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ONSOZ

Mastitis st veriminde ve kalitesinde azalma ile seyreden, veteriner hekim,
laboratuar ve ilag giderleri gibi ekonomik giderleri olan bir infeksiyondur. Ulkemizde
mastitisle ilgili pek ¢ok calisma olmasina kargin hem c¢evresel hem de kontagiyoz
streptokok etkenlerinin birlikte degerlendirildigi ¢aligmalar sinirlidir.  Sit  tretimini
sinirlayan 6nemli bir hastalik olan mastitis ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan meydana
gelmektedir. Hastalik siit Gretimi agisindan 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Ayrica gida hijyeni yoninden de halk sagligini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle
mastitise sebep olan mikroorganizmalarin hizli ve dogru olarak tayin edilmesi, hastaligin teshis

ve tedavi agamalarinda 6nem tagimaktadir.

Bu c¢alisgmada Aydin ilindeki subklinik mastitisli stt sigirlarindan toplanan stit
orneklerindeki Staphylococcus ve Streptococcus tirlerinin izole edilmesi ve tanimlanmasi
amaglanmigtir. Buna ek olarak, tanimlanan tirlerin ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklan
aragtinlmistir. Calisma sonuglarinin gelecekte ilimizde ortaya ¢ikabilecek mastitis olgularinin
teshis ve tedavisinde fayda saglayabilecegi disinilmektedir. Bununla birlikte tlkemizin farkli
bolgelerine ait mastitis etkeni organizmalarin 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile gelecekte
yapilabilecek c¢alismalar i¢in bolgeye ait veri bankasi sunmasi agisindan g¢alisma sonuglar

onemli bilgiler sunmaktadir.

Aragtirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

tarafindan VIF-15009 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS
1.1. Mastitis

Mastitis, meme dokusundaki patolojik degisiklikler ve siitteki somatik hiicre
sayisinin artigt ile karakterize, meme bezlerinde olusan yangisal degisiklikler olarak
tanimlamir (Khan 2003, Akan 2006). Insan ve hayvan saglig, beslenmesi ve ulusal
ekonomide ¢ok 6nemli olan siit ve siit iriinleri, ancak saglikli hayvanlardan elde edilebilir
(Arda ve ark 1997). Meme bezinin yangisal durumuna bagli olarak oluSan patolojik
degisikliklerin sonucunda siitte bir takim fiziksel ve kimyasal degisimler de meydana gelir.
Meydana gelen bu degisimler sit ve sut Urinlerinin kullanilabilirligini sinirlar ve bu

nedenle mastitis, Uzerinde dikkatle durulmas: gereken énemli bir problemdir.

Isletme diizeyinde etkin kontrol programlarinin uygulanmasi ile mastitis nedenli
kayiplarin  azaltilmast mimktan olabilmektedir. Mastitis kontrol programlarinin
uygulanmasi ve bu programlarin devamliliginin saglanmasi, 6zellikle kapasiteleri biyiik
olan siit igletmelerinde, ekonomik verimliligin en 6nemli gostergesidir. Ancak tlkemizde
ozellikle siit yonli yetistiricilikte isletme kapasitelerinin kii¢iik olmasi ve hentiz verimlilik
merkezli mastitis kontrol programlarinin olusturulamamasi nedeniyle, stt Uretiminde
buyiik ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir (Atasever ve ark 2008). Saglikli siit, saglikli
hayvanlardan elde edildigi i¢in, hayvan sagligini korumak ve mastitis olgularini erken
teshis etmek temel hedeftir. Stut endistrisinde mastitis nedenli ekonomik kayiplar, siit
kalitesinin ve stt veriminin azalmasi, buna bagli olarak da ilag ve veteriner hizmet
kullaniminin artmasi ve yem giderlerinin artist sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Ayni
zamanda, infeksiyonun tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklerin siitte kalinti birakmasi,
bilingsiz olarak ila¢ kullanimina bagli gelisen antibiyotik direngli bakteriler, tedavi
olanaklarinin sinirlanmast gibi olumsuz etkiler. Diizenli ve bilingli kontrol programlarinin
uygulanmasi, klinik mastitis olgularinin azaltilmasini ve subklinik infeksiyonlarin da erken

teshis edilmesini saglamaktadir (Blood 1989).

Sut sigirt yetigtiriciliginin en 6nemli hastaligt olan mastitis, meme bezlerinin
travmatik etkilere ve meme igerisine ekzojen veya endojen olarak giren
mikroorganizmalara kargt bir tepkisidir. Mastitis, klinik seyirlerine gore klinik ve subklinik

mastitisler olarak siniflandinlmaktadir. Meme dokusunda ve siitte degisikliklerin



gorildugu klinik mastitisler, memede sisme, agr1, kizariklik, sicaklik ve duyarlilik gibi
lokal belirtilerin yaninda ates, halsizlik, istah ve kilo kaybi1 gibi sistemik hastalik belirtileri
ile karekterizedir. Mastitisin, ikinci formu olan subklinik mastitisler meme dokusunu, siit
verimini ve bilesimini etkilemesi nedeniyle daha fazla énem arz etmektedir. Subklinik
mastitisler klinik semptom gostermeden seyrettigi i¢in gozden kagmakta ve kolaylikla
yayilabilmektedir (Bastan 2009). Siit veriminin azalmasi, siitiin kalitesinin bozulmasi,
tedavi stiresince siitiin atilmasi, tedavi ve veteriner hekim giderleri nedeniyle stt sigircilig
isletmelerinde buytk ekonomik kayiplara neden olan mastitislerin % 70’ni subklinik
mastitisler olusturmaktadir (De Graves ve ark 1993). Mastitislerin ortaya ¢ikisinda konaga,
cevreye ve mikroorganizmalara ait determinantlar énemli rol oynamaktadir. Konaga ait
determinantlar arasinda irk ve kalitim, yag ve laktasyon sayisi, laktasyon donemi, memenin
dogal savunma mekanizmalart ve immun sistemin guci sayilabilir. Cevresel
determinantlara ise hava kosullari, mevsim, beslenme, sagim ile ilgili faktorler ve barinak
kosullar1 6rnek wverilebilir. Mastitis vakalarinin buyik ¢ogunlugu mikroorganizmalar
(bakteriler, viruslar ve mantarlar) tarafindan olusturulmaktadir (Arda 1997). Sigirlardaki
mastitis vakalarindan 135’ten fazla mikroorganizma izole edilmesine ragmen
infeksiyonlarin ¢ogunlugu Stafilokoklar, Streptokoklar ve Gram negatif bakteriler
tarafindan olusturulmaktadir (Tenhagen ve ark 2006). Bu etkenlerden bazilar1 kontagiyoz

bazilari ise ¢evresel mastitis etkeni durumundadir.

1.2. Bulasic1 ve Cevresel Mastitis

Mastitise neden olan etkenler arasinda bakteriler 6nemli bir yere sahiptir (Phuektes
ve ark 2001la). Memelerdeki anatomik bozukluklar ve travmalar da infeksiyonun

yerlesimini ve olusumunu hizlandirmaktadir (Blowey ve ark 1995b).

Anatomik bozukluklara bagli mastitis olgularinda; memelerin dogmasal olarak
bozuk anatomik yapisi, hayvanin yasi, irki gibi etkiler, sit veriminin fazla olmasi,
laktasyonun dénemi (aktif involusyon, peripartum periyot, erken laktasyon vb.), beslenme
durumlart (Se ve Vit. E eksiklikleri), siit ineklerini infeksiyona duyarli kilmaktadir

(Blowey ve ark 1995b).

Cevresel faktorler arasinda, uygun olmayan g¢evre kosullari, ahir ve barinaklarin
saglik yoniinden uygun olmamasi, yetersiz havalandirma kosullar, altliklarin sert ve kirli

olmast sayilabilir. Stt verimini arttirmak amaciyla protein yoniinden zengin besleme



mastitise yakalanma olasiligint arttirmaktadir. Sagimcilarin temizlik ve dezenfeksiyona
dikkat etmemeleri de hayvanlar arasinda infeksiyonun yayilmasint hizlandirmaktadir.
Mikrobiyel nedenlere bakildiginda, pek ¢ok bakteri, mantar ve viral etken mastitisin
olusumuna neden olmaktadir. Mastitis etkenleri, meme ve meme kanaliyla iligkileri
yaninda, ¢zellikleri de dikkate alinarak bulasici ve ¢evresel patojenler olarak ayrilmistir.
Mikrobiyel patojenler, sigir meme bezine yerleserek ¢ogalir ve hayvandan hayvana sagim
sirasinda  bulagirlar). Cevresel patojen olan Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae ve Lscherichia coli gevresel mastitis infeksiyonlarina neden olmaktadir.
Bulasici patojenler olarak Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma
tiurleri ve Corynebacterium bovis bulunmaktadir. Ayrica tiberkiloz etkenleri, Proteus,

Leptospira, Listeria ve Brucella tirleri de mastitise neden olmaktadir (Blood ve ark 1989).

Cevresel patojenlerin infeksiyon olugturmasi hayvanlar arasinda sagim esnasinda ya
da sagim aralarinda c¢evre temasi ile meydana gelir. Cogunlukla kuru dénemde,
laktasyonun erken evresinde ve hayvan sikligimin artti$t  durumlarda, serbest
hayvanciliktan ziyade ahir igletmelerinde, ¢evresel patojenlerin olusturdugu infeksiyonlara
daha sik rastlanir. Bakim ve beslemenin iyi yapildigi durumlarda, koliform mastitisleri
nadiren ortaya g¢ikar ve oramt %1-2’de kalirken, streptokokkal nedenli mastitis orani
%5’den daha az seyreder, ancak siiriide mevcut herhangi bir problemde bu oran %10 "u
asar. Cevresel streptokoklarin olusturdugu mastitis infeksiyonlarinin %49-50’sin de klinik
semptomlar kendini gosterir. Klinik mastitislerin sonucuna bagli olarak da stt turetiminde,
reproduktif aktivitede azalma ve isletme giderlerinin artis1 ile ekonomik kayip sekillenir

(Oliver ve ark 1998).

Bulagict mastitis infeksiyonlarn ise, bir meme bezinin infeksiyon kaynag: olmasi ve
bu infekte meme bezine sahip hayvandan, saglikli bagka bir hayvana etkenin taginmasi ile
gerceklesir. Meme basi lezyonlar, yetersizbakim kosullart etkenlerin yerlesimini
kolaylagtirir. Bulasici mastitis olgularn siklikla akut, kronik veya subklinik formlarda
gorulebilir. Mikroorganizmanin gecisi sagimcilarin elleri, sagim makineleri gibi sagim
esnasinda yayilma gosterir. Bu sekilde infekte hayvanlardan saglikli hayvanlara

mikroorganizmalarin gegisi ger¢eklesir (Hadimli ve ark 2001).



1.3. Infeksiyonun Klinik ve Subklinik Formlar

Infeksiyonun klinik formlarina bakildiginda; mikroorganizma meme bezini enfekte
ettikten sonra buraya yerleserek hizli bir sekilde gogalmaya baglar ve bunu konak-patojen
iliskisine bagli olarak ¢esitli 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,
1s1 artigt ve agri gelisir. Klinik semptomlar perakut, akut, subakut ve kronik formlar halinde
karakterize edilir. Klinik mastitis durumlarinda sttteki degisimler (pthti, renk degisimi, kan
gorilmesi vb.) aciga cikar. Ates, anormal sekresyon, istah kaybi, siit tiretiminin azalmasi
akut mastitis durumlarinda goriilen ilave klinik bulgulardir. 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. Klinik belirti gostermeyen infekte hayvanlar diger
saglikli hayvanlar i¢in bir rezervuar gorevi gorir ve saglikli hayvanlar arasinda

infeksiyonun yayilimina neden olurlar (Zadoks 2004).

