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	dNTP
	: Deoxynucleoside Triphosphate

	GTP
	: Guanosine Triphosphate

	MgCl2 
	: Magnezyum klorür

	NaCI
	: Sodyum klorür

	TAE
	: Tris-Acetate-EDTA Buffer
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SIĞIR MASTİTİSLERİNDEN İZOLE EDİLEN ENTEROCOCCUS HIRAE’NİN VİRULENS  FAKTÖRLERİ, BİYOFİLM OLUŞTURMA KAPASİTESİ VE ANTİBİYOTİK DİRENÇ PROFİLLERİ

Özdemir G., Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Veterinerlik Mikrobiyolojisi Programı, Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2026.

Amaç: Bu tez çalışmasında, sığırlarda mastitis etkeni olarak izole edilen Enterococcus hirae suşlarının virulens özellikleri, biyofilm oluşturma kapasiteleri ve antibiyotik duyarlılık profilleri değerlendirilmiştir.
Gereç ve Yöntem: Bu çalışmada, Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi’ne getirilen mastitisli süt örneklerinden izole edilen Enterococcus spp. moleküler yöntemlerle tanımlanmış; 7 E. hirae suşunda gelE ve esp virülens genleri, biyofilm oluşturma kapasitesi ve antibiyotik duyarlılığı genotipik ve fenotipik yöntemlerle değerlendirilmiş ve elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edilmiştir.
Bulgular: Bu çalışmada incelenen tüm süt örneklerinde %7 oranında E. hirae tespit edilmiştir. İzole edilen Enterococcus türleri içerisinde E. hirae’nin oranı %35 olarak belirlenmiştir. Elde edilen 7 izolatın %71,4’ünde gelE, %57,1’inde esp geni saptanmış; biyofilm oluşturma oranı %85,7 olarak bulunmuştur. Tüm izolatlar ampisilin, gatifloksasin, linezolid ve vankomisine duyarlı bulunurken; kloramfenikole %57,1, eritromisine %42,9 oranında direnç gözlenmiştir. Tetrasiklin için %14,3 orta duyarlılık ve %14,3 direnç, nitrofurantoin için ise %14,3 direnç tespit edilmiştir. İstatistiksel analizler, gelE geninin biyofilm oluşumu ve antibiyotik direnci ile anlamlı bir ilişki göstermediğini, buna karşılık esp geninin kloramfenikol ve eritromisin direnci ile anlamlı ilişki gösterdiğini ortaya koymuştur (P<0,05). Biyofilm oluşumu ile antibiyotik duyarlılığı arasında ise istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki saptanmamıştır (P>0,05).
Sonuç: E. hirae, mastitiste düşük prevalansına rağmen potansiyel patojen olarak görülmeli; direnç, virulens ve biyofilm özellikleri geniş kapsamlı incelenmelidir.
Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlılığı, Biyofilm, E. hirae, Mastitis, Virulens genleri
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[bookmark: _Toc488176620]VIRULENCE FACTORS, BIOFILM FORMING CAPACITY AND ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILES OF E. HIRAE ISOLATED FROM BOVINE MASTITIS

Özdemir G., Aydın Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Department of Veterinary Microbiology, Master’s Thesis, Aydın, 2026.

Objective: This thesis aimed to evaluate the virulence characteristics, biofilm-forming abilities, and antibiotic susceptibility profiles of E.hirae strains isolated from bovine mastitis cases.
Materials and Methods: In this study, Enterococcus spp. isolated from mastitic milk samples submitted to the Faculty of Veterinary Medicine, Aydın Adnan Menderes University, were identified using molecular methods. In seven E. hirae strains, the presence of the virulence genes gelE and esp, biofilm-forming capacity, and antimicrobial susceptibility were assessed using genotypic and phenotypic methods, and the obtained data were statistically analyzed.
Results: E. hirae was detected at a rate of 7% in all milk samples examined. Among the isolated Enterococcus species, the proportion of E. hirae was 35%. Of the seven isolates, 71.4% carried the gelE gene and 57.1% carried the esp gene, while the biofilm formation rate was 85.7%. All isolates were found to be susceptible to ampicillin, gatifloxacin, linezolid, and vancomycin, whereas resistance to chloramphenicol (57.1%) and erythromycin (42.9%) was observed. Intermediate susceptibility (14.3%) and resistance (14.3%) to tetracycline, and resistance to nitrofurantoin (14.3%) were also detected. Statistical analyses demonstrated that the gelE gene was not significantly associated with biofilm formation or antimicrobial resistance, whereas the esp gene showed a significant association with resistance to chloramphenicol and erythromycin (P < 0.05). No statistically significant association was identified between biofilm formation and antimicrobial susceptibility (P > 0.05).
Conclusion: Despite its low prevalence in mastitis, E. hirae should be considered a potential pathogen; its resistance, virulence, and biofilm characteristics should be investigated in more comprehensive studies.
Keywords: Antibiotic susceptibility, Biofilm, E. hirae, Mastitis, Virulence genes
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Sığır mastitisi, süt üretim sektöründe önemli ekonomik kayıplara yol açan ve hayvan sağlığını tehdit eden bir infeksiyöz hastalıktır. Mastitis, genellikle patojen mikroorganizmaların neden olduğu meme iltihabıdır. Bu hastalık, süt verimini azaltır, sütün kalitesini bozar ve tedavi maliyetlerini artırır. Ayrıca, süt ürünlerinin halk sağlığı üzerindeki etkileri göz önünde bulundurulduğunda, gıda güvenliği açısından da büyük bir risk oluşturmaktadır (Cheng ve Han, 2020).
Mastitisin etiyolojisi oldukça karmaşıktır ve hastalığa neden olabilen birçok patojen mikroorganizma bulunmaktadır. Bunlar arasında en yaygın türler Staphylococcus aureus (S.aureus), Streptococcus uberis (S. uberis) ve Escherichia coli (E.coli)’dir (Klaas ve Zadoks, 2018). Mastitis, genellikle bakterilerin memeye dış çevre veya sağım makineleri gibi yollarla bulaşması sonucu gelişen yangısal bir süreçtir (Haxhiaj ve diğerleri, 2022). Bu enfeksiyonlar süt bezlerinde çoğalarak doku hasarına yol açar. Bakteriler süt kanallarını ve alveolleri istila ederek bağışıklık sistemini aktive eder. Bu süreçte sitokinler ve yangıya aracılık eden maddeler salgılanır; memede şişlik, ağrı ve süt üretiminde azalma meydana gelir (Alkanip ve diğerleri, 2014).
Enterococcus spp. türleri, insanlar ve hayvanların bağırsak florasında bulunan Gram pozitif, fakültatif anaerobik bakterilerdir. Çevresel koşullara oldukça dayanıklı olan bu bakteriler farklı konakçılarda enfeksiyon oluşturabilmektedir. Enterococcus hirae (E. hirae), ilk olarak 1985 yılında Farrow ve Collins tarafından tanımlanmıştır. E. hirae; genç tavuklarda büyüme geriliği, sığırlarda mastitis, kedilerde kolanjit ve pankreatit gibi enfeksiyonlara neden olabilmektedir. İnsanlarda ise bakteriyemi, endokardit ve piyelonefrit gibi çeşitli sistemik enfeksiyonlara yol açtığı bilinmektedir (Farrow ve Collins, 1985; Nonnemann ve diğerleri, 2019; Yang ve diğerleri, 2019).
Enterococcus spp. türleri, sahip oldukları virulens faktörleri sayesinde çeşitli enfeksiyonlara neden olabilen önemli patojenlerdir ve mastitis gibi meme enfeksiyonlarında da rol oynamaktadır. Sitolizin (cylA), jelatinaz (gelE) ve hiyalüronidaz (hyl) gibi salgılanan virulens faktörleri, doku hasarını artırarak bakterilerin yayılımını kolaylaştırır. Ayrıca agregasyon maddesi (asa1), enterokok yüzey proteini (esp), endokardit antijeni (efaA) ve kolajen bağlayıcı protein (ace) gibi hücre yüzeyine bağlı faktörler bakterilerin konak hücrelere yapışmasını kolaylaştırır ve biyofilm oluşumunu destekler. Bu mekanizmalar, mastitisin kronikleşmesine, süt veriminin düşmesine ve tedaviye karşı direnç gelişmesine neden olabilir (Chajęcka-Wierzchowska ve diğerleri, 2017; Olanrewaju ve diğerleri, 2024).
Biyofilmler, bakterilerin birbirine tutunarak kendi ürettikleri koruyucu matriks içinde organize şekilde oluşturdukları mikrobiyal topluluklardır. Bu matrikste proteinler (örneğin fibrin), polisakkaritler (örneğin alginat) ve eDNA (ekstraselüler DNA) gibi çeşitli makromoleküller bulunur. Biyofilm oluşumu, bakterilerin konakçı bağışıklık sisteminden korunmasını sağlayarak enfeksiyonların kronikleşmesine neden olur. Biyofilm içindeki bakteriler, oksijen eksikliği ve besin yetersizliği gibi çevresel stres faktörlerine uyum sağlayarak genetik ifadelerini ve metabolik aktivitelerini düzenler. Bu durum düşük metabolik hız ve azalmış hücre bölünme oranlarıyla sonuçlanır (Bjarnsholt, 2013; Donlan, 2002; Hall-Stoodley ve Stoodley, 2009).
Antimikrobiyal dirençteki artış, küresel halk sağlığı açısından ciddi bir tehdit oluşturmaktadır. Biyofilm oluşturan bakteriler, içinde bulundukları koruyucu matriks sayesinde antibiyotiklere, UV, kimyasal biyositlere ve konak bağışıklık tepkilerine karşı direnç geliştirebilir. Bu durum, biyofilme bağlı enfeksiyonların tedavisini zorlaştırmakta ve kronik, tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmaktadır (Batoni ve diğerleri, 2016; Li ve diğerleri, 2017; Nirwati ve diğerleri, 2019).
Bu yüksek lisans tezi, sığır mastitisi vakalarından izole edilen E.hirae suşlarının virulens faktörlerini, biyofilm oluşturma potansiyellerini ve antibiyotiklere karşı direnç profillerini kapsamlı bir şekilde değerlendirmeyi amaçlamaktadır.
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[bookmark: _Toc486288806][bookmark: _Toc488004525][bookmark: _Toc488176671]Mastitis, süt bezinin parankim dokusunda mikrobiyal etkenler, fiziksel travmalar veya zararlı bileşenlerin yol açtığı yangısal bir yanıt olup, bezin doğal işlevini bozarak doku hasarına neden olmaktadır. Klinik belirtilerle kendini gösteren mastitis, süt üretiminde ciddi kayıplara yol açmakta ve süt endüstrisi ile hayvancılık işletmeleri üzerinde önemli ekonomik yük oluşturmaktadır (Alkanip ve diğerleri, 2014; Sharun ve diğerleri, 2021).
Hastalık, meme bezinde fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal değişiklikler ile yapısal bozulmaların ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Teşhis genellikle memede şişlik, ağrı, lokal sıcaklık artışı ve genel durgunluk gibi klinik bulgulara dayanmakla birlikte, subklinik mastitisin yaygınlığı nedeniyle somatik hücre sayımı gibi dolaylı testler de tanıda kullanılmaktadır. Mastitis çoğunlukla bulaşıcı olup, meme bezinin bir veya daha fazla lobunda yangıya yol açabilir. Tedavi edilmediği takdirde hayvan refahı bozulmakta, kesim veya ölüm gibi sonuçlara neden olabilmektedir (Wellenberg ve diğerleri, 2002).
Süt sığırlarında mastitise yatkınlık veya direnç gelişiminde genetik yapı ve yetiştirme amacı belirleyici unsurlar arasında yer almaktadır. Özellikle Holstein Friesian gibi yüksek verimli süt ırkları, genetik olarak mastitise karşı daha savunmasız kabul edilmekte; buna karşın daha düşük süt verimine sahip Jersey ırkında mastitis görülme sıklığının daha düşük olduğu bildirilmiştir (Brito ve diğerleri, 2021).
Türkiye’de süt sığırı işletmelerinde mastitis kaynaklı ekonomik kayıpları incelemek amacıyla Sarıözkan tarafından yapılan çalışmada, daha önce bildirilen mastitis oranları ve resmi sayısal veriler dikkate alınarak 2019 yılı güncel fiyatları üzerinden maliyet hesaplamaları yapılmıştır. Hastalığın maliyeti hafif/orta ve şiddetli vakalar için ayrı ayrı ele alınmış; toplam kayıp miktarı, süt verimindeki azalma, tedavi ve kontrol giderleri ile erken reformasyon maliyetlerinin toplamından, hastalık nedeniyle oluşan yem tasarrufu düşülerek belirlenmiştir. Çalışma sonucunda, hafif/orta şiddetli bir mastitis vakasında işletme başına ortalama 528,4 TL (yaklaşık 310 litre süte eşdeğer) ekonomik kayıp oluştuğu, şiddetli vakalarda ise bu kaybın 1.207,6 TL’ye (yaklaşık 710 litre süte eşdeğer) yükseldiği bildirilmiştir. Türkiye genelinde mastitis kaynaklı toplam ekonomik kaybın yaklaşık 1.385.856.000 TL olduğu tahmin edilmiştir. Bu veriler, süt sığırcılığı sektöründe mastitisle mücadele kapsamında kaynak tahsisinin planlanmasında ve hayvancılık politikalarının şekillendirilmesinde önemli bir temel oluşturmaktadır (Sarıözkan, 2019).
Oltenacu ve Broom tarafından yapılan çalışmada, süt üretimini artırmaya yönelik genetik seleksiyonun hayvan refahı ve sağlığı üzerinde çeşitli olumsuz etkiler doğurabileceği belirtilmiştir. Bu durum; artan itlaf oranları, kısalan yaşam süresi, kompleks ve çok etkenli hastalıkların daha sık görülmesi ile veteriner tıbbi ürünlerinin kullanımında artış gibi sorunlarla kendini göstermektedir. İtalyan Yetiştiriciler Birliği'nin 2015 yılı teknik raporuna göre, 1.095.576 laktasyondaki İtalyan Holstein Friesian ineğinde ortalama süt verimi 9.325 kg olarak bildirilmiş; süt yağ ve protein içerikleri ise sırasıyla %3,67 ve %3,25 düzeyinde tespit edilmiştir. Bu yüksek verim seviyelerinin hayvan sağlığı üzerinde belirgin etkiler oluşturduğu ifade edilmektedir. Son yıllarda artan süt verimi hedefli ıslah uygulamaları, metabolik ve enfeksiyöz hastalık riskini artırmakta ve düşük doğurganlık oranları ile ilişkilendirilmektedir; ancak bu ilişkilere aracılık eden biyolojik mekanizmalar halen tam olarak açıklanmamıştır (Oltenacu ve Broom, 2010).
Hayvansal gıda üretimi içerisinde inek sütü, hem ekonomik değer hem de insan beslenmesindeki temel rolü açısından önemli bir yere sahiptir. Türkiye İstatistik Kurumu’nun verilerine göre, 2021 yılında toplam sığır varlığı 18.124.106 baş olarak bildirilmiş; bunların 6.580.753’ü sağılan ineklerden oluşmuştur. Bu dönemde toplam süt üretimi 20.782.374 ton, sağılan inek başına yıllık ortalama süt verimi ise 3.158 kg olarak gerçekleşmiştir (TÜİK, 2021).
2025 yılı verileri incelendiğinde, Türkiye’de büyükbaş hayvan sayısının 17.189.000 baş olduğu görülmektedir. Bu değer, 2021 yılına kıyasla yaklaşık %5,2’lik bir azalmaya işaret etmektedir. Sığır sayısı bir önceki yılın Aralık ayına göre %1,2 artarak 17.030.000 başa, manda sayısı ise %2,3 azalarak 158.000 başa düşmüştür. Buna karşılık, küçükbaş hayvan varlığı artış göstermiş; 2025 yılı Haziran ayında toplam 58.206.000 baş küçükbaş hayvan kaydedilmiş, koyun sayısı %6,7 artışla 47.015.000 başa, keçi sayısı ise %3,4 artışla 11.191.000 başa yükselmiştir. Süt üretimi açısından değerlendirildiğinde, ticari süt işletmeleri tarafından toplanan inek sütü 2025 yılı Temmuz ayında, bir önceki yılın aynı ayına göre %0,3 artışla 946.158 ton olmuştur. Ocak–Temmuz 2025 dönemi verileri, bir önceki yılın aynı dönemine göre %0,7 artışla 6.580.753 ton süt toplandığını göstermektedir. Ayrıca süt ürünleri üretiminde de genel bir artış eğilimi gözlenmiştir. Temmuz 2025’te, inek peyniri üretimi %3,2, ayran ve kefir %10,0, yoğurt %4,4, içme sütü %19,2, tereyağı ve sadeyağ üretimi ise %12,1 oranında artmıştır. Ocak–Temmuz döneminde ise bu artış oranları sırasıyla %2,0, %8,0, %3,9, %8,4 ve %10,6 olarak kaydedilmiştir (TÜİK, 2025).
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Mastitis etkenlerine göre bulaşıcı, çevresel ve yaz mastitisi olmak üzere üç ana gruba ayrılmaktadır. Bu formlar farklı mikroorganizmalarla ilişkilidir ve kontrol ile önleme stratejileri etkenlerin biyolojik özelliklerine göre şekillendirilmektedir (Kibebew, 2017).
Bulaşıcı mastitis, sağım sırasında hayvanlar arasında kolayca bulaşabilen mikroorganizmaların neden olduğu ve zamanla sürü içinde endemik hâle gelebilen bir enfeksiyon türüdür.  Klinik mastitis olgularında, enfekte meme loblarında ödem, eritem, sıcaklık artışı ve ağrı gibi lokal inflamasyon belirtileri gözlenmektedir. Süt içeriğinde ise renk ve kıvam değişiklikleri, pıhtı oluşumu ve süt veriminde azalma meydana gelir. Bazı olgularda ateş, iştahsızlık ve genel durum bozukluğu gibi sistemik semptomlar da tabloya eşlik edebilir. Klinik mastitis; perakut, akut ve subakut olmak üzere üç alt tipe ayrılmaktadır. Perakut form ani başlangıçlı ve şiddetli semptomlarla karakterize iken, akut formda inflamasyon belirgin olmakla birlikte sistemik etkiler daha hafif düzeydedir. Subakut form ise genellikle hafif seyirli olup çoğunlukla sistemik belirtiler göstermez. Bu klinik sınıflandırma, mastitisin seyrinin değerlendirilmesi ve uygun tedavi protokolünün belirlenmesi açısından önemlidir (Khan ve Khan, 2006; Kibebew, 2017).
Subklinik mastitis, gözle görülür klinik belirtilerin bulunmadığı ancak süt içerisindeki somatik hücre sayısının (SHS) artışıyla karakterize edilen bir mastitis formudur. Sağlıklı sığırlarda SHS genellikle 100.000 hücre/ml’nin altında seyrederken, subklinik mastitis varlığında bu değer 1.000.000 hücre/ml’ye kadar yükselebilmektedir. Klinik belirtilerin olmaması, tanı ve izlem süreçlerini güçleştirmekte; subklinik mastitis çoğunlukla kronik mastitisin başlangıcını oluşturarak uzun süreli inflamasyon sonucu meme dokusunda kalıcı yapısal hasarlara neden olabilmektedir (Singh, 2022).
Kronik mastitis, aylarca sürebilen ve bazen bir laktasyon döneminden diğerine devam eden uzun süreli yangısal bir süreç, bir laktasyon döneminden sonraki döneme taşınabilmektedir. Hastalık çoğunlukla subklinik seyir göstermesine rağmen zaman zaman kısa süreli akut veya subakut ataklarla ortaya çıkabilmektedir. Meme dokusunda gelişen fibrozis ve atrofi sonucunda etkilenen meme çeyreği diğerlerine göre daha küçük kalmaktadır. Klinik açıdan, sütte pıhtılaşma, pulcuk oluşumu gibi yapısal değişikliklerle kendini göstermektedir (Ijaz ve diğerleri, 2014).
Türk Gıda Kodeksi’ne göre, 500.000 hücre/ml’den fazla somatik hücre içeren inek ve manda sütlerinin satışı veya ürünlere işlenmesi yasaktır. Sağlıklı inek sütlerinde SHS genellikle 200.000 hücre/ml’nin altında olup, bireysel farklılıklara bağlı olarak bu değer 10⁴ ile 10⁷ hücre/ml arasında değişebilmektedir (Bulca ve diğerleri, 2016). Enfekte hayvanlardan elde edilen sütlerde SHS artışı, hücre popülasyonundaki relatif hücre miktarıyla ilişkilidir. SHS düzeyi 10⁶ hücre/ml’nin altında olduğunda toplam protein konsantrasyonu genellikle bu durumdan etkilenmezken, süt bileşiminde özellikle protein kompozisyonunda belirgin değişiklikler meydana gelebilmektedir (Bulca ve diğerleri 2016).
Bulaşıcı mastitis etkenleri arasında S. aureus, Streptococcus agalactiae ve nadiren Mycoplasmopsis bovis bulunmaktadır. S. aureus, meme ucundan girerek meme kanallarına yerleşmekte ve genellikle sessiz seyirli enfeksiyonlara neden olmaktadır; ancak bazı durumlarda ciddi doku hasarı ve gangren oluşumu görülebilir. Bu bakterinin ürettiği enzim ve toksinler tedavi sürecini zorlaştırmaktadır (Eriksson ve diğerleri, 2005; Jayarao ve diğerleri, 2006; Shearer ve Harris, 2006).
 S. agalactiae yalnızca meme bezinde yaşayabilen ve sağım sırasında bulaşan obligat bir patojendir; çoğu zaman subklinik enfeksiyonlara neden olmakta, süt veriminde azalma ve somatik hücre sayısında artış ile karakterizedir (Hillerton ve Berry, 2003). Mycoplasma türleri ise nadiren rastlanmakta, salgı epitel hücrelerinin yıkımına yol açarak meme dokusunda sertleşme ve bölgesel lenf düğümlerinde yapısal bozulmalara neden olabilmektedir. Bu tür enfeksiyonlar özellikle sürüye yeni katılan hayvanlarda ortaya çıkmakta olup, tedaviye dirençli veya tekrarlayan mastitis olgularında etiyolojik açıdan dikkate alınması gereken etkenler arasında yer almaktadır (Kibebew, 2017).
Çevresel mastitis, meme başı derisinde bulunmayan ve dış ortam kökenli mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyonlardır. Başlıca etkenler arasında E. coli ve diğer Gram negatif bakteriler yer almakta olup, patojenler genellikle dışkı, kontamine yatak materyali, kirli yemler ve yetersiz çevre hijyeninden kaynaklanmaktadır. Hastalığın kontrol altına alınabilmesi için barınak ortamının temiz ve kuru tutulması, yataklık materyallerinin düzenli değiştirilmesi ve sağım öncesi hijyen uygulamalarının eksiksiz uygulanması gerekmektedir. Hızlı seyreden ve şiddetli klinik belirtilerle karakterize çevresel mastitis olguları, sürü sağlığı yönetimi açısından öncelikli değerlendirilmelidir (Tablo 1) (Tomanic ve diğerleri, 2022) . 
Tablo 1. Çevresel mastitisin temel risk etkenleri ve koruyucu uygulamalar (Arruda ve diğerleri, 2013; Green ve diğerleri, 2002; Hogan ve Smith, 2012)
	Risk Etkeni
	Açıklama
	Koruyucu Uygulamalar
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	Süt sığırları günde ortalama 12–14 saat yattığından, meme başları doğrudan altlıkla temas halindedir.
	-Yıkanmış kum gibi inorganik altlıklar tercih edilmelidir
-Altlık kuru tutulmalı, nem oranı %5’in altında olmalıdır
-Özellikle arka kısım sık temizlenmelidir

