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OZET

AYDIN iLi SOKE ILCESINDE SiYAH-ALACA SUTCU INEKLERDE
SUBKLINIK MASTITiS PREVALANSININ BELIRLENMESI

Celik O. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Dogum ve
Jinekoloji (Veteriner) Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Bu ¢alismada, Aydin ili S6ke il¢esinin farkli mahallelerinde bulunan Siyah-Alaca ineklerde
subklinik masititis oraninin belirlenmesi ve subklinik mastitise neden olan bakterilerin
molekiiler (sekans analizi) identifikasyonun yapilmasi amaclandi. Materyal olarak 312 bas
Siyah-Alaca inegin 1231 meme lobu kullanildi. California Mastitis Test (CMT) sonucunda,
ineklerin %72.44'iniin ve meme loblarimin %46.63"linlin subklinik mastitisli oldugu belirlendi.
Subklinik mastitisli inekler, yas, laktasyon ayi, altlik yapisi, sagim sistemi ve bulunduklari
mahallelere gore degerlendirildi. Yas ve laktasyon ayimin artis1 subklinik mastitis i¢in riskli
oldugu diisiiniildii. Sagim sisteminin subklinik mastitise etkisi ylizdesel olarak farkli bulunsa
da istatistiksel olarak 6nemli olmadigr (P>0.05) gozlenirken; kaucuk althgin kullanildig:
isletmelerde subklinik mastitisin 6nemli derecede azaldigi kaydedildi (P<0.001). CMT pozitif
226 inekten aseptik sartlarda alinan siit numunelerinin 128'inde (%56.64) patojen
mikroorganizmalar tespit edilirken 98'inde (%43.36) ireme gorilmedi (P<0.05).
Yiizyirmisekiz numuneden, 178’inde mikroorganizma iiredigi, bunlardan 77'sinin (%43.75)
bulasici, 99'unun (%56.25) ¢evresel mastitis etkeni bakteri, 2'sinin ise maya oldugu tespit edildi.
Streptecoccus spp., Stapylococcus spp., Corynebacterium spp., Bacillus spp. ve koliform grubu
bakterilerin en ¢ok identifiye edilen tiirler oldugu goriildii. Altlik materyali olarak giibrenin
kullanildigr isletmelerde, ¢evresel mastitis etkenlerinin subklinik mastitisde baslica risk faktori
oldugu tespit edildi. Farkli bolgelerde yapilan ¢alismalarda oldugu gibi Aydin ili Soke ilgesinde
de subklinik mastitisin 6nemli bir sorun oldugu, ayrica yetistiricilerin hastaligin tani, tedavi ve
daha 6nemlisi koruma-kontrol yollar1 hakkinda yeterli bilgiye sahip olmadiklar1 belirlendi.
Belirli araliklarla subklinik mastitis taramas1 yapilmasi, etken izolasyonu ve identifikasyonu ile
mastitise kars1 alinacak tedbirlerin isletmelerin karlilig1 ve siirdiirebilirligi i¢in 6nemli oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: California Mastitis Test, Molekiiler identifikasyon, Subklinik mastitis



ABSTRACT

DETERMINATION OF SUBCLINICAL MASTITIS INCIDENCE
IN HOLSTEIN DAIRY COWS IN SOKE SUBPROVINCE OF AYDIN

Celik O. Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Obstetrics and
Gynecology (Veterinary) Program, Master Thesis, Aydin, 2020.

The aim of this study was to determine the rate of subclinical masititis in Holstein cows in
different districts of Soke, Aydin and to identify molecular (sequence analysis) of bacteria
causing subclinical mastitis. Materials and Methods: 1231 mammary lobes of 312 Holstein
cows were used as material. California Mastitis Test (CMT) revealed that 72.44% of cows and
46.63% of mammary lobes had subclinical mastitis. Cows with subclinical mastitis were
evaluated according to age, month of lactation, floor type, milking system and their location.
The increase in age and month of lactation suggested that it was risky for subclinical mastitis.
Although the effect of milking system on subclinical mastitis was found to be different in
percentage, it was not statistically significant (P> 0.05). Subclinical mastitis was found to be
significantly reduced in the barns where rubber (latex) mat was used as floor material
(P<0.001). Pathogens were detected in 128 (56.64%) of the milk samples taken from 226 CMT
positive cows under aseptic conditions, whereas 98 (43.36%) of them had negative result
(P<0.05). It was determined that 178 microorganisms were produced from 128 samples, 77
(43.75%) of them were infectious, 99 (56.25%) of them were bacteria of environmental mastitis
and 2 of them were yeast. Streptecoccusspp., Stapylococcusspp., Corynebacterium spp.,
Bacillus spp. and coliform group were the most identified species. It was concluded that
environmental mastitis agents were risk factors for subclinical mastitis in the dairy farms where
fertilizer was used as a floor material. As in other studies, subclinical mastitis is an important
problem in Soke district of Aydin and the breeders do not have enough information about the
diagnosis, treatment and more importantly protection and control of the disease. It was
concluded that subclinical mastitis screening at certain intervals, agent isolation and
identification and measures to be taken against mastitis are important for the profitability and
sustainability of the dairy farms.

Keywords: California Mastitis Test, Molecular identification, Subclinical mastitis



1.GIRIS

Siit sigir1 isletmelerinde karli bir {iretim yapmak ig¢in kaliteli ve saglikli siitiin elde
edilmesi gerekmektedir (Atasever ve Erdem, 2008).

Saglikli ineklerden elde edilen siitiin, insan beslenmesinde 6nemli besin degeri vardir
(Tekeli, 2005). Diinya niifusunun artmastyla siit ve siit iriinlerine olan talep de artmaktadir. Bu
talebi karsilamak igin siit sigir1 yetistiricileri ve bilim adamlari, hayvanlardan elde edilecek
siitiin birim hayvan basina olan miktarini, hayvan sayisini ve hastaliklar ile miicadelede daha
verimli hayvanlar gelistirmek igin birgok 1slah ¢alismalar1 gergeklestirmektedir. Tiirkiye'de
2018 il siit iiretim verilerine gore elde edilen toplam 22.120.716 ton siitlin, 20.036.716
(%90.6) tonu inek siitli oldugu ve siit veriminde olan yiizdelik diisiislerin aslinda 6nemli
derecede ekonomik kayiplara karsilik gelecegi dolayisiyla siitlin liretim yeri olan meme dokusu
saghiginin ne derecede 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (TUIK, 2019).

TUIK (2019) verilerinden yararlanilarak hazirlanan Tablo 1 ve Tablo 2'nin incelenmesi
sonucu 2000 yilinda birim hayvan basina yillik siit tiretimi 1.654 iken, 2018 yilinda 3.161°¢
yiikselmistir. Bunun yiikselisi, hayvan irklarimizdaki olan seleksiyon ile kiiltiir irklarimiz ve
melezlerinin toplam hayvan sayisindaki oraninin artmasi, kiigiik isletmelerin yerlerini yavas
yavas daha biiyiik isletmelerin almasi, bu sayede daha bilingli ve korumaya yonelik olarak

yapilan bir¢ok uygulama ile saglanmustir.

Tablo 1. Tirkiye'de ineklerden elde edilen siitiin 2000-2018 yillar1 arasinda karsilastirilmasi

) Sagilan inek Uretilen siit Birim inek basina
Yil Inek sayisi
sayisi miktar (ton) iiretilen siit miktari (ton)
2000  10.761.000 5.279.569 8.732.000 1.654
2018  17.042.506 6.337.907 20.036.716 3.161

Tablo 2. Tiirkiye'deki inek irklarinin 2000-2018 yillar1 arasindaki karsilagtirilmasi

Yil Kiiltiir irkr  Kiiltiir melezi Yerli irk Toplam
2000 1.806.000 4.738.000 4.217.000 10.761.000
2018 8.419.204 7.030.297 1.593.005 17.042.506




Diinyada oldugu gibi iilkemizde de siit sigir1 isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara
yol agan hastaliklarin basinda meme bezinde siit tiretme 6zelligi gdsteren hiicrelerin bakteriyel,
kimyasal, termal veya mekanik hasara karsi gostermis oldugu yangisal reaksiyon olan mastitis
gelir. Mastitisin; siit lretiminin diismesi, siitiin kalitesindeki deger kaybi, siitiin satis
degerindeki azalma, emek ve zaman kaybi, ilag ve tedavi giderleri, elde edilen siitiin dokiilmesi,
niiks oranmin yiikksek olmasi, inegin siiriiden erken c¢ikartilmasi (%21-39.4) gibi bir¢ok
ekonomik zarar1 vardir (Viguier ve ark, 2009; Awale ve ark, 2012; Keskin, 2015; Guimaraes
ve ark, 2017; Taponen ve ark, 2017; Hertl ve ark, 2018). Cek Cumhuriyetinde 1996-2003 yillari
arasinda yapilan bir ¢aligmada (Wolfova ve ark, 2006), diizenli olarak kayit tutulan 5 holstein
stit isletmesinde cesitli hastaliklarin tedavi giderlerinin %38’inden fazlasinin sadece mastitise
ayrildig: ifade edilmektedir. Nielsen ve ark (1991) tarafindan yapilan ¢aligmada, ilk laktasyon
doéneminde olusan mastitisin igletmeye verdigi toplam ekonomik zararin %38’ini siit kayb1 ve
%46’s1n1 veteriner hekim harcamalari olugturdugunu hesaplamislardir.

Siit ineklerinde subklinik mastitislerin sebep oldugu siit verim kayiplari, California
Mastitis Test (CMT) skorunun +1, +2, +3 gibi farkli derecelerinde sirasiyla giinliik %1.2-6.8,
%6.3-14.1, %18.9-33 oraninda oldugu goriilmiistiir (Yalgin ve ark, 2000; Yal¢mn, 2001;
Mungube ve ark, 2005). Mungube ve ark, (2005) herhangi bir CMT skoru seviyesinde yillik
ortalama %17.2 oraninda siit liretiminde azalma olacagini hesaplamiglardir. Farkli iilkelerde
bircok aragtirmacinin yapmis oldugu incelemelerde mastitisli ineklerin yillik 250-1277 kg siit
verim kaybina sebep oldugu belirlenmistir (Mc Donald, 1979; Lucey ve ark, 1986; Hortet ve
Seegers, 1998; Schepers ve Dijkhuizen, 1991; Mtallah ve ark, 2002).

Mastitislerin yol actigi ekonomik kaybin inek basma yillik 180-200 dolar oldugu ve
bunun %70-80'i subklinik mastitisten kaynaklandig1 belirtilmistir (Ozyurtlu, 2011). Fransa'da
yapilan bir ¢alismada Longo ve ark (2001) mastitis tedavisinde hayvan basina yillik 148-218
dolar arasinda harcama yapildig: bildirilmistir. Jasper (1982) Amerika Birlesik Devletlerinde,
mastitis sebebiyle her yil, inek basina 182 dolar ve toplamda iki milyar dolar zarar oldugunu
bildirmis, ABD'de yapilan bagka bir ¢alismada ise Seykora ve Mc Daniel (1985), mastitisin
yillik isletmeye 117.35 dolar ekonomik kayba yol agt1g1 belirlenmistir. Ulkemizde ise mastitisin
yillik ekonomimize 41.5-57.7 milyon zarari oldugu tahmin edilmektedir (Mutluer, 2001;
Gurbulak, 2009).

Bu derece onemli ekonomik kayiplara yol acan mastitis i¢gin meme dokusu tedavi
edilebilen bir organ degil, korunmasi gereken bir organdir. Bu nedenle mastitis ile miicadelede
bu hastaligin etkenlerinin ¢ok iyi taninmasi ve bunlara yonelik oOnlemlerin alinmasi

gerekmektedir (Vural ve ark, 2016).



Aydin ili Soke ilgesinde yapilan bu caligsmada, siit hayvanciligi yapan isletmelerde
subklinik mastitis oranimm1 ortaya ¢ikarmak ve subklinik mastitise neden olan
mikroorganizmalar1 tespit ederek yetistiriciyi bilinglendirip daha karli bir hayvanciligin

yapilmasini saglamak amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mastitis

En 6nemli etkeni mikroorganizmalar olmak {izere, kimyasal, termal veya mekanik hasara
kars1 meme bezinin gosterdigi yangisal reaksiyona mastitis denir. Etkeni mikroorganizmalar
olan mastitisler enfeksiydz, fiziksel travmaya bagli olan mastitisler non-enfeksiydz mastitis

olarak siniflandirilir (Bastan, 2019).

2.1.1. Mastitislerin Yangisal Reaksiyona Gore Simiflandirilmasi

Mastitis yangisal reaksiyonun siddetine gore klinik ve subklinik olarak ikiye ayrilir.