Ekonomik yonden mastitis infeksiyonlari, siit veriminin ve kalitesinin azalmast,
tedavi masraflarina ek olarak somatik hiicre sayisinin artist ve sttiin kullanilamamasi,
laboratuvar hizmet alimlari, toksemiye bagli sekillenen hayvan olumleri ile uretim
maliyetlerini arttirmakta ve yetistiricilik yoniinden énemli problemlere neden olmaktadir

(Kalmus 2011).

Mastitis infeksiyonlarinin gelisebilmesi i¢in, mikroorganizmalarin meme kanalina
girmesi, infeksiyonun baglamasi ve yangisal reaksiyonlarin olusmast gerekmektedir (Akan

2006).

1.4. Mastitis infeksiyonlarinda Tam

Mastitislerin tanist klinik, kimyasal, fiziksel, hticresel ve bakteriyolojik muayeneler
ile yapilmaktadir. Klinik olgularda meme ve siitteki nitelik ve niceliksel degisiklikler
belirgin iken, subklinik mastitislerin tanisinda meme ve sitte degisiklikler gozle
izlenemediginden sutteki degisiklikleri belirlemeye yonelik testlerden yararlanilmaktadir
(Bagtan 2002). Bu amagla uygulamasi en pratik olan ve sitteki somatik hiicre sayisini
belirlemeye yonelik olan California Mastitis Testi (CMT)’dir. Bunun disinda artan SHS n1

belirlemeye yonelik Whiteside ve Wisconsis mastitis testleri ile siitteki kan, kivam ve pihti



varligini incelemeye yonelik Strip Cup Testleri bulunmaktadir (Arda ve ark 1997). CMT
ile saptanan pozitiflik incelenen hayvanin mastitisli olmast yoniinden bir 6n fikir olusturur.
Ancak mastitise neden olan etkenin identifikasyonu amaciyla laboratuar tanis1 gereklidir.
Bu amagla kiltir ve biyokimyasal testlerden yararlanilmaktadir (Riffon ve ark 2001).
Kultirel yoklamalar siirii dizeyinde infeksiyonun izlenmesi, antibiyotik duyarliliklarinin

belirlenmesi ve kontrolii yontiinden de énemlidir (Milner ve ark 1996).

1.5. Staphylococcus aureus Kaynaklh Mastitis

Stafilokoklar ilk defa 1884 yilinda Rosenbach tarafindan irinli yaralardan izole
edilmistir (Schleifer 1986). Onceki yillarda Micrococcaceae familyast i¢inde yer alan
Stafilokok cinsi, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin son baskisinda Bacilli
sinifinda Bacillales takiminda yer almaktadir. Stafilokok cinsi igerisinde yer alan tiirler,
patojenite kriteri olarak kabul edilen koagulaz enzimi sentezleme yeteneklerine gore
koagulaz pozitif stafilokoklar (KPS) ve koagulaz negatif statilokoklar (KNS) olmak iizere
iki ana gruba ayrilmaktadir. KPS’lar S. aureus, S. intermedius ve S. hyicus turlerini igine
almaktadir. Stafilokoklar, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz negatif
ve uzim salkimi seklinde kiimeler tarzinda 0.5-1.5 um ¢apinda koklardan olusmaktadir.
Laboratuvarlarda rutin amagla kullanilan besiyerlerinde kolayca trer ve 37°C’de 24-48
saat i¢inde 2-4 mm ¢apinda diizgiin koloniler olustururlar. Stafilokoklar karotenoidlerden
dolay1 pigment meydana getirirler. S. aureus altin sarisi, S. epidermidis ise beyaz renkte
koloni olusturur. Ancak anaerobik kosullarda pigment olusturma yetenegi ortadan kalkar.
Laboratuvarda 10-42 °C’de ureyebilmelerine ragmen optimum treme sicakligr 37 °Cdir.
Sporsuz olmasina ragmen dis etkilere ve dezenfektanlara karsi olduk¢a dayaniklidir.
Kiltirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C’de 3-6 ay canliliklarini koruyabilirler. Stafilokoklar 60
°C’lik 1s1iya 30 dk dayanabilirler. Fenolde (% 2) 15 dakikada inaktive olurken, % 9’luk
NaCl ve sakkaroza tolerans gosterebilmektedir (Akan 2006).

1.5.1. Staphylococcus aureus Kaynakl Mastitislerinin Patogenezi ve Tanisi

Stafilokoklarin sahip oldugu toksinler, enzimler, ylizey proteinleri, kapsiil ve slime
gibi virulans faktorleri mastitislerin patogenezisinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu faktorler
konak savunma mekanizmalarindan etkenin korunmasina, memede infeksiyon
baglatmasina ve invazyonuna yardimct olurlar. Akut inek mastitislerinde kiigiik meme

kanallarin fibrin pihtilariyla hizli bir sekilde tikanmasi, irinli bir sekresyon, fibrin birikimi,



etkilenen dokularin 6dematéz siskinligi gorulir. Yangimin giddeti birkag giin iginde
azalmaya baglar ve meme kanallarinin etrafinda meydana gelen doku tremesine bagli
olarak meme dokusunda atrofi meydana gelir. Kronik ve subklinik mastitiste, somatik
hiicre sayisinda (SHS) artig ve bakterilerin etkilenen meme loblarina invazyonu s6z
konusudur. Bakterilerin tiremesi genellikle sttiin toplandig1 kanallarda ve daha az olarakta
alveollerde meydana gelir. Yangisal tabloya bagl olarak alveollerde atrofi ve sit
kanallarinda tikanma sekillenir. Fagositik hiicrelerin gogii sonucu yanginin  gelistigi
bolgelerde apse odaklart ve fibrozis gelisir. Fibrozis antibiyotiklerin penetrasyonunu
stnirlandirdigr gibi fagositozu da 6nemli dizeyde engeller (Karahan 2005). Akut, kronik ve
subklinik mastitis tablolarinin diginda bakterilerin sentezledigi toksinler ve doku yikimi
sonucu ortaya ¢ikan iriinlere bagli toksemi tablosu ve 6lim de gortlebilir (Blood ve ark

1989).

Mastitisli  siitlerden izole edilen stafilokoklarin koagulaz pozitifligine bakilarak
bakterinin S. aureus olarak isimlendirilmesi birgok mikrobiyoloji laboratuvar tarafindan
yeterli olarak gorilmektedir. Ancak S. aureus disinda koagulaz pozitif 6zellik gosteren
stafilokok turlerinin de varligi da g6z oniine alindiginda koagulaz testinin diginda S.
intermedius ve S. hyicus gibi koagulaz pozitif turlerin S. aureus’tan ayrimi igin DNase ve
Clumping faktor testlerinin de yapilmasinin gerekliligi vurgulanmistir (Yavuz ve ark
2002). Stafilokoklarin laboratuvarlarda hizli identifikasyonuna yoénelik ticari StaphTrac,
Minitek Gram-Positive Set ve Api-STAPH gibi kitler gelistirilmistir (Goh ve ark 1992).
Stafilokoklarin identifikasyonuna yonelik kisa stirede sonug veren, sensitivite ve spesifitesi
yilksek olan molekiiler tekniklerden de yararlanilmaktadir. S. aureus™un 16S ve 23S rRNA
bolgelerine spesifik primerlerin kullanildigr polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile kisa

sirede ¢ok sayida numunenin identifikasyonu yapilabilmektedir (Riffon ve ark 2001).

1.5.2. Staphylococcus aureus Kaynakh Mastitislerin Tedavisi, Koruma ve Kontrol

S. aureus mastitislerinin tedavisinde meme i¢i veya parenteral yolla farkli
antibiyotik uygulamalarindan yararlanilmaktadir. Akut mastitis olgularinda hizli tedaviye
baglamak esas oldugundan, kiltir sonuglart beklenmeden genis spektrumlu bir antibiyotik
ile yiiksek dozlarda tedaviye baslanir. Tlacin 24 saat araliklarla ii¢ kez tekrar uygulanmasi
tedavi sansii artirir.  Ancak, laktasyon donemindeki mastitis olgulart antibiyotik

uygulamast ile timiyle sagaltilamamasi nedeniyle kuru déneme gegildikten sonra da



sagalttma devam edilmesi tavsiye edilmektedir. Perakut mastitis olgularinda oncelikle
memenin tamamen bosaltilmasi esastir. Parenteral ve meme i¢i antibiyotik uygulamas ile
infekte meme bolimi ve hayvan kurtarilabilir. Antibiyotik tedavisine paralel olarak
toksemiye karg1 antihistaminik ve elektrolit tedavisi de uygulanir. Mastitislerin kontroliinde
en etkin yontem uygun ve hijyenik sagim prosedirleri ve meme sagligi kontrol
programlarimin uygulanmasidir (Hutton ve ark 1990). Infekte hayvanlarin izolasyonu da
yeni mastitis vakalarinin sayisini azaltmak i¢in bagvurulan bir diger yontemdir (Wilson ve
ark 1995). Mastitislerin asilama ile eradikasyonu ve kontroli ulasilmasi gii¢ bir hedef
olmakla birlikte, mastitis oraninin azaltilmasi, siddetinin hafifletilmesi ve kendiliginden

iyilesme suiresinin kisaltilmasina yonelik yararlanilmaktadir (Yancey 1993).
1.6. Streptokokkal Mastitisler

Streptokok mastitisleri baglangicta gizli ve yavas seyretmektedir. Klinik olarak
saptanabilecek anormallikler memede hemen goriilmez. Genellikle laktasyon doneminde
infeksiyon sekillenir ve zaman gegctikce siitiin memede toplanmasina bagli olarak klinik

bulgular da sekillenmeye baslar (Hulbert 2007).

Streptokok cinsi bakteriler insan, hayvan ve bitkiler gibi genis bir konakg1
dagilimina sahiptirler. Bu cins ilk olarak 1884 yilinda Rosenbach tarafindan tanimlanmisg
ve 1975 tarthinde Wilson ve Miles tarafindan, 1978 yilinda ise Jones tarafindan bildirimi
yaptlmistir. Streptokoklarin siniflandirilmasinda en onemli degisimler 1906 yilinda
Andrewes-Horder, 1919 yilinda Orla-Jensen, 1933 yilinda Lancefield ve 1937 yilinda ise
Sherman tarafindan ortaya konmustur (Khan 2003). Streptokoklar 1918 yilinda Rebecca
Lancefield tarafindan hemolitik 6zellikleri goz 6ntine alinarak Streptococcus haemolyticus
olarak isimlendirilmistir. Arastirici etkenlerin karbonhidrat antijenlerini spesifik serum
kullanarak tiplendirmis ve streptokoklar gruplara ayrilmistir. Streptokoklar Gram pozitif,
yuvarlak, zincir seklinde diziler yapan, hareketsiz, sporsuz, kapsulli, 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, kat1 besiyerlerinde diplokok seklinde gortlebilirler. Zenginlestirilmig
besiyerlerinde iyi ureme gosterirler (Akan 2006). Streptokoklar Bergey’s Manual

tarafindan Laktobasiller sinifi altinda ayri bir aile olarak incelenmistir.



1.6.1. Streptokoklarmn Mastitis infeksiyonlarindaki Durumu

Sit sigirciliginda ¢ok yaygin olarak rastlanan ve ekonomik kayiplarin sekillendigi
mastitis infeksiyonlarinda, baslica S. agalactiae, S. dysgalactiae ve S. uberis etkenleri izole
edilmektedir. Mastitis kontrol programlari, siit sagimindaki gelismeler, sagim sonrasi
hijyen uygulamalar1, yaygin olarak kullanilan antibiyotik tedavileriyle S. agalactiae ve S.
dysgalactiae’nin neden oldugu mastitis infeksiyonlarinda azalma gorilmis ancak S.
uberis’in neden oldugu infeksiyonlarda belirgin diizeyde bir azalmaya rastlanmamistir

(Schukken 2003).