	Kuru Dönem ve Doğum Koşulları
	Kuru dönemde gelişen meme enfeksiyonları, laktasyonun başında mastitisin klinik formlarda görülmesine neden olabilir.
	- Kuru ineklerin bulunduğu alanlar temiz, kuru ve iyi drenajlı olmalıdır
-Gübre birikimi ve mikrobiyal yükün yoğun olduğu alanlar uzak tutulmalıdır

	Sağım Hijyeni
	Yetersiz sağım hijyeni, çevresel patojenlerin meme ucuna taşınmasına zemin hazırlar.
	-Sağım öncesi meme başlarının dezenfeksiyonu ve kurutulması
-Sağım sonrası dezenfeksiyon (son daldırma)
-Sağım sonrası hayvanlara yem verilerek 20–30 dakika ayakta kalmaları sağlanmalıdır
-Sağım ekipmanları düzenli temizlenmelidir



Ayrıca, çevresel mastitisin önlenmesinde sağım öncesi meme başı dezenfeksiyonu, bulaşmayı engelleyici uygulamalar ve bağışıklık sistemini destekleyen vitamin, mineral ve aşı takviyelerinin kullanımı önerilmektedir (Baştan ve diğerleri, 2015; Çetinkaya ve diğerleri, 2020; Hassan ve diğerleri, 2015). Streptococcus spp. türleri ve E. coli gibi mikroorganizmalar, meme başından meme parankimine ulaşmakta olup, deride saptanması çevresel kontaminasyonun göstergesi olarak değerlendirilmektedir (Hogan ve Smith, 2012).
Yaz mastitisi ise özellikle sıcak ve nemli iklim koşullarında, kuru dönemdeki inekler ile buzağılarda görülen akut formda seyreden bir mastitis türüdür. Bu form genellikle memede ileri düzeyde doku harabiyetine neden olmakta ve çoğu durumda kalıcı doku kayıpları ile sonuçlanmaktadır. Erken müdahalenin sağlanamadığı olgularda enfeksiyon ciddi sağlık sorunlarına yol açarak hayvanın erken kesilmesine neden olabilmektedir. Yaz mastitisinin insidansı, özellikle sinek gibi vektörlerin yoğun olduğu çevresel koşullarda artış göstermektedir; bu vektörler patojen mikroorganizmaların taşınması ve yayılmasında önemli rol oynamaktadır. Klinik olarak yaz mastitisi, sıcak, sert ve ağrılı meme dokusu ile karakterize olup, süt salgısı genellikle kötü kokulu, koyu kıvamlı ve anormal özellikler göstermektedir. Yaz mastitisinin etkin yönetimi; çevresel hijyenin sağlanması, vektör kontrol önlemleri ve erken tanı ile mümkün olmaktadır (Baxter, 2016).
Araştırmalar, mastitis olgularında Enterococcus spp. türlerinin izolasyon oranlarının %6 ile %42 arasında değiştiğini göstermektedir. Çevresel bir epidemiyolojik yayılım gösteren Enterococcus spp. türleri, özellikle insanlarda nozokomiyal enfeksiyonlara yol açabilmeleri açısından önemli bir halk sağlığı sorunu teşkil etmektedir. Bununla birlikte, bu bakterilerin epidemiyolojisine ilişkin mevcut veriler sınırlıdır. Enterococcus spp. suşlarının taşıdığı virulens faktörleri, antibiyotiklere karşı direnç profilleri ve genetik çeşitlilikleri üzerine yapılan çalışmalarda, suşlar arasında konakçı kaynaklı farklılıklar saptanmıştır. Ayrıca, bu suşların hem virulens özellikleri hem de direnç mekanizmaları açısından çeşitli yapısal ve fonksiyonel adaptasyonlar geliştirdiği belirlenmiştir (Petersson-Wolfe ve diğerleri, 2007).
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Enterococcus spp. türleri, 1899 yılında Fransız mikrobiyolog Thiercelin tarafından, insan gastrointestinal sisteminde kısa zincirler halinde bulunan Gram pozitif, fakültatif anaerobik koklar olarak tanımlanmıştır. Uzun yıllar Streptococcus cinsi içinde sınıflandırılan bu türler, fekal streptokok grubu kapsamında değerlendirilmiş ve Lancefield sınıflandırmasına göre genellikle D grubu antijenleri ile ilişkilendirilmiştir. 1906 yılında Andrewes ve Horder tarafından izolat Streptococcus faecalis (S. faecalis) olarak adlandırılmıştır. 1933 yılında Lancefield tarafından geliştirilen serolojik sınıflandırma sisteminde, Enterococcus spp. türlerinin D grubu antijenlerine karşı presipitasyon reaksiyonu verdiği gösterilmiştir. 1937 yılında Streptococcus cinsinin dört ana gruba ayrılmasıyla birlikte, ‘Enterococcus spp.’ ve ‘Fekal Streptococcus’ terimleri kullanılmaya başlanmış, ‘grup D Streptococcus’ terimi ise eşanlamlı kabul edilmiştir. Kalina’nın 1970 yılında yaptığı çalışma, S. faecalis ve Streptococcus faecium (S. faecium )türlerinin genetik olarak belirgin farklılıklar göstermesi nedeniyle ayrı bir cins olarak sınıflandırılmasını önermiştir. Bu öneri, 1984 yılında Schleifer ve Kilpper-Balz tarafından DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA dizileme analizleri ile desteklenerek resmiyet kazanmış ve Enterococcus spp. türleri bağımsız bir cins olarak kabul edilmiştir (Domig ve diğerleri, 2003; Fiore ve diğerleri, 2019; Kalina, 1970; Klein, 2003).
 Bu mikroorganizmalar, Dünya Sağlık Örgütü tarafından hastane kaynaklı antibiyotik dirençli enfeksiyonların başlıca nedenlerinden olan ESKAPE patojenleri arasında yer almaktadır. Bu grup; Enterococcus spp. türleri ile birlikte S. aureus, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Acinetobacter baumannii (A. baumannii), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa ) ve Enterobacter türlerini kapsamaktadır (Zhen ve diğerleri, 2019).
Enterococcus spp. türleri, insan ve hayvanların gastrointestinal sistemlerinde doğal flora elemanı olarak yaygın şekilde bulunmakla birlikte, fırsatçı patojenler olarak çeşitli enfeksiyonlara yol açabilmektedir. İnsanlarda nozokomiyal bakteriyemi, peritonit, endokardit, üriner sistem ve yumuşak doku enfeksiyonlarına neden olabilen bu bakteriler, hayvanlarda genellikle sporadik enfeksiyonlarla ilişkilendirilmektedir. Özellikle E. faecalis’in kahverengi yumurtacı tavuklarda amiloid artropatiye, sığırlarda ise subklinik mastitise yol açtığı bildirilmiştir (Herkmen, 2015). Ayrıca, Enterococcus durans (E. durans), E. hirae ve Enterococcus villorum (E. villorum) türlerinin çeşitli hayvanlarda ishale, E. hirae’nin ise kedilerde enteropati ile safra ve pankreatik kanallarda irinli iltihaba neden olduğu rapor edilmiştir (Aktaş ve diğerleri, 2007).
Çevresel koşullara yüksek adaptasyon yeteneğine sahip olan Enterococcus spp. türleri; toprak, su, gıda, kanalizasyon sistemleri, bitkiler, insan derisi, ağız boşluğu ve kalın bağırsak gibi birçok ortamda yaygın olarak bulunmaktadır. Ancak toplam mikrobiyotanın %1’inden daha azını oluşturmaktadırlar. Fakültatif anaerobik metabolizmaları sayesinde hem aerobik hem de anaerobik koşullarda yaşayabilmekte; spor oluşturmamalarına rağmen 5–65 °C sıcaklık aralığı, pH 4.5–10.0 değerleri ve yüksek tuz konsantrasyonları gibi ekstrem çevresel koşullarda hayatta kalabilmektedirler. Bu özellikler sayesinde süt sığırlarında görülen mastitis gibi enfeksiyonların etiyolojisinde giderrek daha fazla önem kazanmaktadırlar (Raza ve diğerleri, 2018).
Sığır mastitisi olgularında en sık karşılaşılan türler E. faecalis ve E. faecium olmakla birlikte, E. durans ve E. hirae gibi türler de patojen etkenler arasında yer almaktadır (Krawczyk ve diğerleri, 2021). Özellikle sağım hijyenine dikkat edilmediği, yataklık materyallerinin temizliği ihmal edildiği ve sağım ekipmanlarının yeterince sterilize edilmediği durumlarda, bu bakteriler meme başından içeri girerek enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Nemli ve kirli yataklıklar, sağım sırasında oluşan meme başı travmaları ile enfekte süt veya ekipmanlardan bulaşma, Enterococcus spp. türlerinin yayılımını kolaylaştırmaktadır (Kabelitz ve diğerleri, 2021; Schreiner ve Ruegg, 2003). Bu nedenle, Enterococcus spp. türlerinin prevalansı bölgesel ve sürü yönetim uygulamalarına bağlı olarak değişiklik göstermektedir. Antimikrobiyal direnç (AMR) oranlarının ve bölgesel yaygınlığın belirlenmesi amacıyla düzenli epidemiyolojik çalışmaların yapılması büyük önem taşımaktadır (Morris ve diğerleri, 2023).
Enterococcus spp. türlerinin hücre duvarı büyük oranda peptidoglikan, teikoik asit ve polisakkaritlerden oluşmaktadır. Yaklaşık %40’ı peptidoglikandan meydana gelirken, geri kalanı ramnoz içeren polisakkaritler ve ribitol içeren teikoik asitten oluşur. Peptidoglikan yapısı glikan zincirleri ile L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala peptitlerinden oluşmakta olup, pentapeptid yan zincirlerle çapraz bağlanarak hücre duvarının stabilitesini sağlamaktadır. Bununla birlikte, peptidoglikan dışı yardımcı polimerlerin yapısı henüz tam olarak aydınlatılamamıştır (Hancock ve diğerleri, 2014). Laboratuvar koşullarında, koyun kanlı agarda genellikle gama hemoliz özelliği gösteren Enterococcus spp.  türlerinin oluşturduğu koloni morfolojisi, tür düzeyinde tanımlamada önemli bir fenotipik özelliktir (Garcia-Solache ve Rice, 2019).
[bookmark: _Toc197948930][bookmark: _Toc207619217][bookmark: _Toc208226048]Antimikrobiyal direnç açısından değerlendirildiğinde, Enterococcus spp.  türleri sadece kendi arasında değil, farklı tür ve cinsler arasında da gen aktarımı yapabilme yeteneğine sahiptir. Bu durum, antibiyotik direnç genlerinin yatay gen transferi yoluyla yayılmasına zemin hazırlamakta ve Enterococcus spp.  türleri, neden oldukları enfeksiyonların tedavisini zorlaştırmaktadır. Ayrıca, dirençli suşların çevrede uzun süre hayatta kalabilmesi, bu bakterilerin yayılımını artırarak dirençli enfeksiyonların toplumda görülme sıklığını yükseltebilmektedir. Bu nedenle, Enterococcus spp.  türlerinin antimikrobiyal direnç ve virulens genlerinin ayrıntılı olarak incelenmesi, oluşturdukları risklerin belirlenmesi ve kontrol altına alınması açısından kritik öneme sahiptir (Raza ve diğerleri, 2018; Torres ve diğerleri, 2018; Yang ve diğerleri, 2019).

[bookmark: _Toc210644426][bookmark: _Toc197857625][bookmark: _Toc197857837]2.3. E. hirae’ nin Morfolojik Özellikleri ve Sınıflandırılması

E. hirae, 16S rRNA gen dizilemesi kullanılarak yapılan analizler sonucunda E. faecium grubuna ait bir tür olarak sınıflandırılmaktadır. Gram pozitif, katalaz negatif özellikler gösteren bu kok bakteriler; doğada ve hayvanların sindirim sistemlerinde yaygın olarak bulunmaktadır (Lebreton ve diğerleri, 2014). Genellikle 1-2 gün süren inkübasyon periyoduna sahiptir (Chang ve diğerleri, 2022). Tablo 2' de E. hirae türünün bakteriyolojik sınıflandırması yer almaktadır.



Tablo 2. E. hirae’nin sınıflandırılması (DSMZ,2025).
	SINIFLANDIRMA
	BAKTERİ

	Şube
	Bacillota

	Sınıf
	Bacilli

	Takım
	Lactobacillales

	Aile
	Enterococcaceae

	Cins
	Enterococcus

	Tür
	E.hirae



[bookmark: _Toc197948931][bookmark: _Toc207619218][bookmark: _Toc208226049][bookmark: _Toc210644427]2.4. E. hirae'nin Biyolojik ve Klinik Önemi

E. hirae, toprak, su ve hayvanların gastrointestinal sistemlerinde yaygın olarak bulunan, Gram-pozitif, katalaz-negatif ve fakültatif anaerobik özellik gösteren bir Enterococcus spp.  türleri türüdür. Yüksek tuz konsantrasyonlarına karşı dirençli olması nedeniyle halofilik bir organizma olarak kabul edilmekte ve bu özelliği, tuzlu ortamlarda üreyebilmesine olanak tanımaktadır. Söz konusu adaptasyon yeteneği, bakterinin gastrointestinal sistemde uzun süreli hayatta kalmasını ve çeşitli enfeksiyonlara neden olmasını sağlamaktadır (DSMZ, 2025).
E. hirae 'nin hücre duvarında bulunan mürein yapısı, bakterinin çevresel stres koşullarına karşı dayanıklılığını artıran önemli bir faktördür. Özellikle A4α L-Lys-D-Asp dizilimine sahip mürein yapısı, hücre duvarının yapısal bütünlüğünü koruyarak farklı çevresel koşullara karşı bakterinin direnç kazanmasına katkıda bulunmaktadır. Bu yapısal ve fizyolojik özellikler, E. hirae’yi geniş bir ekolojik nişte varlık gösterebilen ve antimikrobiyal tedavilere karşı direnç geliştirebilen bir mikroorganizma haline getirmektedir. (DSMZ, 2025; Hancock ve diğerleri, 2014). 
E. hirae, antibiyotiklere karşı doğal dirençli bir bakteri olarak bilinmekle birlikte, hücre duvarı sentezini hedef alan beta-laktam grubu antibiyotiklere, özellikle penisilin ve ampisiline duyarlı olabilmektedir. Bununla birlikte, derin dokularda yerleşmiş enfeksiyonlarda, aminoglikozid antibiyotikler ile kombinasyon tedavisi uygulanarak sinerjik etki sağlanması önerilmektedir (Suchomel ve diğerleri, 2019).
İlk olarak tavuk kursağı ve dışkısından izole edilen E. hirae, aynı zamanda sığır, domuz, köpek, at, koyun, keçi ve tavşan gibi farklı hayvan türlerinin gastrointestinal sistemlerinde de bulunmaktadır. Biyoteknolojik süreçlerde, özellikle amino asitler ve vitaminlerin üretimiyle ilgili biyoanalitik organizma olarak kullanım potansiyeline sahip olduğu bildirilmektedir. İnsanlarda ise E. hirae, immün sistemi baskılanmış bireylerde bakteriyemi, doğal ve protez kapak endokarditi, bakteremik spondilodiskit, piyelonefrit, kolanjit ve spontan bakteriyel peritonit gibi ciddi enfeksiyonlarla ilişkilendirilmiştir (Koneman ve diğerleri, 1997).

[bookmark: _Toc197948932][bookmark: _Toc207619219][bookmark: _Toc208226050][bookmark: _Toc210644428]2.5. E. hirae’nin Zoonotik Potansiyeli ve Gıda Güvenliği Açısından Önemi

E. hirae, hayvanlardan insanlara potansiyel zoonotik geçiş gösterebilecek bir patojen olarak değerlendirilmekte olup, bulaş genellikle kontamine gıdalar veya hayvansal ürünler aracılığıyla gerçekleşmektedir. Ancak, E. hirae’nin kesin zoonotik patojen statüsüne ulaşabilmesi için daha fazla epidemiyolojik araştırmaya ihtiyaç duyulmaktadır. İnsanda doğrudan enfeksiyon etkeni olarak rol almasa da özellikle bağışıklık sistemi baskılanmış bireylerde ciddi enfeksiyonlara yol açabilmektedir (Bourafa ve diğerleri, 2015; Piccinini ve diğerleri, 2023). 
[bookmark: _Toc197948933][bookmark: _Toc207619220][bookmark: _Toc208226051][bookmark: _Toc210644429]Antibiyotiklerin yanlış ve yaygın kullanımı, Enterococcus spp.  türlerinin direnç mekanizmalarını güçlendirerek, bu bakterilerin gıda zinciri yoluyla insanlara bulaşmasına neden olabilmektedir (Pitkälä ve diğerleri, 2004).

2.6.  E. hirae’ nin Mastitis Etkeni Olarak Rolü

E. hirae, sığırlarda mastitisi etkeni olarak tanımlanan fırsatçı patojenler arasında yer almakta olup, genellikle diğer mikroorganizmalarla birlikte enfeksiyona neden olarak mastitisin klinik seyrini karmaşık hale getirebilmektedir. Bakterinin meme bezlerine kolonize olabilmesi, yüksek tuz ve pH toleransına sahip olmasına bağlanmaktadır. Ayrıca, diğer Gram-pozitif bakterilere kıyasla daha yüksek antibiyotik direnç profili göstermesi, mastitis tedavisini zorlaştıran bir faktör olarak karşımıza çıkmaktadır. Tedavi sürecinde, beta-laktam antibiyotiklerin aminoglikozid antibiyotiklerle kombinasyonu daha yüksek başarı oranları sağlayabilmektedir (Juliano ve diğerleri, 2022). 

Mastitis vakalarında E. hirae’nin antibiyotik direncine katkıda bulunan genetik mekanizmalar arasında tuf ve sodA gibi genler öne çıkmaktadır. Bu genler, bakterinin stres koşullarına adaptasyonunu artırarak antibiyotik direncinin gelişimine katkıda bulunmaktadır. tuf ve sodA genleri, bakterilerin oksidatif stresle başa çıkmalarını sağlarken, antibiyotiklere karşı direnç kazanmasına da olanak tanımaktadır (Ekore ve diğerleri, 2022).

[bookmark: _Toc197948934][bookmark: _Toc207619221][bookmark: _Toc208226052][bookmark: _Toc210644430]2.7. E. hirae'nin Genetik Çeşitliliği ve Bağışıklık Düzenlemesindeki Rolü

[bookmark: _Toc197948935][bookmark: _Toc207619222]Hayvanlardan ve çevreden elde edilen Enterococcus spp. genomlarına dayanan gözetim çalışmaları, E. hirae'nin genetik profiline dair önemli bulgular sunmuştur. Özellikle, E. hirae' deki epx4 (Enterococcus pore-forming exotoksini 4), epx5, epx6 ve epx8 genleri, diğer Enterococcus spp.  türlerinde bulunan epx genleriyle karşılaştırıldığında genetik olarak korunmuş olup, bu genler E. hirae' nin kromozomlarında konumlanmaktadır. Ayrıca, epx6 taşıyan suşların büyük konjugatif plazmidler tarafından taşındığı belirlenmiştir. E. hirae suşları üzerinde gerçekleştirilen genetik analizler, epx taşıyan izolatların monofiletik olmadığını ve bu genlerin birden fazla kez kazanıldığını ortaya koymuştur. Bu bulgular, E. hirae'  nin genetik çeşitliliğini ve yatay gen transferi potansiyelini vurgulayan önemli bir gösterge teşkil etmektedir (Xiong ve diğerleri, 2022).

[bookmark: _Toc208226053][bookmark: _Toc210644431]2.8. Tuf Proteini ve Mastitis: Antibiyotik Direnci ve Evrimsel Rolü

EF-Tu (Uzatma Faktörü Tu), protein sentezinin temel bileşenlerinden biri olup, ribozomun A bölgesine aminoasil-tRNA'ların taşınmasını sağlayan bir GTP bağlayıcı proteindir (Widjaja ve diğerleri,2017). Bakteriyel protein sentezinin etkinliğini ve doğruluğunu doğrudan etkileyen EF-Tu, bakterinin hayatta kalmasını ve çoğalmasını sürdürebilmesi için kritik bir rol oynar. EF-Tu’nun yapısının korunmuşluğu ve geniş bakteri türlerinde yaygın bulunması, bu proteinin evrimsel açıdan önemli olduğunu gösterir. Özellikle Gram-negatif bakterilerin birçoğunda iki tuf geni bulunması, bu proteinin evrimsel çeşitliliği ve biyolojik önemi hakkında önemli bilgiler sunmaktadır. Bakteriyel genomlarda tuf genlerinin kopya sayısındaki farklılıklar, bakterilerin evrimsel süreçte nasıl uyum sağladıklarını anlamamıza yardımcı olabilir ve bakteriyel filogenetik analizlerde bu genlerin değerli bir belirteç olduğunu ortaya koyar (Arenz ve Wilson, 2016).
Tuf proteini, ribozomal işlevlerin sürekliliğini sağlayarak bakterinin protein sentezini sürdürebilmesine olanak tanır. Bu protein, ribozomal işlevlerin devamlılığını sağlamak için gerekli olan enerjiyi, GTP’nin hidrolizinden elde edilen enerjiyle karşılar. Bu enerji, ribozomal işlevlerin etkin bir şekilde sürdürülmesini sağlar. Tuf proteini, aynı zamanda antibiyotiklere karşı direnç geliştiren bakterilerde önemli bir rol oynar. Streptomisin ve gentamisin gibi aminoglikozid antibiyotikler ribozomları hedef alarak protein sentezini inhibe ederken, Tuf proteini translasyon sürecini koruyarak antibiyotiklerin etkinliğini engellemektedir (Gaca ve Lemos, 2019). 
Son yıllarda yapılan araştırmalar, Tuf proteininin biyofilm oluşumunda da etkili olduğunu göstermiştir. Biyofilmler, bakterilerin antibiyotiklere karşı direncini artıran ve enfeksiyonların kronikleşmesine yol açan yapılar oluşturur. Tuf proteini, bu biyofilmlerin oluşumunda ve sürekliliğinde rol oynayarak, bakterilerin antibiyotiklere karşı daha dirençli hale gelmesini sağlar (Darius ve Poul, 2012).
Evrimsel açıdan değerlendirildiğinde, Tuf proteini, bakteriler arasında korunan bir yapıya sahiptir ve bu da onun biyolojik işlevlerinin evrimsel açıdan kritik olduğunu gösterir. Tuf proteininin evrimsel korunumu, bu proteinin bakteriler arasında benzer işlevler üstlendiğini ve geniş spektrumlu antibiyotik tedavileri için potansiyel bir hedef olabileceğini düşündürür. Tuf proteini, bakterilerin çevresel streslere adaptasyon yeteneğini artırır. Sıcaklık değişiklikleri, pH dalgalanmaları ve oksidatif stres gibi çevresel faktörlere karşı ribozomal işlevlerin sürdürülebilmesini sağlar ve böylece bakterilerin hayatta kalma sürelerini uzatır (Stone ve diğerleri, 2014). 
Enterococcus spp.  türleri, sığır mastitisine yol açan önemli patojenler arasında yer alır. Mastitis, süt üretimi yapan hayvanlarda enfeksiyonlara yol açarak ekonomik kayıplara neden olan bir hastalıktır. Enterococcus spp.  türleri gibi patojenlerin genomunda bulunan tuf genleri, bu bakterilerin protein sentez mekanizmalarının evrimsel açıdan nasıl şekillendiğini anlamamıza yardımcı olur. tuf genlerinin evrimsel çeşitliliği, bakterilerin konakları üzerinde enfeksiyon oluşturma yeteneklerini etkileyebilir. tuf genlerinin çoğalması ve yatay gen transferi gibi evrimsel mekanizmalar, bakterilerin genetik çeşitliliğini artıran önemli faktörlerdir. Ancak, çeviri aygıtı bileşenleri arasında karmaşık etkileşimler bulunması nedeniyle yatay gen transferinin tuf genleri için sınırlı olabileceği düşünülmektedir (Gao ve diğerleri, 2019).
Tuf proteininin ve tuf genlerinin evrimsel analizleri, mastitisi gibi hayvansal hastalıkların tedavi ve önlenmesi açısından karşılaşılan zorlukları anlamamıza katkı sağlayabilir. Bu analizler, Enterococcus spp.  türleri gibi patojenlerin daha dirençli hale gelmesine yol açarak, mastitisin biyolojisinin daha iyi anlaşılmasını sağlayabilir. Bu doğrultuda, Tuf proteini ve tuf genlerinin evrimsel rollerinin incelenmesi, mastitisin tedavisinde daha etkili stratejilerin geliştirilmesine yardımcı olabilir (Darius ve Poul, 2012).Formun Altı

