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1. GIRIS

Stit ve stit tirtinleri, diinya genelinde genis bir niifus i¢in temel
besin kaynaklar1 arasinda yer almakta olup, bu tirtinlere yonelik
artan kiiresel talep, inek basina siit veriminin ytikseltilmesini
gerekli kilmaktadir (Lucy, 2001). Siit verimini artirmaya yonelik
calismalar agirhkli olarak genetik seleksiyon ve dengeli,
kontrollii besleme stratejileri tizerinde yogunlasmistir. Bununla
birlikte, ytiksek siit verimini sinirlayan en onemli faktorlerden
biri mastitis ve buna bagli olarak gelisen meme saglig
problemleridir (De Vliegher ve ark., 2012). Meme bezinin
inflamasyonu ile karakterize edilen mastitis, siit sigirlarinda en
yaygin goriilen hastaliklardan biri olarak tamimlanmaktadir
(Ruegg, 2003; Halasa ve ark., 2007; Jamali ve ark., 2018). Ayrica
mastitis etkenlerinin zoonotik 6zellik gostermesi, bu hastalig
yalnizca hayvan sagligi acisindan degil, aynm1 zamanda halk
saglign bakimimmdan da O©nemli bir risk faktorti haline
getirmektedir (Blum ve ark., 2008; Zouharova & Rysanek, 2008).
Mastitis, stit tiretiminde azalmaya ve dolayisiyla isletme
gelirlerinde ciddi kayiplara yol agmaktadir (Philpot, 2003; Ullah,
2004; Heikkild ve ark., 2012, Bezman ve ark., 2015, Sanchez-
Macias ve ark., 2013; Sdnchez-Macias ve ark., 2020). Bu nedenle,
stit ¢iftliklerinde kullanilan antibiyotiklerin yaklasik %60-70"inin

mastitisin ~ Onlenmesi ve tedavisine yonelik oldugu
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bildirilmektedir (Stevens ve ark. 2016). Bununla birlikte, ¢ig
stitiin hayvan, cevre, ekipman ve kaplardan kaynaklanabilecek
kontaminasyon riski tasimasi nedeniyle dogrudan tiiketimi
onerilmemektedir. Bu baglamda, siitiin mikrobiyolojik
glivenliginin saglanmasi ve raf omriintin uzatilmasi amaciyla

pastorizasyon islemi zorunlu bir uygulama olarak kabul

edilmektedir (Abdullah ve ark., 2019).

Inflamasyon, dokularin hasara karsi gelistirdigi biyolojik bir
savunma yanitt olarak tanimlanmaktadir (Jain, 1979). Mastitisin
bakteriyel etiyolojisinde, Escherichia coli, Streptococcus uberis
ve Staphylococcus aureus gibi patojenler meme bezini enfekte
ederek hastaligin gelisimine neden olmaktadir (Wellnitz &
Bruckmaier, 2012). Mastitise yol acan ¢ok sayida bakteriyel etken
bulunmakla birlikte, koagiilaz negatif stafilokoklar (CNS)
onemli bir problem grubu olarak 6ne ¢ikmaktadir (Vakkamaki
ve ark., 2017). Bununla birlikte, bu etkenlerin goriilme siklig1 ve
enfeksiyon olusturma Kkapasiteleri cevresel ve mevsimsel
kosullara bagli olarak degismekte, dolayisiyla her siirti ya da
bolgede baskin patojen olarak bulunmayabilmektedir. Somatik
hiicre sayis1 (SCC), meme saghgmm degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullamilan gtivenilir bir biyobelirtectir. Saglikh
veya enfeksiyondan iyilesmis ineklerde SCC degerinin 200.000
hiicre/mL'nin  altinda  olmasi  beklenirken,  400.000

hiicre/mL'nin  tizerindeki degerler genellikle meme igi
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enfeksiyon varligina isaret etmektedir (Idriss ve ark., 2013).
Mastitis, siitlin hem teknolojik 6zelliklerini hem de hijyenik
kalitesini dogrudan etkileyen bir hastalik olup, aym zamanda
trtiniin icsel bilesimini de dolaylr bicimde degistirmektedir

(Halasa ve ark., 2007).

Guntimtizde mastitis yoOnetiminde Kkarsilasilan  6nemli
sorunlardan biri de patojenlerin antimikrobiyal ajanlara kars:
gelistirdigi direnctir. Yapilan calismalar, mastitise neden olan
izolatlarin yaklasik %62’sinin en az bir antibiyotige direng
gosterdigini ortaya koymustur. Direng profilleri incelendiginde,
izolatlarin siklikla streptomisin, neomisin, sefaleksin ve
penisiline karst direng gelistirdigi belirlenmistir. Ozellikle
Streptococcus agalactiae izolatlarinda tim Orneklerin en az bir
antimikrobiyal ajana direngli olmas: dikkat cekicidir. Benzer
sekilde, Streptococcus uberis izolatlarimin %86’sinda  ve
Escherichia coli izolatlarinin %79unda direng tespit edilmistir.
Bu durum, mastitis tedavisinde antibiyotik etkinliginin giderek
azalmasina ve alternatif yaklasimlara olan ihtiyacin artmasina

neden olmaktadir (Holko ve ark., 2019).