2.1.1.1. Klinik mastitisler

Klinik mastitis siitte ve memede goz ile goriiliir degisiklikler ile kendini gosteren bazen
sistemik belirtileri de olan mastitisdir. Perakut, akut, subakut ve kronik mastitis olarak 4 baslik

altinda incelenir.

2.1.1.1.1. Perakut mastitis

Nadiren rastlanan, memede ani sislik, ciddi yangi belirtileri ve siitiin ser6z ozellik
kazanmasiyla; septisemi, toksemi, istahsizlik, dehidrasyon, rumen atonisi ve beden 1sisindaki
artis ile sistemik belirtileri ortaya ¢ikaran, inegin yasami i¢in acil tedavi edilmesi gereken meme

yangisina perakut mastitis denir (Vural ve ark, 2016).



2.1.1.1.2. Akut mastitis

Perakut mastitis de oldugu gibi ani baslar ancak olusan yanginin ve sistemik belirtilerin
daha az olmasiyla perakut mastitisden ayrilan meme dokusunun sismesi, kizarmasi, siit
miktarinin azalmasi ve genel durumun bozulmasi gibi belirtiler gosteren meme dokusu
yangisina akut mastitis denir. Siit serdz goriiniimde ve igerisinde fibrin veya pihti bulundurur

(Vural ve ark, 2016).

2.1.1.1.3. Subakut mastitis

Sistemik belirtilerin ve meme dokusunda yangi belirtilerinin ¢ok belirgin olmadig: orta
siddetli meme dokusu yangisina subakut mastitis denir. Siitte kiiclik ptht1 ve flakonlar bulunur

ve bazen siitiin rengi de degisebilir (Bastan, 2019).

2.1.1.1.4. Kronik mastitis

Yangisal belirtileri subklinik mastitislere benzeyen fakat periyodik klinik parlamalar
gostererek subakut veya akut forma doniisebilen, bu asamalarda tedavi edilmeye calisilan ya da
kesime sevk edilen meme dokusu yangisina kronik mastitis denir. Paransim dokuda meydana
getirdigi hasar sonucu hasarli parangim dokunun yerini bag doku alir. Meme lobu atrofik ve

sert goriinimliidiir (National Mastitis Council, 1996).

2.1.1.2. Subklinik mastitis

Siitte ve memede goz ile goriiliir bir belirti olmayan ancak enfeksiyona neden olan
patojenin meme dokusunda bulunarak siit verimi ve kalitesinde diigme meydana getirdigi,
teshisi 6zel tan1 yontemleri ile yapilan en 6nemli mastitis formudur. Klinik mastitislerden 15-
40 kat daha fazla oranda rastlanir. Klinik olarak bir belirti vermediginden siirii igerisinde siiratle
yayilarak kisa siirede yakalanip tedavi edilmezse, siiriideki diger hayvanlar ic¢in rezervuar
gorevi goriir ve zamanla siiriide subklinik mastitis oranini artirarak 6nemli ekonomik kayiplara

neden olur (Vural ve ark, 2016).



Subklinik mastitis tanisi i¢in, California Mastitis Testi (CMT) ile yapilan taramalarda
uygulama yapilan yoreye gore farkli degerler elde edilmistir. Meme lobu dikkate alindiginda,
Trakya ve Marmara yoresinde %31.3-51.33, Akdeniz yoresinde %7.38-43, Giineydogu
Anadolu yoresinde %32.2, Dogu Anadolu ydresinde %7.84-29.32, i¢ Anadolu ydresinde
%33.23-60.17, Karadeniz yoresinde %16.14 oldugu belirlenmistir (Goktiirk ve ark, 1998;
Ergilin ve ark, 2000; Risvanli ve Kalkan, 2001; Ergiin ve ark, 2004; Giilcii ve Ertas, 2004; Tel
ve ark, 2009; Macun ve ark, 2011; Acar ve ark, 2012; Biiylikcangaz ve ark, 2012; Cokal ve
Konus, 2012; Kasik¢1 ve ark, 2012; Yesilmen ve ark, 2012; Ozdemir ve Kaymaz, 2013;
Kogyigit ve ark, 2016; Saydan ve Kalkan, 2017; Ozeng, 2019).

2.1.1.2.1 Subklinik mastitislerde tani

Subklinik mastitis, siit, meme dokusu ve inekte gozle goriilebilir bir degisiklik
olusturmamasindan dolay1 yetistiriciler tarafindan fark edilememektedir. Mastitisin bu sekli
meydana getirdigi zararlar bakimindan diger tiplere nazaran daha fazla 5nem tasimaktadir. Ozel

tan1 yontemleri kullanilarak teshis konulabilmektedir.

2.1.1.2.1.1. Somatik hiicre sayisinin (SHS) belirlenmesi

Meme dokusuna etki eden patojenlere yanit olarak epitel hiicreleri, nétrofilik
polimorfniikleer 16kositler ile az sayida lenfositler, monositler ve makrofajlar siitte artarak
somatik hiicre sayisin1 (SHS) artirmaktadir. Somatik hiicre genel olarak esey hiicrelerin disinda
kalan tiim hiicrelere denir. “Soma” Latince kokenli bir kelime olup viicut anlamini tasir.
Somatik hiicrelerin %25'ini epitel hiicreleri, %75'ini l6kositler olusturur. Patojenler sonucu
meydana gelen mastitis vakalarinda siite daha ¢ok nétrofiller (%90) go¢ ederek SHS'in
cogunlugunu olusturur. Ancak enfekte olmayan bir memede SHS'nin ¢ogunlugunu makrofajlar

olusturur (Oner, 2002; Olechnowicz ve Jaskowski, 2012; Deb ve ark, 2013).



Tablo 3. Subklinik mastitis durumlarinda inek siitiindeki SHS degisimi (Bastan, 2019).

Hiicre tipi Normal siit (%) Subklinik mastitis (%)
Notrofil %1-11 >%90
Makrofaj %66-88 %2-10
Lenfosit %10-27 %2-10
Epitel hiicre %0-7 %0-7

Sagim zamaninin yaklagmasiyla alveollere dolan siitiin basinci sonucu epitel hiicreler ve
16kositler hareketsiz kalir, sagim baslayinca alveollerdeki basing azalarak epitel hiicreler ve
16kositler hareket etmeye baglar ve siit igerisinde serbest hale gecerek sagimin sonuna dogru
stitteki SHS artis gosterir. Sagimdan birkag saat sonra SHS yine yiiksektir ¢iinkii alveollerde
siit iretimi yeni baslamis, serbest hale gelen epitel hiicreler ve damarlardan diapedez seklinde
alveollere gecen ldkositler, alveoller ici basing az oldugu igin serbest sekildedir. iki sagim
bekleme araliginin yarisindan sonra alveoller i¢i basing, siitlin birikmesiyle tekrardan artarak
epitel hiicrelerinin ve 16kositlerin serbest kalmasini onler, siitteki SHS daha diisiik olarak tespit
edilir (Vural ve ark, 2016; Bastan, 2019).

Mastitis, mastitise yol acan mikroorganizmalar, laktasyon donemi, enfekte meme lobu
say1s1, inegin yasi, irk, mevsim, cografik yerlesim, sagim sikligi, siit verimi, giinliik yonetsel
degisiklikler, siitiin 6l¢iim, tasinim ve depolama sekilleri gibi birgok parametreden SHS
etkilenir (Aytekin ve Boztepe, 2014).

Laktasyonun ilk haftalarinda siitteki SHS yiiksek, ilerleyen haftalarda siit veriminin
artmastyla diisiik, daha sonra laktasyonun sonuna dogru siit veriminin azalmasini takip ederek
yeniden yiiksek olarak tespit edilir. Siitteki SHS laktasyon sayisiyla da degisiklik gosterir;
ticlincii ve daha sonraki laktasyonlardaki 6l¢timler ilk iki laktasyonda bulunanlara gore 6nemli
derecede yiiksek cikmistir (Kelly ve ark, 2000; Sergeant ve ark, 2001).

Memenin ve siitiin saglikli olup olmadigi, SHS'nin diisiik veya yiiksek olmasi ile
anlasilabilmektedir (Eyduran ve ark, 2005). Saglikl1 siitte SHS 200.000 hiicre/mI'nin altindadir.
Mastitisli siitlerde yanginin derecesine gore bu sayir artig gosterir. SHS, CMT ile kontrol
edildiginde CMT (+1) sonug¢ verenlerde 300.000-500.000, CMT (+2) sonu¢ verenlerde
500.000-1.000.000, CMT (+3) sonug verenlerde 1.000.000'dan fazla oldugu ancak tam olarak
standardize edilmedigi bildirilmektedir (Risvanli, 2002). SHS saglikli ineklerde genelde
100.000 hiicre/ml'nin altindadir. Say1 50.000 hiicre/ml’den yiiksek oldugunda ve her iki katlik



artisin da, ilk dogumunu yapan ineklerde 0.4 kg, birden fazla dogum yapan ineklerde 0.6 kg
giinliik siit verimi kayb1 gozlenmistir (Bastan, 2019).
Somatik hiicre sayisi indirekt (CMT, Wisconsin Mastitis Test) ve direkt (Elektronik

sayim cihazlari, mikroskobik) yontemlerle tespit edilir.

2.1.1.2.1.1.1 California mastitis test (CMT)

California Mastitis Testi (CMT), siitte bulunan somatik hiicrelerin indirekt olarak tespiti
prensibiyle 1957 yilinda gelistirilmistir (Sanford ve ark, 2006). Subklinik mastitislerin
tespitinde kolayca uygulanabilen ve hizli bir sekilde sayisal bir deger vermemekle birlikte hiicre
sayilarinin diisiik veya yiiksek oldugu 6n bilgisini veren ucuz bir SHS belirleme yontemidir
(Bastan, 2019).

Bu testte kullanilan reajantlar, igerisine sollisyonun rengi menekse olmasi igin pH
indikatorii eklenmis deterjanlardir. CMT reajantlar ile siit yeteri miktarda karigtirildiginda,
CMT reajanti 16kositlerin yagdan olusan hiicre duvarini pargalar ve hiicre ¢ekirdeginde bulunan
DNA ile reaksiyona girerek jelatindz bir yap1 olustururlar. Siitte bulunan l6kosit sayis1 ne kadar
fazla ise olusan jelin kivami o derece artar (Mellenberg, 2001).

Kullanilacak soliisyon, hazirlanabilecegi gibi hazir ticari soliisyonlar1 da vardir. 300 ml
distile suya 1 gr brom creosol purple (BCP) eklenerek 1/300'liik stok soliisyonu hazirlanir. Daha
sonra 100 ml anyonik deterjan lizerine 900 ml distile su deterjan kopiirtiilmeden eklenir. Bu
soliisyon tizereni 50 ml BCP stok soliisyonu eklenerek bir cam ¢ubuk yardimiyla karistirilir.
Kopiikler kaybolana kadar soliisyon dinlendirilir. Daha sonra pH's1 (6.8 olmalidir) kontrol edilir
(Bastan, 2019). Deterjan reajant olarak, BCP ise pH indikatorii olarak soliisyonda etki gosterir
(Pyorola, 2003).

Subklinik mastitis tanisinda, CMT mutlaka sagimdan 6nce yapilmalidir. Ciinkii sagim
Oncesi alian siitte somatik hiicre sayisi azdir. Sagimdan énce CMT pozitif sonug veriyorsa
sagim sonrasi da yine pozitif sonug verecektir. Sagim sonrasindaki SHS 6n sagimdakinden 2-3
kat daha fazladir. Yagl siitlerde 16kosit sayisi daha fazladir. Holstein irki inekte sagim dncesi
%1 yag iken sagim sonrast %10-13'tiir (Bastan, 2019).

Testin uygulanisi; meme baslar1 temizlendikten sonra 6n sagim yapilarak meme basindaki
ilk stit yere sagilir. CMT kabindaki dort ayr1 bolmeye her memeden ayr1 ayr siit sagilir daha
sonra kap 45 derecelik ag1 ile yan cevrilir her bolmede 2 ml siit kalacak sekilde ayarlanarak

CMT kabi diiz tutulur. Her bolmeye i¢erindeki siit miktar1 kadar (yaklasik 2ml) CMT soliisyonu
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ilave edilir. Karigim yaklasik 10 sn boyunca daire hareketi yapacak sekilde ¢evrilir, karisimda

jel olusup olusmadigi ve olusan jelin yogunlugu degerlendirilir (Rice, 1981; Vural ve ark,

2016). CMT sonuglarinin degerlendirilmesi Tablo 4'de verilmistir.

Tablo 4. CMT bulgularinin degerlendirilmesi (Schalm ve ark, 1971).