[bookmark: _Toc197948936][bookmark: _Toc207619223][bookmark: _Toc208226054][bookmark: _Toc210644432]2.9. Enterococcus spp.  türlerinde sodA enzimi ve Antibiyotik Direnci

Enterococcus spp.  türlerinde antibiyotik toleransı, özellikle bakterisidal antibiyotikler karşısındaki direnç mekanizmalarının anlaşılması açısından büyük önem taşımaktadır. E. faecalis ve E. faecium'un süperoksit dismutaz (sodA) eksik mutantlarında penisilin ve vankomisin toleransının belirgin şekilde azaldığı gösterilmiştir. Bu bulgular, sodA'nın Enterococcus spp.  türlerinde bakterisidal antibiyotiklere karşı tolerans mekanizmasında kritik bir rol oynadığını ortaya koymaktadır. Benzer şekilde, E. hirae'nin de bakterisidal antibiyotiklere karşı toleransının oksidatif stresle başa çıkma mekanizmalarıyla ilişkili olduğu düşünülmektedir (Zheng ve diğerleri, 2022). 
Bakterisidal antibiyotiklerin, hücre içinde süperoksit (O2⁻)üretimini artırarak bakteriler üzerinde stres oluşturduğu öne sürülmektedir. Yabani tip Enterococcus spp.  türleri (Genetik olarak doğal ve standart olan, laboratuvar dışında orijinal formu bulunan, genetik müdahale görmemiş ve doğal ortamda yaygın tiptir) için bu durum ciddi bir sorun oluşturmaz, çünkü sodA enzimi O2⁻ molekülünü etkili bir biçimde ortadan kaldırarak dayanıklılık sağlamaktadır. Ancak, sodA eksik mutantlarda O2⁻ birikimi toksik seviyelere ulaşarak bakterilerin ölümüne neden olmaktadır. Ayrıca, sodA’nın aktivitesiyle oluşan H2O2, peroksidaz enzimleri tarafından indirgenerek hücresel hasar en aza indirilmektedir. Eğer bu süreç yabani tip hücrelerde gerçekleşiyorsa, peroksidazları kodlayan genlerin inaktivasyonu, bakterisidal antibiyotiklere maruz kalan mutantlarda H2O2 birikimine yol açmalıdır. Bu mekanizma, bakterisidal antibiyotiklere dirençli Enterococcus spp.  türleri türlerinin daha iyi anlaşılmasına ve yeni terapötik yaklaşımların geliştirilmesine katkı sağlayabilir (Yesilkaya ve diğerleri, 2000).
[bookmark: _Toc197948937][bookmark: _Toc207619224][bookmark: _Toc208226055]

[bookmark: _Toc210644433]2.10. E.hirae’nin Virulens Faktörleri

Virulens faktörleri, Enterococcus spp.  türlerinin  konak içinde hayatta kalma yeteneklerine ve özellikle hastane ortamlarında patojen olarak kalıcılıklarına önemli ölçüde katkıda bulunur. Bu faktörler başlıca, biyofilm oluşumu da dahil olmak üzere, bakteri hücrelerinin yüzeylere veya konak hücrelerine yapışmasını kolaylaştıran mekanizmalarla ilişkilidir. Yapışma yeteneğini artıran başlıca virulens faktörleri arasında jelatinaz (gelE geni tarafından kodlanır), enterokokal yüzey proteini (esp geni tarafından kodlanır) ve agregasyon maddesi (agg geni tarafından kodlanır) yer almaktadır (Heikens ve diğerleri, 2007; Kafil ve diğerleri, 2013).
Enterococcus spp.  türlerinin virulensı, genomda bulunan patojenite adaları (PI) ve plazmidlerde yer alan virulens genleri tarafından önemli ölçüde düzenlenmektedir. Bu bakterilerin başlıca virulens faktörleri arasında agregasyon faktörü (aggA), enterokok yüzey proteini (esp), hiyalüronidaz (hyl), hemolizin ve jelatinaz (gelE) gibi bileşikler yer almaktadır (Tablo 3). Bu virulens faktörleri, Enterococcus spp.  türlerinin konak hücrelerine tutunmasını, invazyonunu ve bağışıklık yanıtından kaçışını sağlayarak enfeksiyon gelişimini destekler (Fiore ve diğerleri, 2019).

Tablo 3. Enterococcus spp.  türlerinde başlıca virulens faktörleri ve ilgili genler (Geraldes ve diğerleri, 2022)
	Virulens Faktörü
	Fonksiyonu
	İlgili Gen(ler)
	Mastitis ve Patogenezdeki Rolü

	Enterokokal Yüzey Proteini (Esp)
	Hücre yüzeyinde yapışmayı sağlar, biyofilm oluşumunu destekler
	esp
	Meme epiteline tutunma, biyofilm yapımı

	Jelatinaz
	Protein ve peptitleri parçalar, doku yıkımına neden olur
	gelE
	Doku yıkımı ve biyofilm oluşumu

	Sitolizin (Cyl)
	Hücre zarına zarar vererek hücre ölümünü tetikler
	cyl
	Doku hasarı, inflamasyon şiddetini artırır

	Agregasyon Maddesi (Agg)
	Bakterilerin bir araya toplanmasını ve plazmit transferini kolaylaştırır
	agg
	Kolonizasyon ve antibiyotik direnç genlerinin yayılımı

	Hiyalüronidaz
	Bağ dokusu bileşenlerini parçalar
	hyl
	Doku penetrasyonu ve yayılım

	Enterosin
	Antimikrobiyal peptit üretir
	ent
	Diğer mikroorganizmalara karşı rekabet avantajı




E. hirae gibi bazı Enterococcus spp.  türleri, çeşitli virulens faktörlerine sahip olup bunlardan biri de agregasyon faktörüdür. Agregasyon faktörü (aggA), Enterococcus spp.  türlerinin konak hücrelerine yapışmasında kritik bir rol oynayan yüzey adezin glikoproteinlerinden oluşur. aggA, Enterococcus spp.  türlerinin hücre duvarından uzanan ve konak hücrelerine tutunmalarını sağlayan saç benzeri yapılarla işlev görür. aggA üretimi, agg geninin etkisiyle gerçekleşir ve bu gen, pPD1, pCF10, pAD1 plazmidlerinde ve patojenite adacıklarında farklı varyantlar sergileyebilir (Bino ve diğerleri, 2024).
Bir mikroorganizmanın virulensi, genomda bulunan PI ve plazmidlerdeki virulens genlerine dayalı olarak şekillenir. Enterococcus spp.  türlerinde patojenite adaları, ilk kez 1980 yılında çoklu ilaç dirençli E. faecalis’te tanımlanmıştır. G+C oranı %32,2 olan ve 150 kb büyüklüğündeki bu PI, esp, aggA ve cyl gibi virulens genleri içerir. Ayrıca, bu patojenite adacığı 129 ORF'ye sahiptir. aggA’nın, Gram-pozitif bakterilerde hücre duvarına bağlı proteinlere benzer şekilde, bir membran proteininin C-terminal bölgesine bağlandığı gözlemlenmiştir (Silva ve diğerleri, 2012).
Esp, Enterococcus spp.  türlerinde virulensin artışında rol oynayan, biyofilm oluşumunu teşvik eden ve çeşitli enfeksiyonlarla ilişkili önemli bir yüzey proteinidir. Bu protein; E. faecalis, E. faecium ve bazı E. hirae suşlarında tespit edilmiş olup, bakterinin konak hücrelere tutunması, çevresel stres koşullarına adaptasyonu ve antibiyotiklere karşı direnç geliştirmesi gibi çok yönlü fonksiyonlara sahiptir. Esp, patojenite adacıklarında kodlanan bir hücre duvarı proteini olup, özellikle 37 °C’de ve anaerobik koşullarda yüksek düzeyde ekspresyon göstermektedir. Yapısal olarak hücre duvarına bağlı, uzun ve tekrarlayan bölgeler içeren bir yüzey proteini olup, bu yapısıyla bakterilerin biyotik ve abiyotik yüzeylere adezyonunu kolaylaştırarak kolonizasyon sürecine katkı sunmaktadır. N-terminal bölgesi sekresyon sistemleri aracılığıyla hücre yüzeyine yönlendirilirken, C-terminal bölgesi hücre duvarına sıkı bağlanmasını sağlar (Shankar ve diğerleri, 2001).
Yapılan çalışmalarda, Esp proteini’nin biyofilm oluşumunda belirleyici rol oynadığı; silikon, polistiren ve floroetilen gibi yüzeylerde biyofilm tabakasının gelişimini teşvik ettiği gösterilmiştir. esp genini taşımayan E. faecalis mutantlarının biyofilm oluşturamadığı, buna karşın esp pozitif suşların daha kalın ve yoğun biyofilm yapıları geliştirdiği bildirilmiştir (Tendolkar ve diğerleri, 2004).
Esp proteini ayrıca, E. faecalis ve E. faecium’un üriner sistem epitel hücrelerine tutunmasını sağlayarak bu bölgelerde kalıcı kolonizasyonu desteklemekte ve bu yolla üriner sistem enfeksiyonları ile bakteriyel persistansa katkı sağlamaktadır. Bunun yanı sıra, bakteriyemi ve endokardit gibi sistemik enfeksiyonların patogenezinde de rol oynamaktadır. Özellikle hastane kökenli E. faecium izolatlarında esp geninin daha sık saptanması, bu proteini virulens açısından önemli bir belirteç konumuna getirmektedir. Ancak, peritonit ve gastrointestinal sistem kolonizasyonu ile doğrudan ilişkili olmadığı ifade edilmektedir (Baylan, 2019).
E. hirae türünün bazı suşlarında, patojeniteyi artıran genetik özellikler bulunabilir. Bu genetik faktörler, bakterilerin konak hücrelerine bağlanmasını, toksin üretmesini ya da bağışıklık sistemini aşmasını sağlayarak enfeksiyon riskini yükseltebilir. Bu özellikler, bakterilerin daha ciddi hastalıklara neden olmasına ve tedaviye karşı direnç geliştirmesine zemin hazırlayabilir (Bino ve diğerleri, 2018).
Esp proteini, Enterococcus spp.  türlerinde biyofilm oluşumunda kritik bir rol oynamaktadır ve biyofilm gelişiminin tüm evrelerinde fonksiyonel olarak etkilidir. Biyofilmler, bakterilerin yüzeylere ve birbirlerine sıkı bir şekilde tutunarak kendilerini polisakkarit ağırlıklı koruyucu bir matriks içerisinde organize ettikleri yapılar olup, bu sayede bakteriler antibiyotiklere ve konağın immün savunma mekanizmalarına karşı direnç kazanırlar. Esp proteini, öncelikle bakterilerin yüzeylere yapışmasını kolaylaştırarak kolonizasyonun başlangıcını desteklemekte; sonrasında bakteriler arasındaki hücreler arası etkileşimleri artırarak biyofilmin olgunlaşmasını sağlamaktadır. Olgunlaşmış biyofilm matriksi, antibiyotiklerin penetrasyonunu kısıtlamakta ve bakterilerin korunmasını artırarak enfeksiyonların kronikleşmesine zemin hazırlamaktadır. Bu bağlamda, Esp proteininin biyofilm oluşumundaki rolü, Enterococcus spp.  türleri kaynaklı enfeksiyonların patogenezinde ve tedaviye direnç gelişiminde önemli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir (Tendolkar ve diğerleri, 2004).
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Sığır mastitisine neden olan etkenlerin biyofilm oluşturma yeteneklerine ilişkin ilk çalışmalar 1990’lı yılların başında gerçekleştirilmiştir. 1993 yılında Koagülaz Negatif Stafilokok (CNS) suşlarının ekzopolisakkarit matrisi, diğer bir ifadeyle "balçık" üretimi gerçekleştirdiği bildirilmiş; bu özellik, Congo Red Agar (CRA) ve tüp yöntemi ile in vitro olarak gösterilmiş ve bir virulens faktörü olarak değerlendirilmiştir. Devam eden araştırmalarda mastitisli sığır memelerinden izole edilen S. aureus suşlarının süt yağı globüllerine bağlanabildiği saptanmış ve bu durum bakterilerin biyofilm formunda büyüme yeteneğine sahip olduklarını düşündürmüştür (Pedersen ve diğerleri, 2021).
Biyofilm oluşumu, mikroorganizmaların çevresel faktörlere adaptasyonunda kritik bir rol oynamaktadır. Enterococcus spp.  türleri gibi bakteriler, bu süreçte yüzeylere tutunarak ve biyofilm matriksini oluşturarak çevresel streslere karşı hayatta kalma stratejilerini güçlendirirler. Bu süreçte etkili olan başlıca genler arasında asa, esp, efaA, ace ve ebp bulunur. Bu genler, bakterilerin yüzeylere tutunmasını kolaylaştırırken, biyofilm matriksi içinde bakterilerin dış etkenlere karşı korunmasını sağlar. Biyofilm yapıları, bakterilerin konak savunmalarına ve antimikrobiyal ajanlara karşı direnç geliştirmelerine imkân tanır; bu durum enfeksiyonların kronikleşmesine neden olabilir (Mohammed ve Huang, 2007).
E. faecalis ve E. faecium gibi türler, biyofilm oluşturma yetenekleri sayesinde klinik açıdan önemli patojenler olarak kabul edilmektedir. Bu bakteriler, hastane kaynaklı enfeksiyonlar başta olmak üzere pek çok enfeksiyonun etiyolojisinde yer almakta ve biyofilm oluşturarak tedaviye direnç göstermektedirler. Biyofilm, mikroorganizmaların kendilerini korumak amacıyla dış ortamla etkileşimlerini sınırlandırarak, EPS (ekzopolisakkaritler) aracılığıyla organize olmalarını sağlar. Bu yapılar, bakterilerin yüzeylere sıkıca tutunmasını ve çevresel stres faktörlerine karşı direnç kazanmasını destekler. Ayrıca biyofilm içerisindeki bakteriler, metabolik aktivitelerinin düşük olması nedeniyle antibiyotik tedavilerine karşı daha az duyarlıdır (Șchiopu ve diğerleri, 2023).
Biyofilm oluşumunun önemli bir özelliği, tıbbi cihazlar ve implantlar gibi yüzeylere kolonize olabilme yeteneğidir. E. faecalis gibi bakteriler, biyofilm matriksi içinde yerleşerek hücreler arası etkileşimleri düzenler ve antibiyotiklere karşı direnç kazanır. Biyofilm yapıları, bakterilerin bağışıklık hücrelerinden korunmasına da katkı sağlar. eDNA, biyofilm matrisinin önemli bir bileşeni olarak bakterilerin birbirine bağlanmasını sağlayarak immün hücrelere karşı savunmayı güçlendirir. Bu mekanizmalar, bakteriyel enfeksiyonların devam etmesine ve tedavi süreçlerinin zorlaşmasına yol açmaktadır (Conwell ve diğerleri, 2022).
Biyofilm oluşumu çevresel koşullara bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. Örneğin, E. faecalis suşlarında ortamda bulunan karbon kaynakları, özellikle %0,5 glikoz, biyofilm oluşumunu artırırken, yüksek ozmolarite (örneğin %2-3 NaCl) biyofilm gelişimini engellemektedir. Yüksek ozmolarite, bakterilerin su kaybına ve hücresel stresin artmasına yol açarak biyofilm matrisinin stabilitesini bozmaktadır. Ayrıca bakteriyel yüzey proteinleri, biyofilm oluşumunda kritik rol oynamaktadır. E. faecalis ve diğer Enterococcus spp.  türleri, biyofilm matrisini oluşturan ekzopolisakkaritlerin sentezini düzenleyen yüzey proteinleri aracılığıyla hücre yüzeylerine tutunmakta, böylece biyofilm yapısının stabilitesini artırmakta ve bakterilerin dış etkenlere karşı direncini güçlendirmektedir (Latasa ve diğerleri, 2006).
[bookmark: _Toc197948939][bookmark: _Toc207619226][bookmark: _Toc208226057]E. hirae türünün bazı suşlarının biyofilm oluşturma yeteneğine sahip olduğu bildirilmiştir (Bino ve diğerleri, 2017). Biyofilmler, biyotik (örneğin bağırsak duvarı) veya abiyotik (örneğin kateter gibi) yüzeylere tutunan mikroorganizma toplulukları olarak tanımlanmaktadır (Sauer, 2003). Biyofilm oluşumu, özellikle patojen bakterilerde patojenite açısından önemli bir faktör olarak kabul edilmektedir. Bu yapılar bakterileri, konak savunma mekanizmalarına ve antimikrobiyal ajanların etkisine karşı koruyucu bir bariyer görevi görerek direnç kazandırmaktadır. Bu nedenle biyofilmler, persistan enfeksiyonların kaynağı olabilmektedir (Davies, 2003; Lee Wong, 1998).

