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OZET

KLINiK VE SUBKLINIiK MASTITISTE STAPHYLOCOCCUS AUREUS’ UN
KULTUREL VE MOLEKULER TESHISI VE iIZOLATLARIN
ANTIBiYOTIiK DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Calismada materyal olarak Balikesir ilindeki bir siit isletmesinin 4 farkl
stiriisiinde bulunan toplam 305 adet sagmal inek, klinik olarak muayene edilmistir.
Hayvanlarin her meme lobundan ayr1 olarak alinan toplam 1.220 adet siit 6rnegi,
California mastitis testiyle (CMT) test edilmistir. CMT sonucunda 1, 2 ve 3 olarak
skorlanan hayvanlarin ilgili meme loblarindan laboratuvar alanalizleri i¢in siit
ornekleri alinmistir. 107 (%8.77) adet 6rnek pozitif olarak degerlendirilmistir. CMT
pozitif 107 ornek, 100 adet hayvandan alinmistir. CMT pozitif tiim Ornekler,
somatik hiicre sayis1 bakimindan da analiz edilmistir. Mastitis enfeksiyonu siipheli
stitler i¢in somatik hiicre sayimlar1 (SHS) Bentley FTS/FCM Combi 400 Cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. 200.000 hiicre/mL'ye esit veya daha yiiksek sayimlar,
yaygin olarak subklinik mastitisli hayvanlarin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir..

CMT pozitif sonu¢ veren toplam 107 adet siit O6rnegi izolasyon amagh
kullanilmistir. Ornekler %7 koyun kanli agara inokiile edilerek, 37°C’de ve arerobik
kosullarda 1-3 giin inkiibe edilmistir. Ayn1 zamanda silipheli 6rneklerden mannitol
salt agar (MSA), Saboraud dextrose agar’a (SDA) ekimler yapildi. MSA ve
MacConkey agar’lar 37°C’de ve aerobik kosullarda 1-3 giin inkiibe edilmistir.
SDA’a ekimler iki seri olarak yapilip, bir seri 25°C’de diger seri ise 37°C’de 7 giin
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonu takiben kanli agarda iireyen koloniler ncelikle makroskobik ve
mikroskopik  morfolojileri  yoniinden incelenmistir. Gram pozitif koklar
konvansiyonel testlerle identifiye edilmistir. Bu amagla katalaz, koagiilaz, cesitli
karbonhidrat fermantasyon testleri, eskulin, indol, metil red, lire ve sitrat testleri
gerceklestirilmistir. MSA ve MacConkey agara yapilan ekimlerde koloni morfolojisi
dikkate alinmistir. 107 siit numunesinden toplam 156 izolat elde edilmistir. Miks
olarak izole edilen izolat sayis1 83 (%53.20), saf kiiltiir olarak izole edilen etken

sayist ise 73 (%46.79) olarak bulunmustur.



S. aureus disinda izole edilen tiirler Streptococus spp., E. coli, Bacillus spp.
ve maya olarak identifiye edilmistir. Izolatlarn Staphylococcus spp. olarak
identifikasyonlarinin ~ dogrulanmasi amaciyla konvansiyonel PCR ¢alismasi
yapilmistir. Bu amagcla cins spesifik primerler (756 bp) kullanilmistir. Calismada
kullanilan izolatlarin fenotipik olarak identifikasyonlari sonucunda Staphyloccoccus
spp. siipheli izolatlarin timi %100’i S. aureus olarak identifiye edilmistir. Tiim
izolatlarin Staphylococcus spp. 16S rRNA (geni (756 bp) i¢erdiginin belirlenmesiyle
identifikasyon dogrulanmaistir.

Izole edilen toplam 24 adet S. aures susu brain heart infusion brothta (BHIB)
(1.10493.0500, Merck) iiretilip (McFarland No:0.5), Mueller-Hinton agar (MHA)’da
(1.05437.0500, Merck) antibiyogram testi yapilmigtir. Test, Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemine gore yapilmistir (Bauer ve vd., 1966). Teste sefoperazon (75 pg,
Oxoid), amoksisilin/klavulanik asit (20/10 ug, Oxoid), oksitetrasiklin (30 ug, Oxoid),
penisilin G (10 pg, Oxoid), sulphametaxazole/trimethoprim (25 pg, Oxoid),
enrofloksasin (5 pg, Oxoid), vankomisin (30 pg, Oxoid), gentamisin (10 pg, Oxoid),
eritromisin (15 pg, Oxoid) ve sefalothin (30 pg, Oxoid) kullanilmistir (CLSI, 2017).
Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi sonucunda olusan zon caplar1 CLSI (2019)’a
uygun olarak degerlendirilmistir. izolatlar arasinda, en yiiksek direng %80.76 (n=21)
ile penisilin G’ye karst oldugu, daha sonra sirasi ile %73.07 (n=19) eritromisin,
%65.38 (n=17) gentamisin, %46.15 (n=12) enrofloksasin ve %42.30 oksitetrasiklin
(n=11) olarak belirlenmistir. izolatlarin en duyarl oldugu antibiyotik %69.23 ile
(n=18) sefoperazon olarak belirlenmistir. Bunu sirasiyla %65.38 ile (n=17) sefalotin,
%61.53 ile (n=16) amoksisilin/klavulanik asit, %53.84 ile (n=14) vankomisin ve
trimetoprim/sulfametoksazol olarak belirlenmistir. Calismada izole edilen 26 S.
aureus susunun 4 tanesinin (%15.38) coklu antibiyotik direncine sahip oldugu tespit
edilmistir. Ug tane izolatin 3 farkli antibiyotik sinifina, 1 izolatin ise 4 farkl
antibiyotige direngli oldugu belirlenmistir. Toplam 22 izolatin ise ¢oklu antibiyotik

direncine sahip olmadig1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, mastitis, patojen, izolasyon, identifikasyon.



ABSTRACT

CULTURAL AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS IN CLINICAL AND SUBCLINICAL MASTITIS AND
DETERMINATION OF ANTIBIOTIC SENSITIVITIES OF ISOLATS

In addition to S. aureus, the following species were identified: Streptococcus
spp., E. coli, Bacillus spp. and yeast. A conventional PCR study was performed in
order to confirm the identification of the isolates as Staphylococcus spp. For this
purpose, genus-specific primers (756 bp) were used. As a result of the phenotypic
identification of the isolates used in the study, 100% of all Staphylococcus spp.
suspected isolates were identified as S. aureus. The identification of all isolates as
Staphylococcus spp. was confirmed by determining the 16S rRNA (gene (756 bp)
value. A total of 24 S. aures strains were isolated and produced (McFarland No: 0.5)
in brain heart infusion broth (BHIB) (1.10493.0500, Merck) and an antibiogram test
was performed on Mueller-Hinton agar (MHA) (1.05437.0500, Merck). The test was
performed according to the Kirby-Bauer disk diffusion method (Bauer et al., 1966).
The test was performed with cefoperazone (75 pg, Oxoid), amoxicillin/clavulanic
acid (20/10 pg, Oxoid), oxytetracycline (30 pg, Oxoid), penicillin G (10 pg, Oxoid),
sulfamethoxazole/trimethoprim (2 5 pg, Oxoid), enrofloxacin (5 pg, Oxoid),
vancomycin (30 pg, Oxoid), gentamicin (10 pg, Oxoid), erythromycin (15 pg,
Oxoid) and cephalothin (30 pg, Oxoid) were used (CLSI, 2017). The zone diameters
of the isolates as a result of the antibiotic test were evaluated in accordance with
CLSI (2019). The isolates exhibited varying degrees of resistance to the different
antibiotics. The highest resistance was determined to be to penicillin G, with 80.76%
(n=21) of the isolates being resistant. This was followed by erythromycin, with
73.07% (n=19) of the isolates being resistant. Other antibiotics that were effective
against the isolates included gentamicin, with 65.38% (n=17) of the isolates being
resistant, enrofloxacin, with 46.15% (n=12) of the isolates being resistant, and
oxytetracycline, with 42.30% (n=11) of the isolates being resistant. The antibiotic to
which the isolates demonstrated the greatest sensitivity was identified as
cefoperazone, with 69.23% (n=18) of isolates exhibiting sensitivity to this agent.

This was followed by cephalothin with 65.38% (n=17), amoxicillin/clavulanic acid



with 61.53% (n=16), vancomycin and trimethoprim/sulfamethoxazole with 53.84%
(n=14). It was determined that four of the 26 S. aureus waters isolated in the study
(15.38%) exhibited multiple antibiotic resistance. Of the 3 isolates exhibiting
resistance to three different antibiotic classes, one isolate demonstrated resistance to
four different antibiotics. Concurrent studies are being conducted on a total of 22
isolates that do not demonstrate multiple antibiotic resistance.

Key Words: Cattle, mastitis, pathogen, isolation, identification.
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1. GIRIS

Diinyada yaklasik 220 milyon siit sigir1 (Song vd., 2020)., {ilkemizde ise 2024
TUIK verilerine gore, toplamda 16 milyon 396 bin bas sigir yetistirilmektedir
(TUIK, 2024). Siit ve siit triinleri, diinya niifusunun biiyiik bir kismi i¢in en temel
gida kaynaklar1 arasindadir. Siit iirtinlerine yonelik artan kiiresel talep, inek basina
ortalama siit verimini artirma ihtiyacimi artirmaktadir. Ulkemizde 2023 TUIK
verilerine gore 21 milyon 481 bin 567 ton siit iretiminin 19 milyon 961 bin 908
litresini inek siitii olusturmaktadir (TUIK,2023). Ulkemizde ¢ig siit iiretiminin
%92,9° nu inek siitii olusturmaktadir. Yiiksek siit verimini etkileyen en Onemli
sorunlardan biri mastitis enfeksiyonu dolayisiyla da koti meme sagligidir (Cobirka
vd., 2020). Mastitis ¢ok faktorlii bir hastaliktir ve genellikle gesitli faktorlerin
etkilesiminden kaynaklanir (Rani vd., 2022).

Mastitis, diinya ¢apinda siit endiistrisi i¢in ekonomik kayip yoniinden ve
hayvan saglig1 agisindan 6nemli bir hastaliktir. Klinik mastitis, prevalansinin farkli
tilkelerde 17-48 vaka /100 inek (yaklasik %30), subklinik mastitisin kiiresel
prevalansimin ise ortalama %15 - 75 arasinda degistigi bildirilmektedir (Song vd.,
2020). Mastitis, siit tiretiminde ve ¢iftliklerin gelirinde ciddi bir diisiise neden olur.
Bu hastaliktan etkilenen inekler, 6nemli ekonomik kayiplara ve refah sorunlarina da
neden olmaktadir (Rani vd., 2022).

Mastitisin  6zellikle subklinik formu uzun siire tespit edilemediginden
ekonomik agidan ¢ok daha 6nemli hale gelmektedir. Ciinkii ekonomik kaybin %70-
80’1 subklinik mastitislerden kaynaklanmaktadir (Rani vd., 2022).

Mastitis, sonucu ortaya ¢ikan ekonomik zararlar; siit veriminde diisiis, sagilan
siitlin kullanilmasinin uygun olamamasi sonucu atilmasi, siit kalitesinde meydana
gelen bariz azalma, veteriner hekim hizmetlerindeki yiiksek mali artig, harcanan
emek, mastitisli hayvanlarin siiriiden ayrilmasiyla hayvanlarin mali degerinin
diismesi ve mastitis hakkinda c¢iftliklerdeki kontrol ve koruma tedbirlerinin getirdigi
ek tedbir ve giderler olarak siralanmaktadir (Rani vd., 2022).

Halk sagligi yoniinden ele alindiginda siit ve siit iirlinlerinde mastitisten
dolay1r bulunan patojen mikroorganizmalarin insanlara bulagsma riski vardir
(Cobirka vd., 2020). Mastitis ve saglik arasindaki iliskide diger 6nemli hususlardan

birisi de, mastitis tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklerin siitte kalinti



birakabileceginin bilinmesidir. Siitteki bu antibiyotik kalintilar1 siitiin kalitesini
etkiledigi gibi insan sagligin1 da tehdit ettigi cesitli arastirmalarda da gosterilmistir.
Bu antibiyotik kalintilar1 insanlarda alerjik reaksiyonlara ve antibiyotiklere direngli
suslarin gelisimine yol agmaktadir (Cobirka vd., 2020).

Staphylococcus aureus (S. aureus), subklinik ve klinik mastitis vakalarinda en
stk karsilagilan kronik mastitis etkenlerinden biridir. Mastitis vakalar1 genellikle
subklinik olup siit ve memede goézle belirlenebilir degisiklikler olusturmaz. Subklinik
mastitisler stiriideki diger hayvanlar i¢in 6nemli bir enfeksiyon kaynagidir. Subklinik
mastitislerin klinik mastitislerden daha sik goriilmesi hem ekonomik hem de siirii
icinde yayilmasi nedeniyle 6nem tasir (Khan ve Khan; 2006). Glinimiizde S. aureus
kaynakli si@ir mastitis vakalariin yaygin olmasi, yetistiricilerin siiriideki enfekte
hayvanlar1 belirleyememesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica teshisteki yetersizliklere
bagli olarak tiim enfeksiyonlarin belirlenememesi ve bir¢ok antibiyotik tedavi
uygulamalar1 sonucunda ortaya c¢ikan antibiyotik direngliligi yliziinden bagarili
olamamaktadir (Mullarky vd., 2001).