Sembol Anlam Reaksiyonun tamimlanmasi Yorumlama
- Negatif Siit karigimi tamamen sividir. 0-200.000 hiicre/ml %0-25
polimorfniikleer 10kositler
Stipheli Baslangigta hafif bir yapiskan kat
? P s yap 150.000-500.000 hiicre/ml
gozlenir ancak siit karisimi gevirme
o %30-40 polimorfniikleer
hareketinin devaminda tekrar sivi
I6kositler
forma doniisir.
1 Zayif Yapiskan kat belirgindir. Fakat jel
. ~400.000-1.500.000 hiicre/ml
formuna geg¢is olmaz. Test kiiregi
o %40-60 polimorfniikleer
egildiginde kolay akan siit karigimi ]
] . o 1okositler
daha yavag akan ince bir kat izlenir.

2 Belirgin Test kiiregi yatay bir diizlem iginde 800.000-5.000.000 hiicre/ml
pozitif cevrildiginde jel formu gozlemlenir..  %60-70 polimorfniikleer

1okositler

3 Giliglii pozitift — Test kiiregi c¢evrilirken yapiskan 5.000.000 hiicre/ml iizeri

kitlenin ortasinda bir koni olusur ve %70-80 polimorfniikleer
cevirme  hareketleri  durdugunda 16kositler
merkezde tepe olusur.

+ Alkali siit Siitte koyu mor rengin olustugu Alkali reaksiyon sekrotorik
(ph7.0 ve belirgin alkali reaksiyonlarda CMT aktivitenin baskilanmasi
tizeridir) skora eklenmelidir. anlamina gelir. Bu durum

yanginin veya memenin kuruya
¢ikartilmasinda olusur.

Y Asit siit Brom Creosol Purple (BCP) pH5.2’de  Nadiren gézlemlenir. Meme

belirgin derecede sar1 renklidir. Bu
sembol karigim sar1 renkli oldugunda

CMT skoruna eklenmelidir.

dokusundaki bakterilerin etkisi
ile laktozun fermantasyonu
sonucu olusur. Tiberkiilozda

karsilagilabilir.




Bu tan1 yonteminin avantajlari; somatik hiicre sayisit olgiimlerinde olduk¢a basaril
sonuglar verir, 6ncelikli olarak bireysel meme lobundaki enfeksiyon hakkinda bilgi verir. Kir,
tily ve gaita ¢ekirdek icermedigi i¢in (DNA'da icermez) CMT sonucu etkilenmez, fazla ekipman
gerektirmeyen, her uygulamadan sonra suyla basit bir sekilde temizlenebilen basit ve ucuz bir
testtir. Tank siitii hakkinda da bilgi sahibi yapar ancak Sanford ve ark (2006), ineklerde bireysel
olarak enfeksiyonun varligini tespit etmede etkili olsa da tank siitiinde yapilan testlerde
enfeksiyon varlig1 hakkinda net bilgi alinamadig1 yoniinde ifade belirtmistir. Dezavantajlari;
test skorlar1 uygulayici kisiye gore degisiklik gosterebilir bunun i¢in miimkiin oldugunca ayni
kisi yorumlamalidir, kesin sayilar olarak degil, test sonucu ¢ikan skorlar 16kosit icerigine gore
oranlanir, inek kuru déneme yakin veya laktasyonun baslangicinda ise siklikla yanlis sonuglar
verebilir. CMT pozitif ¢ikan her meme lobu tedavi edilmemelidir. Cilinkii SHS degeri 500.000
hiicre/ml'den yiiksek olan ineklerin sadece %60'inda mastitise neden olan mikroorganizmalar
tespit edilmistir (Rice, 1981; Philpot ve Nickerson, 1991).

Siirii bazinda subklinik mastitisin teshisi yani sira yeni satin alinan ineklerin meme saglig
durumunu belirlemede, yapilan mastitis tedavisi sonucunu degerlendirmede, selektif kuru
donem tedavisi yapilacak ineklerde kuru doneme ¢ikista enfeksiyon varligini tespit etmede de

CMT uygulanmaktadir (McFadden, 2011; Bastan, 2019).

2.1.1.2.1.1.2. Otomatik somatik hiicre sayim

Fossomatik yontem; bu cihaz siv1 i¢erisindeki hiicrelerin sayiminda kullanilan otomatik
bir mikroskoptur. Bu yontem optik floresan prensibi ile siitteki SHS'nin belirlenmesinde
kullanilir. Bu amagla hiicreler etidiyumbromit ile boyanir ve sonra yiiksek enerjili 151k kaynagi
ile uyarilirlar. Boylece hiicreler karakteristik dalga boyunda 1siklar yaymaya baslarlar. Yayilan
bu 151k enerjisi elektronik olarak saptanir ve her bir 6rnek i¢in bir deger belirlenir. Hiicrelerde
olusan floresan sinyalleri 6l¢iilerek SHS tespit edilir. Bu yontem hizli ve otomatik olmasina
ragmen Ol¢lim yapan cihaz pahali ve kullanimi karmasiktir (IDF, 1981; Viguier ve ark, 2009).

SHS o6l¢iimleri, genellikle mikroskopik yontem ve Fossomatik yontem gibi kantitatif
yontemler kullanilarak gergeklestirilirdi. Son zamanlarda tasinabilir DelLaval hiicre sayaci
yontemi de SHS belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Kawai ve ark, 2013). Bu yontem optik
floresan prensibi ile ¢aligir. Siitte bulunan somatik hiicrelerin ¢ekirdekleri propidiyumiyodit ile
boyanarak 6l¢iim yapilir. Bu cihaz tasinabilirdir ancak nispeten pahali bir testtir (Viguier ve

ark, 2009).
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Coultercounter metodu; sikistirilmis kiigiik bir araliktan gecen kiigiik partikiilleri sayma
prensibine dayanir. Bu yontemde, sayim yapilmadan once kazein ve yag damlaciklarinin
¢Oziilmesi icin siit Ornekleri sulandirilir. Daha sonra siit, iki elektrot arasinda bulunan 100
mikronluk araliktan gecirilerek bir voltaj pulsu olusur. Bu pulsun sayis1 delikten gecen partikiil
sayisini verir (IDF, 1981).

Flow sitometri; 6nemli avantajlarindan birisi 6zellikle yag globiilleri igindeki hiicreleri
saymast olan, somatik hiicreleri oldukca hizli ve dogru sayan son yillarda gelistirilmis, sik¢a

tercih edilen bir somatik hiicre sayisi sayim yontemidir (Bastan, 2019).

2.1.1.2.1.1.3. Mikroskobik sayim yontemi

Sitoloji teknigi zaman alic1 ve deneyim isteyen bir yontem olup, inek siitiinde yangisal
reaksiyonun varligini saptar. Canli ve 6li hiicrelerin ayn1 anda sayilmasi ve somatik hiicre sayisi
diisiik oldugu 6rneklerde yanlis sayimlara yol agmasi en 6nemli dezavantajlarindandir (Bastan,
2019).

Direk mikroskobik hiicre sayim yontemi, uzun siiren ve ¢ok dogru sonug alinamayan bir
yontem oldugu icin giiniimiizde bunun yerini elektronik testler almistir (Blowey ve
Edmondson, 1995).

Test Simplets R metodu, mikroskop ile 16kositlerin hizli bir sekilde sayilmasi esasina
dayanan, ayn1 zamanda siit igerisindeki hiicre tipleri ve bakterilerin de kolaylikla ayirt edildigi
bir yontemdir. Lam lizerine on mikrolitre (ulL) siit damlatir ve yayilir, 15 dakika beklenir ve

mikroskopta sayim igin hazir hale gelir (Bastan, 2019).

2.1.1.2.1.2. Diger yontemler ile subklinik mastitisin teshisi

2.1.1.2.1.2.1. Biyokimyasal yontemler

Haptoglobin (Hp) ve serum amiloid A (SAA) iki en hassas akut faz proteinidir ve

ozellikle E. coli'nin neden oldugu Kklinik ve subklinik mastitisli ineklerde siitteki

konsantrasyonlari artar. Gliniimiizde ELISA bazli spesifik biyokimyasal kitler mevcuttur. Alfa

1 asit-glikoprotein de akut faz proteinidir, ancak yangilarda bu proteinin artig1 yavas ve azdir.
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Bu nedenle bu proteindeki artig kronik yangilarin bir gostergesidir (Gronlund ve ark, 2005;
Coskun ve Sen, 2011; Bastan, 2019).

Meme dokusundaki yangisal reaksiyon ile postkapillar venlerin endotel hiicreleri
arasindaki porlarin biiyiimesi sonucu siitte belirlenebilen ilk proteinler albumin ve a-1-tripsin
inhibitorii (antitripsin) olan akut faz proteinleridir (Honkanen ve Sandholm, 1981).

Polimorniikleer l6kositler yangisal reaksiyon sirasinda bakteri ve epitel hiicrelerini
fagosite ederken, hem siit verimi diiser hem de N-asetil-B-D-glukozaminidaz (NAGase) ve
laktatdehidrojenaz (LDH) a¢iga ¢ikar. Bu enzimlerin miktarinin belirlenmesi i¢in, laboratuvar
sartlarinda gergeklestirilen kolorimetrik ve florometrik yontemler ile hizli sonug alinir.
Yangisal reaksiyonun tespiti i¢in lipaz, esteraz, fosfotaz ve plazmin gibi farkli enzimlerin

miktarlarina da bakilabilir (Nizamoglu, 1992; Viguier ve ark, 2009; Bastan, 2019).

2.1.1.2.1.2.2. Siitiin pH'sin1 6l¢erek subklinik mastitisin teshisi

Memedeki yangisal reaksiyon sonucunda siitiin pH degeri degisiklik gosterir. Mastitis
sonucu siitte gézlemlenen pH degisikligini 6l¢erek, mastitis hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in
her memeye ayr1 bdlmesi olmak lizere pH metre kagitlar1 kullanilmaktadir. pH metrelerde
indikator olarak bromthymol blue ve bromcresol purple vardir. Normal siitiin pH'st 6.5-6.7
(kolostrumdaki 6.0-6.4) iken mastitis sonucu kan pH'sina (pH 7.4) yaklagsmaktadir. pH metre
tizerinde bulunan ayr1 bdlmelere her bir memeden ayr1 olmak {izere siit damlatilir. Kagidin rengi
solgun yesil ise pH 6.6-6.7, orta derecede yesil ise pH 6.8, yesil ise pH 7.1, koyu mavi-yesil ise
pH 7.4'diir (Schalm ve ark, 1971; Bastan, 2019).

2.1.1.2.1.2.3. Siitiin elektriksel iletkenliginin ol¢iilmesi

Mastitisle birlikte sodyum ve klor miktarlar1 artarken potasyum miktar1 diismekte ve
stittin pH's1 artmakta, buna paralel olarak siitiin elektrik iletkenligi de artis gostermektedir
(Philpot ve Nickerson, 1991).

Siitiin elektriksel iletkenligini 6lgmek icin sagim ekipmanlarina yerlestirilen Sl¢lim
sistemleri ve MilkChecker denilen, elde kolayca tasinabilen cihaz gelistirilmistir (Nielen ve ark,
1992). Mastitis olgularinda, klor ve sodyum iyonlari1 kan damarlarindan siite gegerek elektrik

iletkenligini arttirir. Normal siit 6.1 mS/cm'ye kadar elektrik iletkenligine sahiptir. Iletkenlik,
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6,2 mS/cm ve daha yiiksek olursa siit anormal olarak kabul edilir. Her anormal siit subklinik
mastitis pozitif anlamina gelmez (kolostrumun elektriksel iletkenligi 6.2 mS/cm'nin {lizerinde
seyir gosterir). Subklinik mastitisin tespit edilmesindeki anahtar, dort ¢eyrekten elde edilen
degerlerin arasindaki karsilastirmadir. Ceyrekler arasindaki fark 0,5 mS/cm'den biiyiikse (en
diisiik elektriksel iletkenlige sahip olan ¢eyrege kiyasla), bu ¢eyrek enfekte demektir. Deger
farki 0,5 ile 1,0 mS/cm arasindaysa hafif bir enfeksiyondur. 1.0 mS/cm'nin istiinde ise
enfeksiyon agirdir. Siitiin elektriksel iletkenligi ile siitteki somatik hiicre sayis1 arasinda pozitif

korelasyon vardir (WEB_1, 2019).

2.1.2. Mastitise Neden Olan Mikroorganizmalar

Mastitise sebep olan mikroorganizmalar; bulasici, ¢evresel, firsatgt (Bacillus spp.).ve
nonspesifik (Tiiberkiilozis, Brusellozis, Leptospirozis ve Listeriamonocytogenes) etkenler

olarak ayrilir (Vural ve ark, 2016).

