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ONSOZ

Mastitis siit veriminde ve kalitesinde azalma ile seyreden, veteriner hekim,
iaboratuar ve ilag giderleri gibi ekonomik giderleri olan bir infeksiyondur. Bu infeksiyonu
oluSturan pek c¢ok neden vardir ve bakteriler mastitisin olusumunda Onemli bir yere
sahiptir. Streptokok infeksiyonlari da bu bakteriyel nedenler arasinda hem gevresel hem de
bulasici bir karaktere sahiptir. Streptokok etkenlerinin bu karakterleri mastitis
infeksiyonlarinin  teghisi, tedavisi ve olusturulmak istenen kontrol programlarnm
diizenlenmesinde 6nemli bir etki olusturur. Ulkemizde mastitisle ilgili pek gok caligma
olmasina karsin hem c¢evresel hem de kontagiy6z streptokok etkenlerinin birlikte
degerlendirildigi caligmalar sinirhidir.

Mastitise neden olan streptokok etkenlerinin laboratuar da konvansiyonel olarak
teshisi hem uzun siirede sonug vermekte hem de kullamlan biyokimyasal testlerin etkenlere
bagli farkli reaksiyonlar olusturmasi nedeniyle hatali sonuglar alinmaktadir. Bu nedenle
son zamanlarda gelistirilen pek ¢ok molekiiler metot hizli ve giivenilir bir teshis i¢in tercih
edilmektedir. Bu metodlar streptokok etkenlerinin cins ve tiir diizeyinde teshisi yaninda,
tiir icerisindeki genetik yakinliklari, molekiiler epidemiyolojileri, diren¢ ve virulens
mekanizmalari gibi pek ¢ok 6zelligin belirlenmesini saglamaktadir.
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1. GIRIS

Mastitis tiim diinyada ozellikle siit sigircihik isletmelerinde sikhkla goriilen ve siit
endiistrisinde bilyilk ekonomik kayiplara sebep olan meme igi bir infeksiyondur (Jain, 1979;
Schalm ve ark., 1971). Genel anlamda mastitis, meme bezlerinin travmatik etkilere ve meme
icerisine c¢ogunlukla ekzojen veya endojen olarak giren mikroorganizmalara karsi reaksiyon
gostermesidir (Blood ve ark., 1979). Meme bezinin yangisal durumuna bagli olarak olusan
patolojik degisikliklerin sonucunda siitte bir takim fiziksel ve kimyasal degisimler de
meydana gelir (Tmanova, 2003). Memeli hayvanlarin hepsinde goriilmekle beraber siit
inekleri i¢in ayri bir 6nem tasimaktadir. Ciinkii siit, 6zellikle insan beslenmesindeki en
onemli gida kaynaklarmdan birisi olarak bilinmektedir ve siitiin baslica kaynagi olarak ilk
sirada siit ineklerinin gelmesi, sigir mastitisini diger hayvanlarda gérillen mastitislere
kiyasla daha fazla 6nemli kilmaktadir (Batu, 1991). Mastitis toplam sigir hastaliklarinin %
26’sin1 olusturmaktadir ve bunun neticesinde ortaya ¢ikan kaybin diger infertilite ve
reprodiiktif hastaliklardan yaklasik iki kat fazla oldugu bildirilmistir (De Graves ve Fetrow,
1993; Philpot, 1984).

Birgok iilkede siit isletmelerinde yapilan gozlemler gostermistir ki inekler arasinda
mastitisin prevalansi % 50, bir meme lobundaki infeksiyon orani ise % 25 civarindadir
(Blood ve ark., 1979). Mastitis kontrol programlarinin uygulanmasi ve bu programlarin
devamhlifimin saglanmasi, 6zellikle kapasiteleri biiylik olan siit igletmelerinde, ekonomik
verimliligin en nemli gostergesidir. Ancak tilkemizde ozellikle siit yonlil yetigtiricilikte
isletme kapasitelerinin kiiciik olmast ve heniiz verimlilik merkezli mastitis kontrol
programlarinin olusturulamamasi nedeniyle, siit {iretiminde biiyiik ekonomik kayiplar
ortaya ¢ikmaktadir (Atasever ve Erdem, 2008; Topgu, 2008). Saglikli siit, saghkh
hayvanlardan elde edildigi igin, hayvan saghgim korumak ve mastitis olgularim erken
teshis etmek temel hedeftir. Siit endiistrisinde mastitis nedenli ekonomik kayiplar, siit
kalitesinin ve siit veriminin azalmasi, buna bagl olarak da ila¢ ve veteriner hizmet
kullaniminin artmasi ve yem giderlerinin artis1 sonucunda ortaya ¢tkmaktadir (Taponen ve
Myllys, 1995). Ayni zamanda, infeksiyonun tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklerin siitte
kalinti birakmasi, bilingsiz olarak ilag kullammmina bagli gelisen antibiyotik direngli
bakteriler, tedavi olanaklarinin smirlanmas: gibi olumsuz etkiler olugmaktadir (Meiri-

Bendek ve ark., 2002; Ferguson ve ark., 2007). Diizenli ve bilin¢li kontrol programlarinin
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uygulanmasi, klinik mastitis olgularinin azaltilmasini ve subklinik infeksiyonlarin da erken

teshis edilmesini saglamaktadir (Cremonesi ve ark., 2006; Osteras ve ark., 2006 ).

Mastitise neden olan etkenler arasinda bakteriler 8nemli bir yere sahiptir (Phuektes
ve ark., 2001a; Chotar ve ark., 2006; Unnerstad ve ark., 2009). Mastitis olgularmdan
birgck etken izole ve identifiye edilmistir. Bu etkenlerin "’éﬁyiik bir kismint bakteriler
olusturmaktadir. Ineklerde mastitis olgularmm %95’inden Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis ve Escherichia
coli izole edilse de 130’dan fazla mikroorganizma mastitis olugturdugu bildirilmigtir
(Hillerton 2005). Memelerdeki anatomik bozukluklar ve travmalar da infeksiyonun

yerlesimini ve olusumunu hizlandirmaktadir (Blowey ve Edmondson,1995b).

Anatomik bozukluklara bagli mastitis olgularinda; memelerin dogmasal olarak
bozuk anatomik yapisi, hayvanmn yasi, ki gibi etkiler, siit veriminin fazla olmasi,
laktasyonun donemi (aktif involusyon, peripartum periyot, erken laktasyon vb.), beslenme
durumlan (Se ve Vit. E ecksiklikleri), siit ineklerini infeksiyona duyarli kilmaktadir

(Blowey ve Edmondson, 1995b; Tmanova, 2003).

Cevresel faktorler arasinda, uygun olmayan g¢evre kosullari, ahir ve barinaklarin
saglik yoniinden uygun olmamasi, yetersiz havalandirma kosullari, altliklarin sert ve kirli
olmasi sayilabilir. Siit verimini arttirmak amaciyla protein yoniinden zengin besleme
mastitise yakalanma olasiligini arttirmaktadir (Botts ve ark. 1979). Sagimcilarin temizlik
ve dezenfeksiyona dikkat etmemeleri de hayvanlar arasinda infeksiyonun yayilmasin
hizlandirmaktadir. Mikrobiyel nedenlere bakildiginda; pek ¢ok bakteri, mantar ve viral
etken mastitisin olusumuna neden olmaktadir. Mastitis etkenleri, meme ve meme kanaliyla
iligkileri yaninda, ozellikleri de dikkate alinarak bulasici ve g¢evresel patojenler olarak
ayrilmistir. Mikrobiyel patojenler, sigir meme bezine yerleserek cogalir ve hayvandan
hayvana sagim smrasinda bulagirlar). Cevresel patojen olan Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae ve Escherichia coli ¢evresel mastitis infeksiyonlarina neden
olmaktadir. Bulasic1 patojenler olarak Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Mycoplasma tiirleri ve Corynebacterium bovis bulunmaktadir. Ayrica tiiberkiiloz etkenleri,
Proteus, Leptospira, Listeria ve Brucella tiirleri de mastitise neden olmaktadir (Sampimon

ve ark., 2009).



Cevresel patojenlerin infeksiyon olusturmas: hayvanlar arasinda sagim esnasinda ya
da sagim aralarinda gevre temast ile meydana gelir (Oliver ve ark, 1997). Cogunlukla kuru
donemde, laktasyonun erken evresinde ve hayvan sikipinmm arttift durumlarda, serbest
hayvanciliktan ziyade ahir isletmelerinde, cevresel patojenlerin olusturdugu infeksiyonlara
daha sik rastlanir. Bakim ve beslemenin iyi yapildigs durumlarda, koliform mastitisleri
nadiren ortaya c¢ikar ve orami %1-2’de kalirken, streptokokkal nedenli mastitis oram
%5’den daha az seyreder, ancak siiriide mevcut herhangi bir problemde bu oran %10 *u
asar. Cevresel streptokoklarin olusturdugu mastitis infeksiyonlarimin %49-50°sin de klinik
semptomlar kendini gosterir. Klinik mastitislerin sonucuna bagl olarak da siit tiretiminde,
reprodiiktif aktivitede azalma ve isletme giderlerinin artisi ile ekonomik kayip sekillenir

(Tmanova, 2003).