Mastitise neden olan etkenlerin bulasict ve ¢evresel olarak gruplandirilmasiyla
ayrnim yapilarak etkenlerin patogenezi bu gruplama ile izlenmistir. Bulagict mastitis
etkenlerinin meme bezinde yasayarak ¢ogalmasi ve sagim esnasinda hayvandan hayvana
gecisi sekillenmistir. Cevresel patojenlerin ise ozellikle isletmelerin fazla ve isletme igi
hayvan populasyonunun yogun oldugu yerlerde infeksiyon olusturdugu goralmustir.
Infeksiyona neden olan streptokokkal etkenlerin durumuna bakildiginda S. agalactiae
disindaki streptokoklar ¢evresel patojenler olarak gruplandirilmus, S. agalactiae ise bulasici
bir patojen olarak nitelendirilmigtir. Mastitisi olusturan ¢evresel streptokoklar arasinda S.
dysgalactiae, S. uberis, S. equinus (S. bovis), S. parauberis, S. equi ve S. canis
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, g¢evresel patojen etkenler arasinda S. uberis ve S.
dysgalactiae sik olarak izole edilmektedir (Oliver 1988, Todhunter ve ark 1995). Bu
etkenlerin yaygin olmasina kargin patogenezlerinde, virulens faktorleri ile iligkileri net
olarak anlagilamadigl ve etkenlerin heterojen 6zellikler gdstermesi nedeniyle olusturulmak

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

Karahan (2005) ise, %24,3 oraninda streptokok izolasyonu gerceklestirmis ve bu
streptokoklar igerisinde %10,4 oraninda S. agalactiae identifiye ederken, % 13,9 oraninda

diger streptokok turlerini identifiye etmisgtir.

Sahin ve ark. (1997) ise mastitisli siitlerde streptokok izolasyon oraninit % 29,82
olarak bulmuslar ve bunlarin, % 14,03’ni S. agalactiae, %8,77sin1 S. dysgalactiae ve

%7,02’sini S. uberis olarak belirlemiglerdir.

Kanada’da yapilan bir ¢aligmada ise, 3033 adet siit 6rneginde % 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 yaptigt bir
aragtirma sonucunda ¢evresel streptokok tirleri %3,9 oraninda izole edilirken, .

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

Tenhagen ve ark. (2006) ilk laktasyonunda olan ineklerde streptokok izolasyon
oranin1 %12,6 olarak tanimlamiglar, bu oran iginde S. agalactiae %0,1, S. dysgalactiae
%3,4, S. uberis’i ise %2,3 oraninda identifiye etmiglerdir. Geri kalan %7°1lik kismin diger
streptokoklar tarafindan olusturuldugunu belirtmiglerdir. Daha yasli hayvanlarda izole
edilen streptokoklar %31,8 bulunmug olup bu oranin % 0,1°ni S. agalactiae, %13,6’sin1 S.
dysgalactiae ve %8,5'ni ise S. uberis etkenleri olusturmus geri kalani ise diger streptokok

tirleri olarak bulunmustur.

1.7. Streptococcus dysgalactiae

S. dysgalactiae, akut seyirli ve memelerin korlesmesine de neden olan mastitis
etkenidir. Streptokoklarin genel ozelliklerini tagimaktadir. S. agalactiae’ya ¢ok benzer,
ancak metilen mavisini koagule edip, sodyum hippurat: hidrolize etmemesiyle ayrlir. S.
dysgalactiae bulagic1 6zellige sahip tigiincii buylik patojen olarak kabul edilir. Cevresel bir
etken olarak tanimlanmasina karsin yar bulagict yart ¢evresel bir etken olarak bulunur
(Oliver 1997). En sik olarak meme derisinde, 6zellikle sagim aletlerinin hijyenik olarak
kullanilmadigr durumlarda sagim aletleri yuzeylerinde, meme yaralarinda, kesiklerde ve
cicek yaralarindan izole edilmistirr Meme bezleri infeksiyonun taginmasinda daha az
oneme sahiptir. Etken ayni zamanda tonsillerde bulundugu i¢in memelerin yalanmasi
esnasinda da gec¢is mimkin. Bu durum S. dysgalactiae’nin diive mastitislerinde ve kuru
donemdeki hayvanlarda goriilme nedenini agiklamaktadir. Meme irritasyonuna neden olan
ucan hasere, soguk hava etkisi gibi durumlarda memelerin yalanmasi klinik belirtiler
olusuncaya kadar etkenin 6zellikle meme kanalina kolonize olmasina neden olur (Blowey
ve ark 1995). Lancefield serogruplandirmasinda C grubunda yer alan etken taksonomik
caligmalarda grup L igerisinde S. equisimilis, insan infeksiyonlarinda ise G grubu
icerisinde S. dysgalactiae olarak isimlendirilmistir. Biyokimyasal testler ve hiicre duvari
yapisinin degerlendirilmesi temel alinarak, 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 tirlerinin sigir meme bezlerine yerleserek
infeksiyon yaptigina nadiren rastlanmistir. Sigirlarda infeksiyona neden olan S.
dysgalactiae etkenleri non hemolitik ya da alfa hemolitik grup streptokoklar olup homojen
yapt gosterir ve bu ozellikleri ile L grubunda yer alan beta hemolitik suglardan, insan G
grup streptokoklardan ve S. equisimilis’den ayrimustir. S. dysgalactiae’nin siirlarin
tonsillerinde, agiz ve vagina mukozasinda olduk¢a fazla miktarda bulundugu ve kuru
donemde herhangi bir S. dysgalactiae infeksiyonu bulunmadig: halde laktasyon déoneminde
infeksiyonun gorilmesinin, etkenin ¢evresel bulagma yolunu daha ¢ok kullandigini

gostermigtir (Colque ve ark 1993, Oliver ve ark 1997).

Hassan ve ark. (2000) PCR yontemi ile Lancefield serogruplandirmasinda C, G ve
L gruplarina ait S. dysgalactiae suslarin1 16S-23S rDNA ya gore tiplendirmis ve serolojik
olarak heterojenite gosteren farkli serogruplardaki S. dysgalactiae etkenlerini ¢apraz

reaksiyon gostermeden PCR yontemi ile identifiye etmislerdir.

1.8. Streptococcus uberis

S. uberis’in mastitis infeksiyonu ile iligkisi ilk olarak 1932 yilinda Diernhofer
tarafindan ortaya konmustur (Oliver ve ark 1997). Bu ¢aligmalara gore enterokok ailesine
ait oldugu dustunulen S. uberis’in Enterococcus ailesine ait olmadigi, piyojenik streptokok
ailesine benzerlikler gosterdigi gorilmustir. Roguinsky 1977 yilinda S. uberis’in bazi
fizyolojik ozelliklerini ayni habitatta bulunan diger 7 tir ile kargilastirmig ve S. uberis’in
iyi tantmlanmig ayrt bir tiir oldugunu bulmustur. Facklam 1977 yilinda Streptokok ailesini
S. pyogenes, S. viridans, S. lactis ve enterokoklar ailesi olarak 4 buytk gruba ayirmigtir. S.
uberis bu ¢aligma da viridans grup igerisine girmigtir. Her iki ¢alismada da biyokimyasal
testler ve serolojik yontemler kullanilmigtir. S. #beris’in olusturdugu mastitislerde ise
kronik hafif seyirli, sutte hafif degisikliklere neden olan bir infeksiyon gsekli
gozlenmektedir (Akan 2006). S. wuberis 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 siirti igerisinde infeksiyon oraninda artig gorulir. S. uberis, streptokok nedenli
dive mastitislerinde laktasyonun ilk 5 giiniinde gorillen infeksiyonlarda sik olarak
rastlanan bir etkendir. S. wberis nedenli mastitislerin diger streptokok nedenli
mastitislerden farki, etkenin meme ylizeylerinde ve inegin diger viicut bolgelerinde

bulunabilme ozelligidir (Colque ve ark 1993). Bu yiizden S. uberis nedenli mastitis
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olgularinin buylik oranda nedeni, teat dipping ve kuru donem antibiyotik tedavisinin

yetersiz ve uygun olmayist olarak bildirilmistir (Khan 2002).

Kronik mastitise neden olan S. uberis etkenlerinin bulasici etkenlerle de yakin
iliskide olabilecegi tahmin edilmektedir. Etkenin sagim esnasinda inekten inege gecisi de
s0z konusudur. Serbest yetistiricilikte S. uberis suslarinin hayvanlar arasindaki gegis,
ineklerin memelerini yalamasi ya da sinekler araciligi ile s6z konusu olmaktadir. Ozellikle
yaz aylarinda, enfekte hayvanlarla saglikli hayvanlarin ayni yere yatma egilimleri etkenin
gecigini arttirmaktadir. S. uberis etkenleri siit igletmesi, ahir, altlik ve su yalaklari, meralar
ve digkt ile kontamine olan her yerde sik olarak bulunur. Meme bezlerinin buralarla temasi
sonucu etken alinmig olur (Zadoks 2004, Khan 2003). Etkenin ayni zamanda ineklerde
sindirim sistemine, genital sisteme ve meme bezine kolonize olabildigi gorilmektedir

(Oliver ve ark 1997, Khan ve ark 2003).

Etkenin bu sekilde pek ¢ok ortama adapte olmasi biyolojik olarak incelenmis ve
pek cok pseudogen yapisina sahip oldugu, yapisinda bakteriyofaj adalari ve genomik
adalar bulundurdugu gorilmistir. Bu durum da S. uberis in farkli ekolojik ortamlara nasil
uyum sagladigini agiklamaktadir. Diger streptokok tiirleri ile yapilan kargilagtirmalarda en
tazla S. agalactiae ve §. zooepidemicus ile benzerlik gosterdigi bulunmustur. S. wuberis
etkenlerinin bulunduklari isletmelere gore farklilik gosterdigini belirlemisler, predominant
olan etkenlerin daha fazla virulens 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir (Zadoks ve ark

2003).

S. uberis mastitislerinde ¢ogunlukla infeksiyon aniden baslar ve memede sisme,
sitte piht1 olusumu, genel durum bozuklugu ve ates gorulir. Meme bezinde bakterinin
opsonizasyonu zayif sekillenir ve buna bagli olarak da fagositoz olayinda lokositler
tarafindan yikimlanma da zorlagir. Antimikrobiyel tedavi olduk¢a onemlidir ve g¢ogu
vakada seyir 1yi goriiniirken bazi durumlarda infeksiyon tekrarlayabilir. Kuru dénemdeki
hayvanlarda yaygin olarak infeksiyonu gekillendiren etkene karst sagaltim kuru dénemin
ilk 2 ve son 2 haftasinda 6nemlidir ve 6zellikle son iki haftada uygulanan tedavi, basariy1

arttirir (Blowey ve ark 1995a, Khan 2003).

Baz1 §. uberis suslar1 16kositler tarafindan gergeklestirilen fagositoza diger suslara
oranla daha fazla direng gosterir (Oliver ve ark 1997). Bu durum, ozellikle S. wuberis

etkenlerinin kazein varliginda gosterdikleri fagositoz direnci ile agiklanmaktadir. Yapilan
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deneysel caligsmalarda, S. uberis etkenlerinin kazeinli ve kazeinsiz ortamlarda fagositoza
gosterdigi dirence bakilmis, kazein bulundugu durumlarda fagositoza karst direncin daha

fazla oldugu gorilmustir (Blowey ve ark 1995a).

