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1. OZET

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’nin dogu ve giineydogusundaki siit sifirlarindan
toplanan Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) pozitif siit 6rneklerinden
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Streptococcus agalactiae (S. agalactiae)
izolasyon ve identifikasyonu, koagulaz (coa) pozitif S. aureus ve CAMP-faktor
(¢fb) pozitif S. agalactiae izolatlarmin Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) ve Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
yOntemleri ile tiplendirilmesi amaglandi.

S.aureus igin toplanan ve CMT pozitif olan siit 6rneklerinin (n = 700)
bakteriyolojik kiiltiirlinde 367 6rnekte iireme tespit edildi. Bunlar arasindaki 200
(% 28.6) ornek tiir spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile S. aureus
olarak identifiye edildi. Coa geninin PCR amplifikasyonu sonucunda 161 S.
aureus izolat1 coa pozitif bulundu. Coa PCR’da, izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunda
(n = 135, % 83.9) molekiiler uzunluklarn 500-1400 bp arasinda degisen tek bir
bant olusumu gézlenirken, az sayidaki izolatta (n = 26, % 16.1) ¢ift amplifikasyon
iirlinii elde edildi. Alul ve Hin6l restriksiyon enzimleriyle ger¢eklestirilen coa-
RFLP analizinde, sirasiyla 23 ve 22 bant profili gozlemlendi. Primer 786 ve OPS
11 primerleri ile yapilan RAPD yonteminde ise sirastyla 32 ve 30 farkli profil elde
edildi.

Bu ¢alismada ayrica, bes farkli bolgedeki siit ineklerinden toplanan CMT
pozitif siit numuneleri (n = 820) S. agalactiae yoniinden incelendi. Bakteriyolojik
kiiltiirde toplam 199 6rnekte iireme tespit edildi ve bunlardan 85 (%10,4) izolat
hem tiir spesifik PCR hem de ¢fb-PCR ile S. agalactiae olarak identifiye edildi.
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Amplifiye edilen ¢fb-PCR iiriinlerinin 4lul ve Tsp5091 restriksiyon enzimleriyle
muamelesi sonucunda tiim izolatlarda aymi restriksiyon profilleri elde edildi. OPB
18 primeri ile yapilan RAPD yonteminde ise 18 farkli profil gozlendi.

Sonug olarak, Dogu ve Giineydogu bolgesindeki sigir populasyonlarindan
izole edilen S. aureus ve S. agalactiae suslarinda yiikksek oranda bir genetik
heterojenite oldugu tespit edildi. S. agalactiae igin RAPD ve S. aureus igin coa-
RFLP ve RAPD yontemlerinin, sifir orijinli S. aureus ve S. agalactiae
izolatlarinin tiplendirilmesinde konvansiyonel yontemlere karsi iyi bir alternatif
olarak kullamlabilecegi kamisina varildi. Ayrica bu c¢alismadan elde edilen
verilerin, Stafilokokal ve Streptokokal mastitislere karg1 etkili kontrol ve tedavi
stratejilerinin (predominant suslar kullamilarak yeni asilarin gelistirilmesi ve etkili
antibiyotiklerin se¢imi gibi) gelistirilmesine ve bunun sonucunda mastitislerin
insidensinde azalmalar saglanmasina yardimei olacag diigtintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Mastitis, S. aureus, S. agalactiae, PCR, RFLP, RAPD.



2. ABSTRACT

The aims of the present study were to isolate and identify Staphylococcus
aureus (S. aureus) and Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) from California
Mastitis Test (CMT)-positive milk samples of dairy cow populations located in
the east and south east of Turkey, and then to characterize the coagulase (coa)
positive isolates for S. aureus and CAMP-factor (cfb) positive isolates for S.
agalactiae by means of Polymerase Chain Reaction based-Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) analysis and Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) assay.

In the bacteriological culture of milk samples (n = 700) that were positive
in CMT for S.aureus, growth was obtained from 367 samples. Among these,
species-specific PCR identified 200 (28.6%) isolates as S. aureus. The PCR
amplification of the coa gene showed that 161 of the S. aureus isolates were coa
positive. In coa PCR, while most of the isolates (n = 135, 83.9%) were determined
to produce a single band with the molecular sizes ranging from 500 to 1400 bp, a
small number of isolates (n = 26, 16.1%) yielded two amplification products.
Coa-RFLP analysis by restriction enzymes of Alul and Hin6l revealed 23 and 22
band patterns, respectively. RAPD assay based upon Primer 786 and OPS 11
produced 32 and 30 different profiles, respectively.

In addition, milk samples collected from 820 dairy cows at five different
regions were examined for the presence of S. agalactiae. In the bacteriological
culture of milk samples (n =820) that were positive in CMT, growth was obtained

from 199 samples. Among these, both species-specific PCR and c¢fb-PCR
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identified 85 (10.4%) isolates as S. agalactiae. After digestion of the amplified
¢/b-PCR products with the restriction enzymes Alul and TspS091, all isolates
appeared to have identical restriction profiles. RAPD assay based upon OPB 18
produced 18 different profiles.

In conclusion, it was determined that a high degree of heterogeneity
existed in the S. awreus and S. agalactiae strains isolated from dairy cow
populations located in the east and south east of Turkey. RAPD assay and coa-
RFLP analysis for S. aureus and RAPD assay for S. agalactiae can be used as
good alternatives to conventional methods in typing S. aureus and S. agalactiae
isolates of bovine origin. It is suggested that the findings of this study will help
develop effective control and treatment strategies (e.g. development of new
vaccines by using predominant strains, selection of effective antibiotics) against
Staphylococcal and Streptococcal mastitis and therefore reduce the incidence of
the disease.

Keywords: Dairy cattle, Mastitis, S. aureus, S. agalactiae, PCR, RFLP, RAPD.



3. GIRIS

3.1. MASTITIS

Mastitis tiim diinyada 6zellikle siit sigarcilik isletmelerinde siklikla gériilen
ve siit endiistrisinde bilyiik ekonomik kayiplara sebep olan meme ici bir
infeksiyondur (70, 141). Genel anlamda mastitis, meme bezlerinin travmatik
etkilere ve meme igerisine ¢ogunlukla ekzojen veya endojen olarak giren
mikroorganizmalara karsi reaksiyon gostermesidir (20). Memeli hayvanlann
hepsinde goriilmekle beraber siit inekleri i¢in ayr1 bir Snem tasimaktadir. Ciinkii
siit, 6zellikle insan beslenmesindeki en 6nemli gida kaynaklarindan birisi olarak
bilinmektedir ve siitlin baslica kaynag olarak ilk sirada siit ineklerinin gelmesi,
sigir mastitisini diger hayvanlarda goriilen mastitislere kiyasla daha fazla 6nemli
kilmaktadir (15). Mastitis toplam sifir hastaliklanmn % 26’sim olusturmaktadir
ve bunun neticesinde ortaya g¢ikan kaybin diger infertilite ve reprodiiktif
hastaliklardan yaklasik iki kat fazla oldugu bildirilmistir (38, 120). Gida ve Tarim
Orgitiintin (FAO) 1995 yilinda yaptig1 istatistiklere dayanilarak verilen rakamlara
gore; Tiirkiye’de 11,8 milyon bag sifir populasyonu igerisinde 6,7 milyon basg siit
inegi bulunmaktadir. Tiirkiye’de inek siitii kullanim oram 1970 yilinda % 59 iken
bu oran 1996 yilinda % 88’e yiikselmigtir (6). Toplam inek siitii {iretiminin
yaklagik olarak yilda 10 milyon ton oldugu (6) ve siit ineklerinin yaklasik %
30’unun mastitisli oldugu (20) diisiiniilecek olursa mastitisten kaynaklanan
kayiplarin 6nemi daha da iyi anlagilabilir. Birgok tilkede siit isletmelerinde
yapilan gézlemler gbstermistir ki inekler arasinda mastitisin prevalansit % 50, bir

meme lobundaki infeksiyon oram ise % 25 civarindadir (20).



Genel olarak mastitis iki formda gozlenir. Bunlardan ilki klinik mastitis
olarak adlandirilir. Meme bezindeki yanginin siddetine baghh olarak klinik
mastitisler; perakut, akut, subakut ve kronik mastitisler olarak siniflandirilmigtir.
Klinik mastitis formlarinin hemen hepsinde yangisal cevabin karakteristik
belirtileri olan memede sisme, agri, kizarikhik, sicaklik artig1 ve fonksiyon kaybi
gibi lokal etkilerin gériilmesiyle birlikte sistemik olarak hayvanda ates, halsizlik,
istahsizlik gibi genel hastalik belirtileri de gozlenir. Bunun yami sira siitiin
kompozisyonunda da gesitli yangisal reaksiyon {irlinlerinin artmasi sonucu
belirgin degisiklikler g6zlenebilir (70).

Mastitisin ikinci ve klinik mastitislere gére daha 6nem arz eden formu
subklinik mastitislerdir. Bu formdaki mastitisler, gizli seyretmesi, siitte ve
memedeki degisikliklerin kolayca belirlenememesi, siiresinin uzun olmasi, siit
iretimini azaltmasi, siit bilesimini etkileyerek siit iiriinlerinin kalitesinde ve
randimanda diigmeye sebep olmasi, klinik mastitislere gore daha sik sekillenmesi
ve infeksiyonun yayilmasinda hastalikli hayvanin portdr olmasi gibi nedenlerden
dolay1 daha 6nemlidir (4, 59). Siit inekleri lizerinde yapilan baz1 galigmalarda,
mastitis olgularinin % 93-98’ini subklinik mastitislerin olusturdugu tespit
edilmigtir (42, 139). Reneau ve Packard (1991) ise mastitis vakalarinin yaklagik
olarak % 70-80’inin subklinik vakalar oldugunu rapor etmislerdir (135).

Ulkemizde mastitisin yayginhigs ve neden oldugu ekonomik kayiplar
konusunda kapsaml: istatistiksel veriler bulunmamakla birlikte, bat1 ilkelerinde
yapilan aragtirmalar siit sigircilik igletmelerinde endemik olarak seyreden hayvan
hastaliklar1 igerisinde en fazla ekonomik kaybin mastitis, 6zellikle subklinik

mastitis nedeniyle (mastitisten kaynaklanan kayiplarin % 70°i) oldugunu ortaya



koymustur (21, 176). Mastitis, siit inek¢iliginde maliyet bakimindan en pahali
olan sorunlardan birisi olup inek bagina yillik kayip ortalama 150-300 dolar
arasindadir. Siit verimindeki azalma, tedavi siiresince siitiin atilmasi, siitiin
kalitesinin bozulmasi, siiriiniin yenilenmesi, fazla iggiicii ve tedavi giderleri bu
maliyetin en 6nemli nedenleridir (35, 38, 113). ABD’de mastitisten kaynaklanan
yillik ekonomik kaybin 2 milyar dolar oldugu bildirilmistir (38). Mastitis
nedeniyle ortaya ¢ikan ekonomik kayiplarin degerlendirildigi bir ¢aligmanin

sonuglar1 ayrintili bir gekilde Tablo1’de verilmistir (24).

Tablo 1. Mastitise bagh yillik kaybin nedenleri ve oranlar1 (24).

Kayip nedeni i Kayip orami (%)
yillik kayip ($)

Uretimin azalmasi 121 66
Tedavi stiresince siitiin dokiilmesi 10,45 5,7
Siiriiniin yenilenmesi 41,73 22,6
Fazladan is giicii 1,14 0,1
Tedavi masrafi 7,36 4.1
Veteriner hekim giderleri 2,72 1,5
Toplam 184,4 100

Mastitis kompleks etiyolojiye sahip bir hastalik olup farkl: tlirden birgok
etken memede yangiya sebep olabilmektedir. Bunlar arasinda, fiziksel ve
kimyasal ajanlar bulunabildigi gibi genel olarak meydana gelen mastitis
vakalarmin bilyiik ¢ogunluguna infeksiy6z ajanlar sebep olmaktadir. Mastitislere
neden olan mikroorganizmalarin g¢ogunlugu insanlar i¢in de patojendir.
Dolayisiyla mastitisli hayvanlardan elde edilen ve pastSrize edilmeden veya

kaynatilmadan tiiketime sunulan siit ve siit {irlinleri aracilifiyla zoonotik
7



infeksiyonlarin insanlara bulagmasi 6zellikle gelismekte olan ilkelerde biiyiik bir
halk saglifs sorunudur (68). Simdiye kadar yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda
mastitis vakalarindan 100’tin {izerinde farkli mikroorganizma izole edilmigtir
(131, 170). Bu infeksiy6z ajanlar genellikle bakteriler olmasina ragmen viruslar,
mantarlar ve mayalar da mastitiste rol oynayabilmektedir (131) Hastaligin
etiyolojisini % 90-98 oraninda bakteriler, % 2-9 oraninda mantarlar ve diger
etkenler olugturmaktadir (131).

Memede hastalifa sebep olan infeksiy6z ajanlar igerisinde en yayginlar
Stafilokoklar, Streptokoklar ve Koliformlar’dir. Corynebacterium, Pseudomonas,
Mycoplasma ¢ok daha az rastlamlan etiyolojik ajanlar olarak bildirilmistir (97,
170). Bununla birlikte, mastitislerin % 95’ini Staphylococcus aureus (S. aureus),
Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) gibi bulasic1 (kontagiyéz) mastitis
etkenlerinin yam sira Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis gibi cevresel mastitis etkenleri meydana getirmektedir (60). Farkh
mevsimler ve degisik yetistirme sartlarinda yapilan ¢alismalara gére Gram pozitif
bakteriler mastitisin etiyolojisinde ilk siray1 almakta ve 6zellikle mastitislerin %
60-80’ini S. aureus tek bagina olusturmaktadir (60).

Bulasic1 mastitis, ineklerin meme dokusunda bulunan patojenler tarafindan
meydana getirilir ve safim esnasinda insanlar, sagim ekipmanlan, inekler ve
muhtemelen sinekler tarafindan infeksiyon yayilabilir. Bulagici mastitis
patojenleri arasinda S. aureus ve S. agalactiae major etkenler (Tablo 2) olarak

tammlanirlar (24, 68, 70).



Tablo 2. Siit ineklerinde bulunan majr mastitis patojenleri (24).

Bakteri Mastitis Tipi Primer Kaynak Yayilma Sekli
. Sagim esnasinda memeden
S. aureus Bulagic Infekte meme . )
memeye ve inekten inege
. Sagim esnasinda memeden
S. agalactiae Bulagici Infekte meme )
memeye ve inekten inege
Koliformlar:
o E. coli Althik, su, digki,
Cevresel Cevreden inege
e Kiebsiella spp. toprak,
o Enterobacter spp.
Cevresel Streptokoklar:
o 8. uberis Cevresel Althk, digki Cevreden inege

o 8. dysgalactiae

3.2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS MASTITISLERI
3.2.1. Etiyolojik Ajan

S. aureus ilk olarak, 1884’te Rosenbach tarafindan irinli yaralardan izole
edilerek S. pyogenes aureus olarak isimlendirilmistir (143). S. awureus, Gram
pozitif koklar grubundaki Stomatococcus, Planococcus, Micrococcus cinsleri ile
beraber Micrococcacea familyasinda yer alan Staphylococcus cinsi igerisinde
bulunmaktadir (143). S. aureus, bu cins igerisindeki ana patojen olup bunun
disinda 28 farkli tiir daha bulunmaktadir. Bu tiirler koagulaz enzimini {iretme

kabiliyetlerine gore iki gruba ayrilirlar. Koagulaz pozitif stafilokoklar S. aureus,

aktivitesi degisken olup ¢ogunlukla koagulaz negatif stafilokoklar grubuna dahil

edilmektedir (64).



S. aureus; Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz
negatif ve 1 pum capinda yuvarlak sekilde bir bakteridir. Gerek lezyonlardan ve
gerekse besi yerlerinden hazirlanan boyali preparatlarda iiziim salkimi seklinde
kiimeler halinde goriiniirler (84). Adi besi yerlerinde kolayca iirer ve 2-4 mm
capinda diizgiin koloniler olustururlar. Onceleri renksiz gériintimde olan koloniler
ilk giinden sonra pigment yaparak altin saris1 rengine doniigiir. Laboratuvarlarda
10-42 °C’de iireyebilmelerine ragmen optimum iireme 1s1s1 37 °C’dir. Siv1 besi
yerlerinde bulamklik ve ¢okiintii yaparak ¢ogalmaktadirlar. Sporsuz bakteriler
icerisinde dig etkenlere ve dezenfektanlara karsi en fazla dayanabilen
bakterilerdir. Kiilttirlerde +4 °C’de 2-3 ay, -20 °C’de 3-6 ay canh kalabilmektedir.
Etken antibiyotiklere farkli derecelerde duyarli olmasina ragmen zamanla direng
kazanabilmektedir. Inaktivasyonu 60 °C’de yarim saatte, % 2’lik fenolde 15
dakikada olabilmekte, % 9’luk sodyum kloriire ve sakkaroza tolerans
gosterebilmektedir (84).

S. aureus birgok hayvan tiirtinde ve insanlarda ¢esitli infeksiyonlara neden
olabilmektedir. Bu infeksiyonlar; birgok hayvanda g6zlenen apseler ve irinli
olgular, ineklerde ¢esitli derecelerde mastitis olgular1 ve meme impetigosu,
koyunlarda mastitis, kuzularin enzootik kene piyemisi, periorbital ekzema ve
dermatitis ve benign follikiilitis olgulari, kegilerde mastitis ve dermatitis,
domuzlarda mastitis, meme bezlerinin botriyomikozisi, nekrotize stafilokokal
endometritis ve meme impetigosu, atlarda mastitis ve botriyomikozis, tavsanlarda
yeni doganlarda eksudatif dermatitis, apseler, konjunktivitis, kanathlarda subkutan

dokularin piyogranulamatdz olgusu, stafilokokal artiritis, septisemi ve omfalitis,
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kedi ve kopeklerde piyoderma, piyometra, cystitis ve otitis eksterna’ya sebep
olduklar bildirilmigtir (131, 132).

Insanlarda ise, S. aureus hastane kaynakli infeksiyonlari olusturan
etkenlerin baginda gelmektedir. Septisemi, osteomyelitis, meningitis, invazif
endokarditis, toksik sok sendrom ve gida kaynakhi zehirlenmeler S. aureus’un

insanlarda meydana getirdigi infeksiyonlarin baghicalarindandir (102).

3.2.2. Epidemiyoloji

3.2.2.1. Bulagsma

S. aureus mastitislerinin epidemiyolojisinin (rezervuarlari, bulagma yollar
ve risk faktorleri) anlagiimasi ile birlikte, birgok siiriide bu etkenin sebep oldugu
vakalarin etkili bir sekilde kontrol altina alinabilecegi kamisi birgok arastirmaci
tarafindan kabul edilmistir (94, 137). S. aureus deride ve mukoz membranlarin
normal florasinda mevcuttur ve dolayisiyla firsatgr patojen olarak
nitelendirilmektedir. Hayvanlarin i¢ ve dig stres faktdrleri ile korunma
mekanizmalarimin bozulmasi1 veya memelerde meydana gelen yara, bere gibi
portantrelerden girerek infeksiyona sebep olur. Mastitisli hayvanlar siitleriyle ¢ok
sayida bakteriyi digar1 ¢ikanirlar (84, 137).

1961 yilinda Davidson tarafindan yapilan bir galigmada, ineklerden elde
edilen S. aureus izolatlarinin lokalize oldugu tiim viicut bolgeleri rapor edilmis ve
meme i¢i infeksiyonlar igin primer kaynagin infekte meme bezleri oldugu
gosterilmigtir (137). Stafilokoklar saglikli meme bezlerine yerlesemezler, fakat
meme ucu ve yakininda lezyonlar mevcut ise kolayca meme kanallarina kolonize

olabilirler. Bir siiriideki yeni S. aureus infeksiyonlarinin en biiylik kaynagi kronik
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olarak infekte inekler ve infekte gekilde siiriiye sokulan diivelerdir (137). Bundan
dolay1 inekten inefe patojen bulagmasim dnlemek i¢in alinacak tedbirler, mastitis
insidensinin azaltilmasinda en Onemli faktordiir. Bununla birlikte, S. aureus
kaynakli mastitislerin eradikasyonunu saglamak ¢ok zordur ve yeni
infeksiyonlarin meydana gelmesi daima olasidir. Meme bezlerinin haricindeki
kaynaklardan orijin alan infeksiyonlar mastitisin kontrol altina alinamamasi
problemine katkida bulunuriar (183).

S. aureus; hava, ahirda kullamlan malzemeler, yemler, sagim ekipmanlari,
sigir, diger hayvan tiirleri ve insan dahil bir gok kaynakta bulunabilir (137). Sagim
salonlarinda veya ahirlarda bulunan meme temizleme bezleri, siit kaplari, sagim
yapan kisilerin elleri ve safim ekipmanlari gibi bir ¢ok ara¢ ve ayrica sineklerin
bulagsmada rol oynadig rapor edilmigtir (51, 54, 138). Siit sagim isleriyle ugrasan
insanlarin ellerinin stirekli meme ile temas halinde olmasindan dolay:r S.
aureus’un bulagsma mekanizmasinda 6nemli rol oynadiklar kabul edilmektedir.
Roberson ve ark. 1994’te yedi siit safim c¢alisganmmin dordiinde S. aureus
kolonizasyonunun mevcudiyetini tespit etmis, 1998 yilinda ise sagim isgilerinin
burun bogluklarindan elde ettifi izolatlarin mastitisli siitlerden elde edilen
izolatlarla aym tipte olduklarim saptamigslardir (137, 138).

Bir populasyondaki patojenin yayilma yollarim ve kaynaklarini tam olarak
saptamak i¢in izolatlarin alt tiir diizeyinde tiplendirilmesi gerekmektedir. Faj
tiplendirme ve ribotiplendirme kullanilarak yapilan ¢aligmalarda inek siitii veya
derisinden elde edilen S. aureus izolatlari ile insan derisinden elde edilen izolatlar
arasinda epidemiyolojik olarak iligki oldugu ortaya konulmustur (83, 156). Pulsed

Field Gel Electrophoresis (PFGE) kullamlarak gergeklestirilen bir ¢aliymada ise
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insan deri izolatlari ile inek meme derisi izolatlan arasinda iligki saptanmig, ancak
inek stitlerinden elde edilen izolatlar ile insan derisi izolatlar1 arasinda bir
benzerlik bulunamamigtir. Aym zamanda PFGE sonuglarina dayanarak sagim
makinelerinin, meme derisi ve siit ile temasindan dolay1 bulagmada 6nemli bir rol
oynadif1 ortaya konulmugtur (183). Roberson ve ark. (1998) ve Fox ve ark.
(1991), faj tiplendirme yontemiyle meme ucu derisinin buzagilardaki S. aureus
infeksiyonlarinin bulagma kayna@: oldugunu ortaya koymuslardir (51, 138). Buna
karsilik Zadoks ve ark. (2002) tarafindan genotipik metotlar kullanilarak yapilan
bir ¢aligmada ise, meme ucu derisinin sifirlarin meme igi infeksiyonlar igin
bulagma kaynagi olarak 6nem tagimadig ileri siiriilmiigtiir (183).

Mastitis vakalarindan izole ve identifiye edilen S. awureus izolatlarinin
gesiti metotlarla tiplendirilmesi sonucunda; su ve yem gibi kaynaklar,
hayvanlarin gesitli viicut bolgeleri ve sinekler tarafindan bir hayvandan digerine
bulagsmanin kaynaklanabilecegi bildirilmigtir (94, 137, 138, 183). Roberson ve
ark. (1998) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alijmada, su ve yemlerin inekler
tarafindan paylagilabilen 6geler olmasi nedeniyle bulagmada 6nemli bir kaynak
olabilecegi bildirilmigtir (138). Ancak, sifirlarin meme i¢i infeksiyonlarindan elde
edilen S. aureus izolatlarinin, ekipmanlar ve diger hayvan tiirlerinden elde edilen
izolatlardan farklihk gOstermesi, bunlarin epidemiyolojideki rollerinin heniiz
aydinlatilamadigim  gdstermigtir  (138). Sagim makinelerinin de yanhs
kullanilmas1 ve dezenfeksiyonlarina dikkat edilmemesinden dolay: yeni S. aureus
infeksiyonlarinin olusumunda rol oynayabilecekleri rapor edilmigtir (106, 138).
Bunlara ilave olarak mastitisli siitlerin buzagilar tarafindan tiiketilmesi sonucunda,

etkeni alan buzagilarn emme ile S. gureus mastitisinin bulagmasinda rol
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oynayabilecegi belirtilmistir (106). Sonug¢ olarak; S. aureus izolatlarindan
kaynaklanan mastitis vakalarimin bulagmasinda daha heniiz bilinmeyen birgok

mekanizmamn rolii s6z konusu olabilir (110).