Bulasici mastitis infeksiyonlari ise, bir meme bezinin infeksiyon kaynagi olmasi ve
bu infekte meme bezine sahip hayvandan, saglikli bagka bir hayvana etkenin tasinmasi ile
gergeklesir. Meme basi lezyonlari, yetersizbakim kosullarni etkenlerin  yerlesimini
kolaylagtinr (Blowey ve Edmondson, 1995b; Tmanova, 2003). Bulasici mastitis olgular:
siklikla akut, kronik veya subklinik formlarda goriilebilir. Mikroorganizmanin gegisi
sagimcilarm elleri, sagim makineleri gibi sagim esnasinda yayilma gosterir. Bu sekilde
infekte hayvanlardan saghikli hayvanlara mikroorganizmalarin gegisi gergeklesir

(Tmanova, 2003).

Infeksiyonun klinik formlarina bakildiginda; mikroorganizma meme bezini enfekte
ettikten sonra buraya yerleserek hizlt bir sekilde ¢ogalmaya baglar ve bunu konak-patojen
iligkisine bagli olarak cesitli klinik bulgular takip eder. Konak immun cevabinin basarisiz,
antibiyotik tedavisinin yetersiz oldugu durumda etken meme bezine kolonize olur ve
mastitis sekillenir. Sonug olarak da yanginin klinik bulgulari olan siskinlik, renk degisimi,
151 artisi ve agn geligir. Klinik semptomlar perakut, akut, subakut ve kronik formlar halinde
karakterize edilir. Klinik mastitis durumlarinda siitteki degisimler (piht1, renk degisimi, kan
goriilmesi vb.) acifa c¢ikar. Ates, anormal sekresyon, istah kaybi, siit iiretiminin azalmasi
akut mastitis durumlarinda goriilen ilave klinik bulgulardir (Sandholm, 1995; Tmanova,
2003). Klinik mastitis bulgularinin tersine subklinik infeksiyonlarda meme bezi ve siitteki
degisimlere nadiren rastlanir ya da hi¢ rastlanmaz. Semptom gostermeyen hayvanlar
saglikli kabul edilir, bu nedenle subklinik infekte hayvanlarin teshisi zordur (Blowey ve
Edmondson, 1995a). Klinik belirti gostermeyen infekte hayvanlar diger saglikli hayvanlar
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i¢in bir rezervuar gérevi goriir ve saghkli hayvanlar arasinda infeksiyonun yayilimina

neden olurlar (Zadoks, 2004).

Ekonomik yOnden mastitis infeksiyonlari, siit veriminin ve kalitesinin azalmas,
tedavi masraflarma ek olarak somatik hiicre sayisin artigi ve siitlin kullanilamamest,
laboratuvar hizmet alimlan, toksemiye bagli sekillenen hayvan Slimleri ile iiretim
maliyetlerini arttirmakta ve yetigtiricilik ySniinden &nemli problemlere neden olmaktadir

(Taponen ve Myllys, 1995).

Mastitis infeksiyonlarinin gelisebilmesi icin, mikroorganizmalarin meme kanalina
girmesi, infeksiyonun baglamasi ve yangisal reaksiyonlarin olusmasi gerekmektedir

(Vehmas ve Sandholm, 1995; Akan, 2006).

Streptokok mastitisleri baslangu;ta- gizli ve yavas seyretmektedir. Klinik olarak
saptanabilecek anormallikler memede hemen goriilmez. Genellikle laktasyon déneminde
infeksiyon sekillenir ve zaman gectik¢e siitiin memede toplanmasina bagl olarak klinik

bulgular da gekillenmeye baslar (Philpot ve Nickerson, 2000).

Streptokok cinsi bakteriler insan, hayvan ve bitkiler gibi genis bir konakgci
dagilimina sahiptirler. Bu cins ilk olarak 1884 yilinda Rosenbach tarafindan tammlanmis
ve 1975 tarihinde Wilson ve Miles tarafindan, 1978 yilinda ise Jones tarafindan bildirimi
yapilmistir. Streptokoklarin siniflandirilmasinda en 6nemli degisimler 1906 yilinda
Andrewes-Horder, 1919 yilinda Orla-Jensen, 1933 yilinda Lancefield ve 1937 yilinda ise
Sherman tarafindan ortaya konmugtur (Sherman, 1937; Khan, 2002; Facklam, 2002).
Streptokoklar 1918 yilinda Rebecca Lancefield tarafindan hemolitik 6zellikleri géz 6niine
alinarak Strepfococcus haemolyticus olarak isimlendirilmigtir. Arastirici  etkenlerin
karbonhidrat antijenlerini spesifik serum kullanarak tiplendirmig ve streptokoklar gruplara
ayrilmistir (Lancefield, 1933). Streptokoklar Gram pozitif, yuvarlak, zincir seklinde diziler
yapan, hareketsiz, sporsuz, kapsiillii, insan ve hayvanlarda lokal ve genel bir ¢ok hastaliga
neden olan ve onlarin mukoz membranlarinda da normal olarak yasayabilen bakterilerdir.
Mikroskobik bakida sivi besiyerlerinde uzun zincirler halinde goriiliirken, kati
besiyerlerinde diplokok seklinde goriilebilirler. Zenginlestirilmis besiyerlerinde iyi iireme
gosterirler (Akan, 2006). Streptokoklar Bergey’s Manual (Garrity, 2001) tarafindan

Laktobasiller sintfi altinda ayn bir aile olarak incelenmigtir.



S. agalactiae, S. dysgalactiae ve S. uberis etkenleri siit siirciigimda ¢ok yaygin
olarak rastlanan ve ekonomik kayiplarin sekillendigi mastitis infeksiyonlarinda izole
edilmektedir. Mastitis kontrol programlari, siit sagimindaki gelismeler, sagim sonrasi
hijyen uygulamalari, vaygin olarak kullanilan antibiyotik tedavileriyle S. agalactiae ve S.
dysgalactioe’nin neden oldugu mastitis infeksiyonlarinda azalma goriilmis ancak S
uberis’in neden oldugu infeksiyonlarda belirgin diizeyde bir azalmaya rastlanmamistir

(Sampimon ve ark., 2009).

Mastitise neden olan etkenlerin bulasici ve g¢evresel olarak gruplandiriimasiyla
ayrim vyapilarak etkenlerin patogenezi bu gruplama ile izlenmistir. Bulasici mastitis
etkenlerinin meme bezinde yasayarak ¢ogalmasi ve sagim esnasinda hayvandan hayvana
gecisi sekillenmistir. Cevresel patojenlerin ise 6zellikle isletmelerin fazia ve isletme igi
hayvan populasyonunun yogun oldugu yerlerde infeksiyon olusturdugu goriilmiistiir.
Mastitiste en 6nemli ikinci patojen olarak kabul edilen etken ise S. agalactiae'dir. Mastitis
ile ilgili yapilan etiyolojik caligmalarda, vakalarin %13-34"tinden Streptococcus cinsine
bagli bakterilerin izole edildigi bildirilmektedir. Bunlar arasinda 6zellikle S. agalactiae'lar
onemli bir yer tutmaktadir (Cetinkaya 2011). Infeksiyona neden olan streptokokkal
etkenlerin durumuna bakildiginda S. agalactiae digindaki streptokoklar ¢evresel patojenler
olarak gruplandinlmis, S. agalactiae ise bulasict bir patojen olarak nitelendirilmistir
(Oliver ve ark.,1997). Mastitisi olusturan gevresel streptokoklar arasinda S. dysgalactiae, S.
uberis bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, cevresel patojen etkenler arasinda S. uberis ve
S. dysgalactiae sik olarak izole edilmektedir (Oliver, 1988; Todhunter ve ark., 1995). Bu
etkenlerin yaygin olmasina karsin patogenezlerinde, virulens faktorleri ile iliskileri net
olarak anlasilamadigi ve etkenlerin heterojen ozellikler gostermesi nedeniyle olusturulmak

istenen kontrol stratejileri de basarisiz olmustur (Oliver ve ark.,1997).

Mastitis infeksiyonlarina iligkin yapilan prevalans ¢alismalarinda farkl: izolasyon
oranlar1 elde edilmistir. Piepers ve ark. (2007) 178.668 adet siit 6rneginde yaptiklart
bakteriyolojik incelemede %2,3 oraninda S. dysgalactiae, %0,3 oraninda ise S. agalactiae

izole etmislerdir.

Dakman (2000) yaptigi ¢alismada, %12,8 oraninda Streptococcus spp. izolasyonu
gerceklestirmis ve %4,5 oraninda S. agalactiae etkeni identifiye etmistir. Karahan (2005)

ise, %24,3 oraninda streptokok izolasyonu gerc¢eklestirmis ve bu streptokoklar igerisinde



%10,4 oraninda S. agalactiae identifiye ederken, %13,9 oraminda diger streptokok titrlerini

identifiye etmistir.