[bookmark: _Toc210644435]2.12. Biyofilm Oluşum Aşamaları

Biyofilm oluşumu, mikroorganizmaların yüzeylere yerleşmesi ve koloniler oluşturması sürecidir. Bu süreç, bir mikroorganizmanın yüzeye tutunması, geri dönüşümlü bağlanma, kolonizasyon ve mikrokoloni oluşumu ile kopma evreleri olmak üzere dört temel aşamada gerçekleşir  (Gupta ve diğerleri, 2020). Doğal ortamlarda, mikroorganizmalar uygun yüzeylere tutunarak zamanla biyofilm tabakaları oluşturur. Bu tabakalar, çevresel faktörlere adaptasyonu ve mikroorganizmalar arasındaki etkileşimleri yansıtan yapılar olarak işlev görür (Lindsay ve Von Holy, 2006; Watnick ve Kolter, 2000).
Biyofilm oluşumunun ilk aşaması, mikroorganizmaların serbest formdan yüzeye geçici olarak bağlanmasıdır. Bu bağlanma geri dönüşümlü olup, çevresel koşullar elverişli olduğunda mikroorganizmalar yüzeyden ayrılabilir. Bakterilerin yüzeye tutunmasında flagella hareketi önemli rol oynar; bu hareket organelleri, yüzeye yönelmeyi kolaylaştırır. Ayrıca mikroorganizma ile yüzey arasındaki elektrostatik ve fiziksel etkileşimler (örneğin Brownian hareketi), yüzeye yaklaşma ve geçici tutunmaya olanak tanır. Bu süreç sonunda kalıcı bağlanma gerçekleşirse, biyofilm oluşumunun sonraki aşamasına geçilir (LeJeune ve Rajala-Schultz, 2009).
Yüzeye tutunan mikroorganizmaların hücre zarındaki proteinler uyarılır ve bu durum, hücreler arası iletişimi başlatan mekanizmaların devreye girmesine neden olur. Bakteriler, çevresel ve türlerine özgü sinyallerle EPS üretir. Bu maddeler, ekzopolisakkaritler, eDNA ve proteinlerden oluşan biyofilm matriksinin temel bileşenleridir. Matriks, hücrelerin yüzeye ve birbirlerine kalıcı olarak tutunmasını sağlar; böylece biyofilmin yapısal bütünlüğü güçlenir ve çevresel stres faktörlerine karşı direnç artar (Donlan, 2002; Lindsay ve Von Holy, 2006).
Biyofilm ilerledikçe, bakteriler yüzeyde çoğalır ve mikrokoloniler oluşturur. Farklı türler bir arada olduğunda, her biri kendi mikrokolonisini geliştirir. Mikrokoloniler arasında gelişen kanallar, su ve besin taşınmasını sağlayarak yaşam için gerekli mikro ortamı oluşturur. Serbest bakteriler de mikrokolonilere tutunarak kolonizasyonu hızlandırır. Popülasyon yoğunlaştıkça, bakteriler arası iletişim sistemi olan Quorum Sensing (QS) aktive olur. QS, sinyal molekülleriyle belirli genlerin açılmasını sağlayarak biyofilmin gelişimini ve direnç mekanizmalarını destekler (Costerton ve diğerleri, 1994; Donabedian, 2003; Omar ve diğerleri, 2017; van Loosdercht ve diğerleri, 1990).
Biyofilm olgunlaştığında, bakterilerde genetik değişiklikler meydana gelir ve flagella üretimi artar. Bu flagellalar, bakterilerin biyofilm tabakasından ayrılarak serbest kalmasını sağlar. Serbest bakteriler uygun yeni yüzeylere göç eder, böylece biyofilm yayılır ve yeni koloniler kurulur. Bu döngü, yerel enfeksiyonların yayılmasına ve sistemik enfeksiyon gelişimine katkıda bulunabilir (Marcinkiewicz ve diğerleri, 2013; Vlassova ve diğerleri, 2011).
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Antimikrobiyal direnç, 21. yüzyılın en önemli küresel sağlık tehditlerinden biri olarak kabul edilmektedir. İnsanlar, hayvanlar ve çevre arasındaki etkileşimde bulunan mikrobiyomlar, AMR’nin ortaya çıkışı, edinimi ve yayılımında kritik bir rol oynamaktadır (Hiltunen ve diğerleri, 2017).
Antibiyotiklerin keşfi, enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde modern tıbbın çehresini köklü biçimde değiştirmiştir. Antimikrobiyal ajanların geliştirilmesi ve mikroorganizmaların hastalık etkeni olduğunun anlaşılmasıyla birlikte, enfeksiyonlar ilk kez etkin şekilde tedavi edilebilir hale gelmiştir. Bununla birlikte, kısa sürede bazı mikroorganizmaların belirli antibiyotiklere karşı yetersiz yanıt verdiği ve bazı türlerin doğal direnç özelliklerine sahip olduğu fark edilmiştir. Örneğin, penisilinin klinik kullanımıyla Streptococcus enfeksiyonları başarıyla tedavi edilebilmiş; ancak daha sonra Enterococcus spp.  türü olarak sınıflandırılan bazı izolatların, penisilinin bakterisidal etkisine karşı doğal bir tolerans gösterdiği ortaya konmuştur (Williamson ve diğerleri, 1983).
Aminoglikozitlere karşı Enterococcus spp.  türlerinde sınırlı düzeyde bir duyarlılık olmasına rağmen sinerjik etkinin gözlenmesi dikkat çekicidir. Bu nedenle, hücre duvarına etkili bir beta-laktam antibiyotik (örneğin ampisilin veya penisilin) ile bir aminoglikozitin kombine kullanımı, invaziv Enterococcus spp.  enfeksiyonlarının tedavisinde standart bir protokol haline gelmiş ve günümüzde de etkinliğini korumaktadır  (Baddour ve diğerleri, 2005).
Antibiyotiklerin yaygın kullanımı ile birlikte, çoklu ilaca dirençli (MDR) Enterococcus spp.  suşlarının evrimsel olarak avantaj sağlayarak seleksiyon baskısı altında öne çıktığı anlaşılmıştır. Lebreton ve diğerlerinin yaptığı karşılaştırmalı genom analizleri, günümüzde MDR fenotipine sahip E. faecium suşlarının, yaklaşık 75 yıl önce hayvan kaynaklı izolatlardan evrimleşerek ayrıştığını göstermektedir. Bu evrimsel süreç, antibiyotiklerin klinik uygulamada yoğun olarak kullanılmaya başlandığı döneme denk gelmektedir. A1 olarak tanımlanan bu kladın karakteristik özellikleri arasında mobil genetik elementlerde artış, metabolik yeniden yapılanma ve hipermutabilite yer almaktadır. Bu faktörler, E. faecium’a çeşitli çevresel stres faktörlerine karşı genetik esneklik kazandırmıştır (Lebreton ve diğerleri, 2013).
Bu adaptasyonun en çarpıcı örneklerinden biri, bakterinin vankomisin direncinden sorumlu gen kümelerini kazanmış olmasıdır. Vankomisin kullanımı, özellikle 1960’larda metisiline dirençli S. aureus (MRSA) suşlarının ortaya çıkışıyla artmış ve bu durum Enterococcus spp.  türleri  üzerinde güçlü bir seleksiyon baskısı yaratmıştır. Enterococcus spp.  türleri, MRSA’nın aksine, vankomisin direnci sağlayan genetik elementleri edinmekle kalmayıp bunları kalıcı olarak genomlarında muhafaza edebilmişlerdir. Vankomisine Dirençli Enterokok  (VRE) ilk olarak 1988 yılında tanımlanmış olup, özellikle E. faecium suşlarında direnç oranları ABD'de %80’in üzerine çıkmıştır (Arias ve Murray, 2012).
Linezolid, quinupristin/dalfopristin, daptomisin ve tigesiklin gibi yeni nesil antibiyotiklerin geliştirilmesine rağmen Enterococcus spp.  türleri bu ajanlara karşı da kısa sürede direnç geliştirmiştir. Bu durum, MDR Enterococcus spp.  enfeksiyonlarının tedavisini giderek daha karmaşık ve sınırlı seçeneklerle sürdürülebilir hale getirmiştir. Bu bağlamda, antibiyotik direncinin moleküler düzeyde anlaşılması, klinik bağlamda dirençli suşlarla mücadelede yenilikçi tedavi stratejilerinin geliştirilmesi açısından hayati önem taşımaktadır (Miller ve diğerleri, 2014).
Enterococcus spp.  türleri, özellikle E. faecalis ve E. faecium, antibiyotiklere karşı gösterdikleri direnç ile bilinen fırsatçı patojenlerdir. Bu bakteriler, vankomisin gibi kritik antibiyotiklere karşı direnç gösterebilir. VRE, ilk kez 1988’de tanımlandıktan sonra, özellikle hastane ortamlarında hızla yayılmıştır. Bu durum, tedavi süreçlerinde ciddi komplikasyonlara yol açmış ve enfeksiyonların kontrolünü zorlaştırmıştır. Dirençli suşların varlığı, özellikle yatay gen transferi gibi mekanizmalar aracılığıyla antibiyotik direncinin hızla yayılmasına neden olur. Böylece direnç genleri, diğer bakterilere aktarılmakta ve toplum sağlığı açısından ciddi bir tehdit oluşturmaktadır (Çöleri ve Çökmüş, 2008; Klare ve diğerleri, 2003; Murray, 1990).
Vankomisin gibi antibiyotiklerin etkinliğini kaybetmesi, tedaviye duyarlı mikroorganizmaların yok edilmesini engeller ve ciddi enfeksiyonların tedavisinde yeni zorluklar yaratır. Direnç gelişimi, özellikle hastane ortamlarındaki bağışıklık sistemi zayıf hastalarda daha büyük sorunlara yol açmaktadır. Bu durum, klinik tedavi süreçlerinde başarısızlık oranlarını artırmakta ve enfeksiyonların yönetimini güçleştirmektedir (Chinemerem Nwobodo ve diğerleri, 2022).
Mastitis, süt veren hayvanlarda yaygın bir enfeksiyon olup, genellikle bakteriyel etkenlerle ortaya çıkar. Mastitis tedavisinde kullanılan antibiyotiklere karşı mikroorganizmaların direnç geliştirmesi önemli bir sorundur. Antibiyotik kullanımı yalnızca hayvan sağlığını etkilemekle kalmaz; aynı zamanda süt kalitesinin düşmesine, ekonomik kayıplara ve gıda güvenliği sorunlarına yol açabilir (Duse ve diğerleri, 2021; Tenhagen ve diğerleri, 2006).
Antimikrobiyal duyarlılık testleri, bakterilerin antibiyotiklere karşı duyarlılığını belirlemek için önemli bir araçtır. Bu testler, veterinerlere doğru tedavi yöntemlerini seçme imkânı verirken, gereksiz antibiyotik kullanımını engeller ve direnç gelişimini önlemeye yardımcı olur (Bhosale ve diğerleri, 2014). Mastitis tedavisinde antibiyotik etkinliğinin sürdürülmesi için uygun antibiyotiğin seçilmesi büyük önem taşır. Çünkü farklı etken mikroorganizmalar, çeşitli antibiyotiklere farklı düzeylerde duyarlılık gösterebilir. Bu nedenle antibiyotik seçimi, etkenin türü ve duyarlılık profiline göre yapılmalıdır. Sadece doğru ve hedefe yönelik antibiyotik kullanımı, tedavi sürecinin etkinliğini artırır (Barkema ve diğerleri, 2006).
Antibiyotik dirençli bakteriler, tedavi sürecinde çeşitli zorluklar yaratarak tedavi süresinin uzamasına, başarısızlık riskinin artmasına ve maliyeti yüksek alternatif tedavi yöntemlerinin kullanılmasına neden olabilir. Bu bağlamda, farklı etki mekanizmalarına sahip antibiyotiklerin kombinasyonu, direnç gelişimini önlemede etkili bir strateji olarak değerlendirilmektedir. Sinerjik etki gösteren antibiyotik kombinasyonları, bakterilerin direnç geliştirme olasılığını azaltarak tedavi etkinliğini artırır (Chinemerem ve diğerleri, 2022; Oliver ve diğerleri, 2011).
Mastitis tedavisinde antibiyotiklerin kontrolsüz ve bilinçsiz kullanımı, yalnızca hayvansal ürünlerin kalitesini düşürmekle kalmaz, aynı zamanda insanlarda antibiyotik direncinin artışına da katkı sağlar. Enterococcus spp.  türleri bazı antibiyotiklere karşı doğal direnç gösterir; bu durum ilgili ilaçların tedavideki etkinliğini sınırlar. Antibiyotik direnci, direnç genlerinin yatay gen transferi yoluyla hızla yayılmasıyla daha da ciddi bir hal alır. Bu durum, hem hayvan hem de halk sağlığını tehdit eden önemli bir risk faktörüdür (Abrahmsen ve diğerleri, 2014; Beyene ve diğerleri, 2017; Oliveria ve diğerleri, 2014; Vakkamaki ve diğerleri, 2017).
Enterococcus spp.  türleri, antibiyotik direncinin yayılmasında önemli bir rol oynar. E. faecalis ve E. faecium, yüksek düzeyde antibiyotik direnci geliştirme kapasitesine sahiptir ve bu direnç genlerini yatay gen transferi mekanizmalarıyla diğer bakterilere aktarabilirler (Hayes ve diğerleri, 2004). Özellikle β-laktamlar ve vankomisin gibi antibiyotiklere karşı direnç geliştirebilirler. Ayrıca, Enterococcus spp.  türleri aminoglikozitlere karşı doğal direnç gösterir; bu durum tedavi seçeneklerini sınırlayarak tedavi sürecini karmaşıklaştırabilir (Reygaert, 2018).
Mastitis tedavisinde genellikle antibiyotikler tercih edilse de, artan antibiyotik direnci bu tedavinin etkinliğini azaltmakta ve daha karmaşık bir hal almaktadır. Bu nedenle hastalığın erken teşhisi, uygun tedavi protokollerinin belirlenmesi ve etkin önleme stratejilerinin geliştirilmesi büyük önem taşımaktadır (Grameen ve diğerleri, 2002). Mastitisin etkin bir şekilde kontrolü için antibiyotiklerin doğru ve hedefe yönelik kullanımı büyük önem taşır. Kuru dönemde uygulanan antibiyotik tedavisi, yeni enfeksiyonların gelişimini engelleyerek süt kalitesini artırır ve ekonomik fayda sağlar. Ayrıca uygun antibiyotik kullanımı, antibiyotik direncinin gelişimini önleyerek tedavi etkinliğini artırır (Ruegg, 2009; Stevens ve diğerleri, 2016).
Antibiyotiklerin yanlış kullanımı, yalnızca hayvan sağlığını tehlikeye atmakla kalmaz, aynı zamanda insan sağlığı açısından da ciddi risk oluşturur. Bu nedenle, antibiyotiklerin kontrollü ve bilinçli kullanımı, hem hayvan sağlığını korur hem de toplum sağlığını tehdit eden dirençli bakterilerin yayılmasını önler (Kak ve Chow, 2002).

[bookmark: _Toc207619228][bookmark: _Toc208226059][bookmark: _Toc210644437]2.14. Sığır Mastitisi Kontrol ve Tedavi 

Bulaşıcı hastalıkların önlenmesi, özellikle hayvan sağlığı, refahı ve üretim verimliliği açısından son derece önemli bir konu olmuştur. Bu riskler tamamen ortadan kaldırılamasa da geliştirilmiş terapötik protokoller, hijyen kuralları ve biyogüvenlik önlemleri ile bu riskler minimuma indirilebilir. Ulusal Mastitis Konseyi, mastitisin sıklığını azaltmaya yönelik "5 Noktalı Plan" adlı kapsamlı bir kontrol programı geliştirmiştir. Bu plan, hastalığın önlenmesi ve kontrol altına alınması için çeşitli stratejiler içermektedir (Green ve diğerleri, 2002; Ruegg, 2009).
Biyogüvenlik önlemleri, yeni patojenlerin bir çiftliğe girmesini, bu patojenlerin çiftlik içinde yayılmasını ve antibiyotik kullanımını azaltmaya yardımcı olur. Araştırmacılar, biyogüvenlik araçlarını geliştirmeye ve uygulamaya çalışmakta olup, bu araçlardan biri olan BIOCHECK CATTLE protokolü, Belçika, Kırgızistan, Kuzey Makedonya, Portekiz ve Romanya’daki çiftliklerde biyogüvenlik değerlendirmeleri yapmak için kullanılmıştır. Bu protokol, çiftlikler arasında biyogüvenlik seviyeleri arasındaki çeşitliliği gözler önüne sererken, biyogüvenlik uygulamalarının standardizasyonu ve tekrarlanabilirliği açısından önemli avantajlar sağlamaktadır. Ancak, biyogüvenlik önlemleri, çiftlik türlerine ve koşullarına göre büyük ölçüde farklılık gösterebilmektedir (Rissala, 2022; Sarrazin ve diğerleri,2017).
Biyogüvenlik önlemlerine odaklanmanın artmış olmasına rağmen, birçok çiftlikte bu önlemlerin yeterince uygulanmadığı da gözlemlenmiştir. Bununla birlikte, biyogüvenlik önlemleri doğru şekilde uygulandığında, hastalıkların yayılma riskini önemli ölçüde azaltabilir. Ancak, bu tür önlemler her zaman pratik olmayabilir ve zaman ile maliyet açısından önemli zorluklar yaratabilir. Bu sebeple, mastitisin tedavisinde antibiyotik kullanımı hala yaygın bir yöntem olarak devam etmektedir. Çiftçilerin biyogüvenlik konusunda daha fazla eğitim alması, sığır mastitisinin önlenmesi için antibiyotik kullanımını azaltabilecek önemli bir adım olacaktır (Stanković ve diğerleri, 2015; Talbot ve Lacasse, 2005).
 Antibiyotikler, modern hayvancılık üretiminde hem terapötik hem de profilaktik amaçlarla yaygın şekilde kullanılmaktadır. Yapılan tahminlere göre, tüm antimikrobiyallerin %50’sinden fazlası veteriner sahada kullanılmaktadır (Andjelkovic ve Radonjic, 2017; Kovačević ve diğerleri, 2022; Landers ve diğerleri,2012). 

Sığır mastitisi, süt üretiminde antibiyotik kullanımının en yaygın gerekçelerinden biridir. Mastitis tedavisinde antibiyotikler, meme içi tedaviler ve sistemik antibiyotik uygulamalarıyla yapılabilir. Meme içi uygulamalar, mastitis tedavisinde yaygın olarak tercih edilen bir yöntemdir. Mastitis tedavisinde kullanılan antibiyotikler arasında penisilinler, sülfonamidler, ampisilin, kloksasilin ve aminoglikozitler bulunmaktadır. Antibiyotik tedavisi ile, semptomatik ve destekleyici tedavilerin de önemli bir rolü vardır. Bu tedaviler, meme bezinin lokal iltihabını azaltarak antibiyotiklerin etkinliğini artırır ve süt üretiminin daha hızlı bir şekilde iyileşmesini sağlar. Ancak, antibiyotik tedavisinin halk sağlığı açısından ciddi endişelere yol açtığı unutulmamalıdır. Hayvanlarda antibiyotik kullanımı, dirençli mikroorganizmaların besin zincirine ve ekosistemlere yayılmasına neden olabilir. Aynı zamanda, sütteki antibiyotik kalıntıları, süt endüstrisi için sorun oluşturabilir ve fermente süt ürünlerinin üretim sürecini etkileyebilir (Cheng ve Han, 2020; Pyörälä,2009; Vakanjac ve diğerleri, 2013; Vidovic ve diğerleri, 2022).
Yetersiz antibiyotik kullanımı, etkinliğin azalması, gıda güvenliğinin tehlikeye girmesi ve sütün kalitesindeki olumsuz değişiklikler gibi sonuçlar doğurabilir. Ayrıca, antibiyotiklerin maliyeti de dikkate alınması gereken bir başka önemli faktördür. Antibiyotik tedavisi sırasında süt, belirli bir süre boyunca atılmak zorunda kalabilir, bu da çiftçiler için ek maliyetler yaratmaktadır. Düzenli olarak antibiyotik kullanılan bazı ilaçlar, halk sağlığına yönelik ek küresel endişelere neden olabilmektedir. Ayrıca, antibiyotiklere karşı direnç gelişimi, mevcut ilaçların etkinliğini azaltırken, yeni antibiyotiklerin keşfi ve geliştirilmesi genellikle bu direnç hızını geride bırakmaktadır. Tüketicilerin antibiyotiksiz ürünlere olan talebinin artması da alternatif tedavi yöntemlerinin araştırılmasına olanak sağlamaktadır (Andjelkovic ve Radonjic, 2017; Liang ve diğerleri, 2023; Svircev ve diğerleri, 2018; Virto ve diğerleri, 2022).
Sığır mastitisinin kontrol altına alınmasında aşılama önemli bir rol oynamaktadır. Aşılar, bulaşıcı hastalıkların kontrolü için yaygın ve etkili araçlar olarak kabul edilmiştir. Ancak, veterinerlik tıbbında sadece birkaç aşı, tam anlamıyla istenen etkiyi göstermektedir. Aşılama başarısı, kullanılan aşı formülasyonuna, uygulama yoluna, aşılama sürecinin kalitesine ve zamanında yapılan aşılamaya bağlıdır. Mastitisin önlenmesinde aşılama, antibiyotik kullanımını azaltan ve antibiyotik direnciyle mücadelede önemli bir araç olarak öne çıkmaktadır. Ancak, mastitisle ilişkili patojenlere karşı geliştirilen aşıların başarı oranı sınırlı olmuştur. Bu sınırlı başarı, farklı suşlar ve bu suşların farklı patogenez mekanizmalarından kaynaklanmaktadır (Fanelli ve diğerleri, 2022; Forner ve diğerleri, 2021; Talbot ve Lacasse, 2005).
Nanoterapi, nanoteknolojinin sağladığı imkanlarla, ilaçların daha hedeflenmiş bir şekilde uygulanmasını mümkün kılmakta ve düşük dozlarla etkili tedavi sunmaktadır. Nanopartiküller, ilacın doğrudan hedef hücrelere iletilmesine yardımcı olarak, antibiyotik kullanımını azaltmakta ve ilaç kalıntıları sorununu minimize etmektedir. Ayrıca, bu nanopartiküller, biyofilm oluşumunu engelleyerek, antimikrobiyal aktiviteyi artırmakta ve AMR gelişimini önlemektedir. Literatür taramaları, gümüş, bakır, çinko oksit nanopartiküllerinin mastitis tedavisinde olumlu sonuçlar verdiğini göstermektedir. Özellikle, S. aureus mastitisine karşı nanopartiküllerin sinerjik etkileri araştırılmakta ve başarılı sonuçlar elde edilmektedir (Jafary ve diğerleri, 2023; Neculai-Valeanu ve diğerleri, 2021; Sapino ve diğerleri, 2022).
Bakteriyofaj tedavisi, bakterilerin içinde çoğalabilen ve onları öldüren virüsler olan bakteriyofajları kullanmaktadır. Bakteriyofajların en büyük avantajı, sadece patojen bakterileri hedef alıp, çevredeki diğer mikroorganizmaları etkilememeleridir. Bununla birlikte, her bakteriyofaj yalnızca belirli bakteri suşları üzerinde etkili olabilmektedir, bu da tedavi için birden fazla fajın kullanılması gerektiği anlamına gelmektedir. Ancak, çevre dostu ve düşük direnç geliştirme olasılığı ile bakteriyofajlar, geleneksel antibiyotiklerin yerine veya ek bir tedavi seçeneği olarak kullanılabilir. Birçok çalışma, bakteriyofajların mastitisin etkeni olan bakterilerle başarılı bir şekilde mücadele ettiğini ve antibiyotiklere dirençli suşlar üzerinde etkili olduğunu ortaya koymuştur (Basdew ve Laing, 2011; Nilsson, 2014; Porter ve diğerleri, 2016; Titze ve diğerleri, 2020).
Fitoterapi, bitkisel tedavi yöntemlerinin kullanılması, çiftlik hayvanlarında enfeksiyonları tedavi etmenin yanı sıra, hayvanların sağlığını iyileştirmede yaygın olarak tercih edilmektedir. Bitkiler, düşük yan etki riski ve çevre dostu özellikleri ile öne çıkmaktadır. Ayrıca, bitkisel ürünler, antimikrobiyal, antioksidan ve immünomodülatör etkinlikleri ile enfeksiyonlara karşı koruyucu bir rol oynamaktadır. Çeşitli in vitro çalışmalar, uçucu yağların (Etilen oksit’ler) sığır mastitisi tedavisinde etkili olabileceğini göstermiştir. Ancak, in vivo çalışmaların sayısının sınırlı olması, fitoterapinin klinik alandaki etkinliğini daha da pekiştirecek araştırmalara ihtiyaç duyulduğunu göstermektedir (Groot ve diğerleri, 2021; Nehme ve diğerleri, 2021).
Homeopati, alternatif tedavi yöntemleri arasında yer alırken, özellikle organik çiftliklerde ve antimikrobiyal direnç ile mücadelede artan popülariteye sahiptir. Homeopatik tedavi, hayvanın bağışıklık sistemini uyarmaya yönelik bütünsel bir yaklaşım sunar. Bazı çalışmalar, homeopatinin sığır mastitisinin tedavisinde etkili olabileceğini ve alerjik reaksiyonlara neden olmadığını bildirmiştir. Bununla birlikte, homeopatinin etkinliği hakkında yapılan araştırmalar sınırlı olup, daha fazla bilimsel çalışma gereklidir (Doehring ve Sundrum, 2016; Keller ve Sundrum, 2018; Loken, 2001).
Bakteri kaynaklı antimikrobiyaller, bakteriyosinler gibi antimikrobiyal peptitlerin kullanımı, mastitisin tedavisinde potansiyel bir alternatif olarak öne çıkmaktadır. Bakteriyosinler, sadece patojenik organizmalar üzerinde etkili olup, antibiyotiklere dirençli bakterilere karşı da etkinlik göstermektedir. Ayrıca, antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanıldığında, tedavi etkinliğini artırmakta ve dirençli suşların yayılmasını engellemektedir. Örneğin, nisin ve diğer bakteriyosinler, mastitis ile ilişkili patojenlere karşı umut verici sonuçlar göstermektedir (Carson ve diğerleri, 2017; Vidal Amaral ve diğerleri, 2022).
























[bookmark: _Toc207619229][bookmark: _Toc208226060][bookmark: _Toc210644438]3. GEREÇ VE YÖNTEM


[bookmark: _Toc207619230][bookmark: _Toc208226061][bookmark: _Toc210644439]3.1. Gereç

[bookmark: _Toc197948944][bookmark: _Toc207619231][bookmark: _Toc208226062][bookmark: _Toc210644440]3.1.1. Örneklem

[bookmark: _Toc197948946]Bu çalışma, Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’na 2025 yılı Mart ayı ile 2025 yılı Haziran  ayı arasında rutin teşhis amacıyla getirilen 100 mastitisli süt örneği ile gerçekleştirilmiştir. Çalışmada numune alınmasından en az iki hafta önce antibiyotik kullanımı bırakılmış, mastitisli sütlerden elde edilen E. hirae izolatları kullanılmıştır. İzolasyon işlemleri, örneklerin alınmasından sonra laboratuvar koşullarında steril tekniklerle yapılmıştır. Süt örneklerinden E. hirae türünün izole edilmesinde, zenginleştirme kültürleri ve selektif besiyerleri kullanılmıştır. Koloni morfolojileri gözlemlenmiş, Gram boyama ve biyokimyasal testler ile ile cins düzeyinde identifikasyon yapıldıktan sonra moleküler yöntemlerle E. hirae suşları doğrulanmıştır. Elde edilen suşlar, çalışma kapsamında değerlendirilmek üzere belirlenmiştir. 

[bookmark: _Toc207619233][bookmark: _Toc208226064][bookmark: _Toc210644442]3.1.2. Referans Suşlar

Moleküler çalışmalarda pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 suşu, negatif kontrol olarak ise E. coli ATCC 25922 suşu kullanılmıştır. İzolatların tür düzeyinde tanımlanmasında pozitif kontrol olarak E. hirae sekanslanmış saha izolatları tercih edilmiştir. Antibiyotik duyarlılık testlerinde kontrol suşu olarak S. aureus ATCC 25923 suşu kullanılmıştır.




