izolasyonu

Mastitisli sigirlardan alinan siit 6rnekleri laboratuvara ge-
tirildikten sonra ilk olarak selektif enterokok M buyyona
bir 6ze dolusu inokule edildi. Buyyonlar aerobik kosullarda
37°C’de, besiyerinin parlak sar1 rengi mavi-yesil renge donii-
stinceye kadar, yaklasik 24-72 saat bekletildi. Mavi-yesil renk
olan buyyonlardan bir 6ze dolusu alinarak, selektif entero-
kokosel agara ekimleri yapildi. Besiyeri 37°C’de aerobik ko-
sullarda 24-48 saat siireyle inkube edildi (besiyerinde renk
degisimi enterokok liremesinin gostergesi olarak degerlen-
dirildi). Besiyerinde iireyen siyah, koyu kahverengi koloniler
Enterococcus sp. yoniinden siipheli kabul edilerek, incelen-
mek iizere tekrar BBL™ Enterococcosel Agar (EA)'a pasaj-
land1 (Ozkuyumcu ve ark 1998, Yildiz ve Tiirkyillmaz 2015).

Enterococcus sp. ve E. faecalis identifikasyonu

Enterokoklarin cins diizeyinde ayrimi icin ekilen selektif be-
siyerinde tlireyen Enterococcus sp. siipheli kolonilere Gram
boyama, %6.5 tuz iceren NB’da lireme ve lam iizerinde ka-
talaz testleri yapildi (Lanthier ve ark 2010). Gram pozitif kok
seklinde goriilen, %6.5 tuz iceren Nutrient Broth (NB)'da
tireyebilen ve katalaz negatif olan kolonilerin identifikas-
yonlari i¢in EA pasajlar1 yapildi ve 37°C’de 24-48 saat inkiibe
edildi. Stire sonunda siipheli koloniler molekiiler yontemler
kullanilarak identifiye edilinceye kadar -20de %20 glise-
rinli BHIB igerisinde saklandi. Elde edilen enterekok siipheli
izolatlar1 ve bunlar icerisindeki E. faecalis olanlar1 identifiye
etmek icin spesifik primer cifti kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) gergeklestirildi.

Bakteriyel DNA ekstraksiyonu

Enterokoklardan DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA
ekstraksiyon kiti (Fermentas) kullanilarak tretici firmanin
onerdigi sekilde gerceklestirildi. DNA saflik kontrolii ve mik-
tar tayinleri yapildiktan sonra PZR’da kullanildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu

Fenotipik olarak Enterococcus sp. oldugu belirlenen izolatla-
rin cins diizeyinde identifikasyonlar: spesifik primerler kul-
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lanilarak PZR ile dogrulandi. Bunun i¢in Ke ve ark (1999)'nin
belirttikleri metoda gore Enterococcus cins spesifik tuf genin
112 bp bdlgesinin ¢ogaltilmasinda Ent F [5"-TACTGACAAAC-
CATTCATGATG-3"] ve Ent R [5- AACTTCGTCACCAACGCGA-
AC-3"] primerleri kullanildi. Genotipik olarak Enterococcus
sp. olduklar1 dogrulanan izolatlarin tiir diizeyinde identifi-
kasyonlar Vilela ve ark (2006)'nin belirttikleri metoda gore
Enterococcus faecalis spesifik dd1E. faecalis genin 475 bp bol-
gesinin cogaltilmasinda DD F [5°- CACCTGAAGAAACAGGC-37]
ve DD R [5°- ATGGCTACTTCAATTTCACG -3°] primerleri kul-
lanildi. PZR’da pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212,
negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 suslar1 kullanildi.
Her iki PZR'da iriiniiniin ¢ogaltilmasinda, elde edilen bak-
teriyel DNA'dan 3 pL olacak sekilde toplam 30 pL reaksiyon
miktari i¢in son konsantrasyon Taq enzimi tampon ¢ozeltisi
1X, magnesium klortir (MgCl2) 2 mM, dNTP 0.2 mM, primer
(her biriigin) 0.4 pmol, Tag DNA polymerase (Fermentas) 1.5
U olacak sekilde gergeklestirildi. Her iki PZR reaksiyonu i¢in
tiipler thermal dongiileme cihazina (Boeco Thermal Cycler)
yerlestirildikten sonra sikluslar 95°C’de 5 dk baslangi¢ dena-
tiirasyonu, 30 dongt 95°C’de 30 sn denattirasyon, 53°C 30
sn primerlerin baglanmasi, 72°C 60 sn uzama ve 72°C’de 15
dk son zincir uzamasi ile gergeklestirildi. Yiiz voltda 45 dk
elektroforez siiresinin ardindan PZR iiriinlerinin gériintilen-
mesi 0.5 pg/mL etidyum bromid iceren %2’lik agaroz jelde
elektroforezi ile gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezisi
sonucunda Enterococcus sp. i¢in 112 bp (Ke ve ark 1999) E.
faecalisi¢in 475 bp (Vilela ve ark 2006) bant uzunlugu pozitif
olarak degerlendirildi.