1.1. Mastitisin Yayginligi ve Siniflandirilmas:

Mastitis, farkl kriterlere gore gesitli sekillerde

smiflandirilabilmekte olup, en yaygmn yaklasim hastaligin
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kokenine dayanmaktadir. Bu kapsamda mastitis, cevresel ve
bulasic1 olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Cevresel
mastitis, hayvanin  bulundugu ortamdan kaynaklanan
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar1 ifade
ederken; bulasici mastitis, enfekte hayvanlardan digerlerine
yayilim sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Smith ve ark., 1985; Zehner
ve ark., 1986; Klaas & Zadoks, 2018). Cevresel patojenler arasinda
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes
ve Streptococcus uberis siklikla yer almaktadir. Bununla birlikte,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae gibi bazi
patojenlerin yalmizca bulasici degil, aym1 zamanda cevresel
kaynakl olarak da degerlendirilebilecegi ileri stirtilmiistiir
(Klaas & Zadoks, 2018). Bu yaklasim, s6z konusu etkenlerin
sadece enfekte siit veya sagim hijyenindeki yetersizliklerle degil;
ayn1 zamanda yataklik materyali, diski, idrar ve cevresel
kontaminantlar araciligiyla da bulasabilmesiyle
desteklenmektedir. Ayrica Prototheca tiirleri genellikle cevresel
mastitis  etkenleri arasinda  degerlendirilse de, bu
mikroorganizmalarin bulasict m1 yoksa cevresel mi oldugu
konusunda kesin bir gortis birligi bulunmamaktadir (Janosi ve

ark., 2001; Osumi ve ark., 2008).
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Cevresel mastitis, cevrede bulunan patojenlerin meme
kanalindan giris yaparak meme dokusunu enfekte etmesiyle
gelismektedir (Eberhart, 1984). Bu patojenlerin baslica
kaynagmin diski oldugu bildirilmistir (Nemeth ve ark., 1994).
Sagimdan sonra meme kanalmm 1-2 saat stireyle acik
kalabilmesi, bu donemde meme wucunun cevresel
mikroorganizmalara maruz kalmasina neden olmaktadir (Jones,
2006; Smith ve ark., 1985). Nitekim meme ici enfeksiyonlarm
biiytik kismmin sagim sirasinda veya sonrasindaki ilk iki saat
icinde olustugu belirtilmektedir (Idriss ve ark., 2013). Sagim
oncesi ve sonrast mikrobiyal kontaminasyon stirecleri de detaylh
bicimde ortaya konmustur (Tancin ve ark. 2006). Mastitis
kontroliinde uygulanan meme ucu dezenfeksiyonu ve kuru
donem tedavisi gibi yontemler, bulasici patojenlere karsi
oldukca etkili bulunurken, c¢evresel etkenlere karsi
etkinliklerinin daha sinirlh oldugu bildirilmektedir (King, 1981;
Natzke, 1981; Sommerhduser ve ark., 2003).

Bulasici  mastitiste ise en O©Onemli etkenler arasinda
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus — agalactiae  ve
Streptococcus uberis yer almaktadir (Sharif ve ark., 2009; Idriss
ve ark. 2013; Holko ve ark., 2019; Zigo ve ark. 2019). Bu
patojenlerin bashca rezervuarlart meme dokusunun yani sira
rektal, ruminal ve genital bolgeler olarak tamimlannustir.

Enfeksiyon genellikle sagim sirasinda, enfekte stitle temas
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yoluyla gerceklesmekte ve bakterilerin meme kanalina girisiyle

yayilim gostermektedir (Petersson-Wolfe ve ark., 2010).

Mastitis ayrica klinik belirtilere gore klinik ve subklinik formlar
seklinde de smiflandirilmaktadir. Klinik mastitis, memede
kizariklik, sislik ve ani baslangig ile karakterize olup, stitte pihti,
pul olusumu veya sulu goriintim gibi belirgin degisikliklere yol
acmaktadir. Bu durum c¢ogu zaman sistemik belirtilerle
(istahsizlik, letarji ve ates) birlikte goriiliir (Gruet ve ark., 2001).
Somatik hiicre sayis1 bu vakalarda genellikle normal degerlerin
oldukga tizerindedir. Buna karsin subklinik mastitis, goriintir
semptomlarin olmamasiyla karakterize edilmesine ragmen stit
veriminde azalma ve SCC artis1 ile kendini gostermektedir
(Ruegg, 2017; Khan & Khan, 2006; Tanc¢in & Uhrincat’, 2014).
Subklinik formun klinik mastitise kiyasla 15-40 kat daha yaygmn
oldugu ve daha uzun stire devam edebildigi bildirilmektedir
(Shearer ve Harris, 2003; Seegers ve ark., 2003). Bu nedenle
subklinik mastitisin tespiti daha gii¢ olup, enfekte hayvanlar
stiril icerisinde patojenlerin yayilmasinda énemli bir rezervuar

gorevi tistlenmektedir.