Arda ve Istanbulluoglu, (1981) mastitis etkenlerinin  izolasyon ve
identifikasyonlarna yénelik bir calismada %8,7 oraminda S. agalactiae izole ederken, %4.6

oraninda S. uberis izolasyonu gergeklestirmistir.

Ulusoy ve ark. (1985) 63 adet siit drneginde %28,6 oraninda S. dysgalaciice ve
%15,6 oraminda S agalactiae izolasyonu gergeklestirmisler, S. wuberis izole

edememislerdir.

Aydm ve Baysal, (1995) yaptiklari mastitis miicadele programi kapsammda 12505
adet siit 6rnegine yaptiklari mikrobiyolojik incelemede, 268 adet (%2) streptokok izole
etmislerdir. Izole edilen streptokoklarin 210 adedi S. agalactiae, 47 adeti S. uberis ve 11

adeti S. dysgalactiae olarak identifiye edilmisitr.

Tel ve ark. (2009) Urfa yoresinde yaptiklart mastitis taramasinda %8,9 oraninda
streptokok izolasyonu gergeklestirmislerdir. Iahin ve ark. (1997) ise mastitisli stitlerde
streptokok izolasyon oranimi %29,82 olarak bulmuslar ve bunlann, %14,03°nd S.

agalactiae, %8,77’sini S. dysgalactiae ve %7,02’sini S. uberis olarak belirlemislerdir.

Kanada’da yapilan bir ¢alismada ise, 3033 adet siit drneginde %6,3 ile S. uberis en
sik izole edilen streptokok tiirii iken, S. dysgalactiae %4, S. agalactiae ise %0,1 oraninda

izole edilmistir (Riekerink ve ark., 2008).

1984-1994 yillart arasinda Amerika’da, Ulusal Mastitis Konseyi’nin yaptigi bir
aragtirma sonucunda c¢evresel streptokok tiirleri %3,9 oraminda izole edilirken, S.

agalactiae %4,3 oraninda izole edilmistir (Oliver ve ark., 1997).

Bulagic1 ve gevresel streptokokkal etkenlerin neden oldugu mastitis infeksiyonlari
icin yapilan ¢aligmalarda yillara ve isletme tiplerine gore de farkh sonuglara ulagilmistir.
Unnerstad ve ark. (2009) S dysgalactiae oranm %156, S. uberis oranim %l1,1
bulmuslar, S. agalactiae izole edememislerdir. Arastinicilar S. uberis tirlerinin kum altlik
kullanan isletmelerde, talas kullanan isletmelere gére daha sik infeksiyon olusturdugunu
belirlemislerdir. Ayrica S. dysgalactiae’nin daha gok Actinomyces pyogenes ile birlikte yaz

mastitislerine neden oldugunu bildirmislerdir.



Sicilya’da yapilan bir calismada ise, siitten yapilan izolasyonda %11,1 oraminda
streptokoklara rastlanirken, bu oranmin %2,3’lik kismmm S. agalactiae’nin olusturdugu

gézlenmistir (Ferguson ve ark., 2007).

Usteras ve ark. (2006) S. dysgalactiae etkenlerinin daha ¢ok kis aylarinda ve ahirda
yapﬂan vetistiricilikte, S. uberis etkenlerinin ise yaz mevsiminde ve daha gok hayvanlarin

meraya ciktiklar1 donemde infeksiyon olusturdugunu bildirmislerdir.

Tenhagen ve ark. (2009) ilk laktasyonunda olan ineklerde streptokok izolasyon
orammi %12,6 olarak tanimlamislar, bu oran iginde S. agalactiae %0,1, S. dysgalactiae
%3.4, S. uberis’i ise %2,3 oraninda identifiye etmislerdir. Geri kalan %7°lik kismm diger
streptokoklar tarafindan olusturuldugunu belirtmislerdir. Daha yasli hayvanlarda izole
edilen streptokoklar %31,8 bulunmus olup bu oranin % 0,1°ni S. agalactiae, %13,6’sim S.
dysgalactiae ve %8,5°ni ise S. uberis etkenleri olusturmus geri kalani ise diger streptokok

tiirleri olarak bulunmustur.

Sampimon ve ark. (2009) ise, S. uberis prevalansini %1,1 bulurken, S. dysgalactiae

prevalansinm %0,9 olarak bulmus ve S. agalactiae etkenine rastlamamuislardir.

Yeni Zelanda’da klinik mastitislerin %15,2’sinde S. wuberis, %0,6’sinda S.
dysgalactiae, %0,3’tinde ise S. agalactiae izole edilmistir (Petrovski ve ark.,2009),
Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada da siitlerdeki bakteriyolojik rnekleme sonucunda %23,5
oraninda S. wuberis etkeni izole edilitken S. agalactiae ve S. dysgalactiae etkenlerine

rastlanmamistir (Bradley ve ark.,2007).

S. agalactiae, siv1 kiiltiirlerde zincir seklinde tireme gosteren etken, Streptococcocea
ailesine Streptococcus cinsine ait olan bir bakteridir. Bakteri, meme kanallart ve
sisternlerinde yagar. Beta hemolitik olan etkenler hemolitik olmayan etkenlere oranla daha
patojenik suslardir. CAMP testi pozitifdir. Serolojik gruplandirma da identifikasyon
prosediiriinde Onemli bir ozelliktir ve S. agalactiae Lancefield gruplandirmasinda B
grubunda yer alir (Tmanova, 2003). Kroniklesen ve zamanla memelerin kor olmasi ile
sonuglanan ¢ok bulasici mastitise neden olmaktadir (Jain, 1979; Philpot ve Nickerson,

2000; Tmanova 2003).



S. agalactiae, yalnizca ineklerin memesinde yasayabilir ve c¢ogalabilir. Cevrede
ideal kosullarda bile birka¢ glinden fazla canliliguu siirdiiremez. S. agalactiae’nin en

onemli kaynagi bu etken ile infekte meme veya memelerdir ( Bastan 2010).

S. agalactiae meme kanalina kolonize olarak, meme epitel hiicrelerine tutunur
(Blowey ve Edmondson, 1995a; Karahan, '2005); Bu 6zellik S aureus ve S. agalacﬁaé i¢in
karakteristiktir. S. agalactiae siit kanallarinda ve alveollerinde ¢ogalarak yangisal cevabi
tetikler. Damarlarin genislemesiyle bol miktarda 16kosit siite ve meme dokusuna gecer.
Siitiin fiziksel ve kimyasal yapisinda bozulmalar sekillenir. Sekretorik dokuda yangisal
duruma karsi cevap, fibroz doku olusumu ile sekillenir. Tedavi edilmezse siit kanallart
yangisal duruma baglh olarak kapanir ve siit tiretimi azalir, somatik hiicre sayist artar ve
involusyon sekillenir. S. agalactiae penisilin, ampisilin, sefalosporin, eritromisin,

trimetoprim-siilfonomid gibi antibiyotiklere kars1 duyarlidir (Py6rola, 1995).

Genel olarak subklinik seyir gosteren S. agalactiae mastitislerinde, etkenin daha
kolay ve hizli bir sekilde teshis edilmesi i¢in siitiin laboratuar ortaminda incelenmesi
gerekmektedir (Meiri-Bendek ve ark., 2002). PCR temelli teknikler, teshisin hizh ve dogru
bir sekilde gerceklesmesinde yarar saglamaktadir. Meiri-Bendek ve ark. (2002)
gelistirdikleri spesifik primerler ile PCR tekniklerinin S. agalactiae’nin teshisinde daha

giivenilir oldugunu bildirmislerdir.

Dmitriev ve ark. (2004) yaptiklarn ¢alismada B grubu streptokoklarin teshist igin
scpB genini PCR ile tiplendirme i¢in kullanmiglar ve bu primerlerle gerceklestirilen
PCR’in kiiltiir metoduna gére daha hassas, kolay ve daha kisa siirede sonu¢ verdigini

ortaya koymuslardir.

Chotar ve ark. (2006) S. agalactiae etkenlerini molekiiler olarak teshis etmek igin
yiizey immunojenik proteinini kodlayan sip genini kullanmislar, farkli bélgelerden izole
edilen S. agalactiae suslarinda bu bélgeye spesifik primerler ile yaptiklart PCR sonucunda

etkenlerin tamamini identifiye ettiklerini bildirmiglerdir.

S. agalactiae etkenlerinin insan ve sigirlarda farkli yapiya sahip oldugunu,
serotiplendirme ve ribotiplendirme ile sadece 2 izolatin insan izolatlarindan ayrilamadigin
gostermis, nadiren de olsa insan izolatlarimin sigirlara gectigini bildirmislerdir (Dogan ve

ark. 2005).



S. agalactiae nedenli mastitislerin tedavisinde penisilin grubu antibiyotiklerin
kullamims ile infeksiyon seyri iyilestirilebilir (Bastan 2010). Tedavi etkinliginin iyi olmas:
agisindan sagim swrasindaki hijyen kurallarina, sagim sonrast meme dezenfeksiyonuna,
kuru donem tedavisine, kronik enfekie hayvanlarn siiriden uzaklagtinlmasina ve safim
makinelerindeki optimum performansa dikkat ediimesi gereklidir (Py&rola, 1995; Blowey

ve Edmondson, 1995a).