Plazmid DNA’sinin izolasyonu

Plazmid izolasyonunda alkali lizis yontemi modifiye edilerek
kullanildi (Ehrenfeld ve Clewell 1987). Bu yontem asagidaki
gibi gerceklestirildi: Her birizolattan 5 mL Brain Heart Infusi-
on Broth (BHIB)’a ekim yapildi ve 37°C’de etiivde bir gece in-
kiibasyona birakildi. Daha sonra santrifiij edilip, bakteri htic-
releri ¢oktiirtldii ve siipernatant atildi. Dipte olusan peletin
tizerine sirasiyla 200 puL TEG (Tris-EDTA-Glikoz) ve igerisine
3 mg/mL lizozim eklendi. Ornekler, 37°C’de 30 dk inkiibas-
yona birakildi. icerisine 300 uL alkali liziz soliisyonu ekle-
nip 5 dk buz icerisinde bekletildi ve sonra iizerine %30’luk
potasyum asetat eklenerek, tekrar 5 dk buz icerisinde bek-
letildi. Buz igerisinden ¢ikardiktan sonra 5 dk +4°C 13000
g'de santrifiij yapildi. Supernatant yeni bir ependorf tiipiine
aktarildi. Uzerine v/v fenol/kloroform izoamilalkol eklenip,
5 dk 13000 g'de santrifiij yapildi. Ust faz yeni bir ependorf
tiipline alinip, lizerine v/v izopropanol eklendi. Oda sicakl-
ginda (25°C) 30 dk bekletildi. Daha sonra oda sicakliginda
30 dk 13000 g'de santrifiij yapildi. Supernatant atilip, dipteki
pelletin iizerine 100 pL 125 mM Tris-HCl ve 300 mM sodyum
asetaticeren ¢ozeltiden ve 200 pL %95 etanol eklenip ve oda
sicakliginda 30 dk bekletildi. Oda sicakliginda 8-20 dk 13000
g de santrifiij edildi. Supernatant atilip, olusan pellet 20 pL
(50 mM) Tris HCL ile sulandirildi. Elde edilen plazmid DNA's1
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kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Elde edilen plazmid DNA'sinin elektroforezi i¢in 2 pL 6x lo-
ading dye boyasi ile 10 pL elde edilen plazmid DNA's1 karis-
tirildi. Olusturulan karisimdan 12 pL alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucuga yiiklendi. Hazirlanan %0.8 jele iste-
nilen érnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun po-
zisyonda baglandiktan sonra 60V 400A akimda 300 dakika
yuritiildi. Elektroforez siiresinin ardindan elde edilen jel,
dikkatli bir sekilde icerisinde etidyum bromiir olan tanka ko-
nuldu. Burada 15 dk boyanmaya birakildi. Siire sonunda bo-
yanan jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminatér ciha-
zindaki odaciga yerlestirildi. Marker plazmid DNA’sinin bant
boyutlar1 baz alinarak, izolatlara ait plazmid DNA bandlari-
nin boylar1 hesaplandi. Degerlendirme igin jel UV 15181 altinda
InfinityCapt programinda fotograflandi. Bant profillerinin,
PyElpH 1.4 programi kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair
Group Average) analiz yontemi ile dendogrami olusturuldu.
Bantlara bagh benzerlik katsayisina gore izolatlar arasinda
iliski belirlendi. Benzerlik katsayis1 hesaplamasinda bant
profil toleransi %1.5 olarak belirlendi.