1.2. Mastitise Neden Olan Baslica Patojenler

Mastitis etkenleri, kokenlerine gore yapilan simiflandirmanin

yani sira, yayginliklar1 ve olusturduklart klinik tablonun
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siddetine bagh olarak major ve minor patojenler seklinde de
degerlendirilmektedir. Bu kapsamda, mastitisin en ©nemli
etkenleri arasinda Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
cesitli streptokok tiirlerinin yer aldig: bildirilmistir (Heikkila ve
ark., 2018; Saidani ve ark., 2018). S6z konusu mikroorganizmalar,
hastaligin daha agir seyretmesine neden olan baslica patojenler
olarak kabul edilmektedir. Ayrica Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus gibi etkenlerin zoonotik 6zellik
gostermesi, bu  patojenlerin  hayvanlardan  insanlara
bulasabilmesi nedeniyle halk saglig1 acisindan da 6nem arz

ettigini ortaya koymaktadir (Zi ve ark., 2018).

1.2.1. Sigir stafilokokal mastitisi

Staphylococcus cinsi, Staphylococcaceae ailesi igerisinde yer
almakta olup (du Preez, 2000; Bhutto, Murray & Woldehiwet,
2010; Charaya, Sharma, Kumar, Singh & Goel, 2014), memeli ve
kuslarin burun boslugu, mukozal ytizeyleri ve deri florasinda
bulunan firsat¢t komensal veya cevresel mikroorganizmalar
olarak tanimlanmaktadir (Ismail, 2017; Kappeli ve ark., 2019). Bu
cins, 60’tan fazla tiirti kapsamakta olup (du Preez, 2000; Bhutto,
Murray & Woldehiwet, 2010; Leelahapongsathon ve ark., 2014),
stit sigirlarinda mastitis ¢ogunlukla Staphylococcus aureus,

koagiilaz-negatif stafilokoklar (CNS) ve koagitilaz-pozitif ya da



8 Sigir Mastitislerinde Mindr ve Major Patojenlerin Antibiyotik Direnclerinin Belirlenmesi

degisken ozellik gosteren S. aureus disi stafilokoklar: iceren NAS
grubu tarafindan olusturulmaktadir (Luoreng ve ark. 2018;
Mohanty ve ark., 2013; Phuektes ve ark., 2001; Sharma ve ark.,
2012; Sudhan ve ark., 2005; Tiwari ve ark., 2008).

Stafilokoklar, mikroskobik olarak {iiziim salkimini andiran
kiimeler halinde bulunan, hareketsiz ve fakiiltatif anaerob kok
bakteriler = olup;  Staphylococcus  saccharolyticus  ve
Staphylococcus aureus subsp. anaerobius gibi istisnalar disinda
cogunlukla bu ozellikleri tasimaktadir (Kdappeli ve ark., 2019).
Biyokimyasal olarak oksidaz negatif, katalaz pozitif ve Gram
pozitif 6zellik gosterirler; koagiilaz aktivitesine gore ise pozitif,
negatif veya degisken gruplara ayrilabilirler (du Preez, 2000;
Kappeli ve ark., 2019; Lam ve ark., 2013). Bu bakteriler cevresel
kosullara dayanikli olup uzun siire canhi kalabilmekte ve
genellikle %10 NaCl iceren ortamlarda biiytime yetenegine
sahiptir (Trevisi ve ark., 2014; Twomey ve ark., 2000; Bhutto ve
ark., 2010).

Bazi tiirler, koagtilaz (Coa) ve/veya von Willebrand faktor
baglayic1 protein (vWbp) sentezleyerek protrombin ile
etkilesime girer ve fibrinojeni fibrine dontstiiren kompleksler
olusturabilir (Loeb, 1903; Viana ve ark. 2010). Bu o0zellik,
ozellikle Staphylococcus aureus i¢in dnemli bir virtilans faktori

olup, bu tiir major patojen olarak kabul edilmektedir (Ismail,
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2017; Képpeli ve ark., 2019; Verbeke ve ark., 2014). Buna karsin,
non-aureus stafilokoklar (NAS) genellikle mindr patojenler
olarak degerlendirilmektedir (Ismail, 2017; K&dppeli ve ark., 2019;
Verbeke ve ark., 2014). Bununla birlikte, Staphylococcus
intermedius, Staphylococcus pseudintermedius ve
Staphylococcus coagulans gibi bazi koagitilaz pozitif ttirlerin,
ozellikle evcil hayvanlarda enfeksiyonlara ve nadiren sigirlarda
mastitise yol agabildigi bildirilmistir (Devriese ve ark., 2005;
Bannoehr ve ark., 2007, Sasaki ve ark., 2007). Ayrica
Staphylococcus hyicus ve Staphylococcus agnetis gibi koagtilaz
degisken tiirlerin de stit sigirlarinda mastitis etkeni olabilecegi

belirtilmistir (Sharma ve ark., 2012).