S. dysgalactiae’nin yol agtign mastitislerde klinik semptomlar diger streptokoklarin
neden oldugu meme i¢i enfekiyonlara oranla daha ciddi olabilmektedir (Bastan, 2010).
Streptokoklarin genel 6zelliklerini tasimaktadir. S. agalactiae’ya ¢ok benzer, ancak metilen
mavisini koagule edip, sodyum hippurat: hidrolize etmemesiyle aynlir. S. dysgalactiae
bulasic1 6zellige sahip t¢lincii biiyiik patojen olarak kabul edilir (Blowey ve Edmondson,
1995a). Cevresel bir etken olarak tamimlanmasina karsin yari bulasict yart ¢evresel bir
etken olarak bulunur (Oliver, 1997). En sik olarak meme derisinde, 6zellikle sagim
aletlerinin hijyenik olarak kullanilmadigi durumlarda sagim aletleri yiizeylerinde, meme
yaralarinda, kesiklerde ve gigek yaralarindan izole edilmistir. Meme bezleri infeksiyonun
tasinmasinda daha az Oneme sahiptir. Etken ayni zamanda tonsillerde bulundugu igin
memelerin yalanmasi esnasinda da gecis miimkiin. Bu durum S. dysgalactiae’nin diive
mastitislerinde ve kuru donemdeki hayvanlarda goriilme nedenini agiklamaktadir (Blowey
ve Edmondson, 1995a). S. dysgalactiae nedenli masttislerin patogenezisi ve salgiladiklari
toksinler S. agalactiac’nin neden oldugu mastitislerdekine benzemektedir. Fakat, bu
bakterinin meme epiteline tutunmasi, S. agalactiae’dan daha zayiftir (Bastan, 2010). Meme
irritasyonuna neden olan ugan hasere, soguk hava etkisi gibi durumlarda memelerin
yalanmasi klinik belirtiler olusuncaya kadar etkenin &zellikle meme kanalina kolonize
olmasina neden olur (Blowey ve Edmondson, 1995a). Lancefield serogruplandirmasinda C
grubunda yer alan etken taksonomik ¢alismalarda grup L igerisinde S. equisimilis, insan
infeksiyonlarinda ise G grubu igerisinde S. dysgalactiae olarak isimlendirilmistir.
Biyokimyasal testler ve hiicre duvar yapisinin degerlendirilmesi temel alarak, hayvan
infeksiyonlarinda serogrup C ve L ye ait oldugu bulunarak S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae olarak tiplendirilmistir. Insan infeksiyonlarinda C ve G serogruplarina ait olan
etken S. dysgalactiae subsp. equisimilis olarak tanimlanmigtir. L grubu streptokoklarin, S.
equisimilis’in ve G grubun da yer alan insan infeksiyonlarindan sorumlu streptokok
tiirlerinin s1fir meme bezlerine yerleserek infeksiyon yaptigina nadiren rastlanmigtir.

S. dysgalactiae’nin sigirlarin tonsillerinde, agiz ve vagina mukozasinda oldukga fazla



miktarda bulundufu ve kuru dénemde herhangi bir S dysgalactiae infeksiyonu
bulunmadig: halde laktasyon doneminde infeksiyonun goriilmesinin, etkenin ¢evresel
bulasma yolunu daha ¢ok kullandigim géstermistir (Colgue ve ark., 1993; Oliver ve ark.,

1997).

Hassan ve ark. (2003) PCR yontemi ile Lancefield serogruplandirmasinda C, G ve
L gruplarna ait S. dysgalactiae suglarim 16S-23S rDNA vya gore tiplendirmis ve serolojik
olarak heterojenite gosteren farkli serogruplardaki S. dysgalactiae etkenlerini c¢apraz

reaksiyon gostermeden PCR yontemi ile identifiye etmislerdir.

S. uberis’in mastitis infeksiyonu ile iligkisi ilk olarak 1932 yilinda Diernhofer
tarafindan ortaya konmustur (Oliver ve ark.,1997). Bu ¢alismalara gore enterokok ailesine
ait oldugu diistiniilen S. uberis’in Enterococcus ailesine ait olmadig, piyojenik streptokok
ailesine benzerlikler gosterdigi goriilmistir. Roguinsky 1972 yilinda S. uberis’in bazi
fizyolojik 6zelliklerini ayn1 habitatta bulunan diger 7 tiir ile karsilagtirmig ve S. uberis’in
iyi tanumlanmis ayri bir tiir oldugunu bulmustur. Facklam 1977 yilinda Streptokok ailesini
S. pyogenes, S. viridans, S. lactis ve enterokoklar ailesi olarak 4 biiyiik gruba aymrmustir. S.
uberis bu ¢alisma da viridans grup igerisine girmistir. Her iki ¢alismada da biyokimyasal
testler ve serolojik yontemler kullamlmistir. S. uberis’in olusturdugu mastitislerde ise
kronik hafif seyirli, siitte hafif degisikliklere neden olan bir infeksiyon gsekli
gozlenmektedir (Akan, 2006). S. uberis nedenli mastitislerin diger streptokok nedenli
mastitislerden farki, etkenin meme yiizeylerinde ve inegin diger viicut bolgelerinde
bulunabilme 6zelligidir (Colque ve ark., 1993). S. uberis gevresel bir patojen olarak klinik
vakalardan yiiksek oranda izole edilirken, subklinik mastitis vakalarinda laktasyondaki
hayvanlarda ve kuru dénem periyodunda predominant bir etken olarak izole edilir. S.
uberis nedenli mastitislerde siirii igcerisinde infeksiyon oraninda artis goriiliir. S. uberis,
streptokok nedenli diive mastitislerinde laktasyonun ilk 5 giiniinde goriilen infeksiyonlarda
sik olarak rastlanan bir etkendir. Bu yiizden S. uberis nedenli mastitis olgularinin biiyiik
oranda nedeni, teat dipping ve kuru dénem antibiyotik tedavisinin yetersiz ve uygun

olmayisi olarak bildirilmigtir (Khan, 2002).

S. uberis etkenleri kronik mastitise neden olmakla birlikte bulasici etkenlerle de
yakin iliskide olabilecegi tahmin edilmektedir. S. uberis etkenleri stit igletmesi, ahir, altlik
ve su yalaklari, meralar ve diski ile kontamine olan her yerde sik olarak bulunur. Meme

bezlerinin buralarla temasi sonucu etken alinmis olur (Zadoks, 2004; Khan, 2002). Etkenin
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sagim esnasinda inekten inege ge¢isi de sz konusudur. Serbest vetistiricilikte S. uberis
suglarinin hayvanlar arasindaki ge¢isi, ineklerin memelerini yalamasi ya da sinekler
aracihgi ile s6z konusu olmaktadir. Ozellikle vaz aylarinda, enfekte hayvanlarla saghkli
hayvanlanin ayni yere yatma egilimleri etkenin gecisini arttirmaktadir (Blowey ve
Edmondson, 1995a). Etkenin aym zamanda ineklerde sindirim sistemine, genital sisteme
ve meme bezine kolonize olabildigi gériilmektedir (Oliver ve ark., 1997; Khan ve ark.,

2003).

Etkenin bu sekilde pek ¢ok ortama adapte olmasi biyolojik olarak incelenmis ve
pek ¢ok pseudogen yapisina sahip oldugu, yapisinda bakteriyofaj adalari ve genomik
adalar bulundurdugu gortilmiigtir. Bu durum da S. uberis in farkli ekolojik ortamlara nasil
uyum sagladigint agiklamaktadir. Diger streptokok tiirleri ile yapilan karsilastirmalarda en
fazla S. agalactiae ve S. zooepidemicus ile benzerlik gosterdigi bulunmustur. S. uberis
etkenlerinin bulunduklan isletmelere gore farklilik gosterdigini belirlemisler, predominant
olan etkenlerin daha fazla virulens 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir (Zadoks ve ark.,
2003). Yapilan bir calismada da, S. uberis etkenlerinin meme bezinde duktular dokuda ve
sekretorik alveoliin luminal bolgesinde treme gosterdigi gdzlenmistir. Almeida ve ark.
(2007), S. uberis etkenlerinin uzun siire meme epitelyum hiicresinde herhangi bir etki
olmaksizin kalabildigini ve hiicre i¢i bu yerlesimi ile infeksiyonun meme dokusunun

derinliklerine yayilarak persiste bir infeksiyon haline geldigini belirtmislerdir.

S. uberis mastitislerinde ¢ogunlukla infeksiyon aniden baslar ve memede sisme,
siitte pithti olusumu, genel durum bozuklugu ve ates goriilir. Meme bezinde bakterinin
opsonizasyonu zayif sekillenir ve buna bagl olarak da fagositoz olayinda lokositler
tarafindan yikimlanma da zorlasir. Antimikrobiyel tedavi olduk¢a 6nemlidir ve ¢ogu
vakada seyir iyi goriiniirken bazi durumlarda infeksiyon tekrarlayabilir. Kuru dénemdeki
hayvanlarda yaygin olarak infeksiyonu sekillendiren etkene karst sagaltim kuru dénemin
ilk 2 ve son 2 haftasinda 6nemlidir ve 6zellikle son iki haftada uygulanan tedavi, bagariy1

arttirir (Blowey ve Edmondson, 1995a; Khan, 2002).