Bulgular
Enterococcus sp. ve E. faecalis identifikasyonu

Calismada 620 (klinik veya subklinik) mastitisli sigir siit 6r-
neginin incelenmesi sonucunda 96 (%15.4) Enterococcus sp.
ve bu izolatlar icerisinden 54 (%56.2) E. faecalis identifikas-
yonu yapildi (Sekil 1).

Bakteriyel plazmid DNA’sinin izolasyonu

Calismada incelenen 54 E. faecalis susunun 19 (%35.2) ta-
nesinin plazmid tasidig1 belirlendi. izole edilen plazmidlerin
sayilarinin, bir susta 1-8 arasinda degistigi tespit edildi. Bu
izolatlarin 5 tanesi tek plazmid icermesine ragmen, kalan
14 izolat birden fazla plazmide sahipti. Vilber Lourmat’in
Infinity Capt adli programi ve molekiiler biiyiikligl bilinen
marker temel alinarak E. faecalis’lerden izole edilen plazmid
DNA'larinin boyutlarinin yaklasik 0.6 kb ile 41 kb arasinda

Sekil 1. PZR triinlerinin agaroz jel elektroforez gorintiisii. M: 100 bp DNA
marker, 1: Enterococcus sp. saha izolati 2: Pozitif Kontrol (E. faecalis ATCC
29212), 3:E. faecalis saha izolati 4: Pozitif Kontrol (E. faecalis ATCC 29212) 5:
Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922).
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Tablo 1. Izolatlarin igerdigi plazmitlerin sayilar ve boyutlari.

No Sus no Plazmid sayis1 Plazmid Boyutu

1 1 8 40.979 kb; 34.088 kb; 28.346 kb; 23.063 kb; 19.277 kb; 12.822 kb; 8.783 kb; 5.13 kb
2 2 8 40.979 kb; 34.088 kb; 28.346 kb; 23.063 kb; 19.277 kb; 12.822 kb; 8.783 kb; 5.13 kb
3 9 8 40.979 kb; 34.088 kb; 28.346 kb; 23.063 kb; 19.277 kb; 12.822 kb; 8.783 kb; 5.13 kb
4 10 1 17.990 kb

5 18 1 20.575 kb

6 19 7 34.765 kb; 20.424 kb; 11.114 kb; 4.654 kb; 3.184 kb; 2.912 kb; 1.924 kb

7 22 8 36.458 kb; 23.200 kb; 17.250 kb; 11.438 kb; 5.148 kb; 3.270 kb; 2.872 kb; 1.735 kb
8 23 3 17.250 kb; 5.260 kb; 2.676 kb

9 24 4 23.200 kb; 18.035 kb; 10.484 kb; 2.639 kb

10 26 4 23.200 kb; 18.035 kb; 10.484 kb; 2.639 kb

11 28 2 23.200 kb; 3.339 kb

12 31 8 39.843 kb; 33.637 kb; 22.354 kb; 14.954 kb; 11.114 kb; 4.973 kb; 2.792 kb; 2.443 kb
13 32 5 29.970 kb; 17.250 kb; 10.484 kb; 5.148 kb; 2.753 kb

14 33 2 22.354 kb; 18.035 kb

15 34 5 29.970 kb; 17.250 kb; 10.484 kb; 5.148 kb; 2.753 kb

16 35 2 24.893 kb; 2.953 kb

17 36 1 2.953 kb

18 37 1 9.930 kb

19 47 1 4.830 kb

Sekil 2. E. faecalis 1-54 nolu érnekler plazmid profili gériintiisii, M: Marker
(Lamda-EcoRI /HindlIII) (Markerin igerdigi baz boyutlari: 21.226 kb; 5.148 kb;
4.973 kb; 4.268 kb; 3.530 kb; 2.027 kb; 1.904 kb; 1.584 kb; 1.375 kb; 0.947 kb;
0.831 kb; 0.564 kb).