Bunun yamnda, Staphylococcus aureus’'un koagiilaz-negatif
varyantlariin varlig1 da rapor edilmistir (Akineden ve ark.,
2011; Fox ve ark., 1996). Ozellikle Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus epidermidis
gibi koagiilaz-negatif tiirlerin, stit sigirlarinda subklinik mastitis
ve bazi klinik vakalarla iliskili oldugu giderek daha fazla
bildirilmektedir (Mohanty ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2012;
Wald ve ark., 2019; Pyoréld ve Taponen, 2009).

Non-aureus stafilokoklar, patojenite diizeyi, epidemiyolojik

yayihim ve genomik vyap1 agisindan onemli farkliliklar
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gostermektedir. Bu nedenle, her bir tiirtin ayr1 ayr1 tanimlanmasi
ve virtilans ozellikleri, yayilimi, siit somatik hiicre sayisi
tizerindeki etkileri ile stit verim kayiplarmna katkisinin detayh
olarak incelenmesi, bu etkenlere bagli mastitisin kontrolii

acisindan kritik 6nem tasimaktadir.

1.2.1.1. Staphylococcus aureus Mastitits

Staphylococcus aureus, diinya genelinde bulasici mastitisin en
onemli etkenlerinden biri olarak kabul edilmekte olup (United
States Department of Agriculture, 2008; Vidlund ve ark., 2022;
Abdi ve ark. 2021), stirti icinde yayilma kabiliyeti, mastitis
olusturma potansiyeli, stit veriminde kayiplara yol acmas1 ve
belirgin viriilans 6zellikleri ile 6ne ¢ikmaktadir (Smith ve ark.,
1998; Campos ve ark., 2022; Zadoks ve ark., 2000; Haveri ve ark.,
2005; Vaughn ve ark., 2020; Middleton ve Fox, 2002; Mullarky ve
ark., 2001; Fox ve ark., 2005; Atalla ve ark., 2008). Ayrica bu
patojenin  meme epitel hiicrelerine invazyon yetenegi,
enfeksiyonun kaliciligmi artiran onemli bir faktér olarak
degerlendirilmektedir (Hensen ve ark., 2000; Coté-Gravel ve
Malouin, 2019). Farkh suslar arasinda epidemiyolojik yayilim,
patojenite ve klinik etki agisindan belirgin farkliliklar bulundugu
da bildirilmektedir (Aarestrup ve ark., 1995; Zadoks ve ark.,
2002; Smith ve ark., 2005).
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S. aureus kaynakli mastitis ¢cogunlukla subklinik seyirli olup
yiiksek somatik hiicre sayis1 (SCC) ile karakterize kronik
enfeksiyonlara yol agmaktadir (Barkema ve ark., 2006; Sears ve
McCarthy, 2003). Bununla birlikte hastalik, nadir goriilen ancak
agir seyreden perakut gangrenoz formlardan, daha yaygin olan
ve siit veriminde azalma ile iliskili kronik subklinik tablolara
kadar genis bir klinik spektrum gosterebilmektedir (Taponen ve

ark., 2022; Woudstra ve ark., 2023).

Her ne kadar in vitro ¢alismalar S. aureus suslarinin cesitli
antibiyotiklere duyarl1 olabilecegini gosterse de, saha
kosullarinda tedavi basar1 oranlarmin beklenenden diistik
oldugu siklikla bildirilmektedir. Bu durumun baslica nedenleri
arasinda patojenin notrofil aracili savunma mekanizmalarindan
kacabilmesi, meme dokusunda fibrozis olusturmasi ve hiicre igi
yerlesim gostererek antibiyotik etkisinden korunmas: yer
almaktadir (Mullarky ve ark. 2001, Lammers, 2000). Ayrica
meme dokusunda olusan mikroapseler, antibiyotiklerin
enfeksiyon odagina ulasmasinm sinirlandirarak tedavi etkinligini
azaltmaktadir (Petersson-Wolfe ve ark., 2010; Erskine ve ark.,
2003). Bu nedenle, S. aureus enfeksiyonlarmin neden oldugu
tiretim kayiplar1 genellikle uzun stireli olup, meme salgl
dokusunda kalic1 hasar meydana gelmesi sonucunda stit verimi

belirgin sekilde diismektedir (Zhao ve Lacasse, 2008).
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S. aureus’un yalmzca hayvandan hayvana bulasmakla kalmayp,
belirli stireler boyunca ciftlik ortaminda da varligim
surdtirebildigi ifade edilmektedir (Zadoks ve ark. 2011).
Ogzellikle diiveler bu patojen igin 6nemli bir rezervuar olarak
tamimlanmakta ve ilk laktasyondaki ineklerin 9%12-15"inin
enfekte olabilecegi bildirilmektedir. Bu hayvanlarin ¢ogu, klinik
belirti gostermeksizin tiim laktasyon boyunca enfekte
kalabilmekte = ve  surti  icerisinde  yayiim = kaynag
olusturmaktadir. Genel olarak klinik mastitis vakalarinn
yaklasik %10-12’sinden S. aureus sorumludur (Tenhagen ve
ark., 2009). Bununla birlikte, patojenin in vivo tedaviye yanit
smirlt olup, ¢ogu durumda meme dokusunda kaliciligim
sturdiirmektedir (Barkema ve ark., 2006). Antibiyotik direnci
ozellikle penisilin grubu ilaglara kars: yaygin olmakla birlikte,
direng diizeylerinin yillara ve cografi bolgelere gore degiskenlik
gosterdigi belirtilmektedir (De Oliveira ve ark., 2000; Erskine ve
ark., 2002; Makovec ve Ruegg, 2003).