Ayrica ineklerin mastitisten korunmasinda ve tedavisinde bilingsiz antibiyotik
kullanimi olduk¢a yaygindir. Bu durum antibiyotik direngli bakterilerin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle antibiyotiklere direngli bakterilerin
tespiti Ozellikle de S. aureus’larin belirlenmesi olduk¢a onemli hale gelmektedir
(Erskine vd., 2003; Petersson-Wolfe vd., 2010).



2. GENEL BILGILER

2.1. Sigir mastitis hastaliginin tanim

Terim olarak mastitis, Yunanca Mammae veya Mastos kelimesinden
tiiretilmistir ve sirasiyla meme ve iltihaplanma anlamina gelir (Rani vd., 2022).
Mastitis, siit sigirlarinda en yaygin ve Onemli hastaliklardan biri olup, siit
endiistrisinde biiylik kayiplara yol agmaktadir. Mastitis, meme bezindeki mekanik,
kimyasal veya termal travma veya mikroorganizmalarin meme {iizerindeki
enfeksiyonlarmna bagli olarak meme bezi parankiminin iltihaplanmas: olarak
tanimlanir (Sarma ve Hussain, 2021).

Sigir mastitisleri ¢esitli formlarda ortaya ¢ikan meme bezi yangist olup
onemli ekonomik kayiplara neden olmakla birlikte hayvan refahin1 da olumsuz
sekilde etkilemektedir (Sekil 1). Mastitisin ortaya ¢ikisinda mikrobiyel, ¢evresel ve
hayvana bagli bircok faktor etkili olup insidens de degisiklik gostermektedir.
Mastitisin en 6nemli nedenleri arasinda bakteriyel etkenler ilk sirada yer almaktadir
(Bastan, 2007).

Mastitis ¢ok faktorlii bir hastaliktir ve genellikle cesitli faktorlerin
etkilesiminden kaynaklanir (Rani vd., 2022). Mastitis, 150'den fazla organizma
tiirliniin neden oldugu ¢ok etiyolojili kompleks bir hastaliktir (Kuang vd., 2009;
Watts, 1988). Bakteriler (Aerobacter aerogenese, Campylobacter jejuni,
Corynebacterium bovis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Listeria monocytogenes, Mannheimia haemolytica, Mycobacterium
bovis, Pasteurella multocida, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae , Streptococcus pyogenes,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus zooepidemicus,
Trueperalla pyogenes vb.), aktinomisetler (Nocardia asteroides), mantarlar
(Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida guilliermondii, Candida krusei,
Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans, Debaryomyces hansenlii,
Geotrichum candidum, Pichia farinose, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces
fragillis ve Trichosporon beigelii), Mycoplasma spp., viriisler ve algler (Prototheca

spp.) sebep olmaktadir (Gudmundson ve Chirino-Trejo, 1993; Jensen vd., 1996;



Kulkarni ve Kaliwal, 2013; Pal ve Mehrotra, 1983; Pal ve Lee, 1997; Pal vd., 2017;
Watts, 1988; Wellenberg vd., 2002).

Bez Dokusu

Bez Sinusu

Meme Derisi

Meme Ucu Sinlsu

Meme Ucu Duvari

Sekil 1. inek memesinin anatomik yapis1 (Ozdemir, 2018).

Meydana gelen mastitis enfeksiyonlarinin %90’1 bakteriyel kokenlidir.
Patojenik bakteriler, meme bezinin iltihaplanmasindan, siit iireten dokularin
tahrip edilmesinden ve siit kalitesindeki degisikliklerden biiyiik Olciide
sorumludur. Tim diinyada siit trilinleri isletmelerinde 6nemli ekonomik
kayiplara ve gida giivenligi konusunda problemlere sebep olur (Rani vd.,
2022).

Etken olan tiim bakteri tiirleri arasinda E. coli, Klebsiella spp. ve
Pseudomonas tiirleri mastitisin klinik formuna yol agar. Streptococcus
agalactiae spp. iiyeleri, mastitisin subklinik formlarindan biiyiik o6l¢lide
sorumluyken, S. aureus her iki mastitis formuna da neden olabilir (Rani vd.,
2022).

2.2. Sigir mastitis risk faktorleri

2.2.1. Patojen faktorler

Bakteriyel meme ici enfeksiyonun (IMI), sigir mastitisinin ana nedeni oldugu

diistiniilmektedir. Sigir mastitisine neden olan etkenlerin ¢ogunlugunu bakteriler



olusturur. Bu bakteriyel enfeksiyonlar, bakteriyel kdkenli, bulagici ve g¢evresel olmak
tizere 2 tipte simiflandirilabilir (Lakew vd., 2019). Bulasici mastitis, 6zellikle sagim
sirasinda inekten inege bulasabilen mastitisi ifade eder (Schreiner ve Ruegg, 2002).
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) gibi
bulasict patojenler ve Mycoplama bovis (M. bovis) ve Corynebacterium spp. gibi
daha az yaygin olan tiirler, inegin meme ve meme basi derisinde yasar, kolonize olur
ve meme basi kanalina dogru gelisir (Kibebew, 2017). Bunlar, genellikle Somatik
hiicre sayisinda (SHS)'de bir yiikselme ile birlikte subklinik enfeksiyonlar olusturma
kapasitesine sahiptir. SHS, IMI enfeksiyonunun o6nemli bir gostergesidir ve
l6kositlerden (yani notrofiller, makrofajlar, lenfositler ve eritrositler) ve epitel
hiicrelerinden olusur (Sharma vd., 2011). Bulasici enfeksiyonlar, rezervuarlar ve
enfekte olmayan inekler arasindaki temasin azaltilmasiyla kontrol edilebilir. Bu
nedenle, sagim ekipmanmin uygun sekilde bakimi, sagim sonrasi meme
dezenfeksiyonu, itlaf ve kuru donem tedavisi bulasict enfeksiyonlart onlemek icin
onemlidir (Sharma vd., 2011).

Si1gir mastitisinde bulagici patojenlerin aksine, ¢evresel patojenler genellikle
inegin meme ve meme derisi lizerinde yasamazlar, bunun yerine c¢iftliklerde
biiyiikbas hayvan altliklarinda ve barinaklarinda bulunurlar. Firsat¢1 patojenler olarak
da tanimlanirlar. Inegin dogal bagisikliginin zayif oldugu durumlarda klinik mastitise
neden olabilirler. E. coli veya Streptococcus uberis (S. uberis) gibi c¢evresel
patojenler inegin memesini istila eder ve ¢ogalir, konak¢inin bagisiklik tepkisini
uyarir ve hizla ortadan kaldirihir (Bradley, 2002). Streptococcus spp., E. coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., vb. gibi bir¢ok bakteri
tirlinlin ¢evresel mastitise neden oldugu rapor edilmistir (Bogni vd., 2011). Cevresel
enfeksiyonun kontrolii, meme uglarinin c¢evresel patojenlere maruz kalmasinin
azaltilmasi, antibiyotik uygvulamasi ve asilama yoluyla inegin IMlI'ya karsi

direncinin arttirtlmas1 saglanabilir (Smith ve Hogan, 1993).

2.2.2. Konakg faktorii

2.2.2.1. Islah ve genetik

Genetik faktorler ve siit inegi yetistiriciligi mastitis duyarlilik veya direng

tizerinde etkilidir. Saf yiiksek verimli sigirlarin cinsi veya melezi, ozellikle de



Holstein-Friesian sigirlari, orta verim veren irklara gére mastitise kars1 genetik olarak
daha duyarlidir. Ayrica, ¢ok dogum yapan inekler, immiin yetmezlik nedeniyle ilk

dogumunu yapan ineklere gére IMI'ya karsi daha duyarlidir (Shaheen vd., 2016).

2.2.2.2. Meme yapisi

Memenin yapisi da enfeksiyona yatkinligi etkiler. Buzagi dogumundan sonra
bliyiik huni biciminde meme uglari, sarkik ve biiyilk meme yapisi veya meme baslar1
korlesmis olan sigirlar, subklinik mastitis acgisindan daha biiyiik risk altindadir

(Persson vd., 2014).

2.2.2.3. Yas

Enfeksiyonlar1 etkileyen bir diger faktdor ise yastir. Yashh inekler
enfeksiyonlara kars1 daha duyarlidir, bunun nedeni biiyiik olasilikla sik sagim sonucu
meme kanalinin daha genis veya kalici olarak meme sfinkterinin kismen agik
olmasidir (Kibebew, 2017). Ayrica, yasl ineklerin meme epitelinin gegirgenligi,
daha onceki inflamasyonlarin neden oldugu geri doniisii olmayan hasar nedeniyle

artmigtir (Krol, vd., 2013).

2.2.2.4. Kuru déonem

Kuru donem, ineklerde memen sagligii etkileyen en 6nemli donemlerden
biri olarak kabul edilir ve ayn1 zamanda mastitis riskinin de ¢ok arttig1 bir donemdir
(Drackley, 1999). Aragtirmacilar IMI'larin dogumda ve laktasyonun ilk ayinda diger
donemlere gore daha fazla ortaya ¢iktigini gosterdi. Bu donemde inegin fizyolojik,
metabolik ve hormonal durumunda, dncelikle meme bezi dokusunun yenilenmesinde
dinamik degisiklikler meydana gelir. 305 giinliik bir laktasyon donemi i¢in optimal
kuru doénem uzunlugunun 40-60 giin oldugu kabul edilmektedir. Kuru dénemin
ortadan kaldirilmasi veya kisaltilmasi, memenin inflamatuar durumlara karsi
direncini azaltir ve sonraki laktasyonda siitteki somatik hiicre sayisinda artisa yol
acar. (De Visscher, vd., 2016; Fadlelmula vd., 2009). Artan oksidatif stres ve diisiik
antioksidan savunma ile iliskili olarak immiinsiipresyon sonucu mastitis insidansinin

yiiksek oldugu anlasilmistir (Abebe vd., 2016; Sharma, vd., 2011).



2.2.2.5. Konake¢min beslenme stresi ve bagisiklik sistemi

Laktasyon sirasinda siit sigirlarinin kolostrum ve siit iiretimi i¢in daha fazla
enerji ve besin maddesi ihtiyact vardir. Yem alimi laktasyon taleplerini
kargilamadiginda sigirlar negatif enerji dengesi sergiler (Kibebew, 2017). Negatif
enerji dengesi, iz elementler (selenyum, demir, bakir, ¢inko, kobalt, krom), amino
asitler (lisin, L histidin) ve vitaminler (A, C, E, B-karoten, likopen) bakimindan
yetersiz diyetle iligkilidir. Bu durum laktasyonun baslangicinda hiicresel ve humoral
diizeyde immiinsiipresyona yol acarak enfeksiyonlara duyarliligi artirir (Matsuli,
2012; Shaheen vd., 2016). Bu nedenle, gegis doneminde E vitamini ve g¢inko
takviyesi gibi diyetin uygun sekilde verilmesi, mastitis enfeksiyonunu onlemek ve

laktasyonu arttirmak i¢in kritik 6neme sahiptir (Bayril vd., 2015; Chandra vd., 2013).

2.2.2.6. Sagim sistemi ve hijyen

Sagim sirasinda hijyene uyulmasi, siiriideki bulasici mastitisle miicadelede
onemlidir. Sagimin geleneksel sekilde ve sagim Oncesi el yikamanin sik yapildigi
stiriilerdeki ineklerde subklinik mastitis gelisme riskinin daha diisiik oldugu

belirtilmistir (Kibebew, 2017).

2.2.3. Cevresel faktorler

Siiriilerin gevresel kosullart ve yonetim uygulamalar1 hayvan sagligi ve refahi
tizerinde belirleyici etkilere sahiptir. Siiriiyli temiz ve rahat tutmak mastitisin
goriilme sikligini ve siddetini azaltabilir (Mulim vd., 2021). Kalabalik stirtiler, kirli
zemin, 1slak yatak, zayif havalandirma ve sicak ve nemli iklim, mastitis

patojenlerinin uygun ortam bularak daha fazla mastitis olusumuna neden olabilir.
(Abebe vd., 2016; Shaheen vd., 2016; Zeinhom vd., 2016).

2.3. Sigir mastitis enfeksiyonunun bulasmasi

Enfeksiyon meme kanali yoluyla gerceklesir. Organizmalar gerek memeden

gerekse cevreden meme basi kanali yoluyla go¢ ederek meme bezine ulasir. Enfekte



memede bulunabilen bakteriler veya enfekte meme dokusunu istila edip meme
bezine zarar verebilen ¢evresel patojenler, meme ve meme bezinde hasara neden
olarak mastitisi sekillendirebilir (Sarma ve Hussain, 2021).

Enfeksiyon, enfekte olmus memeden veya kontamine ¢evreden
kaynaklanir. Patojenlerin ana kaynaklar1 ve bulagma yollar1 arasinda enfekte
alanlar ve kirli meme, kontamine siit sagma makineleri, antiseptik daldirma (teat
dipping kaplar1), sagimcilarin elleri, kiyafetleri, insektler ve cerrahi aletler yer
alir. Ayrica laktasyonun evresi, laktasyon sayisi, meme, meme basi ve meme
kanali travmasi, gevsek meme sfinkteri, meme basi derisindeki lezyonlar, her bir
meme bezinin imminolojik durumu, ¢evredeki enfeksiyon yogunlugu ve
yonetim kosullar1 belirleyiciler arasindadir (Kibebew, 2017).