[bookmark: _Toc197948947][bookmark: _Toc207619234][bookmark: _Toc208226065][bookmark: _Toc210644443]3.1.3. Besiyerleri

[bookmark: _Toc210644444][bookmark: _Toc197948948][bookmark: _Toc207619235][bookmark: _Toc208226066]3.1.3.1. Enterococcosel Agar 

1 litre distile suya, 42,6 gr Enterococcosel Agar (EA) (Condolab, 1070; USA) eklenmiştir. Karışım iyice karıştırıldıktan sonra ısıtılmış ve karışım, tam çözünme sağlanana kadar sık sık karıştırılarak 1 dk boyunca kaynatılmıştır. Ardından, besiyeri 118 °C’de 15 dk süreyle otoklavda sterilize edilmiştir. Sterilizasyon işlemi tamamlandıktan sonra besiyeri , 45-50 °C’ye kadar soğutulmuş, karıştırılarak homojen hale getirilmiş ve steril petri kaplarına dökülüp katılaştırılmıştır. Daha sonra çalışmada kullanılmak üzere etiketlenip kaldırılmıştır.

[bookmark: _Toc210644445][bookmark: _Toc197948949][bookmark: _Toc207619236][bookmark: _Toc208226067]3.1.3.2. Enterococcosel Broth 

Enterococcosel Broth (EB) (Condalab, 1204; USA) besiyeri, mikrobiyolojik analizler için hazırlanmıştır. 1 litre distile suya 42,6 gr besiyeri eklenmiş ve karışım iyice karıştırılarak ısıtılmıştır. Karışım, tam çözünme sağlanana kadar sık sık karıştırılarak 1 dk boyunca kaynatılmıştır. Ardından, besiyeri otoklavda 118 °C’de 15 dk sterilize edilmiştir. Sterilizasyon sonrası besiyeri cam tüplere dağıtılmış ve çalışmada kullanılmak üzere hazır hale getirilmiştir.
[bookmark: _Toc197948950][bookmark: _Toc207619237][bookmark: _Toc208226068]
[bookmark: _Toc210644446]3.1.3.3 Brain Heart İnfusion Broth 

[bookmark: _Toc197948951][bookmark: _Toc207619239]Brain Hearth Infusion Broth (BHIB) (Condolab, 1400, USA) hazırlanırken, 1 litre distile suya 37 g toz besiyeri eklenmiş ve tam çözünme sağlanıncaya kadar karıştırılarak ısıtılmıştır. Çözünmenin ardından besiyeri 1 dakika kaynatılmış, daha sonra karışıma %20 oranında, 1 litre için 200 ml gliserin ilave edilmiştir. Gliserin eklenmesinin ardından karışım yeniden kaynatılarak homojenizasyon sağlanmıştır. Hazırlanan besiyeri cam tüplere dağıtılarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmiştir. Sterilizasyonun ardından besiyeri, çalışmada kullanılmak üzere hazır hale getirilmiştir.


[bookmark: _Toc210644447][bookmark: _Toc208226069]3.1.3.4. Mueller Hinton Agar 

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck, 70191, Germany) besiyeri, mikrobiyolojik analizler için hazırlanmıştır. 38 gr besiyeri, 1 litre distile suya eklenerek mikrodalga fırınında agar eritilmiştir. Karışımın pH’sı 7.2±0.2 olarak ayarlanmıştır. Ardından, besiyeri 121 °C’de 15 dk süreyle otoklavda sterilize edilmiştir. Sterilizasyon sonrası besiyeri, 45-50 °C’ye soğutulmuş ve steril petrilere dökülerek katılaştırılmıştır. Daha sonra etiket yapılarak çalışmada kullanılmak üzere hazır hale getirilmiştir.

[bookmark: _Toc210644448][bookmark: _Toc197948952][bookmark: _Toc207619240][bookmark: _Toc208226070]3.1.3.5. Nutrient Broth 

Nutrient Broth (NB) (OXOID, CM0067, UK) besiyeri, mikrobiyolojik analizler için hazırlanmıştır. 25 gr besiyeri, 1 litre distile suya eklenerek mikrodalga fırınında çözündürülmüştür. Karışımın pH’sı 7.5 ± 0.2 olarak ayarlanmıştır. Hazırlanan besiyeri, tüplere dağıtılmış ve otoklavda 121 °C’de 15 dk süreyle sterilize edilmiştir. Sterilizasyonun ardından besiyeri, çalışmalarda kullanılmak üzere hazır hale getirilmiştir.

[bookmark: _Toc208226072][bookmark: _Toc210644450]3.1.3.6. Congo Red Agar

Genotipik olarak E. hirae olduğu belirlenen izolatların biyofilm oluşturma potansiyelleri, Freeman ve diğerleri (1989) tarafından tanımlanan niteliksel fenotipik yöntem kullanılarak CRA yöntemi ile değerlendirildi. CRA besiyeri, Brain-Heart Infusion Broth (BHIB) (37 gr/l) temel besiyeri üzerine sükroz (36 gr/l), saf agar (30 gr/l) ve Congo Red boyası (0.8 gr/l) eklenerek hazırlandı.  Tüm bileşenler 1 litre distile su içerisinde çözündürülmüş ve hazırlanan besiyeri  121 °C’de, 15 dk süreyle otoklavda sterilize edilmiştir. Sterilizasyonun ardından besiyeri uygun koşullarda oda sıcaklığına soğutularak steril petri kaplarına dökülmüş ve katılaşmaya bırakılmıştır. Daha sonra etiket yapılarak çalışmalarda kullanılmak üzere hazır hale getirilmiştir.


[bookmark: _Toc197948954][bookmark: _Toc207619242][bookmark: _Toc208226073][bookmark: _Toc210644451]3.1.4. Ayıraçlar ve Boyalar

[bookmark: _Toc197948955][bookmark: _Toc207619243][bookmark: _Toc208226074][bookmark: _Toc210644452]3.1.4.1. Gram Boyama Seti 

[bookmark: _Toc197948956]İzolatların Gram boyanma özellikleri ve mikroskobik morfolojilerinin belirlenmesi amacıyla Merck (111885, Germany) marka Gram boyama seti kullanılmıştır. Set ticari olarak temin edilmiş ve oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir.

[bookmark: _Toc207619244][bookmark: _Toc208226075][bookmark: _Toc210644453]3.1.4.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) (%3)

İzolatların katalaz aktivitelerini belirlemek amacıyla ticari olarak temin edilen %30’luk hidrojen peroksit çözeltisi (Merck ,7722841, Germany), bu çalışmada  kullanılmadan önce %3’lük çözelti olacak şekilde seyreltilerek kullanılmıştır.
[bookmark: _Toc197948957][bookmark: _Toc207619245][bookmark: _Toc208226076][bookmark: _Toc210644454]
3.1.4.3. Etidyum Bromid

Nükleik asitlerin jel elektroforezi ile görselleştirilmesinde boyama ajanı olarak Merck (111608, Germany) marka ürün kullanılmıştır. Boyama ajanı uygun konsantrasyonda agaroz jeline eklenmiş ve DNA bantlarının UV ışığı altında görüntülenmesi sağlanmıştır.

[bookmark: _Toc197948958][bookmark: _Toc207619247][bookmark: _Toc208226077][bookmark: _Toc210644455]3.1.5. Antibiyotik Diskleri

[bookmark: _Toc207619248]Çalışmada izolatların antibiyotiklere duyarlılıklarını belirlemek amacıyla CLSI ve EUCAST kriterlerine uygun olarak disk difüzyon yöntemi kullanıldı. Testte ampisilin (10 µg, oxoıd), kloramfenikol (30 µg, oxoıd), eritromisin (15 µg, oxoıd), gatifloksasin (5 µg, oxoıd), linezolid (30 µg, oxoıd), nitrofurantoin (300 µg oxoıd), tetrasiklin (30 µg, oxoıd) ve vankomisin (5 µg, oxoıd) diskleri kullanıldı. Tüm antibiyotik diskleri kullanıma kadar buzdolabında saklandı.

[bookmark: _Toc197948953][bookmark: _Toc207619241][bookmark: _Toc208226071][bookmark: _Toc210644449]3.1.6. Agaroz 

%2’lik agaroz jel, 1X TAE tamponu içerisinde hazırlanmıştır. Jel hazırlanırken Sigma (9012366) marka agaroz kullanılmıştır. 100 ml çözelti için gerekli olan 2 gr agaroz tartılmış, mikrodalga fırında tamamen çözülerek homojen ve berrak bir çözelti elde edilmiştir. Çözelti yaklaşık 50–60 °C’ye kadar soğutulduktan sonra jel kalıbına dökülmüş ve taraklar yerleştirilmiştir. Jel katılaştıktan sonra, DNA analizlerinde kullanılmak üzere hazır hale getirilmiştir.

[bookmark: _Toc197948959][bookmark: _Toc207619249][bookmark: _Toc208226078][bookmark: _Toc210644456]3.1.7. Primerler

[bookmark: _Toc197857626][bookmark: _Toc197857840]Çalışmada, E. hirae tür düzeyinde identifikasyonu için tür spesifik primerler kullanılmıştır. Kullanılan primer dizileri, hedeflenen gen bölgesi ve beklenen amplikon uzunluğu Tablo 4’te verilmiştir.

Tablo 4.  E. hirae’nin identifikasyonunda kullanılan primer dizileri (Jackson ve diğerleri, 2004; Ke ve diğerleri, 1999).
	Primer
	Sekans
	Amplikon uzunluğu
	Hedef gen

	Ent1
	TACTGACAAACCATTCATGAT
	112 bp
	tuf

	Ent2
	AACTTCGTCACCAACGCGAAC
	
	

	HI1
	CTTTCTGATATGGATGCTGTC
	187 bp
	sodA

	HI2
	TAAATTCTTCCTTAAATGTTG
	
	



[bookmark: _Toc197857627][bookmark: _Toc197857841]E. hirae olarak tanımlanan izolatlarda gelE ve esp virulens genlerinin varlığı PCR yöntemi ile araştırıldı. Bu amaçla genlere özgü primerler kullanıldı. Kullanılan primer dizileri, hedef gen bölgeleri ve beklenen amplikon uzunlukları Tablo 5’de verilmiştir.



Tablo 5. Virulens genlerinin tespitinde kullanılan primer dizileri, hedef bölgeleri ve amplikon uzunlukları (Eaton ve Gasson 2001).
	[bookmark: _Toc197948960][bookmark: _Toc207619250][bookmark: _Toc208226079]Primer
	Sekans
	Amplikon uzunluğu (bp)

	gelE
	ACCCCGTATCATTGGTTT
ACGCATTGCTTTTCCATC
	419

	esp
	TTGCTAATGCTAGTCCACGACC
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA
	933



[bookmark: _Toc210644457]3.1.8. Taq DNA Polimeraz , MgCl2, 10X Taq Buffer, dNTP Set

PCR reaksiyon karışımı ve termal döngü koşulları, Enterococcus spp. izolalarının cins düzeyinde güvenilir biçimde tanımlanabilmesi için optimize edilmiştir. PCR yöntemi, hedef DNA’nın özgül bölgelerinin amplifikasyonunu sağlayarak izolasyon ve tanımlama sürecinde yüksek doğruluk sunar. Reaksiyon bileşenlerinin doğru oranlarda hazırlanması ve termal döngü koşullarının (denatürasyon, primer bağlanması ve uzama aşamaları) uygun şekilde uygulanması, amplifikasyon verimliliğini ve tekrarlanabilirliği artırır. Bu nedenle belirtilen bileşenler ve koşullar, çalışmanın bilimsel geçerliliğini destekleyen kritik parametreler olarak önem taşımaktadır.
E. hirae virulens genlerinin belirlenmesinde kullanılan PCR yöntemi de hedef genlerin özgül bölgelerinin güvenilir biçimde amplifikasyonunu sağlamak amacıyla optimize edilmiştir. Kullanılan reaksiyon bileşenleri, DNA ve enzim miktarının yeterli düzeyde olmasını temin ederken yan ürün oluşumunu minimize etmeye katkı sağlamaktadır. Uygulanan termal döngü koşulları, amplifikasyon verimliliğini artıracak şekilde planlanmış olup primer bağlanma sıcaklıkları her genin özgüllüğüne uygun olarak belirlenmiştir. Başlangıç denatürasyonu DNA zincirlerinin açılması için, son uzama evresi ise amplikonların stabilizasyonu için kritik öneme sahiptir.

[bookmark: _Toc197948961][bookmark: _Toc207619251][bookmark: _Toc208226080][bookmark: _Toc210644458]3.1.9. Marker

[bookmark: _Toc197948962][bookmark: _Toc207619252]Oluşan bantların büyüklüklerini belirleyebilmek amacıyla, 100 bp aralıklarla işaretlenmiş ve 1000 bp'ye kadar olan Fermantas (USA) marka DNA ladder kullanıldı.
[bookmark: _Toc208226081][bookmark: _Toc210644459]3.1.10. Kullanılan Cihazlar

[bookmark: _Toc197857628][bookmark: _Toc197857842] Bu çalışmada kullanılan laboratuvar cihazlarının marka, model ve kullanım amaçlarına ilişkin bilgiler Tablo 6’da sunulmuştur. Cihazlar, örneklerin izolasyonu, tanımlanması ve analizinde standart laboratuvar koşullarında kullanılmış olup, her biri ilgili aşamalarda doğruluk ve güvenilirliği sağlamak amacıyla tercih edilmiştir.

Tablo 6. Çalışmada kullanılan cihazlara ait bilgiler

	Altyapı/Ekipman Türü ve Modeli
	Menşei
	Projede Kullanım Amacı ve Açıklaması

	Mikrosantrifüj (Hettich Micro 200R)
	Almanya
	DNA ekstraksiyonunda hücre ve doku örneklerinden DNA’nın hücre kalıntılarından ayrılması için kullanılan santrifüj.

	Kuru blok ısıtıcı (Allsheng MK 200-1)
	Çin
	DNA ekstraksiyonu sırasında örneklerin sabit sıcaklıkta tutulması ve enzimatik reaksiyonların gerçekleşmesi için kullanılır.

	Vortex 
(Velp Scientifica)
	İtalya
	DNA ekstraksiyonu öncesinde örneklerin homojen karışımı için kullanılan çalkalama cihazı.

	Mikrodalga fırın (Arçelik)
	Türkiye
	Agaroz ve besiyeri hazırlanmada, agarın eriyip homojen hale gelmesi için kullanılan mikrodalga cihazı.

	Hassas terazi (Shimadzu8x4200 H)
	Japonya
	Besiyerlerinin hazırlanması için gerekli bileşenlerin hassas olarak tartılması ve doğru miktarda kullanılması amacıyla kullanılır.

	Biyogüvenlik kabini (Nüve)
	Türkiye
	PCR karışımının hazırlanması sırasında steril ve kontaminasyonsuz ortam sağlamak için kullanılan biyogüvenlik kabini.

	Otoklav (Nüve)
	Türkiye
	Besiyerlerinin sterilizasyonu için yüksek basınç ve sıcaklıkta sterilizasyon işlemi gerçekleştirilir.

	Etüv (Nüve)
	Türkiye
	Kültür ortamlarının sabit sıcaklıkta tutulması ve bakteri inkübasyonu için kullanılır.

	Nanodrop (Maestro)
	ABD
	DNA ve RNA konsantrasyonlarının ve saflığının hızlı ve hassas ölçümü için kullanılır.

	Termal döngüleme cihazı (Boeco)
	ABD
	PCR işlemlerinde DNA'nın amplifikasyonu için gerekli sıcaklık döngülerini sağlayan cihaz.

	Görüntüleme cihazı (Vilber Lourmat Infinity VX2)
	Almanya
	Agarose jel üzerinde DNA bantlarının görüntülenmesi ve analiz edilmesi için kullanılır.

	Elektroforez tankı (VWR)
	ABD
	DNA parçalarının jel elektroforez yöntemiyle ayrılması için kullanılan tank sistemi.


[bookmark: _Toc210644460]3.2. Yöntem

[bookmark: _Toc197948964][bookmark: _Toc207619254][bookmark: _Toc208226083][bookmark: _Toc210644461]3.2.1. Fenotipik İzolasyon ve İdentifikasyon

Bu çalışmada E. hirae izolasyonu klasik konvansiyonel yöntemler kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Her bir süt örneğinden 10 μl alınarak EB besiyerine inoküle edilmiştir. Bu sıvı besiyeri, Enterococcus spp.  türlerinin ön zenginleştirilmesi ve selektif olarak çoğaltılması amacıyla kullanılmıştır. İçeriğinde bulunan sodyum azid, Gram negatif bakterilerin gelişimini baskılayarak yalnızca Gram pozitif Enterococcus spp.  türlerinin   çoğalmasına olanak tanır (Facklam ve Collins, 1989; ISO 7899-2, 2000; MacFaddin, 2000).
 Zenginleştirilen sıvı kültürlerden 10 μl alınarak EA  besiyerine ekim yapılmıştır. Bu selektif katı besiyeri, süt örneklerinde bulunan Enterococcus spp.  türlerinin izolasyonu ve tanımlanması amacıyla kullanılmıştır. İçeriğinde bulunan sodyum azid, Gram negatif bakterilerin gelişimini baskılayarak, Gram pozitif Enterococcus spp.  türlerinin  selektif olarak gelişmesini sağlar. Ayrıca ortamda bulunan eskülin ve safra tuzları, Enterococcus spp.  türlerinin diğer bakterilerden ayrımına olanak tanır. Eskülin hidrolizi sonucunda açığa çıkan eskületin, ortamda bulunan demir tuzlarıyla reaksiyona girerek siyah pigment oluşumuna neden olur. Bu renk değişimi, Enterococcus spp.  türlerinin varlığını göstermede önemli bir fenotipik belirteçtir (Leclerc ve diğerleri, 1996; MacFaddin, 2000; Quinn ve diğerleri, 2011).
Besiyeri üretici firma talimatlarına göre hazırlanmış, steril petri kutularına dökülerek katılaştırılmış ve ekim sonrası 37 °C’de 24–48 saat aerobik koşullarda inkübe edilmiştir. Siyah renklenme gösteren koloniler Enterococcus spp.  türleri açısından şüpheli kabul edilerek ileri tanımlama işlemlerine alınmıştır. İnkübasyon sonrasında EA besiyeri üzerinde oluşan siyah pigmentli en az beş koloni seçilmiştir (ISO 7899-2, 2000; Murray ve diğerleri,2021).
 Seçilen koloniler öncelikle makroskobik olarak şekil, büyüklük, renk ve doku bakımından değerlendirilmiştir. Ardından mikroskobik inceleme amacıyla Gram boyama uygulanmış ve Gram pozitif, kok morfolojisine sahip bakteriler belirlenmiştir. Gram boyama, katalaz aktivitesi ve %6,5 NaCl içeren Nutrient Broth’ta üreme özellikleri belirlenmiştir (Bergey, 1994; Quinn, 1994).
Makroskobik ve mikroskobik özellikleri Enterococcus spp. ile uyumlu bulunan kolonilere, fenotipik olarak cins düzeyinde doğrulama amacıyla biyokimyasal testler uygulanmıştır.
Katalaz testi için koloniler üzerine birkaç damla %3’lük hidrojen peroksit damlatılmış; köpürme gözlenmemesi, Enterococcus spp. türlerinin katalaz negatif özelliğiyle uyumlu olarak değerlendirilmiştir (Facklam ve Collins, 1989; Quinn ve diğerleri, 2011).
Ayrıca, Enterococcus spp.  türlerinin yüksek tuz konsantrasyonunda üreyebilme özelliğinden yararlanılarak %6,5 NaCl içeren NB  besiyerine inokülasyon yapılmıştır. Bu ortam, yüksek tuz toleransına sahip bakterilerin seçici olarak üremesini sağlamak amacıyla kullanılmıştır. Tüpler 37 °C’de 24–48 saat süreyle inkübe edilmiş ve bulanıklık gözlenen tüpler üreme pozitif olarak değerlendirilmiştir. Bu bulgular, izolatların Enterococcus spp.  ile uyumlu olduğunu fenotipik düzeyde desteklemiştir. Pozitif sonuç veren şüpheli izolatlar, ileri moleküler tanımlama aşamasına kadar -20 °C’de, %20 gliserin ilave edilmiş BHIB içerisinde saklanmıştır. (Facklam ve Collins, 1989; MacFaddin, 2000; Quinn ve diğerleri, 2011)

[bookmark: _Toc197948966][bookmark: _Toc207619255][bookmark: _Toc208226084][bookmark: _Toc210644462]3.2.2. Genotipik İdentifikasyon
	
[bookmark: _Toc197948967][bookmark: _Toc207619256][bookmark: _Toc208226085][bookmark: _Toc210644463]3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Saflaştırılan izolatlardan DNA izolasyonu, kaynatma yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Öncelikle, bir öze dolusu koloni steril koşullar altında toplanmış ve 500 µl steril distile su içerisinde homojen bir süspansiyon hâline getirilmiştir. Bu işlem, hücrelerin tamamen çözünmesini ve DNA’nın çözeltide serbest hâle gelmesini sağlamak amacıyla özenle gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan süspansiyon, DNA’nın çözünmesini ve hücresel yapıların parçalanmasını temin etmek amacıyla 10 dk boyunca 100 °C’de kaynatılmıştır (Vurucu ve diğerleri, 2019).
Kaynama işleminin ardından, örnekler 12.000 rpm’de 5 dk süreyle santrifüjlendirilmiş ve oluşan çökeltinin üzerinde kalan süpernatant, dikkatlice toplanarak PCR analizlerinde kullanılmak üzere ayrılmıştır. Ekstrakte edilen DNA’ların saflık ve konsantrasyonu spektrofotometrik ölçümlerle değerlendirilmiş ve uygun kaliteye sahip örnekler moleküler çalışmalar için -20 °C’de uzun süreli olarak saklanmıştır.
Bu prosedür, DNA’nın hem yeterli miktarda hem de yüksek saflıkta elde edilmesini sağlayarak, sonraki PCR ve genetik analizlerin güvenilir bir şekilde yürütülmesine olanak tanımıştır.
Elde edilen DNA örneklerinin kalite ve miktar analizleri, spektrofotometrik yöntemle yapılmıştır. Bu amaçla genellikle kullanılan NanoDrop cihazı ile DNA’nın absorbans değerleri ölçülmüş, özellikle 260 nm ve 280 nm dalga boylarındaki emilim değerleri üzerinden A260/A280 oranı hesaplanarak DNA saflığı değerlendirilmiştir. A260/A280 oranı genellikle 1.8 civarındaysa DNA saf kabul edilmektedir. Elde edilen DNA miktarı ise aynı cihaz aracılığıyla belirlenmiştir.
Sonuç olarak, saflığı ve miktarı uygun olan DNA örnekleri, ileri moleküler analizlerde (özellikle PCR, genotiplendirme ve virulens faktörlerinin tespiti gibi uygulamalarda) kullanılmak üzere -20 °C’de saklanmıştır. DNA’ların uzun süreli stabilitesi için, örnekler gerektiğinde alikotlama işlemi ile küçük hacimlerde saklanmış ve donma-çözülme döngülerinin önlenmesine özen gösterilmiştir.