degistigi saptandi. identifiye edilen E. faecalis izolatlarinin
icerdikleri plazmidlerin goriintiisii ve plazmidlerin biiytikle-
ri asagida verilmistir (Sekil 2, Tablo 1). Plazmid izolasyonu-
nu takiben, profil icerikleri kontrol edilerek, benzer ve ayni
plazmidler arasinda kiimeleme analizi yapildi. Ayni uzunluk-
ta bant tasiyan 3 grup izolat (1. Grup: 1-2-9, 2. Grup: 24-26,
3. Grup: 32-34) bulunmaktaydi. izolatlar farkli érneklerden
izole edilmis olmasina ragmen ayni plazmid profillerini gos-
termeleri klonal yayilimin bir géstergesi olarak kabul edile-

bilir. Tiim izolatlarin klonal iliskileri toplu olarak degerlen-
dirildiginde ise benzer plazmid profilinde olan, birbirleri
ile yakin ya da uzak iligkili, iki veya daha fazla izolat iceren
6 kiime olusturuldu (1. Kiime: plazmid igermeyen grup, 2.
Kiime: 47 nolu izolat, 3. Kime: 35, 10, 22, 34, 32, 36, 31, 26,
24, 23 nolu izolatlar, 4. Kime: 28, 19, 2, 1, 9 nolu izolatlar, 5.
kiime: 33, 18 nolu izolatlar, 6. kiime: 37 nolu izolat) (Sekil 3).

Tartisma

Plazmid profil analizi, plazmid iceren bakterilerin akrabalik
iliskilerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden birisi-
dir. Plazmidler bir¢cok direng geni ve virulens faktor genlerini
tasidiklari i¢in plazmid aktarimi sonucu plazmidler gittikce
daha direngli ve daha patojen hale gelmektedirler. izolatlar
plazmid profilleri ile karakterize edilebilir. Ancak, plazmid
iceren izolatlar icin genetik bir istikrar yoktur. Izolatlar ge-
nomlarina yeni plazmidler ekleyebilir ya da plazmidler ele-
minasyona ugrayabilirler. Bu nedenle izolatlar arasindaki
klonal iliskinin diger epidemiyolojik ve molekiiler yontemler
ile birlikte degerlendirilmesinde yarar vardir (Ugan ve ark
2005).

Enterekoklarin genellikle ¢ok sayida plazmid igerikleri bilin-
mektedir. Rosvoll ve ark (2010) E. faecium klinik vakalardan
elde ettikleri vankomisin direngli izolatlarinin %94’iintin 1
ile 7 arasinda plazmid tasidigini belirlemislerdir. Rosvoll ve
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o 500 Plazmit icermeyen suslar
500 47
35

10
359 2

8
300 9
2
321 63 4
- 33
L 167 44
481 37

Sekil 3. Suslarin PyHelph 1.4 programu ile ¢izilmis UPGMA dendogrami.

ark (2010) yaptiklar1 calismada suslarda plazmid bulunma
orant %94 iken, bizim yaptigimiz ¢alismada %33.9 olarak
bulunmustur. Klinik kaynakli vankomisin direngli E. faeci-
um izolatlar1 6nemli hastane enfeksiyonu etkenlerindedirler
(Eroglu ve ark 2003). Bu nedenle Rosvoll ve ark (2010)'nin
yaptiklari calismada elde ettikleri E. faecium izolatlari bizim
izolatlarimizdan daha yogun antibiyotik etkisine maruz kal-
mis olabilir. Bundan dolay1 plazmid i¢cerme oranlarinin daha
fazla oldugu diistiniilmektedir.