Mastitise neden olan Streptokoklarin cins ve tiir diizeyinde tiplendirilmesi, virulens
ozelliklerinin belirlenmesi, antibiyotik direngliliklerinin ortaya c¢ikarnilmasi, etkenlerin
birbirlerine epidemiyolojik ve genetik anlamda yakmliklarinin tayini i¢in pek ¢ok ¢alisma
yapilmis ve bu caligmalarin sonucunda da her gegen giin yeni veriler elde edilmistir

(Zadoks ve ark., 2003).
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Son yapilan molekiiler galigmalarda S. uberis’in tek tip bir organizma olmadifs ve
molekiiler olarak farkiiik gosterdigi goriilmiistir (Jayarao ve ark., 1990; Odierno ve
ark.,2006). Baseggio ve ark. (1997), mastitise neden olan 3 streptokokkal etken arasinda S.
uberis’in en heterojen grup oldugunu gostermis, 10 isletmede 21 alt tip bulmus ve sadece

bir isletmede benzer 2 bant profili gézlemlemislerdir.

Jayarac ve ark. (1990) 42 adet S. uberis etkenini Snce konvansiyone! metotlar ile
tiplendirmeye calismislar ve 27 adet S. uberis etkeninin spesifik biokimyasal &zellikleri
gosterdigini  saptarken 15 susun farkhi  biyokimyasal karakterler gosterdigini
belirlemislerdir. Ancak biokimyasal testlerin yakin iliskili S. uberis etkenlerinin ayriminda
yetersiz kaldigi belirtilmis ve enzim kesimlerinin ise farklilasmay: etkili bir sekilde
sagladig1 goriilmiistiir. (Khan ve ark.,2003; Zadoks ve ark., 2003). Zadoks ve ark. (2005)
farkli ortamlardan izole edilen S. wberis etkenlerine yapilan tiplendirme sonucunda
etkenlerin aym yapida olduklarint gérmiislerdir. Jayarao ve ark. (1992) bir siiriide farkls
hayvanlardan ve laktasyonun farkli zamanlarindan toplanan meme sekresyonlarinda benzer
DNA izlerinin yaygin oldugunu da gostermislerdir. S. uberis’in subklinik olgularinda
etkenler arasinda heterojenite oldugu, klinik olgulardaki etkenlerde ise bu heterojenitenin

daha az oldugunu belirlemislerdir.

S. uberis etkenlerinde varyasyonun bu derece yiiksek olmasi, S. uberis’in ¢evrede
opurtinistik bir etken olarak bulunmasina baglanmistir. Bu heterojenik yapinin
olusmasinda aymi zamanda cografi bolgelere bagh farklhiliklarinda etkili oldugu

belirtilmistir (Gilbert ve ark., 2006).

Streptokoklara bagli mastitis infeksiyonlarinin belirlenmesi i¢in laboratuvar teshis
metotlar1 uygulanmalidir. Bunun icin siit 6rnekleri, kanli agara (%5-7 koyun kanli) ekilir
ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyondan sonra iireme meydana gelen besiyerlerindeki
kolonilere Gram boyama, katalaz ve oksidaz testi uygulanarak Gram pozitif kok, katalaz ve
oksidaz testi negatif 6zellik gosteren etkenler Strepfococcus spp. olarak identifiye edilir.
Tiir diizeyinde ayrim yapmak i¢in, CAMP, eskulin, sodyum-hippurat ve karbonhidrat

fermentasyon testleri uygulanir (Quinn ve ark., 2004).

S. agalactiae ectkenleri mikroskobik bakida uzun zincirler halinde goriiliir.
Lancefield gruplandirmasinda B grubunda yer alan etkenler, CAMP testi pozitif, eskulin
negatif, sodyum-hippurat testi pozitiftir. S. dysgalactiae etkenleri Lancefield
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gruplandirmasinda C grubunda bulunurlar ve sodyum hippuratt hidrolize etmezler, bu
ozellilderi ile S. agalactioe’dan ayrilirlar. S. uberis eskulin ve sodyum-hippurat testi
pozitiftir ve bazi suslart CAMP pozitif Szellik g@sterir (Cizelge 1.1.). S, uberis etkenleri

serolojik olarak heterojenite gosterir (Quinn ve ark. 2004).

Cizelge 1.1. S. agalactiae, S. dysgalactiae ve S. uberis etkenlerinin konvansiyonel
ayirimi. (Quinn ve ark., 2004)

CAMP Eskulin Na-Hippuorat MacConkey Lancefield
S. agalactiae + _ + B B
8. dvsgalactiae | _ _ _ C
5. uberis _ + + _ _

Streptokoklarin hemagliitinasyon olusturma 6zellikleri bir¢ok arastirici tarafindan
incelenmis ve farkli sonuglar elde edilmistir. Arastiricilar, hemagliitinasyon ozelliginin
bakterinin mukozal yiizeylere tutunmasinda etkili oldugu ancak test sonuglarinm
bakterilerin in vitro ortamda tiretildigi kosullar ve besiyerinden etkilendigini saptamislardir

(Wibawan ve ark. 1993, Ekin ve Giirtiirk 2006, Kurl ve ark 1989).

McDonald ve arkadaslar1 (2005) CAMP pozitif 6zelliginin S. uberis etkenlerinde
%9 oraminda goriilebilecegini belirtmislerdir. Jiang ve ark. (1996) S. agalactiae ve S
uberis etkenlerinde bulunan CAMP yapisini karsilastirdiklan arastirmada, her iki etkende
bulunan CAMP faktor yapisimin ve CAMP faktor yapisina karsi olusan antikorlarin benzer
oldugunu gostermislerdir. S. uberis etkenlerinin CAMP testinde %19’ unun pozitif oldugu
ve eskulin testinde ise %11 oraninda negatif oldugu belirlenmistir (Odierno ve ark., 2006).
Hassan ve ark. (2002) CAMP 6zelligi negatif olan S. agalactiae suslanim molekiiler olarak
incelemisler ve ilgili primer ile yaptiklan PCR sonucunda genotipik olarak CAMP
pozitifligi saptamislardir. Arastiricilar bu farklilig: ekspresyon hatasina baglamislardir. S,
uberis, S. canis ve S. pyogenes etkenlerinde fenotipik olarak belirlenen CAMP pozitifligi
molekiiler olarak da dogrulanmis ve bu gen bdlgesinin S. agalactiae ile yakin iliskili

oldugu gosterilmistir (Hassan ve ark., 2000).

Devriese (1991), Lancefield serogruplandirmasint genellikle beta hemolitik 6zellik
gosteren streptokok tiirleri i¢in tanimlamis, hemoliz 6zelligi bulunmayan ya da alfa
hemoliz gosteren streptokok tiirlerinin serogruplandirmasi igin kullanimda grup spesifik

antijenlerin bulunmamas: gibi durumlarda kullanimmin hatali sonuglar verecegini
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belirtmigtir. Aragtiric: bu serotiplendirme yonteminde aym grup spesifik antijenlerin farkh
streptokok tiirleri {izerinde olabilecegi gibi farkli antijenik yapilarmda aynmi streptokok

tirleri Gizerinde bulunabilecegini belirtmistir.

Kawata ve ark. (2004), streptokoklarm identifikasyonunda kullanilan Lancefield
gruplandirmasinin  daima tiire speSiﬁk sonuglar vermedigini bazi durumlarda atipik
reaksiyonlarla kargilagildigimi  belirlemis, PCR temeline dayali teshis metotlarmn
laboratuarlarda uygulanmas: ile her tiiriin kisa zamanda daha az maliyetle daha dogru
identifiye edilebilecegini bildirmislerdir. Oliver ve ark. (1998), PCR temelli teshis
metotlarmin kullanimi ile bir laktasyonda infeksiyon olusturan etkenlerin gelecek
laktasyondaki durumlarimin veya olusabilecek yeni infeksiyoniarin belirlenebilecegini
bildirmislerdir. Ayni1 zamanda PCR temelli yontemler ile etkenlerin alttiplerinin,
infeksiyon epidemiyolojisinin, asit  ve ilag uygulamalarinin  belirlenebilecegini

bildirmislerdir.

Mastitis infeksiyonlarinda molekiiler metotlarin kullanimu ile aragtirmalar bir veya
birkag etken yoniinde olurken bazi ¢aligmalarda mastitise neden olan streptokoklarin yani
stra E. coli, S. aureus gibi bakterilerde teshis edilebilmektedir. Aymi zamanda siitten
yapilan ckstraksiyon metodlart da gelistirilerek PCR etkinliginin artist amaglanmistir

(Riffon ve ark., 2001).