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

(Zadoks ve ark 2003).

Mastitis etkeni olan S. uberis ve S. parauberis’in serolojik ve biyokimyasal testlerle
ayrimini yapmak neredeyse miimkiin olmadigt i¢in bu etkenlerin aynnminda da molekaler
teshis metotlarinin kullanimi saglanmig ve DNA hibridizasyon metotlari, 16S rRNA sekans
analizi gibi yontemlerin gelistirilmesiyle 2 etken arasindaki ayrim yapilmigtir (Jayarao ve

ark 1993).

Williams ve ark. (1991), S. wberis’in rRNA yapisini kodlayan DNA yapisinin
polimorfizmini temel alarak etkeni molekiiler yontemlerle incelemis S. uberis’in ribozomal
RNA yapisini kodlayan DNA’y1 rastgele primerlerle ¢ogaltarak enzimlerle kesmis ve S.
uberis etkenlerinin tiir i¢inde varyasyonlarini belirlemislerdir. S. uberis tip 1 ve tip 2 olarak
ayrilan etkenlerden S. wberis tip 2’nin S. parauberis olarak ayrilmasini saglamiglardir.
Taksonomik degerlendirmenin yaninda epidemiyolojik degerlendirmede de bu gen
profillerini kullanarak ayrim yapmislardir. Ayrica S. wberis’in 16S rRNA niikleotid
sekansini genotip 1 ve genotip 2 olarak ayirarak, S. uberis genotip 2°yi S. parauberis
olarak isimlendirmisdir. S. uberis ve S. parauberis’in 2 yakin tiir olmasi yaminda kaltirel,
morfolojik, biokimyasal ve serolojik olarak ayrimi yapilamadig: i¢in etkenlerin birbirinden
sadece DNA hibridizasyon yontemleri ile ayrilabileceklerini bildirmislerdir (Williams ve

ark 1991).

Khan (2002) ve Jayarao ve ark. (1991b) S. uberis ve S. parauberis etkenleri
arasindaki molekiiler farkliligt RFLP-PCR analizi ile ortaya koymuglardir. Hassan ve ark.
(2001) konvansiyonel olarak ayrimi yapilamayan S. uberis ve S. parauberis suslarina 16S
rRNA, 23S rRNA ve 16S-23S rRNA genlerine spesifik primerler ile yaptiklar1 PCR islemi

ile ayrimi saglamislardir.
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Yapilan molekiler caligmalarda S. uberis’in tek tip bir organizma olmadig ve
molekiiler olarak farklilik gosterdigi goralmustiir. Jayarao ve ark. (1992) §. uberis’in klinik
mastitis durumlan diginda bir siiriideki suslarin klonal olarak benzerlik oranint % 20-100

gibi degisen oranda bulmuslardir.

Jayarao ve ark. (1994) 42 adet S. uberis etkenini 6énce konvansiyonel metotlar ile
tiplendirmeye g¢alismiglar ve 27 adet S. uberis etkeninin spesifik biokimyasal 6zellikleri
gosterdigini  saptarken 15 susun farklt biyokimyasal karakterler gosterdigini
belirlemiglerdir. Restriksiyon kesimleri ile ayn1 hayvandan farkli laktasyon zamanlarinda
alinan sttlerde ise yakin iligkili S. uberis suglarini tamamen identifiye etmiglerdir. Ancak
biokimyasal testlerin yakin iligkili S. wberis etkenlerinin ayriminda yetersiz kaldig:
belirtilmig ve enzim kesimlerinin ise farklilagsmayi etkili bir sekilde sagladig gorilmustir.
Farkli hayvanlardan izole edilen birkag benzer klon yapisini ise hayvanlar arasinda gecis
sonucu sekillenen bakteri yapisina baglamislardir. Etkenlerin heterojen bir yapi
gostermesine ragmen bazen tek bir ¢iftlikteki hayvanlarda es bantlarin goriilmesi de
infeksiyonun seyri esnasinda hayvandan hayvana bulagmanin olabilecegini gOstermisgtir
(Khan ve ark 2003, Zadoks ve ark 2003). Zadoks ve ark. (2004) farkli ortamlardan izole
edilen S. wuberis etkenlerine yapilan tiplendirme sonucunda etkenlerin aymi yapida
olduklarint gormuslerdir. Jayarao ve ark. (1996) bir siride farkli 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

belirlemiglerdir.

Douglas ve ark. (2000), aym ¢iftlik orijinli S. uberis etkenlerinde genetik olarak
birbirinden bagimsiz ve benzerlik gostermeyen bantlarla karsilasmis, ¢ok az benzerlik

bulmustur.

Mcdonald ve ark. (2005), S. wuberis etkenlerine OPA primerleri ile yaptiklar
RAPD-PCR c¢aligmasinda aymi ve farkli ciftliklerdeki farkli hayvanlardan saglanan S.
uberis etkenlerinde benzer profiller gormuslerdir. Profiller incelendiginde orneklerin
orijinlerinin farklt olsa bile ayni RFLP-PCR profillerini olusturdugu gozlenmistir.
Kullanilan OPA primerlerinden ikisi tim S. uberis suslarinda ayni profilleri verirken, bir

OPA primeri ise sadece bir S. uberis susunda farkli bant profili olusturmustur. Arastiricilar
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bakterinin DNA yapisindaki kigik bir mutasyonun bu etkiyi yaratabilecegi goriisiine

varmiglardir.

Zadoks ve ark. (2003), persiste infeksiyonlarin ¢ogunlukla tek bir sus tarafindan,
tekrarlt infeksiyonlarin ise farkli suglar tarafindan olusturuldugunu belirtmislerdir. Bir
hayvanda birden fazla meme lobunun enfekte oldugu durumlarda ise tim infeksiyonun tek
bir sus tarafindan olusturuldugu ve dominant suglardan ileri gelen infeksiyonlarda kronik
bir karakterin olustugunu gozlemlemislerdir. Yaptiklart RAPD-PCR tiplendirmesinde 111
S. wuberis’den 12 tanesini, 41 izolattan ise 7 adetini tiplendirmislerdir. Etkenlerin
yakinliklarina baktiklarinda ise 17 adet farkli profil goruntilemisler ve 17 adet farkli

profilden sadece 2 profili dominant olarak belirlemiglerdir.

S. uberis etkenlerinde varyasyonun bu derece yiiksek olmasi, S. uberis’in ¢evrede
opurtinistik bir etken olarak bulunmasina baglanmigtir. Bu heterojenik yapinin
olusmasinda aym zamanda cografi bolgelere bagli farkliliklarinda etkili oldugu
belirtilmistir (Hawari ve ark 2008). Farkli profillerin olmast etkenlerin farkli ¢evre orijinli
oldugunu ve etkenlerin etkili bir sekilde kontrol edilebilmesi i¢in de siiriiler arast ve
cografik alanlara bagli farkliliklarin g6z o©nine alinmasinin  gerekliligi iizerinde

durulmustur.

Zadoks ve ark. (2003) S. wberis etkenlerinin mastitis kontrol programlar
olusturmada onemli bir bariyer oldugunu belirtmis bunun nedenini de etkenlerin
epidemiyolojisinin belirlenememis olmasi ile agiklamiglardir. Aragtiricilar S. uberis
infeksiyonlarinin epidemiyolojilerinin anlasilmasi i¢in daha fazla caligmaya gerek
oldugunu, 6zellikle RAPD-PCR yonteminde kompleks bant profillerinin goriilmesi nedeni

ile bu yontemi standart hale getirmenin zor oldugunu belirtmisglerdir (Zadoks ve ark 2003).

1.9. Streptokok Mastitislerinin Laboratuar Tanisi

Streptokoklara bagli mastitis infeksiyonlarinin belirlenmesi i¢in laboratuvar teshis
metotlart uygulanmalidir. Bunun igin siit 6rnekleri, kanli agara (%5-7 koyun kanli) ekilir
ve 37°C’de 24-48 saat inkibasyondan sonra treme meydana gelen besiyerlerindeki
kolonilere Gram boyama, katalaz ve oksidaz testi uygulanarak Gram pozitif kok, katalaz ve

oksidaz testi negatif ozellik gosteren etkenler Streptococcus spp. olarak identifiye edilir.
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Tiur dizeyinde ayrnim yapmak i¢in, CAMP, eskulin, sodyum-hippurat ve karbonhidrat

fermentasyon testleri uygulanir (Ilgaz ve ark 2000).

S. agalactiae etkenleri mikroskobik bakida uzun zincirler halinde gorilur.
Lancefield gruplandirmasinda B grubunda yer alan etkenler, CAMP testi pozitif, eskulin
negatif, sodyum-hippurat testi pozitiftir. S. dysgalactiae etkenleri Lancefield
gruplandirmasinda C grubunda bulunurlar ve sodyum hippurati hidrolize etmezler, bu
ozellikleri ile S. agalactiae’dan aynlirlar. S. wuberis eskulin ve sodyum-hippurat testi
pozitiftir ve bazi suslart CAMP pozitif 6zellik gosterir. S. uberis etkenleri serolojik olarak

heterojenite gosterir (Jankezovic ve ark 2009).

Streptokoklarin hemagliitinasyon olusturma ozellikleri Wibawan ve ark. (1993)
tarafindan arastinllmig, yapilan c¢aligmada B grubu streptokoklarda %43,4 oraninda
hemagliitinasyon o6zelligine rastlanmistir. Bu 6zelligin daha yaygin olarak G grubu
streptokoklarda gorildugu goze carparken daha az oranda C ve D grubu streptokok
turlerinde belirlenmigtir. Ekin ve ark, (2006) B grubu streptokoklarin %11,6’sinda
hemaglutinasyon pozitifligi saptamiglardir. Kurl ve ark. (1989) 130 adet B grubu
streptokok etkeninde sadece bir izolatta hemaglutinasyon o6zelligini pozitif bulurken, C
grubuna ait 35 izolattan 5’inde bu 6zelligi pozitif olarak tespit etmiglerdir. Arastiricilar,
hemaglutinasyon o6zelliginin bakterinin mukozal yiizeylere tutunmasinda etkili oldugu
ancak test sonuglarinin bakterilerin in vitro ortamda tretildigi kosullar ve besiyerinden

etkilendigini saptamiglardir.

Jiang ve ark. (1996) S. agalactiae ve S. uberis etkenlerinde bulunan CAMP yapisini
karsilagtirdiklart aragtirmada, her iki etkende bulunan CAMP faktor yapisinin ve CAMP
faktor yapisina karst olugsan antikorlarin benzer oldugunu gostermiglerdir. S. wuberis
etkenlerinin CAMP testinde %19 unun pozitif oldugu ve eskulin testinde ise %11 oraninda
negatif oldugu belirlenmistir. Hassan ve ark. (2002) CAMP ozelligi negatif olan S.
agalactiae suslarini molekuler olarak incelemisler ve ilgili primer ile yaptiklart PCR
sonucunda genotipik olarak CAMP pozitifligi saptamiglardir. Arastiricilar bu farklilig
ekspresyon hatasina baglamislardir. S. wberis, S. canis ve S. pyogenes etkenlerinde
fenotipik olarak belirlenen CAMP pozitifligi molekiiler olarak da dogrulanmis ve bu gen

bolgesinin S. agalactiae ile yakin iligkili oldugu gosterilmistir (Hassan ve ark 2000).
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Kawata ve ark. (2004) Lancefield serogruplandirmasinin daima tiire spesifik
sonuglar vermedigini, baz1 durumlarda atipik reaksiyonlarla karsilagildigint bildirmiglerdir.
Fortin ve ark. (2003), izole ettikleri streptokoklara wuyguladiklar1 Lancefield

gruplandirmasinda hatali identifikasyon sonuglari almiglardir.