3.2.2.2. Tiirkiye’de S. aureus Mastitislerinin Goriilme Sikhg

Mastitis, siit iireticiliginin yapildig: diinyanin her yerinde gériilebildigi gibi
tilkemiz acisindan da gok ciddi bir problem olarak karsilagilan bir infeksiyondur.
Ozellikle S. aureus; siit veriminde 6nemli olgiide azalma, somatik hiicre
sayilarinda artig, tedavisi simirh ve maliyeti yiiksek mastitisler olusturmaktadir.
Mastitislerin insidensini azaltmak i¢in gelistirilen mastitis kontrol programlarina
ragmen, S. aureus kaynakli mastitis vakalar1 daima bir problem tegkil etmektedir
(13, 44).

Elazig ve civarinda gergeklestirilen bir ¢aligmada, 94 adet mastitisli siit
orneginde en sik izole edilen etken olarak % 30,8 oraninda S. aureus bildirilmigtir
(103). Arda ve Istanbulluoglu (1978), devlete ait ii¢ isletmedeki 1277 sagmal
inekten toplanan siit Orneklerini incelemis ve %17 oraminda mastitis
saptamiglardir. Bu mastitis vakalarnmin % 95’inin subklinik mastitis tarzinda
oldugunu tespit eden arastirmacilar, izole ettikleri etkenler arasinda en yiiksek
olarak %31,1 ile S. aureus’u bildirmislerdir (11). Marmara bolgesi ve civarinda
gergeklestirilen bir ¢aligmada ise, 1594 mastitisli inek siitiiniin bakteriyolojik
olarak incelenmesi neticesinde etken izolasyonu gergeklestirilen 1126 (% 70,6)
siit 6rneginin 316 (% 28,1)’sindan S. aureus ve 260 (% 23,1)’indan S. epidermidis
identifiye edilmistir. Bu sonuglara gére izole edilen etkenlerin yarisindan

fazlasimin Stafilokokal kékenli oldugu tespit edilmigtir (161). Yavuz ve Esendal
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(2002) ise Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden temin ettikleri 2726 mastitis
stipheli siit 6rneginin 955 (% 35)’inin fossa somatik hiicre sayimi ile mastitisli
oldugunu tespit etmislerdir. Bakteriyolojik yoklamalar sonucunda incelenen siit
6rneklerinin % 69,5’inden Gram pozitif kok bakteri izolasyonu gergeklestirmigler
ve bu bakteriler igerisinde en fazla siklikla gozlenen tiirtin 311 (% 46,8) 6rnekten
identifiye edilen S. aureus oldugunu bildirmislerdir (178). Yine iilkemizde son
yillarda gergeklestirilen bir ¢alismada, Afyon bélgesindeki klinik ve subklinik
mastitisli 126 inekten toplam 164 siit 6rnegi mikrobiyolojik olarak incelenmisgtir.
Ineklerin 119’unun subklinik, yedi tanesinin ise klinik mastitisli oldugu bildirilen

caligmada, % 40,1 oraninda S. gureus identifiye edilmistir (80).

3.2.3. Patogenez ve Virulens

S. aureus mastitisinin patogenezi tam olarak agiklanamamasina ragmen,
etkenin immun sistemden kurtulma kabiliyetlerini arttiran ve sonug olarak meme
bezlerinde canli kalmay1 saglayan birgok mekanizma mevcuttur (7). S. aureus’un
sahip oldugu virulens faktorlerin tamami meme igi infeksiyonlariyla ilgili degildir.
Virulens faktorler, konak¢1 hiicrelerine etkenin adhezyonu, doku tahribatimin
arttirilmasi ve konak¢i immun sisteminden etkenin korunmasi veya etkenin
yayilmasi gibi fonksiyonlarina gore ii¢ grup altinda toplanabilirler (9). Toksinler,
enzimler, ylizey proteinleri, kapsiil ve slime gibi virulens faktorlerin lenfositlerin
mitogenezisini baskilamak ve notrofil aktivitesinden korunmak gibi gérevleri
vardir (7, 9). Bunlara ilave olarak S. aureus; nétrofiller, makrofajlar ve meme
epitel hiicrelerinde canlilifim koruyabilir (5, 33, 63). Cesitli virulens faktorler

sayesinde S. aureus immun sistemden gizlenebilmesinin yam sira immun sistemi

15



inhibe etme, antibiyotiklere direng gdsterme gibi 6zelliklere de sahiptir (33). Bu
nedenle S. aureus mastitislerinin tedavisinde basar1 oraninin oldukga diisiik
oldugu bildirilmigtir (128, 148).

S. aureus mastitislerinde klinik belirtilerde gbzlenen varyasyonlar
(perakut, akut, subakut, kronik); S. awureus suslar arasindaki farkliliklar ve
memelerin laktasyonel durumu veya memeye giren etken miktariyla iliskilidir
(20). Erken laktasyon esnasinda infeksiyon genellikle perakut formda sekillenir ve
alfa toksinin akut nekrotize edici etkisinden dolayr memelerin gangreniyle iligkili
bir durum ortaya ¢ikar (132). Laktasyonun sonlarinda olusan yeni infeksiyonlarda
ise genellikle sistemik bir reaksiyon g6zlenmez ve akut veya kronik formda
mastitis gekillenir (20, 70).

Ineklerde akut ve kronik mastitisin patogenezi benzerdir. Her iki formda
da alveollere uzanti azdir ve kanallarda toplanan bakteri proliferasyonuyla
karakterize olan yangisal odaklarin gériilmesi s6z konusudur. Akut mastitiste
kiigiik kanallarin fibrin pihtilariyla hizli bir gekilde tikanmasi gézlenir. Akut form
siklikla kalin pihtilar igeren irinli bir sekresyon ve etkilenen dokularin siddetli bir
sekilde gismesiyle karakterizedir. Genellikle yaygin bir fibrozis gozlenir. Yangi
birkag giin i¢erisinde azalmaya baglar ve kanallarin etrafinda meydana gelen doku
proliferasyonlari neticesinde bélgedeki dokularda atrofi ve blokaj gozlenir (132).
Kronik veya subklinik mastitiste, somatik hiicre sayisimn yiikselmesiyle birlikte
etkilenen meme loblarindan bakteriyel yayilma sézkonusudur. Bakteriyel gogalma
genellikle siit toplayan kanallarda ve sinirh bir gekilde alveollerde meydana gelir.
Yangisal cevap sonucunda alveollerin atrofisi ve kanallarin blokaj1 olusur. Fagosit

hiicrelerinin yangisal bolgeye akini sonucunda apse formasyonlan ve fibrozis
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gelismesi antibiyotiklerin penetrasyonunu engellemekle birlikte organizmanin
etkili bir sekilde ortadan kaldinlmasim simrlar (132). S. awreus, ineklerin
memelerinde sadece bu sekilde reaksiyonlara neden olan bir bakteri degildir.
Bakteriyel toksinler ve doku yikimlanmasinin etkisiyle toksemiyle sonuglanan
durumlar da ortaya gikabilir (20).

S. aureus, Ozellikle diger Stafilokok tiirlerinden ayirt edilmesinde
kullanilan koagulaz enzimine sahiptir. Yangisal bélgedeki koagulaz reaksiyonu
sonucu fibrin benzeri pihtilar olusur. Bu pihtilar 16kosit hareketlerini inhibe eder
ve konak¢inmin immun sistem fagositlerinin hareketlerini engeller. Keza bu pihtilar
sekretér hiicrelerin tahribatina yol acarak meme bezi kanallarindaki siitiin
bosaltilmasin1 Onler (24). S. aureus’un virulensinde koagulaz enziminin roli
farelerde yapilan bir¢ok ¢aligmada incelenmistir. Fare meme bezlerine inokule
edilen piirifiye koagulaz, meme epitellerinde hiperplazi ve alveol sekretérlerinde
polimorfniiklear 16kosit akinina neden olur (8). Kinsman ve ark. (1981) kimyasal
mutagenezis yoluyla alfa toksin iireten suslardan koagulaz negatif mutant suglar
elde etmiglerdir. Koagulaz kayb:i fare meme bezleri i¢in virulenste azalmaya yol
agcmstir. Ayn1 zamanda koagulaz negatif suslar memede orta derecede degisiklige
sebep olurken ana suglar ise generalize nekroza sebep olmugslardir (76). Koagulaz
tek bagina nekroze edici etkiye sahip degildir. Bu durum alfa toksin ile sinerjistik
ctkilesim sonucu ortaya ¢ikar (8). Phonimdaeng ve ark. (1990) benzer bir
caligmada, koagulaz negatif mutant suglar ile bu sonuglan dogrulamada basar
saglayamamiglar ve diger virulens faktérleri kodlayan genlerde de mutasyonunun

sdz konusu olabilecegini belirtmislerdir (122).
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S. aureus alfa, beta, gama ve delta olarak isimlendirilen toksinlere de
sahiptir. S. aureus alfa ve beta toksinleri virulenste biiyiik rol oynarlar. Alfa toksin
sigir mastitislerinden izole edilen suslarin yaklagik % 20-50’sinde, beta toksin ise
%75-100’linde saptanmagtir (110). Tavsan ve farelerde yapilan ¢alismalarda alfa
ve beta toksinlerin S. aureus mastitislerinde 6nemli rol oynadig rapor edilmigtir
(25, 169). Piirifiye alfa toksinin tavsanlara injeksiyonu neticesinde doza bagimli
boyutta meme bezlerinin hemorajik nekrozu ve etken iiremesinin yogun oldugu
durumlarda gangrenéz mastitisin sekillenebilecegi bildirilmistir (24). Bunlara
ilave olarak, Foster ve ark.(1990) farelerde olusturulan in vitro mastitis
modellerinde, alfa toksin iireten S. awreus’un bulundugu doku bolgelerinde
makrofaj ve nétrofillerin yok oldugunu bildirmiglerdir (50). Beta toksin ise
alveollerde ve meme kanallarinda polimorfniiklear 16kosit akim ve ddem gibi
yangiy1 eyleme geciren durumlara sebep olur (169). Daha o6nce yapilan
calismalarda hayvanlardan izole edilen S. aureus’larda en yaygin olarak bulunan
toksin beta toksin olarak bildirilmigtir. Beta toksinin, deneysel in vitro fare
mastitis modellerinde bakteriyel liremeyi arttiran bir faktdr oldugu saptanmigtir
(60). Bununla birlikte gama toksin ile birlikte gogunlukla doku irritasyonuna
sebep olduguda rapor edilmigtir (50). Alfa ve beta toksinlerin meme dokularina
adhezyon yetenegini arttirmak suretiyle S. awureus virulensine 6nemli katkida
bulunduklar da bildirilmistir (32).

Sigir siit 6rneklerinden izole edilen S. gureus’larin birgogu in vitro sartlar
altinda 16kosidin iiretirler (87). Bu toksin, hem polimorfniiklear 16kositler hem de
makrofajlar lizerine sitolitik etkiye sahiptir ve fagositozu engellemek suretiyle

virulense katkida bulunmaktadir (52, 57). Kronik mastitisli hayvanlarin siit ve
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serumlarindaki antilokosidin antikorlar1 ile infekte olmayan hayvanlarinki
kiyaslandiginda aralarindaki farkin 6nemli oldugu saptanmigtir (88).

S. aureus’un hiicre duvari komponentleri de virulense katkida bulunurlar.
Ana komponent olan peptidoglikan, doku tahribati sonucunda kronik-subklinik
vakalarin akut hale ge¢mesine yol acan hipersensitiviteyi geciktirmeye katkida
bulunur (57). ikinci 6nemli komponent olan teikoik asit, in vivo olarak teikuronik
aside doniigebilir. Hiicresel ve humoral immun sistem bu déniisiimiin ardindan
teikuronik asidi tanimlayamazlar (57). Bu durumun polimorfniiklear 16kositlerin
fagositozuna karg1 direnci arttirdids bildirilmigtir (52, 154). Protein A, IgG’nin Fc
kismini baglayarak virulense katkida bulundugu diisiiniilen {igiincti 6nemli hiicre
duvar1 komponentidir. Protein A’nin bu etkisiyle IgG tarafindan S. aureus
opsonizasyonu engellenir (52, 57). Pankey ve ark. (1985) spontone tedavi
oranlarim arttiran ve somatik hiicre sayisinda azalmalara yol agan bir Protein A
agis1 gelistirmisler ve S. aureus virulensinde Protein A’nmin 6nemli bir role sahip
oldugunu bildirmislerdir (117).

S. aureus’un bazi suslan belirli kogullar altinda kapsiil veya pseudokapsiil
(Slime tabakas1) formunda olabilir. Bu olusumlar hiicre duvar1 komponentlerini
kaplayarak, antikorlar ve komplement tarafindan opsonizasyonu inhibe etmekte
ve fagositozu engellemekte gérev alir (107, 154). Son zamanlara kadar tiim S.
aureus izolatlamin % 5’inden az kisminin bir kapsiile sahip oldugu
diigtintilmekteydi. Ancak in vivo iireme oldugunda bir kapsiil veya pseudokapsiil
olusumunun ¢gok daha yiiksek oranlarda sekillendigi bildirilmistir (57).

S. aureus meme i¢i infeksiyonlarinin olugmasinda etkili oldugu konusunda

diigtiniilen virulens faktdrlerin bir digeri ise siiperantijenlerdir. Aragtirmalar,
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sliperantijenlerin hiicresel immun sistem tizerine zararh etkilere sahip oldugunu ve
spesifik immunite igin gerekli olan hiicre populasyonunu seyrelttigini géstermistir
(90). En iyi bilinen siiperantijen Stafilokokal enterotoksin B’dir. Ineklerde meme
i¢i infeksiyonlara neden olan S. gureus’lar arasinda siiperantijenlere sahip olan
izolatlarin iglevlerinin anlagilmasi igin ilave caligmalar yapilmasi gerektigi
bildirilmistir (52).

S. aureus’un sahip oldugu ve virulensle iligkili olan diger iki 6zelligi; B-
laktamaz (penisilinaz) enziminin varlifa ve L-formlarma déniismedir (110). B -
laktamaz S. aureus’un bazi suslarinda bulunan ve B-laktam tipi antibiyotiklere
kars1 B-laktam halkasinin hidrolizine sebep olan bir enzimdir. B-laktamaz enzimi
bir sliriiden digerine degiskenlik goOsterebilir. Bu, inegin kendisinden ve
antibiyotik tedavi aligkanliklarindan kaynaklanan bir durumdur. Bir ¢aligmada, S.
aureus tarafindan penisiline kars1 olusturulan direncin siiriiler arasinda % 0 ile %
60 oranlan arasinda degistigi bildirilmistir (114). S. aureus L-formlarina da neden
olabilir. Hiicre duvart sentezini bozan ve hiicresel biitiinliige zarar veren
antibiyotikler tarafindan yok edilmeyi énlemek amaciyla canli kalma dénemine
bir gecis hareketi olarak S. aureus’un L-formuna doniistiigti diistintilmektedir. L-
formlari uygun kosullar gelistigi durumlarda etkene, infeksiyon giddetini arttirma,
meme bezlerine tutunma ve antibiyotik tedavisine karsi koyma gibi yararlar

saglayabilirler (115).

.. S. aureus bakterisinin sahip oldugu hyaluronidaz, fosfotaz, niikleaz, lipaz,

katalaz, stafilokinaz ve proteaz gibi ¢ok sayida ekstraselliler enzimin de

mastitisin patogenezinde rol oynadiklari1 bildirilmistir. Bu enzimlerin, etkenin
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meme dokusuna penetrasyonuna ve siitte ¢ok sayida ve hizli gekilde iiremesine

katkida bulunduklari tahmin edilmektedir (7, 110, 154).

3.2.4. Klinik Belirtiler

Ineklerde S. aureus mastitisleri genellikle perakut formdan subklinik
forma kadar degisen derecelerde gbzlenebilir. Perakut form ¢ogunlukla dramatik
bir gekilde son bulmasina ragmen, en 6nemli ekonomik kayiplar kronik-subklinik
form tarafindan olugturulur (132).

Perakut form, genellikle buzagilamay: takiben birkag giin igerisinde ortaya
¢ikar ve mortalitesi yiiksektir. 41-42 °C yi bulan bir ates, hizli kalp atis1, anoreksi,
depresyon, rumen hareketlerinde azalma, kaslarda giigsiizliik ve sirt {istii yatma
gibi siddetli sistemik reaksiyonlar gézlenebilir. Sistemik ve lokal reaksiyonlar ani
olarak geligir. Ilk sagimda normal goziiken inek daha sonra birden bire yatabilir
ve koma halinde go6zlenebilir. Etkilenen memeler asin sismis, sert,
dokunuldugunda agnl oldugu ve bundan dolay: topallik gézlendigi bildirilmisgtir.
Memede morarma gelisebilir ve meme ucunda baglayan bu durum daha sonra
meme loblarim1 da kaplayabilir. Etkilenmeyen meme loblari da genellikle sismigtir
ve meme venlerinin trombozu nedeniyle meme loblarinin 6n tarafinda yaygin bir
subkutan 6dem meydana gelebilir. Toksemi sayet erken olusursa genellikie
Sliimle son bulur (3, 20, 132).

Akut mastitisler, genellikle erken laktasyon dénemlerinde meydana gelir.
Memelerin gsiddetli sekilde sigmesi ve siitte irinlerin veya kalin pihtilarin
gériilmesi soz konusudur. Akut form; hayvanlarda ates, anoreksi, depresyon,

zayiflama gibi sistemik bulgularin yam sira hastalikli meme bolgesinin sismesi,

21



agri, 6dem ve sicaklik artig1 gibi yangi semptomlariyla karakterizedir. Agridan
dolay1 tek tarafli topallik goriilebilir. B6yle durumlar yaygin bir fibrozis ve agir
fonksiyon kaybi ile sonuglanir (15).

Bir siiriideki ineklerin yaklagtk % 50’si subklinik mastitis formunda
olmasina ragmen sadece birkag1 yeterli klinik belirtiler gosterdiginden
yetigtiricilerin bdyle vakalar1 gézden kagirma ihtimalleri oldukga fazladir. Kronik-
subklinik formda baslangigta memede ve hayvanin genel durumunda bir bozukluk
fark edilmez. Fakat zamanla birgok vakada siitiin yapisinda degisiklikler meydana
gelir. Ik siitte sulu bir goriiniim veya siitte pitht1 olugumu ile birlikte memelerde
atrofi ve yavas sekilde gelisen sertlesmeler gozlenebilir. Siitteki hiicre miktar
artmistir, ancak indirekt testler veya memelerin palpasyonu diizenli sekilde
yapilmazsa memeler fonksiyonlarim1 kaybedinceye kadar hastalik belirlenemez.
Siit salgis1 giin gectikge azalir ve sonunda memede korelme ve siitiin tamamen

durmasi gézlenebilir (3, 20).

3.2.5. Tam

Mastitislerin teshisinde genellikle klinik tam1 yeterli degildir. Mastitise
neden olan etkenin izolasyonu ve identifikasyonu gereklidir. Mastitisin indirekt
teshisinde rutin olarak kullamlan birgok metot olmasina ragmen, en pratik
uygulama Kaliforniya Mastitis Testi (CMT)’dir (141). CMT yo6niinden pozitif
olan siit Orneklerinden etken izolasyonuna gidilmesi durumunda genellikle
izolasyon orami oldukga yliksektir. Ancak bakteriyel etkenler digindaki bazi
faktdrlerin de somatik hiicre sayisim arttirmasi nedeniyle CMT pozitif siit

Orneklerinden etken iiretilememesi ortaya ¢ikabilir. Etkenin viral olmasi, doguma
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yakin donemlerde epitel dokunun kendini yenilemesi, genel bir enfeksiyon
nedeniyle 1okositozis olusumu ve meme derisi ve kanalinin normal florasinda
bulunan bakteriyel etkenlerin bazi durumlarda mastitis olusturmadan hafif
irritasyonlara sebep olmasi1 gibi faktdrler yamlticic CMT sonuglarimn ortaya
¢ikmasina neden olabilir (11).

CMT ile tespit edilen somatik hiicre sayis1 incelenen hayvanin mastitisli
olmasi yoniinde bir 6n izlenim olusturur. BSyle bir durumdan sonra mastitise
neden olan etkenin identifikasyonu amaciyla laboratuvar tams: gereklidir. Meme
bezi patojenlerinin identifikasyonu amaciyla laboratuvarlarda kullanilan referans
test in vitro Kkiiltiir islemi ve biyokimyasal testler ile identifikasyondur (136).
Ancak, bu teknik ile yapilan identifikasyon zahmetli, zaman alici ve bazen
yetersiz kalmaktadir. izolatlarin {iretilmesi ve identifikasyonu igin en azindan 2-3
giine ihtiyag duyulmasi ve bazi yakin iligkili tiirlerin ayrminda biyokimyasal
identifikasyon testlerinin yetersiz kalmas1 s6z konusudur. Erken tam metotlarinin
gelistirilmesi, daha hizli sekilde uygulanacak dogru antimikrobiyal tedaviye bagli
olarak normal siit yapimina geri d6nily zamaninda azalma ve tedavi oranlarinin
artmasina yardimc1 olabilir. Patojen etkenin identifikasyonu, sadece
antimikrobiyal tedavi amaciyla degil aym zamanda siirii diizeyinde infeksiyonun
izlenmesi ve kontrolii amaciyla da 6nem arz eder (100).

S. aureus mastitislerinin kiiltiir islemi neticesinde identifikasyonlarinin
gergeklestirilebilmesi i¢in, 6ncelikle aseptik sartlar altinda alinan siit rneklerinin
laboratuvarda uygun besi yerlerine ekimlerinin gergeklestirilmesi gerekir. Siitiin
direkt bakteriyoskopisi ile siitte Gram pozitif kok seklindeki mikroorganizmalarin

goriilmesi neticesinde etkenin S. aureus oldugunu sdylemek miimkiin degildir
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(84). S. aureus mastitisinden giiphelenilen inekten alinan siit 6rnekleri, kanl agar
basta olmak iizere farkli besi yerlerine ekilerek aerobik sartlar altinda kolay bir
sekilde etken izolasyonu gergeklestirilebilir. Izolasyon sonucunda S. aureus
stipheli ve mikroskop altinda Gram pozitif {iziim salkimi seklinde koklar halinde
bulunan mikroorganizmalarin, tiir diizeyinde identifikasyonu amaciyla katalaz,
oksidaz, oksidasyon-fermentasyon, mannitol fermentasyonu, DNase, protein A ve
patojen S. aureus’larin identifikasyonunda primer test olarak kabul edilen
koagulaz testinin sonucuna bagli olarak isimlendirilmeleri miimkiindiir (131).
Klinik ve subklinik mastitis vakalarindan elde edilen S. aureus izolatlarinin biiyiik
bir g¢ogunlugu koagulaz pozitiftir. Koagulaz negatif Stafilokoklar meme
dokusunda mikroskobik lezyonlar ve bazi vakalarda siitte 16kosit sayisinda 6nemli
artiglara neden olmalarina ragmen S. aureus kadar patojenik olmayip mindr
patojenler olarak isimlendirilmektedirler (126). S. aureus disinda koagulaz pozitif
Ozellik gosteren Stafilokok tiirleri bulunmasina ragmen, mastitisli siitlerden izole
edilen etkenlerde saptanan koagulaz pozitifligi, bakterinin S. aureus olarak
isimlendirilmesi igin birgok mikrobiyoloji laboratuvar tarafindan yeterli olarak
kabul edilmektedir (56). Bununla birlikte baz1 ¢aligmalarda koagulaz testinin tek
bagina tiir identifikasyonu i¢in yeterli olmayacagi ve S. intermedius ve S. hyicus
gibi tlirlerin S. aureus’tan ayrimi i¢in DNase ve Clumping faktor testlerinin de
yapilmasinin gerekliligi bildirilmistir (178).