Enfeksiyonlar meme kanali yoluyla gergeklesir. Etkenler gerek
memeden gerekse cevreden meme basi kanali yoluyla gé¢ ederek meme
bezine ulasir. Enfekte memede bulunabilen S. agalactiae veya S. aureus veya
S. uberis ve S. dysgalactiae gibi ¢evresel patojenler memeyi enfekte ederek
meme bezinde hasara sebep olabilir (Sarma ve Hussain, 2021).

Memede enfeksiyona sebep olan bulasici patojenlerden en yaygin
olanlari, primer olarak enfekte ineklerin memelerinde bulunan S. agalactiae
ve S. aureus'tur. Koagiilaz negatif Staphylococcus'un birgok tiirii genel olarak
sigirlarda meme bagi derisinde bulunur ve firsatci patojen olarak bilinirler.

S. uberis, S. dysgalactiae ve koliformlar, ahirlarda yataklik, su, toprak
ve giibre gibi ortamlarda yaygin olarak bulunan g¢evresel patojenler olarak
bilinirler (Shaheen vd., 2016; Zeinhom vd., 2016).

2.4. Sigir mastitis tiirleri

Patojenlerin bulasma sekline gore mastititis, bulasici ve c¢evresel
mastitis olarak siniflandirilabilir. Ayrica ayri bir bashik altinda incelenen yaz
mastitisi de vardir.

Klinik bulgulara goére de farkli siniflandirilirlar. Klinik bulgularina
gore farkl tipleri vardir. Semptomlarina gére mastitis siniflandirilmasi Sekil

2’de gosterilmistir.



SIGIR MASTITIS SINIFLANDIRILMASI
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Sekil 2. Sigir mastitisinin siniflandiriimasi (Kibebew, 2017).
2.4.1. Bulasma sekillerine gore mastitis tiirleri

Enfeksiyoz ajanlar arasinda bakteriyel patojenler siit sigirlarinda
mastitisin en 6nemli sebeplerindendir. Bu mikroorganizmalar bulasicidir, siit
hayvanlarinin ¢evresinde yaygin olarak bulunur ve meme enfeksiyonlari
prevalansini artirir (Sharif vd., 2009). Bulasici mastitisin kaynaklar1 enfekte
ineklerdir ve bulagsma inekten inege, Ozellikle sagim sirasinda sagim
ekipmani, sagimcinin elleri ve kontamine temizlik bezleri yoluyla
gergeklesir. Baslica bulasici  patojenler S. agalactiae, S. aureus,
Corynebacterium bovis (C. bovis) ve Mycoplasma spp'dir. S. aureus, diinya
¢apinda hem subklinik hem de kronik sigir mastitisinde en sik izole edilen
bulasict patojendir (Zecconi, 2006). Bulagici mastitisin goriilme sikligi, inegin
maruz kaldig1 etkenin miktar1 ve tiiriine, fiziksel bariyerlere, dogustan gelen
ve kazanilan bagisiklik mekanizmalarina baghdir. Bakteriler arasinda S.
aureus, S. agalactiae ve S. dysgalactiae, sigirlarda bulasic1 mastitisin ana
nedenleri olarak kabul edilmistir (Blowey ve Edmondson, 2010). S.
aureus'un genellikle ineklerde meme i¢i enfeksiyonun en yaygin nedeni
oldugu diistiniilmektedir. Siiriiniin cinsine ve cografi konumuna bagli olarak
tim ineklerin %7-40'inin enfekte oldugu tahmin edilmektedir (Fox ve Gay,
1993).



2.4.1.1. Klinik mastitis

Mastitis, genellikle siitte pihti, kan ya da irin bulunmasi, renk
degisikligi veya sulu goriiniim gibi anormal siitiin gériilmesiyle tespit edilir.
Memede Odem, kizariklik, sicaklik, agr1 ve sertlik goriilebilir. Ayrica;
hayvanda ates, kalp atisinda hizlanma ve istahsizlik meydana gelebilir
(Abrahmsen vd., 2014). Klinik mastitis gelisen ineklerde iiretimde ani bir
diisiis yasanir ve klinik baslangici takip eden 60 giin boyunca 6nceki iiretim
seviyelerine geri donemezler (Hundera vd., 2005). Her ne kadar klinik
enfeksiyonlar buzagilamadan Once nadiren goriilse de, rutin kontrolde
anormal sisliklerin goézlemlenmesi Oonemlidir. Klinik mastitis, buzagilama
Oncesi ve sonrasinda kolostrum veya siitte pithtilarin bulunmasi, anormal yap1
veya renk degisikligi ile teshis edilebilir (Malinowski ve Gajewski, 2010).

Genel olarak S. aureus ve E. coli' nin neden oldugu akut, kisa siireli bir
enfeksiyondur. Klinik mastitis kisa siirede ortaya c¢ikar. Memede kangren
olusumu ile karakterize ve oldukga tehlikeli olan gangrendz mastitise olarak
sebep olabilir (Erskine vd., 1996). Klinik semptomlarina gore farkli mastitis

tiplerinin insidensi Sekil 3’ te verilmistir.

—& Klinik Mastitis
=O=- Akut Klinik Mastitis

=&~ Kronik Klinik Mastitis
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Sekil 3. Klinik semptomlarina gére farkli mastitis tiplerinin insidensi (Ozdemir, 2018).
Akut mastitis

Akut mastitiste en sik goriilen klinik belirtiler memenin sis, sert ve

agrili olmasidir. Siitte pihtilar bulunabilir ve siit sulu olabilir. Akut mastitise
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neden olan en yaygin bakteriler koliform organizmalardir (Sarma ve Hussain,

2021).

Perakut mastitis

Siit sigirlarinda anormal siit verimine neden olan, siitiin kanli eksudat
seklinde goriildiigli mastitisin en ciddi seklidir. Hayvanda ates oldukga
yuksektir, nefes almada zorluk ve tasikardi goriilir. Meme sis ve c¢ok
agrilidir. Ozellikle, S. aureus, S. dysgalactiae, E. coli ve Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) etkenleri sebep olur (Sarma ve Hussain, 2021).

Subakut mastitis

Etkilenen hayvanlarda genel mastitis belirtileri goriilmez ancak
etkilenen hayvanin siitiindeki degisiklikler, kiiltiir ile tespit edilebilir (Sarma
ve Hussain, 2021).

2.4.1.2. Subklinik mastitis

Siitte veya memede gozle goriilebilen anormallikler bulunmamaktadir.
(Kathiriya vd., 2014). Bir siirlideki hayvanlarin %350' sinden fazlasinda
subklinik mastitis goriilebilir. Normal memelerden alinan normal goriiniimli
siitlerde, somatik hiicre sayisinda ani bir artig, subklinik mastitisin varligina
isaret edebilir. Subklinik mastitisli hayvanlar genellikle tam potansiyellerinde
siit tiretemezler ve saglikli hayvanlar i¢in potansiyel bir enfeksiyon kaynagi
olurlar (Tomita ve Hart, 2001). Siit ineklerinde mastitisin subklinik formu
olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii bu form;

Klinik formdan 15 ila 40 kat daha yaygindir,
Genellikle klinik formdan daha once gelisir,
Uzun siirelidir,

Tespit edilmesi zordur,

Siit Giretimini azaltir,
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Siit kalitesini olumsuz etkiler,

Bulasici 6zelliginden dolay: siiriideki diger hayvanlari etkileyebilecek
mikroorganizmalar i¢in rezervuardir (Pyorala, 2003).

Siit tiretiminde biiyiik kayiplara neden olmasinin yam sira, subklinik
olarak etkilenen hayvanlar, siiriideki diger hayvanlar icin siirekli bir
enfeksiyon kaynagi olmaya devam eder. Enfeksiyonun daha uzun siirdiigi
durumlarda etkenler ile antibiyotikler arasinda fibr6z doku bariyeri olusarak
antibiyotik etkinligini smirlayabilir. Subklinik mastitis, klinik mastitisten
daha yaygindir. Subklinik mastitiste, somatik hiicre sayisinin (SHS) artmasi
disinda meme dokularinda ve siitiin fiziksel goriiniimiinde gozle goriilir
herhangi bir anormallik yoktur. Saglikli ineklerde, siit SHS'si genellikle
<100.000 cfu/ml, subklinik mastitis sirasinda>1.000.000 hiicre/ml’ye
yiikselebilir. SHS'yi siirli ve bireysel diizeyde etkileyen ana faktér, meme ici
enfeksiyonlarin (IMM) varligidir (Erskine vd., 1996).

Subklinik mastitis, klinik mastitis ile benzer sekilde laktasyondaki
ineklerin ilireme performansini azaltabilir. Genel belirtileri viicut 1sisinin
artmasi (>39,5°C) ve istah kaybidir. Subklinik mastitis, siitte veya memede
gozle goriiliir bir degisikligin olmadig1 ancak siit liretiminin azaldigi, siitte
bakterilerin bulundugu ve siitiin bilesiminin degistigi mastitis tiiriidiir. Siitiin
laboratuvar incelemesi veya CMT ile teshis edildigi i¢in bu tiir mastitislere
“gizli” ad1 verilmektedir (Erskine, 2001).

Subklinik mastitisin ekonomik kayip ag¢isindan biyikligi, tim
mastitis enfeksiyonlariyla iligkili toplam ekonomik kayiplarin %60- 70'inden
sorumlu olmas1 nedeniyle ilgi ¢ekicidir. Bazi tilkelerde S. aureus, subklinik
mastitisin ana nedeni olmaya devam etmektedir. Onceden tamamen cevresel
oldugu diisiiniilen patojenler de kalict enfeksiyona neden olabilir (Schrick
vd., 2001). Ekonomik agidan bakildiginda subklinik mastitis siit sektoriine
daha fazla zarar vermektedir. Siit liretimini, tedavi maliyetleri ve antibiyotik
kullanildigr dénemde siitiin atilmas1 nedeni ile biiyiik ekonomik kayiplara
neden olur. Subklinik vakalara neden olan en yaygin patojenler Streptococcus
spp ve S. aureus'tur (Atasever ve Erdem, 2009).
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2.4.1.3. Kronik mastitis

Kronik mastitis aylarca siiren ve bir laktasyon doneminden digerine
devam edebilen inflamatuar bir siirectir. Cogunlukla subklinik olarak bulunur
ve kisa bir siire i¢in periyodik olarak subakut veya akut forma doniisebilir.
Sonug¢ olarak memede bakterilerin bariyer olusturmasi ve fibréz doku
olusumu nedeniyle sert yumrular meydana gelir (Taverna vd., 2007).

Kronik mastite neden olan en yaygin patojenler koagiilaz negatif
Staphylococcus spp. ve S. uberis'tir. Siitte sarimsi sivi veya pihtili beyaz
stvinin varligr gibi fiziksel degisiklikler belirgindir. Bazen siit, yesil veya
sar1-yesil goriinlir ve kotii kokar. Meme, yogun fibrozis nedeniyle sertlesir.
Etkilenen kisim sertlesip nodiiller olusur ve atrofi sekillenebilir. Mastitisin
kronik evresi California Mastitis Testi (CMT) ile tespit edilebilir. Kronik
mastitis vakalarinda somatik hiicre sayis1 hizla artar (Sarma ve Hussain,
2021).

2.4.2. Cevresel Mastitis

Cevresel mastitis, normalde deri ylizeyinde veya memede yasamayan
ancak inegin kontamine bir ortamla temasi sonucu meme kanalina giren
organizmalardan kaynaklanir (Smith, 1986). Cevresel patojenlerin primer
kaynagi inegin yasadigi ortamdir. Cevresel mastitise neden olan S. uberis, S.
dysgalactiae, koliformlar, vb patojenler yataklik, altlik, digki vb. ¢evrede
bulunur. Bu patojenler genellikle inegin yasaminin herhangi bir doneminde
bulasabilir: Bunlar sagim sirasinda, sagimlar arasinda, kuru dénem ve
ozellikle ilk buzagilamada bulasabilir (Radostits vd., 2006). Cevresel mastitis
riski, barmaklarda tutulan ineklerde, meraya c¢ikarilan ineklerden daha
yiiksektir. Ayrica yatak malzemeleri ¢evresel patojenler i¢in Onemli bir
kontaminasyon kaynagidir. Enterobacter spp., Klebsiella spp. ve
Streptococcus spp. gibi gevresel bakterilerle enfeksiyonun kuru dénemin
erken doneminde daha sik goriildiigii bildirilmektedir. Ote yandan E. coli
enfeksiyonlar1 buzagilamadan hemen Once ve sonra ortaya c¢ikma
egilimindedir. Bu nedenle, yeni enfeksiyon riskini en aza indirmek igin

kurudaki ineklerin, kuru ve temiz yataklarla birlikte béliimlerde tutulmasi
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¢ok onemlidir. Cevresel mastitis, genellikle sigirlarin sindirim kanalinda veya
¢evresinde bulunan potansiyel patojenlerden kaynaklanir. Daha 6nce toplam
mastitis vakalarinin %10"'undan daha azimi olustururken son zamanlarda
¢evresel mastitis vakalarinda bir artis olmustur. E. coli gibi baz1 etkenler,
normalde deride veya memede yasamaz. Ancak inek kirli ¢evreyle temas
ettiginde meme kanalina girerler. Patojenler genellikle digkida, yataklik
materyallerde ve yemde bulunur. Kirlenmis ortamdaki patojenler sagim
sirasinda, sagimdan hemen sonra veya meme basi hasarindan sonra meme
basi deligi acildiginda memeyi enfekte eder. Dolayisiyla bu ¢evresel
patojenler, meme bezinin firsat¢1 istilacilart olarak tanimlanmaktadir.
Siiriilerdeki toplam mastitis vakalarinin yalmizca %10'unu ¢evresel mastitis
vakalarinin olusturdugu belirtilmektedir (Jones ve Bailey 2009). E. coli,
Enterobacter aerogenes (E. aerogenes), K. pneumonia, Serratia marcescens
(S. marcescens), S. uberis ve Streptococcus spp. cevresel patojenlerdendir.
Bu patojenler normalde diskida, yataklik materyalde, ¢iftliklerde ve yemde
bulunabilir. Ozellikle koliformlar, E. coli ve S. uberis siit hayvanlarinda
mastitise neden olan major ¢evresel organizmalar olarak tanimlanmaktadir
(Blowey ve Edmondson, 2010).