2.1.2.1. Bulasi¢a mikroorganizmalar

En 6nemli kaynagi enfekte meme loblar1 olan, sagim hijyeninin eksik olmasi, sagimda
kullanilan kontamine ekipman, sagim makinelerinin fonksiyon bozuklugu gibi sebeplerle stirii
icerisinde inekten inege yayilim gosteren genellikle meme paransim dokusuna ve siit toplama
kanallarina yerleserek kronik mastitise yol acan ve siirll i¢in devamli bir mastitis kaynagi
olusturan mikroorganizmalardir. Sagim sonrasi teat-dipping, kuru donem antibiyotik
uygulamasi, klinik mastitislerin uygun tedavisi, kronik enfekte ineklerin siirtiden ¢ikartilmasi
ve uygun sagim teknigi kullanarak bulasict mastitisler ile miicadele edilebilir (Keskin, 2015).
Bu mikroorganizmalar Staphylococcus aureus, Streptecoccus agalactiae, Corynebacterium
bovis, koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) ve mikoplasma tiirleridir. Streptecoccus
dysgalactia baz1 siiriilerde meme sagligi problemleri olusturdugu i¢in epidemiyolojik 6zelligi

nedeniyle bazen bulasici bazen de ¢evresel patojen grubuna dahil edilmektedir (Bastan, 2019).
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2.1.2.2. Cevresel mikroorganizmalar

Ineklerin yasam alanlarini olusturan barinak, yatakliklar, gezinti alanlari, servis yollar1 ve
beslenme alanlarinda bulunarak direk veya indirek yollarla memeye bulasip, enfeksiyon
olusturan mikroorganizmalardir (Vural ve ark, 2016). Cevresel mikroorganizmalar siklikla
perakut veya akut mastitislere neden olur ve endotoksin iiretirler. Bu mikroorganizmalar
ineklerin yagsam alanlarinda bulundugu i¢in bunlardan tamamen kurtulmak miimkiin degildir.
Bu mikroorganizmalarin {ireme sart1 olan nemi ortadan kaldirmak i¢in kuru ve temiz barinak
kosullar1 saglanmali, bulagsma iki sagim araliginda gerceklestigi i¢in sagim oncesi 6n daldirma
gibi uygulamalar yapilmaldir. Ikinci bir koruma yéntemi vitamin-mineral uygulamalar ve
asilama ile inegin bagisikhiginin yiikseltilmesidir (Vural ve ark, 2016; Keskin, 2015; Bastan,
2019).

Cevresel mikroorganizmalar; enterobacteriacea familyasina ait bakteriler (Salmonella,
Shigella, Proteus, Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Klebsiella, Morganella,
Yersinia, Edwardsiella, ve Providencia), S. uberis, S. dysgalactia gibi ¢evresel streptekoklar,
firsatc1 bakteriler ve ¢evresel stafilokoklara benzeyen diger mikroorganizmalar, Pseudomonas,

Trueperella pyogenes ve Nocardia'dir (Bastan, 2019).

2.2. Molekiiler Identifikasyon

Molekiiler tanisal teknikler, geleneksel yontemler ile identifikasyonlarinin yapilmasi zor
veya imkénsiz olan enfeksiyon etkenlerinin tanimlanmasinda degerli teknikler olarak
bildirilmektedir. Bakteri ribozomlarinin yapisinda 30S ve 50S alt birimlerinden elde edilen 5S
ve 16S rRNA’larin baz dizileri identifikasyon calismalarinda ¢ok yaygin olarak 1980’li
yillardan beri kullanilmaktadir. Bu yontemlerin kullanilmasiyla pek ¢ok yeni cins ve tiir
ayrilmistir ve bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu veteriner
klinik sahada karsilasilan bakterilerin tanimlanmasinda da kullanilmaya baslanmistir (Chai ve
ark 2003). rRNA mutasyonlardan en az etkilenen genetik materyaldir. 16S rRNA’nin birkag
bolgesi tiim bakterilerde ¢ok iyi korunmustur. Bu korunmus bélgelerden segilen primerler tiim
bakterilerde 16S rRNA amplifikasyonunu saglar ve bunlara iiniversal primerler denir.
Cogaltilan bolgeler ayn1 zamanda tiir identifikasyonunu saglayan 6zgiin degisken bolgeleri de

igerir (Edwards ve ark, 1989; Zeng ve ark, 1996).
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Sunulan bilgiler 1s181inda bu ¢alismada, Aydin ili Soke il¢esindeki Siyah-Alaca ineklerde
subklinik mastitis prevalansinin ve mastitise sebep olan mikroorganizmalarin belirlenmesi

amagclanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Calismanin materyalini Aydin ili Soke il¢esinin farkli mahallelerinde bulunan, klinik
olarak saglikli 312 Siyah-Alaca Holstein inege ait 1231 meme lobu olusturdu. Calisma Nisan-
Mayis aylar1 arasinda gergeklestirildi. Muayeneler sirasinda 17 meme lobunun kor oldugu
belirlendi. Ornek alinmadan énce meme baslar1 %70’lik alkol ile temizlendi. CMT pozitif tespit
edilen meme loplarindan steril tiiplere ortalama 5-10 ml siit 6rnegi alindi. Ornekler etken
izolasyon ve identifikasyonu i¢in, soguk zincirde ve en kisa siirede, Aydin Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalina getirildi.

Calisma agsamasinda CMT pozitif sonu¢ veren ineklerin, daha sonra degerlendirmek
tizere, bulunduklar1 mahalle, yas, laktasyon siiresi, sagim sistemi ve barinak yapilar1 hakkinda

bilgi toplandi.

3.1.2. Besiyerleri
3.1.2.1.Kanh agar (Oxoid, CM0271)

Kanlt Agar........ccoeeeeivvievciiiiec .. 40 g
DiStile SU...cuvivieiie e 1000 mi

Kanli agar, genel kullanim besiyeri olarak kullanilan zengin bir besiyeridir. Besiyerini
hazirlamak icin 40 gram agar distile su igerisinde 5-10 dakika mikrodalga firin kullanilarak
eritildi. pH’s1 7.2°ye ayarland1 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Daha sonra,
hazirlanan erimis besiyeri yaklasik 45-50°C’ye kadar sogutuldu ve iizerine 70 ml defibrine
koyun kani eklenip karistirilarak homojenizasyon saglandiktan sonra petri kutularina dokiiliip,
kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklandi. Besiyerleri, kullanilmadan once sterilite

kontrolleri yapildu.
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3.1.3. Soliisyonlar

3.1.3.1. EDTA (0,5 M)

Disodium EDTA-2H20.......ccveeoveeeeeeeeeenn, 186.1 ¢

EDTA 800 ml distile suda manyetik karistiricida ¢alkalanarak eritilip, NaOH ile pH 8.0’e

ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.3.2. TBE buffer (pH:8.0)

10X TBE Stok Solusyonu

Tris Base.....oovvviiiiiiiiii 121.1¢
Borik ASit......oviiiii 61.83 g
EDTA. . o 58449

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilip,

pH 8,0’e ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0.5X TBE Kullanma Soltisyonu
TOX TBE. e, 50 ml
DISHILE SU. ettt 950 ml

Karistirilarak soliisyon hazirlandi.

3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.1.4.1. Kullanilan cihazlar

PZR i¢in Eppendorf Master Cycler gradient, 96 6rnek kapasiteli termal dongiileme cihazi
kullanildi.
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3.1.4.2. Primerler

1371 baz ¢iftlik 16S rRNA geni fragmenti, 16S20 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC

AG- 3' ve 1651390 5'-GAC GGG CGG TGT GTA CAA-3' liniversal primerleri kullanilarak

cogaltild1 (Edwards ve ark, 1989; Zeng ve ark, 1996).

3.1.4.3. MgCl2, Taq DNA Polymerase, 10X TagBuffer, ANTP Set

10X TaqgBuffer (100 mMTris-HCI, pH8.3, 500 mMKCI), 25 mM MgCI2, 100 mM

deoksiniikleotidtrifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Tag DNA polimeraz (5U)

(Fermentas) kullanildi.

3.1.4.4. Marker

Marker olarak 100 bp DNA Ladder (Fermentas) kullanildi.

3.1.5. Agarose Jel Hazirlamisi (%1 ve %2°lik)

Aqgaroz Jel:
Agarose (Sigma).........cevvvvreniiriniiiieiiinineannn, 1gr (veya 2gr)
TBE (0,5K).+ et 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilerek karistirildi ve sonra mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karigim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. 100 pL agaroz
icerisine 7 puL SafeView (ABM, Canada) boyasi ilave edilerek, 20 cm'lik boya yatay jel
elektroforez tablasina dokiildii, halen sivi halde olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca,
kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan
taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan
cikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice yerlestirildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Siit Orneklerinin Alinmasi

Siit numunesi almak i¢in gidilen siit isletmelerinde normal sagim zamaninda sagim igin
hazirlanan ineklerin ¢iftliklere gore normal meme temizligi yapildiktan sonra CMT yapmak
i¢in her meme basindan 6n sagim yapildi. Hemen ardindan CMT test kabinin 4 ayr1 boliimiine
ayrt meme loblarindan siit alindi. CMT kab1 45 derece olacak sekilde yan yatirildi. CMT kabi
icerisinde kalan 2-3 ml siit numunesinin iizerlerine 2ml CMT (BOVIVET CMT Liquid,
KRUUSE) soliisyonu eklendi. CMT kabmin igerisindeki karisim 10 saniye boyunca daire
hareketi yapacak sekilde ¢evrildi. CMT pozitif veren meme loblari ve dereceleri Vural ve ark,
(2016) belirttigi yontemle degerlendirildi. Numune géndermek i¢in ilk olarak CMT derecesine
bakilmaksizin pozitif ¢ikan arka meme lobu segildi. Arka meme lobu CMT negatif ¢ikan
ineklerde test i¢in diger meme loblarinda CMT pozitiflik derecesi en yiiksek olan segildi.
Secilen meme basma %70'lik alkol piiskiirtiildii, daha sonra pegete ile kurulanarak numune
almak icin hazir hale getirildi. Steril numune tiiplerine yaklasik 5-10 ml siit, aseptik kosullarda
aliip etiket kismma numune numaras1 yazildiktan sonra buz akiilerinin icerisinde en kisa
zamanda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali'na teslim edildi.

3.2.2. Bakteriyel izolasyon

Siit 6rnekleri iyice homojenize edildikten sonra %7 koyun kanli agara tek koloni diisecek
sekilde ekimleri yapilarak, 37°C’de ve aerobik kosullarda, 24-72 saat inkiibe edildi. Ureyen
bakterilerin identifikasyonu konvansiyonel yontemlere gore yapildi (Quinn ve ark, 1994).

Izolatlar molekiiler ¢alismalar i¢in -20°C’de saklandh.

3.2.3. DNA Ekstarksiyonu, Saflik ve Miktar Tayinleri

Izolatlarn total DNA ekstraksiyonu ticari genomik DNA ekstraksiyon Kiti
(InstaGeneMatrix, Katalog No: 732-6030, BIO-RAD, Miinchen, Germany) kullanilarak tiretici
firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi gerceklestirildi.
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Bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii 1 ml steril bir ependorf tiip igerisinde steril distile su ile
stispanse edildi. Miiteakiben 12.000 rpm.’de 1 dk santrifiije edildikten sonra siipernatant atildu.
Pelet tizerine InstaGenematrixden 200 pL ilave edilerek 56°C’de yarim saat inkiibe edildi.
Yiiksek hizda 10 sn vortekslendi. Tiipler benmaride 100°C’de 8 dk inkiibe edildi. Yiiksek hizda
10 sn vortekslendikten sonra 12.000 rpm.’de 3 dk santrifiije edildi.

Ekstraksiyonu yapilan genomik DNA’lar biitiinliikleri bakimindan %]1’°lik agaroz jel
elektroforeziyle kontrol edildi. Daha sonra, Nonadrop (Maestro) cihazi ile DNA’larin 260 nm
ve 280 nm’deki absorbanslar1 hesaplanarak miktar tayinleri ve saflik kontrolleri yapildi.
0OD260/0D280 oraninin 1.8-2.0 arasinda olmast DNA’nin saf oldugunu gostermektedir (Turner
ve ark, 2004). Testte 30 uL’lik bir PZR reaksiyonu i¢in 2 pL siipernatant kullanildi.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

16S rRNA Geninin PZR ile ¢ogaltilmasinda, elde edilen bakteriyel DNA’dan 2 uL olacak
sekilde toplam 30 pL reaksiyon miktari i¢in son konsantrasyon Taq enzimi tampon ¢ozeltisi
1X, magnesium kloriir (MgClz) 2 mM, dNTP 0.2mM, primer (her biri i¢in) 0.4 pmol, Tag DNA
polymerase (Fermentas) 1.5 U olacak sekilde gerceklestirildi.

Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarma yiiklenip, programlandi.
Program 95°C’da 5 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben 35 siklus 95°C 30 sn, 56°C 30 sn ve
72°C 1 dakikada tamamlandiktan sonra, 72°C’de 7 dakika ile sona erdirildi.

3.2.5. Orneklerin Yiiklenmesi

6x loadingdyeelektroforez boyasindan, 1 pL kadar alinip, daha sonra S5ul. amplikon ile

karistirildi. Olusturulan karisimdan 6 pL olacak sekilde, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga

yiiklendi.

3.2.6. Yiiriitme ve Goriintiileme

Hazirlanmig olan jele, istenilen ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,

elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak, 100 voltluk
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akimda 45 dakika yiiriitildli. Siire sonunda boyanan jel, bilgisayara bagli durumdaki
transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirilerek, UV 15181 altinda fotograflanip,
degerlendirildi ve 16S iiniversal primerleri kullanilarak yapilan PZR’da 1371 bp uzunlugunda

bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.7. Molekiiler identifikasyon

izolatlarinn total DNA'lar1 ekstrakte edildikten sonra, DNA’lar iiniversal primerleri
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye edildi. Amplifikasyon iirlinii daha sonra
sekanslama i¢in Macrogen (Hollanda) firmasina gonderildi ve sonuglar NCBI (National Center
for Biotechnological Information) niikleotid blast programinda gen bankasiyla karsilastirildi
(Resim 1).

DN A Ekstraksiyvonu |

Il

i

KARSILASTIRMA SEKANS

‘ GEN BANKASI ILE

j

ELEKTROFOREZ

L
n

Resim 1. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu (Eskin ve
Tiirky1lmaz 2014).
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3.3. istatistiki Test

Elde edilen veriler SPSS 22.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, Amerika) programi kullanilarak
degerlendirildi. Gruplar arasinda frekanslar bakimindan fark bulunup bulunmadig yerine gore
Binomial Test ve Ki Kare Testi kullanilarak karsilagtirildi. P degerinin 0,05’in altinda oldugu
durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi. Ki Kare Testi, gozlenen
(tespit edilen) frekans dagilimlar ile beklenen frekans dagilimlarinin kiyaslanarak aralarinda

anlamli bir fark olup olmadigin1 gésteren bir uyum testidir.
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4. BULGULAR

4.1. California Mastitis Test (CMT) Bulgulan

Aydin ili S6ke il¢esinin 10 farkli mahallesinde 312 bas Siyah-Alaca Holstein inekten 226
(%72.44) adeti farkli derecelerde CMT pozitif sonug verdi. Muayene edilen 312 inegin 1248
meme lobundan 17 (%1.36) meme lobu kor olarak kaydedildi. Siit verimi normal olan 1231
meme lobundan 574 (%46.63) meme lobu CMT pozitif sonug verdi bunlardan 192 meme lobu
CMT +1 (%33.45), 172 meme lobu CMT +2 (%29.96), 210 meme lobu CMT+3 (%36.59)
oldugu tespit edildi.

Sonuglar, meme lobu lokalizasyonuna gore incelendiginde CMT pozitif bulunan 574
meme lobunun 144'% (%25.09) sol 6n, 150'si (%26.13) sag 6n, 139'u (%24.22) sol arka, 141'i
(%24.56) sag arka meme lobunda tespit edildi. Meme loblar1 On-arka olarak
degerlendirildiginde 294"l (%51.22) 6n, 280'1 (%48.78) arka meme loblarinda oldugu goriildii.

4.1.1. Yasa Gore CMT Sonuclarinin Degerlendirmesi

Yas gruplaria gore CMT pozitiflik durumu incelendiginde; geng inek grubunda bulunan
(2, 3 ve 4 yasindaki ineklerin bulundugu grup) 86 CMT+ inegin, 336 meme lobunun 197’si
(9%58.63) CMT+ olarak tespit edildi. Seksenaltt CMT+ inegin 44'tinde (%51.16) mikrobiyolojik
ekim sonucunda iireme olmadi. Orta yasli inek grubunda bulunan (5, 6 ve 7 yasindaki ineklerin
bulundugu grup) 101 CMT+ inegin, 399 meme lobunun 261'inde (%65.41) CMT+'lik
belirlendi. Yiizbir CMT+ inegin 37'sinde (%36.63) mikrobiyolojik ekim sonucu lireme olmadi.
Yaslt inek grubunda bulunan (8, 9, 10 ve 11 yasindaki ineklerin bulundugu grup) 39 CMT+
inegin, 153 meme lobunun 116'sinda (%75.82) CMT+ olarak tespit edildi. Otuzdokuz CMT+
inegin 17'sinde (%43.59) mikrobiyolojik ekim sonucu tireme olmadig: goriildii. Yas gruplarina
gore yapilan incelemede CMT+ meme lobu oranlar yiiksekten diisiige gore sirastyla yasli inek
grubu (%75.82), orta yasl inek grubu (%65.41) ve geng inek grubu (%58.63) olarak tespit

edildi. Subklinik mastitisin yas ile ilgili verileri Tablo 5'de verilmistir.
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Tablo 5. Subklinik mastitis vakalarinda yas gruplarina gore elde edilen veriler

Ureme Toplam Kor
Yas CMT (+) CMT (+)
olmayan meme meme
grubu inek sayisi meme lobu
CMT (+) lobu lobu
Geng 86 44 (%51.16) 336 8 197 (%58.63)
Orta 101 37 (%36.63) 399 5 261 (%65.41)
Yash 39 17 (%43.59) 153 3 116 (%75.82)
Toplam 226 98 888 16 574

Geng: 2, 3 ve 4 yasindaki ineklerin bulundugu grup
Orta: 5, 6 ve 7 yasindaki ineklerin bulundugu grup
Yasli: 8,9, 10 ve 11 yasindaki ineklerin bulundugu grup

4.1.2. Laktasyon Aymna Gore CMT Sonuclarinin Degerlendirmesi

Laktasyon ayma gore, 3 laktasyon grubuna ayrilarak inceleme yapildiginda; erken
laktasyon (1, 2, 3 ve 4. laktasyon ayindaki inekler) grubunda bulunan 76 CMT+ inegin 30'unda
(%39.47) mikrobiyolojik ekim sonucu iireme olmadigi belirlendi. Klinik olarak saglikli 298
meme lobunun 166 (%55.70) meme lobu CMT+ olarak tespit edildi. Orta laktasyon (5, 6, 7 ve
8. laktasyon ayindaki inekler) grubunda bulunan 72 CMT+ inegin 31'inde (%43.06)
mikrobiyolojik ekim sonucu iireme olmadigi, 283 meme lobunun 179'unda (%63.25) CMT+'lik
tespit edildi. Geg laktasyon (9 ve tizeri laktasyon ayindaki inekler) grubunda bulunan 78 CMT+
inegin 41'inde iireme tespit edilirken, 37'sinde (%47.44) mikrobiyolojik ekim sonucu iireme
olmadigi belirlendi. Klinik olarak sagliklt 307 meme lobunun 229 (%74.59) meme lobu CMT+
olarak tespit edildi. Laktasyon aymna gore yapilan gruplandirmalarin CMT+ degerlerine gore
siralamasinda yiiksekten diistige sirasiyla; gec laktasyon (%79.05), orta laktasyon (%63.25),
erken laktasyon (%55.70) olarak tespit edildi. Laktasyon aylarina gére toplanan veriler Tablo

6'da verilmistir.
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Tablo 6. Subklinik mastitis vakalarinin laktasyon gruplarina gore elde edilen verileri

Ureme olmayan ~ Toplam Kor
Laktasyon CMT (+) CMT (+)
CMT (+) meme meme
Grubu inek sayisi meme lobu
inek sayisi lobu lobu
Erken 76 30 (%39.47) 298 6 166 (%55.70)
Orta 72 31 (%43.06) 283 5 179 (%63.25)
Geg 78 37 (%47.44) 307 5 229 (%74.59)
Toplam 226 98 888 16 574

Erken; 1, 2, 3 ve 4. laktasyon ayindaki inekler
Orta; 5, 6, 7 ve 8. laktasyon ayindaki inekler

Geg; 9 ve iizeri laktasyon ayindaki inekler

4.1.3. Isletmelerin Bulundugu Mahallelere Gore CMT Sonuglarmin Degerlendirmesi

Aydin ili Soke ilgesinin 10 farkli mahallesinde yapilan bu ¢alismada ayni1 iklim ve ¢evre

kosullar1 igerisinde bulunan hayvanlarin sayilar1 Tablo 7'de verilmistir.

Tablo 7. Subklinik mastitis vakalarimin bulunduklart mahallelere gore incelenmesi

; . Ureme
;ﬂf;l:;l?f?l g'\ﬂ:n Cl\i/r|1-erl<(+) olmayan Toplam Kor meme CMT(+)
£ _yap CMT(+) meme lobu lobu meme lobu
mahalle inek sayis1  saysisi .
inek sayisi

Kemalpasa 107 65 25 423 5 183
Yenicami 95 72 32 375 5 164
Bagarasi 43 31 12 170 2 77
Sazli 23 19 12 90 2 48
Pamukgular 20 19 12 77 3 60
Kisir 11 8 - 44 - 19
Sayrake1 8 8 4 32 - 16
Nalbantlar 2 2 - 8 - 2
Yenikent 2 1 1 8 - 1
Burunkdy 1 1 - 4 - 4
Toplam 312 226 98 1231 17 574
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4.1.4. Isletmelerin Althik Yapisina Gore CMT Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ciftlik altlik yapis1 goz oniinii alinarak yapilan degerlendirmede; giibre altlik (serbest
gezintili ve giibrenin altlik olarak kullanildig1 isletmeler) grubunda CMT yapilan 215 inegin
173" (%80.47) CMT+ olarak tespit edildi. Meme lobu baz alindiginda ise 844 meme lobunun
459 (%54.38) meme lobu CMT+ olarak belirlendi. Kauguk altlik (serbest gezintili ve kauguk
yatakligin kullanildigi isletmeler) grubunda CMT yapilan 63 inegin 26's1 (%41.27) CMT+
olarak tespit edildi. Yine bu grupta meme lobu baz alinarak yapilan degerlendirmede 251 meme
lobunun 54 (%21.51) meme lobu CMT+ olarak saptandi. Beton altlik (beton zeminde bagl
sekilde bakilarak hayvancilik yapan isletmeler) grubunda CMT yapilan 34 inegin 27'si
(%79.41), bu hayvanlara ait 136 meme lobunun 61'1 (%44.85) CMT+ oldugu goriildii. Ciftlik
yapist goz Oniine alindigi zaman yapilan inceleme sonucu CMT pozitiflik degeri biiyiikten
kiigtige dogru sirasiyla Tablo 8'de verildigi gibi giibre altlik, beton altlik ve kauguk altlik olarak
tespit edildi. Kauguk altligin kullanildig: isletmelerde, tespit edilen CMT negatiflik degeri
Tablo 9'da gosterildigi gibi istatistiki agidan yiiksek oranda diisiik bulundu (p<0.001).

Tablo 8. Bulunduklari isletme altlik kosullarina gére subklinik mastitisin degerlendirmesi

CMT Ureme CMT
- Kér  CMT (+)
Isletme yapilan CMT (+) olmayan yapilan

. meme meme
yapisi inek inek sayis1 CMT (+) meme

lobu lobu

sayisl numune sayisi lobu
Giibre 215 173 72 844 16 459
Althk (%80.47) (%54.38)
Kauguk 63 26 19 251 1 54
althk (%41.27) (%21.51)
Beton 34 27 7 136 - 61
althk (%79.41) (%44.85)
Toplam 312 226 98 1231 17 574
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Tablo 9. Bulundugu isletmenin altlik kosullarina gore istatistik degerlendirmesi

Ciftlik
CMT Giibre Beton Kauc¢uk Toplam Ki Kare P
Althk Althk Althk
1732 278 26° 226
(+) (75.33) (75.33) (75.33) (%100.0)
%76.5 %11.9 %11.5
422 70 37° 86 38.419 0.000
0 959.3 969.4 %17.4 96100.0
Toplam 215 34 63 312
%68.9 %10.9 9%20.2 %100.0

Ayni satirdaki farkl harfle ifade edilen ortalamalar arasinda fark 6nemlidir (P<0.001).