Devriese (1999), Lancefield serogruplandirmasini genellikle beta hemolitik 6zellik
gosteren streptokok tiirleri ig¢in tanimlamig, hemoliz 6zelligi bulunmayan ya da alfa
hemoliz gosteren streptokok turlerinin serogruplandirmasi i¢in kullanimda grup spesifik
antijenlerin bulunmamast gibi durumlarda kullaniminin hatali sonuglar verecegini
belirtmistir. Aragtirict bu serotiplendirme yonteminde ayni grup spesifik antijenlerin farkl
streptokok turleri tzerinde olabilecegi gibi farkli antijenik yapilarinda ayni streptokok

turleri izerinde bulunabilecegini belirtmistir.

Kawata ve ark. (2004), streptokoklarin identifikasyonunda kullanilan Lancefield
gruplandirmasinin  daima tire spesifik sonuglar vermedigini bazi durumlarda atipik
reaksiyonlarla karsilagildigini  belirlemis, PCR temeline dayali teshis metotlarinin
laboratuarlarda uygulanmasi ile her tiriin kisa zamanda daha az maliyetle daha dogru
identifiye edilebilecegini bildirmiglerdir. Oliver ve ark. (1998), PCR temelli teshis
metotlarinin  kullanim1 ile bir laktasyonda infeksiyon olusturan etkenlerin gelecek
laktasyondaki durumlarinin veya olusabilecek yeni infeksiyonlarin belirlenebilecegini
bildirmislerdir. Aym zamanda PCR temelli yontemler ile etkenlerin alttiplerinin,
infeksiyon epidemiyolojisinin, ast ve ilag uygulamalarinin belirlenebilecegini

bildirmislerdir.

Mastitis infeksiyonlarinda molekiiler metotlarin kullanimi ile aragtirmalar bir veya
birkag etken yontnde olurken bazi ¢aligmalarda mastitise neden olan streptokoklarin yani
sira E. coli, S. aureus gibi bakterilerde teshis edilebilmektedir. Ayn1 zamanda sitten
yapilan ekstraksiyon metodlart da gelistirilerek PCR etkinliginin artist amaglanmigtir

(Riffon ve ark 2001).

Molekuler temelli teshis metotlarninin farklt uygulama sekilleri ile mastitis
infeksiyonlarinda streptokoklarin teshisi daha hizli ve uygulanabilir hale gelmigtir.
Rastgele primerlerin kullanimi ile yapilan RAPD-PCR testi ile etken identifikasyonu ve
etkenin  epidemiyolojik  durumu  belirlenebilmistir.  Etkenlerin  siitten  direkt

identifikasyonunda bu yontem basarili sonuglar vermistir (Gillespie ve ark 1997).
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Duarte ve ark. (2005), B grubu streptokoklar i¢in uyguladiklart RAPD-PCR
prosedurinde mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde bu yontemin kullanilabilecegini,
ancak sonuglarin yorumlanmasinda ek tiplendirme metotlarinin  kullanilmasinin
givenilirligi arttirdigint gostermiglerdir. Genel olarak farkli serotipler arasindaki ayrimi
yiksek oranda bulmuglardir. Arastiricilar molekiiler yontemlerin kullantminin fenotipik
metotlara oranla daha iyi sonuglar verdigini bildirmislerdir. McDonald ve ark. (2005),
Jayarao ve ark. (1992) farkli enzim kesimleri ile streptokoklarin tir dizeyinde ayirimini
yapmiglardir. Tek reaksiyonda daha kisa sirede uygulanan RFLP-PCR metodunu
konvansiyonel metotlara gore daha etkin bulmuslardir. Phuektes ve ark. (2003) mastitis
infeksiyonlarinin teshisinde multiplex PCR testini bir tarama testi olarak kullandiklarinda
S. agalactiae, S. uberis ve S. dysgalactiae etkenleri yaninda S. aureus’u da bu test ile hizl
bir sekilde teshis etmiglerdir. Ayn1 zamanda somatik hiicre sayilan ile etken izolasyonu
karsilagtirmast yapmis ve somatik hiicre sayisinin yitkksek oldugu durumlarda S. agalactiae
etkenlerinin paralel olarak daha fazla izole edildigi daha sonra da S. dysgalactiae ve S.

uberis etkenlerinin gozlendigini bildirmiglerdir.

Martinez ve ark. (2001), S. agalactiae etkenlerinin teshisi icin 16S rRNA bolgesine
yaptiklart PCR ve enzim kesimleri ile hedef bantlarin sekans analizlerini yaparak spesifik
primerler gelistirmislerdir. Bu spesifik primerler ile siitten direkt streptokok teshisini

yapmiglardir.

Bert ve ark. (1996), PFGE ile yaptiklari streptokok tiplendirmesinde farkll
isletmelerden izole edilen etkenlere bakildiginda S. agalactiae 1zolatlar arasinda birbirine
es ve benzer bantlar bulurken, S. dysgalactiae suglarinin restriksiyon orneklerinin S.
agalactiae’dan daha kompleks ve farkli oldugunu, en buyik farkliliga ise S. wuberis
etkenlerinin sahip oldugu ve etken izolatlarinin restriksiyon kesimlerinin de buytk farklilik
gosterdigini gormuglerdir. Ayrica PFGE sonuglarina gore S. agalactiae ve S. dysgalactiae
etkenlerinin farkli igletmelerde sirii bazinda benzer profillere sahip oldugu gortlirken S.
uberis etkenlerinin igletmeler arast ve igletme i¢in de en fazla varyasyon gosteren etken

oldugunu belirtmiglerdir.

Gillespie ve ark. (2003), farkli bolgelerden izole ettikleri 41 adet S. uberis susuna
yaptiklart genotiplendirme caligmalarinda kullandiklart OPE4 primeri ile 41 etkende 19

adet farkli profil yapisi gozlemlemisler, 2 adet etkende ise benzer profil bulmuslar ancak
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bu orneklere yapilan PFGE tiplendirmesinde etkenlerin farkli  olduklarini

goruntilemislerdir.

Taylor ve ark. (2003), streptokoklarin identifikasyonunda RNA yapilarint amplifiye
ederek enzim kesimi uygulamiglar, boylece etkenlerin tiir bazinda identifikasyonunda

RFLP-PCR yontemini kullanmiglardir.

Wieliczko ve ark. (2002) S. uberis etkenlerine OPE4 primert ile yaptiklart RAPD-
PCR sonucunda etkenler arasindaki profil farkliliklarini belirlemisler ve bazi bantlar
gorintileyememislerdir. Bu durumu da kullanilan DNA miktarindaki ve termal cycler
programindaki farkliliga dayandirmiglar ve ayn1 zamanda bulgularin tekrar edilebilirliginin
distik oldugunu bu nedenle RAPD-PCR yonteminde optimizasyon sartimin oldugunu

vurgulamiglardir.

Zadoks ve ark (2003), da yaptiklar1 RAPD-PCR testinde, farkli profiller
belirlemigler ve bu yontemde kompleks bant profillerinin goriilmesinden kaynaklanan

standardizasyon zorlugunu belirtmislerdir.

Jayarao ve Oliver, (1994) yaptiklarn RAPD-PCR degerlendirmesinde sonuglar
klasik biyokimyasal sonuglarla karsilagtirmiglar ve konvansiyonel yontem ile ayrilamayan
yakin genotipli etkenleri bu yontem ile ayirabilmislerdir. Arastiricilar bu RAPD-PCR
yonteminin kultirel ve biokimyasal testlere bagl atipik reaksiyonlardan etkilenmedigini de
ortaya koymuglardir. Aragtiricilar 1996 yilinda yaptiklant ¢aligmada ise, 40 adet farkli
primerden OPE4 ve OPA20 primerlerini secerek bu primerleri streptokok turlerinin
identifikasyonunda kullanmisglardir. RAPD-PCR sonucuna gore olusan birden fazla bant
profili igerisinde ortak bantlar bulunarak etkenlerin tir duzeyinde identifikasyonu

yapilmigtir.

1.10. Koruma ve Kontrol

Mastitisli bir inegi tedavi etmek yerine o inegi mastitise karst korumak ¢ok daha
ekonomiktir. Bu nedenle isletmelerdeki inekleri koruma altina alan bir program
uygulanmalidir. Bu programlar ile daha az mastitis olgusu, daha az sut kaybi, daha az ig
gici olmakta ve tedavi masraflart asgariye inmektedir (Bastan 2009). Streptokok

infeksiyonlarinin kontrol edilmesi iginde belirli kritik kontrol noktalari olusturulmustur.
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Sagim sirasindaki hijyen kurallari, kuru dénem tedavisi, sagim oncesi ve sonrast meme
dezenfeksiyonu, kronik infekte hayvanlarin siiriiden uzaklastirilmasi, sagim makinelerinin

optimum sartlarda kullanim1 bu kontrol noktalarin1 olusturur (Blowey ve ark 1995a).

Streptokokkal infeksiyonlarin tedavisi igin etkenlerin duyarli oldugu penisilin
grubu antibiyotikler kullanilabilir. Hem laktasyon déneminde hem de kuru dénemde bu
sekilde sagaltim ile %60- 90 oraninda basart saglanir. Alinacak diger koruyucu 6nlemler
etkenin c¢evresel veya kontagiyoz yapisina bagli olarak segilir. Cevresel streptokok

infeksiyonlarinda gevresel sartlar iyilestirilmelidir (Pitkala 2004).

Bu calismada Aydin ilindeki subklinik mastitisli siit sigirlarindan toplanan siit
orneklerindeki Staphylococcus ve Streptococcus turlerinin izole edilmesi ve tanimlanmast
amaglanmigtir. Buna ek olarak, tanimlanan tirlerin g¢esitli antibiyotiklere duyarliliklar
aragtinlmistir. Caligma sonuglarinin  gelecekte ilimizde ortaya ¢ikabilecek mastitis
olgularinin teshis ve tedavisinde fayda saglayabilecegi disintlmektedir. Bununla birlikte
tlkemizin farkli bolgelerine ait mastitis etkeni organizmalarin 6zelliklerinin belirlenmesi
amaci ile gelecekte yapilabilecek caligmalar igin bolgeye ait veri bankasi sunmasi

acisindan ¢aligma sonuglari 6nemli bilgiler sunmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Bu calismada Aydin ili ve g¢evresindeki stut sigircilig isletmelerinde bulunan
hayvanlardan Kaliforniya Mastitis Test ile subklinik mastitis problemi gosterdigi
belirlenen hayvanlara ait sitler steril kosullarda alinan, toplam 100 adet siit 6rnegi
biyokimyasal yontemlerle S. aureus, S. uberis ve S. dysgalactiae yoninden incelendi.
Aragtirmamiz  i¢in ADU-HADYEK’den 12.08.2014 tarih ve VL  Oturum
64583101/2014/091 sayil1 yazi ile etik kurul izni alinmistir.

2.1.2. Besiyerleri, Ayiraclar, Solusyonlar ve Antibiyotik Diskleri

2.1.2.1. Besiyerleri

2.1.2.1.1. Blood Agar (Merck 1. 10886)

Blood Agar..... ... 40¢g
Distile Su... ... 1000 ml

Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanmis, onbes dakika otoklav edildikten sonra,

50°C’ye kadar sogutulup, igine % 7 oraninda steril insan kani ilave edildi.

2.1.2.1.2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA) (Merck 1.05404)

MSA ayirt edici ve segici bir besi yeridir. Stafilokoklarin saf olarak elde edilmesi
ve laboratuvarda tanimlanabilmesi agisindan énemli olan mannitol fermantasyonunun
gozlenebilmesi icin MSA kullanildi.