Molekiiler temelli teshis metotlarinin farkli uygulama sekilleri ile mastitis
infeksiyonlarinda streptokoklarin teshisi daha hizli ve uygulanabilir hale gelmistir.
Rastgele primerlerin kullanimi ile yapilan RAPD-PCR {esti ile etken identifikasyonu ve
etkenin  epidemiyolojik  durumu  belirlenebilmistir.  Etkenlerin  siitten  direkt

identifikasyonunda bu yontem basarili sonuglar vermistir (Gillespie ve ark. 1997).

Cremonasi ve ark. (2006), mastitis infeksiyonlarinda hizli bir teshis igin DNA
amplifikasyonunu temel alan molekiiler teknikler kullanmiglar ve etkinligi arttirmak i¢in
ekstraksiyon agsamasinda da inhibitorleri ortadan kaldirmanin sonug spesifitesini arttirdigini

gormiislerdir.

Mastitiste koruma programlari uygulamak tedaviden daha ekonomiktir. Bu nedenle
isletmelerdeki inekleri koruma altina alan bir program uygulanmalidir. Bu programlar ile

daha az mastitis olgusu, daha az siit kaybi, daha az is giicii olmakta ve tedavi masraflarn
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asgariye inmektedir (Bastan, 2009). Streptokok infeksiyonlarmnin kontrol edilmesi iginde
belirli kritik kontrol noktalari olusturulmugtur. Sagim swrasindaki hijyen kurallan, kuru
dénem tedavisi, safim Oncesi ve sonrasi meme dezenfeksiyonu, kronik infekte hayvanlarn
stiriiden uzaklastinlmasi, sagim makinelerinin optimum sartlarda kulianimi bu kontro

noktalarim olusturur (Blowey ve Edmondson, 1995a).

Streptokokkal infeksiyonlarin tedavisi i¢in etkenlerin duyarh oldugu penisilin
grubu antibiyotikler kullamlabilir. Hem laktasyon doneminde hem de kuru dénemde bu
sekilde sagaltim ile %60- 90 oraninda basari saglanir. Alinacak diger koruyucu Snlemler
etkenin g¢evresel veya kontagiy6z yapisina bagli olarak segilir. Cevresel streptokok

infeksiyonlarinda ¢evresel sartlar iyilestirilmelidir (Pyorola, 1995).

Bu aragtirma ile Aydin ve Izmir bélgesinde gorillen sifir mastitislerinden
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae ve Streptococcus uberis etkenlerinin
hem kiiltir hem de molekiiler yontemlerle hizli, duyarli ve spesifik olarak tamisinin

yapilmasi amaglanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Bu calismada Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na getirilen mastitis problemi g&steren hayvanlara ait siitler ile gesitli
isletmelerden steril kosullarda, uygun &rnekleme ile alinan, toplam 100 adet slit Srnegi

konvansiyonel metotlarla streptokoklar yoniinden incelendi.
2.1.1. Kullamlan Besiyerleri ve Kimyasallar

Siit orneklerinden streptokoklarin izolasyon ve identifikasyonunda kanh agar
(Oxo0id), Brain-Hearth Broth, Hippurat soliisyonu (Merck 820648), Ninhidrin ayraci
(Merck 7484659662) kullanildi.

2.1.2. izolasyon ve identifikasyon

Laboratuara getirilen siit 6rneklerinden kanli agarlara ekimler yapilarak 37°C’de
24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde yapilan
degerlendirmelerde 1-3 mm ¢apinda, S tipli koloniler segilerek Gram boyama yontemi ile
boyandi. Mikroskobik olarak Gram pozitif kok seklinde olan kolonilere katalaz testi
yapildi ve katalaz negatif koloniler Strepfococcus spp. olarak kabul edildi (Akan, 2006,
Winn ve ark.,2006). Tiir diizeyinde identifikasyon amaciyla CAMP, eskulin testleri
kullanild: (Quinn ve ark. 2004). Izole edilen streptokoklarin saklanmasi amaciyla gliserinli
Todd-Hewitt Broth kiiltiirleri -20 oC’ ye kaldirild: (Fortin ve ark. 2003; McDonald ve ark.
2005).

2.1.2.1. Eskulin Testi

Bu testte igerisinde eskulin bulunan Edward’s medium kullamild:. Izole edilen
streptokok kolonilerinden Edward’s mediuma ekimler yapilarak 370C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda koyu kahve-siyah renkli koloniler S. uberis
i¢in pozitif, agik kahve renkli ya da renksiz koloniler negatif olarak kabul edildi ve diger
streptokok tiirleri bakimindan degerlendirildi. (Quinn ve ark., 2004).
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2.1.2.2. CAMP Testi

S. agalactiae etkenlerini belirlemek igin CAMP testi yapildi. Kanlt agarin ortasina
S. aureus Cowan 1 susu ekildi. Bu ekim hattina dik ve temas etmeyecek gekilde izole
edilen streptokok kolonilerinin ekimleri yapildi. 370C de 24-48 saat inkubasyona birakilan
kanlt agarlar da iki bakterinin keéigtigi noktada semsiye tarzinda goriilen hemoliz CAMP
pozitif olarak degerlendirilirken bu suslar S. agalactiae olarak aynldi (Quinn ve ark,,

2004).
2.1.3. PCR’da Kullanilan Buffer, Soliisyon, Primer ve Enzimler

Izole edilen streptokoklarm PCR temelli tekniklerle identifikasyonu ve
tiplendirilmesi amaciyla, Taq Polimeraz (Bioron 101005), 10X PCR buffer (Ambresco
0658), 25 mM MgCl, (Fermentas 6703, Litvanya), 10 mM dNTP set (Larova LR 0200),
DNA marker (Fermentas 00028313, Litvanya), Agaroz (PronA agaroz 8012), 6X Loading
dye (Fermentas R0611 ), Ethidium Bromide, TBE soliisyonu, primerler kullanilomstir.

2.1.4. PCR’da Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

DNA Thermal Cycler (Eppendorf), elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi, UV
transilliiminatdrlii bilgisayarlt jel dokiimantasyon sistemi, santrifiij (Eppendorf), steril

kabin (Thermo Class II 2020), vorteks (Nuve), hassas terazi (Aesculap) kullanildi.
2.2. Yontem

2.2.1. izolasyon ve Identifikasyon

Laboratuvara getirilen siit 6rneklerinden kanli agarlara ekimler yapilarak 37°C’de
24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde yapilan
degerlendirmelerde 1-3 mm ¢apinda, S tipli koloniler segilerek Gram boyama yontemi ile
boyandi. Mikroskobik olarak Gram pozitif kok seklinde olan kolonilere katalaz testi
yapild: ve katalaz negatif koloniler Streptococcus spp. olarak kabul edildi (Akan, 2006,
Winn ve ark.,2006). Izole edilen streptokoklarin saklanmasi amaciyla gliserinli Brain-

Hearth Broth kiiltiirleri -20 °C’ ye kaldirildi

17



2.2.2. DNA Eldesi (Ekstraksiyon}

PCR’da kullamilmak iizere Orneklere ait DNA’larin  ekstraksiyonu yapildi. Bu
amagla siipheli koloniler % 5 koyun kanli agarda 37° C’de 24-48 saat inkiibe edildi.
Koloniler 6ze yardimu ile toplanarak 400 ul FTS icinde siispansiyonunun ardindan 100
°C’de 10 dk kaynatilarak bakteri DNA’s1 ekstrakte edildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek iistteki sivi PCR’da hedef DNA olarak kullaniimak iizere
saklandi.

2.2.3. PCR

PCR’da kullamilmak {iizere 6rneklere ait DNA’larin  ekstraksiyonu yapildi. Bu
amagcla stipheli koloniler % 5 koyun kanli Brucella agarda 37° C’de 24-48 saat inkiibe
edildi. Koloniler 6ze yardimi ile toplanarak 400 pl FTS i¢inde stispansiyonunun ardmdan
100 °C’de 10 dk kaynatilarak bakteri DNA’s1 ekstrakte edildi. Daha sonra 13.000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek iistteki sivi PCR’da hedef DNA olarak kullanild:.

Izolatlarimizin molekiiler identifikasyonu i¢in dupleks ve monopleks PCR yapildt.
Dupleks PCR igin olusturulan 50 mikrolitrelik reaksiyon karisimu 1X PCR solusyonu,
2.5mM MgCl,, 0.2 mM her bir ANTP, 2 IU Taq polimeraz, 80 pmol her bir S.agalactia
primerinden, 20 pmol her bir S.uberis primerinden olusturuldu. S.dysgalactiae i¢in
olugturulan 25 mikrolitrelik PCR karisimi da 1X PCR solusyonu, 1. 25mM MgCl,, 0.1 mM
her bir ANTP, 2 IU Taq polimeraz, 40 pmol primer ¢ifti ile hazirland1. Her iki reaksiyon
icin de amplifikasyon kosullar1 olarak 95 derecede 5 dk 6n denaturasyonu takiben; 95
derecede 1 dk, 59 derecede 30 sn, 72 derecede 30 sn olmak tizere 35 siklus ve 72 derecede
10 dk son uzama asamasi uygulandi. PCR dirtnleri %2 agaroz iceren agaroz jel
elektroforez ile goriintillendi.