4.1.5. isletmelerin Sagim Sistemine Gére CMT Sonuglarinin Degerlendirmesi

Sagimhane sistemine gore yapilan incelemede sagim arabasi ile sagilan 94 siyah-alaca
holstein inegin 70'1 (%74.47), bu hayvanlarin 371 meme lobunun 182'si (%49.06) CMT+ olarak
bulundu. Sagim odasi bulunan igletmelerde 170 siyah-alaca holstein inegin 116's1 (%68.24)
CMT+ olarak belirlendi. Altiylizyetmis meme lobunun ise 297's1 (%44.33) CMT+ olarak teshis
edildi. Kilit arkasi sagim sistemi bulunan isletmelerde 48 siyah-alaca holstein inegin 40
(%83.33) basinda, 190 meme lobunun 95'inde (%50) CMT+ olarak bulundu. CMT+ degerleri
hayvan bazli ve meme lobu bazli olarak incelendiginde, Tablo 10’da verildigi gibi biiyiikten
kiigiige dogru sirastyla kilit arkas1 sagim (%83.33, %50), sagim arabas1 (%74.47, %49.06) ve
sagim odasi (%68.24, %44.33) ile sagim yapan isletmeler olarak goriildii. Bu oranlar arasinda

Tablo 11'de de goriildiigii gibi istatistiki bir farkin olmadigi belirlendi.
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Tablo 10. Sagimhane sistemi gruplandirilarak yapilan subklinik mastitis degerlendirmesi

CMT n -
CMT CMT (+) yapilan Kor — CMT (+) Ureme
Sahimhane ; meme meme olmayan
. . yapilan inek meme
sistemi . lobu lobu numune
Inek sayis1 sayisi lobu
sayis1 Sayisi sayisl1
sayisl
Sagim 9 70 371 5 182 31
arabasi (%74.47) (%49.06)
Sagim 170 116 670 10 297 55
odasi (%68.24) (%44.33)
Kilit arkasi 48 40 190 2 95 12
sagim (%83.33) (%50)
Toplam 312 226 1231 17 574 98

Tablo 11. Sagimhane sistemine gore CMT sonucunun istatistiki degerlendirmesi

Sagim Sistemi

CMT Sagim Sagim Kilit Toplam  Ki Kare P
Arabasi Odas Arkasi
70 116 40 226
(+) (75.33) (75.33) (75.33) (%100,0)
%31.0 %51.3 %17.7
24 54 8 86 4.552 0.103
0 %27.9 %62.8 %9.3 %100.0
Toplam 94 170 48 312
%30.1 %54.5 %15.4 %100.0

P<0.05 bulunan fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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4.2. Mikrobiyolojik Bulgular

4.2.1. Molekiiler Identifikasyon

128 izolat i¢in 16S tiniversal primerleri kullanilarak yapilan PZR’da 1371 bp

uzunlugunda bantlar elde edildi (Resim 2).

Resim 2. 16S universal primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR M: Marker (100 bp DNA
Ladder) 1-14: Saha izolatlari, 15: Pozitif Kontrol (E.faecalis ATCC 29212). NK: Negatif
Kontrol (DNA’s1z mastermiks)

4.2.2. izolasyon Bulgular

Yapilan ¢alismada 1248 meme lobu incelendikten sonra normal siit verimi olan 1231
meme lobunun CMT pozitif sonug veren 574 (%46.63) meme lobundan, hayvan basi birer
numune olmak {iizere se¢ilen 226 numuneden, mikrobiyolojik ekim sonrasinda 128'inde

(%56.64) tireme (izolat) tespit edilirken 98'inde (%43.36) iireme tespit edilemedi.

Tablo 12. izole edilen 6rneklerdeki mikroorganizma iireme oranlari

Mikroorganizma

CMT _ _ Toplam P
Uredi Uremedi
128 98 226
+) 0.046
%56.6 %43.4 %100.0

P<0.05 anlamli kabul edildi. (Beklenen deger)
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Mikrobiyolojik izolasyon ve identifikasyon sonucu 128 siit numunesinden 178 adet

mikroorganizma tredigi (Tablo 13), bunlardan 176’sinin (45 farkli) bakteri, 2'sinin maya

oldugu tespit edildi.

Tablo 13. Mikrobiyolojik izolasyon ve identifikasyon sonucu elde edilen mikroorganizmalar

izole edilen patojenler n % izole edilen patojenler N %

Staphylococcus chromogenes 14 %7.87 Enterecoccus durans 1 %0.56
Staphylococcus aureus 7 %3.93 Enterecoccus gallinarum 1 %0.56
Staphylococcus haemolyticus 6 %3.37 Rhodocuccus sp. 3 %1.69
Staphylococcus epidermidis 4 %225 Lactococcus lactis 4 %2.25
Staphylococcus xylosus 1 %0.56 Aerococcus viridans 4 %2.25
Staphylococcus auricularis 1 %0.56 Brevibacterium paucivorans 1 %0.56
Streptecoccus uberis 29 9%16.29 Exiguobacterium aurantiacum 2 %li2
Streptecoccus agalactiae 12 %6.74 Brachybacterium paraconglomeratum 1 %0.56
Streptecoccus parauberis 6 %3.37 Micrococcus aloeverae 1 %0.56
Streptecoccus hongkongensis(uberis) 4 %2.25 Kocuria salsicia 1 %0.56
Streptecoccus dysgalactiae 2 %112 Trueperella pyogenes 1 %0.56
Streptecoccus pyogenes 2 %l12 Escherchia coli 3 %1.69
Corynebacterium sp. 28 %15.73 Klebsiella oxytoca 1 %0.56
Corynebacterium xerosis 1 %0.56 Enterobacter cloacea 1 %0.56
Corynebacterium jeikeium 1 %0.56 Shigella flexneri 1  %0.56
Corynebacterium renale 1 %0.56 Acinetobacter iwoffi 3 %1.69
Corynebacterium camporenalensis 1 %0.56 Hafnia paralvei 2 %112
Bacillus licheniformis 7 %3.93 Pasteurella multocida 1 %0.56
Bacillus pumilis 3 %1.69 Pseudomonas aeruginosa 1 %0.56
Bacillus subtilis 2 %1.12 Pseudomonas sp. 1 %0.56
Bacillus amyloliguefaciens 1 %0.56 Pseudocitrobacter sp. 1 %0.56
Enterecoccus facealis 6  %3.37 Stenotrophomonas maltophilia 1 %0.56
Enterecoccus faecium 1 %0.56 Candida spp. 2 %112

Izolasyonlar1 yapilan 176 bakterinin sekans analizi sonucunda Tablo 14'de goriildiigii gibi

160’ 1n1n (%90.91) Gram pozitif ve 16’sinmn (%9.09) Gram negatif oldugu tespit edildi. Izole

edilen bakteriler tiir bazinda incelendiginde 45 farkli bakteri tiiriiniin 34'i Gram pozitif, 11'i

30



Gram negatif oldugu ve Streptecoccus spp., Stapylococcus spp., Corynebacterium spp.,

Bacillus spp. ve koliform grubu bakterilerin en ¢ok identifiye edilen tiirler olarak belirlendi.

Tablo 14. Ciftlik yapisina gore bakterilerin incelenmesi

Ciftlik Toplam Gram(+) Gram(-) Bulasici Cevresel

yapisi bakteri sayis1  bakteri sayisi bakteri sayisi bakteri sayisi bakteri sayis1

Giibre 134 124 10 63 71

althk (%92.54) (%7.46) (%47.01) (%52.99)

Kaucuk 9 8 1 3 6

althk (%88.89) (%11.11) (%33.33) (%66.67)

Beton 33 28 5 11 22

althk (%84.85) (%15.15) (%33.33) (66.67)

Toplam 176 160 16 77 99
(%90.91) (%9.09) (%43.75) (%56.25)

Giibre altlik : Serbest gezintili ve giibrenin yataklik ol arak kullanildig: isletme

Kauguk altlik : Serbest gezintili ve kauguk yatakligin kullanildig: isletme

Beton altlik : Beton zeminde bagli sekilde bakilarak hayvancilik yapan isletme

Molekiiler identifikasyon sonucu, 176 adet bakterinin 77 (%43.75) adeti bulasici mastitis,

99 (%56.25) adeti ¢evresel mastitis etkeni olarak belirlendi. Tablo 15'de verilen bulasici

mastitis etkenleri igerisinde S. aureus 7, KNS 26, S. agalactiae 12, Corynebacterium spp. 32

adet olarak farkli meme loblarindan tespit edildi.

Tablo 15. Bulasici mastitis etkenlerinin sagim sistemi ve altlik yapisina gore tespit edilen miktarlar:

Bulasic1 Bakteriler Sagim Kilit Sagim Giibre Beton Kaucuk  Toplam
Arabas1  Arkasi Odas1 Althk Althk Althk

S. aureus 6 - 1 3 4 - 7

KNS 10 14 2 20 5 1 26

S. agalactiae 1 - 11 12 - - 12

Corynebacteriumspp. 5 4 23 28 2 2 32

Toplam 22 18 37 63 11 3 77
(%28.57) (%23.38) (%48.05) (%81.81) (%14.29) (%3.90)
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Tespit edilen 32 adet Corynebacterium spp.'nin 28 (%87.50) adeti serbest gezintili ve
giibrenin yataklik olarak kullanildig1 isletmelerde, 2 (%6.25) adeti serbest gezintili ve kauguk
yatakligin kullanildig: isletmede, 2 (9%6.25) adeti ise beton zeminde bagli sekilde bakilarak
hayvancilik yapan isletmelerde goriildii.

Izolasyonu yapilan 29 adet S. uberis cinsi bakterinin (9 isletmede Corynebacterium tiirii
bakteriler ile birlikte) 27 (%93.10) adeti serbest gezintili ve giibrenin yataklik olarak
kullanildig: isletmelerde, 2 (%6.90) adeti beton zeminde bagl sekilde bakilarak hayvancilik
yapan isletmelerde saptandi. izole edilen bulasici mastitis etkeni olan 12 adet S. agalactiae'nin
tiimii serbest gezintili ve giibrenin yataklik olarak kullanildig1 bir igletmede belirlendi.

Sagim sistemi g6z Oniine alindiginda tespit edilen bakteriler Tablo 16'da verilmistir.

Tablo 16. Sagim sistemine gore mikroorganizma dagilimi

Sagim sistemi CMT CMT+ Tespit edilen Bulasic1 Cevresel Mantar
yapilan inek toplam mastitis mastitis iireme
inek sayisi mikroorganizma etkeni etkeni sayisi
sayisi sayisi iireme sayis1 iireme sayisi
Sagim arabasi 94 70 61 21 38 2
(%100) (%34.43) (%62.29) (%3.28)
Sagim odas1 170 116 81 38 43 -
(%100) (%46.91) (%53.09)
Kilit arkas: 48 40 36 18 18 -
(%100) (%50) (%50)

Not: Bir izolattan 1 veya 1'den fazla mikroorganizma tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Siit inekgiliginde sik olarak karsilagilan mastitis, 6zellikle de subklinik mastitis iilkemiz
hayvanciliginda 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Genel olarak siit isletmelerinin
g0z ile goriilmeyen ancak verim kaybi diisiikliiklerine neden olan subklinik mastitis, tilkemizin
farkl1 yorelerinde farkli oranlarda tespit edilmistir. Farkli bolgelerde yapilan ¢alismalarda CMT
ile meme lobu ve hayvan bazinda tespit edilen subklinik mastitis oranlari sirastyla %7.38-60.17
ve %24-73.76 arasinda degistigi belirlenmistir (Giirtiirk ve ark, 1998; Ergiin ve ark, 2000;
Rigvanli ve Kalkan, 2001; Sabuncuoglu ve ark, 2003; Ergiin ve ark, 2004; Giilcii ve Ertas, 2004,
Coban ve Tiizemen, 2007; Tel ve ark, 2009; Macun ve ark, 2011; Acar ve ark, 2012;
Biiyiikcangaz ve ark, 2012; Cokal ve Konus, 2012; Kasike¢1 ve ark, 2012; Yesilmen ve ark,
2012; Ozdemir ve Kaymaz, 2013; Kogyigit ve ark, 2016; Akdag ve ark, 2017; Saydan ve
Kalkan, 2017; Saglam ve ark, 2018; Ozenc, 2019). Sunulan ¢alismada meme lobu bazinda
subklinik mastitis oran1 %46.63, hayvan bazinda ise %72.44 olarak tespit edildi. Hayvan
bazinda CMT pozitiflik oran1 tilkemizde yapilan farkli ¢aligmalardaki oranlar arasinda kaldigi
fakat yiiksek oranlara (Ergiin ve ark, 2004; Tel ve ark, 2009; Cokal ve Konus, 2012; Akdag ve
ark, 2017; Ozeng, 2019) daha yakin oldugu belirlendi. Subklinik mastitis insidansinin yiiksek
oranda tespit edilmesi, aile tipi ve 10-50 sagmal kapasiteli isletmelerde subklinik mastitise kars1
korunma tedbirlerinin tam bilinmemesi ya da uygulanmamasina yorumlandi.