Her ne kadar S. dysgalactiae ¢evresel bir patojen olarak kabul edilse
de, mastitise neden olan bulasic1 bir patojen olarak inekten inege bulastigina
dair kanitlar bulunmaktadir. Cevresel patojenlerin neden oldugu meme igi
enfeksiyonlarin ¢gogunlugu kliniktir ve kisa siirelidir (Smith ve Hogan, 1993).
Cevresel mastititis, normalde deri ylizeyinde veya memede yasamayan, ancak
inek kontamine bir ortamla yakin temasa girdiginde meme kanalina girebilen
mikroorganizmalarin neden olmasiyla bulasict mastitisten farklidir (Jones ve

Bailey, 2009).

2.4.3. Yaz mastitisi

Kuru donemdeki inek ve diivelerde goriilen, memede biiyiik ve agrili
hasara neden olan akut bir hastaliktir. Enfekte olan meme boliimii kalici
olarak hasar goriir ve bu da inegin erken dénemde elden ¢ikarilmasina neden
olur. Ineklerin meme uglarinin kolayca hasara maruz kalabilecegi ve sinek

popiilasyonunun yiiksek oldugu ortamlarda bulundugunda enfeksiyonun
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ortaya ¢ikma olasilig1 daha yiiksektir. Yaz mastitisinin klinik belirtileri, koti
kokuyla karakterize yogun bir salgi ile birlikte sicak, sert ve sismis bir

memedir (Blowey ve Edmondson, 2010).

2.5. Sigir mastitis enfeksiyonuna neden olan bashca patojenler

Uluslararas1  Siit Uriinleri Federasyonuna (IDF) (1987) gore mastitis
travmatik veya toksik bir etiyolojiye sahip olsa da genellikle mikrobiyolojik
enfeksiyonun bir sonucudur. Siit ineklerinde mastitiste 150'den fazla farkli patojen
mikroorganizma tiirii tanimlanmistir. Bakteriler, mantarlar ve mayalar mastitis
etkenleri olabilir; ancak 6zellikle bakteriler mastitis etiyolojisinde en yiiksek orana
sahiptir (Quinn vd., 2002).

Klinik mastitis vakalarinin yaklasik %20-35'inin etiyolojisi tam olarak
bilinmemesine ragmen (Wellenberg vd., 2002). Sigir mastitisleri ¢ogunlukla
bakteriyel orjinlidir. Bu etkenler, bulasici veya g¢evresel olarak siiflandirilabilir.
Memede yasamaya uyum saglamis S. aureus, S. dysgalactiae ve S. agalactiae gibi
etkenler, subklinik enfeksiyonlara neden olur. S. uberis ve E. coli gibi cevresel
patojenler ise, memede yasamaya uyum saglamamistir. Bu etkenler invazyonu
takiben hizla g¢ogalarak, hizli bir bagisiklik tepkisi yaratarak elimine edilirler
(Bradley, 2002).

Siit ineklerinde mastitis enfeksiyonlarindan sorumlu olan ana etiyolojik
ajanlar, ilgili mikroorganizmalarin kaynagina bagli olarak farkli gruplara ayrilabilir.
Bunlar bulasici patojenleri, ¢evresel bakterileri, firsat¢i bakterileri ve daha az siklikla
mastitise neden olan diger etkenleri igerir (Philpot ve Nickerson, 1991). Mastitis

enfeksiyonuna neden olan patojenlerin siniflandirilmasi Tablo 1’ de verilmistir.
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Tablo 1. Mastitis enfeksiyonuna neden olan patojenlerin siniflandirilmast.(Cobirka vd.., 2020).

Kaynak Meme Bezi Cevre

Cevresel streptokoklar:
S. aureus S. uberis,
S. agalactiae S. equinus,
(S. dysgalactiae) S. bovis,
Mycoplasma bovis S. dysgalactiae
Major Patojenler Enterococcus spp.:
E. faecalis
E. faecium
E. durans
Koliformlar:
E. coli,
K. pneumoniae,
K. oxytoca,
Enterobacter aerogenes
Koliform Olmayanlar:
Proteus spp.,
Serratia spp.,
Yersinia spp.
Digerleri:
Pseudomonas aeruginosa,

Arcanobacterium pyogenes

Koagulaz negatif Staphylococcus Mayalar
Mindr Patojenler spp. (KNS): Mantarlar

S. chromogenes,

S. haemolyticus,

S. epidermidis,

S. simulans,

S. sciuri

Corynbacterium bovis

Mastitisten sorumlu patojenlerin yaklasik %901, barmak ortaminda yaygin
olarak bulunan ¢evresel patojenlerdir (Lassa ve Smulski, 2013). Barinaklarda nem ve
Kirliligin artmasi, hayvanlardaki bakteri ve diger patojenlerin sayisini artirir.
Oncelikle klinik mastitisin Actinomyces pyogenes (A. pyogenes) disindaki etiyolojik

etkenleri hem klinik hem de subklinik mastitise sebep olabilir (Malinowski vd.,
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2006). S. aureus, E. coli ve Klebsiella spp. mastitisli ineklerde 6nemli miktarda siit
kaybina neden olur. Yasl ineklerde ise en 6nemli kayiplar Streptococcus spp., S.
aureus, A. pyogenes, E. coli ve Klebsiella spp.'den kaynaklanmaktadir (Grohn vd.,
2004).

Mastitis  enfeksiyonuna neden olan  etkenlerin, orijine dayali
siiflandirilmasina ek olarak, prevalanslarina ve semptomlarin siddetine gére major
ve mindr patojenler olarak ayrilabilirler (Tablo 2). Major patojenler ¢ogunlukla
klinik mastitise neden olur ve siit bilesiminde 6nemli degisikliklere yol acar (Djabri
vd., 2002).

Mastitis enfeksiyonuna neden olan baslica patojenler; E. coli, S. aureus ve

Streptokoklardir. E. coli ve S. aureus zoonotik 6neme sahiptir (Cobirka vd., 2020).

2.5.1. S. aureus’ un taksonomisi

Taksonomik olarak Staphylococcus cinsi, Staphylococcaceae bakteri
familyasindan olup, daha az bilinen cinsleri (Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus,
Nosocomiicoccus ve Salinicoccus) de kapsar. Su anda Staphylococcus cinsinin 47 tiir
ve 21 alt tiir mevcut olup, bunlarin ¢ogunlugu genellikle memelilerde goriliir.
Staphylococcuslarin en sik enfeksiyonlarla iligkili olan tiirleri; S. aureus, S.
epidermidis ve S. saprophyticus’tur. Fakat diger Staphylococcus tiirleri de gesitli

enfeksiyonlarla iliskili olabilmektedir (Prax vd., 2013).

2.5.2. S.aureus

Stafilokok tiirleri Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, ciftler halinde veya
diizensiz  kiimeler halinde  goriilebilen, degisen boyutlarda olan  bir
mikroorganizmadir. Koloniler genelde opak ve beyaz veya krem rengindedir, ara sira
sar1 ya da turuncu olabilmektedir. Optimum gelisme sicakligr 30-37°C arasindadir.
Fakiiltatif anaeroblardir ve fermentatif metabolizma gosterirler. Stafilokok tiirleri
genelde katalaz pozitiftir (Vernozy-Rozand vd., 2000).

S. aureus, siit ciftliklerinde ve diivelerde mastitis hastaliginda en sik izole
edilen major patojendir (Ozdemir, 2018). S. aureus sigir mastitisinin baslica
nedenidir. Bakteri meme ucuna kolonize olur ve meme bezi kanalindan meme bezine

dogru ilerler. Bu bakteri birgok viriilens faktdre sahiptir. Ornegin siitteki yag dokuya
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yapisarak meme dokusuna hizli bir sekilde ulasir (Middleton vd., 2007).

Cevresel kaynaklarda yaygin olarak bulunan Stafilokok tiirleri firsat¢i
patojenler olarak tanimlanarak insanlarda ve hayvanlarda pek ¢ok hastalifa sebep
olabilmektedir.

Mikroskobik olarak ortalama 0,5-1,5 um ¢apinda, tek tek, ciftler ya da
diizensiz kiimeler halinde goriiliirler. Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, fakiiltatif
anaerob, kemoorganotrofik bakterilerdir. Spor olusturmazlar, ancak son derece
direnglidirler. Kiiltiir ortaminda ¢ok hizli iireyebilen ve temel besiyerinde diizgiin,
yuvarlak ve parlak goriinlimlii 3-5 mm biiyiikligiinde koloniler olustururlar. S.
aureus, ozellikle belirli ortamlarda altin rengi veren karotenoid pigmentleri iiretir
(Ozdemir, 2018).

S. aureus insanda ve hayvanda en patojen tiir olarak kabul edilir. Cogunlukla
klinik mastitise neden olur ve bu da yasam boyu siiren kronik bir enfeksiyonla
sonuglanir. S. aureus'un neden oldugu mastitis subklinik ve kronik formda da
olabilir. Geg laktasyonda erken laktasyona gore daha sik meydana gelir (Tenhagen,
vd., 2006).

S. aureus ayn1 zamanda zoonotik bir bakteridir ve kronik olarak enfekte
inekler, hem fiziksel temas (elle sagim sirasinda) hem de pastorize edilmemis siit
tilketimi yoluyla insanlara bulagsmanin meydana gelebilecegi bir rezervuar gorevi
gortr. S. aureus'un bazi tiirleri hem ineklerde hem de insanlarda ciddi hastaliklara
neden olabilecek toksinler iiretir ve bu toksinler pastdrizasyonla yok edilmez. Bu
nedenle S. aureus'un neden oldugu meme enfeksiyonlari yalnizca hayvanlar igin
degil ayn1 zamanda insanlar i¢in de potansiyel olarak tehlikelidir. Etken bir¢cok
tilkede mastitis vakalarindan en sik izole edilen patojen oldugu gosterilmistir
(Persson vd., 2011; Zadoks vd., 2011).

S. aureus inekten inege bulasirken, ayn1 zamanda sagimlar arasinda barinak
ortaminda da canli kalabilmektedir. Diiveler bu patojenin rezervuarlaridir. Ilk
laktasyondaki ineklerin %12-15'i S. aureus ile enfekte olabilmektedir. Bircogu tiim
laktasyon boyunca fark edilmeden enfekte kalir ve enfeksiyonun siiriideki diger
ineklere yayilmasi i¢in rezervuar gorevi gortir (Trinidad vd., 1990).

S. aureus, inekten inege kolaylikla yayilir. Genellikle SHS artis1 ve zaman
zaman goriillen klinik mastitis ile birlikte kronik subklinik mastitis sekillendiren
bulasic1 bir patojendir. Diisiik SHS olan siiriilerde bulasic1 suglar biiyiik oranda

kontrol altinda tutulmaktadir. Tiim 6nlem ve uygulamalar ragmen S. aureus hala
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onemli bir mastitis patojenidir. Kuru donemdesubklinik S. aureus eliminasyonu
Ozellikle zordur. S. aureus'un neden oldugu enfeksiyonlar siit sigirlarinda en dnemli
mastitis sorunu olmaya devam etmektedir. Ciinkii laktasyon sirasinda antibiyotik
kullanimiyla tedavi orani ¢ok diisiiktiir ve ¢ogu durumda enfeksiyonlar kronikleserek
etkilenen hayvanlarin itlaf edilmesine neden olmaktadir (Khan ve Khan; 2006). Bu
patojenin neden oldugu mastitis ancak yeni enfeksiyonlarin énlenmesi ve etkilenen
hayvanlarin itlaf edilmesi yoluyla basarili bir sekilde kontrol edilebilir. Diger bulasici
patojenlere benzer sekilde sagim makinesi parcalari, sagim personelinin elleri ve
meme ve el temizliginde kullanilan bezler yoluyla yayilir (Peterson vd., 2010). Her
ne kadar S. aureus suslari in vitro ¢ok ¢esitli antibiyotiklere duyarl olsa da genellikle
in vivo kosullar altinda iyilesme oranlarinin beklenenden diisiiktiir.