Cizelge 2.1. Dupleks ve monopleks PCR’da kullamlacak oligoniikleotid dizileri

Primer Oligoniikleotid dizisi ( 5°-3’) Biiyiikliik (bp)

S. agalactiae AAGGAAACCTGCCATTTG 270
TTAACCTAGTTTCTTTAAAACTAGAA

S. dysgalactiae GAACACGTTAGGGTCGTC 264
AGTATATCTTAACTAGAAAAACTATTG

S. uberis TAAGGAACACGTTGGTTAAG 330
TTCCAGTCCTTAGACCTTCT
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3. BULGULAR

Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na getirilen mastitis problemi gisteren hayvanlara ait sitler ile cesitli
isletmelerden saglanan toplam 100 adet siit Grmegi streptokokiar yoniinden incelendi. izole
edilen etkenlerin tiir diizeyinde identifikasyonlart fenotipik ve molekiiler 6zellikleri
incelenerek gergeklestirildi. Ayrica izole edilen Streptokoklarm molekiiler benzerlikleri de

degerlendirildi.

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular:

Incelenen 100 siit &rnefinin 23 (%23)’iinden Streptococcus spp. izolasyonu
gerceklestirildi. Konvansiyonel metodlarla izole edilen suslarin 13 (%57)’4 S
dysgalactiae, 10 (% 43)u S. uberis olarak identifiye edildi. Oreklerde S. agalactiae susu

bulunamadi.

Cizelge 3.1. Elde edilen Streptokok suslarinin biyokimyasal aktiviteleri

Tiirler CAMP Eskulin

S. agalactiae (n:0) - -

8. dysgalactine (n:13) - -

8. uberis (n:10) ~ - +

3.2. PCR Bulgulan

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile aym 6rnekleri incelendiginde izolatlardan 3 (%
13)1 S. dysgalactiae, 9 (% 39)u S. uberis olarak belirlenirken hi¢ S. agalactiae susu
goriilmedi. Fenotipik ozelliklerine gore, en yiiksek diizeyde S. dysgalactiae ve S. uberis
izole edilirken, molekiiler olarak incelendiginde S. agalactiae ve S. dysgalactiae izolasyon

oranlarimin birbirine yakin oldugu belirlendi.
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Resim 3.1. S. uberis jel elektroforezi

Resim 3.2. S. dysgalactiae jel elektroforezi
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Resim 3.2. S. agalactiae jel elektroforezi

Elde edilen sonuglar ise, molekiiler yontemlerin Streptokoklarm tiir diizeyinde

identifikasyonu i¢in oldukga yararlt oldugunu ortaya koymustur.
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4. TARTISMA

Mastitis; genellikle bakteriyel veya mikotik patojen ectkenlere bagh olarak
sekillenen meme dokusu yangisidir. Siit inekeiliginin yapildigi isletmelerde en sik
rastlanilan problem MASTITIS tir. Ortalama her 100 inekten 17°sinde bulunmustur.
Yorelere gore degismekle birlikte yurt ¢capinda %5-53 arasinda olup, mastitisin yurdumuz

inekeiliginde ne kadar 6nemli bir sorun oldugu goriilmektedir (Aydin 1989).

Mastitis, siitgiiliik isletmelerinde giderleri arttirarak ve siit veriminde belirgin bir
azalmaya sebep olarak 6nemli ekonomik kayiplara neden olan &nemli bir problemdir. Sik
sagilan ineklerin siitlerindeki lizozim(inhibin) ve laktoferrin gibi koruyucu enzim
aktivitelerinin %18 daha fazla oldugu ve bu uzun siireli enzim aktivitelerinden dolay: sik
araliklarla sagilan ineklerde mastitis goriilme insidensinin daha az oldugu bildirilmektedir.
Calismalar daha az siklikla sagilan igletmelerde mastitislerin daha cok sekillendigini

bildirmektedir (Bademkiran ve ark 2005).

Mastitisin klinik formlar, Klinik mastitis, subklinik mastitis ve kronik mastitistir.
Klinik mastitis siitte fark edilebilir degisikligin olustugu meme yangisidir ve perakut, akut
ve subakut olarak dort formu vardir. Subklinik mastitis, dis bakida herhangi bir
degisikligin goriilmedigi meme yangisidir. Kronik mastitis uzun siire seyreden mastitislerin
sonucunda meme dokusunda fibr6z dokularin gelismesi ile karakterizedir. Subklinik
mastitisler diger mastitislere oranla 40 - 50 defa daha fazla sekillenmesi ve %3-26 oraminda

slit kaybina neden olmasindan dolay1 6nemlidir(Aydin 1989).

Mastitis hastaliginda mikrobiyel faktorler biiyilk rol oynamaktadir. Mastitis
etkenlerinin basinda Staphylococcus aureus, S.epidermis, E.coli ve Streptococus tiirleri
gelmektedir ve normal kosullarda siit inekgiligi isletmelerinde yilda ortalama %30-35
oraninda mastitis olgusu goriilmektedir(Bademkiran ve ark 2005). Calismamizda
arastirdigimuiz  Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae ve Streptococcus

uberis etkenleri de Streptokokal mastitislerin olugmasinda yaygin olarak goriiliirler .
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Streptokok mastitisleri ilk defa 1884 yilinda Nocard ve Mollerau tarafindan
bildirilmistir. Onceden streptococcus mastitis contagiosa sonradan S.mastitis veya

S.agalactiae olarak isimlendirilmistir(Anonim).

Streptococcus dysgalactiae, Memede, rumen, digki ve ahirlarda her yerde yasar.
Uygun saghk kosullarimin gelistirilmesivle kontrol edilebilir ve orta derecede

antibiyotiklere hassastir (Bray ve ark 1996).

Streptococcus uberis, yaygin bir ¢evre patojeni olarak bilinmektedir. Ayrica klinik
mastitis vakalarinda yiiksek oranda, laktasyondaki ineklerde de cogunlukla subklinik

vakalarda goriilmektedir (Khan ve ark 2003).

Streptococcus agalactia, Memede yasar, uzun periyotlar i¢in meme bezi disinda var
olabilir. Penicilinlere duyarlidir,elimine edilebilir, genelde infekte inekler satin
alinmadik¢a hayvan siiriilerine doniisii yoktur (Bray ve ark 1996).Tek siiriilerde pratikte
eradike edilebilen S..agalactiae, mastitis ajam olarak yaygindir. Birgok infekte inek birkag
klinik semptom ve anormal siit gostermistir, fakat genellikle yitksek somatik hiicre sayisina
sahiptir(SHC). Dékme siitte SCC 1,000,000 hiicre/ml yada daha fazla oldugunda inek
siitinde yada dokme siitte SCC oraninda artis meydana gelir ve yiikselme durursa S.
agalactiae’dan kugkulanilir. S. agalactiae aslinda meme bezinin sisternasini ve damar
sistemini infekte eder. Bezin yangisimi olusturan irritanlar retilir ve ara sira klinik
semptom gosteren subklinik mastitis olusturur. Cogunlukla S. agalactiae nadiren siddetli

hastalifa neden olur fakat sonraki laktasyonda siit verimini diisiiriir (Anonim).

Siit ineklerinde streptococcus agalactiae’nin neden oldugu belirsiz olarak baslayan
zamanla kronik hale gegen, memelerin kirelmesine sebep olan ¢ok bulasici bir meme
infeksiyonudur(Bray ve ark 1996). Baslangigta gizli ve hafif seyreder, gittikce siddetlenir.
Cogunlukla bir ya da iki meme lobunda olursa da; ii¢ veya dort lobu kapsayan olaylarda az
degildir. Zamaninda sagaltim olmasa S.pyogenes, E.coli ve Staphylococcus gibi bakteriler
sekonder infeksiyon olarak hastaliga katilirlar (Leloglu 1997). Ineklerde kronik mastitise
neden olan S.agalactiae, streptokoklarin genel 6zelliklerini tasir. Sporsuz, hareketsiz, gram
pozitif koklardir. Infekte ineklerin siitlerinden yapilan preparatlarda cok sayida ve uzun
zincirler halinde goriliir. Kanli agarda koloniler etrafinda ancak 1 mm kadar hemoliz

goriliir (Leloglu 1997).
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Bakteriyel nedenler basta olmak iizere gesitli nedenlere bagl olarak sekillenen
meme dokusu yangisi mastitis olarak tanimlanmir. Mastitis infeksiyonuna bagh olarak siit
veriminde azalma ve buna bagh olusan gesitli sonuclara bagh olarak bu infeksiyon siit
yonlii yetistiricilik yapan bir isletme i¢in olduk¢a Snemli ekonomik kayiplar sekillendirir.
Streptokoklar mastitise neden olan 6nemli bakteriyel patojenierdir. Bu patojen etkenlerin
kendi aralarinda cevresel ve bulasici olarak simiflandinlmalan, mastitis probleminin
¢Oziimiinde etkene spesifik yonetim prosediirii ve tedavi uygulamalannin basarisim artinr.
Bu nedenle streptokokkal mastitislerin identifikasyon prosediirinde izlenecek islemler
oldukg¢a onemlidir. Bu ¢alismada, mastitisli siitlerden etken izolasyonu ve Streptokoklarin
mastitis etiyolojisindeki rolleri klasik kiiltiir yontemi ile belirlenerek, izole edilen
Streptokok suslarimin  molekiiler tekniklerle (polimeraz zincir reaksiyonu; PCR)
tiplendirilmesi ve molekiiler epidemiyolojileri ile ilgili temel bilgilerin saglanmas:

amaclanmigtir.