S. aureus kaynakh mastitisin ¢ogunlukla subklinik ve kronik
seyirli oldugu, ayrica laktasyonun ge¢ donemlerinde daha sik
ortaya c¢iktig1 bildirilmektedir (Tenhagen ve ark., 2006). Bu
durum, gec laktasyon doneminde somatik hiicre sayisinin
arttigini ortaya koyan calismalarla uyumludur (Laevens ve ark.,
1997; Tancin ve ark., 2007). Ayrica enfeksiyonun erken laktasyon

doneminde, 6zellikle birinci ve ikinci laktasyonlarda meydana
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gelmesi durumunda stit verimi {izerindeki olumsuz etkisinin
daha belirgin oldugu ifade edilmektedir (Hertl ve ark., 2014).
Benzer sekilde, bazi calismalarda en yiiksek siit kayiplarinin
birinci ve ticlincti laktasyonlarda gozlendigi, ikinci laktasyonda

ise bu etkinin daha simirli oldugu rapor edilmistir.

1.2.2. Aureus dis1 stafilokoklara bagli mastitis

1.2.2.1. Meme bezlerinde minor patojenler/komensaller olarak

NAS

Non-aureus stafilokoklar (NAS), koagtilaz-negatif tiirlerin yam
sira baz1 koagtilaz pozitif ve degisken stafilokoklar1 da iceren
genis bir bakteri grubunu temsil etmektedir. Bu grup 50’den
fazla turti kapsamakla birlikte, yalnizca yaklasik 15-20 ttirtin
sigir meme ici enfeksiyonlar1 (IMI) ile iliskili oldugu ve en sik
izole edilen tiirler arasinda Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus epidermidis
yer almaktadir (Sharma ve ark., 2012; Wald ve ark., 2019;
Mohanty ve ark., 2013).

NAS tiirlerinin izolasyon kaynaklar: ve yayginliklari, drnekleme
bolgesine gore degisiklik gostermektedir. Meme ucu derisi ve
meme yilizeyinden elde edilen o©rneklerde cogunlukla

Staphylococcus  chromogenes, Staphylococcus — simulans,
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Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus xylosus baskin
olarak bulunurken; siit orneklerinde ise Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus
xylosus daha sik rapor edilmektedir (Koop ve ark., 2012; Rosa ve
ark., 2022; Ruiz-Romero ve ark., 2020; Traversari ve ark., 2019).

Staphylococcus chromogenes 6zellikle buzagilama déneminde
diivelerin meme ucu ve meme derisinde kolonize olurken, ilk
laktasyon donemindeki ineklerin stittinde ve 6zellikle mastitisli
stit orneklerinde yaygm olarak tespit edilmektedir. Buna karsin,
Staphylococcus  simulans genellikle mastitisli  stit  ile
iliskilendirilmekte ve klinik vakalarda daha sik izole
edilmektedir. Ayrica Staphylococcus agnetis, Staphylococcus
hyicus ile benzer 6zellikler gosteren koagiilaz degisken bir tir
olarak tanimlanmustir. Molekiiler calismalar, Staphylococcus
simulans’in mastitis ile daha giiclii iligkili oldugunu, buna karsin
Staphylococcus chromogenes’in daha ¢ok subklinik mastitis ve
deri mikrobiyotasi ile baglantili olabilecegini ortaya koymustur
(Taponen ve ark., 2008; White ve ark., 1989). NAS tiirleri yalmzca
meme dokusu ile sinirli kalmayip, meme derisi, burun boslugu
ve meme kanah gibi farkli anatomik bolgelerde de
bulunabilmektedir (Adkins ve ark., 2022) . Bu bakteriler genetik
cesitlilikleri nedeniyle farkli patojenite ve virtilans ozellikleri
sergilemekte, bu da siit verimi ve somatik hiicre sayis1 (SCC)

tizerinde tiirlere 6zgii etkiler olusturmaktadir. Ayrica biyofilm
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olusturabilme yetenekleri sayesinde sagim ekipmanlar1 ve
sagimct elleri tizerinde kolonize olarak stirii i¢inde yayilim
gosterebilmektedirler (Pedersen ve ark., 2021; Silva ve ark,,

2022).