In vitro kiiltiir metodunun uygulanmasi esnasinda bazi ticari firmalar
tarafindan hazirlanan StaphTrac, Minitek Gram Positive Set ve API Staph gibi
identifikasyon kitlerinden de faydalanmak miimkiindiir (131). Keza .

aureus’larin teshisi amaciyla sigir mastitislerinden elde edilen siitlerdeki antikor
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titreleri ELISA yOntemiyle saptanmaya c¢aligilmig, ancak antikor titreleriyle
infekte bakteri arasinda iligki kurulmasinda giigliiklerle karsilagilmigtir (23).

In vitro kiiltiir metodunun yukarida belirtilen dezavantajlara sahip olmasi,
patojen etkenlerin identifikasyonunda sensitivite ve spesifitesi yiiksek olan ve gok
daha kisa siirede sonu¢ veren niikleik asit tabanli molekiiller metotlarin
kullanilmasina yol agmigtir (136). Bu amagla polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kullanilarak &zellikle etkenin 16S ve 23S rRNA bdlgelerine spesifik tiire 6zgii
primerler ile S. aureus identifikasyonu gergeklestirilmistir (49, 136). PCR ile gok
sayida numunenin etkene spesifik primerler yardimiyla g¢ok kisa siire igerisinde
identifikasyonunun gergeklestiriimesi miimkiindiir. Aym zamanda PCR
metodunda, kiiltiir islemine gerek kalmadan gergeklestirilen, direkt numuneden
DNA ekstraksiyonu ile dogru bir sekilde etken identifikasyonu yapmak
miimkiindiir (136). Bununla birlikte, son zamanlarda multipleks PCR gibi
yontemler ile birden fazla etkenin aym anda saptanabilmesine imkan tamiyan
metotlar gelistirilmigtir. Son yillarda geligtirilen spesifik PCR ve multipleks PCR
metotlarinin S. gureus ve diger mastitis etkenlerinin identifikasyonu igin in vitro
kiiltlir metoduna alternatif metotlar olarak kullamlabilecegi kanisina varilmgtir

(123).

3.2.6. Sagaltim, Koruma ve Kontrol

S. aureus kaynakl mastitislerin tedavisinde infeksiyonun siddetine gore
meme i¢i veya parenteral yolla farkli antibiyotik uygulamalarn kullamlabilir.
Laktasyon doneminde ortaya ¢ikan akut mastitislerin hizla tedavisine baglanmasi

gerekir. Boyle durumlarda bakteriyolojik inceleme sonuglan beklenmeden uygun

25



genis spektrumlu bir antibiyotik segilerek yiiksek dozlarda tedaviye girisilir. Ilac
uygulamasinin 24 saat araliklar ile li¢ kez tekrar edilmesi sonucunda yiiksek
oranlarda bagar1 saflanabilir. Bununla birlikte laktasyon doéneminde tedavisi
gergeklestirilen mastitis olgularinin tiimiiyle iyilesmesi ¢ok geciktiginden dolay1
kuru déneme gegildikten sonra da sagaltima devam edilmesinde yarar vardir
(157).

Perakut mastitis olgularinda ise gangren6z bir tablonun goriilmesi
durumunda ilk islem olarak memenin tamamen bosaltilmasi gereklidir. Ayrica
hem parenteral hem de meme i¢i antibiyotik uygulamalan ile infekte meme
béliimii ve hayvan kurtarilabilir. Aym1 zamanda toksemiye karg1 antihistaminikler
ve elektrolit sivilar verilmelidir (157). Subklinik S. aureus mastitislerinde ise 24
saat araliklarla {i¢ doz halinde uygulanan meme i¢i antibiyotik preparatlan ile %
30-60 oraninda bagari saglanabilecegi bildirilmistir (157).

Bu hastalifin antibiyotik tedavisi ile kontrol altina alinmasi miimkiin
degildir, sadece infeksiyonun siiresi kisaltilabilir. Sol ve ark. (1997) 10 siirtideki
subklinik S. aureus mastitisli 89 inegin tedaviye cevap verme oranim % 34 olarak
tespit etmiglerdir (149). Pyordld ve Pyorédld (1997) ise Finlandiya’da klinik
mastitis vakalarmin oranmm1 % 36 olarak tespit etmigler ve bunlarin sadece %
39’unun tedaviye yamt verdiklerini ortaya koymuslardir (129). Kuru dénemin ilk
iki haftas1 ve son 7-10 giinii ineklerin infeksiyona yakalanmalar1 agisindan en
duyarli olduklari donemdir. Inekler kuru dénemde eger tedavi edilmezlerse
spontane iyilesme oranlarinin oldukga diisiik oldugu gériilmiistiir (77).

Genel olarak mastitise neden olan tiim etkenlerin tedavisinde uygulanacak

antibiyotiklerin se¢imi olduk¢a 6nem arz eder. Bakterilerin antibiyotiklere karsi
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duyarhilik ve direnglilik durumlar: siirliden siirtiye, bolgeden bélgeye ve iilkeden
iilkeye gore degisebilir. S. aureus mastitislerinin tedavisinde etkili antibiyotigin
se¢imi i¢in yapilacak antibiyogram testleri ile tedavide yiiksek bagar1 elde etmek
miimkiindiir (15). Kuyucuoglu ve ark. (2001) yaptiklan bir ¢aligmada mastitisli
siitlerden izole edilen etkenlerin antibiyotiklere duyarliliklarim saptamig ve S.
aureus izolatlanmin % 82,2 oraminda amoksisilin-klavulanik asite en yiiksek
seviyede duyarli olduklarimi belirlemiglerdir (80).

S. aureus mastitislerinin kontrolii i¢in bes amag¢ gergeklestirilmelidir.
Bunlar; sagim sonrasi memelerin dezenfeksiyonu ile yeni infeksiyonlarin
Onlenmesi, memelerin temizlenmesinde bireysel malzemelerin kullamimi, sagim
tekniginin tam anlamiyla usuliine uygun sekilde gerceklestirilmesi, infekte
memeye sahip hayvanlarin antimikrobiyal tedaviye tabi tutulmasi ve infekte
hayvanlarin ayrilmasidir (26).

S. aureus mastitislerinin kontrolti amaciyla en kolay ve ¢ok daha
ekonomik olan yol olarak uygun sagim prosediirleri ve hijyen kabul edilir (66).
Sagim esnasinda dikkat edilecek temizlik olduk¢a Onemlidir. Suyun az
kullanilmas1 ve sagim Oncesi meme antisepsisi yeni S. aureus infeksiyonlarinin
ortaya ¢cikmasin azaltir (108). Buna ilaveten, safim sonrasi meme antisepsisi de
S. aureus gibi bulasici etkenlerin azaltilmasina katkida bulunmak bakimindan
Onemli bir uygulamadir. Natzke ve ark. (1972) ve Oliver ve Mitchell (1984)’in
bildirdiklerine gore; safimdan sonra devamli antisepsi uygulanan ve kuru
dénemde penisilin-streptomisin tedavisi uygulanan ineklerde major mastitis

patojenlerinde sirastyla % 75 ve % 45 oraninda azalmalar gézlenmigtir (105, 112).
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Sadece sadim sonras1 antisepsi uygulamasinin yeni mastitislerinin olugumunu %
50 oraninda azalttid1 bildirilmistir (108).

Yeni mastitislerin olusumunu azaltmak i¢in bagvurulan bir bagka durum
ise infekte hayvanlarin izolasyonudur. Wilson ve ark. (1995) infekte hayvanlarin
stirliden izolasyonlarinin saglanmasi ile S. aureus prevalansinda % 29,5’ten %
16,3’°e¢ varan bir azalma oldufunu tespit etmislerdir (175). Diger bir kontrol
metodu, gebe ineklerin ve kurudaki ineklerin laktasyon dénemi ve kuru dénemi
iceren donemlerde antibiyotik tedavileridir. Laktasyon dénemi tedavisi ile birlikte
S. aureus bakterin ihtiva eden ag1 uygulamalar neticesinde siitteki somatik hiicre
sayillarinda ml.’de 492,000°den 84,000°c¢ varan bir diisme gozlenmigtir (145).
Laktasyon dénemi meme tedavisi ile birlikte parenteral antibiyotik uygulamalan
sonucunda ise meme loblarinda tedavide bagan oram1 % 51,4, hayvan basina ise %
48 olarak tespit edilmigtir (116). Kuru donem tedavisi yapilan yetiskin ineklerde
yeni mastitislerden % 50-80 oraninda korunma saglandig: bildirilmistir (106).

Son yillardaki biyoteknolojik gelismeler, S. aureus mastitisinin
kontroliinde yeni metotlar1 ortaya koymustur. Kerr ve ark. (2001) farelerde
lysostaphin geninin ekspresyonunu gergeklestirmiglerdir (75). Lysostaphin
Stafilokoklarin hiicre duvarim lize edebilir. Meme igi inokulasyon yolu ile herbir
meme lobuna 10* cfu/50ul oraninda S. aureus ile infekte edilmeye galisilan
farelerde yiiksek seviyelerde salgilanan lysostaphin nedeniyle infeksiyon meydana
gelmedifi g6zlemlenmistir, ancak benzer c¢aligmalar bugiin itibariyle heniiz
sigirlarda rapor edilmemigtir (75). Son yillarda kullamlan molekiiler biyoloji

metotlan da bakterilerin virulensleri ve epidemiyolojileri hakkinda 6nemli bilgiler
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ortaya koyarak siiriilerde spesifik mastitis kontrol stratejilerinin gelistirilmesine
yardimci olmaktadir (130, 183).

Mastitis kontrol programlari, 6zetle mastitislerin insidensini azaltmay:
amaglamaktadir. Bazen kullanilan metotlarin maliyetinin yliksek olmasi, siit
bilesimini ve kalitesini bozmasi ve hatta bazi vakalarda yetersiz kalmas1 gibi
durumlar nedeniyle istenilen sonuglar alinamamaktadir (147). Stafilokokal
mastitislerin kontrolii igin yapilan ag1 ¢aligmalarinda; subklinik ve klinik
mastitislerden izole edilen S. aureus suslar1 kullanilmakta ve gesitli metotlar ile
inaktive edilen bakterin, zayiflatilmig canl1 bakteri, hiicre duvar1 ekstrakti, hiicre
duvar1 Protein A’si, inaktif alfa ve beta toksoidleri ve kapsiiler polisakkaritler
kullanilmaktadir (59). Mastitislerin agilama ile eradikasyonu ve kontrolii daima
ulagilmas1 gii¢ bir hedef olarak goériilmektedir. Agilama ile leptospirozis,
brusellozis gibi hastaliklarin eradikasyonu miimkiin olabilirken, mastitiste yeni
meme i¢i infeksiyonlarin oraninin azaltilmasi, mastitis siddetinin hafifletilmesi ve
sliresinin kisaltilmas: basaril1 bir sonug olarak kabul edilmektedir (177). S. aureus
as1 caligmalarinda, agilanan ve agilanmayan hayvanlarda yeni infeksiyon oraninda
herhangi bir azalma olmadif, ancak asilananlarda uygulanan sagaltimin daha
etkili oldugu ve meme saghg ile ilgili tiim parametreler bir araya getirildiginde
laktasyon doneminde uygulanan agimin etkin bir koruma saglayabilecegi ve
problemli siiriilerde uygulamanin yararh olabilecegi bildirilmistir (109).

Tiirkiye’de Stafilokokal mastitislerin kontrolii ve tedavisi igin yeterli
diizeyde arastrma mevcut degildir. Ulkemizde son yillarda gergeklestirilen
Stafilokokal mastitislere yonelik ag1 ¢aligmalarinda, yeni S. aureus mastitis

oranlarinda azalma, sekillenen mastitislerin hafif siddetli seyretmesi ve mevcut
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infeksiyonlarin kendiliginden iyilesme oranlarinin artmasi ve siit ineklerinin 6 ay
korunabildigi bildirilmigtir (59).

Son yillarda 6zellikle S. aureus mastitisi basta olmak iizere bakteriyel
kaynakli mastitislerin tedavisinde kargilasilan gii¢liikler, antibiyotiklere direngli
suslarin ortaya ¢ikmasi, siit ve siit lirlinlerinde gittikge artan miktarlarda goriilen
antibiyotik kalintilan ve bunlarin yarattifn halk sagligi sorunlari, mastitislerin
kontrol ve tedavisinde yeni strateji ve yOntemlerin gelistirilmesini zorunlu hale
getirmigtir. Bu yeni gelismeler arasinda; mastitise direngli hayvan tiplerinin
gelistirilmesi, meme dokusunun yerel savunma mekanizmalarini uyaran ve
gliclendiren preparatlarin mastitis tedavisinde kullanilmasi, meme dokusu
savunma sistemlerini aktive edici preparatlarin kullammi, karbonhidrat
polimerlerinin mastitislerin tedavisinde kullammi ve yeni nesil antibiyotiklerin

mastitislerin profilaksi ve sagaltiminda kullanilmas: sayilabilir (59, 68).

3.3. STREPTOCOCCUS AGALACTIAE MASTITISLERI
3.3.1. Etiyolojik Ajan

Streptococcus terimi cins olarak ilk defa 1884 yilinda Rosenbach
tarafindan insanlardaki suppuratif lezyonlardan izole edilen zincir geklindeki
koklar igin kullamlmistir. Bergey’s Manual’e gére Streptococcus cinsi, Gram
pozitif koklar grubunda Deinococcaceae familyasina ait bir cins olarak
tammlanmastir (143). ik S. agalactiae izolasyonu ise 1887 yilinda Nocard ve
Mollereau tarafindan sifirlarda mastitise sebep olan etkenler {izerinde yaptiklar
bir ¢alismada gergeklestirilmis ve  “Streptococcus nocardi”  olarak

isimlendirilmigtir. Daha sonralar1 bu isimlendirme S. agalactiae olarak netlik
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kazanmistir (141). Streptokoklarin taksonomisi ile ilgili ayrintili ¢aligmalar;
kiiltiirel, biyokimyasal ve serolojik dzellikler y6niinden farkli simflandirmalarin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Son yillara kadar yaygin olarak kullanilan
siniflandirma, Lancefield tarafindan 1933 yilinda hiicre duvarmmin polisakkarit
yapisindaki farklhiliklara dayanmilarak yapilan ve A’dan V’ye kadar degisen
harflerle adlandirilan serolojik gruplandirma olmustur. S. agalactiae bu
gruplandirma igerisinde Grup B Streptokoklarin (GBS) tek temsilcisi olarak yer
bulmustur (43, 143). Son yillarda Streptococcus tizerine yapilan taksonomik
caligmalarda, bu cinsteki tiirlerin yedi ana grup (Piyojenik, Bovis, Salivarius,
Mutans, Anginosus, Mitis ve Sanguinus) igerisinde simflandinldigi ve 30°dan
fazla Streptococcus tiirtintin bu gruplar icerisinde dagilim gosterdigi bildirilmistir
(146). S. agalactiae Piyojenik Streptokoklar grubuna dahil edilmektedir.
Streptokoklar; Gram pozitif, genellikle yuvarlak veya oval sekilli, caplari 2
um’den kiigiik, hareketsiz, sporsuz, katalaz ve oksidaz negatif ve kapsiillii
bakterilerdir. Anilin boyalan ile iyi boyamrlar.‘ Kiiltiirler eskidikge Gram negatif
gériiniime sahip olabilirler. Yagadiklar ortama bagli olarak 5-6’dan 40-50’ye
kadar degisebilen uzun zincir gekilleri gosterebilirler. Optimum c¢ogalma 1s1
dereceleri 37 °C’dir. Genellikle siv1 besi yerlerinde uzun zincir, kat1 besi
yerlerinde kisa zincir veya diplokok olarak goriiniirler. S. agalactiae adi besi
yerlerinde zayif {iremesine ragmen; kan, kan serumu ve glikoz ile
zenginlestirilmig besi yerlerinde 1-2 mm biiyiikliigiinde S tipi seffaf ve parlak
koloniler olusturur. Bazi suslarda san-turuncu-kirmizi renkte koloni olusumu
gbzlendigi bildirilmigtir (143, 146). Kanhh agarda hemoliz yapar, sivi besi

yerlerinde gelisen zincirler dipte ¢okiintii olugturur. Hem aerobik hem de
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fakiiltatif anaerobik kosullarda iireyebilen Streptokoklar cesitli sekerleri (glikoz,
galaktoz, laktoz, sakkaroz ve maltoz) fermente etme 6zelligine sahiptirler.

S. agalactiae dis etkenlere kars1 fazla dayanikli degildir. Past6rizasyon ile
aktivitesini kaybeder (84). S. agalactiae biyokimyasal ozellikleri yo6niinden
CAMP (Christie Atkins-Munch Petersen) pozitif, eskiilin negatif ve Na-hippurat
pozitif olmasi ile diger Streptokok tiirlerinden ayirt edilmektedir (70). Insan ve
hayvanlardan izole edilen S. agalactiae suglari antijenik ve biyokimyasal
6zellikleriyle birbirinden ayirt edilemezler. Ancak sifir suslar1 laktozu genelde
fermente ederken salisini nadiren fermente etmektedir. Insan suslan ise tam aksine
salisini genelde fermente ederken laktozu nadiren fermente etmektedirler (46).

S. agalactiae hayvanlarda ozellikle sifir, koyun ve kegilerde zorunlu
meme i¢i bir bakteri oldugundan dolay1 kronik kataral mastitis’ten sorumludur.
Ayrica, kdpeklerde solunum sistemi infeksiyonlarindan, kedilerde iiriner sistem
infeksiyonlarindan S. agalactiae izolasyonu yapildiim bildiren arastirmalarin
mevcudiyetinin yam sira domuz, at, tavsan gibi evcil hayvanlarin oral
infeksiyonlarindan ve kertenkele, kumru, balik, kurbaga, fare, deve ve fil gibi
diger egzotik hayvanlardan da izolasyonlarinin gergeklestirildigini bildiren
¢aligmalarda mevcuttur (43).

Insanlardaki S. agalactiae infeksiyonlan GBS infeksiyonlar1 olarak
tammlanmaktadir. Insanlarda GBS’lerin neden oldugu infeksiyonlar yeni
doganlarda ve erigkinlerde g6zlenen infesiyonlar olmak {izere iki kisimda
incelenir. Neonatal erken donem infeksiyonlar1 genellikle pndmoni, sepsis ve
meningitis ile karakterizedir. Neonatal ge¢ donem infeksiyonlar1 ise pyojenik

meningitis ile karakterize ve genellikle 6liimle son bulan infeksiyonlara sebep
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olur. Eriskinlerdeki GBS infeksiyonlar ise daha ¢ok gebe ve dojum yapmis
kadinlarda g6zlenmektedir ve endometritis, iriner sistem infeksiyonlar1 ve
sezeryan operasyonu esnasinda ortaya ¢ikan yara infeksiyonlar ve bunlara bagh
bakteriyemi ve septisemi ile karakterize infeksiyonlar goriilmektedir (46, 179).
Insan ve hayvanlar arasinda goriilen S. agalactiae’lara bagh kros infeksiyonlarin
epidemiyolojik yénden degerlendirildigi Diinya Saghk Orgiiti (WHO)’niin 1981
yilindaki bildirgesinde, bu etkenin neden oldugu infeksiyonlar zoonoz olarak

bildirilmistir (179).

3.3.2. Epidemiyoloji

3.3.2.1. Bulagma

S. agalactiae zorunlu meme i¢i bir bakteri olup sadece meme loblarinda
tireyebilir ve yasayabilir. Ideal sartlar altinda bu etken g¢evrede birkag giinden
fazla canli kalamaz. Bu nedenle infekte meme loblan S. agalactiae’nin tek
kaynag1 olarak tanimlanmigtir. Dolayisiyla siiriiye yeni dahil edilen inekler ve ilk
buzagilarim veren diiveler S. agalactiae ile olusacak yeni infeksiyonlarin primer
kaynaklaridir. Bununla birlikte bu bakteri ile temas eden materyallerde etkenin 1-
20 giin arasinda degisen periyotlarda canh kalabildigi ve bu sekildeki bulasik
materyalin de ineklerde infeksiyon igin 6nemli bir bulagma kaynagi olabilecegi
ileri sitiriilmiigtiir (20, 141).

S. agalactiae mastitislerinin eradikasyonu igin genel dezenfeksiyon
tekniklerinin  uygulanmasimin  gereklilizi anlagildiktan sonra, g¢evresel
kontaminasyonun infeksiyondaki rolii daha net bir sekilde agiklanmistir (20).

Infeksiyon genellikle sagim esnasinda meydana gelir ve hayvandan hayvana
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infeksiyonun bulagmasi en yaygin olarak sagim makinalari, safim yapan kisilerin
elleri, meme kurulama bezleri ve muhtemelen altlik tarafindan olugan
kontaminasyon sonucunda meydana gelir. infekte meme lobuna sahip bir inegin
buzagisi tarafindan emilmesinden sonra bagka bir inegi emmesi sonucu olusan
bulagmalara oldukg¢a sik bir sekilde rastlamilmaktadir. Hi¢ sagilmayan diivelerin
infeksiyona nasil yakalandifini agiklamak zor olsa da, bu durumun muhtemel
infeksiyon kaynagi olan cansiz materyaller ile temas veya infekte siitlerin emme
ile buzagilar tarafindan alinmasiyla olugabilecegi ileri stirtilmiistiir (20).

Oniig ¢iftlikte yapilan genis bir calismada; S. agalactiae’min canli olarak
kalabilecekleri materyaller incelenmis ve % 38 oraninda meme bezlerinde, % 38
siit sagim is¢ilerinin ellerinde, % 20 sagim esnasinda kullamilan bezlerde ve % 22
oraninda hava, kaplar, zemin, digk1 ve ¢esitli ekipmanlarda bulundugu rapor
edilmigtir (141). Memelerdeki yaralarin da S. agalactiae’nin bulagsmasinda 6nemli
bir rol oynadigi bildirilmigtir. 1ki farkli giftlikte yapilan bir arastirmada; meme
yaralar1 bulunan ineklerden % 61 ve % 81 oraminda S. agalactiae izolasyonu
gerceklestirilirken, memede yara bulunmayan ineklerden ise % 15 ve % 17
oranlarinda izolasyon bildirilmistir (141).

Van den Heever ve Erasmus (1980) insanlardan ve sigirlardan elde
ettikleri S. agalactiae izolatlarimi serolojik ve biyokimyasal 6zellikler yoniinden
karsilagtirdiklarinda, insanlardaki bazi infeksiyonlarin sifir  siitlerinden
kaynaklanabilme ihtimalinin s6z konusu oldugunu ileri siirmiiglerdir (166). Brglez
(1981) ise siit sigircilign yapilan 21 ¢iftlikte yaptig1 bir aragtirmada, sigirlarm %
22’sinin S. agalactiae ile infekte olduklarini ve bu ¢iftliklerde galigan 17 isgide de

siirlardan elde edilen izolatlarla benzer serotiplere sahip S. agalactiae izole
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ettigini bildirmistir (27). S. agalactiae mastitislerinin insidensi infekte bir siiriide
inegin laktasyon yagi ile birlikte artar. Dordiincti ve daha yiiksek laktasyon

d6énemlerinde yaklagik olarak % 75 oraninda infeksiyon goriilme riski vardir (18).

3.3.2.2. Tiirkiye’de S. agalactiae Mastitislerinin Goriilme Sikhg

Antibiyotik ile tedavi oncesi S. agalactiae, tiim diinyada kronik
mastitislerin en yaygin rastlamlan etkeni olarak kabul edilmekteydi. Son
zamanlarda ise uygun antibiyotik tedavisinin yaygin sekilde kullamlmasi ve
bakim ve barinak kosullarinin diizeltilmesiyle etkenin eradike edilebilmesi
miimkiin olmakla birlikte, bu uygulamalarin gergeklestirilmedigi bazi siiriilerde
halen S. agalactiae’'min neden oldufu ciddi kronik mastitis vakalariyla
karsilagilmaktadir (70).