S. aureus'un notrofil aktivitesine ragmen canlili@ini siirdiirme konusunda
giiclii bir yetenege sahiptir (Mullarky vd., 2001). Memede fibrozisi indiikler ve
meme epitel hiicrelerini istila eder (Gudding vd., 1984). Genel olarak S. aureus,
Klinik mastitis vakalarinin %10-12'sine neden olmaktadir. Patojenin tedaviye yanitt
zayiftir ve S. aureus genellikle memede varligini siirdiirir. Ancak disiik iyilesme
oraninin temel nedeni, antibiyotiklerin patojene ulagsmasini engelleyen mikro apseler
olusturma yeteneginde yatmaktadir (Erskine vd., 2003; Petersson-Wolfe vd., 2010).
S. aureus'un biyofilm iiretme ve konak¢i ortamina uyum saglama yetenegi, onu bu
tiir enfeksiyonun tedavisi igin daha da zor bir hedef haline getirmektedir. S. aureus
glikokaliks ad1 verilen bir ekzopolisakkarit tiretir. Bu yapi, S. aureus'un meme epitel
hiicrelerine yapismasina ve besin almasina yardimci olur, hayatta kalmasina olanak
tanir. Ayrica antibiyotiklerin etkisinden, c¢evresel streslerden ve fagositozdan
korunmasini saglar (Arslan ve Ozkardes, 2007; Melchior vd., 2006). Etkenin
antibiyotik kullanilarak tedavi edilmesinin zor olmasinin temel sebebi de budur.
Ciinkii antibiyotik hedef bolgeye minimum inhibitér konsantrasyonda (MIC)
ulagmaz, yalnizca patojeni oldiiremeyen bir alt-MIC'de ulasir. (Amini vd., 2009).
Sonu¢ olarak S. aureus'un biyofilm olusturma yetenegini dogrudan hedef alan
alternatif tedavilere ihtiyag vardir (Asli vd., 2017).

Arastirma bulgularina gore stafilokok mastitisinin neden oldugu {iretim
kayiplar1 genellikle uzun vadeli niteliktedir. Patojen, memenin salgi1 dokusunda kalici
hasara neden olur ve bu hasar daha sonra meme bezinin yapisini bozarak inegin siit

tiretme yetenegini azaltir (Zhao ve Lacasse, 2008).
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2.5.3. Koagulaz Negatif Staphylococcus spp. (KNS)

Koagulaz negatif stafilokoklar (KNS), sigirlarda IMI'nin en yaygin nedenidir
(De Vliegher vd., 2012). Koagulaz negatif Stafilokok tiirleri (KNS) genel olarak
kiiclik bir patojen olarak kabul edilmistir. Ancak son on yilda sigir mastitisinin yeni
ortaya ¢ikan patojenleri olarak kabul edilmektedirler. Arastirmacilar KNS'yi bulasici
veya cevresel patojenler olarak degil, 'cilt florasi firsatgilart' olarak tanimliyorlar.
KNS, 6zellikle major mastitis patojenlerinin neden oldugu meme enfeksiyonlarinin
basartyla kontrol edildigi, iyi yonetilen ve yiiksek verimlilige sahip ciftliklerde 6zel
bir sorun gibi goriinmektedir. KNS enfeksiyonlarinin en yiliksek prevalansi
ineklerden ziyade diivelerde ve Ozellikle buzagilama doneminde goriiliir. KNS
enfeksiyonlarinin meme bezi dokularinin zarar gérmesine bagl olarak daha ciddi ve
kalict enfeksiyonlara neden olabilecegi goriilmiistir (De Vliegher vd., 2012).
KNS'in ¢ok g¢esitli rezervuarlart tanimlanmustir. S. epidermidis, S. saprophyticus, S.
simulans ve S. warneri gibi tiirler meme derisinin normal bakteri florasina aitken, S.
xylosus ve S. sciuri ¢evre kokenlidir. S. chromogenes meme basi derisinde ve
hayvanin kil, vajina ve meme kanali gibi viicudunun diger kisimlarinda kolonize
olabilir. S. chromogenes, IMI'de bulunan en yaygin tirdir; S. equorum, S.
saprophyticus, S. cohnii ve S. sciuri ise g¢evresel habitatlarda siitten daha fazla
bulunur, bu da cevresel bir kaynagi gosterir (Piessens vd., 2011). Ayrica S.
chromogenes, S. simulans ve S. xylosus'un meme sagligi iizerinde diger tiirlere gére
daha 6nemli bir etkisi vardir. Farkl: tiirlerin farkli patojenik etkileri oldugundan, bir
siride veya bolgede hangi tiirlerin mevcut oldugunu bilmek Onemlidir
(Vanderhaeghen vd., 2014; Vanderhaeghen vd., 2015).

S. aureus'un invazyon yetenegi KNS suslarminkinden daha biiyiik olmasina
ragmen, KNS'nin sigir meme hiicrelerine neredeyse S. aureus'a esit sekilde adheze
oldugu gosterilmistir. S. epidermidis, S. chromogenes, S. hyicus ve S. xylosus dahil
olmak tizere sigir mastitis izolatlarinin biyofilm olusturan proteinleri bulunmustur

(Fry vd., 2014).
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Sekil 4. Yukaridan baglayarak soldan saga dogru; Streptococcus spp.,

Staphylococcus spp., Gram negatif basiller, mannitol salt agarda koloni gelisimi, EMB’de
E. coli metalik rengi, MHAda koloni biiyiimesi (Ozdemir, 2018).

2.6. Sigir mastitis tani yontemleri

Mastitis, siit sigirlarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan en yaygin
hastaliklardan biridir. Siit iiretimi, siit bilesimi ve kalitesi kayiplari, teshis ve tedavi
masraflary, tedavi siirecindeki siitlin kullanilamamasi, O6zellikle gram negatif
bakterilerin sebep oldugu mastitisler mortaliteye sebep olmasi gibi direkt kayiplara
sebep olur. Ayrica tedavi yapilamayan ineklerin elden ¢ikarilmasi, laminitis, ketosis,
abomasum deplasmani gibi komplikasyonlar ve ekstra is¢ilik gibi masraflara sebep
olan indirekt kayiplar da olusturur (Pal vd., 2019).

Bakteriyel patojenler ve kimyasal kontaminantlar, meme dokusu iizerinde
olumsuz bir etkiye sahiptir ve mastitise yol agarak siit kalitesini olumsuz yonde
etkiler. Mastitis sebeplerinin dogru ve giivenilir bir sekilde teshis edilmesi oldukca

onemlidir. Mastitisin teshisinde bir¢ok yéntem kullanilir (Ozdemir, 2018).
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2.6.1. Geleneksel saha testleri

California Mastitis Testi (CMT), bu hiicrelerdeki DNA'min test reaktifi ile
reaksiyona girerek bir jel olusturmasini saglayan, siitiin somatik hiicre sayimi
tahminine dayanan subklinik mastitis i¢in basit bir gosterge testidir (Middleton vd.,
2004; Whyte vd., 2005). Reaksiyon, 0'dan (karisimin degismeden kaldigi) 3'e (kati
jel formlar1) kadar bir dlgekte puanlanir ve 2 veya 3'liikk bir puan, pozitif bir sonug
olarak kabul edilir (McFadden vd., 2011).

R-mastitest, ineklerde mastitis tanisi i¢in dolayli bir test olarak kullanilir ve
CMT prensibine dayanir (Sargeant vd., 2001). Siitiin elektrik iletkenligi ile tuzu ve
laktoz konsantrasyonu arasindaki iliskiyi tespit etmek icin Mast-O-Test yontemi
(6zel bir yontem) kullamilir (Musser vd., 1998). Aciklanan diger yoOntemler
Portacheck (esteraz katalizli enzimatik reaksiyon), Fossomatic SHS yontemi,
elektriksel iletkenlik ve pH testleri vb.'dir (Viguier vd., 2009).

2.6.2. Somatik hiicre saymm

Somatik hiicreler siit yoluyla salgilanan epitel (%25) ve lokosit (°%)5)
hiicreleridir. inflamasyon yani mastitis meydana gelirse somatik hiicre sayisi da artar
ve bu da siite %90 civarinda hatta daha fazla nétrofilin go¢ etmesinden kaynaklanir
(Harmon, 1994). Siit 6rneklerinde somatik hiicre Glgliimiine Somatik Hiicre Sayimi1
(SHS) adi verilmektedir. Mastitisin enfeksiyon diizeyi; laktasyon déonemi (Dohoo ve
Meek, 1982), yas ve irk (Beckel ve Johnson, 1966; Singh, 2002), mevsim ve stres
(Skrzypek vd., 2004; Khate ve Yadav, 2010), giinliik degisiklikler (White ve Rattray,
1965) Ve siit tasima yonetimi (Gonzalo vd., 2003) gibi faktorler etkiler. SHS, 1x10°
hiicre mL'den diisiikse, normal siitii gosterir, enfeksiyon déneminde ise 1x10° hiicre
mL? iizerine ¢ikabilir (Bytygi vd., 2010). Dolayisiyla somatik hiicre sayimi,
mastitisin erken teshisi i¢in gosterge niteliginde bir test olarak adlandirilabilir ve
hiicre sayisindaki herhangi bir degisiklik, potansiyel patojenin varligin1 gosterir. Siit
Tanki Somatik Hiicre Sayiminin (BTSCC) siit kalitesinin bir 6l¢iisii olarak iki ayda
bir raporlanmasi gerekir. BTSCC'nin 2x10° cfu/ml'den az olmasi minimum
enfeksiyon diizeyini gsterir. 5 x10° cfu/ml'nin iizerindeki bir dizi BTSCC, alt klinik

veya kronik enfeksiyonla ilgili bir sorunu gosterir (Scheper vd., 1997).
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2.6.3. Invitro kiiltiire dayah tani

In vitro kiiltiir, mastitis i¢in altin standart test olarak kabul edilir (Pyorala,
2003). Belirli bir ortamda bakteriyel, viral ve mantar kiiltiirii i¢in Siitten Swap
ornekleri aliabilir ve Staphylococcus spp. igin gibi bakterilerin spesifik tespiti
mikrobiyolojik/biyokimyasal testler uygulanabilir (Rajeev vd., 2009).

Bakteri kiiltiirii yapmanin en 6nemli dezavantaji, belirli bir ortama ihtiyag
duymalar1 ve zaman almalaridir. Ustelik viral etiyolojik etkenin izolasyonu ve teshisi
siirhidir. Kronik enfeksiyon vakalarindan veya ikincil istilalarin oldugu vakalardan
virlis izolasyonu oldukg¢a zordur. Mantar patojenleri ise rutin mikrobiyal yontemlerle
kolayca izole edilebilir. Ancak mantarlarin laboratuvar ortaminda gelismesi haftalar
siirebildiginden bu islem zaman alicidir. Kiiltiirliin yalmizca canli hiicreleri tespit
edebildigini ve dolayistyla kiiltiir negatif sonuglarinin klinik agidan anlamliliginin

daha fazla ¢alisma gerektirdigini belirtmek 6nemlidir (Koskinen vd., 2010).

2.6.4. PCR

Bakteri kiiltiii yontemleriyle karsilastirildiginda, dogrudan mastitisli st
orneklerinden PCR bazli tespit daha az zaman alir (Amin vd., 2011). PCR testinin bir
diger temel avantaji DNA'ya dayanmasidir ve dolayisiyla kiiltiir bazli tespit i¢in
kritik nokta olan canli veya 6lii organizmalarin 6nemi yoktur, ancak bir dezavantaji
PCR'nin kiiltiir yontemlerine kiyasla daha az sayida organizmay1 tespit etmesidir

(Madico vd., 2000; Riffon vd., 2001; Yamagishi vd., 2007).

2.6.4.1. Multipleks PCR

Mastitiste, birden fazla etiyolojik etkenin rol oynadigi bilinmektedir ve ¢ogu
zaman tedavinin basarisizligl, patojenin etkisiz hale getirilememesinden kaynaklanir.
Multipleks PCR, tek bir reaksiyonda ve aym1 anda birden fazla patojeni
tanimlayabilir (Phuektes vd., 2001). Multipleks PCR'nin en 6enmli dezavantaji,
dNTP'ler ve Taq polimeraz gibi maddeler i¢in farkli primer setleri arasinda duyarlilik

azalabilir (Amin vd., 2011).
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2.6.4.2. Real-time PCR

Real time PCR, siit numunelerindeki bakteriyel patojenlerin tespiti i¢in in
vitro kiiltiire bir alternatiftir. Ancak pahali alet ve sarf malzemelerinin varligi,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde kullanimini zorlastirmaktadir (Koskinen vd.,
2010; Rajeev vd., 2009).

2.6.5. Yeni teshis araclar1 olarak dolasimdaki miRNA

MikroRNA/miRNA, 22 niikleotid uzunlugunda kodlanmayan RNA'dir.
Genlerin ekspresyonu sirasinda transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
diizenleme gorevi goriir (Chen ve Rajewsky, 2007). mRNA'nin 3'UTR bélgesine
tamamlayicidirlar ve dolayisiyla gen diizenlemesine katilirlar. Biyoinformatik
analiz, 18 mastitis aday geninde 89 varsayilan miRNA hedef bolgesinin mevcut
oldugunu ortaya ¢ikardi (Wang vd., 2004).