Mannitol Salt Phenol Red Agar....................................... 108 g

Distile su........... 1000 ml
Karigtmin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, onbes dakika otoklavda sterilize edildikten
sonra, 50°C’ye kadar sogutulup petrilere dokiildu.
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2.1.2.1.3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM 129)

Mueller-Hinton Agar..............................cooin. 38 ¢g

Distile su.............o 1000 ml

pH: 7,3+0,2

Besiyeri 38 g olacak gekilde distile su i¢inde kaynatilarak eritilip 121 °C'de 15
dakika sterilize edildi. 45-50 °C'a sogutulup steril petri kutularina 12,5 ml dokuldi.

2.1.2.1.4. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (% 20 Gliserinli) (Oxoid CM 0225)
BHIB .. 8g

GIISerin ..o 20 ml

Distile SU......oo 80 ml

Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildiktan
sonra 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

2.1.2.1.5. Trypton Soya Broth (TSB) (% 7,5 Tuzlu) (Oxoid CM 129)

T B . 8g
NaCl. . 75¢g
Distile Su......oo 1000 ml

Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi. 5 ml miktarda tiplere dagitildi. 121°C’de

onbeg dakika otoklavda sterilize edildi.

2.1.2.1.7. DNAse Test Agar (Merck 1.10449)

TrIPLOZ. ..o 20g
NaCl. . 75¢g
Deoksiribontikleik asit................................. 2g
AGAT AGAT. .. ..o I5¢g
Distile su..........oo 1000 ml

Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi. 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize
edildi. 12,5’er ml miktarda steril petrilere dokildi.
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2.1.2.1.8. Todd-Hewitt Buyyonu

Ozellikle beta hemolitik streptokoklarin  serolojik incelemeleri amaciyla
kilttrlerinin yapilmasinda kullanilan bir besiyeridir.
Beyin-kalp infiizyonu 500ml
Kazein veya Et peptonu 20g
D-Glikoz 2g
NaCl 2g
Na2HP04 0.4g

Na_CO, 2.5¢g
2773

Yukaridaki maddeler 700 ml kadar distile suda ¢oztundiikten sonra besiyeri pH’st 7.8’¢

ayarlanir. Besiyeri hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

2.1.2.1.9. Safral Esculinli Agar

Sigir eti ekstresi 3g
Pepton 5g
Agar 15g
Sigir safrast 40g
Ferric citrate 0.5g
Distile su 900ml
Yukaridaki maddeler 1s1 ile eritildikten sonra otoklav sterilizasyonu yapilir.
Sterilizasyon sonrast 50 °C’ye sogutulan besi yerine agsagidaki maddeler eklenir.
Esculin 1g
Saf su 100ml

2.1.2.1.10. Kaliforniya Mastitis Test Ayraci (Immucell®)

Alkil Benzen Siilfonat
pH indikatori

Ayraglar, sut ile karnistirilarak infeksiyonun derecesine gore subklinik mastitis

siphesi tagiyan hayvanlarin sitleri toplandi.
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2.2. Yontem
2.2.1. Siit Orneklerinden S. aureuss ve Streptococcus Tiirlerinin izolasyonu

Steril tiplere konulan her bir siit 6rneginden bir 6ze dolusu %5 koyun kani igeren kanli
agara ekilerek, 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Kanli agarda hemoliz,
pigmentasyon 6zelligi gosteren, koloniler segilerek saf koloni elde etmek i¢in Tryptic Soy
Agar (TSA) petrilerine tekrar ekilerek, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stresi sonunda tek koloni halinde ayrilan 6rneklerden birer koloni, 4 ml Tryptic Soy Broth
(TSB) i¢ine inokile edilerek gece boyu 37 °C’de 24 saat ¢alkalanarak inkiibe edilmisg,
inkiibasyon sonrasi %15 oraninda steril gliserol igerecek sekilde stoklanmislardir. Kisa streli

calisma stoklart -20 °C’de uzun streli, ¢alisma stoklari ise -80 °C’de saklanmustir.
2.2.2. 8. aureus ve Streptococcus Tiirlerinin Tespiti I¢cin Gram Boyama

Elde edilen 6rneklerin Gram (+) Staphylococcus ve Streptococcus cinslerine ait olup
olamayacaginin tespiti amaciyla Gram boyama uygulanmistir. Gram boyama i¢in, 6rnekten
temiz bir lam tzerine steril 6ze ile 2-3 6ze dolusu su konulmug ve 24 saatlik bakteri
kualtirinden de 6ze ile alinarak su ile karistirilarak lam tizerine yayilmistir. Lam havada
kurutulduktan sonra alevden gegirilerek fikse edilmig ve kristal viyole ile 1 dk boyanmigtir. Bu
sure sonunda boya dokulmus ve lam tizerine lagol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika beklenmis ve
bu stire sonunda liigol ¢ozeltisi dokiilerek kurutma kagidi ile kurulanmigtir. Lam %96’lik etil
alkole daldirilip ¢ikarilarak 10-15 saniye siireyle alkol ile yikanmig daha sonra ise saf su ile
yikanarak kurutma kagidi ile kurulanmigtir. Son olarak lam tizerine safranin damlatilarak 30
saniye sireyle boyanmis ve ornek saf su ile yikanarak kurulandiktan sonra mikroskopta
incelenmigtir. Mikroskopta Gram (+) 6zellik gosteren yuvarlak bigimli bakteriler aranmigtir

(Winn ve ark 2006).

2.2.3. 8. aureus ve Streptococcus Tiirlerinin Katalaz Testi ile Ayrimm

Gram (+) bakteriler olan S. aureus ve Streptococcus turlerini ayirmada katalaz testi
uygulanmistir. Bu uygulamada besiyeri tizerinde treyen kolonilerden steril 6ze ile alinip temiz

bir lam uzerine aktarildiktan sonra tizerine 1-2 damla %3 lik HZO2 damlatilir. Katalaz enzimi
olusturan bakteriler HZOZ’i su ve oksijene ayrnigtirirlar. Ortamdaki oksijen ¢ikigi kabarcik

olusumu ile belirlendiginden, test sonucu kabarciklar meydana geldiginde katalaz (+),
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kabarciklar olugmadiginda ise katalaz (-) olarak degerlendirilir. Streptococcus’lar katalaz (-), S.

aureus 1se (+) dir (Winn ve ark 2006).

2.2.4. 8. aureus Tespitinde Koagulaz Testi

Koagulaz testi, S. aureus’un diger Staphylococcuslardan ayirt edilmesinde 6nem
tagiyan bir deneydir. Calismada kullanilan bakterilerin  koagulaz testleri tiipte
gerceklestirilmigtir. Ancak birkag tane ornek i¢in lam uzerinde gergeklestirilen koagulaz
testlerinden de benzer sonuglar elde edilmistir. Steril bir deney tlipu igerisine 0.8 ml serum
fizyolojik ve 0.2 ml EDTA’l1 tavsan plazmasi (Bactident Coagulase, 1.13306.0001 Merck)
eklenmigtir. Kanli agarli petri tizerinde 24 saat inkiibasyon sonrasi olusan bir koloni, 6ze ile
alinip plazma igerisinde ezilerek emiilsifiye edilir. 37 °C’deki su banyosuna birakilarak 1, 2, 4,
8 ve 24. saatlerde pihtinin olugmasi gozlemlenir. S. aureus gibi koagulaz enzimine sahip
tirlerin kan plazmasini koagiile etmesi sonucunda test tiptnde katilasma meydana gelirse, test
sonucu koagulaz (+), katilagma meydana gelmiyorsa koagulaz (-) olarak degerlendirilir.

Aragtirmamiz igin koagulaz (+) olan suglar degerlendirmeye alinmigtir (Winn ve ark 2006).

2.2.5. B Grubu Streptococcus’larm Identifikasyonu i¢cin CAMP (Christie, Atkins, Munch-

Peterson) Testi

Lancefield B grubu Streptococcus’larin (S. agalactiae) identifikasyonu igcin CAMP
testi kullanilir. Koyun kanli agar tizerine diiz bir hat boyunca beta toksin treten S. aureus tiri
ekilir. Bu ekim ¢izgilerine dik dogrultuda, Staphylococcus ekim ¢izgisine dokundurmamaya
dikkat ederek, incelenecek mikroorganizmanin 2-3 cm uzunlukta ¢izgi ekimi yapilir. Her
petriye 4-5 organizma ekilebilir. Petriler 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda, Streptococcus ve Staphylococcus’larin treme yapilarn incelenir. Birbirlerine yakin
olduklarn yerde ok basi seklinde hemoliz meydana gelirse CAMP testi pozitif kabul edilir. S.
aureus’un beta lizini ile S. agalactiae'nin ekstraselliiler Grini birlikte hareket ederek biytik bir
beta hemoliz olusturur. Koyun kanli agara kontrol organizmasi olarak S. aureus ATCC 25923
ekilmigtir. Streptococcus olarak ise S. agalactiae veya S. pyogenes kullanilmigtir.
Staphylococcus gizgilerine dik ag1 yapacak sekilde ekilen S. agalactiae’da inkiibasyon sonrasi
ok bast seklinde hemoliz gorilir ve CAMP (+) olarak degerlendirilmistir. Ayni sekilde ekilen
S. pyogenes’da inkibasyon sonrast ok basi seklinde hemoliz gorilmediginden CAMP (-)
olarak degerlendirilmistir (Winn ve ark 2006).
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2.2.6. D Grubu Streptococcus’lar1 Diger Streptococcus’lardan Ayirmak icin Safrali-

Eskulinli Agar Testi

Stupheli koloniden igne ile alinan 6rnekten besi yerinin ylizeyine ¢izgi ekimi yapilmigtir
ve 35 °C’de inkiibe edilmistir. Her giin Greme olup olmadigina ve tireme olmus ise siyahlanma
olusup olusmadiina bakilmisir. Genellikle 48 saatte bazen de 3 giinde sonug almabilir. Ureme

ve siyahlanma varsa pozitif, yoksa negatif olarak degerlendirilmistir (Winn ve ark 2006).

2.2.7. Disk Difiizyon Yontemi ile Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Identifiye edilen S. aureus ve Streptococcus tiirlerinin antibakteriyel duyarlilik ve
direnglilik testleri disk diftizyon yontemi ile yapilmistir. Turler yatik besi yerlerinden
kanli agar besi yerine pasajlanip, 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen yeni
kiltarlerden Tryptic Soy Broth besiyerlerine 0.5 ml McFarland'a uygun siispansiyonlar
hazirlanmistir. Her bakteri tiri i¢in ayrnt hazirlanan siispansiyonlardan 15 dakika ig¢inde
steril ekiivyon ile inokulum teknige uygun olarak 25 ml'lik steril mueller hinton agar
besiyerinin tizerine agilanmigtir (NCCLS; National Committee for Clinical Laboratory
Standards). S. aureus ATCC 25923 susu disk difiizyonu yonteminde kontrol olarak

kullanilmigtir.