Bagisiklik yamiti agisindan degerlendirildiginde, makrofajlar
meme bezindeki dogustan gelen immiinitenin ilk savunma
hticreleri olup, ardindan nétrofiller enfeksiyon bolgesine gog
etmektedir (Mosser ve Edwards, 2008) . Stafilokok ttirleri
inflamatuar yamt tetikleme ve SCC'yi artirma kapasiteleri
bakimmdan farklilik gosterirken, en yiiksek artis genellikle
Staphylococcus aureus ile iligkilidir. Bununla birlikte,
Staphylococcus ~ chromogenes,  Staphylococcus  hyicus,
Staphylococcus  agnetis,  Staphylococcus  simulans ve
Staphylococcus xylosus gibi NAS tiirlerinin de SCC artisina
katkida bulunabildigi gosterilmistir (Taponen ve ark., 2022;
Supré ve ark., 2011). Baz1 NAS tiirleri diistik veya orta dtizeyde
SCC artis1 ile iliskili klinik mastitise neden olurken, 6zellikle
Staphylococcus simulans’in diger NAS tiirlerine kiyasla daha
fazla klinik mastitis vakasina yol a¢tig1 bildirilmistir (Taponen ve
ark., 2006; Jarp, 1991). Ayrica Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus haemolyticus gibi tiirlerin ytiksek SCC degerleri
ile iligkili olabilecegi de gosterilmistir (Nyman ve ark., 2018).



16 Sig1r Mastitislerinde Mindr ve Major Patojenlerin Antibiyotik Direnclerinin Belirlenmesi

Immiin yanit mekanizmalar acisindan, NAS ttirleri fagositoz ve
opsonofagositik oldiirtilmeye kars1 farkli diizeylerde direng
gosterebilmekte, bu durum tiirler arasinda patojenite
farkliliklarinin temel nedenlerinden biri olarak
degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, NAS ve Staphylococcus
aureus arasindaki patojenik mekanizmalarin hentiz tam olarak
aydinlatilamadigr ve bu farkhiliklarm yeni tanimlanmamuis
virtilans faktorlerinden kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.
Bu nedenle, NAS kaynakli mastitisin daha iyi anlasilabilmesi i¢in
ileri molekiiler ve fonksiyonel calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

1.2.2.2. Escherichia coli

Cevresel mastitise yol agan baslica etkenlerden biri olan
Escherichia coli, ozellikle erken laktasyon doneminde meme
bezini enfekte ederek «ciddi klinik tablolara neden
olabilmektedir. Tedavi edilmedigi durumlarda enfeksiyonun
oltiimctil sonuglar dogurabildigi ve hiperakut formunun
mastitise bagh 6ltimlerin en yaygin nedenlerinden biri oldugu
bildirilmektedir (Burvenich ve ark., 2003; Menzies ve ark., 1995).
E. coli mastitisinin klinik seyri; enfeksiyonun siddeti, laktasyon
evresi, enerji dengesi, vitamin diizeyi ve asilama durumu gibi

cok sayida faktore bagl olarak degiskenlik gostermektedir
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(Burvenich ve ark., 2003; Lehtolainen, 2004; Suriyasathaporn ve
ark., 2000; Zadoks ve ark., 2011). Hastaligin hafif formlarinda
yalnizca meme ve stitle sinirli lokal belirtiler gozlenirken, akut
vakalarda sistemik etkiler ortaya ¢ikabilmekte ve durum yasamu
tehdit edici hale gelebilmektedir (Lehtolainen, 2004). Patojen
genellikle alveoler dokuyu derinlemesine invaze etmek yerine
meme kanal1 ve stit sintistinde lokalize olmaktadir. Bu nedenle
koliform mastitis durumlarinda sagim sikliginin artirilmasi baz
durumlarda yararli olabilmektedir (Burvenich ve ark., 2003).
Ancak orta ve siddetli vakalarda bu yaklasimin etkinligi sinirli
olup, Dbakterinin hizli ¢ogalma Kkapasitesi nedeniyle
enfeksiyonun kontrol altma alinmas: zorlasmaktadir (Leininger

ve ark., 2003).

Meme bezinin E. coli'ye karsi temel hiicresel savunmasi,
notrofiller araciligiyla gerceklesen fagositoz mekanizmasma
dayanmaktadir (Van Werven ve ark., 1997). Notrofil yanitinin
hiz1 ve etkinligi, bakteri yiikiinii ve hastaligin siddetini
belirleyen temel faktorler arasindadir. Bu durum, E. coli'ye kars:
gelistirilen asilarin diger mastitis etkenlerine kiyasla daha etkili
olabilmesini aciklamaktadir (Schukken ve ark., 2011). Ayrica
patojenin laktozu metabolize edebilme ve diisiik oksijen
kosullarinda ¢ogalabilme yetenegi, meme bezinde hayatta
kalmasimni kolaylastirmaktadir. Kuru donemde ise demir

baglayici protein olan laktoferrinin yiiksek diizeyde bulunmasz,
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bakteriyel cogalmay:r simirlayan o6nemli bir savunma
mekanizmasidir. Bununla birlikte, nétrofil yamtinin geciktigi
durumlarda E. coli poptilasyonunun yaklasik her 20 dakikada
bir iki katina cikabildigi bildirilmistir (Kehrli ve Harp, 2001;
Hogan ve Smith, 2003).