Elazig ve civarinda gergeklestirilen bir ¢aliymada, 94 adet mastitisli stit
Orneginde % 10,6 oraninda S. agalactiae izole ve identifiye edilmigtir (103). Arda
ve Istanbulluoglu (1978), devlete ait ii¢ igletmede 1277 sagmal inekten toplanan
siit rneklerini incelemis ve mastitisli oldugu tespit edilen 217 inegin 192’sinden
etken izolasyonu gergeklestirmiglerdir. Etken izole edilen siit rneklerinden ise %
15,6 oraminda S. agalactiae identifikasyonu gerceklestiren aragtirmacilar, bu
etkenin S. aureus’tan sonra en fazla rastlamlan patojen oldugunu bildirmislerdir
(11). Tiiriitoglu ve ark. (1995) Marmara bolgesi ve civarinda gergeklestirdikleri
bir ¢ahismada, 1594 mastitisli inek siitiiniin bakteriyolojik olarak incelenmesi
neticesinde etken izole ettikleri 1126 siit Omeginden % 18,9 oraninda S.
agalactiae identifiye etmiglerdir. Bu sonuglara goére izole edilen etkenlerin

yaklagik olarak % 70’inin S. aureus, S. epidermidis ve S. agalactiae oldugu
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belirtilirken, diger etkenlerin izolasyon oranlarimin % 10’un altinda kaldig1 rapor
edilmigtir (161). Van ve gevresinde 1998 yilinda yapilan bir calismada ise, CMT
pozitif 200 slit Orneginden 162’sinde mikroorganizma izolasyonu
gerceklestirilmis ve izole edilen 256 mikroorganizmadan 92 (% 35,9)’si
Streptococcus sp. olarak identifiye edilmigtir. Streptokok cinsine ait
mikroorganizmalarin lateks aglutinasyon testi ile serotiplendirilmesinde, 92
izolatin 15 (%16,3)’i GBS (S. agalactiae) olarak identifiye edilmistir (58). Yine
iilkemizde son yillarda gergeklestirilen bir ¢alismada, Afyon bolgesindeki klinik
ve subklinik mastitisli ineklerden toplanan siit 6rneklerinden 152’sinde etken
izolasyonu gergeklestirilmis ve izolatlarin 14 (% 9,2)’linlin S. agalactiae oldugu

bildirilmistir (80).

3.3.3. Patogenez ve Virulens

S. agalactiae zorunlu meme igi bir etken olup dokulara yayilma egiliminde
degildir. Siit igerisinde, siit kanal ve sinuslarinda {ireme yetenegine sahip olan S.
agalactiae, yapti§ irritan etkiyle subklinik mastitis olusturur (70). S. agalactiae
mastitislerinde infeksiyon, genellikle kronik S. aureus kaynakl infeksiyonlarda
oldugu gibidir ve siitte yiiksek oranda somatik hiicre artis1 seklinde seyreden bir
tablo gosterir. Etkenin meme igerisine girigini takiben gogalma baglar ve laktiferus
kanallarina invazyon gerceklesir. Meme bezi i¢ine nétrofillerin akimini takiben
sekretér dokularin atrofisi ve meme ucu kanallarimin tikanmasiyla sonuglanan
yangisal bir reaksiyon olugur. Yangi ve buna bagli olugan cevabin ilk faziyla
birlikte orta derecede sistemik bir reaksiyon da meydana gelir. Kanal ve

bosluklarin yangisinin ¢6ziinmeye baglamasiyla epitelyal dokularin dokiilmeleri
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sonucunda siitte piht1 olusumu gézlenir. Meme bezindeki tahribat, ¢ogu zaman
stitte gerceklesen degisiklikler saptanmadan Once meydana gelir (132).
Irritasyonun artmasiyla yangi siddetlenir bunun sonucunda da salgi yapan
dokunun yerinde yara dokusu meydana gelir. Bu suretle de memede atrofi ve siitte
azalma gozlenir. Bu lezyonlardan dolay: siitiin indirilmesinin ve memenin sagimla
tam bosaltilmasinin engellenmesiyle mastitisin siireklilik arz eden bir durum
gostermesi kaginilmaz olur (15).

S. agalactiae mastitisleri baglangigta yavag ve gizli seyreder. Klinik olarak
saptanabilecek bozukluklara sebep olmazlar. Ancak memede siitiin toplanmasi
yangimin siddetlenmesine yol agar. Kuru dénem S. agalactiae mastitislerinin
olusmasi i¢in genellikle uygun degildir. Bu etkenden kaynaklanan mastitisler
siklikla laktasyon doneminde ve Ozellikle yeni sagilan ineklerde gozlenir.
Streptokoklar bazen memenin tiim loblarina birden yerlegebilir. Meme dokusunda
olusan patolojik degisimlerle siitteki bakteri sayis1 arasinda bir baglant1 vardir.
Besi yerlerinde tireyen kolonilerin az olmasi, infeksiyonun heniiz yerlesmedigini
veya siitlin meme derisindeki etkenlerle kontamine oldugunu gdsterir (69).

S. agalactiae tarafindan olusturulan mastitislerde meme dokusuna
invazyonunun ardindan oncelikle etken laktiferus kanallarinda hizla gogalir ve
kanal duvarlan i¢inden gecerek lenfatik damarlar ve list meme lenf nodiillerine
ulagir. Bunun sonucunda siit kanallan igerisine nétrofil akim gergeklesir. Duktal
ve asiner epitelyum hiicrelerinin yikimlanmasi ve bag dokusu artis1 sonucu olugan
fibrosis buna eslik eder. Bu durum etkilenen meme lobundaki kanallarin 16kositler
ve yikimlanma ftirlinleri ile tikanmasina ve asinilerde involusyona neden olur.

Interalveolar dokuda fibrosis gekillenmesi siit salginin azalmasiyla sonuglanr.
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Yangisal reaksiyonlar genellikle etkilenen meme loblariin meme ucu
duvarlarinda gozlenir. Ineklerin sadece kiigiik bir oraminda infeksiyon hizla
ortadan kaybolmasina karsin baz1 hayvanlarda immunite geligir (20, 37, 131).

S. agalactiae kapsiiler polisakkaritleri (CPS) de igeren bir¢ok potansiyel
virulens faktdre sahiptir. Bunlar; C proteinleri, hemolizin, hyaluronidaz enzimi,
C5a peptidaz, fibronektin ve laminin baglayici proteinler, CAMP faktor B olarak
tanimlanmistir (61, 179). Epidemiyolojik ve deneysel verilere dayamldiginda
kapsiil S. agalactiae’larin en 6nemli virulens faktorii olarak kabul edilmektedir.
Diger potansiyel virulens faktdrler hakkinda ¢ok daha az bilgi mevcuttur. S.
agalactiae’larn kapsiilii; glikoz, galaktoz, N-asetilglikozamin, hyaluronik asit ve
sialik asit (N-asetilnoraminik asit) gibi yliksek molekiil agirlikli polimerlerden
olugsmaktadir. CPS, yapisindaki N-asetil ndraminik asit sayesinde bakteriyi
fagositozdan korumakta ve komplementin C3b fakt6riiniin hiicre ylizeyine
baglanmasim inhibe ederek alternatif yoldan aktivasyonunu engellemektedir (79,
91). Bu kisim sialidaz enzimi ile muamele edilerek kopartildiginda etkenin in vivo
ortamlarda virulensini 6nemli derecede yitirdigi ve opsonizasyon ve fagositozdan
etkilendigi bildirilmistir (172).

Mastitisli sigir izolatlarinda hiicre duvar1 yapisinda bulunan lipoteikoik
asitin meme epitelyumuna adhezyon kabiliyetini arttirdig: bilinmektedir (96, 151).
Lipoteikoik asit, bakterinin okaryotik hiicrelere tutunmasina aracilik ederek ve
monositlerden yangisal sitokinlerin salgilanmasim saglayarak bakterinin
patogenezinde 6nemli bir rol oynar (96).

Insanlardan elde edilen S. agalactiae izolatlarinda hemolizinlerin rolii

erken donemde invazyon ile iligkilendirilmesine ragmen, sigir izolatlar1 tarafindan
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salgilanan hemolizinlerin rolii simdiye kadar anlagilamamigtir (151). S.
agalactiae’lann identifikasyonunda yaygin olarak kullanilan CAMP fenomeni ilk
olarak 1944 yilinda Christie ve ark. tarafindan tamimlanmig, daha sonra bu
fenomene neden olan faktoriin 25 kDa’luk ¢fb geni tarafindan kodlanan
ekstraseliiler bir protein oldufu ortaya konulmugtur (72, 158). CAMP fakt6riin
hemolitik aktiviteyi inhibe etmek gibi yardimci hemolizis gorevi vardir (146).
CAMP faktor S. gureus’un olusturdugu bir beta hemolizin olan sfingomyelinaz ile
muamele edilen eritrositlerin membranim1 eritme yetenegine sahiptir (28).
Bernheimer ve ark. (1979) CAMP faktor iizerine yaptiklarn bir galismada, bu
faktériin membranlar1 pargalamaya neden oldugunu ortaya koyan ilk
arastirmacilardir (19). Bu galismanin sonuglar ile CAMP faktériin Streptokokal
mastitisin patogenezinde 6nemli rol oynadif1 ortaya konulmus ve bu faktoriin
molekiiler yapisinin daha net bir sekilde agiklanmasina 6nemli derecelerde katki
saglanmistir (125). Insan ve hayvan orjinli S. agalactiae’lar CAMP pozitif olarak
kabul edilir ve bu test S. agalactiae’nin identifikasyonunda belirleyici olarak
kullamlir (125). Hemolizis etkisine yardimci olma roliiniin yaninda CAMP
faktorii, IgG ve IgM’nin Fc kisimlarimi nonspesifik bir reaksiyon ile baglama
kapasitesine sahiptir (73).

S. agalactiae tarafindan olugturulan infeksiyonlarin patogenezinde
hyalorunidazin rolii hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Hyaluronidaz enzimi 4y/B
geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu enzim, dokularda N-asetil-B-D-glikozamin ve
D-glukoronik asit arasindaki glikozid baglarim eriterek ortamin gegirgenligini ve
viskozitesini arttirmakta, bdylece bakterinin doku iginde kolayca yayilmasim

saglamaktadir (67, 85). Hyaluronidaz enziminin sifir ve koyunlarda meme
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epitelyumunun biitlinliigiinli bozarak bakterinin meme dokusunda yayilmasina ve
toksik etkilerini gdsterebilmesine olanak saglamak suretiyle etkenin virulensine
katkida bulundufu ileri stirtilmektedir (67, 146). Sifir izolatlarinda diger
tiirlerdeki izolatlara oranla hyaluronidaz {iretimi oldukc¢a yiiksektir. Yiiksek
miktarda hyaluronidaz {ireten suslarin daha fazla virulent olduklari bildirilmigtir
(180).

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, S. agalactiae igin oksidatif stres
aleyhine 6nemli bir rol oynamasindan dolay1 etkenin sonucta hem canli kalmasi
hem de virulensinde etkin bir rol oynayan fakt6r olarak belirlenmigtir (146).
Farelerde olusturulan deneysel infeksiyonlarda SOD negatif mutant suglarda
makrofajlar tarafindan gerceklestirilen bakteriyel 6liime kars1 duyarlihifin arttig
saptanmugtir (127).

S. agalactiae, infeksiyon siirecinde konak¢inin birbirinden farkli savunma
mekanizmalan ile karsilagir. Ancak etken bu bariyerleri salgiladif1 bazi enzim ve
toksinler ile agabilme yetenegine sahiptirr DNase enzimi, yangisal irinin
viskozitesini olusturan deoksiriboniikleoproteinleri depolimerize ederek ortami
akici hale getirmek suretiyle virulense katkida bulunan bir enzim olarak
tammlanmugtir (43). Streptokinaz veya fibrinolizin ise plazminojenin plazmine
doniisiimiinii katalize eden proteolitik bir enzimdir. Lezyonlarn periferinde fibrin
bariyerinin olusumunu da inhibe etmektedir. Olusan plazmin kazeinolitik bir
enzim olmasindan dolay: siitte bakterinin lireyebilme yetenegine katkida bulunur
(43).

Son yillarda S. agalactiae virulensiyle iligkili oldugu diisiiniilen ve g¢esitli

hiicresel yiizey protein antijenlerini (C protein, Rib protein, R protein, X protein),
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birgok baglayici proteinleri (IgA, IgG, Fibrinojen, Fibronektin, Laktoferrin, B2-
Mikroglobulin, Laminin ve Cytokeratin 8), komplement faktoriinii inaktive eden
C5a peptidaz ve pyrojenik toksinlerini iceren birgok faktoriin varlii ortaya
konulmustur. Bunlarin virulensteki 6nemleri ile ilgili molekiiler ve fonksiyonel
diizeyde aydinlatic1 bilgi veren ¢aligmalar yogun bir sekilde devam etmektedir

(125, 179).

3.3.4. Klinik Belirtiler

S. agalactiae, siit ineklerinde belirsiz olarak baglayan ve zamanla kronik
hale gegen, memelerin kor olmasina sebep olabilen ¢ok bulagici meme
infeksiyonlarina neden olur. Etkenin meme dokusuna yerlesmesi ile yangi yavas
yavas baglar. Ozellikle reinfeksiyonlar oldukga hafif seyreder. Klinik belirtilerin
seyrine gbre hastalik perakut, akut ve kronik olarak simiflandinlir (69). Perakut
seyirde; beden sicaklig1 yiikselir, istahsizlik, durgunluk gibi genel semptomlar
g6zlenir. Meme dokusundaki yangi pek dikkati ¢ekmez. Akut formda ise genel
durum fazla degisiklik g6stermez, ancak meme bezlerindeki yangi oldukga
siddetlidir. Kizariklik, sigkinlik ve duyarlilik goriliir. Kroniklesen olaylarda ise
meme dokusundaki yangi daha hafif olmakla birlikte zamanla fibroz sertlikler
olugabilir ve bunlar palpasyonla hissedilebilir. Memelerde kismi atrofilere de
rastlamlabilir. Akut ve kronik mastitislerde siitiin fiziksel ve kimyasal yapisinda
degisiklikler gozlenebilir. Siitlin sulanmasi, renginin degismesi, igerisinde
fibrinlerin bulunmasi bu degisikliklerin baglicalaridir. Bunlarin yam sira siit
miktarinin O6nemli Ol¢lide azalmasi da goézlenebilir. S. agalactiae mastitisleri

klinik olarak ¢ogunlukla bir veya iki meme lobunda gézlense de ii¢ veya dort lobu
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kapsayan olaylar da az degildir. Zamaninda tedavi gérmeyen hayvanlarda siklikla
E. coli ve S. aureus gibi bakteriler sekonder infeksiyon olarak hastalifa istirak
ederler. Bu durumda infeksiyon daha da siddetlenir ve sagaltimi zorlasir (69, 84).
Deneysel olarak meydana getirilen infeksiyonlarda oncelikle ani bir akut
mastitis atag1 g6zlenir. Genellikle diigiik siddetli bir infeksiyon tarzinda sekillenen
bu durum stirekli olmayan bir ates ile beraber gozlenir. Dogal vakalarda ise ates
bir veya iki giin boyunca siireklilik gosterir ve genellikle ilk infeksiyon
baglamasiyla sekillenir. Ancak memelerin yangs: siireklilik gosteririr ve sonradan
meydana gelen ataklarda orta derecede akut bir infeksiyon gozlenir. Infeksiyonun
siddetine gére simiflandirmasi yapilacak olursa, hayvanda yiiksek ates ve yemden
kesilme gibi sistemik durumlarin ortaya ¢ikmasinda infeksiyon perakut olarak,
memelerde siddetli bir yangi gézlenmesi fakat herhangi bir sistemik reaksiyona
rastlamlmamas:1 durumunda akut ve orta dereceli bir yangi durumunda ise
infeksiyon kronik olarak isimlendirilir. En son verilen 6rnekte, memede sigme
azdir, ancak agn ve sicaklik artigt gozlenir. Baz1 durumlarda sadece siitte pihti
gOriintimii gozlenebilir. Memenin alt kisimlarinda ve sisternlerdeki sertlesme ¢ok
kolay sekilde hissedilebilir ve hastaligin gelisme asamasina gore degisik
derecelerde meydana gelir. Etkilenen memelerin siit verimi belirgin derecede
azalmugtir, ancak erken miidahale edilen ve tam olarak sagaltilan durumlarda siit
verimi normale dondiiriilebilir (20). Tedavi gergeklestirilmeyen durumlarda dahi
siitiin goriiniimiinde anormallik saptanmamas: ile karsilagilabilir. Ancak siit
verimi belirgin derecelerde azalmaya devam eder ve reinfeksiyon durumlarinda

stitteki azalma artabilir (20).
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3.3.5. Tam

S. agalactiae kaynakh mastitislerin klinik tams1 S. aureus mastitislerinde
oldugu gibi genellikle yeterli degildir. Klinik olarak infeksiyonun saptanmas igin
periyodik olarak uygulanmasi gereken indirekt testlerden faydalaniimaktadir.
Saha sartlarinda bu testlerden pratikte en fazla kullamlam CMT’dir. Ozellikle
subklinik olarak seyreden infeksiyonlari saptamak amaciyla, memenin klinik
olarak incelenmesinin ardindan alinan siit numunelerinin CMT ile muamele
edilmesi neticesinde pozitif sonuglar veren Srneklerden laboratuvar kosullarinda
etken izolasyonu ve identifikasyonu gerceklestirmek gereklidir. Laboratuvara
getirilen siitlerde bakteriyoskopi sonucunda tipik uzun zincirler halinde
gbzlemlenen bakteriler Steptokok siipheli olarak degerlendirilir (69). Ancak
etiyolojik etkenin net olarak saptanmasi igin in vitro Xkiiltir isleminin
gergeklestirilmesi zorunludur. S. agalactiae kanli agar gibi adi besi yerlerinde
zayif iireme gosteren bir bakteridir. Kan, kan serumu, glikoz ilave edilmis besi
yerlerinde daha iyi bir lireme gosterebilen Streptokoklar igin Edwards Medium,
Todd Hewitt Broth, Islam Agar gibi birgok spesifik besi yeri ticari olarak elde
edilebilir. Aym zamanda saf kiiltiirler elde etmek igin besi yerlerine belirli
oranlarda kristal viyole, sodyum azid ve kanamisin gibi baz1 selektif maddeler
eklenerek izolasyon sansinin arttirilabilecegi bildirilmistir (37).

Siit Orneklerinin laboratuvarda uygun besi yerlerine ekilerek 37 °C’de
inkubasyona birakilmalarim1 miiteakip 24-48 saat icerisinde kiigiik, S tipli seffaf
ve hemoliz yapan koloniler Streptokok siipheli olarak ayrilmalidirlar. Ancak, S.

agalactiae morfolojik yapis1 ve kiiltiirel ozellikleri ile diger Streptokok
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tirlerinden ayirt edilemez. Kesin aynim igin CAMP testi bagta olmak tizere
eskulin, sodyum hippurat, basitrasin duyarlilik, % 6,5 Sodyum kloriirlii ortamda
tireme gibi testlerin gergeklestirilmesi gerekir (131).

Streptokoklarin identifikasyonunu kolaylagtirmak amaciyla, uygulanan
biyokimyasal identifikasyon testlerinin hepsini bir defada gerg¢eklestirmeyi
saglayacak API 20 Strep ve Rapid Strep adi verilen ticari identifikasyon kitleri de
mevcuttur. Fakat bu kitlerin kullanimi ile laboratuvar identifikasyonunun
gerceklestirilmesi ciddi bir maliyet gerektirmektedir (131). Bununla birlikte,
kiiltlir isleminin ardindan izolatlarin S. agalactiae olarak identifikasyonu igin
gerceklestirilecek testlerin  zahmetli ve uzun zaman alici olmasi nedeniyle
alternatif teshis metotlarinin kullanilmasi gerekliligi ortaya konulmustur (2, 98).
Keza, S. agalactiae’nin diger Streptokoklardan ayrimu ig¢in  kullamlan
biyokimyasal identifikasyon testlerinin tlim “agalactiae” olan tiirler agisindan
sabit reaksiyonlar vermemesi nedeniyle etkenin izolasyonu ve biyokimyasal
identifikasyonuna alternatif metotlar kullanilmasinin gerekliligi 6n plana ¢ikmigtir
(42). Baz1 aragtirmacilar tarafindan in vitro Kkiiltiir metoduna alternatif olarak
lateks aglutinasyon testi kullamlmustir (37, 43). Ancak kros reaksiyonlarin ortaya
cikmasi veya tiplendirilemeyen suglarin bulunmasi serotiplendirmede siklikla
kargilagilan bir dezavantajdir (42).

S. agalactiae’nin  tamsinda kullamlan konvansiyonel metotlarin
yetersizligi, hizli ve giivenilir identifikasyon amaciyla molekiiler metotlarin
kullanilmaya baslanmasindan sonra bir sorun olmaktan ¢ikmugtir. PCR ve buna
bagimli molekiiler analizlerin ¢ok daha stabil karakter tagiyan gen bolgelerinin

tespit edilmesine olanak saglamasi ile etkenin kesin bir gekilde identifikasyonu
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gergeklestirilebilmektedir (136). Ozellikle S. agalactiae’mn identifikasyonunda
belirleyici biyokimyasal test olarak kabul edilen CAMP testi bile tiim S.
agalactiae’larda fenotipik olarak pozitif bulunmayabilmektedir. Ancak bu faktorii
kodlayan gene (cfb) spesifik olarak yapilan PCR islemi neticesinde fenotipik
olarak CAMP negatif bulunan S. agalactiae izolatlarinin cfb genine sahip
olduklar1 ortaya konmugstur (61, 62). Bunun yam sira S. agalactiae igin, etkenin
izole edilmesine gerek kalmadan direkt siitten identifikasyonunun yapilmasina
olanak saflayan DNA ekstraksiyon metotlarinin gelistirilmesiyle ¢ok sayida
numunenin kisa slirede identifikasyonuna imkan saglayacak hizl, duyarli ve
giivenilir PCR uygulamalarinin kullanimi son yillarda giderek artmaktadir (92,

98).

3.3.6. Sagaltim, Keruma ve Kontrol

Sigir mastitisi i¢in antimikrobiyal ilaglarin koruyucu ve tedavi edici
etkinligi; etiyolojik ajan, ilaglarin tam ve uygun kullamm, siirtideki bakimin
uygunlugu, hijyenik tedbirler ve hastalifin safhas1 ile iligkili birgok faktore
bagimlidir. Subklinik mastislerin tedavisine baglanmasi i¢in ila¢ se¢iminde ilacin
giivenilirlidi, maliyeti, kalinti1 birakma potansiyeli, dagilm ozellikleri ve
sensitivite verileri géz 6niinde bulundurmahdir (74, 162). S. agalactiae genellikle
ticari olarak elde edilebilen preparatlarin kullanilmas: ile meme igi tedaviye kars:
duyarhlik gosterir (162). S. agalactiae mastitislerinin meme i¢i infuzyon iirtinleri
ile tedavisinin; infeksiyonlarin yiiksek oranda eliminasyonu ile sonuglandifi, az
miktarda kalinti olusturdugu ve maliyet bakimindan diisiik oldugu tespit

edilmigtir. S. agalactiae prevalans1 yiiksek olan siiriilerde bu tip {irlinlerin

45



kullanimi sonucunda hem klinik hem de subklinik vakalarda siit vasitasiyla
bakteriyel yayilmanin durdugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, klinik vakalarin
tedavisi esnasinda tam bir kontrol programi uygulanmazsa siirli prevalansinda
etkili gekilde azalmalarin saptanamayacag rapor edilmigtir (121).