2.6.6. Immunoassay

S. aureus (Fox ve Adams, 2000), Listeria monocytogenes (Kalorey vd.,
2007) igin gelistirilmistir. Anti-S. aureus monoklonal antikoru ile kaplanmig
boncuklar kullanilarak stafilokoklarin tespiti i¢in manyetik boncuk bazli ELISA
uygulanir (Yazdankhah vd., 1998). immiinoanalizler aym zamanda subklinik
mastitisin farkl1 asamalarinda siitte bulunan inflamasyonla iligkili haptoglobulin,
akut faz protein gibi biyobelirtegleri tespit etmek i¢in de kullanilir (Hiss vd.,
2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu calismada, klinik olarak mastitis semptomlar1 gésteren ve géstermeyen
(sub-klinik mastitis) ineklerden alinan siit 6rneklerinin CMT ile degerlendirme,
CMT pozitif orneklerin SHS, kiiltir, in vitro antibiyotik duyarliligt ve
Staphylococcus spp., yoniinden cins spesifik PCR ile incelenmesi amaglandi.

Calismada materyal olarak Balikesir ili’ndeki bir siit isletmesinin 4 farkli
stiriisiinde bulunan toplam 305 adet sagmal inek, oncelikle klinik olarak muayene
edildi. Hayvanlarin her meme lobundan ayr1 olarak alinan toplam 1.220 adet siit
ornegine, California mastitis testi (CMT) uygulandi. Orneklerin 107 (%8.77) adeti
pozitif olarak degerlendirildi. CMT pozitif 107 6rnek, 100 adet hayvandan alind1 (7
adet hayvanin 2 farkli memesine ait siit 6rnekleri pozitif sonug verdi). CMT pozitif

tiim 6rnekler, somatik hiicre sayis1 bakimindan da analiz edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. California Mastitis Testi (CMT)

CMT igin ticari test ayiract kullanildi (55140921, Kerbatest, Germany).
Oncelikle meme loblar1 temizlenip, ilk 3-5 sikim siit 6rnegi atildi. Yaklasik 5-7 ml.
siit ornegi plastik test kabina sagilarak, {izerine ayn1 miktarda CMT ayiraci eklendi.
Karigim, yatay bir diizlemde hafif dairesel hareketlerle yaklagik 15-20 saniye (sn.)
karistirildi. Sonuglar ¢iplak gozle degerlendirildi. Skorlama: O (negatif), 1 (hafif
koyulagma var ancak ancak jel olusumu yok), 2 (belirgin koyulasma ve hafif jel
olusumu var) ve 3 (ani ve giiglii jel olusumu var) (Sekil 5) seklinde gergeklestirildi
(Godden ve vd., 2017; Mendoza ve vd., 2017). CMT sonucunda 1, 2 ve 3 olarak
skorlanan hayvanlarin ilgili meme loblarindan mikrobiyolojik inceleme igin siit

ornekleri alindi.
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3.2.2. Siit ornekleri

Calismada kiiltiir ve somatik hiicre sayimi (SHS) amaciyla siit 6rnekleri
alindi. Bu amacla meme loblar1 Oncelikle temiz su ile temizlendi ve kurutuldu.
Takiben %70’lik alkolle muamale edilip, kurumasi saglandi. Tek kullanimlik eldiven
kullanilarak, ilk 3-5 sikimlik siit atildiktan sonra, steril plastik tiiplere iki seri olarak
3-5 ml siit ornegi alindi (National Mastitis Council, 2009). Orneklerin bir serisi
somatik hiicre sayimi, diger serisi ise kiiltiir amaciyla kullanildi. Siit 6rnekleri kisa
siirede ve soguk zincirde laboratuvarlara ulastirildl.  izolasyon ¢alismasi Balikesir
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda, SHS
calismas1 ise Balikesir Damizlik Sigir Yetistiricileri Birligi Laboratuvarinda

gerceklestirildi.

3.2.3. Stafilokok izolasyonu

Arastirma kapsaminda CMT pozitif sonug¢ veren toplam 107 adet siit 6rnegi
izolasyon amaciyla kullamldi. Ornekler %7 koyun kanli agara (LB.120, Laborlar
Biyoteknoloji Uriinleri San. Tic. Ltd. Sti., Istanbul) ekilerek, 37°C’de ve arerobik
kosullarda 1-3 giin inkiibe edildi. Diger yandan 6rneklerden mannitol salt red agar
(MSA) (63567, Sigmaaldrich, Switzerland), MacConkey agar (1.00205.0500, Merck,
Darmstadt, Germany) ve Saboraud dextrose agar’a (SDA) (1.05438.0500, Merck)
ekimler yapildi. MSA ve MacConkey agar’lar 37°C’de ve arerobik atmosferde 1-3
giin inkiibe edildi (Boynukara vd., 1999; Murray, 2003; Quinn ve vd. 2011). SDA’ya
ekimler iki seri olarak yapilip, bir seri 25°C’de diger seri ise 37°C’de 7 giin inkiibe
edildi (ilhan ve vd., 2016; Larone, 2011).

3.3. Identifikasyon

Inkiibasyonu takiben kanli agarda iireyen koloniler &ncelikle makroskobik ve
mikroskopik morfolojileri yoniinden incelendi. Gram pozitif koklar konvansiyonel

testlerle identifiye edildi. Bu amacla katalaz, koagiilaz, c¢esitli karbonhidrat
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fermantasyon testleri, eskulin, indol, metil red, iire ve sitrat testleri yapildt MSA ve

MacConkey agara yapilan ekimlerde koloni morfolojisi dikkate alindi.

SDA’da tireyen etkenler iireme siiresi, makroskobik ve mikroskopik morfoloji

ile identifiye edildi (Larone, 2011).

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Izolatlarin Staphylococcus spp. olarak identifikasyonlarmin dogrulanmasi
amaciyla konvansiyonel PCR c¢aligsmasi yapildi. Bu amagla cins spesifik primerler
(756 bp) kullanild: (Ciftgi ve vd., 2009) (Tablo 2).

Tablo 2. Calismada identifikasyon amaciyla kullamlan oligoniikleotid primer dizileri.

Gen Oligoniikleotid dizisi (5°-37) bp
Staph756F AAC TCT GTT ATT AGG GAA GAA CA 756
Staph756R CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC 756

PCR testi igin 25 pl’lik PCR karisimi olusturuldu. Karisim DEPC-treated
water, 1X PCR soliisyonu, 0.2mM dNTP, 1.0 U Taqg DNA polimeraz, 2.5 mM
MgCl12 0.12 uM primer ve 5 pl template DNA icerecek sekilde hazirland.

PCR asamalari olarak 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C’de 1 dk
denatiirasyon, 50°C’de 1 dk primer baglanma, 72°C’de 2 dk uzama olmak iizere 30
siklus ve 72°C’de 10 dk final uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu
(Ciftei ve vd., 2009). Amplikonlar %]1.5’lik agaroz jel kosturulup, UV
transilluminator ile goriintillendi. Teste pozitif kontrol olarak S. aureus (ATCC

25923), negatif kontrol olarak distile su kullanild.
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3.5. Antibiyogram testi

Izole edilen toplam 24 adet S. aures susu brain heart infusion brothta (BHIB)
(1.10493.0500, Merck) iiretilip (McFarland No:0.5), Mueller-Hinton agar (MHA)’da
(1.05437.0500, Merck) antibiyogram testi yapildi. Test, Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemine gore yapildi (Bauer ve vd., 1966). Teste sefoperazon (75 pg, Oxoid),
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg, Oxoid), oksitetrasiklin (30 pg, Oxoid),
penisilin G (10 pg, Oxoid), sulphametaxazole/trimethoprim (25 pg, Oxoid),
enrofloksasin (5 pg, Oxoid), vankomisin (30 pg, Oxoid), gentamisin (10 pg, Oxoid),
eritromisin (15 pg, Oxoid) ve sefalothin (30 pg, Oxoid) kullanildi (CLSI, 2017).

3.6. Somatik hiicre saymm
Mastitis enfeksiyonu siipheli siitler i¢in somatik hiicre sayimlar1 (SHS)

Bentley FTS/FCM Combi 400 Cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi.  200.000
hiicre/mL'ye esit veya daha yiiksek sayimlar, yaygin olarak subklinik mastitisli

hayvanlarin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Rhoda ve Pantoja, 2012;
Jashari ve vd., 2016).

Sekil 5. SHS yapilan cihaz Bentley FTS/FCM Combi 400 (Bentley Nexgen 400) modeli ile.
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4. BULGULAR

Meme loplarindan siit Ornekleri alinmadan klinik mastitis olabilecegi
ongoriilen sigirlarin inspeksiyonla muayenesinde; memelerinin kizarik olduklari
gorilmiistiir. Ayrica palpasyonla yapilan fiziki muayenede ise yine memelerin sis ve
sertlesmis olduklar1 goriildi. Memede olusan yangidan dolayr elle sagim
yapildiginda numune almakta problem yasanmistir. Tarama yapilan ve 305 hayvan
arasinda CMT sonucu en az +1 olan Klinik ve subklinik mastitis pozitif numune
alinan hayvan sayimiz 100 numune alinan meme sayist ise 107 dir.

SHS sonucu 15.000-9.999.000 arasinda degisklik gosterdi.

Somatik hiicre sayim ve CMT sonuglar1 Tablo 3’ te verilmistir.

Tablo 3. CMT ve Somatik hiicre sayimi sonuglarr.

ALINAN KLIiNIiK CMT

SN-~ "MEME  BULGU SONUCU SHS SONUC
1 SOLON YOK 1 1.334.000
2 SAGON YOK 1 1.838.000
3 SOLARKA  YOK 1 9.999.000
4 SAGARKA  YOK 2 371.000
5 SAGON YOK 1 9.999.000
6 SAGON YOK 2 4.823.000
7 SOL ARKA YOK 2 789.000
8 SOL ON YOK 2 1.738.000
9 SAGON YOK 2 1.940.000
10 SAGARKA  YOK 1 7.931.000
11 soL ON YOK 1 7.338.000
12 soL ON VAR 3 1.764.000
13 SAGON VAR 3 5.663.000
14 SAGON VAR 3 433.000
15 sSoL ON VAR 3 986.000
16 SAGON YOK 2 2.936.000
17 sOL ARKA YOK 3 1.617.000
18 SAGON YOK 2 1.541.000
19 soL ARKA YOK 2 679.000
20 SAGARKA  YOK 2 2.360.000
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

SAG ON
SOL ON
SAG ARKA
SOL ARKA
SAG ARKA
SOL ON
SOL ARKA
SAG ARKA
SOL ON
SOL ARKA
SAG ARKA
SAG ARKA
SOL ARKA
SAG ARKA
SOL ON
SAG ARKA
SAG ARKA
SOL ARKA
SAG ON
SAG ARKA
SOL ON
SAG ARKA
SAG ON
SOL ARKA
SOL ON
SAG ON
SOL ON
SOL ARKA
SOL ARKA
SAG ON
SOL ARKA
SAG ARKA
SOL ON
SAG ARKA
SAG ON
SOL ON
SOL ON

VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR

N N W NN N D DN DD DN WO N DNN W

N N N P PN N N DN DN DN DN DD DN DN DN DD DD DD DD O DN

87.000
87.000
1.195.000
1.105.000
1.711.000
2.180.000
9.999.000
1.057.000
2.415.000
1.426.000
1.980.000
1.608.000
713.000
3.399.000
5.146.000
1.211.000
1.542.000
6.557.000
5.283.000
9.177.000
9.999.000
2.156.000
2.737.000
4.252.000
266.000
7.177.000
305.000
1.680.000
124.000
241.000
9.999.000
8.151.000
4.782.000
581.000
4.020.000
1.805.000
262.000
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58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
01
92
93
94

SAG ON
SOL ARKA
SAG ARKA
SOL ON
SAG ARKA
SAG ON
SOL ON
SOL ARKA
SAG ARKA
SOL ON
SOL ARKA
SOL ON
SOL ARKA
SOL ON
SAG ON
SOL ON
SAG ON
SOL ARKA
SAG ARKA
SAG ON
SAG ARKA
SOL ARKA
SOL ON
SOL ARKA
SOL ARKA
SAG ARKA
SOL ARKA
SOL ARKA
SOL ON
SAG ARKA
SOL ARKA
SOL ARKA
SAG ON
SAG ARKA
SOL ARKA
SAG ON
SAG ARKA

VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK

N NN N P P P N P NN DN P P P DN DN DN D DD DN P WO DN DND DN O W DNDDND DN O W DNDDDNDDNND PP oD

3.760.000
477.000
4.838.000
9.999.000
2.756.000
647.000
5.038.000
4.361.000
745.000
563.000
584.000
RET
8.535.000
1.424.000
321.000
134.000
1.602.000
1.166.000
983.000
722.000
1.892.000
1.942.000
272.000
2.049.000
519.000
532.000
531.000
143.000
1.232.000
942.000
1.744.000
9.896.000
4.064.000
8.666.000
316.000
254.000
313.000
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95 SOLARKA  YOK 2 2.892.000
9% SOL ARKA YOK 2 4.521.000
97 SOL ON YOK 1 727.000
98 SAGON YOK 2 1.380.000
99 SAGON YOK 2 1.179.000
100 SAGARKA  YOK 2 15.000

101 SAGARKA  YOK 2 9.999.000
102 soL ARKA YOK 2 607.000
103 SAG ON YOK 2 1.563.000
104 SAGARKA  YOK 2 3.157.000
105 soL ARKA YOK 2 2.320.000
106 SAGARKA  YOK 2 160.000
107 soL ARKA YOK 2 1.353.000

41. CMT

Calismada, Balikesir ilindeki isletmelerdeki farkli yas gruplarina mastitisi
klinik bulgusu gosteren ve gdstermeyen ineklere ait 100 siit 6rnegine California
Mastitis Testi (CMT) uygulanmistir. CMT testi sonucu asagidaki Tablo 4° te
belirtilmistir.