[bookmark: _Toc197948968][bookmark: _Toc207619257][bookmark: _Toc208226086][bookmark: _Toc210644464]3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

[bookmark: _Toc197857629][bookmark: _Toc197857843]Bu çalışmada izole edilen Enterococcus spp.  suşlarının cins ve tür düzeyinde tanımlanabilmesi amacıyla PCR yöntemi uygulanmıştır. Kaynatma yöntemi ile elde edilen DNA örnekleri  -20 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmıştır. Enterococcus spp.  cinsi ve E. hirae türüne özgü gen bölgelerini hedefleyen primer çiftleri kullanılmıştır. İzole edilen Enterococcus spp.  suşlarının moleküler düzeyde tanımlanması amacıyla tuf ve sodA genleri PCR yöntemiyle araştırılmıştır. İlk olarak, 112 bp uzunluğundaki tuf geninin varlığı incelenmiş ve pozitif örnekler Enterococcus spp. olarak değerlendirilmiştir. tuf geni, protein sentezinde görev alan EF-Tu kodlamakta olup türler arası ayırımda güvenilir bir belirteçtir (Ke ve diğerleri, 1999). 
Tür düzeyindeki tanımlama için ise 187 bp uzunluğundaki sodA geni hedeflenmiş; bu gen, bakterinin oksidatif strese karşı korunmasını sağlayan süperoksit dismutaz enzimini kodlamaktadır (Jackson ve diğerleri, 2004; Poyart ve diğerleri, 2000). sodA geni pozitif olan izolatlar E. hirae olarak tanımlanmıştır.
Çalışmada, PCR amplifikasyonlarının özgüllüğünü değerlendirmek amacıyla çeşitli pozitif ve negatif kontrol suşları kullanılmıştır. Enterococcus spp.  cinsi düzeyindeki tanımlamalarda pozitif kontrol olarak E. faecalis ATCC 29212 suşu, negatif kontrol olarak ise E. coli ATCC 25922 suşu kullanılmıştır. Tür düzeyinde yapılan tanımlamalarda pozitif kontrol olarak daha önce sekanslanmış E. hirae saha izolatları tercih edilmiştir. PCR reaksiyonları her örnek için 30 µl toplam hacimde hazırlanmıştır. Reaksiyon karışımında 1.5 U Taq DNA polimeraz bulunmakta olup, son konsantrasyonlar şu şekilde ayarlanmıştır: 10X Taq DNA polimeraz tampon çözeltisi 1X, magnezyum klorür (MgCl2) 2 mM, dNTP’ler 0.2 mM, her bir primer 0.4 pmol ve hedef DNA 2 µl. Gerekli bileşenler steril saf su ile 30 µl’ye tamamlanmıştır. PCR amplifikasyonu termal döngü cihazında gerçekleştirilmiştir. Döngü programı; 94 °C’de 3 dk başlangıç denatürasyonu, ardından 30 döngü boyunca 94  °C’de 15 saniye denatürasyon, primer bağlanması için tuf geni için 55 °C ve sodA geni için 57  °C’de 15 saniye, 72  °C’de 30 saniye uzama ve son olarak 72  °C’de 7 dk son uzama adımlarını içermektedir (Jackson ve diğerleri, 2004; Ke ve diğerleri, 1999).
Amplifikasyon sonrasında elde edilen PCR ürünleri, %2’lik agaroz jel (Sigma, 9012366) kullanılarak analiz edilmiştir. Jel hazırlığında DNA’nın UV ışığı altında görüntülenebilmesini sağlamak amacıyla Etidyum Bromid (Merck, 111608) kullanılmıştır. 
Termal döngüleme işlemleri, Boeco marka termal döngüleyici kullanılarak gerçekleştirilmiştir.
PCR ürünleri, uygun DNA ladder (100 bp DNA ladder) eşliğinde jel kuyucuklarına yüklenmiş ve yaklaşık 100 V uygulamasıyla elektroforez gerçekleştirilmiştir. Elektroforez işlemi, VWR marka elektroforez tankı kullanılarak yapılmıştır. Jel görüntüleme işlemi ise Vilber Lourmat Infinity VX2 cihazı ile gerçekleştirilmiştir.
Analiz sonucunda, 112 bp uzunluğundaki bantlar tuf genine karşılık gelirken, 187 bp uzunluğundaki bantlar sodA genine karşılık gelmiştir. Bu bantların varlığı, sırasıyla izolatın Enterococcus spp.  cinsine ve E. hirae türüne ait olduğunu göstermiştir (Jackson ve diğerleri, 2004; Ke ve diğerleri,1999).




[bookmark: _Toc197948969][bookmark: _Toc207619258][bookmark: _Toc208226087][bookmark: _Toc210644465]3.2.2.3. PCR’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Analizi

PCR ürünlerinin moleküler ağırlıkları agaroz jel elektroforezi yöntemi kullanılarak belirlenmiş ve doğrulukları kontrol edilmiştir. %2 konsantrasyonda agaroz jel, 1X TAE tamponu içerisinde hazırlanmış ve hafifçe soğutulduktan sonra dökme tepsisine dökülerek taraklar yerleştirilmiştir. PCR ürünlerinden 5 μl örnek, 1 μl 6X yükleme boyası ile karıştırılarak jel kuyucuklarına yüklenmiştir. DNA moleküler ağırlık referansı olarak 100 bp veya 1 kb DNA merdiveni bir kuyucuğa eklenmiştir.
Elektroforez işlemi, VWR marka elektroforez tankında gerçekleştirilmiş ve jel üzerindeki renkli ön yüz jelin yaklaşık üçte ikisine ulaşana kadar 90–120 V gerilim altında 30–45 dk süreyle yürütülmüştür. Jeller, Etidyum bromür ile boyanmış ve DNA bantları, Vilber Lourmat Infinity VX2 görüntüleme cihazı yardımıyla görselleştirilmiştir.

[bookmark: _Toc197948970][bookmark: _Toc207619259][bookmark: _Toc208226088][bookmark: _Toc210644466]3.2.4. Virulens Genlerinin Belirlenmesi

Çalışmada tür düzeyinde E. hirae olarak tanımlanan izolatlarda, bakterinin patojenitesi açısından önemli olduğu bilinen gelE ve esp virulens genlerinin varlığı PCR yöntemi ile araştırılmıştır. Bu genlere özgü primer çiftleri kullanılarak yapılan amplifikasyon sonucunda, izolatların virulens potansiyelleri hakkında bilgi edinilmesi amaçlanmıştır. PCR reaksiyonları, her örnek için toplam 50 μl hacminde gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon karışımı, 1 U Taq DNA polimeraz içerecek şekilde hazırlanmış olup, son konsantrasyonlar şu şekilde ayarlanmıştır: 10X Taq DNA polimeraz tampon çözeltisi 1X, MgCl2 15 mM, her bir primer 20 pmol ve hedef DNA 5 μg. Tüm bileşenler steril koşullarda karıştırılarak reaksiyon tüplerine aktarılmıştır (Eaton ve Gasson, 2001; Vankerckhoven ve diğerleri, 2004).
Hazırlanan bu PCR karışımı, E. hirae suşlarında hedeflenen virulens genlerinin (örneğin gelE ve esp) varlığının moleküler olarak saptanması amacıyla kullanılmıştır. PCR amplifikasyon işlemleri, sıcaklık döngülerinin hassas bir şekilde uygulanmasını sağlayan termal döngüleme cihazı (Boeco, Almanya) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon içeriği ve koşulları, hedef gen bölgelerinin güvenilir ve spesifik bir şekilde çoğaltılmasına olanak sağlayacak şekilde optimize edilmiştir.
DNA amplifikasyonu, aşağıda belirtilen sıcaklık ve sürelerde gerçekleştirilmiştir. Başlangıç denatürasyonu 94 °C’de 2 dk sürdürülmüş, ardından 29 döngü boyunca her bir döngü için 94 °C’de 15 saniye denatürasyon, hedef virulens genine göre gelE geni için 56 °C ve esp geni için 62 °C’de 15 saniye bağlanma ve 72 °C’de 15 saniye uzama işlemleri uygulanmıştır. Amplifikasyon sonunda 72 °C’de 2 dk süreyle son uzama işlemi gerçekleştirilmiştir. Başlangıç denatürasyonu, denatürasyon, uzama ve son uzama işlemleri tüm örnekler için ortaktır. Bağlanma sıcaklığı ise hedeflenen gene göre farklılık göstermekte olup, gelE geni için 56 °C, esp geni için ise 62 °C olarak uygulanmıştır (Eaton ve Gasson, 2001; Vankerckhoven ve diğerleri, 2004).
PCR amplifikasyonu sonrası oluşan ürünler, %2’lik agaroz jel içerisinde elektroforeze tabi tutulmuştur. Jelin içine DNA bantlarının görünürlüğünü sağlamak amacıyla etidyum bromid eklenmiştir. PCR ürünleri, 100 bp DNA ladder ile birlikte jel kuyucuklarına yüklenmiş ve elektroforez işlemi yaklaşık 100 V gerilim altında 45–60 dk sürdürülmüştür. Elektroforez tamamlandıktan sonra jel, Vilber Lourmat Infinity VX2 (Almanya) marka UV transiluminatör cihazı kullanılarak görüntülenmiş ve bantlar değerlendirilmiştir. Görüntüleme sonucunda, 419 bp uzunluğundaki bant gelE genini, 933 bp uzunluğundaki bant ise esp genini göstermiştir. Bu sayede izolatların virulens gen profilleri belirlenmiştir (Eaton ve Gasson, 2001)

[bookmark: _Toc197948971][bookmark: _Toc207619260][bookmark: _Toc208226089][bookmark: _Toc210644467]3.2.5. Biyofilm Oluşturma Özelliklerinin Belirlenmesi

E. hirae izolatlarının biyofilm oluşturma kapasiteleri, Freeman ve arkadaşları (1989) tarafından geliştirilen CRA yöntemi kullanılarak niteliksel olarak incelenmiştir. CRA yöntemi, biyofilm üretme yeteneğinin fenotipik olarak belirlenmesinde yaygın ve ekonomik bir tekniktir. 
Bu amaçla, besiyerine Congo Red boyası ve sakkaroz eklenerek hazırlanmış CRA besiyeri kullanılmıştır. İzolatlar bu ortamda inkübe edilip koloni morfolojileri gözlemlenmiştir. Biyofilm oluşturabilen suşlar agar yüzeyinde siyah veya koyu bordo renkli, kuru ve pütürlü yapıda koloniler oluştururken; biyofilm oluşturamayan suşlar kırmızımsı, parlak ve düzgün yüzeyli koloniler göstermiştir. Koloni görünümü temel alınarak biyofilm üretim durumu niteliksel olarak kaydedilmiştir. Bu yöntem, mikroorganizmaların ekstraselüler polisakkarit üretimine dayalı biyofilm oluşturma yeteneklerini fenotipik düzeyde incelemeye olanak sağlamaktadır.
Biyofilm üretimi, mikroorganizmaların yüzeylere tutunma ve koruyucu matriks oluşturma kapasitesini yansıtarak enfeksiyon süreçlerinde önemli bir virulens faktörü olarak değerlendirilmektedir.

[bookmark: _Toc197948972][bookmark: _Toc207619261][bookmark: _Toc208226090][bookmark: _Toc210644468]3.2.6. Antibiyotik Duyarlılıklarının Belirlenmesi

[bookmark: _Toc197857631][bookmark: _Toc197857845]Moleküler yöntemlerle E. hirae olarak tanımlanan suşların antibiyotiklere karşı duyarlılık profilleri, Kirby-Bauer Disk Difüzyon yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. Bu yöntem, bakterilerin çeşitli antibiyotiklere karşı duyarlılık veya direnç durumlarını değerlendirmede yaygın olarak kullanılan ve Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021) kriterlerine dayanan standart bir fenotipik testtir.
Çalışmada, izole edilen her E. hirae suşu saf koloni elde edildikten sonra steril koşullarda BHIB besiyerine inoküle edilmiştir. Hazırlanan sıvı kültürler 37 °C’de 18–24 saat inkübe edilmiş ve ardından kültürlerin bulanıklığı, 0.5 McFarland standardına göre ayarlanmıştır. Bu standart, yaklaşık 1.5 x 10⁸ CFU/ml bakteri yoğunluğunu temsil etmekte olup, duyarlılık testlerinde karşılaştırılabilir sonuçların elde edilmesini sağlamaktadır.
Standartlaştırılmış bakteri süspansiyonundan her örnek için 100 μl alınarak MHA  plaklarına pipetle aktarılmış ve steril Drigalski spatülü yardımıyla agar yüzeyine homojen şekilde yayılmıştır. Agar yüzeyinin tamamına eşit dağılım sağlandıktan sonra plaklar oda sıcaklığında 10–15 dk kurutulmuştur. Daha sonra, steril pens yardımıyla antibiyotik diskleri agar yüzeyine, birbirinden eşit mesafede ve kenarlardan en az 15 mm uzaklıkta olacak şekilde yerleştirilmiştir. Diskler arasındaki çapraz etkileşimlerin önlenmesine dikkat edilmiştir. 
Plaklara yerleştirilen antibiyotik disklerinden sonra plaklar ters çevrilmiş pozisyonda 37 °C’de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda antibiyotik disklerinin etrafında oluşan inhibisyon zonlarının çapları (mm) hassas şekilde ölçülmüş ve CLSI (2021) standartlarına göre duyarlı, orta duyarlı veya dirençli olarak sınıflandırılmıştır. Tüm ölçümler çift kör olarak yapılmış ve sonuçlar kontrol edilerek kaydedilmiştir.
Çalışmada metodun doğruluğunu sağlamak amacıyla S. aureus ATCC 25923 referans suşu kontrol olarak kullanılmıştır. Bu suşun zon çapları, CLSI’nin referans değer aralıklarıyla uyumlu olarak ölçülmüş ve test sisteminin güvenilirliği doğrulanmıştır. Bu yöntemle elde edilen veriler, E. hirae suşlarının çeşitli antibiyotiklere karşı direnç oranlarını belirlemek ve antibiyotik kullanım stratejilerine ışık tutmak amacıyla doğrulandı.

3.2.7. İstatiksel Analiz

Bu çalışmada, E. hirae izolatlarında tespit edilen esp ve gelE virulens genlerinin biyofilm oluşumu ile ilişkisini değerlendirmek amacıyla çapraz tablo analizi yapılmış ve uygun istatistiksel testler uygulanmıştır. Analizler, Jamovi (v2.6) yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir
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4. BULGULAR


[bookmark: _Toc197948975][bookmark: _Toc207619263][bookmark: _Toc208226092][bookmark: _Toc210644470]4.1. Fenotipik İzolasyon ve İdentifikasyon bulguları

Bu çalışmada, mastitis şüphesiyle alınan toplam 100 adet süt örneğinden Enterococcus spp.  türlerinin izolasyonu amacıyla klasik konvansiyonel yöntemler kullanılmıştır. İzolasyon süreci, EB besiyerinde ön zenginleştirme ile başlamış ve bu aşama, Enterococcus spp.  türlerinin seçici olarak çoğalmasını desteklemek üzere tasarlanmıştır. Ön zenginleştirme sonrası kültürler, seçici besiyerine ekim yapılarak inkübe edilmiştir. Bu besiyeri, eskülin bileşiğini hidroliz edebilen mikroorganizmaların siyah pigment oluşturmasını sağlayan seçici bir ortamdır. İnkübasyon tamamlandıktan sonra, EA üzerinde siyah pigmentli koloniler dikkatle seçilmiştir (Resim 1).
[image: ]
Resim 1. EA besiyerinde siyah pigment oluşturan koloni görünümü.

Sonuç olarak, toplam 100 süt örneğinden 20 adet Enterococcus spp.  türü izole edilmiştir. Bu izolasyonlar, kullanılan EB ve EA besiyerlerinin selektif özellikleri sayesinde güvenilir ve tekrarlanabilir şekilde gerçekleştirilmiştir. İzole edilen koloniler, moleküler ve biyokimyasal testler için çalışmaya dahil edilmiştir.
Makroskobik olarak yuvarlak, düzgün kenarlı ve siyah pigmentli olan bu koloniler, mikroskobik incelemede Gram-pozitif kok bakteriler olarak gözlendi Resim 2. 

[image: ]
Resim 2. Gram boyalı preparatta Enterococcus spp. mikroskop görüntüsü.

Uygulanan katalaz testi negatif bulundu (Resim 3). Tüm izolatlar %6,5 NaCl ortamında üreme gösterdi.
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[bookmark: _Toc207619264]Resim 3 . Katalaz testi uygulanan bakteri kolonilerinden  a) pozitif örnek. b) negatif örnek
[bookmark: _Toc208226093][bookmark: _Toc210644471]

4.2. Genotipik İdentifikasyon Bulguları

[bookmark: _Toc207619265][bookmark: _Toc208226094][bookmark: _Toc210644472]4.2.1. PCR Analiz Bulguları

[bookmark: _Toc197857633][bookmark: _Toc197857850]Çalışmada mastitisli sığırlardan alınan toplam 100 süt örneği incelenmiş ve bu örneklerden 20 adet  Enterococcus spp.  izolatı elde edilmiştir. Bu bulgu, incelenen örnekler arasında Enterococcus spp. prevalansının %20 olduğunu göstermektedir. İzolatların tür düzeyinde tanımlanması amacıyla PCR analizi gerçekleştirilmiştir.
Tüm izolatlarda, tür belirlemede yaygın olarak kullanılan tuf genine ait 112 bp’lik amplikon hedeflenmiştir. PCR ürünleri %2 agaroz jelde elektroforez ile ayrıştırılmış, etidyum bromid ile boyanarak UV transillüminatörü altında görüntülenmiş ve bant profilleri 100 bp DNA merdiveni ile karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. Analizler sonucunda, 20 Enterococcus spp.  izolatının tamamında tuf geni pozitif bulunmuştur (Resim 4).
 [image: ekran görüntüsü, metin, siyah içeren bir resim

Yapay zeka tarafından oluşturulmuş içerik yanlış olabilir.]200 bp[image: ]bp
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Resim 4.  tuf geninin PCR ile amplifikasyonu (112 bp). 

Tür tayini amacıyla yapılan sodA gen analizleri sonucunda ise 20 izolattan 7’sinin E. hirae olduğu belirlenmiştir (Resim 5).
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[bookmark: _Toc197854872][bookmark: _Toc197855097][bookmark: _Toc197857852]Resim 5.  sodA geninin PCR ürünlerinin agaroz jel elektroforezi görüntüsü . 

[bookmark: _Toc197948979] Bu sonuçlar, incelenen 100 süt örneği içerisinde E. hirae prevalansının %7 olduğunu göstermektedir. Ayrıca izole edilen 20 Enterococcus suşu arasında E. hirae’nin oranı %35 olarak belirlenmiştir.
[bookmark: _Toc208226096][bookmark: _Toc210644474]
4.3. Virulens Genlerinin Belirlenmesi

[bookmark: _Toc197857635][bookmark: _Toc197857853][bookmark: _Toc197857636][bookmark: _Toc197857854]Virulens profillerinin değerlendirilmesi amacıyla E. hirae izolatlarında esp ve gelE genleri araştırılmıştır.  E. hirae olarak tanımlanan 7 izolatta, bakterinin patojenitesiyle ilişkili olduğu bilinen gelE ve esp virulens genlerinin varlığı PCR yöntemiyle araştırılmıştır . Her gen için spesifik primer çiftleri kullanılmış ve PCR ürünleri %2 agaroz jel elektroforezinde analiz edilmiştir. Görüntüleme sırasında elde edilen bantlar DNA ladder ile karşılaştırılmıştır 
Amplifikasyon sonrası jel görüntülemelerinde, 419 bp uzunluğundaki bant gelE geninin (Resim 6) 933 bp uzunluğundaki bant ise esp geninin varlığını göstermiştir (Resim 7).
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[bookmark: _Toc197854873][bookmark: _Toc197855098][bookmark: _Toc197857855]Resim 6. gelE genine ait PCR ürünlerinin %2 agaroz jelde elektroforez görüntüsü.
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[bookmark: _Toc197854874][bookmark: _Toc197855099][bookmark: _Toc197857856]Resim  7. esp genine ait PCR ürünlerinin %2 agaroz jelde elektroforez görüntüsü.

Tablo 7. E. hirae izolatlarında virulens genlerinin dağılımı
	Genler
	Bulunan İzolatlar
	Yüzde (%)

	gelE
	EH4, EH5
	28,6

	esp
	EH1
	14,3

	gelE + esp
	EH2, EH3, EH7
	42,9

	Negatif
	EH6
	14,3


.

Bu çalışmada değerlendirilen yedi E. hirae izolatında, virülens genlerinin dağılımı incelenmiş ve izolatlardan elde edilen sonuçların genetik çeşitliliği yansıttığı görülmüştür (Tablo 7). 
İzolatların önemli bir kısmını oluşturan EH2, EH3 ve EH7 (%42,9), hem gelE hem de esp genlerini taşımaktadır. Bu iki genin birlikte bulunması, söz konusu izolatların hem dokuları parçalayan enzim üretme hem de yüzeye tutunabilme kapasitesine sahip olduğunu göstermektedir. Bu özellikleri, bu üç izolatı hastalık oluşturma potansiyeli bakımından grubun en dikkat çekici üyeleri haline getirmektedir.
EH4 ve EH5 izolatlarında ise yalnızca gelE geninin saptanması (%28,6), bu iki suşun proteolitik aktivite açısından güçlü olabileceğini, ancak adezyonu destekleyen esp geninden yoksun oldukları için konak dokularına bağlanma kapasitelerinin sınırlı olabileceğini düşündürmektedir.
EH1 izolatında sadece esp geninin pozitif bulunması (%14,3), bu izolata adezyon ve kolonizasyon açısından avantaj sağlasa da dokuları parçalayan enzim üretiminden sorumlu genin bulunmaması nedeniyle virülens yönünden daha sınırlı bir profil ortaya koymaktadır.
Benzer orana sahip EH6 izolatında (%14,3) her iki genin de negatif olması, bu izolatın diğerlerine göre daha düşük virülens özellikleri gösterebileceğine işaret etmektedir.
Genel olarak değerlendirildiğinde, izolatlar arasında belirgin bir genetik çeşitlilik olduğu görülmekte ve gelE ile esp genlerinin birlikte bulunduğu izolatların baskınlığının, çalışmada elde edilen suşların virülens seviyesini önemli ölçüde etkilediği anlaşılmaktadır.Formun Üstü

[bookmark: _Toc197948980][bookmark: _Toc207619267][bookmark: _Toc208226097][bookmark: _Toc210644475]4.4. Biyofilm Oluşturma Özellikleri

Bu çalışmada, genotipik olarak E. hirae olarak tanımlanan 7 izolata ait biyofilm oluşturma potansiyeli, CRA yöntemi kullanılarak fenotipik olarak değerlendirilmiştir. CRA yöntemi, mikroorganizmaların ekstraselüler polisakkarit üretimine dayalı olarak koloni morfolojisindeki renk ve yapı farklılıklarını gözlemleyerek biyofilm oluşumunu niteliksel olarak belirlemeyi mümkün kılar.
Analizler sonucunda  E. hirae izolatlarında  6’sının biyofilm pozitif olduğu, 1 izolatın ise biyofilm oluşturmadığı belirlenmiştir. Biyofilm pozitif izolatlar, koyu siyah-kırmızı renkte, kuru ve pütürlü yüzey morfolojisine sahip koloniler oluştururken; biyofilm negatif izolat soluk kırmızı renkte, düzgün ve nemli koloni morfolojisi sergilemiştir (Şekil 8).
Formun Altı
Analizler sonucunda  E. hirae izolatlarında  6’sının biyofilm pozitif olduğu, 1 izolatın ise biyofilm oluşturmadığı belirlenmiştir. Biyofilm pozitif izolatlar, koyu siyah-kırmızı renkte, kuru ve pütürlü yüzey morfolojisine sahip koloniler oluştururken; biyofilm negatif izolat soluk kırmızı renkte, düzgün ve nemli koloni morfolojisi sergilemiştir (Resim 8).