Birgok ¢alismada S. agalactiae’ya kars1 gesitli antimikrobiyal ajanlarin in
vitro aktiviteleri izlenmigtir. Yapilan bir arastirmada, alti farkli bélgeden elde
edilen 39 S. agalactiae sugunun tamami penisilinlere karg1 duyarli bulunurken,
linkomisin ve eritromisine kargt % 95, tetrasiklinlere karsi % 75 oraninda
duyarlilik tespit edilmigtir. Streptomisin ve spektinomisine karsi ise
duyarliliklarinin ¢ok daha az oldugu bildirilmistir (29). Tiirkiye’de subklinik
mastitis vakalarindan izole edilen etkenlerin duyarli oldugu antibiyotiklerin tespit
edilmesine yonelik olarak yapilan bir ¢alismada ise; S. agalactiae izolatlarinin %
85 oraminda  amoksisilin-klavulanik  asit ve  ampisilin-sulbaktam
kombinasyonlarina kargi duyarli oldugu, danofloksasin ve enrofloksasine kargi
duyarhiliklarimin yaklagik olarak % 70-80 arasinda bulundugu ve penisiline kars:
ise etkenin % 57,1 oraminda duyarli oldugu tespit edilmistir (80). I vitro olarak
gerceklestiren duyarlilik testleri in vivo ortam hakkinda tahmin edici denemeler
olarak gozlenseler de etkenlerin in vivo olarak gerceklestirecekleri davranislar
farklilik g6sterebilir. Bu ylizden antibiyotiklerin meme igerisinde kullammu ile
elde edilecek bilgilerin degerlendirilmesi daha ¢ok Onem tagir (74). Craven
(1987), S. agalactiae mastitislerinde penisilin tedavisini takiben bakteriyolojik
sagaltim oranlarindaki basariy1 % 84 olarak tespit etmistir (34). Tyler (1992) ise
hem laktasyon tedavisi hem de kuru dénem tedavisi sonucunda % 90°1n lizerinde

bagarili sonug elde edildigini bildirmistir (162).
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Keefe (1997)’ye gore, 1970-80’lerde S. agalactiae mastitisleri igin
g6zlemlenen siirii i¢i prevalanstaki yiikseklik giiniimiizde daha diisiik seviyelerde
saptanmaktadir (74). Almanya’nmin bir bolgesinde S. agalactiae’nin tamamiyle
eradikasyonunu gerceklestiren ¢aligmalar bildirilmigtir (78). Boyle bir durum
Isvigre’deki siitgiiliik isletmelerinde de bagarilmigtir (30). Son yillarda S.
agalactiae infeksiyonlarinda azalma gézlenmesine ragmen etken iyi bakim sartlan
uygulanmayan siiriilerde halen ©6nemini korumaktadir. Bu duruma etkenin
epidemiyolojik iligkileri ile ilgili yeterli aragtirma yapilmamus tilkelerde daha fazla
rastlanilmaktadr.

Bir siiriideki S. agalactiae prevalans: ile iligkili pek ¢ok faktér mevcuttur.
Bunlardan en Onemlileri, sagim sonrasi memelere dezenfeksiyon igleminin
uygulanmamasi, kuru dénem tedavisinin gergeklestirilmemesi veya ilag
secimindeki bagarisizlik sayilabilir. Siirii biiyiikligii, hayvanlarin temizligi ve
ahirlarin hijyeni de bu faktorler arasinda sayilabilir. S. agalactiae infeksiyonlari
antibiyotiklerle tedaviyi takiben uygulanan iyi hijyenik prosediirler ile daha hizli
sekilde elimine edilebilir. Ancak infekte sigirlar arasinda tedaviye cevap
vermeyenlerin belirlenememesi ve siiriiden izole edilmemeleri infeksiyon igin
bulagma kaynafi olarak bulunmalarina neden olur. Siiriilerde meme
dezenfeksiyonu ve diger hijyenik prosediirlerin uygulanmamasi sonucunda etken
infekte olmayan ineklere kolaylikla bulagabilir (53). Genelde subklinik mastitis
Ozelde ise S. agalactiae igin uygulanacak iyi bir siirli bakim ve hijyen programa,
stiriilerde infeksiyonun kontrolii agisindan etkilidir. Béyle programlar ekonomik

agidan degerlendirilecek oldugunda; somatik hiicre sayisi, klinik hastaliklarin
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insidensi ve siirli icerisindeki infeksiyon prevalansindaki degisiklikler
hesaplandiginda g¢ok uygun ve etkili programlar olarak saptanmiglardir (74).
Bugiine kadar Streptokokal mastitislere yonelik yapilan ag1 ¢aligmalarinda
Stafilokokal ve Koliform mastitislere yonelik yapilan as1 ¢aligmalarina gére daha
bagarisiz sonuglar alindif: bildirilmistir (134). Ancak, S. agalactiae X proteini ile
yapilan ag1 geligtirme g¢aligmasinda, bu proteinin opsonik karakterdeki antikor

sentezini uyarmasi sonucunda imit verici sonuglar elde edilmistir (177).

3.4.S. AUREUS ve S. AGALACTIAE’nn GENOTiPLENDIRILMESI
Epidemiyolojik arastirmalarin temel amaci mikroorganizmalarin kaynak,
rezervuar ve yayillma yollanm belirleyerek kontrol énlemleri gelistirmektir. Bu
nedenle infeksiyon olgularindan izole edilen ayni cins veya tiirden olan etkenlerin
birbirinin aym olup olmadiklarinin belirlenmesi yani alt tiplendirmenin yapilmasi
gereklidir. Eger infeksiyonun tek bir susun yayillimi sonucunda gergeklestigi
gosterilebilirse, bu susun belirli bir kaynag: oldugu veya infekte canlilar arasinda
capraz olarak bulagtif1 diislintilmelidir (111). Genel anlamda ele alinacak olursa
alt tiplendirme, infeksiyon epidemilerinin, ¢apraz yayllmin bulunup
bulunmadigimin, infeksiyon kaynaklarimin, o6zellikle virulant suglarn
tammlanmasinda ve asilama programlannin izlenmesinde biiyilk Onem
tagimaktadir (111, 124). Infeksiyon olgularindan izole edilen etkenlerin
tiplendirilmesi, sadece etkin safaltima yo6nelik ve koruyucu Onlemlerin
alinmasinda degil, ayn1 zamanda bunlara y6nelik eradikasyon planlarinin kisa

slirede hazirlanmasi bakimindan da oldukg¢a Snemlidir (12).
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Tiplendirme yontemleri, fenotiplendirme ve genotiplendirme olmak iizere
iki ana baslik altinda toplanabilir. 19. yilizyilin baglarindan 20. ylizyilin ortalarina
kadar, bugiin bilinen patojen bakterilerin ¢ofu tammlanmis ve bunlarin
identifikasyonunda belirleyici olacak fenotipik ozellikler ortaya konmugtur.
1980°li y1llara kadar infeksiyon olusturan bakterilerin cins, tiir, biyotip, serotip, faj
tipi yada bakteriyosin tipi diizeyinde tam saglayan ve antimikrobiyal maddelere
duyarliliklarim  belirlemeye dayanan oOzellikleri fenotipik  yontemlerle
incelenmigtir. Fenotipik yOntemler genetik Ozellikleri yansitir ve genellikle
spesifiktir. Belirli bir fenotipik 6zellik patojen bir etkende ender olarak
bulunuyorsa tek bagina bu etkenin yayilma yolu hakkinda fikir verebilir. Ancak
her zaman goriilebilen fenotipik 6zelliklere sahip olan etkenler s6z konusu ise alt
tiplendirme yapilmalidir. Alt tiplendirme ig¢in sikhkla kullamlan fenotipik
yontemler arasinda; antimikrobiyal maddelere duyarlilik (antibiyogram),
biyotiplendirme, bakteriyosin ve faj tiplendirmesi, serotiplendirme, etkenlerin
cesitli  Ozelliklerinin  (morfolojik, toksin, flagella, kapsil vs.) tespiti,
immunoblotting ve multilokus enzim elektroforezi (MLEE) gibi protein
elektroforezleri sayilabilir (12, 111, 155).

Ozellikle son yillarda gittikge Onem kazanan genetik karakterlerin
belirlenmesine yonelik (genotipik) metotlarin gelistirilmesiyle es zamanl olarak,
fenotipik 6zelliklere dayali tiplendirme metotlarimn duyarliliginin az oldugu ve
bircok dezavantajlarinin bulundugu belirlenmistir. Bunlar; etkenlerin antijenik
yapisinin degisken olmasi nedeniyle sonuglarda kargilagilan tutarsizhiklar,
antibiyotiklere direng mekanizmalariin tedavide kullamilan antibiyotikler

nedeniyle degiskenlik gostermesi, fenotipik Ozelliklerin her zaman eksprese
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olmayan genlerde kodlanabilmesi, ticari olarak bulunmayan bazi ayraglara
gereksinim duyulmasi ve bir tiir i¢indeki her bir susu ayirt etmeye yeterli
farkhliklarin bulunmayis1 olarak ifade edilebilir. Omegin suslarn antibiyotik
tedavisi esnasinda direng plazmidi kazanmalari veya kaybetmeleri antimikrobiyal
maddelere duyarliliklarina bakilarak tiplendirmeye bir engel teskil edebilir. Keza
etkenin heniiz bakteriyofaj reseptorii sentezlememis olmasi1 faj tiplendirme ile
tiplendirilmesini engelleyici bir faktordiir (39, 124). Ayrica fenotipik metotlar i
giicti fazlalips bakimindan zahmetli, zaman alic1, hatali gruplama yapma ihtimali
yiiksek, ¢ogunlukla iireme kosullari, tireme fazi ve mutasyona bagli olarak
degisken sonuglarin alinmas: muhtemel yontemlerdir (41).

Genotiplendirme yontemleri fenotiplendirmeye gore; tekrarlanabilirlik,
tiplendirilebilirlik ve ayiric1 gii¢ yoniinden daha iistlindiir. Tekrarlanabilirlik
belirli bir susla yinelenen y6ntemin, aym sonucu verebilme yetenegi olarak
tanimlanir (160). Genotiplendirme yéntemlerinin gelistirilmesiyle infeksiyonlarin
epidemiyolojisinin agiklanmasinda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu metotlar
ile, tiir iginde degisken ancak suglarda stabil olan belirli genetik gostergeler
kullanilarak, epidemiyolojik olarak iligkili aym tlir i¢indeki izolatlarin genetik
olarak da iligkili olup olmadiklarnn arastirilmaktadir. Molekiiler tiplendirme
yontemleri; infeksiyonlarin kaynagi ve yayilma yollar1 hakkinda hipotezlerin test
edilmesi, infekte hayvanlarin epidemiyolojik olarak birbiri ile olan iligkilerinin
belirlenmesi, antibiyotik tedavisinin etkinliginin belirlenmesi, antibiyotik
direncinden sorumlu genler hedef alinarak yapilan tiplendirme ile direngli suslarin
tammu veya yayginliklarinin belirlenmesi, populasyondaki epidemik suslarin

zaman i¢indeki prevalansini izleyerek epidemiyolojik olarak koruma ve kontrol
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yontemlerinin degerlendirilmesi, virulensten sorumlu genlerin belirlenmesi ve
bunlar tagiyan suslarin populasyon igindeki yayginliklarimin ortaya konulmasi
gibi amaglara ulagmada yardimer olur (12, 41, 163).

Genotipik metotlar; plazmid tiplendirilmesi, tek bir gen bolgesinin
tiplendirilmesi, tiim genomun tiplendirilmesi ve DNA sekans analizi ana bagliklan
altinda toplanabilir (160). Molekiiler epidemiyolojik yaklasimlarin tlimiinde “altin
standart” olarak kabul edilen optimal tiplendirilebilirlik, yiiksek tekrarlanabilirlik,
yeterli stabilite ve yiiksek ayngtrma giicii gibi 6zellikler bakterilere yonelik
calismalarda mutlaka dikkate alinmalidir. Bunlarin yam sira yontemin ¢ok pahali
ve komplike olmamasi, sonuglarin kolay yorumlanabilmesi ve hatta laboratuvarlar
aras1 kargilagtirilabilir olmas: tercih sebepleri arasindadir (12, 164). Calisilacak
populasyonun lokalizasyonu, biiyiikltigii, sehir, ilke veya diinya capinda bir
degerlendirme yapiliyor olmasi, segilecek molekiiler tiplendirme yo&ntemlerini
dogrudan etkilemektedir. Ornegin, belirli bir bdlgedeki S. aureus’a neden olan
kaynag1 ortaya ¢ikarmak igin RAPD gibi basit bir metot kullanilabilirken, bir ilke
capinda uygulama esnasinda, epidemiyolojik iligkileri ortaya koymak agisindan
PFGE veya multilokus sekans tiplendirmesi (MLST) gibi yliksek tekrarlanabilirlik
kapasitesine sahip ve ortak sonu¢ yorumuna olanak saglayan veri tabanlar
olugturulmus sistemlerin kullanilmas: gerekmektedir (160).

Son zamanlarda, S. aureus ve S. agalactiae’min epidemiyolojik tiplerinin
ortaya konmasinda bir takim molekiiler tekniklere bagvurulmugtur. Bunda daha
onceleri siklikla bagvurulan konvansiyonel metotlarin, genellikle Stafilokoklar ve
Streptokoklar i¢in diisiik bir tiplendirme ve ayrim kapasitesine sahip olmalari ve

atipik biyokimyasal reaksiyonlar géstermeleri 6nemli rol oynamistir (42, 93, 95,
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160). Bu nedenle c¢esitli iilkelerde, daha etkili mastitis kontrol programlan
gelistirmek amaciyla, sifir mastitis vakalarindan izole edilen S. aqureus ve S.
agalactiae suslan arasindaki epidemiyolojik iligkilerin ortaya konmasina yonelik
caligmalar yapilmis ve umut verici sonuglar elde edilmigtir (14, 45, 82, 93, 99,
119, 152). S. aureus ve S. agalactiae izolatlarimn tiplendirilmesinde kullanilmig
olan bu metotlar; tiplendirme kabiliyeti, iiretkenlik, aynm giicii, yorumlama
kolaylig1 ve kullanim kolayligi bakimindan farklilik gosterirler (160). S. aureus ve
S. agalactige izolatlarinin tiplendirilmesinde; PFGE, ribotiplendirme, MLST,
amplified fragment length polymorphism, (AFLP), plazmid profil analizi,
kromozomal DNA’nin restriksiyon enzim analizi (REA), farkli virulens gen
bolgelerinin RFLP analizi ve RAPD gibi molekiiler tiplendirme teknikleri etkili
bir sekilde kullamimaktadir (10, 16, 36, 47, 71, 93, 160, 165).

PCR tabanh tiplendirme metotlarindan RFLP ve RAPD analizleri hem S.
aureus hem de S. agalactiae’nin alt tiplerinin ortaya konulmasinda en sik
kullanilan metotlardir. Ciinkii bu metotlar diger molekiiler tiplendirme metotlarina
gére daha kisa zamanda sonug¢ verir ve uygulama kolaylifn bakimindan daha

basittir (160).

RFLP metodu, farkli suglarnin DNA’larmin PCR ile amplifikasyonunu
miiteakip restriksiyon enzimleriyle muamele edilmesi ve agaroz jelde
elektroforeze tabi tutularak bant goriintimlerindeki farklhiliklarin ortaya
konulmasim1 amaglayan bir metot olarak kargimiza ¢ikar (12). Yani bilinen bir gen
dizisinin amplifiye edilmesi ve restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesini igerir.

RFLP metodu, uygulanmasi ve yorumlanmasi kolay olan, yaklasik bir giin gibi bir
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stirede sonug veren bir metot olarak birgok mikroorganizmanin ayrimina imkan

vermigtir (111, 164).

S. aureus i¢in 16S-23S rRNA, protein A (spa), koagulaz (coa) gibi birgcok
farkli gen bolgesi amplifiye edilerek RFLP analizine tabi tutulmugslardir. Ancak
bunlar arasinda en sik olarak RFLP analizine tabi tutulan gen bélgesi coa genini
kodlayan bolge olmustur (1, 56, 65, 82). Ciinkii coa gen bdlgesinin RFLP analizi
ile, patojenik S. aureus izolatlarmin identifikasyonu igin klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlar tarafindan virulens ile iligkili en 6nemli fenotipik marker olarak
kullamlan koagulaz tiretimi varligimn bu gene spesifik PCR ile ortaya konulmas:
ve gendeki polimorfizmlerin tespiti gergeklestirilir (1, 56, 65). S. agalactiae igin
ise RFLP analizinin kullanimi daha az olmasina ragmen 16S rRNA’y1 ve Insertion
Sekans (IS) 1381°i kodlayan gen bélgeleri i¢in bu analiz gerceklestirilmigtir (2,
81, 159). S. agalactiae igin virulensle iligkili oldugu diisiiniilen CAMP-faktor
(¢fb) geni, Hyaluronidase (hy/B) geni, Laminin binding protein (Imb) ve CSa
peptidase (scpB) genini kodlayan bolgelerin sadece PCR amplifikasyonlar
gerceklestirilmistir (181). Bu gen bolgelerinden Bernheimer ve ark. (1979)
tarafindan purifiye edilerek tamimlanan CAMP proteinini kodlayan cfb geni,
Podbielski ve ark. (1994) tarafindan sekanslanmugtir (19, 125). S. agalactiae’mn
viriilensle iligkili 6nemli bir gen bolgesi olarak tanimlanan c¢fb genini hedef alan

birgok aragtirma gergeklestirilmigtir (45, 61, 62, 99).

PCR tabanli tiplendirme metotlarindan bir digeri olan RAPD teknigi, bir
susun veya tiiriin molekiiler analizinin gerceklestirilmesinde ¢ok genel bir metot
olarak ifade edilebilir. Epidemiyoloji, molekiiler genetik, mikrobiyal ekoloji,

molekiiler evolusyon, taksonomi gibi alanlarda giderek artan bir uygulama alam
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bulan kullanmigh ve duyarh bir metottur (168, 171, 174). RAPD yéntemi ilk kez
Williams ve ark. (174) ve Welsh-McClelland (171) ikilisinin yaptig1 ¢caligmalarda
kullanilmig ve arbitrary primed-PCR (AP-PCR) olarak adlandirilmigtir. Metodun
temeli, bakteriyel genom bolgelerinin amplifikasyonunu baglatmak igin
kromozomal DNA dizilerine diigiik hibridizasyon 1silarinda etkin bir affinite ile
baglanan 9-10 baz uzunlugunda kisa ve rasgele segilmis primer dizilerinin
kullanilmasina dayanir. Daha agik bir ifade ile tamimlanacak olursa, sadece bir tek
secilmis primer kullanarak (hedef DNA dizisine herhangi bir homologlugu
bilinmeyen primerler) hedef DNA’min rasgele amplifiye edilen dizilerini
gOstermeyi amaglayan bir yontemdir (171, 174). Bakteriyel tiirlerin farkli suslari
i¢in, rasgele gogaltilan primer bolgelerinin gesitliligi; lokalizasyon ve sayilari
bakimindan agaroz jel elektroforezde yiiriitiildikkten sonra yorumlanir. Bant
goriiniimlerindeki fakliliklar en iyi sekilde ortaya koyan RAPD primer dizilerinin
secilmesine dikkat edilmelidir. Amplifikasyonun diigiik primer hibridizasyon
isisinda (ortalama 36-45°C’de ve > 2 mM MgCly) gergeklestirilmesi ve

primerlerin en azindan % 40 G+C oranina sahip olmasi RAPD alt tiplendirmesi

i¢in gerekli olan kosullardir (174).

RAPD yéntemiyle yapilan bircok c¢alismada bakteriyel sus ve tiir
cesitliliginin ortaya konuldugu tespit edilmistir. Bu metodun avantajlar hedef dizi
hakkinda &nceden herhangi bir bilgiye gereksinim duyulmamasi, ortalama 10
bazlik kisa ve tek bir primerin kullamlmasi ve olusan amplikonlarin
restriksiyonuna gerek duyulmamasi olarak siralanabilir. Boyle 6zellikler RAPD
yonteminin, DNA’ya dayali alt tiplendirme metotlarinin muhtemelen en basiti

olarak kabul edilmesine yol agmustir (111). Buna ragmen yine de standardize
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edilmesi ile ilgili kiiciik dezavantajlar1 vardir. Ayrica bu metodun iiretkenlik
kapasitesi de diigtiktiir. Ciinkii primerler herhangi spesifik bir bolgeye kars1 direkt
Ozgli degillerdir. Bu iiretkenlik kapasitesinin diigilikliigiiniin baglica nedeni primer
ve hedef bolge arasindaki hibridizasyon eksikliginden kaynaklanir. Sonug olarak
RAPD amplifikasyon yontemi bant gériiniimlerinde gesitlilide yol agan baglanma
wsisindaki degisikliklere agin gekilde duyarlidir ve rasgele segilen primerlerin
kullanimi, optimal reaksiyon sartlarinin herbiri ve ayraglar (MgCl, gibi) teknigin
standardizasyonunun zorlagmasina yol agar ve laboratuvarlar aras1i ve iginde
tekrarlanabilirlik kapasitesinin diistikliigti gibi dezavantajlan mevcuttur (111,

118).
3.5. AMAC

Bu ¢aligmada;

a) Elazig ili ve civarindaki sigir populasyonlarinda yapilan mastitis taramalari
neticesinde CMT ile pozitif sonug veren siit drneklerinden Staphylococcus sp.
izolasyonu ve S. aureus’un 23S rRNA genine spesifik PCR ile identifikasyonu,

b) S. aureus olarak identifiye edilen izolatlarda koagulaz (coa) geninin
varhiginin PCR ile aragtirilmasi,

c) Coa geni ybniinden pozitif S. aureus izolatlarinin PCR-RFLP ve RAPD
yontemleri ile tiplendirilmesi,

d) Tiirkiye’nin dogu ve giineydogusunu kapsayan genis bir cografik alandaki
siit ineklerinden toplanan ve CMT neticesinde pozitif sonu¢ veren siit
numunelerinden Streptococcus sp. izolasyonu ve S. agalactiae’min 16S rRNA

genine spesifik PCR ile identifikasyonu,
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e) S. agalactiae olarak identifiye edilen izolatlarda CAMP (cfb) geninin
varlifinin PCR ile aragtinlmasi,
f) Cfb geni yoéniinden pozitif S. agalactiae izolatlarimn PCR-RFLP ve RAPD

yOntemleri ile tiplendirilmesi amaglandi.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. SUT NUMUNELERININ TOPLANMASI

S. aureus taramasi igin Mart 2002 ve Nisan 2003 tarihleri arasinda Elazig
ili ve civarim kapsayan bir cografik bdlgedeki siit inekleri CMT ile incelendi. Siit
Ornekleri, 100 farkh kiiciik aile igletmesindeki (kapasiteleri 5-10 inek arasinda
degisen) subklinik mastitis stipheli (CMT ile +, ++, +++ reaksiyon veren) rasgele
se¢ilen toplam 700 inekten temin edildi.

S. agalactiae taramasi igin ise, Mart 2002 ve Eyliil 2003 tarihleri arasinda
Tirkiye’nin dogu ve giineydogusundaki illeri kapsayan 5 farkli yerlesim
birimindeki (A:Elazig-Merkez, B: Sivas-Cetinkaya, C: Malatya-Dilek, D:
Iskenderun-Arsuz, E: Sanhurfa-Ceylanpinar) siit ineklerinin CMT ile incelenmesi
sonucunda rasgele segilmis toplam 820 inege ait subklinik mastitis giipheli (CMT
ile +, ++, +++ reaksiyon veren) siit numuneleri kullanild.

Siit Ornekleri meme loblarindan aseptik kosullar altinda steril tiipler
icerisine yaklagik 10 ml kadar alindi. Ornekler toplanirken tiim hijyenik tedbirlere
uyuldu ve rutin bakteriyolojik incelemeler i¢in uygun sartlar altinda (+4 °C’de)

kisa siire i¢erisinde laboratuvara ulagtirildi.