Coleri ve ark (2004) insanlardan izole ettikleri klinik entere-
kok 6rneklerinde biiytikliikleri 2.08 kb-56.15 kb arasinda ve
sayilari 1 ile 11 arasinda degisen plazmid igerigi saptamislar-
dir. Ayrica bu arastirmada enterekoklarda plazmid tizerinde
kodlanan bir antibiyotik diren¢ geni tespit edilmistir. Bizim
yaptigimiz mastitisli sigirlardan izole edilen E. faecalis susla-
rindaki plazmid izolasyonunda, izolatlarin icermis olduklari
plazmid miktar: 1-8 arasinda bulunmustur ve biiytkliikleri-
de yaklasik 0.6 kb ile 41 kb arasinda degismektedir (Tablo 1,
Sekil 2 ve 3). Yine bu arastirmada incelenen klinik izolatlarin
daha fazla antibiyotik baskisina ugramasi, bakteriler agisin-
dan yasam giiclini arttiracak genleri iceren plazmidlerin
daha ¢ok bulunmasina sebebiyet vermis olabilir.

Abriouel ve ark (2006) ise gida kaynakli izolatlarin 2.5 kb-53
kb biiyiikligiinde plazmidler barindirdigini ve enterekoklar-
daki virulens determinantlari ve antibiyotik diren¢ 6zellik-
lerinin plazmid kaynakli olabilecegini belirtmislerdir. Yiik-
sel (2012) E. faecalis ve E. faecium suslarinda sayilar1 3-15
arasinda degisen plazmidlere sahip oldugu belirlenmistir.
Plazmid biytklikleri ise 35.8 ile 2.4 kb arasinda degistigi
belirtilmistir. Calismada 10 tane susta ayni plazmid igerigi-
ne sahip oldugu gozlenmistir. Ayn1 plazmid igerigine sahip
suslarin farkli kaynaklardan izole edilmesi klonal yayilimi
isaret ettigi belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda ise 1-8 arasin-
da plazmid icerigi tespit edilmistir ve plazmidlerin boyutlari
yaklasik 0.6 ile 41 kb arasinda olduklar1 bulunmustur (Tablo
1). 1-2-9, 24-26, 34-36 nolu izolatlarin ayni plazmid igerik-
lerine sahip izolatlar oldugu goriildiigiinden ve bu durum da
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klonal yayilimi desteklemektedir.
Oneriler

Gida sektoriinde 6zellikle virulens genleri kodlayan plazmid-
lere sahip izolatlarin starter kiltir olarak kullanimi ciddi
riskler olusturmaktadir. Bu nedenle enterekoklar icin plaz-
mid analizleri olduk¢a 6nemlidir. Enterokoklarin plazmid in-
celemeleri genel olarak gida kaynakli izolatlarda yapilmistir.
Ozellikle siitten elde edilen fermente gidalardan izole edilen
enterokok izolatlarinda plazmid profillendirmesi ¢alismalari
bulunmaktadir. Siitten direkt olarak izole edilen enterekok-
larda plazmid profillerinin incelenmesi ile ilgili yapilmis her-
hangi bir ¢alismaya rastlamamistir. Bu durum enterokokal
mastitisli sigirlardaki enterokokal plazmidler hakkindaki
bilgilerimizi sinirli kilmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda,
mastitisli sigirlardan elde ettigimiz E. faecalis izolatlarinda-
ki plazmid varlig1 arastirilmis ve bu yonii ile literatiire katki
saglanmasi amaglanmistir. Calisma sonucunda elde ettigi-
miz bulgulari degerlendirdigimizde izolatlarin %35.1 (19
izolat)’'inde plazmide rastlanmistir. Saha suslarindan elde
ettigimiz plazmid profillleri ile yaptigimiz analizde izolatlar
6 kiimeye toplanmistir ve bazi izolatlarda klonal yayilim sap-
tanmistir. Buda enterokoklarin belli odaklardan yayildiginin
gostergesidir. Ayrica, yaptigimiz bu ¢alismada plazmid jel
elektroforez goriintiilerinde baz plazmidlerin gii¢lii bazila-
rinin daha zayif banta sahip olduklar: belirlenmistir. Bu du-
rum, bazi plazmidlerin yiiksek kopya sayisina sahip olmalar1
bazilarininda diisiik kopya sayisina sahip olmalar ile agik-
lanabilir. Bundan sonraki ¢alismalarda, mastitisli sigir siit-
lerinden izole edilen diger enterokok tiirlerinin plazmitleri
arastirilip bu plazmitlerin antibiyotik direncliligine katkilar1
olup olmadig1 incelenebilir.
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