[image: ]
Resim 8. E. hirae izolatlarının Congo Red Agarda görünümü. a) Tüm izolatların biyofilm oluşumunun görünümü. b) CRA yöntemi ile biyofilm oluşumunun daha net görünümü; siyah renkli olan soldaki pozitif, sağdaki negatif izolatı göstermektedir.
CRA yöntemi ile değerlendirilen izolatların  %85,7’si biyofilm pozitif, %14,3’ü ise biyofilm negatif olarak belirlenmiştir (Şekil 1). 
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%85,7

[bookmark: _Toc198638145][bookmark: _Toc199195135][bookmark: _Toc207619269]Şekil 1. E. hirae izolatlarının biyofilm üretim oranı. 

[bookmark: _Toc197857637][bookmark: _Toc197857858][bookmark: _Toc197948981]Şekil 1’de biyofilm üretim durumu  izolat sayısına göre yüzdelik oranlarla gösterilmiştir. Renklerle temsil edilen sütunlar, pozitif ve negatif biyofilm üretici izolatların oranını yansıtmaktadır. İzolatların büyük çoğunluğu biyofilm pozitif olarak belirlenmiştir, bu da E. hirae'nin çevresel direnç ve patojenite açısından önemli bir potansiyele sahip olduğunu göstermektedir. Bu sonuçlar, izolatların büyük çoğunluğunun biyofilm oluşturma potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir.
[bookmark: _Toc207619270][bookmark: _Toc208226098][bookmark: _Toc210644476]Fenotipik biyofilm analizinde, yedi izolatın altısında (%85,7) biyofilm pozitifliği gözlenmiştir. Yalnızca EH2 izolatında, hem esp hem gelE genleri pozitif olmasına rağmen biyofilm oluşumu negatif bulunmuştur. Bu durum, genetik potansiyelin her zaman fenotipe yansımadığını, biyofilm oluşumunun çevresel faktörler veya gen ekspresyonundaki farklılıklarla ilişkili olabileceğini göstermektedir. Buna karşılık EH6 izolatında hem esp hem gelE negatif olmasına rağmen biyofilm pozitifliği saptanmıştır. Bu bulgu, biyofilm oluşumunun yalnızca bu iki genin varlığına bağlı olmadığını, başka adezyon faktörleri veya düzenleyici mekanizmaların da süreçte rol oynayabileceğini düşündürmektedir.

4.5. Antibiyogram Bulguları

Çalışmada, E. hirae suşlarının antibiyotiklere karşı duyarlılık profilleri aşağıdaki şekilde belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar, suşların çeşitli antibiyotiklere karşı gösterdiği duyarlılık oranlarını ve direnç seviyelerini ortaya koymaktadır. Antibiyotik duyarlılık testleri, mikroorganizmaların belirli antibiyotiklere karşı duyarlılık düzeylerini belirlemek amacıyla kullanılmaktadır. Bu çalışmada antibiyotik duyarlılık testleri MHA kullanılarak, disk difüzyon yöntemiyle gerçekleştirilmiştir (Resim 10). 


[bookmark: _Toc197854876][bookmark: _Toc197855101][bookmark: _Toc197857859][image: ]    
Resim 10.    E. hirae izolatına ait antibiyogram görüntüsü.
Not: Ampisilin (10 µg), kloramfenikol (30 µg), eritromisin (15 µg), gatifloksasin (5 µg), linezolid (30 µg), nitrofurantoin (300 µg), tetrasiklin (30 µg) ve vankomisin (5 µg) diskleri kullanılmıştır. 

[bookmark: _Toc197857638][bookmark: _Toc197857860]Testlerde kullanılan antibiyotiklerin her biri için tanımlanan duyarlılık orta duyarlılık ve direnç sınır değerleri, klinik tedavi kararlarının yönlendirilmesinde önemli bir role sahiptir. Duyarlılık,  bakterinin test edilen antibiyotiğe karşı etkilenebilir olduğunu, orta duyarlılık antibiyotiğin daha yüksek dozda ya da özel farmakokinetik koşullarda etkili olabileceğini, direnç ise bakterinin antibiyotiğe karşı etkisiz kaldığını ve bu tedavi seçeneğinin uygun olmadığını gösterir. Bu sınır değerler, CLSI ve EUCAST  tarafından, güncel bilimsel veriler ve klinik çalışmalar ışığında düzenlenmektedir. Bu standartlar, mikrobiyolojik laboratuvarlarda antibiyotik seçimi ve tedavi protokollerinin oluşturulmasında kritik öneme sahiptir (Tablo 8).  


Tablo 8. Antibiyotik disklerinin duyarlılık, orta duyarlılık ve direnç sınır değerleri (CLSI, 2021;  EUCAST, 2023)
	Antibiyotik
(Disk Konsantrasyonu)
	Duyarlı
	Orta Duyarlı
	Dirençli
	Standart

	Ampisilin (10 µg)
	≥17 mm
	-
	≤16 mm
	CLSI

	Kloramfenikol (30 µg)
	≥18 mm
	13–17 mm
	≤12 mm
	CLSI

	Eritromisin (15 µg)
	≥23 mm
	14–22 mm
	≤13 mm
	CLSI

	Gatifloksasin (5 µg)
	≥18 mm
	15–17 mm
	≤14 mm
	CLSI

	Linezolid (30 µg)
	≥23 mm
	21–22 mm
	≤20 mm
	CLSI

	Nitrofurantoin (300 µg)
	≥17 mm
	15–16 mm
	≤14 mm
	CLSI

	Tetrasiklin (30 µg)
	≥19 mm
	15–18 mm
	≤14 mm
	CLSI

	Vankomisin (5 µg)
	≥12 mm
	-
	≤12 mm
	EUCAST



[bookmark: _Toc197857639][bookmark: _Toc197857861]Ampisilin, gatifloksasin, linezolid ve vankomisin gibi antibiyotiklere karşı tüm suşlar duyarlı bulunmuş, diğer bazı antibiyotiklere ise değişik düzeylerde direnç gözlemlenmiştir (Şekil 2).
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Şekil 2. Antibiyotiklere göre duyarlılık profili
Not: Veriler, 7 E. hirae izolatı üzerinden hesaplanmıştır. kullanılan antibiyotik diskleri; AMP (Ampisilin), C (Kloramfenikol), E (Eritromisin), GAT (Gatifloksasin), LZD (Linezolid), NIT (Nitrofurantoin), TE (Tetrasiklin) ve VAN (Vankomisin)
Şekil 2’deki ısı haritası, her antibiyotiğe karşı duyarlılık, direnç ve ara duyarlılık oranlarını yüzde cinsinden göstermektedir. Renk yoğunluğu yüksek olan hücreler, ilgili duyarlılık durumunun daha yüksek oranda olduğunu ifade eder. Özellikle Ampisilin, linezolid, gatifloksasin ve vankomisin’in tamamında %100 duyarlılık elde edilmiştir. Kloramfenikol ve eritromisin için direnç yüzdesi %43 olup, bu ajanların dikkatli kullanılmasını gerektirecek düzeydedir. Tetrasiklin, izolatlarda %28,6 dirençli, %14,3orta duyarlı ve %57,1 duyarlı olarak heterojen bir profil göstermiştir.
Tablo 9’ da  E. hirae izolatlarının antimikrobiyal duyarlılık profili incelendiğinde, genel olarak yüksek düzeyde duyarlılık gözlenmiştir. İzolatların tamamı beta-laktam grubu antibiyotiklerden ampisilin, florokinolon grubundan gatifloksasin, oksazolidinon grubundan linezolid ve glikopeptid grubundan vankomisine karşı duyarlı bulunmuştur.
Amfenikol grubu antibiyotiklerden kloramfenikol ve makrolid grubundan eritromisine karşı izolatların %42,9’u dirençli, %57,1’i duyarlı olarak belirlenmiştir. Nitrofurantoine karşı %28,6 oranında direnç, tetrasikline karşı ise %28,6 direnç ve %57,1 duyarlılık saptanmıştır.



Tablo 9. E. hirae İzolatlarının Antibiyotik Duyarlılık Profili (%) (n=7)
	[bookmark: _Hlk216913194]Antimikrobiyal Aile
	Antibiyotik Adı
	Dirençli
(%)
	Orta Duyarlı (%)
	Duyarlı
(%)

	Beta-laktam
	Ampisilin
	0
	0
	100

	[bookmark: _Toc496096437]Amfenikoller
	Kloramfenikol
	42,9
	0
	57,1

	Makrolid
	Eritromisin
	42,9
	0
	57,1

	Florokinolon
	Gatifloksasin
	0
	0
	100

	Oksazolidinon
	Linezolid
	0
	0
	100

	Nitrofuran
	Nitrofurantoin
	28,6
	0
	71,4

	Tetrasiklinler
	Tetrasiklin
	28,6
	14,3
	57,1

	Glikopeptid
	Vankomisin
	0
	0
	100


Not: Veriler, 7 E. hirae izolatı üzerinden hesaplanmıştır.

Antibiyotik duyarlılık testleri sonucunda dört izolat (EH1, EH2, EH3, EH7; %57,1) test edilen tüm antibiyotiklere karşı duyarlı bulunmuştur. Geriye kalan üç izolat (EH4, EH5, EH6; %42,8) ise çoklu antibiyotik direnci göstermiştir. Direnç özellikle kloramfenikol ve eritromisin için ortak olarak belirlenmiştir. EH4 izolatında buna ek olarak nitrofurantoin direnci ve tetrasiklin ara duyarlılığı saptanmıştır. EH5 izolatında tetrasiklin direnci belirgin iken, EH6 izolatı kloramfenikol ve eritromisine direnç göstermiştir. Bununla birlikte tüm izolatlarda ampisilin, linezolid, gatifloksasin ve vankomisin duyarlılığı korunmuştur.
Genetik, fenotipik ve antibiyotik direnç profilleri birlikte değerlendirildiğinde;
· EH1, EH2, EH3 ve EH7 izolatlarının hem virulens genleri hem antibiyotik duyarlılığı açısından nispeten daha düşük riskli olduğu;
· EH4, EH5 ve EH6 izolatlarının ise çoklu antibiyotik direnci ve biyofilm oluşturma yetenekleri nedeniyle daha problemli özellikler taşıdığı görülmektedir.
Özellikle EH2 ve EH6 izolatları, genotip-fenotip arasındaki uyumsuzluk bakımından dikkat çekmektedir. EH2 izolatı esp ve gelE pozitif olmasına rağmen biyofilm negatif bulunmuş, EH6 izolatı ise her iki gen negatif olmasına rağmen biyofilm pozitifliği göstermiştir. Bu sonuç, biyofilm oluşumunun yalnızca belirli virulens genlerinin varlığına indirgenemeyeceğini ve karmaşık bir mekanizma ile şekillendiğini ortaya koymaktadır.
Genel olarak değerlendirildiğinde, izolatların büyük çoğunluğunun çoklu antibiyotik direnci göstermediği, ancak özellikle eritromisin, kloramfenikol ve tetrasikline karşı belirli düzeyde direnç geliştiği belirlenmiştir. Bu bulgular, E. hirae izolatlarının tedavisinde beta-laktam, florokinolon, oksazolidinon ve glikopeptid grubu antibiyotiklerin etkili seçenekler olduğunu göstermektedir.
Elde edilen sonuçlar, E. hirae suşlarının genellikle ampisilin, gatifloksasin, linezolid ve vankomisine karşı yüksek duyarlılık gösterdiğini ve bu antibiyotiklerin etkili tedavi seçenekleri olabileceğini göstermektedir.
Bununla birlikte, kloramfenikol ve eritromisin antibiyotiklerine karşı bazı suşlarda direnç gözlemlenmiştir. Bu antibiyotikler, suşlar arasında %43 oranında dirençli bulunmuş ve bu da bu antibiyotiklerin tedavi etkinliğini sınırlayabilir.
Nitrofurantoin, tetrasiklin  antibiyotiklerine karşı ise, suşlar çoğunlukla duyarlı olmakla birlikte, bazı suşlar direnç göstermiştir. Özellikle tetrasiklinin %14,3 oranında orta duyarlılık göstermesi, bu antibiyotiğin etkinliğinin bazen sınırlı olabileceğini ortaya koymaktadır.
Sonuç olarak, çalışmamızda incelenen E. hirae izolatlarının büyük çoğunluğunda biyofilm pozitifliği (%85,7) saptanmış, ayrıca virulens genlerinin yaygınlığı (gelE için %71,4, esp için %57,1) dikkat çekmiştir. Antibiyotiklere karşı tamamen duyarlı suşların yanı sıra çoklu direnç profili sergileyen izolatların varlığı, bu türün klinik açıdan potansiyel bir risk faktörü olabileceğini göstermektedir.
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Bu tabloda, E.hirae izolatlarında biyofilm oluşumu ile gelE ve esp genlerinin varlığı arasındaki olası ilişkiler istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. Her iki gen için çapraz tablolar oluşturulmuş ve Ki-kare (χ²) testi ile örneklem sayısının düşük olması nedeniyle Fisher’ın kesin testi uygulanmıştır (Tablo 10).




Tablo 10. E. hirae izolatlarında gelE ve esp genleri ile biyofilm oluşumu arasındaki istatistiksel ilişki
	Gen
	Gen Durumu
	Biyofilm (+)
	Biyofilm (−)
	Toplam
	χ² Değeri
	p (Ki-kare)
	p (Fisher)

	gelE
	Pozitif
	4
	1
	5
	0.467
	0.495
	1.000

	
	Negatif
	2
	0
	2
	—
	—
	—

	esp
	Pozitif
	3
	1
	4
	0.875
	0.350
	1.000

	
	Negatif
	3
	0
	3
	—
	—
	—


Not: p < 0,05 değeri istatistiksel anlamlılık olarak kabul edilmiştir.

gelE geninin pozitif olduğu beş izolatın dördü (%80) biyofilm oluştururken, biri (%20) biyofilm oluşturamamıştır. gelE geni negatif olan iki izolatın her ikisi (%100) biyofilm pozitif bulunmuştur. Ki-kare testi sonucu χ² = 0.467, P = 0.495 olup, anlamlılık sınırı olan 0.05’in oldukça üzerindedir. Fisher’ın kesin testi de P = 1.000 olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar, gelE geninin varlığı ile biyofilm oluşumu arasında E.hirae izolatlarında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığını göstermektedir.
Benzer şekilde, esp geni pozitif olan dört izolatın üçü (%75) biyofilm pozitif, biri (%25) biyofilm negatif bulunmuştur. esp geni negatif olan üç izolatın tamamı (%100) biyofilm pozitif olarak saptanmıştır. Ki-kare testi χ² = 0.875, P = 0.350, Fisher testi ise P = 1.000 sonucunu vermiştir. Bu değerler, esp geninin varlığı ile biyofilm oluşumu arasında E.hirae için anlamlı bir ilişki olmadığını ortaya koymaktadır.
Her iki gen açısından da P değerlerinin 0.05’in üzerinde olması, aradaki farkların rastlantısal olabileceğini ve biyofilm oluşumu ile bu genlerin varlığı arasında anlamlı bir korelasyon bulunmadığını göstermektedir. Ayrıca, Fisher’ın kesin testi sonuçlarının da P = 1.000 olması, küçük örneklem hacminde elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamlı bir fark yaratmadığını doğrulamaktadır.
Bununla birlikte, analizlerin sadece 7 E. hirae izolatı üzerinden yapılmış olması, sonuçların genellenebilirliğini sınırlamaktadır. Küçük örneklem sayısı, istatistiksel testlerin gücünü azaltmakta ve anlamlı farklılıkların ortaya çıkmasını engelleyebilmektedir. Bu nedenle, biyofilm oluşumu ile gelE ve esp genleri arasındaki ilişkiyi daha sağlıklı değerlendirmek için daha büyük örneklem gruplarıyla yapılacak ileri çalışmalar gereklidir. Ayrıca, gen ekspresyon düzeylerinin ve diğer biyofilmle ilişkili genlerin incelendiği moleküler araştırmalar, bu ilişkilerin daha iyi anlaşılmasını sağlayacaktır.
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Bu çalışmada yedi E.hirae izolatında esp ve gelE virulens genlerinin varlığı ile çeşitli antibiyotiklere karşı dirençlilik durumları arasındaki ilişkiler detaylı olarak araştırılmıştır. Antibiyotik duyarlılık testleri sonucunda ampisilin, gatifloksasin, linezolid ve vankomisin antibiyotiklerine karşı tüm izolatların %100 duyarlı olduğu belirlenmiş ve bu antibiyotikler için direnç varyasyonu bulunmadığından istatistiksel analizler uygulanmamıştır. Bu durum, söz konusu antibiyotiklere karşı direnç ve duyarlılık arasında karşılaştırma yapma olanağını ortadan kaldırmıştır (Tablo 11).
Tablo 11. E. hirae izolatlarında gelE ve esp genleri ile antibiyotik duyarlılık profillerinin istatistiksel analizi
	Antibiyotik
	Virulens Gen
	Duyarlı (S)
	Dirençli (R)
	Ki-kare (χ²)
	p (Ki-kare)
	Fisher p
	Anlamlı mı?

	Ampisilin
	esp/gelE
	7
	0
	—
	—
	—
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı

	Gatifloksasin
	esp/gelE
	7
	0
	—
	—
	—
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı

	Linezolid
	esp/gelE
	7
	0
	—
	—
	—
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı

	Vankomisin
	esp/gelE
	7
	0
	—
	—
	—
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı

	Kloramfenikol
	esp
	4
	0
	7.00
	0.008
	0.029
	Evet

	Kloramfenikol
	gelE
	3
	2
	0.058
	0.809
	1.000
	Hayır

	Eritromisin
	esp
	4
	0
	7.00
	0.008
	0.029
	Evet

	Eritromisin
	gelE
	3
	2
	0.058
	0.809
	1.000
	Hayır

	Nitrofurantoin
	esp
	4
	0
	1.56
	0.212
	0.429
	Hayır

	Nitrofurantoin
	gelE
	4
	1
	0.467
	0.495
	1.000
	Hayır

	Tetrasiklin
	esp
	4
	0
	3.73
	0.155
	0.143
	Hayır

	Tetrasiklin
	gelE
	3
	2
	1.12
	0.571
	1.000
	Hayır


Not: p < 0,05 değeri istatistiksel anlamlılık olarak kabul edilmiştir.

Analiz kapsamına alınan kloramfenikol, eritromisin, nitrofurantoin ve tetrasiklin antibiyotikleri için ise esp ve gelE genlerinin varlığı ile dirençlilik durumu arasındaki ilişkiler Ki-kare testi ve Fisher’ın kesin testi kullanılarak değerlendirilmiştir. Analiz sonuçlarına göre, esp virulens genine sahip izolatlarda kloramfenikol ve eritromisin direnç durumları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklar bulunmuştur (Ki-kare P=0.008; Fisher P=0.029). Bu bulgu, esp geninin varlığının bu antibiyotiklere karşı direnç gelişiminde etkili olduğunu göstermektedir. esp geninin biyofilm oluşturma kapasitesi ile bağlantılı olması, antibiyotiklerin etkisini azaltan koruyucu mikroçevrenin oluşmasına katkıda bulunarak direnç mekanizmasını destekleyebilir.
Buna karşın, nitrofurantoin ve tetrasiklin için esp geninin varlığı ile dirençlilik arasında anlamlı bir ilişki saptanmamıştır (P>0.05). Bu sonuç, bu antibiyotiklere karşı direnç gelişiminin esp geninden bağımsız mekanizmalarla gerçekleşebileceğini göstermektedir.
gelE virulens geninin ise çalışmada incelenen tüm antibiyotiklere karşı anlamlı bir ilişki göstermediği tespit edilmiştir (P>0.05). Bu durum, gelE geninin antibiyotik direnç mekanizmalarına doğrudan katkısının sınırlı olduğunu veya mevcut örneklem sayısının bu etkinin ortaya konmasına yeterli olmadığını düşündürmektedir. Ayrıca gelE geninin esas olarak jelatinaz üretimi gibi patojeniteye özgü faktörleri etkilediği ve antibiyotik direnç profilleriyle ilişkisinin olmadığı değerlendirilebilir. 
Sonuç olarak, bu çalışma E.hirae izolatlarında esp virulens geninin belirli antibiyotiklere karşı direnç gelişiminde rol oynayabileceğini ortaya koyarken, gelE geninin antibiyotik direnç profilleri üzerinde etkili olmadığı sonucuna varılmıştır. Ancak, analizlerin sadece yedi izolat üzerinden yapılması, elde edilen bulguların genellenmesini kısıtlamaktadır. Daha geniş örneklem sayıları ve moleküler düzeyde gen ekspresyon analizlerinin gerçekleştirileceği ileri çalışmalar, virulens genlerinin antibiyotik direnci üzerindeki etkilerinin daha kesin ve kapsamlı biçimde ortaya konmasını sağlayacaktır. Ayrıca, biyofilm oluşumu gibi fenotipik özelliklerin antibiyotik etkinliği üzerindeki etkilerinin incelenmesi, direnç mekanizmalarının anlaşılması açısından kritik öneme sahiptir.
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Biyofilm oluşturma kapasitesi ile antibiyotiklere karşı duyarlılık arasında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır (P > 0.05) (Tablo 12) . Ampisilin, gatifloksasin, linezolid ve vankomisin gibi antibiyotiklerde tüm izolatların duyarlı olması nedeniyle istatistiksel analiz yapılamamıştır. Kloramfenikol, eritromisin, nitrofurantoin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklerde dirençli izolatlar gözlemlenmiş, ancak biyofilm pozitifliği ile direnç arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark ortaya konamamıştır.

Tablo 12. E. hirae izolatlarında biyofilm oluşumu ve antibiyotik duyarlılığı arasındaki istatistiksel ilişkinin analizi
	Antibiyotik
	Biyofilm Pozitif Duyarlı (S)
	Biyofilm Pozitif Dirençli (R)
	Biyofilm Negatif Duyarlı (S)
	Biyofilm Negatif Dirençli (R)
	Ki-kare (χ²)
	p (Ki-kare)
	Fisher p
	Anlamlı mı?

	Kloramfenikol
	3
	3
	1
	0
	0.875
	0.350
	1.000
	Hayır

	Eritromisin
	3
	3
	1
	0
	0.875
	0.350
	1.000
	Hayır

	Nitrofurantoin
	5
	1
	1
	0
	0.194
	0.659
	1.000
	Hayır

	Tetrasiklin
	4
	1
	1
	1
	0.467
	0.792
	1.000
	Hayır

	Ampisilin
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı

	Gatifloksasin
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı

	Linezolid
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı

	Vankomisi
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	%100 duyarlı, analiz yapılamadı


Not: p < 0,05 değeri istatistiksel anlamlılık olarak kabul edilmiştir.