4.2. S. AUREUS 1ZOLASYONU ve IDENTIFIKASYONU

4.2.1. Kiiltiir Yontemiyle Staphylococcus sp. izolasyonu ve identifikasyonu
Toplanan 700 adet siit numunesi % 7 defibrine koyun kam ilave edilmis

kanl agara (Merck) inokule edilerek aerobik kosullarda 37 °C’de 24-48 saat

inkubasyona tabi tutuldu. Ureme meydana gelen besi yerlerindeki kolonilere
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primer identifikasyon testleri_(Gram boyama, katalaz, oksidaz, oksidasyon -
fermentasyon testi) uygulandi. Bu testlere gore katalaz pozitif, oksidaz negatif ve
oksidasyon-fermentasyon testinde fermentatif reaksiyon goésteren ve Gram
boyama sonucunda mikroskopta Gram pozitif {iziim salkimi goriiniimiindeki
koklar Staphylococcus sp. olarak identifiye edildi. Bu izolatlarin tiimii Tryptic Soy
Agar (TSA, Difco) besi yerine gegilerek saflastirildi ve molekiiler agamalarda
kullanilmak iizere % 15 gliserol igeren Tryptone Soya Broth (TSB, Oxoid) besi

yerine aktarilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

4.2.2. PCR ile S. aureus identifikasyonu

4.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Staphylococcus sp. izolatlarimin PCR ile tiir bazinda identifikasyonu
amaciyla 8ncelikle giipheli izolatlardan DNA ekstraksiyonu iglemi gergeklestirildi.
Uygun bir DNA ekstraksiyon metodunun tespiti amaciyla iki farkli yontem test
edildi. ilk metotta stipheli izolatlarin TSB’de hazirlanan kiiltiirlerinin herbirinden
Eppendorf tiipler icerisine 300 pl alindi. Egit miktarda zirconium boncuklar: (0,1
mm zirconia/silica beads; Biospect Products, Bartlesville, OK, US) ilave
edildikten sonra Mini Bead Beater (Biospect Products, Bartlesville, OK, US)
cihazinda 5000 rpm’de 3 kez st {iste 45 sn vortekslendi. Kisa bir santrifiij
islemini takiben klasik fenol-kloroform ekstraksiyonu ile siipheli izolatlardan
DNA elde edildi.

Diger metotta ise, DNA ekstraksiyonundan dnce her bir izolatin TSA besi
yerinde pasaj islemi gergeklestirildi. DNA ekstraksiyonu amaciyla, Montanaro ve

ark. (1999) kullandifi metot modifiye edilerek uygulandi (101). Taze kati
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kiiltiirden alinan birkag koloni steril bir Eppendorf tiipiiniin igerisinde 45 pl steril
distile su ile silispanse edildi. Bu siispansiyonun iizerine 5 pl Lysostaphin
soliisyonu (Sigma, 100 pg / ml) eklendi ve karnisim 37 °C’de 20 dk inkube edildi.
Daha sonra karisima 5 ul Proteinase K (Sigma, 100 pg / ml) ve 150 ul 0,1 M
Tris/HCI, pH 7,5 (Sigma) ilave edildi. Siispansiyon, vortekslendikten sonra 20 dk
daha inkubasyona tabi tutuldu. Son olarak Ornekler Proteinase K’min
inaktivasyonu igin 100 °C’de 10 dk kaynatmayi takiben sogutulduktan sonra
PCR’de hedef DNA olarak kullamldi.

Bu iki metottan ¢ok daha kisa zamanda sonug veren ve uygulanmas: daha

kolay olan ikinci metot tiim izolatlarin DNA ekstraksiyonunda tercih edildi.

4.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Toplam 50 pl ’lik hacimde hazirlanan PCR kangimma 5 pl 10x PCR
buffer, 5 ul 25 mM MgCl,, deoksiniikleotitlerin her birinden 250 uM, 1.25 U Taq
DNA Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), Riffon ve ark. (2001) tarafindan
bildirilen ve etkenin 23S rRNA geninden tiiretilen primer ¢iftinin (Tablo 3) her
birinden 50 pmol ve 25 ng template DNA ilave edildi (136). PCR reaksiyonlar
PCR-Sprint thermalcycler (Thermo Hybaid, Ingiltere) cihazinda gergeklestirildi.
PCR amplifikasyonunda 94 °C’de 2 dk 6n denaturasyon agsamasim takiben, toplam
35 PCR siklusu 94 °C’de 45 sn denaturasyon, 64 °C’de 1 dk hibridizasyon ve 72
°C’de 2 dk sentez olarak gergeklestirildi. Son sikliisii miiteakip 72 °C’de 10 dk
ekstra sentez islemi yapildi. Amplifiye edilen PCR iiriinleri % 1,5°luk agaroz jelde
elektroforez iglemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30

dk siireyle boyandi ve Ultra Viole (UV) transilluminatérde incelenerek sonuglar
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gézlemlendi. Olusan bantlarin molekiiler agirhgini saptamak amaciyla 100 bp ’lik
DNA ladder (MBI, Fermentas SM 0321) kullanildi. PCR f{iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi neticesinde olusan 1318 bp molekiiler uzunlugundaki bantlar S.
aureus gostergesi olarak kabul edildi. Tiim PCR uygulamalarinda pozitif kontrol
olarak Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir
kolleksiyonundan temin edilen referens S. aureus susu ve negatif kontrol olarak

distile su kullamldi.

4.3. S. AUREUS’UN MOLEKULER TiPLENDIRILMESI
4.3.1. Koagulaz (coa) Geninin PCR Amplifikasyonu (coa-PCR) ‘

Tiir spesifik PCR ile S. aureus ’a ait oldugu belirlenen DNA &rneklerinde
koagulaz geninin varligim1 aragtirmak amaciyla Goh ve ark.(1992) tarafindan
bildirilen bir ¢ift spesifik primer (Tablo 3) kullanilarak PCR islemi gerceklestirildi
(56). PCR kangmm 4.2.2.2°de bildirilen yogunluklarda hazirlandiktan sonra
amplifikasyon iglemi; 95 °C’de 2 dk 6n denaturasyon asamasim takiben, toplam
30 siklus 95 °C’de 30 sn denaturasyon, 58 °C’de 2 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 2
dk sentez olarak gerceklestirildi. Son siklustan sonra 72 °C’de 10 dk ekstra sentez

islemi uygulandi.

4.3.2. Koagulaz (coa) Geninin RFLP Analizi (coa-RFLP)

Elektroforez islemini miiteakip coa geni yoniinden pozitif oldugu
belirlenen PCR iiriinleri restriksiyon iglemine tabi tutuldu. A/ul (MBI, Fermentas,
10U/ul) ve Hin6l (MBI, Fermentas, 10U/ul) restriksiyon enzimleriyle ayn ayn

kesimleri gergeklestirilmek amaciyla 12,5 pl PCR iiriinii igin, 0.2 pl restriksiyon
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enzimi ve 1,5 pl 10x restriksiyon buffer katilarak hacim steril distile su ile 20
ul’ye tamamlandiktan sonra 37 °C’de 2 saatlik inkubasyon islemi uyguland:.
Restriksiyona maruz birakilan tirtinler % 2°’lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutuldu. Ethidium bromide ile boyamay:r takiben olusan profiller UV

transilluminatdrde analiz edildi ve Polaroid GelCam ile fotografland..

4.3.3. S. aureus RAPD Analizi

S. aureus izolatlarimin RAPD analizinde 6ncelikli olarak primer se¢imi igin
rasgele segilen beg izolatn DNA’s1 kullanilarak alt1 farkli primer (Primer 786,
797, 798, OPS 11, OPB 17 ve OPB 18) ile deneme gergeklestirildi. Bu primerler
arasindan en iyi sonu¢ veren iki primer, coa-PCR’da pozitif sonug¢ veren
izolatlarin RAPD analizinde kullanilda.

Primer 786 (119) ve OPS 11 (93) primerleri (Tablo 3) kullanilarak
sirastyla her bir primerden 25 pmol ve 50 pmol olmak tizere 7 pl 10x PCR buffer,
8 ul 25 mM MgCl,, deoksiniikleotitlerin her birinden 250 uM, 1.25 U Taqg DNA
Polymerase enzimi (MBI, Fermentas) ve 25 ng template DNA ilave edilerek
hazirlanan PCR karisimi, 94 °C’de 3 dk 6n denaturasyon agsamasini takiben, 94
°C’de 1 dk denaturasyon, 37 °C’de 1 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 2 dk sentez
olmak iizere toplam 45 sikliis amplifikasyona tabi tutuldu. Son olarak 72 °C’de 5
dk ekstra sentez islemi uygulandi. Elektroforez isleminden sonra ethidium
bromide ile boyamayr miiteakip sonuglar UV transilluminatér altinda
fotograflanarak analiz edildi.

S. aureus igin uygulanan RFLP ve RAPD reaksiyonlar1 farkli zamanlarda

iki kez tekrar edildi ve sonuglar iki bagimsiz aragtiric1 tarafindan yorumlandi.
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4.4. S. AGALACTIAE 1ZOLASYONU ve IDENTIFIKASYONU
4.4.1. Kiiltiir Yontemiyle Streptococcus sp. izolasyonu ve Identifikasyonu
Toplanan siit numuneleri % 7 defibrine koyun kam ilave edilmis kanli
agara (Merck) ve streptokoklar i¢in selektif bir ortam olan % 7 defibrine koyun
kam ilave edilmis Edwards Medium Modified besi yerine (Oxoid) inokule
edilerek acrobik sartlarda 37 °C’de 48-72 saat inkubasyona tabi tutuldu. Ureme
meydana gelen besi yerlerindeki kolonilere primer identifikasyon testleri (Gram
boyama, katalaz, oksidaz, oksidasyon - fermentasyon testi) uygulandi. Bu testlere
gbre katalaz negatif, oksidaz negatif ve oksidasyon-fermentasyon testinde
fermentatif reaksiyon gosteren ve Gram boyama sonucunda mikroskopta Gram
pozitif zincir gériintimiindeki koklar Streptococcus sp. olarak identifiye edildi. Bu
izolatlarmn tiimii TSA (Difco) besi yerine gegilerek saflagtirildi ve molekiiler
asamalarda kullamlmak {izere % 15 gliserol igeren TSB (Oxoid) besi yerine

aktarilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

4.4.2.PCRile S. agalactiae identifikasyonu

4.4.2.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in, Abdulmawjood ve Lammler (1999)’in kullandig
metot modifiye edilerek uygulandi (2). Kat1 kiiltiirden bir kag koloni alinarak 100
ul Tris-EDTA buffer (TE 1x Buffer, Promega) igerisinde siispanse edildikten
sonra 10 pl Mutanolysin soliisyonu (Sigma, SU/ pl) ile muamele edildi ve
siispansiyon 37 °C’de 60 dk inkube edildi. Daha sonra siispansiyona 5 pl
proteinase K (Sigma, 25mg/ml) ilave edildi. Siispansiyon, vortekslendikten sonra

120 dk daha inkubasyona tabi tutuldu ve son olarak ornekler proteinase K’min
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inaktivasyonu igin 100 °C’de 10 dk kaynatmay: takiben kisa bir santrifiij

isleminden sonra sogutulup PCR ’de hedef DNA olarak kullanildi.

4.4.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PCR karnigimmna 5 ul 10x PCR
buffer, 5 pl 25 mM MgCl,, deoksiniikleotitlerin her birinden 250 uM, 1.25 U Taq
DNA Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), Riffon ve ark. (2001) tarafindan
bildirilen ve etkenin 16S rRNA geninden tiiretilen Sag 432 ve Sag 1018 primer
ciftinin (Tablo 4) her birinden 50 pmol ve 25 ng template DNA ilave edildi (136).
PCR reaksiyonlar1 PCR-Sprint thermalcycler (Thermo Hybaid, Ingiltere)
cihazinda gergeklestirildi. PCR amplifikasyonunda 94 °C’de 2 dk 6n denaturasyon
asamasin takiben, toplam 35 PCR sikliisti 94 °C’de 45 sn denaturasyon, 65 °C’de
1 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 2 dk sentez olarak gergeklestirildi. Son sikliisii
miiteakip 72 °C’de 10 dk ekstra sentez islemi yapildi. Amplifiye edilen PCR
iiriinleri % 1,5°luk agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra
ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk siireyle boyandi ve UV transilluminat6rde
incelenerek sonuglar gozlemlendi. Olusan bantlarin molekiiler agirlifini saptamak
amaciyla 100 bp ’lik DNA ladder (MBI, Fermentas SM 0321) kullanildi. PCR
tiriinlerinin jel elektroforezi neticesinde olusan 586 bp molekiiler uzunlugundaki

bantlar S. agalactiae gbstergesi olarak kabul edildi.
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4.5. S. AGALACTIAE’NIN MOLEKULER TiPLENDIRILMESI]
4.5.1. CAMP-Faktor (cfb) Geninin PCR Amplifikasyonu (cfb-PCR)

Tiir spesifik PCR ile S. agalactiae ’ya ait oldugu belirlenen DNA
Orneklerinde ¢fb geninin varlifim aragtirmak amaciyla Podbielski ve ark. (1994)
tarafindan bildirilen bir ¢ift spesifik primer (Tablo 4) kullanilarak PCR iglemi
gerceklestirildi  (125). PCR kangimi 4.4.2.2’de bildirilen yogunluklarda
hazirlandiktan sonra amplifikasyon islemi; 93 °C’de 1,5 dk denaturasyon, 58
°C’de 1,5 dk hibridizasyon ve 72 °C’de 1,5 dk sentez olmak iizere toplam 30
siklus halinde gergeklestirildi. Amplifiye edilen PCR iiriinleri % 1,5’luk agaroz
jelde elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile
30 dk siireyle boyandi ve UV transilluminatérde incelenerek sonuglar
gézlemlendi. Olusan bantlarin molekiiler agirligim saptamak amaciyla 100 bp’lik
DNA ladder (MBI, Fermentas SM 0321) kullamldi. PCR iiriinlerinin jel
elektroforezi neticesinde 1026 bp molekiiler uzunlugundaki bantlar ¢fb geninin
gostergesi olarak kabul edildi. Tiim PCR uygulamalarinda pozitif kontrol olarak
referens S. agalactiae susu (American Type Culture Collection, ATCC 13813) ve

negatif kontrol olarak distile su kullamldi.

4.5.2. CAMP-Faktir (cfb) Geninin RFLP Analizi (c/b-RFLP)

Elektroforez islemini miiteakip c¢fb geni y6niinden, 1026 bp molekiiler
uzunlugundaki bantlarin goriilmesiyle, pozitif oldugu belirlenen PCR firiinleri
restriksiyon iglemine tabi tutuldu. A/ul (MBI, Fermentas, 10U/ul) ve Tsp5091
(Biolabs, 10U/pl) restriksiyon enzimleriyle ayr1 ayr kesimleri ger¢eklestirilmek

amaciyla 12,5 pul PCR firilinii i¢in, 0.2 pl restriksiyon enzimi ve 1,5 pl 10X
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restriksiyon buffer katilarak hacim steril distile su ile 20 pl’ye tamamlandiktan
sonra Alul i¢in 37 °C’de 2 saatlik ve Tsp5091 igin 65 °C’de 1 saatlik inkubasyon
islemi uygulandi. Restriksiyona maruz birakilan tiriinler % 2’lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutuldu. Ethidium bromide ile boyamay: takiben olusan profiller

UV transilluminatdrde analiz edildi ve Polaroid GelCam ile fotograflandi.

4.5.3. S. agalactiae RAPD Analizi

¢fb-PCR ile pozitif sonu¢ veren DNA o6rnekleri 10 bazlik OPB 18 (93)
primeri (Tablo 4) ile RAPD analizine tabi tutuldu. S. agalactiae izolatlarinin
RAPD analizinde oncelikli olarak primer se¢imi igin rasgele segilen bes izolatin
DNA'’s1 kullanilarak alt1 farkli primer (Primer 786, 797, 798, OPS 11, OPB 17 ve
OPB 18) ile deneme gergeklestirildi. Bu primerler arasindan en iyi sonug veren
OPB 18 primeri tiim izolatlarin RAPD analizinde kullamldi.

Toplam 50 pl’lik hacimde hazirlanan PCR karnigimmna 7 ul 10x PCR
buffer, 8 ul 25 mM MgCl,, deoksiniikleotitlerin her birinden 250 uM, 1.25 U Taq
DNA Polymerase enzimi (MBI, Fermentas), 50 pmol primer ve 25 ng template
DNA ilave edildi. PCR amplifikasyonu; 94 °C’de 30 sn denaturasyon, 35 °C’de 30
sn hibridizasyon ve 72 °C’de 1 dk sentez olmak iizere toplam 45 siklus
gerceklestirildi. Son olarak 72 °C’de 5 dk bir ekstra sentez islemi uygulandi.
Elektroforez isleminden sonra ethidium bromide ile boyamay1 miiteakip sonuglar
UV transilluminatér altinda fotograflanarak analiz edildi.

S. agalactiae igin uygulanan RFLP ve RAPD reaksiyonlar1 farkl
zamanlarda iki kez tekrar edildi ve sonuglar iki bagimsiz aragtirici tarafindan

yorumlanda.
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4.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Farkli yerlesim yerlerinden elde edilen Streptococcus sp. ve S. agalactiae
izolasyon ve identifikasyon oranlari arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
onemliligini ortaya koymak amaciyla % testi kullamldi. P< 0,05 bulunan olasilik

degerleri istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4.7. KULTUR VE PCR ASAMALARINDA KULLANILAN AYIRACLAR

4.7.1. Kiiltiir ile Izolasyon ve identifikasyonda Kullamlan Ayiraglar

Kaliforniya Mastitis Test (CMT) Ayiraci

Anyonik deterjan (By-prox) 100 ml
Bromocreasol purple (1/300) 50 ml
Distile Su 900 ml

0,17 g Bromocreasol purple tartildiktan sonra 50 ml distile su igerisinde
eritildi. Uzerine 100 ml anyonik deterjan ve 900 ml distile su ilave edilip iyice

karistinldiktan sonra pH 6,8’e ayarlanarak kullanildi.

Kanh Agar (Blood Agar Base), (Merck, Darmstadt, Germany)

Nutrient Substrate 20g
Sodium Chloride 5g
Agar 15g

40 g kanh agar 1 L distile su igerisinde eritilip, 121 °C’de 15-20 dk
otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine % 7 steril
koyun kani ilave edildi. Dikkatli bir sekilde karigtinlip steril petri kutularina 15-20

ml taksim edildi.
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Tryptic Soy Agar (TSA), (Difco, Detroit Michigan, US)

Bacto-Tryptone (Pancreatic Digest of Casein) 15¢g
Bacto-Soytone (Papaic Digest of Soybean Meal) 5g
Sodium Chloride 5¢

Bacto-Agar 15¢g
40 g TSA besi yeri 1 L distile su igerisinde eritilip, 121 °C’de 15-20 dk
otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra dikkatli bir gekilde

kangtirilip steril petri kutularina 15-20 ml taksim edildi.

Tryptone Soya Broth (TSB), (Oxoid, London, England)

Pancreatic digest of casein 17¢g
Papaic digest of soybean meal 3g
Sodium chloride S5g
Dibasic potassium phosphate 25¢g
Glucose 25¢g

30 g TSB besi yeri 1 L distile su igerisinde eritildikten sonra bakterilerin
daha uzun siire canli kalabilmeleri i¢in % 15 oraninda gliserol ilave edildi ve 121

°C’de 15-20 dk otoklavlandi. Steril tiipler igerisine 10°ar ml dagitildi.
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Edwards Medium (Modified)-(Oxoid, London, England)

Lab-Lemco Powder (Oxoid L.-29) 10 g
Peptone 10g
Aesculin lg
Sodium Chloride S5g
Crystal Violet 0,0013 g
Thallous sulphate 033¢g
Agar 15¢

41 g Edwards besi yeri 1 L distile su igerisinde eritilip, 121 °C’de 15-20 dk
otoklavlandi. Besi yeri 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine % 7 steril
koyun kan ilave edildi. Dikkatli bir gekilde karigtirilip steril petri kutularina 15-20

ml taksim edildi.

Katalaz Test Ayiraci

% 3’likk Hidrojen peroksit (H,O) kullamldi. Gram boyama sonucunda
Gram pozitif kok goriiniimiindeki izolatlarin TSA’da iiretilen saf ve taze
kiiltiirlerinden bir koloni alinarak temiz bir lam tizerinde ezildi. % 3’lik H,O,
soliisyonundan bir damla lam {izerindeki koloniye damlatildi. Reaksiyon
sonucunda gaz Kabarciklarinin gériilmesi katalaz pozitif, kabarcik goriilmemesi

ise katalaz negatif olarak degerlendirildi.
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Oksidaz Test Ayraci

% 0,5°lik N,N,N',N'-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride
kullamildi. Staphylococcus sp. ve Streptococcus sp. olarak siiphelenilen izolatlar
Micrococcus sp.’lerden ayirmak igin oksidaz testi uygulandi. Oksidaz test
ayrracindan bir 6ze dolusu alimip siipheli izolatlarin kolonilerine damlatildi.
Reaksiyon sonucunda ayiracin mor rengini almayan koloniler oksidaz negatif
olarak degerlendirildi ve Staphylococcus sp. ve Streptococcus sp. siipheli olarak

aynld.

Oksidasyon-Fermentasyon (O/F) Testi Besi Yeri (Hugh and Leifson’s Medium)

Peptone 2g
Sodium Chloride 5g
Dibasic Potassium Phosphate 1,5g
Agar 3g
Distile Su 1000 ml
% 0,2 Bromthymol blue 15 ml

Besi yeri bromthymol blue katilmadan 6nce distile su igerisinde eritildi.
pH 7,1’¢ ayarlanip bromthymol blue eklendikten sonra 121 °C’de 15 dk
otoklavlandi. Son konsantrasyon % 1 olacak sekilde steril glikoz eklendi ve iyice
karigtirildiktan sonra steril tiipler i¢erisine 10°ar ml dagitildu.

Gram boyama sonucunda siipheli izolatlarin herbirinin O/F besi yeri
bulunan iki tiip igerisine ekimleri gerceklestirildi. Tiiplerden birinin iizerine sivi

parafin damlatildiktan sonra 24 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonucunda

72



her iki tlipteki besi yerinin renginin mavi-yegilden sariya déniismesi fermentatif
mikroorganizma olarak degerlendirildi. Bu sekilde reaksiyon veren izolatlar

Staphylococcus sp. ve Streptococcus sp. stipheli olarak ayrildi.

4.7.2. PCR isleminde Kullanilan Ayiraglar

4.7.2.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ayiraclar

Lysostaphin Soliisyonu (5 mg, Sigma, St. Louis, MO, US)
1 ml’sinde 100 pg olacak sekilde hazirlandi. S. aureus izolatlarinin DNA

ekstraksiyonunda kullanildi.

Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, St. Louis, MO, US)

1 ml’sinde 100 pg olacak sekilde hazirlands.

Tris-HCI Soliisyonu (1 M, Sigma, St. Louis, MO, US)

1/10 oraninda sulandirildi ve 0,1 M olarak hazirlandi.

1x Tris-EDTA (TE) Buffer (Promega, Madison, US)
Ticari olarak temin edilen 1x Tris-EDTA tableti 100 ml steril distile su

icerisinde eritildikten sonra kullanldi.
Mutanelysin (10000 U; Sigma, St. Louis, MO, US)

2 ml steril distile su igerisinde sulandirildi. S. agalactiae izolatlarimin DNA

ekstraksiyonunda kullanilda.
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4.7.2.2. PCR Analizinde Kullanilan Ayiraglar

10x PCR Buffer (MBI Fermentas, Lithuania)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C)
200 mM (NH4),SO4
% 0,1 Tween 20

Her PCR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

MgCl, (MBI Fermentas, Lithuania)
25 mM MgCl; her PCR numunesi igin 5 pl kullanilda.

dNTP Set (100mM; dJATP,dCTP,dGTP.ATTP; MBI Fermentas,
Lithuania)
Her deoksiniikleotitten egit oranda alindi ve steril distile su ile 1/20

oraninda sulandirildi. Her PCR numunesi igin 4 pl kullamldi.

Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas, Lithuania)

Her PCR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 ul) kullamilds.

Primerler (IDT, Coralville, US)
Calismada kullamilan tiim primerler Integrated DNA Technologies (IDT)
firmasindan temin edildi. Primerler PCR igleminin optimizasyonu esnasinda her

PCR numunesi i¢in ortalama 25-50 pmol olacak sekilde sulandirildu.
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4.7.2.3. PCR-RFLP Analizinde Kullanilan Ayiraclar

Alul Restriksiyon Enzimi (10U/pl; MBI Fermentas, Lithuania)

Her PCR liriinii i¢in 0,2 pl enzim kullamildi.