Tablo 4 . Tarama sonras: CMT sonuglar1

CMT SONUCU
Skor +1 Skor +2 Skor +3 Toplam CMT
Pozitif (+)
18 73 16 107

CMT taramasi yaptigimiz ¢iftligin, tarama sonrasi genel bilgileri Tablo 5’

te verilmistir.
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Tablo 5. CMT uygulanan ¢iftligin tarama sonuglari.

Tarama yapilan toplam inek sayisi 305
Alman toplam siit 6rnegi sayisi 107
CMT pozitif inek sayisi 100
CMT pozitif meme lobu sayist 107
Sadece 6n meme lobu (en az biri) pozitif inek sayisi 45
Arka meme lobu ( en az biri) pozitif inek sayisi 55
CMT negatif inek sayis1 205
CMT (+1) skorlanan meme lobu sayist 18
CMT (+2) skorlanan meme lobu sayis1 73
CMT (+3) skorlanan meme lobu sayis1 16

Sekil 6. Sahada CMT uygulamasi.

4.2. Bakteri izolatlar

107 siit numunesinden toplam 156 izolat elde edildi. Miks olarak izole edilen
izolat say1s1 83 (%53.20), saf kiiltiir olarak izole edilen etken sayisi ise 73 (%46.79)

idi.

S. aureus disinda izole edilen tiirler Streptococus spp., E. coli, Bacillus spp.

ve maya olarak identifiye edildi (Tablo 6).
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Tablo 6. izole edilen mikroorganizma tiirlerinin yiizdelik dagilimi gosterilmistir.

izole edilen mikroorganizma tiirleri Izolat sayisi
E.coli 39 (%25)

Bacillus spp. 32 (%20.51)
Maya 30 (%19.23)
Streptococcus spp. 29 (%18.58)
S.aureus 26 (%16.66)

Calismada kullanilan izolatlarin fenotipik olarak identifikasyonlari1 sonucunda
Staphyloccoccus spp. siipheli izolatlarin timii %1004 S. aureus olarak identifiye
edildi. Tim izolatlarin Staphylococcus spp. 16S rRNA (geni (756 bp) igerdiginin

belirlenmesiyle identifikasyon dogrulandi.

756 bg

756 bg

M 212 13 14 15 16 17 18 19 200 21 22 23 24,25 26 M

Sekil 7. incelenen tiim izolatlarin Staphylococcus spp. genine sahip oldugu belirlendi.
Izolatlarin PCR elektroforez goriintiisii;

1.M:100 bg marker, 12:Pozitif kontrol, 13.Negatif kontrol 1-11, 14-26: izolatlar

Tez c¢aligmas1 kapsaminda izolatlarin  fenotipik ve  genotipik
identifikasyonlart sonucunda 26 izolatin tamaminin Staphylococcus spp. oldugu

belirlendi. Fenotipik identifikasyonlar sonucu 26 tanesinin S. aureus oldugu tespit
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edildi. Fenotipik identifikasyon amaciyla MSA’ya yapilan ekimler sonucunda

iremeler sekil 7 de gosterilmistir.

MSA Agarda

Sekil 8. MSA agarda Staphylococcus aureus.
4.3. Mikroskobik inceleme sonuglari
Calismada, siipheli kolonilerden hazirlanan preparatlar Gram boya yontemi
ile boyanarak mikroskop altinda icelenmistir. inceleme sonrasinda, Gram pozitif kok
bakteriler tespit edildi.

4.4. Biyokimyasal test sonuglari

Gram pozitif stipheli koloniler Brain heart infusion broth’a (Oxoid CM1135)
inokiile edilerek 37 ° C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda iireyen
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koloni ve kiiltiirlere katalaz, koagulaz, karbonhidrat fermentasyon testleri, indol,
metil red- voges proskauer, iire, sitrat kullanim testleri uygulandi. Yapilan
biyokimyasal testler sonucunda 26 adet siipheli izolatin 26’s1 (%100) S. aureus

olarak tespit edildi.
4.5. Antibiyotik duyarhhk testi
Tim S. aureus suslar1 mastitis sagaltiminda yaygin olarak kullanilan gesitli

antibiyotiklere kars1 duyarlilik/direnglilik durumlarinin belirlenmesinde Kirby-Bauer
disk difiizyon testi kullanildi.

Sekil 9. In vitro antibiyotik duyarlilik testi.

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi sonucunda olusan zon gaplart CLSI
(2019)’a uygun olarak degerlendirildi.

Izolatlar, en yiiksek diren¢ oraninin %80.76 (n=21) ile penisilin G’ye kars1
oldugu, daha sonra sirasi ile %73.07 (n=19) eritromisin, %65.38 (n=17) gentamisin,
%46.15 (n=12) enrofloksasin ve %42.30 oksitetrasiklin (n=11) olarak belirlendi. En
duyarl olarak 9%69.23 ile (n=18) sefoperazon belirlendi. Bunu sirasiyla %65.38 ile
(n=17) sefalotin, %61.53 ile (n=16) amoksisilin/klavulanik asit, %53.84 ile (n=14)
vankomisin ve trimetoprim/sulfametoksazol olarak belirlendi. Antibiyotik duyarlilik

testi sonuglarina ait oranlar Tablo 7° de gosterilmistir.
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Tablo 7. Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina ait oranlar.

Antibiyotik diskleri R | S
Sefoperazon 2 (%7.69) 6 (%23.07) 18 (%69.23)
Sefalotin 1 (%3.84) 8 (%30.76) 17 (%65.38)
Enrofloksasin 12 (%46.15) 3 (%11.53) 11 (%42.30)
Vankomisin 4 (%15.38) 8 (%30.76) 14 (%53.84)
Oksitetrasiklin 11(%42.30) 5 (%19.23) 10 (%38.46)
Trimetoprim/sulfametoksazol 3(%11.53) 9 (%34.61) 14(%53.84)
Amoksisilin/klavulanik Asit 6(%23.07) 4(%15.38) 16 (%61.53)
Penisilin G 21 (%80.76) 2 (%7.69) 3(%11.53)
Gentamisin 17 (%65.38) 4(%15.38) 5(%19.23)
Eritromisin 19(%73.07) 3 (%11.53) 4 (%15.38)

Coklu antibiyotik direnci, bir izolatin {i¢ ya da daha fazla sayida antibiyotige
direngli olmasi olarak ifade edilir (Magiorakos vd., 2012). Calismada izole edilen 26
S. aureus susunun 4 tanesinin (%15.38) coklu antibiyotik direncine sahip oldugu
tespit edildi. 3 tane izolatin 3 farkli antibiyotik sinifina, 1 izolatin ise 4 farkl
antibiyotige direngli oldugu belirlendi. Toplam 22 izolatin ise ¢oklu antibiyotik

direncine sahip olmadigi saptandi.
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5. TARTISMA

Sigir mastitisleri 6zellikle siit isletmelerinde siit liretiminin azalmasi, tedavi
ticretleri, kronik ve subklinik mastitislerde siirliye yayilma, tedavi edilememe nedeni
ile memenin korlesmesi ve hayvanin yetistirmeden c¢ikarilmasi gibi ekonomik
kayiplara neden olur. Bu nedenle mastitis lreticiler i¢in yiiksek maliyeti olan bir
hastaliktir (Ndahetuye vd., 2019). Sigir mastitisi, epidemiyolojik olarak bulasici ve
cevresel olarak siiflandirilan ¢ok ¢esitli patojenlerin neden oldugu meme bezlerinin
iltihabidir. Ug ana faktériin etkilesiminden kaynaklanan karmasik ve ¢ok faktorlii bir
hastaliktir: Hayvan, patojenler, cevresel ve yetistirme faktorleri birlikte etkili
olmaktadir. Bulasici mastitiste, patojenlerin ana rezervuari enfekte olan
laktasyondaki ineklerin meme yapisidir. S. aureus, Mycoplasma spp., C. bovis ve S.
agalactiae gibi bakteriler, bulagici mastitis patojenleridir. Cevresel mastitiste ise,
birincil kaynak laktasyondaki ineklerin yasadigi c¢evre olan mikroorganizmalarin
neden oldugu meme i¢i enfeksiyonlardir. E. coli, S. dysgalactiae, S. uberis ve
Klebsiella spp. gibi bakteriler, yaygin ¢evresel patojenlerdir. Bu patojenlerin neden
oldugu ¢evresel mastitislerin ¢ogunlugu klinik ve kisa stirelidir (Belay vd., 2022).

Mastitis, fiziksel ve kimyasal faktorler ile birlikte g¢ogunlukla c¢esitli
infeksiydz etkenler tarafindan olusturulmaktadir. Ozellikle en sik rastlanan patojenler
bakterilerdir. Mastitis vakalarinda siitlerden bakteriyel, viral ve fungal olmak iizere
130’dan fazla farkli mikroorganizma tiirii izole edilmistir (Belay vd., 2022;
Ndahetuye vd., 2019; Vollenweider vd., 2023).

Bu arastirma kapsaminda klinik ve subklinik mastitisli ineklerden elde edilen
stitlerden izolasyon yapilmistir. Fenotipik ve genotipik identifikasyonda 26 ( %
16.66) adet stafilokok izolati elde edilmistir. Bu suslarin tiimiiniin S. aureus oldugu
tespit edilmistir. Bu izolatlarin ayn1 zamanda antibiyotik direncliligi de
belirlenmistir.

S. aureus en vyaygin gorilen kronik mastitis patojenlerindendir.
Buzagilamadan sonra klinik mastitise goriilse de genellikle subklinik mastitise daha
sik rastlanir. Subklinik mastitisde siitte ya da memede klinik degisiklikler olmadan
somatik hiicre sayisinda artis saptanir.

Ayrica S. aureus, sigirlarda kontagiyoz enfeksiyona neden olan mastitis

patojenlerindendir (Sezener vd., 2019). Mastitis izolati S. aureus suslarinda
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antibiyotik direncliliginin ve bazi viriilens genlerinin arastirilmasi. (Gokdag ve
Ciftci., 2021). California mastitis testi (CMT), 6zellikle subklinik mastitislerin teshisi
icin siitteki somatik hiicre sayisinin (SHS) yaklagsik olarak tahmin edilebilmesine
olanak saglayan bir testtir. Testin uygulanmasi i¢in oldukg¢a basittir. Kompleks
ekipmanlara gerek duyulmaz, hizli sonug veren, 6nemli bir testtir. CMT, siitteki SHS
miktarina yonelik sayisal bir deger vermez. Ancak hiicre sayilarinin yiiksek veya
diisiik olduguna dair fikir verir. CMT pozitif hayvanlara siiphe ile yaklasilmas1 genel
bir uygulamadir. Ancak, CMT negatif olan hayvanlarinda mastitis negatif olarak
degerlendirilmemesi gereklidir (Gezgen ve Seker., 2016; Vural vd., 2016). CMT
mastitis olgularinin erken tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir. CMT testinin
mastitislerin  tanisinda sensivitesinin % 82,4 spesifitesinin % 80.6 oldugu
belirtilmistir (Dingwell vd., 2003). Aragtirmada ayrica mastitis tanisinda CMT’nin
hizli, dogru ve ekonomik oldugu belirtilmektedir. CMT testinin mastitis tanisinda
kullanilabilecek giivenilir 1057 meme lobundan alinan siit 6rneklerini CMT ve SHS
(Somatik Hiicre Sayis1) 6l¢iimleri ile kontrol edildiginde duyarliliginin sirasiyla % 61
ve % 76 oldugunu bildirilmistir (Middleton vd., 2004).

Bu calismada CMT ve SHS testi yapilan ve pozitif olarak degerlendirilen
107 siit oOrneginden 26 tanesinde etken S. aureus olarak Dbelirlenmistir.
Aragtirmamizda CMT +1 olarak derecelendirilen meme loblarinda izole edilen S.
aureus tiim S. aureus izolatlar iginde %34.61, +2 olarak derecelendirilen meme
loblarinda %46.15 ve CMT +3 olarak derecelendirilen meme loblarinda ise %19.23
olarak tespit edildi.

Mastitis etiyolojisinde rol oynayan mikroorganizmalarin ve antibiyotik
direngliligi bolgesel olarak farklilik gosterebilmektedir (Hendriksen vd., 2008).
Klinik ve subklinik mastitislerden izole edilen en 6nemli etken S. aureus’tur. Etken
hem subklinik olarak enfeksiyona sebep olur hem de tedavisi zordur ve kronik hale
gelir. 1126 siit 6rneginin incelendigi bir arastirmada 316’ sindan (% 28,1) S. aureus
identifiye edildigi bildirilmistir (Tiiriitoglu vd., 1995).

Bagka bir ¢alismada ise 256 subklinik mastitis enfeksiyonu vakasinda %40.2
non-aureus Stafilokok (NAS), %22 ise S. aureus izole edilmistir (Ndahetuye vd.,
2019). Subklinik mastitis pozitif 385 siit 6rneginin %37,14'inde (143/385) S. aureus
tespit edilmistir ( Javed vd., 2021). Bir baska c¢aligmada ise mastitis pozitif
ineklerden izole edilen patojen bakteriler S. aureus (%28,1), E. coli (%21,1), Bacillus
spp. (%14), Streptococcus spp. (%14), Koagiilaz Negatif stafilokok (%12,3),
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Enterobacter spp. (%3,5), Klebsiella spp. (%1,8), Corynebacterium spp. (%1,8),
Actinobacillus spp. (%1,8) ve Proteus spp. (%1,8) olarak belirlenmistir. ( Abebe vd.,
2023).