Aragtirmamiz  i¢in  Florfenikol, Neomisin,  Sefuroksim, Enrofloksasin,
Trimetopmrim-Sulfometoksazol, Danofloksasin, Amoksisilin-Klavulanik asit, Penisilin,
Oksitetrasiklin ve Ampisilin antibiyotik diskleri ticari olarak satin alinmistir (Oxo1d®).
Saat yoniinde verilen numaralarla hazirlanan protokole gore plaklarin yuzeyine, plak
kenarindan 15 mm birbirinden 25-30 mm araliklarla olacak sekilde antibiyotik diskleri,
dispenser yardimi ile yerlestirilmigtir. Petriler 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Disklerin
etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplart kumpasla olgilerek duyarlilik ve direnglilik

oranlart NCCLS nin belirledigi degerlere gore saptanmigtir (NCCLS 2008).
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3. BULGULAR

Bu calisgmada Aydin ili ve c¢evresindeki sut sigirciligr igletmelerinde bulunan
hayvanlardan Kaliforniya Mastitis Test ile subklinik mastitis problemi gosterdigi
belirlenen hayvanlara ait sutler steril kosullarda alinan, toplam 100 adet sit ornegi
biyokimyasal yontemlerle S. aureus, S. uberis ve S. dysgalactiae yoniinden incelenmistir.
Izole edilen bakteriyel suslarin biyokimyasal olarak identifikasyonu yapilmis ve antibiyotik

duyarliliklarinin belirlenmistir.

Steril tiplere konulan her bir stit 6rneginden bir 6ze dolusu %5 koyun kani igeren kanli
agara ekilerek, 37 °C’de 48 saat inkiuibasyona birakilmigtir. Kanli agarda hemoliz 6zelligi
gosteren koloniler segilerek saf koloni elde etmek igin Tryptic Soy Agar (TSA) petrilerine
tekrar ekilerek, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda tek
koloni halinde ayrilan 6rneklerden birer koloni, 4 ml Tryptic Soy Broth (TSB) i¢ine inokiile
edilerek gece boyu 37 °C’de 24 saat ¢alkalanarak inkube edilmis, inkiibasyon sonrasi %15
oraninda steril gliserol igerecek sekilde stoklanmiglardir. Kisa stireli ¢alisma stoklart -20 °C’de

uzun sureli, ¢alisma stoklari ise -80 °C’de saklanmustir.

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Incelenen 100 siit 6rneginin 28 (%28)’inden S. aureus, 21 (% 21)’inden S. uberis,
ve 8 (% 8)’inden S. dysgalactiae izolasyonu gerceklestirildi. Toplam 43 (% 43) ornekte ise

bakteriyel tireme saptanmadi. Omeklerde bulunan toplam bakteri sayis1 Cizelge 3.1°de

gosterilmigtir.
Cizelge 3.1. Orneklerde bulunan toplam bakteri sayis
Tiirler Izolasyon Sayisi Yiizde
S. aureus 28 28
S. uberis 21 21
S. dysgalactiae 8 8

26



3.2. Antibiyogram Bulgulari

Arastirmamizda identifiye edilen S. aureus, S. uberis ve S. dysgalactiae suslarinin
disk difiizyon teknigi ile antibiyotik duyarliliklart incelenmistir. Antibiyotik duyarlilik
testlerinde  Florfenikol, Neomisin, Sefuroksim, Enrofloksasin, Trimetopmrim-
Sulfometoksazol, Danofloksasin, Amoksisilin-Klavulanik asit, Penisilin, Oksitetrasiklin ve
Ampisilin antimikrobiyel ajanlarini ihtiva eden diskler kullanilmistir. Test sonucunda
bakteriyel izolatlarinin Amoksisilin- Klavulanik asit’e duyarlilik oran1 % 65, Ampisilin ve
Sefuroksim’e duyarlilik oran1 % 60, Trimetoprim-Sulfometoksazol’e duyarlilik oran1 %
100, Florfenikol’e duyarlilik oranm1 % 100 olarak belirlenmistir. Izole edilen bakteriyel
suslar Penisilin’e ve Neomisin’e 100 direngli, Oksitetrasiklin’e % 85 direngli,
Enrofloksasin’e ve Danofloksasin’e ise % 70 oranminda direngli saptanmistir. Antibiyotik

duyarlilik oranlan Cizelge 3.2.’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik oranlar

Antibiyotikler S. aureus S. uberis S. dysgalactiae

S 1 R S | R S | R

Penisilin - - 28 - - 21 - - 8
Neomisin - - 28 - - 21 - - 8
Enrofloksasin - 9 19 - 6 15 - 2 6
Oksitetrasiklin - 5 23 - 3 18 - 1 7
Danofloksasin - 8 20 - 6 15 - 2 6
Amoksisilin-Klavulanik asit 18 10 - 14 7 - 5 3 -
Ampisilin 1513 - [12] 9 - 4 4 -
Sefuroksim 17 11 - 13 8 - 4 4 -
Trimetoprim-Sulfometoksazol | 78 - - 21 - - 8 - -
Florfenikol 28 - - 21 - - 8 - -
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4. TARTISMA

Bakteriyel nedenler basta olmak tizere gesitli nedenlere bagli olarak sekillenen
meme dokusu yangisi mastitis olarak tamimlanir. Mastitis infeksiyonuna bagli olarak siit
veriminde azalma ve buna bagli olusan ¢esitli sonuglara bagli olarak bu infeksiyon siit
yonlu yetistiricilik yapan bir igletme i¢in olduk¢a 6nemli ekonomik kayiplar sekillendirir.
Streptokoklar mastitise neden olan 6nemli bakteriyel patojenlerdir. Bu patojen etkenlerin
kendi aralarinda g¢evresel ve bulasici olarak siniflandirilmalari, mastitis probleminin
cozimiinde etkene spesifik yonetim prosediirii ve tedavi uygulamalarinin bagarisini artirir,
Bu nedenle streptokokkal mastitislerin identifikasyon prosediirinde izlenecek islemler
olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢aligmada, mastitisli sitlerden etken izolasyonu ve Streptokoklarin
mastitis etiyolojisindeki rolleri klasik kiiltiir yontemi ile belirlenerek, izole edilen izole

edilen suslarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Mastitis, hazirlayict birgok etkenin yanisira bakteriler, mantarlar, algler ve virtsler
gibi bir¢cok mikroorganizmalar tarafindan olusturulmaktadir fakat ¢ogunlukla bakteri
kaynaklidir (Akay ve ark 1993). Polimikrobiyal etiyolojiye sahip olan mastitise yol agan
100’tn uzerinde mikroorganizma oldugu bilinmekte ve bunlar ¢evrede, inegin killarinda,
derisinde ve meme kanallarinda  bulunmaktadir.  Enfeksiyona yol agan
mikroorganizmalarin yaklasik %95’ini Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis ve Escherichia coli, %5’in1 ise diger

mikroorganizmalar olusturmaktadir (Atasever ve ark 2008).

Bir ¢aligmada Yildiz (2003); subklinik mastitislerde 43 adet (%39.45) S. aureus, 25
adet (%22.94) S. epidermidis, 18 adet (%16.51) identifikasyonu yapilamayan
Staphylococcus tirleri, 6 adet (%5.50) Corynebacterium pyogenes, S adet (%4.59) Str.
agalactiae ve 12 adet (%11.01) bakteri izole edilmeyen meme lobu belirlenirken, klinik
mastitisli siit 6rneklerinde, 6 adet (%31.58) S. aureus, 5 adet (%26.32) S. epidermidis, 3
adet (%15.78) identifikasyonu yapilamayan Staphylococcus tirleri, 2 adet (%10.53) L.
coli, 1 adet (%5.26) Str. agalactiae ve 2 adet (%10.53) bakteri izole edilemeyen meme
lobu belirlemigtir. Tedaviye yanit ve iyilesme oranlarinda stafilokok tiirlerinin digerlerine

gore daha disik kaldigini gozlemlemistir.
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S. aureus en yaygin gorilen kronik mastitis tiplerine neden olan bakteridir. Bazi
sigirlar buzagilamadan sonra klinik mastitise yakalansa da enfeksiyon genelde subkliniktir
ve siitte ya da memede fark edilebilir degisiklikler olmadan somatik hiicre sayisinda
artiglara neden olur. Bakteri, enfekte olmus sigirin meme bezlerine, siit kanallarina ve
memelerdeki lezyonlarina yerlesir ve bulasicidir. Enfeksiyon, kontamine olmus S. aureus
bakterisinin enfekte olmusg bir salgi meme bezinden sit sagim zamani enfekte olmamig bir
bagka salgt meme bezine bulasir ve bakteri sit kanalina penetre olur. Bir kere yerlesmisg
olan §. aureus enfeksiyonu antibiyotik tedavisine cevap vermez ve enfekte sigirlar siiriden

uzaklagtirilmak zorundadir (Paterson 2013).

En onemli S. aureus rezervlerinden birt meme yapilari olsa da sigirin meme disi
bolgelerinde de bakteriye rastlanmigtir. Bu nedenlerle ge¢misten giniimiize kadar
mastitisin tedavisi, ortadan kaldirilmasi ve koruma-kontroli ile ilgili bir ¢ok aragtirma
yapilmistir. Ancak, mastitisin etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol oynamasindan dolayt
bu hastalig1 yok etmek mumkiin olmamistir. Bu agidan hastaliktan kaynakli zararlari en

aza indirmek amag¢ edinilmistir (Rigvanli 2001).

S. aureus suglarinin epidemiyolojik olarak tanimlanmasi ile kaynag: belirlenmis
olan mastitis hastaliginin tedavisi gerceklestirilebilir ve kalitesi yiiksek, insan sagligina
elverisli sttler elde edilebilir. Kullanilabilecek ideal tiplendirme yontemlerinin; ayrim gicii
yiksek, tekrarlanabilir, kolay uygulanabilir, sonuglart kolay yorumlanabilir, bilgisayara
bagli analiz ve veri tabanlar ile uyumlu ve ¢ok kompleks yapida olmamasi gibi 6zelliklere

sahip olmalan gerekmektedir (Kiran 2011, Dijkshoorn ve ark 2000).

Turkiye’de  mastitislerin =~ yayginligimi = ve  mastitislere  neden  olan
mikroorganizmalarin belirlenmesine yonelik yapilan c¢aligmalarda farkli Stafilokok
izolasyon oranlart bulunmustur. Turitoglu ve arkadaglari (1995), Marmara bolgesinde %
28.1 S. aureus ve % 23.1 S. epidermidis, Kuyucuoglu ve ark (2001) Afyon bolgesinde %
40.1 8. aureus, Ergiin ve arkadaglari (2004), % 42.4 KNS ve % 25.1 §. aureus, Gurtirk ve

arkadaglart (1998) Van ve yoresinde % 41 oraninda Stafilokok tiri izole etmiglerdir.
Yurtdiginda yapilan ¢aligmalarda Tenhagen ve arkadaglari (2006) Almanya’da %

9.1 KNS ve % 5.7 §. aureus, Gianneechini ve arkadaglart (2002) Uruguay’da % 62.8 S.
aureus ve % 7.4 KNS, Pitkéld ve arkadaglari (2004) Finlandiya’da % 49.6 KNS ve % 10.2
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S. aureus, Workineh ve arkadaglart (2002) Etopya’da % 40.5 S. aureus ve % 16.5 KNS

izole etmislerdir.

Ates ve arkadaglarinin Konya bolgesinde yaptiklarn ¢alismada mastitisli sttlerden
izole edile S. aureus tirlerinin Penisilin’e % 28.1, Tetrasiklin’e % 50.2, Kanamisin’e %
37.2, Eritromisin’e % 68.1, Ampisilin’e % 37.8, Streptomisin’e % 32.4, Sefalosporinlere
% 72.4 oraninda duyarli bulunduklar bildirilmistir.

Calismamizda ise izole edilen S. auwreus suslarinin antibiyotik duyarliliklan
incelendiginde bakteriyel izolatlarinin Amoksisilin- Klavulanik asit’e duyarlilik oran1 %
65, Ampisilin ve Sefuroksim’e duyarlilik oran1 % 60, Trimetoprim-Sulfometoksazol’e
duyarlilik oram1 % 100, Florfenikol’e duyarlilik oran1 % 100 olarak belirlenmistir. Izole
edilen bakteriyel suslar Penisilin’e ve Neomisin’e 100 direngli, Oksitetrasiklin’e % 85

direngli, Enrofloksasin’e ve Danofloksasin’e ise % 70 oraninda direngli saptanmisgtir.