Hin6l Restriksiyon Enzimi (10U/pl; MBI Fermentas, Lithuania)

Her PCR (iriinii i¢in 0,2 ul enzim kullamlds.

10x Restriksiyon Buffer (A/ul ve Hin61; MBI Fermentas, Lithuania)
33 mM Tris acetate (pH 7,9)
10 mM Magnesium acetate
66 mM Potassium acetate
0,1 mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA)

Her PCR f{iriinii igin 1,5 pl 10x Restriksiyon buffer’1 kullamldi.

TspS091 Restrriksiyon Enzimi (10U/ pl; New England BioLabs, US)

Her PCR firiinii i¢in 0,2 pl enzim kullamildi.

10x Restriksiyon Buffer (7sp5091; 10x NE Buffer 1, New England
BioLabs, US)
100 mM Bis Tris Propane-HC1
100 mM MgCl,
10 mM Dithiothreitol
pH 7,0; 25°C

Her PCR fiiriinii i¢in 1,5 pl 10x Restriksiyon buffer’ kullanilda.
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4.7.2.4. Elektroforez isleminde Kullamilan Ayiraglar
5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu
Tris 544 ¢
Borik Asit 272 g
EDTA 46¢g
Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1 L’ye tamamlandi ve pH 8,3’e

ayarlandi. Elektroforez soliisyonu olarak 1/5 oraninda sulandirilarak kullanildi.

Agarose LE, (Promega, Madison, US)
PCR irlinlerinin gozlenmesi i¢in hazirlanan agaroz jeli 1x TBE ile % 1,5

oranminda hazirlandi.

100 bp DNA Ladder (50pg/100pul; MBI Fermentas, Lithuania)

1/6 oraninda sulandirildi ve agaroz jel kuyucuguna 5 pl yiiklendi.

6x Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Sol\’isyonua (MBI Fermentas,
Lithuania)

1/5 oraninda sulandirildi ve her 20 pl PCR {iriinii i¢in 5 pl kullanilds.

Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt,
Germany)

Ethidium bromide soliisyonundan 0,5 ml alinarak distile su ile 15 ml’ye
tamamlandi. Agaroz jelin boyanmasi i¢in 300 ml distile suya 600 pl ethidium

bromide katilarak kullamld.
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S. BULGULAR

5.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS
5.1.1 Staphylococcus sp. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Subklinik mastitisten siipheli siit ineklerinden toplanan siit 6rneklerinin %
524’6 (367/700) uygulanan kiiltlir ve biyokimyasal islemler neticesinde
Staphylococcus sp. olarak izole ve identifiye edildi.
5.1.2. PCR ile S. aureus identifikasyon Bulgulan

Staphylococcus sp. olarak identifiye edilen izolatlarin DNA’larinin S.
aureus tir spesifik primerler ile PCR amplifikasyonuna tabi tutulmalan
neticesinde % 54,5’inde (200/367) S. aureus ’a spesifik 1318 bp uzunlugunda
bantlar elde edildi (Sekil 1). Boylece siit numunelerinin tamami dikkate

alindifinda S. aureus’un izolasyon ve identifikasyon oram % 28,6 (200/700)

olarak hesapland:.

Sekil 1. Staphylococcus sp. olarak identifiye edilen kiiltiirlerden elde edilen DNA’larin S.
aureus tiir spesifik primerler kullanlarak yapilan PCR analizi sonucu olugan iiriinlerin
ethidium bromide ile boyanmig bir agaroz jelde gériiniimii.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-12: S. aureus pozitif siit 6rnekleri, N: Negatif Kontrol, P:
Pozitif Kontrol.
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5.1.3. 8. aureus coa-PCR Bulgular:

Tiir spesifik PCR ile S. aureus olarak identifiye edilen 200 izolatin coa
genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonu sonucunda, toplam 161 (%
80,5) izolat koagulaz pozitif olarak identifiye edildi. coa-PCR’da izolatlarin
cogunda (n = 135, % 83,9) molekiiler uzunluklart 500-1400 bp arasinda degisen
ve tek bir banttan olusan amplifikasyon triinleri tespit edilirken, az sayidaki
izolatta (n = 26, % 16,1) ¢ift amplifikasyon iriinleri tespit edildi. Yaklasik olarak
950 bp molekiiler uzunlukta tek bant olusturan PCR {iriinii toplam 55 izolatta
saptand1 ve en yaygin profil oldugu gozlendi. Tek bant olusturan coa pozitif

izolatlarda sekiz, ¢ift bant olusturan izolatlarda ise alt1 farkli molekiiler

uzunluklarda amplifikasyon {irlinleri tespit edildi (Sekil 2).

Sekil 2. S. aureus izolatlarinin coa-PCR iiriinlerinin ethidium bromide ile boyanmis bir
agaroz jelde goriiniimii.
M: DNA Ladder (100 bp), 1-8:Tek bant amplifikasyon iiriinleri, 9-14: Cift bant

amplifikasyon iiriinleri
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5.1.4. S.aureus coa-RFLP Bulgulan

Tablo 5’de 6zetlendigi gibi, coa pozitif PCR iriinlerinin Alul ve Hin6l
restriksiyon enzimleri ile yapilan RFLP analizi neticesinde Alul ile toplam 23
(Sekil 3a, Sekil 3b), Hin6l ile 22 (Sekil 4a, Sekil 4b) farkl restriksiyon profili
elde edildi. Bu sonuglara gére, 161 izolattan hem Alul hem de Hin6l ile
predominant olarak rastlanan profillerin, coa-PCR neticesinde 950 bp
uzunlugunda tek bant olusturan 55 izolattan elde edilen profiller oldugu gozlendi.
Alul enzimi ile en yaygin olarak saptanan dort profil % 68,9 oraninda, Hin6I ile
ise % 65,2 oraninda elde edildi. 4/ul ile elde edilen 23 profilin 16’s1 besten az
sayidaki izolatta gozlenirken, Hin6l ile elde edilen 22 profilin 12’si bes’ten az

sayidaki izolatta gézlendi.
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Tablo 5. Subklinik mastitis siipheli ineklerden elde edilen coa pozitif S. aureus

izolatlarinda gozlenen RFLP profillerinin dagilimi

PCR iiriinii (bp)  Izolat Sayisi Alul Profili Hin61 Profili
500 7 I 1
580 2 I 11
700 20 111 [11
700 3 v 1V
700 1 \Y% Il
750 9 Vi v
750 5 VIl VI
750 4 VI Vil
750 2 IX VIl
800 5 X IX
800 3 X1 X
800 1 X1l XI
800 1 X1 XI1
950 55 X1V X1
1050 1 XV XIv
1400 15 XVI XV
1400 1 XVII XVI

380-580 1 XVIII XVII
400-800 6 X XVIII
400-800 4 XIX X
400-850 1 XX X
400-850 1 XX1 XIX
480-1400 1 XXII XX
500-750 2 XXIII XXI
500-950 10 X XX1i

80



M1234567891011121314 M

Sekil 3a. A/ul ile muamele edilmis coa-PCR iiriinlerinin ethidium bromide ile boyanmig
bir agaroz jelde gériiniimii.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-14: Birden fazla izolatta olugan farkli A/ul restriksiyon
profilleri (1 no’lu kuyucuk: en yaygin profil).

M 158 16 17 .18 19 20 21 22 23 M

Sekil 3b. Alul ile muamele edilmis coa-PCR iiriinlerinin ethidium bromide ile boyanmig

bir agaroz jelde goriiniimii.
M: DNA Ladder (100 bp), 15-23: Sadece birer izolatta olusan farkhi Alul restriksiyon
profilleri.
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Z 8 91011121314 M

Sekil 4a. Hin6l ile muamele edilmis coa-PCR iirlinlerinin ethidium bromide ile boyanmig
bir agaroz jelde goriiniimii.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-14: Birden fazla izolatta olusan farkli Hin6l restriksiyon
profilleri (1 no’lu kuyucuk: en yaygin profil).

Sekil 4b. Hin6l ile muamele edilmis coa-PCR iiriinlerinin ethidium bromide ile boyanmig

bir agaroz jelde goriiniimil.
M: DNA Ladder (100 bp), 15-21: Sadece birer izolatta olusan farkh Hin6l restriksiyon
profilleri, 22: Birden fazla izolatta olusan farkli Hin6l restriksiyon profili.

82



5.1.5. S. aureus RAPD Bulgulan

Primer 786 ve OPS 11 primerleri ile yapilan RAPD analizinde coa pozitif
S. aureus izolatlan arasinda sirasiyla 32 ve 30 farkli RAPD profilleri elde edildi
(Tablo 6). Primer 786 ile elde edilen en yaygin profil, izolatlarin yaklasik olarak
yarisinda (% 49,7) saptandi. Bununla birlikte, OPS 11 primeriyle en yaygin
olarak saptanan RAPD profili, coa pozitif izolatlarin yaridan fazlasinda (% 57,1)
gozlendi. Her iki primer ile elde edilen diger profiller cok az sayidaki izolatta

tespit edildi (Sekil 5a, 5b, 6a, 6b).

Tablo 6. Subklinik mastitis siipheli ineklerden elde edilen coa pozitif S. aureus

izolatlarinda gozlenen RAPD profillerinin dagilimi.

Profil Tipi izolat Sayisi Profil Tipi Izolat Sayist
(Primer 786) (OPS 11)
1 80 1 92
2 12 2 14
3 10 3 10
4 8 4 5
5 7 5 5
6 6 6 4
7 5 7 4
8 3 8 2
9 3 9 2
10 3 10 2
11 2 11 2
12 2 12-30* 19
13-32%* 20
Toplam 161 Toplam 161

* Bu profillerin herbiri sadece bir izolatta gézlendi.
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Sekil Sa. coa pozitif S. aureus’larin RAPD analizi (Primer 786) ile tiplendirilmesi.
M: DNA Ladder (100 bp), 1-12: Birden fazla sayidaki izolatta gézlenen RAPD profilleri
(1 no’lu kuyucuk: en yaygin profil).

Sekil 5b. coa pozitif S. aureus’larin RAPD analizi (Primer 786) ile tiplendirilmesi.
M: DNA Ladder (100 bp), 13-32: Sadece birer izolatta gozlenen RAPD profilleri.
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Sekil 6a. coa pozitif S. aureus’larin RAPD analizi (OPS 11) ile tiplendirilmesi.
M: DNA Ladder (100 bp), 1-11: Birden fazla sayidaki izolatta gézlenen RAPD profilleri
(1 no’lu kuyucuk: en yaygin profil).

e

2000 bp— done

1031 bp—

Sekil 6b. coa pozitif S. aureus’larin RAPD analizi (OPS 11) ile tiplendirilmesi.
M: DNA Ladder (100 bp), 12-30: Sadece birer izolatta gézlenen RAPD profilleri.
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5.2. STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
5.2.1. Streptococcus sp. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular:

Subklinik mastitisten siipheli siit ineklerinden toplanan siit Srneklerinin %
243’0 (199/820) uygulanan kiiltir ve biyokimyasal islemler neticesinde

Streptococcus sp. olarak izole ve identifiye edildi.

5.2.2. PCRile S. agalactiae Identifikasyon Bulgular:

S. agalactiae’nin 16S rRNA geninden tiiretilen spesifik primerler ile PCR
amplifikasyonuna tabi tutulmalari neticesinde izolatlarin % 42,7 sinde (85/199) S.
agalactiae’ya spesifik 586 bp uzunlugunda bantlar elde edildi (Sekil 7). Boylece
CMT pozitif siit numunelerinin % 10,4 tinde (85/820) S. agalactiae’nin izolasyon
ve identifikasyonu gergeklestirildi. Siit 6rnegi toplanan bolgeler arasinda
Streptococcus  sp. (p<0,001) ve S. agalactiae (p<0,001) izolasyon ve
identifikasyon oranlar1 istatistiksel olarak farklilik gosterdi. Tablo 7’de siit
numunelerinin toplandigi bolgelere gore izolasyon ve identifikasyon bulgulan

Ozetlenmistir.
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Sekil 7. Streptococcus sp. olarak identifiye edilen kiiltiirlerden elde edilen

DNA’larin S. agalactiae 16S rRNA genine ve cfb genine spesifik primerler
kullanilarak yapilan PCR analizi sonucu olusan iriinlerin ethidium bromide ile

boyanmus bir agaroz jelde goriiniimii.

M: DNA Ladder (100 bp),

P: Pouzitif kontrol,

N: Negatif kontrol,

1-5: 16S rRNA geni yoniinden pozitif S. agalactiae siit Srnekleri,

6-10: ¢fb geni yoniinden pozitif S. agalactiae 6rnekleri.
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5.2.3. 8. agalactiae cfb-PCR Bulgulan
Tiur spesifik PCR ile S. agalactiae olarak identifiye edilen 85 izolatin cfb
genine spesifik primerler ile PCR amplifikasyonu sonucunda izolatlarin tiimiinde

1026 bp uzunlugundaki spesifik bantlar gozlendi (Sekil 7).

5.2.4. 8. agalactiae cfb-RFLP Bulgulan
¢fb-PCR sonucunda elde edilen amplifikasyon iirtinlerinin Alul ve Tsp 5091
restriksiyon enzimleri ile yapilan RFLP analizi neticesinde S. agalactiae

izolatlarinin tiimiinde her iki enzim ile ayni restriksiyon profilleri saptandi1 (Sekil

8).

Sekil 8. Alul ve Tsp 5091 ile muamele edilmis ¢fb-PCR iriinlerinin ethidium bromide ile
boyanmis bir agaroz jelde goriiniimii
M: DNA Ladder (100 bp), P: Referens S. agalactiae kiiltiiri, 1-5: Alul restriksiyon

profilleri, 6-10: Tsp 5091 restriksiyon profilleri.

89



5.2.5. 8. agalactiae RAPD Bulgulan

S. agalactiae olarak identifiye edilen 85 izolatin OPB 18 primeri ile
yapilan RAPD analizi neticesinde 18 farkli profil elde edildi. En yaygin RAPD
profili % 55,3 ile 47 izolatta (Sekil 9a) saptanirken, profillerden sekiz tanesinin
sadece birer izolatta gozlenmesi dikkat ¢ekti (Sekil 9b). C bolgesinden elde edilen
izolatlardaki en yaygin profil tipi 23 izolatin 11’inde saptandi. Bu profil tipi A, B
ve D bolgelerinde saptanmazken E bolgesinde sadece bir izolatta tespit edildi.

RAPD profillerinin bolgelere gére dagilimi Tablo 8’de gosterilmistir.

Sekil 9a. ¢fb pozitif S. agalactiae’larin RAPD analizi (OPB 18) ile tiplendirilmesi.

M: DNA Ladder (100 bp), 1-10: Birden fazla sayidaki izolatta g6zlenen RAPD profilleri.
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Sekil 9b. ¢fb pozitif S. agalactiae’larin RAPD analizi (OPB18) ile tiplendirilmesi.

M: DNA Ladder (100 bp), 11-18: Sadece birer izolatta g6zlenen RAPD profilleri.
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Tablo 8. S. agalactiae izolatlarindaki RAPD profillerinin dagilimi

Profil Tipi Izolat Sayis1 Bolgesel Dagihm
| 47 A2),C2),D(i1),E(32)
I 12 CONn,E()
11 3 C@®)

I\Y 3 A(3)
\Y% 2 C(),E()
Vi 2 C,EM)
VII 2 C(Q®)
VIII 2 D(2)
IX 2 E(2)
X 2 E(2)
X1 1 cm
Xl 1 C()
X1 1 E (1)
XIV 1 c()
XV 1 A
XVI 1 E ()
XVII 1 E (1)
XVIHI 1 E (1)
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6. TARTISMA

Mastitis, son derece kompleks bir etiyolojiye sahip oldugundan dolay1
mevcut kosullarda eradikasyonu miimkiin olmayan bir yetistirme hastaligidir.
Turkiye’de mastitisin neden oldugu ekonomik kayiplarla ilgili herhangi bir
istatistik bulunmamakla birlikte bati {ilkelerinde yapilan ¢calismalarda siit sigircilik
isletmelerinde endemik olarak seyreden hayvan hastaliklari igerisinde en fazla
ekonomik kaybin mastitis, Ozellikle subklinik mastitis nedeniyle oldugu
bildirilmigtir (21, 176). Tiirkiye’de subklinik mastitislerin biiyiik bir ¢ogunluguna
Gram pozitif kok mikroorganizmalarin neden oldugu yapilan aragtirmalar
sonucunda ortaya konmustur (11).

Bu ¢alismada, diinyada ve Tiirkiye’de siit sigircilik endiistrisinin ekonomik
yonden en Onemli problemlerinden biri olan mastitis vakalarinda ¢ok yaygin
olarak gozlenen S. awreus’larin CMT ile pozitif olarak belirlenen sigir siit
Orneklerinden izolasyonu ve koagulaz pozitif olan izolatlarin molekiiler
tiplendirilmesi amaglandi. Buna ilaveten yine Tiirkiye’de siit sigirciligini etkileyen
en 6nemli patojenlerden birisi olan S. agalactiae’nin izolasyonu ve cfb geni
yoniinden pozitif bulunan izolatlar arasindaki genetik polimorfizmin saptanmasina
calisildi. Bu amagla oncelikli olarak etken izolasyonu ve spesifik PCR ile
identifikasyon iglemleri gergeklestirildi. Bu islemler neticesinde Elazig ili ve
civarindaki ineklerden toplanan siit 6rneklerinin % 28,6’sinda S. aureus, dogu ve
giineydogudaki bes farkli bolgeden toplanan siit drneklerinin % 10,4’{inden ise S.
agalactiae izole ve identifiye edildi. S. aureus’un, S. agalactiae’ya gore daha

yiiksek oranda izole edilmesi Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda da
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g6zlemlenmis olup bu durumun; S. agalactiae’mn zorunlu meme igi bir bakteri
olmasi, dis ortamda canli kalabilme yeteneginin diisiik olmasi ve mastitis saptanan
stiriilerde uygulanan meme i¢i antibiyotik uygulamalar1 sonucunda Stafilokoklarin
penisilinler basta olmak iizere farkli antibiyotiklere karsi direng gelistirme
mekanizmalarinin Streptokoklara oranla daha yiiksek olmasi gibi faktérlerden
kaynaklanabilecegi diigtiniilmektedir. Turkiye’nin farkli cografik bolgelerinde
gerceklestirilen onceki ¢aligmalarda, subklinik mastitisli ineklerde S. aureus’un
yaklagik olarak % 20 ile % 40, S. agalactiae’nin ise % 10 ile % 20 arasinda
degisen oranlarda tespit edildigi bildirilmistir (80, 103, 161). Bu veriler, mastitisin
nedeni olan en Onemli etkenlerden S. aureus ve S. agalactiae’nin tim diinyada
oldugu gibi tilkemizde de halen 6nemli seviyelerde seyrettigini gostermektedir.
Ancak simdiye kadar yapilan caligmalardan elde edilen verilerin 1s1ginda
uygulanan tedavi stratejilerinden uzun vadede basar1 elde edilememistir. Bu
durumu doguran nedenler arasinda mastitisin risk faktorlerinin saglikl bir sekilde
saptanamamast ve bu yonde gerekli koruyucu tedbirlerin alinamamasinin yam sira
hastalik etkenlerinin genetik yapi farkliliklarinin bilinmemesinin de 6nemli rol
oynadig: diisiinilmektedir (133, 150, 183, 184). Tiirkiye’de mastitise neden olan
etkenlerde ne oranda bir genetik polimorfizm oldugunu ya da bu etkenlerin kag
farkli susunun mastitiste dominant oldugunu ortaya koymaya yoénelik bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Calismada, tiir spesifik PCR sonucunda S. aureus olarak identifiye edilen
izolatlarda koagulaz geninin varlif1 coa-PCR ile ortaya konduktan sonra bu geni
tastyan suslardaki genetik polimorfizm arastirildi. Koagulaz liretiminin fagositoz

gibi konake¢r savunmasiyla kargilagildiginda bakteriyel iiremeyi sagladigi ve

94



dolayisiyla infeksiyonu arttirdigt g6z 6niine alinacak olursa, bu faktérdeki genetik
yap1 farklihiklarinin ortaya konmasinin 6nemi anlagilabilir (1, 7, 70). Zaten halen
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarn tarafindan patojenik S. aureus’larin
identifikasyonu amaciyla konvansiyonel yontemler ile koagulaz iiretiminin
varlifinin ortaya konulmasi en 6nemli fenotipik belirleyici olarak kullanilmaktadir
(56, 65, 144). Bu gen bolgesinin galismada kullanilmasinin nedenlerinden birisi
de S. aureus’un tiplendirilmesinde ¢ok etkili sekilde kullanilma imkami tamyan
yiiksek heterojeniteye sahip olmasidir. Coa geninin 3’ ucu, S. aureus izolatlan
arasinda Alul restriksiyon bolgelerinin hem sayillarn hem de yerlesimleri
bakimindan farkhiliklan ortaya koyan bir seri 81 bp’lik ardi sira tekrarlanan seri
bolgeler igerir (78). Sommerhauser ve ark. (2003) tarafindan gergeklestirilen bir
caligmada; subklinik mastitis vakalarindan elde edilen 110 S. aureus izolat
fenotipik ve genotipik tiplendirme metotlari kullamlarak incelenmis ve
antibiyogram tiplendirilmesi ile iki, biyotiplendirme ile sekiz, protein A gen
polimorfizminin saptanmasiyla yedi ve PFGE ile 17 profil saptanirken coa gen
tiplendirilmesi ile toplam 19 farkh S. aureus profili bildirilmistir (150).

Bu calismada, subklinik mastitisli sigir siit orneklerinden elde edilen
koagulaz pozitif S. aureus izolatlarinin yaklagik % 84’iinde tek amplifikasyon
irlinli elde edilmesine kargin, geriye kalan % 16’sinda iki banttan olusan
amplifikasyon iiriinlerinin saptanmasi dikkat ¢ekici idi. Aym yontem ve COAG2
ve COAG3 primerleri kullanilarak yapilan onceki ¢aligmalarda hayvan orjinli S.
aureus izolatlarinda sadece tek banttan olugan amplifikasyon iirtinleri saptanmigtir
(10, 82, 133, 142, 167). Coa-PCR’da ¢ift bant olugmasi, simdiye kadar yapilan

¢aligmalarda sadece insan orijinli izolatlarda nadiren gézlemlenmis olup (56, 144),
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bu durum siit numunesi toplanan isletmelerde sagim yapan Kkisilerin ellerinden
kaynaklanan bir kontaminasyonu akla getirmektedir. Caligma populasyonunu
olugturan sigirlarin ¢ofunlukla kiiciik aile igletmelerine ait olmasi ve bu
isletmelerde safim islemlerinin Onemli boyutlarda elle yapiliyor olmasi
yukaridaki goriisii destekler niteliktedir. Bu veriler dogrultusunda, infeksiyonun
bir hayvandan dierine bulagmasinda tagiyici rolii {istlenen sagim is¢ilerinin
gerekli hijyenik tedbirleri almasiyla, 6zellikle elle sagim yapilan isletmelerde,
bulagmalarin minimum seviyelere indirilmesinin saglanabilecegi ve dolayisiyla
mastitise karsi yapilan kontrol ve eradikasyon c¢aligmalarinda bu durumun géz
Oniinde bulundurulmas: gerektigi kanisina varildi.