Riiegsegger ve arkadaslari tarafindan 2011 ve 2013 yillar1 arasinda Isvigre'nin
farkli bolgelerinde subklinik ve klinik mastitisli hayvanlardan toplanan 3954 siit
orneginden 1228 (%31) S. uberis, 1107 (%29) Staphylococcus spp., 598 (%15) E.
coli, 490 (%12) S. aureus, 270 (%7) Enterococcus spp. ve 213 (%5) S. dysgalactiae
izole edilmistir. Ayrica Mannheimia hemolytica, P. aeruginosa, S. agalactiae,
Pasteurella sp., Proteus sp., Serratia sp. ve diger Streptococcus spp. %1'den daha
diisiik oranda belirlenmistir (Riiegsegger vd., 2014).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda da mastitis vakalarinda farkli oranlarda S.
aureus izolasyonu gerceklestirilmistir. Diyarbakir’da yapilan bir ¢alismada CMT
pozitif subklinik mastitisli ineklerden elde edilen izolatlarin %?24,63°4 S. aureus
olarak belirlenmistir. (Yesilmen vd., 2012). Kirikkale’de yapilan bir arastirmada
CMT pozitif 836 meme lobundan alinan siit orneklerinden %28,17 oraninda S.
aureus identifiye edildigi bildirilmistir (Macun vd., 2011). Kirikkale’de belirlenen
subklinik mastitisli ineklerde etken izolasyonu ve antibiyotik direng durumu. Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 8(2), 91-95.). Mastitisli ineklerde
Staphylococcus tiirlerinin prevalansini aragtirdigi bir arastirmada ise, 972 siit
orneginden %32,97 S. aureus izolasyon orani rapor edilmistir (Gezgen vd., 2016).

Bizim calismamizda ise CMT ve SHS pozitif olarak degerlendirilen 107 siit
numunesinden 26 (%16.67) adet S. aureus izole edilmisir. Bu izolasyon orani
Tirkiye ve diinyada yapilan diger g¢aligmalardaki izolasyon orani ile benzerlik
gostermektedir. Calismalar arasindaki oransal farkliliklarda Orneklenen hayvan
sayisi, yasi, calisilan numune sayisi, hijyen kosullari, cografi bolge, mevsimsel
farkliliklar ve S. aureus’a karst mastitis ag1 uygulama yayginligt da etkili olmaktadir
(Gezgen vd., 2016).

Mastitis etkenlerinin saptanmasina yonelik standart kiiltiir teknikleri zaman
alicidir.  PCR  tabanhi testler daha kisa siirede sonu¢ verebilmektedir. Siit
orneklerinden izole edilen bakteriyel kiiltiirlerde mastitis patojenleri tanimlayabilen
PCR teknikleri bulunmaktadir. Az sayidaki etken rahatlikla tespit edilebilmektedir.
Ancak bazen PCR inhibitorleri, uygulama ve primer problemleri nedeniyle yanlis

negatiflik olusabilmektedir. Arastirmamizda kullanilan primerlerin, agaroz jel
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elektroforezde her primer seti igin sadece tek bant gozlendigi igin Staphylococcus
spp. i¢in spesifik oldugu ortaya konulmustur.

Calismamizda incelenen 107 siit 6rneginin 26 tanesi fenotipik izolasyon
sonrast S. aureus olarak belirlenmistir. Genotipik identifikasyonda spesifik
primerlerle gerceklestirilen PCR testinde ise tiim izolatlarin Staphylococcus spp.
oldugu saptanmustir.

Siit inegi yetistiriciligi yapilan isletmelerin en 6nemli ve maliyeti yiiksek
hastaliklarindan birisi olan mastitislerde tedavi amacli antibiyotik kullanimi oldukga
yaygindir. Ancak antibiyotiklerin fazla ve hatali kullanimi sonucu mastitis
etkenlerinin antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesine neden olmaktadir (Unal, N.
(2007).

Ulkemizde ve diinyada yillara gére mastitis vakalarma neden olan patojenler
farklilik gostermektedir. Ancak 6zellikle S. aureus basta olmak {izere stafilokoklar
Oonemli ve ciddi problem olmaya devam etmektedir. Bu durumun en biiyiik
nedenlerinden biri de etkenlerin ¢esitli mekanizmalarla gelistirdikleri antibiyotik
direncidir.

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), patojenlerin, daha oOnce etkili olan
antimikrobiyallere diren¢ gostermesi ve bu ilaglarin etkisiz olmasi nedeniyle ortaya
¢ikmaktadir. Tiim diinyada AMR, siit endiistrisi, insan ve hayvan saglig1 i¢in énemli
bir tehdit olmaya devam etmektedir. AMR, ayni1 zamanda uluslararasi gida giivenligi
ve saglik i¢in en biiyiik tehlikelerden biridir. Mastitise etkenlerinden S. aureus“un
antibiyotik duyarlilik ve direnclilik durumlarmi degerlendiren bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. S. aureus ozellikle subklinik ve kronik mastitiste siklikla rastlanir.
Siklikla disk difiizyon yontemi uygulanmaktadir (Molineri vd., 2021).

Yapilan bir aragtirmada S. aureus'un genel olarak en yiiksek direnci penisiline
karsi oldugu Dbelirlenmistir (p-estimate=0.451, CI95 9%0,415-0,487). Bunu
klindamisin, eritromisin ve gentamisinin takip etmistir (sirasiyla p-estimate = 0,149,
0,085 ve 0,069). Seftiofur ve sefalotin ise en diisilk genel antimikrobiyal direng
gostermistir (AMR, p-estimate= 0,020 ve 0,015) (Molineri vd., 2021).

Subklinik mastitisli sigirlarda yapilan bir arastirmada izole edilen S. aureus’
un  %75,7'sinin penisilin, %71,4"linilin ise ampisiline diren¢li oldugu belirlenmistir

(Demil vd., 2022).
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Younis ve vd. (2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, mastitisli siitlerden
izole edilen 400 S. aureus susunun, penisiline (% 96,6) ve tetrasikline (% 52) yiiksek
oranda direngli oldugunu belirlemislerdir. (Younis vd., 2000).

Irlanda (%71), Tayland (%67) ve Ingiltere (%67), ABD (%50) gibi iilkelerde
de S. aureus izolatlarinin yiiksek penisilin direnci gosterdigi tespit edilmistir (Vintov
Jvd., 2003).

Staphylococcus spp. suslariin 1960’11 yillardan itibaren penisilin direncinin
oldukc¢a yiiksek diizeye ulastigi bildirilmistir. S. aureus suslari penisilinaz enzimi
liretmeye baglayarak penisiline direng gelistirmis ve bu direngli suglar hizla
yayilmustir. (Blair vd. 1960).

Yapilan bir arastirmada ineklerde meme basi Orneklerinden izole edilen
stafilokok tlirlerinin  penisiline  %46.3, tetrasikline %26.6, trimetoprim-
sulfametaksazol’e %3.7, gentamisine %1.8, eritromisine %0.5, direngli oldugu tespit
edilmistir. Tim suslarin enrofloksasin, vankomisin oksasilin, sefalotin, rifampin, ve
linezolid’e ise duyarli oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada siit 6rneklerinden izole
edilen stafilokok tiirlerinin, penisiline %49.5, tetrasikline %34.7, eritromisine ve
trimetoprim-sulfametaksazole %210.5, oksasiline, sefalotin ve gentamisine %3.1,
direngli oldugu tespit edildi. Tiim suslar enrofloksasin, rifampin, vankomisin ve
linezolid’e duyarli bulunmustur (Unal vd., 2010).

Konya bolgesinde yapilan bir ¢alismada mastitisli siitlerden izole edile S.
aureus tiirlerinin sefalosporinlere % 72,4, eritromisin’e % 68,1, tetrasiklin’e % 50,2,
ampisilin’e % 37,8, kanamisin’e % 37,2, streptomisin’e % 32,4, penisilin’e % 28,1,
oraninda duyarli bulunduklar1 bildirilmistir (Ates vd., 1991).

Bir ¢alismada CMT pozitif 6rneklerden izole edilen S. aureus suslarmin %
82,22’sinin ampisillin/sulbaktam’a, % 77,4’iniin streptomisine, % 74,1’inin
sefaperazona, % 70.9’unun enrofloksasine, % 62’sinin amoksisilin-klavulonik asite,
% 59,6’sinin danofloksasine, %54,8’inin nistatine, % 27,4’tunlin eritromisine, %
25’inin penisilin-G ye, % 22.5’inin tetrasikline duyarli olduklar1 belirlenmistir.
(Kuyucuoglu vd., 2001).

Bir diger arastirmada mastitis vakalarindan izole edilen 56 adet S. aureus
izolatinin sirastyla sefaperazon (%64,29), penisilin G (%50,00), amoksisilin-
klavulonik asit (%46,43), okzasilin (%44,64), tetrasiklin (%41,07), teikoplanin
(%33,93), trimetophrim/sulfometaksazol (%25,00), vankomisin (%23,21)’ e direngli
oldugu belirlenmistir (Sezener vd., 2019).
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Bu calismada ise en yiiksek diren¢ oraninin %80.76 ile penisilin G’ye karsi
oldugu, bu oran1 %73.07 eritromisin, %65.38 gentamisin, %46.15 enrofloksasin ve
%42.30 oksitetrasiklin olarak belirlendi. En duyarli antibiyotik %69.23 ile
sefoperazon olarak belirlendi. Bunu sirasiyla % 65.38 ile sefalotin, %61.53 ile
Amoksisilin/Klavulanik Asit, %53.84 ile vankomisin ve
Trimetoprim/Sulfametoksazol olarak belirlendi. Bu ¢alismada da yukarida belirtilen
arastirmalar ile elde edilen sonuglar ile benzerlik gosterdi (Ates vd., 1991;

Kuyucuoglu vd., 2001; Sezener vd., 2019; Unal vd., 2010).
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6. SONUC

Subklinik mastitisli hayvanlar siiriideki diger sigirlar i¢in bir enfeksiyon
kaynagi olusturabilmektedir. Subklinik mastitis klinik mastitise gore c¢ok daha
yiiksek oranda goriilmektedir. Bu da subklinik mastitislerin ekonomik Onemini
artirmaktadir.  Giinlimiizde S. aureus kaynakli sigir mastitis vakalarinin
Onlenememesi siiriide belki de ¢ok sayidaki rezervuar hayvanlarin belirlenmesinin
yetersiz olmasi nedeni ile 6zellikle sublinik enfeksiyonlari ortaya koyamamalari ve
siirii i¢inde patojen yayilmasi kaynakli olabilmektedir. Ayrica birgok antibiyotik
uygulama sonucunda meydana gelen antibiyotik direngliligi hem hayvan hem de halk
sagligin1 6nemli derecede etkilemektedir.

Calismamizda izole edilen S. aureus, mastitis ¢alismalarinda izole edilenler

ile karsilastirildiginda benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Klasik biyokimyasal ve
fenotipik identifikasyonlar ile birlikte molekiiler metodlar kullanilmistir.
Sadece saha testleri degil, kiiltiirel ve genetik testler de giivenilir ve dogru teshisler
icin birlikte uygulanmalidir. Yapilan arastirmada S. aureus orani mastitis vakalarinda
yiiksek olmasa da ozellikle antibiyotik direngliligi nedeniyle ciddi bir problem
olmaya devam etmektedir.

Antibiyotik tedavisi uygulanacagi durumlarda S. aureus’un farkli antibiyotik
duyarliliklarinin olabilecegi belirlenmistir. Ozellikle antibiyotik direngliginin arttig1
giiniimiizde hem insan hem de hayvan saglig1 i¢in antibiyogram testi ile en dogru
antibiyotik belirlenmelidir. Aksi takdirde S. aureus gibi antibiyotik direngliligi
yiiksek olan patojenler tedavi edilemeyebilir. Gereksiz ve etkili olmayan
antibiyotiklerin kullanilmasi tedavi siirecini uzamasina, ciddi ekonomik kayiplara,
stit ve siit iirtinlerinde kalintiya sebep olacaktir. Ayrica S. aureus kaynakli mastitis
enfeksiyonu kronik forma doniliserek hayvanin tedavi edilemeyerek elden
cikarilmasina neden olacaktir. Tedavi edilemeyen hayvanlar siiriideki diger
hayvanlar i¢in de enfeksiyon kaynagi olacaktir.

Ozellikle pensilin, eritromisin, gentamisin, enrofloksasin ve oksitetrasiklin
direngliliginin yiiksek olmasi nedeni ile ilgili isletmelerde bu antibiyotiklerin
kullanilmamas: tavsiye edilmelmektedir. Bu antibiyotikler yerine direnglilik oranlar1

daha diisiik olan antibiyotiklerin kullanimi isletmede basarili bir tedavi i¢in daha
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yararli olacaktir. Mastitis etkenlerinin antimikrobiyal direncliliklerinin belirli

araliklar ile incelenmesi tedavide ve S. aureus eliminasyonunda basariyi arttiracaktir.
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