Sit orneklerinden streptokoklarin izolasyon oranlart farklilik gostermektedir.
Tenhagen ve ark. (2006) inek sutlerinden izole ettikleri streptokoklarin %0,1°ni S.
agalactiae, %3,4’nu S. dysgalactiae, %2,3’nl S. uberis olarak identifiye etmislerdir. Beare
ve ark. (2009) inek sutlerinde S. dysgalactiae oranini %15,6, S. uberis oranint % 11,1
bulmuslar ancak S. agalactiae izole edememislerdir. Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada
(Bohnsack ve ark 2004) sutlerdeki bakteriyolojik 6rnekleme sonucunda %23,5 oraninda S.

uberis etkeni izole edilirken S. agalactiae ve S. dysgalactiae etkenlerine rastlanilmamigtir.

Bentley ve ark. (1993) mastitisli siitlerden izole edilen 206 Gram pozitif kokun
sadece ucunin S. parauberis oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, S. parauberis
etkenlerinin §. uberis’den ayriminin zor oldugunu ve buna bagli olarak epidemiyolojileri
hakkinda siirli bilgi bulundugunu belirtmislerdir. Pitkala ve ark. (2008) Finlandiya’da
yaptiklart ¢aligmada 137 adet S. wberis izolatinin ikisini S. parauberis olarak identifiye
etmigler ve S. parauberis suglarinin antibiyotik direngliliklerinin S. uberis ile benzerlik
gosterdigini belirlemislerdir. Devriese ve ark. (1999) klinik ve subklinik mastitislerden
izole edilen katalaz negatif ve eskulin pozitif Gram pozitif koklarin, ¢cogunlukla S. uberis
olarak identifiye edildigini ve yeterince dogru identifikasyona gidilmedigini

bildirmislerdir.
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Turkiye’de yapilan ¢aligmalarda, Karahan (2005) inceledigi mastitisli siit
orneklerinden % 24,3 oraninda Strepfococcus spp. izole etmis ve izole edilen etkenlerin
%10,4°u S. agalactiae ve %13,9’unu diger streptokoklar olarak identifiye etmistir. Sahin
ve ark. (1997) ise, sutlerden streptokok izolasyon oranini %29,82 olarak bulmus, ve
bunlarin %14,03 S. agalactiae, %8,77 S. dysgalactiae ve %7,02 S. uberis olarak identifiye

edilmistir.

Pitkala ve ark. (2008) Finlandiya’da yaptiklari c¢alismada 137 adet S. wuberis
izolatinin ikisini S. parauberis olarak identifiye etmisler ve S. parauberis suslarinin
antibiyotik direngliliklerinin S. uberis ile benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Devriese
ve ark. (1999) klinik ve subklinik mastitislerden izole edilen katalaz negatif ve eskulin
pozitif Gram pozitif koklarin, ¢ogunlukla S. uberis olarak identifiye edildigini ve yeterince

dogru identifikasyona gidilmedigini bildirmislerdir.

Gianneechini ve ark. (2002), Uruguay’in bir bolgesinde yaptiklar1 ¢aligmada siit
ineklerinden izole ettikleri tiirlerin antibiyotiklere duyarliligini test etmisler, S. agalactiae
ve S. uberis’e ait butiin izolatlarin penicillin ve ampicillin’e %100 oraninda duyarly, S.

agalactiae’larin ise %96.6 oraninda erythromycin’e duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Arjantin’de ise 3 adet S. uberis, 36 adet S. agalactiae ve 8 adet S. dysgalactiae spp.
olmak tuzere toplam 47 adet Streprococcus susunun penicillin G, erythromycin ve
clindamycin direnci disk difiizyonu ve MIC ile belirlendiginde, penicillin G’ye kargi biitiin
izolatlarin duyarli oldugu buna ilaveten erythromycin ve clindamycin direncinin sirastyla

%27.6 ve %25.5 oraninda oldugu bulunmustur (Denamiel ve ark 2005).

Calismamizda ise izole edilen S. wuberis ve S. dysgalactiae suslarinin antibiyotik
duyarliliklart incelendiginde bakteriyel izolatlarinin Amoksisilin- Klavulanik asit’e
duyarlilik oranm1 % 65, Ampisilin ve Sefuroksim’e duyarlilik orani % 60, Trimetoprim-
Sulfometoksazol’e duyarlilik orani % 100, Florfenikol’e duyarlilik oran1 % 100 olarak
belirlenmistir. Izole edilen bakteriyel suslar Penisilin’e ve Neomisin’e 100 direngli,
Oksitetrasiklin’e % 85 direngli, Enrofloksasin’e ve Danofloksasin’e ise % 70 oraninda

direngli saptanmistir.
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5. SONUC

Mastitis mikroorganizmalarin sebep oldugu o6nemli bir meme bezi hastaliidir.
Mastitise bagli olarak her yil buyik ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. Hastalik
tarafindan ortaya ¢ikan ekonomik kayiplar sadece siit veriminde azalma ile sinirli olmayip,
hastaligin tedavisi, suriiden hastalikli hayvanlarin ¢ikarilmasi gibi  harcamalarni  da
kapsamaktadir. Ayrica énemli bir gida kaynagi olan sitiin kalitesindeki bozulma halk saglig

acisindan da olumsuz sonuglara sebep olmaktadir.

Arastirmamizda, toplam 100 adet hayvana ait subklinik mastitisli stt 6rneklerinden S.
aureus, S. uberis ve S. dysgalactiae turlerinin izolasyonu ve identifikasyonu yapilmistir. Stt
orneklerinin % 43’inde bakteriyel tUreme gorilmemistir. Calisma sonucunda S. aureus
tirlerinin izolasyon yizdesi % 28 ve S. uberis ve S. dysgalactiae tirlerinin izolasyon ytizdesi

ise sirasiyla % 21 ve % 8 oraninda ger¢eklesmistir.

Calismamizda identifikasyon i¢in kullandigimiz standart biyokimyasal prosediirler
sonuglari tlkemizde mastitis ¢alismalarinda izole edilen etkenler ile karsilagtirlldiginda benzer
sonuglar verdigi gorulmistir. Dolayisiyla klasik biyokimyasal yontemlerin givenilirligi

dogrulanmis ve uygulanabilir oldugu ortaya koyulmustur.

Aragtirmamiz sayesinde sit tretimi i¢in olduk¢a 6nem tagiyan subklinik tipteki mastitis
olgularindaki patojenlerin izolasyonu ve identifikasyonu, hastaligin iilkemiz geneli ve Aydin ili
cevresi i¢in gelecek caligmalara 151k tutulacaktir. Gegmiste tlkemizde yapilmig ve gelecekte
yapilacak ¢alismalar tlkemiz i¢in hastaligin teshis ve tedavi politikalarinin belirlenmesinde
etkili olabilecektir. Antibiyotik tedavisinin uygulanacagi durumlarda hem S. aureus ve hem de
Streptococcus tirlerinin varoldugu surilerde ¢alismamizda da saptanan farkli antibiyotik

duyarliliklarinin olabilecegi g6z 6niine alinmalidir.
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OZET

Subklinik Mastitisli Sigirlardan Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis ve
Streptococcus dysgalactiae Etkenlerinin 1zolasyonu ve Antibiyotiklere
Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Bu calismada, subklinik mastitisli stitlerden S. aureus, S. uberis ve S. dysgalactiae
tirlerinin izolasyonu mastitis etiyolojisindeki rollerini klasik kultir yontemi ile belirlemek,
ayrica izole edilen suglarinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmigtir. Aydin ili
ve g¢evresindeki sit sigirciligr isletmelerinde bulunan hayvanlardan Kaliforniya Mastitis
Test ile subklinik mastitis problemi gosterdigi belirlenen hayvanlara ait sitler steril
kosullarda alinan, toplam 100 adet stt ornegi biyokimyasal yontemlerle S. aureus, S.

uberis ve S. dysgalactiae yontinden incelenmistir.

Calismamizin sonucunda S. aureus turlerinin izolasyon yuzdest % 28 ve S. uberis ve
S. dysgalactiae turlerinin 1zolasyon yiizdest ise sirasiyla % 21 ve % 8 oraninda gergeklesmistir.

Sut orneklerinin % 43’ tinde bakteriyel tireme gorilmemistir.

Calismamizda izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklart incelendiginde
bakteriyel izolatlartmin Amoksisilin- Klavulanik asit’e duyarlilik oran1 % 65, Ampisilin ve
Sefuroksim’e duyarlilik oram1 % 60, Trimetoprim-Sulfometoksazol’e duyarlilik oran1 %
100, Florfenikol’e duyarlilik oram % 100 olarak belirlenmistir. Izole edilen bakteriyel
suslar Penisilin’e ve Neomisin’e 100 direngli, Oksitetrasiklin’e % 85 direngli,

Enrofloksasin’e ve Danofloksasin’e ise % 70 oraninda direngli saptanmigtir.

Anahtar sozciikler: Mastitis, S. aureus, S. uberis, S. dysgalactiae
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SUMMARY

Isolation and Determination of Antibiotic Susceptibilities of Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis and Streptococcus dysgalactiae Agents From Cattle with
Subclinical Mastitis

In this study, isolation of S. aureus, S. uberis and S. dysgalactiae from subclinically
mastitic milk samples by classical culture methods and determination of their roles in
epidemiology of mastitis was aimed. A total of 100 milk samples which were taken from
animals that were determied to have subclinical mastitis problem by California Mastitis
Test, found in dairy cattle farms of Aydin province region were detected in the point of S.

aureus, S. uberis and S. dysgalactiae by biochemical methods.

As a result, the isolation percentage of S. aureus was found as 28 %, the isolation
percentage of S. uberis and S. dysgalactiae were found to be as 21 % and 8 % respectively.

There was not detected any bacterial growth from the milk samples in the ratio of 43 %.

The antibiotic susceptibilities of the isolates are 65 % to Amoxycillin-Clavulanic acid,
60 % to Ampicillin and Cefuroxim, and 100 % to Trimethoprime-Sulphomethosazole and
Florfenicol. The isolated bacterial strains were resistant to Penicillin and Neomicin in the ratio
of 100 %, resistant to Oxytetracycline in the ratio of 85 %, resistant to Enrofloxacin and

Danofloxacin in the ratio of 70 %.

Key Words: Mastitis, S. aureus, S. uberis, S. dysgalactiae
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OZGECMIS

31.12.1979 Kirklareli/Babaeski dogumluyum.ilkokulu Babaeskide bulunan Fevzi
Cakmak Ilkokulunda okudum.Daha sonra sirasiyla Babaeski Ortaokulu ve Babaeski
Super Lisesinde okudum.Universiteyi Adnan Menderes Universitesi Fen-edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimiinde okudum.Universiteden sonra Manisa/Kirkaga¢c Komanda Egitim alayinda
kisa donem er olarak askerligimi yaptim.Askerden sonra once Burger King firmasinin
midirlikk egitimine katildim.3 ay egitimden sonra Istanbul ve Kusadasinda bulunan Burger
King Restoranlarinda mudurlik yaptim.Oradan istifa ederek Kusadasinda bulunan Cavusoglu
Tuborg-Uludag Mesrubat Bayiinde Satis Temsilciligi yaptim.Didim ve Davutlar-Guizelgamli
bolgelerinde ¢alistm.En son Izmir'de A101 marketlerinde personel olarak ¢alismaya

basladim.Su an hala Aydin'da A101 markatlerinin Girne Mahallesi subesinde ¢alismaktayim.
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