Siit orneklerinden  streptokoklarin izolasyon oranlan farklilik gostermektedir.
Piepers ve ark. (2007), inceledikleri siit orneklerinin %2,3’iinden S. dysgalactiae,
%0,3’tinden S. uberis ve S. agalactiae izole etmisler ve izolasyon oraninin diisiik olmasini

ciftlikte yapilan diizenli bakteriyolojik yoklamaya baglamislardir.

Phuektes ve ark. (2001) 117 siit 6rneginde Streptococcus tiirlerini kiiltiir ve PCR ile
izolasyonlar1 karsilagtirmali olarak yapmig. PCR ile yapilan ¢alismada % 17,1 S. agalactia,
% 3,4 S. dysgalactia, % 7,3 S. uberis izole edilirken, kiiltiir yontemiyle % 14,5 S. agalactia,
% 1,7 S. dysgalactia, % 0,9 S. uberis izole edilmistir.

Dakman (2000) inek mastitis olgularindan %12,8 oraninda Streptococcus spp.
izolasyonu gerceklestirmis ve bu streptokoklarin %4,5’inin S agalactiae oldugunu
bildirmistir.

Bradley ve ark.,2007 siitlerdeki bakteriyolojik 6rnekleme sonucunda %23,5
oraminda S. uberis etkeni izole edilirken S. agalactiae ve S. dysgalactiae etkenlerine

rastlamlmamuigtir.

Karahan (2005) inceledigi mastitisli siit orneklerinden % 24,3 oraninda

Streptococcus spp. izole etmis ve izole edilen etkenlerin %10,4’ii S. agalactiae ve
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%13,9’unu diger streptokoklar olarak identifiye etmistir. Arda ve Istanbuliuoglu, (1981)

ise mastitisli siitlerde %8,7 S. agalactiae ve % 4,6 S. uberis izolasyonu gergeklestirmisgtir.

Unnerstad ve ark. (2009) inek siitlerinde S. dysgalactiae oranini %15.,6, S. uberis

oranini % 11,1 bulmuslar ancak S. agalactiae izole edememislerdir

Sahin ve ark. (1997) ise, siitlerden streptokok izolasyon oranimi %29,82 olarak
bulmus, ve bunlarm %14,03 S agalactiae, %8,77 S. dysgalactiae ve %7,02 S. uberis
olarak identifiye edilmistir.

Unnerstad ve ark. (2009) inek siitierinde S. dysgalactiae oramim %15,6, S. uberis

oranimt % 11,1 bulmuslar ancak S. agalactiae izole edememislerdir.

Sampimon ve ark. (2009) S. wberis prevalansimi %1,1 bulurken, S. dysgalactiae

prevalansint % 0,9 olarak bulmus ve S. agalactiae etkenine rastlamamislardir.

Dakman (2000) inek mastitis olgularindan %12,8 oraninda Streptococcus spp.
izolasyonu gergeklestirmis ve bu streptokoklarin %4.,5’inin S. agalactiae oldugunu

bildirmistir.

Tenhagen ve ark. (2009) inek siitlerinden izole ettikleri streptokoklarin %0,1°ni S.

agalactiae, %3,4'nii S. dysgalactiae, %2,3’nii S. uberis olarak identifiye etmiglerdir.

Ergiin ve ark. (2004) Hatay ilindeki aile tipi siit sigircihifi yapan isletmelerdeki
subklinik mastitisli inelerde %11,2 S. uberis, %6,5 S. agalactiae, %3,5 S. dysgalactiae

oraninda identifiye etmiglerdir.

Bradley ve ark.2007 siitlerdeki bakteriyolojik &rnekleme sonucunda %23,5
oraninda S. uberis etkeni izole edilirken S. agalactiae ve S. dysgalactiae etkenlerine

rastlanilmanmustir.

Devriese ve ark. (1999) klinik ve subklinik mastitislerden izole edilen katalaz
negatif ve eskulin pozitif Gram pozitif koklarin, ¢ogunlukla S. wuberis olarak identifiye

edildigini ve yeterince dogru identifikasyona gidilmedigini bildirmislerdir. .
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Bu tez ¢alismasinda incelenen 100 siit Srneginin 23 (%23){inden Sireptococcus
spp. izolasyonu gergeklestirildi. Konvansiyonel metodlarla izole edilen suslarnin 13
(%57y1 8. dysgalactiae, 10 (% 43)’u S. uberis olarak identifiye edildi. Omeklerde S.
agalactine susu  bulunamadi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile aym &rnekleri
incelendiginde izolatlardan 3 (% EE}éii S. dysgaiasziaé, 9 ( % 39Yu S uberis olarak
belirlenirken hi¢ S. agalactiae susu goriilmedi. Fenotipik &zelliklerine gore, en yitksek
diizeyde S. dysgalactiae ve S. uberis izole edilirken, molekiiler olarak incelendiginde S.
agalactiae ve S. dysgalactiae izolasyon oranlarimin birbirine yakin oldugu belirlendi. Elde
edilen sonuglar ise, molekiiler yontemlerin Streptokoklarin tiir diizeyinde identifikasyonu igin

oldukga yararli oldugunu ortaya koymustur.
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5. SONUC

Mastitis siipheli siitlerden streptokoklarin izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler
tiplendirilmesi amaciyla yapilan bu tez calismasinda asagidaki sonuglara varilmigti.
Incelenen siitlerin %6’sindan Streptococcus spp. izole edildi. Bu sonug, genel olarak

streptokoklarin mastitis etiyolojisinde diisiik diizeyde rol oynadigim gésterdi.

Bu tez ¢alismasinda incelenen 100 siit drneginin 23 (%23 iinden Strepfococcus
spp. izolasyonu gergeklestirildi. Konvansiyonel metodlarla izole edilen suslarin 13
(%5711 S. dysgalactiae, 10 (% 43)’u S. uberis olarak identifiye edildi. Orneklerde S.
agalactiae susu bulunamadi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile aym Omekleri
incelendiginde izolatlardan 3 (% 13)’11 S. dysgalactiae, 9 (% 39)’n S. wuberis olarak
belirlenirken hi¢ S. agalactiae susu goriilmedi. Fenotipik Gzelliklerine gore, en yiiksek
diizeyde S. dysgalactiae ve S. uberis izole edilirken, molekiiler olarak incelendiginde S.
agalactiae ve S. dysgalactiae izolasyon oranlariin birbirine yakin oldugu belirlendi. Elde
edilen sonuglar ise, molekiiler yontemlerin Streptokoklarin tiir diizeyinde identifikasyonu igin

oldukga yararli oldugunu ortaya koymustur.
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OZET

Bu galigmanmn amaci, mastitisli siitlerden etken izolasyonu ve Streptokoklarm mastitis
etiyolojisindeki rollerini klasik kiiltiir ydntemi ile belirlemek, ayrica izole edilen Streptokok
suﬁa,rmm molekiiler tekniklerle (polimeraz zincir reaksiyonu; PCR} tiplendirilmesi ve

molekiiler epidemiyolojilerinin belirlenmesini saglamaktir.

Bu tez ¢alismasinda incelenen 100 siit drnedinin 23 (%23)’iinden Streptococcus
spp. izolasyonu gergeklestirildi. Konvansiyonel metodlarla izole edilen suslarin 13
%57y S. dysgalactiae, 10 (% 43)u S. uberis olarak identifiye edildi. Omeklerde S.
agalactiae susu bulunamadi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile aym 6&rnekleri
incelendiginde izolatlardan 3 (% 13)’i S. dysgalactiae, 9 (% 39)u S. uberis olarak

belirlenirken hig S. agalactiae susu goriilmedi.

Anahtar sozciikler: Mastitis, PCR, Sigir, Streptokok
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SUMMARY

The isolation of Strepiococcus spp. from milk samples, species identification of the
isolates with conventional and molecular methods and determination of molecular

epidemiology of the isolates were aimed in the study.

For these aims, 100 milk samples were investigated. Sirepfococcus spp. were
isolated from 23 of 100 (26%) milk samples, and from these Streptococci, 13 (57%) and 10
(43%) strains were identified as S. Dysgalactiae and S. uberis by conventional methods,
respectively. The same strains were investigated by molecular methods, 3 (13%) and 9

(39%) of strains were identified as S. Dysgalactiae and S. uberis, respectively.

Key Words: Cow, Mastitis, PCR, Streptococcus
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