Subklinik mastitisler diizenli kontrolleri ve koruma uygulamalar1 yapilmadigr zaman
meme dokusundaki enfeksiyon ilerleyerek klinik mastitis sekillenebilir. Klinik mastitis
olgularinda meme dokusuna erken ve iyi bir tedavi yapilmadiginda enfekte meme lobu siit
iiretim 6zelligini kaybeder. Sonucunda bu meme dokusu kor meme lobu olarak degerlendirilir.
Ulkemizde yapilan mastitis ile ilgili ¢alismalarda (Ozdemir ve Kaymaz, 2013; Kogyigit ve ark,
2016; Saydan ve Kalkan, 2017; Ozeng, 2019), kér meme lobu oraninin %0.78-4.84 arasinda
oldugu goriilmiistiir. Subklinik mastitis prevalansinin belirlenmesi i¢in yapmis oldugumuz
calismada kor meme lobu orant %1.36 olarak bulundu. Bu oran iilkemizde goriilen degerler
arasinda oldugu goriildii. On yedi adet kér meme lobunun 16 tanesinin, giibre althigin
kullanildig1 ve sagim hijyenine yeterli 6nemin gosterilmedigi isletmelerde oldugu tespit
edilmistir.

Subklinik mastitis tanisinda CMT pozitiflik skoru meme dokusundaki yanginin siddetine

gore CMT+1, CMT+2, CMT+3 olarak siniflandirilir. CMT pozitiflik skoru bazi ¢alismalarda
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(Ergiin ve ark, 2000; Risvanl1 ve Kalkan, 2002; Ozdemir ve Kaymaz, 2013; Saydan ve Kalkan,
2017) CMT+2 ve CMTH3 agirlikli ve toplamda %75.76-91.88 oranlari arasinda oldugu
belirtilmis, bazilarinda ise (Cokal ve Konus, 2012; Kasike1 ve ark, 2012; Kogyigit ve ark, 2016),
CMT+1 ve CMT+2 agirlikli ve toplamda %83.3-95.2 oranlar1 arasinda oldugu tespit edilmistir.
Goriildigi gibi CMT skorlart bazi g¢alismalarda yiiksek, bazilarinda ise diisiik olarak
bulunmustur. Sunulan c¢alismada CMT pozitiflik skorlar1t CMT+1, CMT+2 ve CMT+3'te
strastyla % 33.45, % 29.96, % 36.59 olarak tespit edildi. CMT skorlarinin birbirine yakin ve
diger galismalardan daha diisiik oldugu belirlendi.

Ineklerde meme dokusu 2 yarimdan olusur. Her yarimda 2 adet meme lobu ve meme
baslar1 bulunur. Meme yarimlari, memenin asici ligamenti tarafindan tam olarak birbirinden
ayrilirken, loblar arasinda bdyle bir 6zellik goériillmez. Ancak her meme lobu ayr1 bir {inite
olarak gorevini yerine getirir. Arka loblar, 6n loblara gore daha fazla gelismis ve siit liretiminin
yaklagik %60'mm1 arka meme loblar1 gergeklestirir (Sendag ve Emre, 2016). Meme loblarinin
lokalizasyonuna gére CMT sonuglarinin degerlendirildigi ¢aligmalarda, Giirbulak ve ark
(2009) sol arka meme lobunda, Cokal ve Konus, (2012) ile Busato ve ark (2000) arka meme
loblarinda subklinik mastitisin daha ¢ok goriildiigiinii ve istatistiki acidan 6énemli oldugunu
belirtmislerdir. Fakat lilkemizde yapilan bir¢ok calismada (Seker ve ark, 2000; Sabuncuoglu ve
ark, 2003; Ozdemir ve Kaymaz, 2013; Kogyigit ve ark, 2016; Saydan ve Kalkan, 2017) meme
loplart ile subklinik mastitis goriilme siklig1 arasinda farkin olmadigi vurgulanmistir. Yapilan
bu ¢alismada da meme loblar1 lokalizasyonun subklinik mastitise etkisinin énemsiz oldugu
bulundu.

Kars ili Koyulhisar ilgesinde geleneksel yontemler ile hayvancilik yapan kiigiik aile
isletmelerinde subklinik mastitisin arastirildig1 calismada (Ozdemir ve Kaymaz, 2013)
insidensin %60.17 oldugu belirlenmistir. Laktasyonun ilk doneminde (1-3. ay) %47.6, ikinci
doneminde (4-6. ay) %62.5 ve li¢lincii doneminde (7-12. ay) %63.2 olarak tespit edilmis ancak
istatistiki acidan laktasyon ayimin subklinik mastitise etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Kogyigit
ve ark, (2016) Bolu Mudurnu'da subklinik masitis tizerine laktasyon doéneminin etkisini
degerlendirmis, sayisal farkliliklarin mevcut oldugu ancak istatistiki olarak bir etkinin
gozlenmedigini belirtmislerdir. Afyonkarahisar'da aile tipi igletmelerde yapilan baska bir
calismada (Ozeng, 2019) laktasyonun 180. giiniinden sonra subklinik mastitis insidensinin
laktasyonun ilk 90. giiniinden 6nce ve 90-180. giin araliklarina gore istatistiksel olarak onemli
diizeyde artig gosterdigi ve siirii biiyiikliigii dikkate alindiginda 10 ve daha az sayida hayvan
bulunan isletmelerde subklinik mastitislerin istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir. Malatya ili Arguvan il¢esinde Saydan ve Kalkan, (2017) subklinik mastitis
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taramasinda 0-2 aylik donemde CMT pozitiflik oranini istatistiksel olarak daha diisiik
bulmuslardir. Siyah alaca ve esmer ineklerde subklinik mastitis i¢in risk faktorlerinin
degerlendirildigi ¢alismada (Coban ve Tiizemen, 2007), siyah alaca ineklerin esmerlerden 1.74
kat daha fazla subklinik mastitise yakalanma riskinin oldugu belirtilmis ve en diisiik subklinik
mastitis insidansinin laktasyonun basinda oldugu, en yiiksek riskin ise laktasyonun son
doneminde oldugu belirlenmistir. Atatiirk Universitesi Uygulama ve Arastirma ciftliginde 83
bas inek iizerinde yapilan CMT uygulamasinda ise laktasyonun erken donemlerinde CMT
pozitiflik orani, dolayisiyla subklinik mastitis daha fazla gozlendigi belirlenmistir
(Sabuncuoglu ve ark, 2003). Sunulan ¢aligmada laktasyon donemleri diger ¢alismalarda da
oldugu gibi 3 doneme ayrildi. Erken laktasyon (1-4. laktasyon aymndaki inekler) grubunda
bulunan 298 meme lobunun 166's1 (%55.70), orta laktasyon (5-8. laktasyon ayindaki inekler)
grubunda bulunan 283 meme lobunun 179'u (%63.25), ge¢ laktasyon (9 ve iizeri laktasyon
ayimdaki inekler) grubunda bulunan 307 meme lobunun 229'u (%74.59) CMT+ olarak tespit
edildi. Tablo 6'da laktasyon aymna gore yapilan gruplandirmalarin CMT+ degerlerine gore
siralamasinda yiiksekten disiige sirasiyla; gec laktasyon (%79.05), orta laktasyon (%63.25),
erken laktasyon (%55.70) olarak tespit edildi. Donemler arasinda farkin 6nemli olmadig: fakat
gec laktasyon doneminde en yliksek oranda belirlenmis olmasi, subklinik mastitisler agisindan
bu donemin daha riskli oldugu kanaati uyandirmistir.

Meme bas1 kanali, salgiladiklar1 bazi bakteriyostatik ve bakterisid maddeler ile meme
bas1 kanalina girmis bakterileri o bolgelerde tutmakta ve ¢cogalmasina engel olmaktadir. Yasin
ilerlemesi ile birlikte meme basi kanali sfinkteri gevsemekte, mikroorganizmalarin girisi
kolaylagsmakta ve memenin savunma giicli azalmaktadir. Sonugta meme i¢i enfeksiyon riskinde
Oonemli oranda artis olmaktadir (Mural ve ark, 2016). Meme lobu diizeyinde subklinik
mastitislerin degerlendirildigi ¢calismalarda, yas artisiyla birlikte mastitis olgularinin da 6nemli
diizeyde yiikseldigi belirtilmistir. Ozdemir ve Kaymaz, (2013) farkl1 yas gruplarinda (1. grup:
2-5 yas, 2. grup: 6-8 yas, 3. grup 9-12 yas) subklinik mastitis insidensini sirasiyla, %36.1, %67.2
ve %79.2 olarak tespit etmisler ve yasin subklinik mastitis lizerine etkisinin istatistiksel olarak
onemli oldugunu bulmuslardir. Ozeng (2019), yas gruplarinin artistyla birlikte mastitis
olgularinin da istatistiki olarak onemli diizeyde arttigin1 belirtmistir. Ayrica, 6-8 yas grubunda
olan ineklerin meme loblarinin 2-5 yas grubuna gore 1,65 kat, 8 yasindan daha biiyiik ineklerin
meme loblarinin ise 2-5 yas grubundaki ineklerin meme loblarina gore yaklasik 3,02 kat daha
fazla enfeksiyon riskine sahip olduklar1 saptamistir. Benzer bir ¢aligmada (Coban ve Tiizemen,
2007) laktasyon sayisinin artmasiyla 6. laktasyona kadar subklinik mastitise yakalanma riskinin

arttig1; 7. laktasyon sirasinda ise bu oranin bir miktar diistiigii belirlenmistir. Bu ¢alismalardan
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farkli olarak Bolu ili Mudurnu ilgesinde (Kogyigit ve ark, 2016), Malatya Arguvan ilgesinde
(Saydan ve Kalkan, 2017) ve Erzurum ilinde (Sabuncuoglu ve ark, 2003) yapilan ¢alismalarda
CMT pozitif olan farkli yas gruplarindaki ineklerin sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig1 belirtilmistir. Aydin ili Soke il¢esinde yapilan bu tez ¢alismasinda CMT
pozitif sonu¢ veren meme loblarimin yas gruplarina gore pozitiflik durumu incelendiginde;
Tablo 5'de verildigi gibi gen¢ inek grubunda bulunan (2-4 yas) 86 CMT+ inegin, 336 meme
lobunun 197'si (%58.63); orta yasli inek grubunda bulunan (5-7 yas) 101 CMT+ inegin, 399
meme lobunun 261'i (%65.41); yash inek grubunda bulunan (8-11 yas) 39 CMT+ inegin, 153
meme lobunun 116'sinda (%75.82) CMT+ olarak tespit edildi. Yas gruplarina gore yapilan
incelemede CMT+ meme lobu oranlar yiiksekten diisiie gore sirasityla yash inek grubu
(%75.82), orta yash inek grubu (65.41) ve geng inek grubu (58.63) olarak tespit edildi. ilerleyen
yasin subklinik mastitis goriilme riskini artirabilecegi sonucuna varilmistir.

Ahir ve barinaga bagl bazi faktorler mastitise duyarliligi artirir, 6zellikle ineklerin ayri
baglandig1 ve yeterli genislikte alana sahip olmamasi durumlarinda ineklerde stres meydana
gelir, ayrica yatip kalkma sirasinda birbirlerinin memesine basabilir ve meme yaralanmalari ile
mastitise hassasiyet artar. Altlik olarak nemli giibre, talas, saman gibi organik maddeler
bakterilerin barinma ve iiremeleri i¢in uygun ortamlardir. Bundan dolay1 6nerilen altliklar nem
orani diisiik, icinde bakterilerin kullanabilecegi besin maddesi az ve inorganik yapili olmalidir
(Bastan, 2019). Sunulan calismada isletmelerin altlik yapis1 g6z oniinii alindiginda; giibre althik
grubunda CMT yapilan 215 inegin 173" (%80.47), 844 meme lobunun 459'u (%54.38); kauguk
althik grubunda CMT yapilan 63 inegin 26's1 (%41.27), 251 meme lobunun 54t (%21.51);
beton altlik grubunda CMT yapilan 34 inegin 27'si (%79.41), 136 meme lobunun 61'i (%44.85)
CMT+ oldugu goriildi (Tablo 8). Ciftlik yapis1 géz oniine alindigi zaman yapilan inceleme
sonucu CMT pozitiflik degeri biiyiikten kii¢iige dogru sirastyla giibre altlik, beton altlik ve
kaucuk althk olarak tespit edildi. Altlhik yapisinin CMT sonuglart iizerinde etkisinin
degerlendirildigi Tablo 9'da belirtildigi iizere kaucguk altlik kullannminda CMT+ oraninin
onemli derecede azaldig1 goriildii (P<0.001). Yapilan ¢alismada kullanilan altliklardan kauguk
althigin meme saglig1 agisindan tercih edilebilir oldugunu gostermistir.