Incelenen 161 koagulaz pozitif izolattan elde edilen amplifikasyon
tirlinlerinin Alul ve Hin6l restriksiyon enzimleri ile muamelesi sonucunda
sirasiyla 23 ve 22 farkli restriksiyon profili saptandi. Elde edilen restriksiyon
profilleri arasindan en yaygin gozlenen profil tipi her iki enzimle de 55 (% 34)
izolatta saptandi. Danimarka’da sigir mastitis vakalarindan elde edilen S. aureus
izolatlarinda koagulaz gen polimorfizminin incelenmesine y6nelik yapilan bir
calismada, 187 izolattan Alul enzimiyle 15 farkl: restriksiyon profili saptanmis ve
en yaygin gbzlenen profil tipinin % 35 oraminda bulundugu rapor edilmigtir (1).
Profil sayilan bakimindan bu tez ¢aligmasinda incelenen izolatlarda daha yiiksek
bir heterojenite saptanirken, predominant profillerin bulunma siklif1 agisindan her
iki galigmanin verileri paralellik gésterdi. Diinyanin diger bélgelerinde yapilan
calismalarda sayilar1 50-200 arasinda degisen sifir orijinli coa pozitif S. aureus
izolatlarimn Alul enzimi ile restriksiyonu neticesinde 6 ile 19 arasinda farkh

restriksiyon profilleri elde edildigi bildirilmistir (1, 82, 133, 150). Su ve ark.
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(2000), dort farkl: iilkeden elde edilen 468 sifir S. aureus izolatindan toplam 41
farkli koagulaz profili elde etmislerdir (152). Keza, Su ve ark. (1999) tarafindan
Cek Cumhuriyeti, Fransa, Kore ve Amerika Birlesik Devletleri’ndeki sigir
mastitis vakalarindan izole edilen toplam 453 S. aureus izolatinin koagulaz gen
polimorfizmi bakimindan incelenmesi neticesinde, 40 farkli restriksiyon profili
elde edildigi rapor edilmistir (153). Bu ¢aligmalarda, predominant ve nadir
g6zlenen profiller, nétrofillerin bakterisidal aktivitelerine karsi direng
gOstermeleri bakimindan incelenmis ve predominant profilleri veren etkenlerin
Olim oranmi % 16,7, nadir g6zlenen profilleri veren etkenlerin ise % 39,7 olarak
bildirilmigtir. Aragtirmacilar bu degerler arasindaki istatistiksel farklihktan yola
¢ikarak, predominant profilleri veren etkenlerin nétrofillerin  bakterisidal
aktivitelerine karsi daha fazla direng gésterdigini, her bir bélgede sadece birkag
predominant koagulaz profilinin bulundugunu ve dolayisiyla cografik bdolgeler
arasinda koagulaz gen profilleri bakimindan farkliliklar olabilecegini ileri
siirmiiglerdir (152, 153). Bu calismada, Elazig ili ve civarindaki yerlesim
yerlerinden elde edilen S. aureus izolatlarimin koagulaz geni agisindan gosterdigi
polimorfizm aragtirildt  ve diger g¢aliymalarin verileri ile birlikte
degerlendirildiginde coa geninin yiiksek bir heterojeniteye sahip oldugu
gozlemlendi. Ulkemizin diger bolgelerinde de bu gendeki polimorfizmin
saptanmasina yonelik olarak yapilacak benzer galigmalar ile mastitis vakalaridan
elde edilen S. aureus izolatlar1 arasinda epidemiyolojik iliskilerin ortaya
konmasinin, daha etkili koruma ve kontrol stratejilerinin geligtirilmesi agisindan

faydali veriler saglayacag: agikardir.
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Coa-RFLP analizinde elde edilen verilerin giivenilirligini desteklemek
amaciyla iki farkli restriksiyon enzimi kullamldi ve sonuglarda genel olarak
predominant profil ve toplam profil sayilan bakimindan 6nemli bir fark
bulunmamasina ragmen, az sayida gézlenen profiller arasinda iki enzimin ayrim
glicleri bakimindan bazi kiigiik farkliliklar saptandi. Bu ¢alismada, her iki enzimle
de izolatlarin yaklagik % 34’{inde aym restriksiyon profili saptandi. Alul enzimi
ile elde edilen profillerin 16’s1, Hin6l enzimiyle ise 12’si beg’ten az sayidaki
izolatta gozlendi. BSyle bir durum ile kargilagilmasi, RFLP analizinde restriksiyon
enzimi se¢iminin 6nemli oldugunu gostermekle birlikte, yapilacak restriksiyon
analizlerinde daha giivenilir sonuglar elde etmek i¢in iki veya daha fazla enzim
kullannmimn daha faydali olacag:i kanmisimt dogurdu. Bununla birlikte, Alul
enzimine alternatif olarak, Hin6l enziminin de S. aureus’larin tiplendirilmesi
amaciyla coa-RFLP analizlerinde giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna
varildi.

Ayrica bu galismada, coa pozitif S. aureus izolatlarinin Primer 786 ve OPS
11 primerleri ile yapilan RAPD analizi neticesinde sirasiyla 32 ve 30 farkli RAPD
profili elde edildi. Ancak burada ilging olan nokta, elde edilen toplam farkl profil
sayilar1 yiiksek olmasina ramen, predominant profilin Primer 786 ile izolatlarin
% 49,7’si OPS 11 ile ise % 57,11 gibi olduk¢a yiiksek oranlarla temsil
edilmesiydi. Lipman ve ark. (1996) 71 izolattan sadece ii¢ farkli RAPD profili
elde ederken, Myllys ve ark. (1997) 20 izolatta dért farkli RAPD primeri ile ii¢ ile
alt1 arasinda profil saptamuglardir (86, 104). Fitzgerald ve ark. (1997) ise 63
izolatta 12 farkli RAPD profili bildirmislerdir (48). Bu galigmalardan elde edilen

verilerin kiyaslanmas1 farkli RAPD primerleri kullamldiindan dolay:
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gergeklestirilememistir. Bununla birlikte profil sayilarindaki farkliliklarin gok
fazla degiskenlik gostermesinin, gevresel faktdrlerin yamsira primer se¢iminin
farkli olmasi ve yukarida bahsi ge¢en ¢aligmalarda sadece tek veya az sayidaki
stirlilerden elde edilen izolatlarin degerlendirilmesinden kaynaklanabilecegi
diistintilmektedir. Ayrica, RAPD sonuglarinin analizinde major bantlarin yani sira
silik bantlarin da bulunmasi verilerin yorumlanmasinda farkli degerlendirmelere
neden olabilmektedir. Bu durumda 6zellikle RAPD analizi gerceklestirilirken,
farkli primerlerin denemeleri yapilip optimizasyonlari saglandiktan sonra en
uygun primerin veya primerlerin se¢ilmesinin 6nemi ortaya gikmaktadir.

Subklinik mastitisli sigir siitlerinden izole edilen coa pozitif S. aureus’larin
hem coa geninin RFLP analizi hem de RAPD y6ntemiyle genotiplendirilmesinde
kullanilan enzimler (4lul ve Hin6l) ve RAPD primerleri (Primer 786 ve OPS 11)
bakimindan tiplendirme kabiliyetleri % 100 olarak saptandi. Ancak ayrim giigleri
bakimindan RAPD analizinde kullanilan her iki primerin RFLP analizine kiyasla
daha iyi bir aynm giiciine sahip oldugu goézlendi. RFLP y6nteminde sadece
spesifik bir gen bolgesi dikkate alimirken RAPD analizinde tiim genomun
hedeflenmesi, ayrim giicli yOniinden iki metot arasinda farklihk olugmasimin
nedeni olarak diigiiniilebilir.

Bu c¢alismada S. gureus’un yani sira saha taramasi yapilan ve mastitiste
ikinci 6nemli patojen olan S. agalactiae’min izolasyon oram, bolgeler arasinda
istatistiksel olarak onemli farklihklar gésterdi. CMT pozitif siit Srneklerinde S.
agalactiae’nin izolasyon oram en fazla % 21,3 ile C bélgesinde ve en diisiik % 4,8
ile A bélgesinde elde edildi. Buna kargilik B bolgesinde S. agalactiae izolasyon

ve identifikasyonu gergeklestirilemedi. Ancak bu bolgede agalactiae olmayan
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gevresel streptokoklar yaklagik olarak % 12 oraminda tespit edildi. Bazi
aragtirmacilarin bildirdiklerine gore, son yillarda uygulanan mastitis kontrol
programlar1 sonucunda S. agalactiae’nin neden oldugu mastitis olgular1 diinyanin
baz1 bolgelerinde eradike edilebilmistir (30, 78). B bélgesinden toplanan siit
Orneklerinde S. agalactiae identifiye edilememesi, bu bolgedeki siiriilerin daha
6nce bu etkene maruz kalmig herhangi bir bulasma kaynag ile
kargilagmamasindan kaynaklanabilir. Kontagiy6z bir etken olan S. agalactiae’nin
varlifiyla ilgili olarak yerlesim yerleri arasinda istatistiksel olarak &nemli
farkliliklarin tespit edilmesi, diizenli koruma ve kontrol stratejileri (6rnegin
siiriilere yabanci hayvan giriglerinde alinacak onlemler) sayesinde S. agalactiae
mastitisinin insidensinin diisiiriilmesi ve dolayisiyla ekonomik kayiplarin asgari
diizeye indirilmesinin miimkiin olabilecegi kanaatini dogurmaktadir.
Bakteriyolojik kiiltir ve biyokimyasal identifikasyon y&ntemiyle
Streptococcus sp. olarak saptanan toplam 199 izolatin 85°i (% 42,7), 16S rRNA
genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR neticesinde S. agalactiae
olarak identifiye edildi. Kullamilan primerlerin yiiksek bir spesifiteye sahip
olmalan ve dier gen bolgelerine gore daha stabil olan 16S rRNA geninden
tiiretilmeleri, PCR ile identifikasyon igleminin konvansiyonel metotlara gére ¢ok
daha giivenilir bir metot olarak rutin teshis laboratuvarlarinda uygulanabilecegini
gostermistir (17, 136). Son zamanlarda, yetistirme hastaliklan arasinda ekonomik
olarak en bityiik kayba yol agan mastitise neden olan etkenlerin teshisi i¢in; zaman
kaybi, pahaliligx ve etkenlerin fenotipik 6zelliklerinin stabil olmamas: nedeniyle

sensitivite ve spesifitesi daha diisiik olan konvansiyonel metotlarin yerine ¢ok
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daha spesifik ve sensitivitesi yiiksek olan ve kisa siirede sonu¢ veren molekiiler
metotlarin kullamlmasinin daha faydali olacag: kabul edilmistir (55).

Hassan ve ark. (2002)’nin yaptiklan bir ¢aligmada, fenotipik olarak CAMP
negatif bulunan S. agalactiae izolatlarinda cfb geni yoniinden PCR ile pozitiflik
saptanmistir (62). Bu durum, c¢fb genine spesifik PCR analizinin, S.
agalactiae’larin biyokimyasal karakterizasyonunda en 6nemli kriterlerden biri
olarak kabul edilen CAMP reaksiyonundan dogabilecek yanlis negatiflik
durumlarimn &niine gegilebilecegini gostermektedir (173). Ulkemizde degisik
yorelerde yapilan aragtirmalarda Ekin ve ark. (1998) sigir siitlerinden elde edilen
S. agalactiae izolatlarinin fenotipik olarak % 73,3’linde CAMP testi yoniinden
pozitiflik saptarken, Dakman (2000) ise % 93,7 oraninda pozitiflik bildirmigtir
(37, 42). Bir bagka calismada ise sigir orijinli S. agalactiae izolatlarinda % 26,3
oraninda CAMP testi yoniinden pozitiflik rapor edilmistir (43). Bu test,
mikrobiyologlar tarafindan S. agalactiae izolatlarimin identifikasyonunda
belirleyici test olarak kabul edilmesine ragmen (132), yukarida bildirilen
sonuclara bakildifinda bu testten identifikasyon amagh olarak yararlanmanin
yeterli olmayacag agik bir sekilde goriilmektedir. Keza, bu aragtirmacilar da
CAMP testi ve diger biyokimyasal testlerin S. agalactiae izolatlarnin
identifikasyonunda yeterli olmayacagini ve serolojik olarak etkenin GBS olarak
saptanmasi gerektigini belirtmiglerdir. Ancak, serotiplendirme ile bir¢ok izolatin
tiplendirilemediZine y6nelik bulgular ortaya koyan detayh aragtirmalar mevcuttur
(37, 42, 43). Bu ¢alisgmada cfb genine yonelik PCR analizi neticesinde, diger
aragtirmacilarin CAMP testi yoniinden biyokimyasal test sonuglarindaki

bulgularinin aksine, izolatlarin tamaminda pozitiflik belirlendi. Dolayistyla cfb-
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PCR’nin de S. agalactiae’nin izl ve giivenilir bir sekilde identifikasyonu igin
kullanilabilecegi kanaatine varildi (45, 61, 99).

Bunlara ilave olarak, ¢fb geni yoniinden pozitif olan izolatlarda genetik
heterojenitenin varlifi, Alul ve Tsp5091 restriksiyon enzimleri kullamlarak RFLP
analizi ile incelendi. Bu gen bélgesinin RFLP y6ntemi ile analizine yonelik daha
Once yapilan herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Kullanilacak enzimlerin
secimi igin, Alul, Ddel, EcoRl1, Hin6l, Pful, Psfl ve Tsp5091 restriksiyon enzimleri
arasindan hangisinin daha net sonuglar verebilecegine yonelik yapilan analizler
sonucunda Alul ve Tsp5091 enzimlerinin difer enzimlere oranla ¢ok daha iyi
kesim Kapasitesine sahip oldufu belirlendi (Yildimm A.O., Kisisel goriisme;
Institut fur Tierarztliche Nahrungsmittelkunde, Justus-Liebig-Universitat Giessen,
Milchwissenschaften, Ludwigstr, Giessen, Almanya). RFLP analizi neticesinde
farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin tiimiinde aym restriksiyon profilleri
saptand1. Onceki ¢aligmalarda, farkli orijinlerden izole edilen S. agalactiae
suglarimin 16S rRNA genine spesifik primerler ile Rsal ve Mspl restriksiyon
enzimleri kullanilarak yapilan RFLP analizlerinde de aym restriksiyon profilleri
gozlendigi bildirilmistir (2, 81, 182). Bu sonuglara gére, cfb geninin de 16S TRNA
genine benzer bir gekilde yiiksek derecede korunmus bir gen yapisina sahip
oldugu ve RFLP analizi i¢in uygun bir gen bdlgesi olarak tanimlanamayacag:
kamisina varildi.

Calismada ayrica c¢fb pozitif S. agalactiae izolatlarma RAPD analizi
uygulandi. Swnirli sayida izolatta farkli primerler kullamilarak gergeklestirilen
RAPD analizi neticesinde daha yiiksek ayrim kapasitesine sahip olan ve kolay

yorumlanabilen profiller olugturan OPB 18 primeri, izolatlarin RAPD analizinde
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kullanild: ve toplam 18 farkli profil elde edildi. Béylece sigir orijinli S. agalactiae
izolatlan arasinda da yiiksek bir genetik farklilik oldugu saptandi. Bu durumun
Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerindeki siit sigircilik isletmelerinin daha g¢ok
kiigiik aile igletmeleri yapisinda olmasindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.
Sigir orijinli S. agalactiae izolatlarinin tiplendirilmesinde OPB 18 primerinin yani
sira farkli primerler kullamlarak gergeklestirilen RAPD analizlerine de
rastlanmaktadir (40, 93).

S. agalactiae’nn tiplendirilmesine yonelik yapilan g¢alismalarda, tek bir
ciftlik bazinda elde edilen izolatlar arasinda herhangi bir genetik farklilik
saptanmamasina ragmen farkli ¢iftliklerden elde edilen izolatlarin
kiyaslanmasinda yiiksek bir genetik heterojenite gozlenmistir (14, 99). Duarte ve
ark. (2004), S. agalactiae izolatlarindaki genetik heterojeniteyi tespit etmek
amaciyla farkl bir primer kullanarak gergeklestirdikleri RAPD analizinin ayrim
giiciinlin olduk¢a yiiksek oldugunu ve aym siiriilerden elde edilen profillerin
birbirleriyle genetik olarak yakin iligkili oldugunu bildirmiglerdir (40). Bu tez
¢aligmasinda da, izolatlarin % 55’inin aym RAPD profilini gostermesi ve diger
profiller arasinda sadece az sayidaki bant farkhiliklarindan kaynaklanan profil
dagilimi gézlenmesinden dolay: S. agalactiae izolatlarinin bolgeler arasinda bile
genetik olarak yakin iligkili olabilecegi kamisim1 dogurmaktadar.

Elde edilen RAPD profilleri igerisinde, tlim bolgelerde goézlenen ve
predominant olarak saptanan Profil I, D ve E bolgelerinde en yaygmn bulunan
profil olarak tespit edildi. Bununla birlikte; Profil IT C bdlgesinde, Profil IV ise A
bolgesinde en yaygin olarak saptanan profiller oldu. Elde edilen 18 profilin 12’si

(Profil VII - XVIII) hem ¢ok az sayidaki izolatta hem de sadece bir bolgede
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gézlemlendi. Sifir orijinli S. agalactiae izolatlarinda yapilan bir ¢aligmada elde
edilen bulgulara gére, RAPD yontemi ile sadece farkli serotipe sahip izolatlarda
degil aym serotipe sahip izolatlar arasinda da genetik heterojenite oldugu
gézlenmigtir (93). Dolayisiyla bu g¢aligmada da izolatlar arasinda yiiksek
heterojenite elde edilmesi, S. agalactiae izolatlar arasindaki polimorfizimi ortaya
koymak i¢in RAPD metodunun, RFLP analizi gibi molekiiler metotlar ve
serotiplendirme gibi konvansiyonel metotlara gére g¢ok daha iyi bir alternatif
olacagi kamisina varildi. Ayrica ileriki caligmalarda insanlardan elde edilen
izolatlar ile sigirlardan elde edilen izolatlar arasindaki iligkinin varliinm1 ortaya
koymak amaciyla RAPD analizinin uygulanmasmin faydali veriler
saglayabilecegi, zoonotik olan bu etkenin gerekli koruma ve kontrol stratejilerinin
ortaya konmasinda ve infeksiyon yollarinin agiklanmasinda uygun bir metot
olarak kullamilabilecegi diistiniilmektedir.

Molekiiler epidemiyolojik yaklagimlarin tiimiinde “altin standart” olarak
kabul edilen optimal tiplendirilebilirlik, yiiksek tekrarlanabilirlik, yeterli stabilite
ve yliksek ayristirma giicii gibi 6zellikler molekiiler ¢aligmalarda mutlaka dikkate
alinmahidir. Bunlarin yamsira yontemin ¢ok pahali ve komplike olmamasi,
sonuglarin kolay yorumlanabilmesi ve hatta laboratuvarlar aras1 karsilastirilabilir
olmasi tercih sebepleri arasindadir (164). RAPD, uygulanma kolaylig1 ve kisa
slirede sonug vermesine karsin laboratuvarlar arasinda ve aym laboratuvarda bile
tekrarlanabilirligi ve tiretkenligi diisiik bir metottur (165, 171, 174). Dolayisiyla,
DNA ve primer konsantrasyonunun optimizasyonuna ihtiya¢ duyulmasi, PCR
kangimimin uygun sekilde hazirlanmasi, siklus sayisinin optimize edilmesi ve

hatta kullamlan thermocycler cihazimin farkli olmasi gibi iiretkenlik ve
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tekrarlanabilirlik kapasitelerinde etkili olan birgok dezavantaji mevcuttur (89, 118,
140, 165). Bu ¢aligmada da yukarida bahsedilen dezavantajlarin bir kismu ile
kargilagildi. Bu durum dolayisiyla, S. aureus izolatlarinin RAPD analizinde elde
edilen sonuglar ile RFLP analizi sonuglar1 arasinda diisiik bir korelasyon oldugu
gbzlendi. Yine RAPD analizinin tekrarlanabilirlik gereksiniminin olmasi ve
tiretkenliginin eger reaksiyon sartlar1 uygun sekilde saglanmaz ise RFLP
analizinden daha diisiik olmasi gibi dezavantajlarinin 6n plana ¢iktig
g6zlemlendi. Bununla birlikte genel olarak degerlendirildiginde, her iki metodun
da (coa-RFLP ve RAPD) coa-pozitif S. aureus suslan i¢in uygulanabilirliinin
kolay olmasi, kisa zamanda sonu¢ vermesi ve maliyetlerinin diisiik olmasi, gok
daha yiiksek bir ayrim giicline sahip olan fakat zahmetli ve uzun siirede sonug
veren PFGE analizi ve DNA sekanslama metotlarinin yerine tercih edilme
nedenleri oldu (14, 22, 31, 140, 160). Ancak bu durumun, S. agalactiae izolatlar1
agisindan sadece RAPD analizi i¢in kabul edilebilir oldugu saptandi. S. agalactiae
izolatlarinda RFLP analizi ile polimorfizm arastirmalarim gergeklestirmek igin,
¢fb geninin stabil bir durum géstermesi nedeniyle uygun bir gen bolgesi olarak
tammlanamayaca@1 ve S. agalactiae izolatlarina yonelik yapilacak galigmalarda
virulensle iligkili oldugu diisiiniilen farkli gen bdlgelerinin hedef olarak segilmesi
ve bu gen bolgeleri lizerinde RFLP metodunun uygulanabilirlifinin saptanmasina
yonelik galigmalara ihtiya¢ duyuldugu kamsina varildi.

Sonug olarak, subklinik sifir mastitis vakalarinin en yaygin etkeni olan
coa pozitif S. aureus’larin genotipik iliskilerini tespit etmeye yonelik olarak PCR
tabanli coa-RFLP ve RAPD analizinin bazi 6nemli noktalar dikkate alinmak

suretiyle giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi saptandi. Bununla birlikte, bu
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metotlarin aym anda kullamilmasinin aralarindaki diigiik korelasyon dolayisiyla
tercih edilmemesi ve/veya farkli bir molekiiler tiplendirme metodu ile
desteklenmeleri gerektigi diistintilmektedir. Ayrica daha 6nce sadece insan orjinli
izolatlarda ve ¢ok nadir olarak bildirilen coa-PCR’daki ¢ift bantlarin inek
siitlerinden elde edilen S. aureus izolatlarinda saptanmasi, siit sagim iglemi yapan
kigilerin bulagmada 6nemli rol oynayabilecegini gosterdi (51, 137, 183, 184). Bu
durumda, bulagmada en 6nemli rezervuar olarak kabul edilen infekte memelerin
ve sifirdan siira olan bulagmanin yami sira insanlar ile de bulagsmanin ciddi bir
sekilde g6z 6niinde bulundurulmasi gereken bir nokta oldugu kamisina vanldi.

Ayrica bu c¢alismada S. agalactiae’larin molekiiler identifikasyonu igin
kullamlan ¢fb geninin PCR amplifikasyonu sonucunda olugsan bant
biiytikliiklerinde varyasyon g6zlenmemesi, bu gen bélgesinin siir orijinli S.
agalactiae’larin hizli ve giivenilir gekilde identifikasyonuna olanak tanidigim
gosterdi. Bu ¢alijmada kullanilan molekiiler metotlardan RAPD metodunun
Tiirkiye’deki subklinik mastitis vakalarinda 6nemli bir sorun olarak karsimiza
¢ikan S. agalactiae suslar1 arasinda predominant tiplerin saptanmasinda yararli
olabilecegi ve infeksiyon yollarinin izah edilmesinde katkida bulunabilecegi tespit
edildi.

Bu bulgular esliginde alinacak 6nemli kontrol stratejilerinin (predominant
suglar kullamlarak yeni as1 gelistirme c¢aligmalari, etkili antibiyotiklerin segimi
vs.) mastitisin en Onemli etkenleri olan S. aureus ve S. agalactiae’larn
insidensinde 6nemli derecelerde azalmalara sebep olabilecegi diigiiniilmektedir.
Boylece, konake1 ¢evre ve etken iiggeninde etkin olan gesitli faktorler sebebiyle,

eradikasyonu veya kontroliiniin olduk¢a zor oldugu diisiiniilen Stafilokokal ve
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Streptokokal mastitislere karg1 uygulanacak daha etkili kontrol programlan ile
hem hayvan sagh@ agisindan hem de halk sagligi agisindan 6nemli ilerlemeler
saglanabilecedi kanisina varildi. Ayrica, S. aureus ve S. agalactiae suglarinin ilave
genotipik metotlar kullanilarak degerlendirilmesi ve detayli genetik analiz
caligmalarina iz verilmesinin, daha spesifik sonuglarin alinmasinda ve bu
etkenlerin epidemiyolojisi hakkinda daha ayrintili bilgi edinilmesinde faydali

olacag diigtiniilmektedir.
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