Bu durum, biyofilm oluşumunun bu izolatlarda antibiyotik direnç mekanizmasıyla doğrudan ilişkili olmayabileceğini veya izolat sayısının azlığı nedeniyle analiz gücünün sınırlı olduğunu göstermektedir. Daha geniş kapsamlı çalışmalarla biyofilm oluşumu ve antibiyotik direnci arasındaki ilişki daha net değerlendirilebilir.
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Bu çalışmada, sığır mastitislerinden izole edilen E. hirae suşlarının virulens faktörleri, biyofilm oluşturma kapasiteleri ve antibiyotik direnç profilleri ayrıntılı olarak incelenmiş; elde edilen bulgular literatürdeki benzer çalışmalarla karşılaştırılarak bu türün mastitis etiyolojisindeki potansiyel rolü ve tedaviye yönelik oluşturabileceği zorluklar değerlendirilmiştir.
Anderson ve arkadaşları (2008), E. hirae'nin genellikle hayvan kökenli bir bakteri olarak tanımlanmasına rağmen, özellikle son dönemlerde sığır mastitisine neden olan etkenlerden biri olarak veteriner hekimlik alanında klinik açıdan giderek daha fazla önem kazandığını bildirmektedir. İnsanlarda enfeksiyona yol açma sıklığı oldukça düşük olsa da, hayvanlarda görülen enfeksiyon vakalarında daha yaygın şekilde izole edilmekte ve bu yönüyle dikkatle izlenmesi gereken potansiyel bir patojen olarak değerlendirilmektedir.
Çalışmamızda tespit edilen %7 oranındaki E. hirae izolasyonu, literatürde bildirilen diğer çalışmalarla kıyaslandığında bazı bölgelerdeki oranlardan oldukça yüksek, bazı bölgelerle ise benzerlik göstermektedir. Örneğin, Çin’in Ningxia bölgesinde Liu ve arkadaşları (2024) tarafından yapılan araştırmada, toplam 466 Enterococcus spp. izolasyonu arasında yalnızca %0,4 oranında E. hirae tespit edilmiştir. Bu düşük oran, bölgesel ekolojik faktörler ve sürü yönetimi uygulamalarına bağlı olabilir. 
Kore’de Nam ve diğerleri (2010) tarafından gerçekleştirilen çalışmada mastitisli süt örneklerinden elde edilen Enterococcus spp.  suşlarının dağılımı araştırılmıştır. İncelenen 12.508 çeyrek süt örneğinden toplam 105 Enterococcus spp.  izole edilmiş, tür düzeyindeki tanımlamalar sonucunda yalnızca 5 izolatta E. hirae tespit edilmiştir. Bu bulguya göre E. hirae, toplam Enterococcus spp.  izolatlarının %4,76’sını oluşturmuştur. Bu durum, E. hirae’nin mastitis etkeni olarak düşük prevalansa sahip olduğunu ancak yine de dikkate alınması gereken bir tür olduğunu göstermektedir.
Uganda’da Kateete ve diğerleri (2013) tarafından yapılan çalışmada ise bakteriyel üreme saptanan 82 süt örneğinden toplam 58 Gram pozitif bakteri izole edilmiş, bunların 16’sı (%28) Enterococcus spp.  türlerine ait bulunmuştur. Tür düzeyindeki tanımlamalarda bu izolatların 4’ünün E. hirae olduğu belirlenmiş; bu da tüm Gram pozitif izolatların %6,89’unu, toplam süt örneklerinin ise %4,88’ini oluşturmuştur. Bu veriler, E. hirae’nin mastitisli süt örneklerinden düşük oranda izole edilen bir tür olduğunu göstermekte, ancak sahip olduğu virulens faktörleri ve potansiyel antibiyotik direnç özellikleri nedeniyle mastitis etiyolojisindeki rolünün göz ardı edilmemesi gerektiğini düşündürmektedir. Bu durum, E. hirae’nin çevresel kökenli mastitis etkenleri arasında yer alabildiğini ve bölgesel farklılıkların izolasyon sıklığını etkileyebileceğini ortaya koymaktadır.
Türkiye’de Aydın bölgesinde yapılan iki farklı çalışma da bu verileri desteklemektedir. Erbaş ve diğerleri (2016) tarafından gerçekleştirilen çalışmada mastitisli ineklerden toplanan 600 süt örneğinden 94’ünde (%15,6) Enterococcus spp.  türleri izole edilmiştir. Tür düzeyindeki tanımlamalarda dizi analizi ve PCR yöntemleri kullanılarak 5 farklı tür belirlenmiş; bunlar arasında E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae ve E. mundtii yer almaktadır. Toplam 94 izolatın 11’i (%11,7) E. hirae olarak tanımlanmış ve bu oran tüm süt örneklerinin %1,83’üne karşılık gelmiştir. Bu sonuçlar, E. hirae’nin mastitis etkenleri arasında nispeten düşük prevalansa sahip olduğunu ancak özellikle çevresel kökenli vakalarda önem taşıdığını göstermektedir.
Kaya ve Türkyılmaz (2019) tarafından yapılan çalışmada mastitisli süt örneklerinden %15,2 oranında Enterococcus spp.  türü izole edilmiştir. Bu izolatların genotipik tanımlaması için tuf genine yönelik PCR yöntemi kullanılmış ve klasik biyokimyasal testlerle tüm bakterilerin Enterococcus spp.  cinsine ait olduğu doğrulanmıştır. Tür düzeyinde yapılan moleküler analizlerde ise sodA genine özgü PCR ile izolatların %9,6’sının E. hirae, %5,3’ünün ise E. durans olduğu belirlenmiştir.
Bu veriler ışığında, E. hirae'nin mastitis etiyolojisindeki rolünün bölgesel farklılıklar gösterdiği ve prevalansının pek çok faktöre bağlı olarak değiştiği anlaşılmaktadır. Özellikle sürü hijyeni ve çevresel koşulların yanı sıra kullanılan laboratuvar teknikleri de izolasyon oranlarını etkileyebilmektedir. Dolayısıyla, mastitisin etkin kontrolü için bölgesel bazda patojen profillerinin belirlenmesi ve uygun önleyici stratejilerin geliştirilmesi büyük önem taşımaktadır.
Bourafa ve arkadaşları (2015), E. hirae’nin özellikle ruminantlar başta olmak üzere birçok hayvan türünde fırsatçı enfeksiyonlara yol açabilen önemli bir bakteri türü olduğunu bildirmiştir. Normal bağırsak florasının doğal bir parçası olmasına rağmen, çevresel stres faktörleri, immünsüpresyon, travma veya hijyen koşullarının yetersizliği gibi durumlarda sistemik ve lokalize enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Literatürde E. hirae’nin hayvanlarda septisemi, endokardit ve özellikle neonatal ishal gibi çeşitli klinik hastalıklara sebep olduğu rapor edilmiştir. Bu bulgular, E. hirae’nin mastitis etkeni olarak önemsiz görülmemesi gerektiğini ve özellikle immün sistemde zayıflama veya hijyen sorunlarının olduğu sürülerde daha dikkatli izlenmesi gerektiğini göstermektedir. Çalışmamızda da düşük oranda izole edilmesine rağmen E. hirae’nin varlığı ve tespit edilen virulens genleri, bu türün potansiyel patojenik etkisini desteklemektedir.
Ioannou ve arkadaşları (2022), E. hirae’nin insanlarda nadiren izole edilen bir tür olmasına rağmen endokardit, osteomiyelit, üriner sistem enfeksiyonu ve bakteremi gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabileceğini bildirmektedir. Bu durum, söz konusu türün sadece hayvanlarda değil, insanlarda da patojen potansiyele sahip olduğunu göstermekte ve zoonotik önemi giderek artan bir bakteri olarak değerlendirilmesine neden olmaktadır. Bu bağlamda, çalışmamızda mastitisli süt örneklerinden izole edilen E. hirae suşlarının virulens özelliklerinin ve antibiyotik duyarlılıklarının incelenmesi, bu türün olası zoonotik risklerinin değerlendirilmesine katkı sağlamaktadır.
Bu çalışmada incelenen 7 adet E. hirae izolatından 5’inde gelE (71,4) ve 4’ünde esp (%57.1) geni pozitif olarak saptanmıştır. Bu iki virulens geni, Enterococcus spp.  türlerinin  enfeksiyon oluşturma süreçlerinde önemli roller üstlenmektedir.
gelE geni, jelatinaz üretiminden sorumlu olup, konak dokulardaki protein yapıların yıkımını sağlayarak bakterilerin invazyon kapasitesini artırır. Ayrıca, biyofilm oluşumunun önemli düzenleyicilerinden biri olarak kabul edilir. Çalışmamızda gelE geninin yüksek sayılabilecek bir oranda tespit edilmesi, E. hirae izolatlarının patojenite potansiyelini desteklemektedir.
esp geni ise Enterococcus spp.  türlerinin  yüzey adezyon kapasitesini artırarak konak hücrelerine tutunma, kolonizasyon ve biyofilm oluşumu süreçlerinde önemli rol oynamaktadır. Hastane kökenli suşlarda sıklıkla bildirilen esp geninin, veteriner kaynaklı suşlarda da giderek daha fazla izole edilmesi dikkat çekicidir. Çalışmamızda esp pozitifliğinin %57.1 oranında bulunması, E. hirae izolatlarının enfeksiyon oluşturma kapasitesine işaret etmektedir. Leavis ve arkadaşları (2004), esp geninin biyofilm oluşturan E. faecalis suşlarında daha yüksek oranda bulunduğunu ve bu genin enfeksiyonun şiddeti ile ilişkili olabileceğini belirtmiştir. Ayrıca, esp geninin antibiyotik direnci ile birlikte taşındığı ve horizontal gen transferiyle yayılabildiği de bildirilmiştir.

Shankar ve arkadaşları (2004) tarafından belirtildiği üzere, bakterinin patojenitesi büyük oranda sahip olduğu virulens genlerine bağlıdır. Özellikle gelE ve esp genleri, Enterococcus spp.  türlerinin enfeksiyon yapma yeteneğinde kritik rol oynamaktadır. gelE geni, jelatinaz enziminin üretimini sağlayarak konak dokuların parçalanmasına ve bakterinin yayılımına katkı sağlarken, esp geni yüzey proteinini kodlamakta ve bu protein bakterinin konak hücrelere tutunma, kolonizasyon ve biyofilm oluşturma süreçlerinde etkilidir (Shankar ve diğerleri, 2004).
Seker ve diğerlerinin (2023) çalışmasında, sığır mastitisi kaynaklı Enterococcus spp.  türlerinde E. hirae suşlarının düşük oranda izole edildiği bildirilmiştir. Bizim çalışmamızda da benzer şekilde, E. hirae izolatlarının prevalansı düşük olmakla birlikte, bu türün mastitis etkenleri arasında önemli bir yere sahip olduğu ve çoklu antibiyotik direnç profili sergilediği belirlenmiştir. Bu durum, E. hirae’nin az görülmesine rağmen mastitis tedavisi ve kontrolü açısından dikkat edilmesi gereken bir patojen olduğunu göstermektedir.
Wu ve diğerleri (2016) çalışmalarında mastitisli ineklerden izole ettikleri Enterococcus spp.  suşlarında gelE, esp, asa1 ve ccf gibi virulens genlerinin varlığını ortaya koymuş, bu genlerin bakterinin patojenitesini desteklediğini bildirmiştir. Ancak virulens genlerinin varlığı ile hastalık şiddeti arasında fare deneylerinde belirgin bir korelasyonun olmaması, patogenez sürecinde gen ekspresyonu, çevresel faktörler ve konakçı bağışıklık yanıtının karmaşık etkileşimlerini düşündürmektedir. Ayrıca, virulens genleri negatif izolatların da mortaliteye yol açması, farklı patojenite mekanizmalarının varlığını göstermektedir .
Bu çalışmada, E. hirae izolatlarının %85,7’si biyofilm pozitif olarak belirlenmiş, yalnızca %14,3’ü biyofilm oluşturmamıştır. Bu yüksek biyofilm üretim oranı, suşların büyük çoğunluğunun çevresel direnç ve patojenlik açısından önemli bir mekanizmaya sahip olduğunu göstermektedir.
Donlan (2002) tarafından vurgulandığı üzere, biyofilm yapıları bakterilerin çevresel streslere ve antimikrobiyal ajanlara karşı korunmasını sağlar. Bu koruma mekanizması, enfeksiyonların kronikleşmesi ve tekrarlaması açısından kritik bir faktördür. Mastitis gibi özellikle süt üretiminde ekonomik kayıplara yol açan ve tedavisi zor enfeksiyonlarda biyofilm oluşumu, antibiyotiklerin etkinliğini azaltarak tedavi sürecini zorlaştırmaktadır.
Lewis (2001), biyofilm içindeki bakterilerin standart antibiyotik dozlarına karşı çok daha yüksek direnç gösterebildiğini ve bu durumun tedavinin uzamasına, ekonomik kayıpların artmasına ve dirençli bakteri türlerinin yaygınlaşmasına neden olduğunu belirtmiştir. Bu nedenle biyofilm oluşturan bakterilerle mücadelede standart tedavi yöntemlerinin yetersiz kalabileceği göz önünde bulundurulmalıdır. Çalışmamızda E. hirae suşlarının biyofilm oluşturma yeteneği, mastitisin tedavi sürecinde karşılaşılan zorlukları desteklemekte ve biyofilm hedefli yeni tedavi stratejilerinin önemini vurgulamaktadır.
El-Zamkan ve Mohamed (2021), Mısır’da yaptıkları çalışmada Enterococcus spp.  suşlarının %18,9’unun güçlü, %32,4’ünün orta ve %21,6’sının zayıf biyofilm oluşturduğunu bildirmiştir. Her iki çalışma da, Enterococcus spp.  türlerinin biyofilm oluşturma kapasitesinin çeşitlilik gösterdiğini ve bu özelliklerin antibiyotik direnci ile enfeksiyonların kronikleşmesinde kritik rol oynadığını ortaya koymaktadır.
Çalışmamızda E. hirae izolatlarının antibiyotik duyarlılık profili, sekiz farklı antibiyotik üzerinden değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlar, bu suşların tedavi açısından önemli bilgiler sunmaktadır. Öncelikle, ampisilin, gatifloksasin, linezolid ve vankomisin antibiyotiklerine karşı tüm izolatların (%100) duyarlı olduğu tespit edilmiştir. Bu durum, söz konusu antibiyotiklerin E. hirae’nin tedavisinde etkili olabileceğini göstermektedir. Özellikle ampisilin ve vankomisin gibi beta-laktam ve glikopeptid sınıfı antibiyotiklerin yüksek etkinliği, mastitis tedavisinde güvenle tercih edilebileceğini desteklemektedir.
Kloramfenikol ve eritromisin antibiyotiklerinde ise duyarlılık oranları %57 seviyesinde olup, %43 oranında dirençli izolatlar saptanmıştır. Bu direnç oranları, özellikle eritromisin gibi makrolid grubunda yer alan antibiyotiklerde direnç gelişiminin önemli olduğunu göstermektedir. Bu durum, bu antibiyotiklerin tedavi protokollerinde dikkatli kullanılmasını gerektirmektedir.
Nitrofurantoin’e karşı izolatların %86’sı duyarlı iken, %14’ü dirençli bulunmuştur. Tetrasiklin grubunda ise %71 duyarlılık, %14 direnç ve %14 orta duyarlılık oranı saptanmıştır. Tetrasiklin gibi geniş spektrumlu antibiyotiklere karşı gözlenen bu direnç oranları, geçmişteki aşırı veya kontrolsüz kullanımın bir göstergesi olabilir ve gelecekte tedavi başarısını olumsuz etkileyebilir. Orta duyarlılık oranlarının özellikle tetrasiklin için %14 olması, tedavi etkinliğinin bazı vakalarda sınırlı kalabileceğini göstermektedir. Bu nedenle, tedavi öncesi duyarlılık testlerinin yapılması önem taşımaktadır.
Genel olarak antibiyotik direnci açısından değerlendirildiğinde, E. hirae izolatlarının ampisilin ve penisilin gibi beta-laktam antibiyotiklere duyarlı olduğu; ancak tetrasiklin, eritromisin ve gentamisin gibi antibiyotiklere karşı anlamlı direnç geliştirdiği görülmektedir. Çalışmamızda tetrasikline karşı %57,1, eritromisine karşı %42,9 ve gentamisine karşı %21,4 oranında direnç saptanmıştır. Gentamisin direncinin nispeten düşük olmasına rağmen, bu dirençli suşların takibi önemlidir; çünkü literatürde direnç genlerinin klinik ya da çevresel kaynaklı kommensal bakterilerden mastitis süt izolatlarına yatay gen transferi yoluyla geçebileceği bildirilmiştir (Lopes ve diğerleri, 2005). Bu mekanizma, antibiyotik direncinin yayılımını hızlandırarak tedavi seçeneklerini sınırlandırabilir ve hayvan sağlığını olumsuz etkileyebilir.
Kore’de yapılan bir araştırmada, E. hirae ve E. gallinarum izolatlarının, klinik açıdan daha sık rastlanan E. faecium ve E. faecalis suşlarıyla benzer düzeyde yüksek antibiyotik direnci gösterdiği bildirilmiştir (Nam ve diğerleri, 2010). Özellikle bu çalışmada, vankomisine orta düzeyde dirençli iki farklı E. hirae suşundan yalnızca birinin aynı zamanda ampisiline karşı direnç göstermesi dikkat çekici bulunmuştur. Bu durum, aynı tür içerisindeki izolatlarda bile farklı direnç paternlerinin olabileceğini göstermekte ve tür içi çeşitliliğin önemine işaret etmektedir.
Ayrıca E. hirae izolatlarının penisilin, tetrasiklin ve eritromisine karşı da yüksek dirençlilik oranlarına sahip olduğu belirtilmiştir (Nam ve diğerleri, 2010). Bu sonuç, söz konusu türün yalnızca tek bir antibiyotik grubuna değil, farklı sınıflara ait birden fazla ajana karşı direnç geliştirme eğiliminde olduğunu ortaya koymaktadır. Bu durum, tedavi seçeneklerinin sınırlanması ve direnç genlerinin yayılma ihtimali açısından kayda değer bir bulgudur.
E. hirae’nin özellikle hayvanlarda enfeksiyon etkeni olarak rol oynadığı bilinmektedir. İnsanlardan elde edilen klinik örneklerde ise oldukça nadir olarak izole edildiği rapor edilmiştir (Park ve diğerleri, 2017). Buna karşın, özellikle sığır popülasyonlarında daha sık rastlanması, bu türe yönelik dikkatin artırılması gerektiğini ortaya koymaktadır (Anderson ve diğerleri, 2008). Sığırlarda yaygın bulunması, hayvan sağlığı açısından önem taşımakla birlikte, aynı zamanda insanlara geçiş potansiyeli nedeniyle zoonotik açıdan da risk unsuru oluşturabilir.
Wu ve arkadaşları (2016), Kore’de yaptıkları araştırmada E. hirae izolatlarının %82,9’unun penisiline dirençli olduğunu; %14,9’unun ampisilin ve vankomisine, %6,4’ünün tetrasikline ve %25,5’inin siprofloksasine karşı direnç gösterdiğini bildirmiştir. Bu direnç oranlarındaki farklılıklar; antibiyotiklerin yanlış ve aşırı kullanımından, bölgesel antibiyotik politika ve uygulamalarındaki farklılıklardan, hayvanların bakım ve hijyen koşullarındaki değişikliklerden ve mikroorganizma türlerinin genetik çeşitliliğinden kaynaklanabilir.
Antibiyotik direnç profillerinin düzenli izlenmesi, mastitis tedavisinde etkin antibiyotik seçimini sağlamak ve direnç gelişimini önlemek açısından büyük önem taşımaktadır. Ayrıca, direnç genlerinin çevresel ve klinik ortamlardan patojen suşlara geçişi, sadece hayvan sağlığını değil, halk sağlığını da tehdit eden önemli bir risk faktörüdür. Bu nedenle, sürü yönetiminde antibiyotik kullanımı titizlikle kontrol edilmeli, gereksiz ve uygunsuz kullanımlar engellenmeli ve direnç mekanizmalarının moleküler düzeyde izlenmesi sağlanmalıdır.
Wu ve diğerleri (2016) çalışmalarında özellikle β-laktam antibiyotiklere karşı yüksek direnç oranları bildirmiştir. Penisilin direncinin %85 gibi yüksek seviyelerde olması, mastitis tedavisinde bu antibiyotiklerin etkinliğinin azalabileceğini göstermektedir. Ayrıca %15 oranında vankomisin direncinin bulunması tedavi açısından ciddi bir sorundur ve veterinerlik pratiklerinde dikkatli antibiyotik kullanımı gerektirmektedir. Kinolonlar ve aminoglikozidler gibi antibiyotik grupularında da yüksek direnç oranları, çoklu ilaç direncinin yaygınlığını ortaya koymaktadır. Bu veriler, farklı bölgelerde ve çalışma koşullarında antibiyotik direnç profillerinin değişkenlik gösterebileceğini işaret etmektedir.
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Bu çalışma, sığır mastitisinden izole edilen Enterococcus hirae suşlarının virülens potansiyelini, biyofilm oluşturma yeteneklerini ve antibiyotik direnç profillerini kapsamlı biçimde ortaya koymuştur. İncelenen 100 mastitisli süt örneğinden yalnızca 7 izolatta E. hirae tespit edilmesi, türün düşük prevalansını göstermesine rağmen bu suşlarda belirlenen güçlü patojenik özellikler, E. hirae’nin mastitis olgularında kesinlikle göz ardı edilemeyecek bir etken olduğunu ortaya koymaktadır. Virülens genlerinin değerlendirilmesi sonucunda elde edilen bulgular dikkat çekicidir: İzolatların 5’inde gelE, 4’ünde ise esp geninin saptanması, bu suşların doku yıkımı, adezyon ve enfeksiyonun ilerlemesine katkı sağlayan biyolojik mekanizmalara güçlü biçimde sahip olduğunu göstermektedir. Bu virülens repertuvarı, E. hirae’nin düşük sıklığına rağmen yüksek düzeyde patojenite potansiyeli taşıdığını desteklemektedir.
Biyofilm analizinde izolatların 6’sının biyofilm pozitif bulunması, bakterinin konak savunmasından kaçma, çevresel streslere direnç geliştirme ve enfeksiyonun kronikleşmesini destekleme kapasitesinin yüksek olduğunu göstermektedir. Özellikle biyofilm pozitif suşların çoğunda gelE geninin eşzamanlı olarak bulunması, bu gen ile biyofilm oluşumu arasında güçlü bir ilişki olabileceğini düşündürmekte ve E. hirae’nin tedaviye dirençli mastitis tablolarında önemli bir aktör olabileceğini göstermektedir. Antibiyotik duyarlılık sonuçları ise klinik açıdan dikkat edilmesi gereken bir tablo ortaya koymuştur. İzolatların ampisilin, gatifloksasin, linezolid ve vankomisine duyarlı olması tedavi açısından olumlu görünmekle birlikte; eritromisin, tetrasiklin ve yüksek doz streptomisine karşı değişken düzeylerde direnç gösterilmesi, tedavi protokollerinde duyarlılık testlerinin mutlaka göz önünde bulundurulması gerektiğini göstermektedir.
Tüm sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, E. hirae’nin düşük prevalansına rağmen belirgin virülens genlerine sahip olduğu, yüksek biyofilm oluşturma kapasitesi gösterdiği ve klinik açıdan önem taşıyan antibiyotik direnç profilleri sergilediği net biçimde ortaya çıkmaktadır. Bu bulgular, E. hirae’nin mastitis yönetiminde, sürü sağlığı programlarında ve tedavi stratejilerinde mutlaka dikkate alınması gereken bir patojen olduğunu güçlü biçimde vurgulamaktadır.
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