Sagim makinalari, sagim esnasinda memeye bulasacak enfeksiyonlar i¢in gevresel bir
faktordiir ve mikroorganizmalarin meme dokusuna tasinmasinda etkilidir. Hijyenik bir sagim
icin ineklerin sagildig1 yerin, ineklerin, sagim ekipmanlarinin ve sagimcilarin temiz olmasi
gerekmektedir. Ciinkii S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. aureus ve koliform mikroorganizmalar
cevrede bol miktarda bulunur. Sagim yerleri sagimdan 6nce temizlenmelidir ancak ineklerin

bagli bulundugu isletmelerde (sagim arabasi veya kilit arkasi sagim sisteminin oldugu)
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sagimdan once temizligin saglanmasi zordur. Bundan dolay siit¢ii inek isletmelerinde basit de
olsa bir sagim finitesinin olmasi gerekmektedir (Tasal ve Koker, 2019). Tablo 10'da da
gorildiigii gibi, sagimhane sistemine gore CMT pozitiflik degerleri, hayvan bazli ve meme lobu
bazli olarak biiyiikten kiiglige dogru sirasiyla kilit arkasi sistemde (%83.33, %50), sagim
arabasinda (%74.47, %49.06) ve sagim odasinda (%68.24, %44.33) sagim yapan isletmeler
olarak tespit edildi. Sagimhane sisteminin subklinik mastitise etkisi ylizdesel olarak farkl tespit
edilse de Tablo 11'de goriildiigii gibi farkin istatistiksel olarak onemli olmadig1 belirlendi
(P>0.05).

Subklinik mastitise sebep olan mikroorganizmalarin tanisi i¢in yapilan incelemelerin
hepsinde bakteriyel iiremeye rastlanilmamaktadir. Mastitislerin tek sebebinin bakteriler
olmadigi, bunun yaninda mantarlarin, viral, kimyasal ve fiziksel etkenlerin de mastitise yol
acabilecegi bildirilmektedir (Bastan, 2019). Kars ilinde sigirlarda subklinik mastitise neden
olan bakteriyel etkenlerin arastirildigi calismada (Saglam ve ark, 2018), 120 CMT pozitif inege
ait numunelerden 21'inde (%17.5) bakteriyel iiremenin olmadig1 belirtilmistir. Buna benzer
caligmalarda Cokal ve Konus (2012) %30.12 olarak, Kogyigit ve ark (2016) ise %37 olarak
CMT pozitif ineklerde bakteriyel iiremenin olmadigini tespit etmislerdir. CMT pozitif ¢ikan
tim meme loblar1 mikrobiyolojik olarak incelendiginde %10.82-39.20 gibi farkli oranlarda
bakteriyel lireme gozlemlenmemistir (Erglin ve ark, 2004; Tel ve ark, 2009; Cokal ve Konus,
2012; Yesilmen ve ark, 2012; Kogyigit ve ark, 2016). Yapilan ¢aligmada 312 inekten CMT
pozitif sonug veren 226 inegin 98'inde (%43.36) lireme tespit edilemedi. Bu oran iilkemizde
rastlanan oranin tiizerinde oldugu ve sebebinin calismanin yapilma zamani g6z Oniine
alindiginda siit inegi isletmelerinin ani rasyon degislikligi yaptig1 ve rasyon olarak hazirlanan
giinliik yem yerine ad libitum reygras otu ile beslemeye gegis yaptig1 doneme denk gelmesinden
olabilecegi kanaatine varildi.

Geng ve Kaya (2015), Aydin ili ve ¢evresinde bulunan siit sigircilig1 yapan isletmelerdeki
ineklerde CMT ile subklinik mastitis taramasinda CMT pozitif olarak belirledigi 100 siit
ornegini biyokimyasal yontemlerle S. aureus, S. uberis ve S. dysgalactiae yoniinden incelemeye
almis. Sonug olarak, 100 siit 6rneginin 28 (%28)'inden S. aureus, 21 (%21)'inden S. uberis ve
8 (%8)'inden S. dysgalactiae identifiye ettigini, toplam 43 (%43) 6rnekte iireme olmadigini
belirtmislerdir. Sunulan c¢alismada, bakteri idenfikasyonu sekans analizi yontemi ile
gerceklestirildi. Sekans analizi sonucu S. aureus %3.93, S. uberis %16.29 ve S. dysgalactiae
%1.12 ve Tablo 13'de tespit edilme oranlar1 verilen diger mikroorganizmalar Aydn ili S6ke

ilgesinde subklinik mastitise neden olan etkenler olarak belirlendi.
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Bulasic1 mastitis etkenleri olan S. aureus, S. agalactiae, C. bovis, KNS ve Mycoplasma
tiirlerinin en 6nemli kaynagi enfekte meme loblari, sagim hijyeninin eksik olmasi, sagimda
kullanilan kontamine ekipman, sagim makinelerinin fonksiyon bozuklugudur. Siirii igerisinde
inekten inege yayilim gosterir, genellikle meme paransim dokusuna ve siit toplama kanallarina
yerleserek kronik mastitise yol agar ve siiril icin devamli bir mastitis kaynagi olustururlar. Bu
mikroorganizmalar memenin saprofitidir. Bulasic1 mastitis etkenlerine %53.35-81.24 oranlar1
arasinda rastlanilmaktadir (Beytut ve ark, 2002; Ergiin ve ark, 2004; Tel ve ark, 2009; Cokal ve
Konus, 2012; Yesilmen ve ark, 2012; Bastan ve ark, 2015; Saglam ve ark, 2018). Sunulan
calismada 77 (%43.75) adet bulasici mastitis etkeni bulundu. Tespit edilen bu oran tilkemizdeki
oranlardan daha diisiik oldugu belirlendi.

Sik goriilen formu subklinik mastitis olsa da klinik mastitislerde de karsilasilan, siiriide
sinsi yayilim gostererek siit verim diisiikliigliniin yaninda toksin {ireten suslarinin neden oldugu
gangrenli durumlarin ciddi kayiplara yol actig1 yiiksek oranda bulasict 6zelligi olan S. aures'a
tilkemizde siklikla rastlanilmaktadir (Vural ve ark, 2016). Yapilan birgok koruma-kontrol
programlarina ragmen S. aureus subklinik mastitislerde %3.9-46.46 oraninda tespit edilmistir.
(Beytut ve ark, 2002; Ergiin ve ark, 2004; Tel ve ark, 2009; Macun ve ark, 2011; Cokal ve
Konus, 2012; Bastan ve ark, 2015; Kogyigit ve ark, 2016; Saglam ve ark, 2018). Koagulaz
Negatif Stafilokoklar (KNS) ise %8.33-44.83 olarak belirlenmistir. (Beytut ve ark, 2002; Ergiin
ve ark, 2004; Tel ve ark, 2009; Macun ve ark, 2011; Biiyiikcangaz ve ark, 2012; Cokal ve
Konus, 2012; Hadimli ve ark, 2013; Bastan ve ark, 2015; Kogyigit ve ark, 2016; Saglam ve ark,
2018). Bulundugu siirtide ¢iftlik yonetimi iyi degil ise hizli yayilim 6zelligi gosteren ve dnemli
oOl¢iide siit kaybina yol agan Streptecoccus agalactiae'nin oranin1 Ergiin ve ark (2004) %3.5,
Acar ve ark (2012) %5.88, Beytut ve ark (2002) ise %9.37 olarak belirtmislerdir. Bulasici
mastitis etkenleri arasinda yer alan Corynebacterium spp.'nin gériilme oran1 %0.3-2.35 arasinda
degismektedir (Bastan ve ark, 2015; Saglam ve ark, 2018). Cins bazinda incelendiginde ise Tel
ve ark (2009) Corynebacterium bovis' i %3.1, Beytut ve ark (2002) Corynebacterium pyogenes'
1%19.79 oraninda buldugunu ifade etmislerdir. Cok sik olarak goriilmese de bir diger bulasic
mastitis etkeni Mycoplasma spp. oraninin %0.67 ile %5.47 arasinda bulundugu goriilmistiir
(Macun ve ark, 2011; Biiyilikcangaz ve ark, 2012; Saglam ve ark, 2018). Yapilan ¢alismada ise
bulasict mastitis etkenleri icerisinde Stahyloccus aureus 7 (%3.93), Koagulaz Negatif
Stafilokoklar (KNS) 26 (%14.61), Streptococcus agalactiae 12 (%6.74), Corynebacterium
tiirleri 32 (%17.98) adet tespit edildi. Bu ¢calismada 6zel besi yeri gerektirdigi i¢in Mycoplasma
spp.'ye bakilamadi.
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Cevresel mastitis etkenleri incelendiginde; genelde %16.68-52.33 oranlar1 arasinda
bulundugu (Beytut ve ark, 2002; Ergiin ve ark, 2004; Kogyigit ve ark, 2016) ve tespit edilen
%56.25 orani ise ortalama degerin iistiinde oldugu goriildii. Cevresel mastitis etkenlerinden
Gram negatif bakteriler hakkinda Oztiirk ve ark (2019)'nin 1687 siit drneginde yapmis oldugu
calismada izole edilen bakterilerin %8.84'{inlin gram negatif bakteri olarak tespit etmisler, tespit
edilen gram negatif bakteriler igerisinde en siklikla izole edilen %54.30 oraniyla E. coli
olmustur. Ayni ¢alismada izole edilen diger gram negatif bakteriler Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter sp., Pasteurella sp., Enterobacter sp., Proteus sp.,
Flavobacter sp., Alcaligenes faecalis ve Acitobacillus sp. olarak identifiye edilmistir. Subklinik
mastitis ile ilgili kaynaklarda koliform bakteriler arasinda en 6nemli bakteri E. coli'dir (Beytut
ve ark, 2002; Ergiin ve ark, 2004; Tel ve ark, 2009; Biiyiikkcangaz ve ark, 2012; Cokal ve Konus,
2012; Bastan ve ark, 2015; Kogyigit ve ark, 2016; Ozdikmenli Tepeli ve Zorba, 2017; Saglam
ve ark, 2018). Tespit edilme oranlar1 ise %2.2-28.9 arasinda degismektedir. Sunulan ¢alismada
E. coli %1.69 oraninda tespit edildi. Bu oran bazi ¢alismalardaki (Ergiin ve ark, 2004; Bastan
ve ark, 2015) orana yakin (%2.2 -2.73) oldugu ve iilkemizde subklinik mastitis ile ilgili bulunan
oranlarin ¢ok altinda kaldig1 goriildii. Tablo 14'de verilen degerler incelendiginde g¢evresel
mastitis etkenleri, altlik olarak gilibrenin kullanildig: isletmelerde yiizdesel olarak daha yiiksek

oranda belirlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Aydin ili Soke ilgesinin farklt mahallelerinde yapilan bu c¢alismanin sonucunda, siit
inek¢iligi yapan igletmelerin goz ile goriilmeyen ancak 6nemli derecede siit kayiplarina yol
acan subklinik mastitis oraninin, hayvan bazinda %72.44 meme lobu bazinda %46.63 oldugu
gorildi.

California Mastitis Test pozitif 6rneklerin hepsinde bakteriyel iremeye rastlanilmamasi,
mastitislerin tek sebebinin bakteriler olmadigini, bunun yaninda mantarlarin, viral, kimyasal ve
fiziksel etkenlerin de mastitise yol agabilecegini diistindiirmiistiir.

Ciftligin yapisi, hayvanlarin giin boyu zaman ge¢irdigi alanlar ve sagimhane
ekipmanlarinin temizligine dikkat eden isletmelerde subklinik mastitis derecesinin daha diisiik
seyrettigi goriilmuistir.

Mikrobiyolojik izolasyon ve identifikasyon sonucu iilkemizde sik olarak goriilen bulasici,
cevresel ve firsatgr mastitis etkenleri olan 45 farkli bakteri ve 1 mantar etkeni Aydin ili Soke
ilgesinde de tespit edildi. Corynebacterium sp., Streptecoccus agalactiae ve Streptecoccus
uberis'in altlik ve sagim temizliginin iyi olmadig ¢iftliklerde yiiksek oranda izole edildi, ayni
zamanda bir ¢ok izolasyon 6rneginde bu mikroorganizmalara birlikte rastlanmistir.

Calismanin yapildigi isletmelerde subklinik mastitisin ne derece 6nemli bir sorun oldugu,
ayrica hastaligin tani, tedavi ve daha 6nemlisi koruma-kontrol yollar1 hakkinda yeterli bilgiye
sahip olmadiklar tespit edilmistir.

Siit inegi yetistiriciligi yapilan isletmelerde belirli araliklarla subklinik mastitis taramasi
yapilmasi, etken izolasyonu ve identifikasyonu ile mastitise kars1 alinacak koruma ve kontrol

tedbirleri isletmelerin karlilig ve siirdiirebilirligi i¢in 6nemli oldugu sonucuna varildi.
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