E. coli'nin hiicre duvarinda bulunan endotoksinler, patogenezde
kritik rol oynayan baslica virtilans faktorleri olup, meme
dokusunda hasara yol acarken aym zamanda ldkosit
aktivasyonunu da tetiklemektedir. Yeni enfeksiyonlarm
olusumunun 6zellikle kuru dénemde daha sik meydana geldigi
ve enfeksiyon riskinin kuru dénem sonrasi ilk iki hafta ile
doguma yakin son iki haftada en yiiksek diizeye ulastig
belirtilmektedir (Hogan ve Smith, 2003). Dogumdan 6nceki son
iki haftada gelisen enfeksiyonlarm c¢ogu laktasyon dénemine
tasinarak klinik mastitise dontisebilmektedir (Smith ve ark.,
1985). Bu enfeksiyonlar genellikle subklinik olarak baslayip
erken laktasyon doneminde klinik tabloya ilerleyebilmekte ve
uzun sure devam edebilmektedir (Bradley ve Green, 2000).
Nitekim laktasyonun ilk iki ayinda goriilen klinik mastitis
vakalarmin biiytik bir kismunin kuru donemde basladig:
gosterilmistir (Smith ve ark., 1985; Bradley ve Green, 2000). Bu
bulgular dogrultusunda, etkili bir kuru dénem yonetiminin

mastitis kontrol programlarmin temel bilesenlerinden biri
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oldugu ve hastaligin 6nlenmesinde kritik rol oynadig1 kabul

edilmektedir (Tancin ve ark., 2018).

1.2.3. Sig1r streoptokokal mastitisi
1.2.3.1. Streptococcus uberis

Streptococcus  uberis'in  gevresel bir patojen olarak
siniflandirilmasi uzun siiredir kabul gorse de, son ¢calismalar bu
yaklasimin tartismali oldugunu ve patojenin siirii iginde inekten
inege bulagsmasmin da onemli bir yayiim yolu olabilecegini
gostermektedir (Zadoks ve ark., 2003; Davies ve ark., 2016).
Bununla birlikte, bircok arastirmaci, hayvamin bulundugu
cevreden izole edilen Streptococcus uberis’i ¢evresel bir etken
olarak degerlendirmektedir. Klebsiella pneumoniae’ye benzer
sekilde bu patojen, ozellikle turba ve saman gibi yataklik
materyallerinde yaygin olarak bulunur (Ericsson Unnerstad ve
ark., 2009). Ayrica meme derisi ve ag1z gibi viicut bolgelerinde
de yer alabilmesi, enfekte ve saglikh hayvanlar arasindaki
temasin—ornegin  karsihkli  emmenin—bulasmada  rol
oynayabilecegini distindiirmektedir (Cruz Colque ve ark,

1993).

Streptococcus uberis enfeksiyonlarinmn ¢ogu sagimlar arasinda
gelismekte olup, bu durum cevresel hijyenin ¢nemini ortaya

koymaktadir. Bu nedenle uygun dezenfeksiyon uygulamalari,
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barinak temizligi, yataklik materyalin dtizenli olarak
yenilenmesi ve giibre yonetimi, bu patojene bagh mastitisin
kontroliinde temel stratejiler arasinda yer almaktadir. Mera
temelli yetistiricilik sistemlerinde ise meranin kendisi patojen
icin baslica rezervuar olarak kabul edilmektedir (Lopez-
Benavides ve ark., 2007). Guniimiizde maliyet ve erisim
sorunlart nedeniyle geleneksel yataklik materyallerinin yerine
geri dontstiirtilmiis giibre katillarinin kullanilmasi, cevresel
mastitis vakalarinda artis ile iliskilendirilmistir (Leach ve ark.,

2015).

Mastitisin siddeti; konak bagisiklik yaniti, patojen tiirti ve sus
ozelliklerine bagh olarak degisiklik gostermektedir (Tassi ve
ark., 2013). Streptococcus uberis enfeksiyonlarmin cnemli bir
kism1 kuru donemde ortaya ¢ikmakta ve cogunlukla subklinik
seyretmektedir (Hughes, 1999). Ancak bu enfeksiyonlar, sonraki
laktasyon doneminde akut mastitis tablolarma
dontisebilmektedir (Bramley ve Dodd, 1984). Laktasyon
sirasinda teshis edilen mastitis vakalarmin ©6nemli bir
bolimiintin kuru doénemde basladigy da bildirilmektedir
(Wilkinson, 2003). llging olarak, kuru donemdeki ineklerden
elde edilen makrofajlarin daha aktif olmasina ragmen,
enfeksiyonlarin yine de bu dénemde sik goriilmesi, patojenin
konak savunma mekanizmalarimi asabilme yetenegine isaret

etmektedir (Denis ve ark., 2006). Ayrica geng ineklerde (ilk ve
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ikinci laktasyon) iyilesme oranlarinin daha ytiksek oldugu

gosterilmistir (Samson ve ark., 2016).

Enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda, Streptococcus uberis
alveolar dokuda hasara ve fibrozise yol acarak, Staphylococcus
aureus enfeksiyonlarma benzer patolojik degisiklikler
olusturabilmektedir. Bu durum, bazi vakalarda antibiyotik
tedavisine yanitin neden simrli oldugunu agiklayabilir (Milne ve
ark., 2005). Buna karsin, baz: arastirmalar cevresel patojenlerin
neden oldugu mastitisin antibiyotik tedavisine genellikle iyi
yanit verdigini de bildirmektedir (Pyordld, 2009). Enfeksiyon
stiresi oldukga degisken olup cogu vaka 16-46 giin arasinda
iyilesirken (Todhunter ve ark., 1995; McDougall ve ark., 2004),
bazi durumlarda bu stire aylar boyunca devam edebilmektedir
(Lam, 1996; Watt, 1999). Ozellikle kalict enfeksiyonlarda, basarili
tedavi sonrasinda yeniden enfeksiyon riskinin arttigi ve bu
durumun Staphylococcus aureus mastitisinde de benzer sekilde

gozlendigi bildirilmistir (Zadoks ve ark., 2001).

1.2.3.2. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae’nin stiriiler arasinda yayiliminda sagim
personelinin énemli bir rol oynayabilecegi ileri stirtilmektedir
(Lyhs ve ark., 2016). Nitekim mastitis vakalarindan ve insan

enfeksiyonlarindan elde edilen suslarin Kkarsilastirildig:
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calismalarda, bu izolatlar arasinda anlamli diizeyde genetik
benzerlikler saptanmis; yaklasik %58 oraninda benzerlik ve
kiimelenme analizlerinde %70’e varan genetik yakinlik
bildirilmistir (Martinez ve ark., 2000). Bununla birlikte, insan
kaynakl suslarla olusan enfeksiyonlarin kendiliginden iyilesme
olasiliginin, hayvandan hayvana bulasan suslara kiyasla daha
yiiksek oldugu belirtilmektedir (Jensen, 1982). Buna karsilik,
strt icinde yayilan suslarda spontan iyilesme orami oldukca
dustiktiir (Wilson ve ark., 1999). Ayrica, ilk laktasyondaki geng
ineklerin bulasici patojenlere karsi daha direngli oldugu da
gosterilmistir (Goli ve ark., 2012). Streptococcus agalactiae
enfeksiyonlar: genellikle uzun stire belirti vermeden memede
kalabilmekte ve bu durum enfekte hayvanlarin fark edilmeden
stirti iginde rezervuar gorevi gormesine yol agmaktadir (Merl ve
ark., 2003). Bu 6zellik, hastaligin kontroliinti zorlastiran 6nemli

bir faktordiir.

Staphylococcus aureus ve diger bulasici mastitis etkenlerinden
farkli olarak, Streptococcus agalactiae meme dokusu disinda
cogalma yetenegine sahip degildir; ancak sagim personelinin
ellerinde, sagim ekipmanlarinda ve meme ytizeyinde kisa stireli
olarak  canhligmi  koruyabilmektedir. Bu kisa stireli
kontaminasyon bile sagim sirasinda patojenin saglikh
hayvanlara aktarilmasi icin yeterli olmaktadir. Stirti hijyeninin

iyi dtizeyde olmasi dahi, enfekte hayvanlarin karantina
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uygulanmadan siiriiye dahil edilmesi durumunda bulas riskini
tamamen ortadan kaldirmamaktadir. Bu nedenle Streptococcus
agalactiae, yiiksek bulasiciligl, hizli yayilim kapasitesi ve ¢ogu
zaman belirti vermeden ilerleyen enfeksiyon seyri ile dikkat
ceken onemli bir mastitis etkeni olarak degerlendirilmektedir

(Keefe, 1997).

1.2.3.3. Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus  dysgalactiae’'nin  mastitis  etkeni  olarak
siniflandirilmast  konusunda gortis birligi bulunmamakla
birlikte, bu patojenin hem bulasici hem de cevresel 6zellikler
gosterebilecegi ifade edilmektedir (Fox ve Gay, 1993). Bununla
uyumlu olarak, bu bakterinin meme bezi basta olmak tizere
rumen, digski, yataklik materyalleri ve ahir ortamu gibi ¢ok farkh
ekolojik nislerde bulunabildigi bildirilmistir (Khan ve Khan,
2006). Ayrica Streptococcus dysgalactiae yalmizca memeden
degil; agiz, bademcikler ve vajina gibi cesitli anatomik
bolgelerden de izole edilebilmekte, bu da patojenin yayilim
yollarinin oldukga genis oldugunu gostermektedir (Cruz Colque
ve ark., 1993; Schalm ve ark., 1971). Enfeksiyonun, stirtide daha
once gortlmemis olsa dahi 6zellikle kuru donemde ortaya
cikabilmesi, bu etkenin epidemiyolojik agidan ©nemini

artirmaktadir (Bramley ve Dodd, 1984).
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Sut sigircilligy isletmelerinde Streptococcus dysgalactiae varlig
onemli bir sorun olarak degerlendirilmektedir; zira bu patojenin
neden oldugu mastitis cogunlukla akut inflamatuar yanit ile
karakterizedir (Rantamdki ve Miiller, 1995). Enfeksiyonun
kaynag: genellikle cevresel olmakla birlikte, nadir durumlarda
esek arilar1 ve sinekler gibi bocek vektorleri araciligiyla da
bulasabilecegi bildirilmistir (Yeruham ve ark., 2002). Ancak bu
tur vektor kaynakli bulasmalarm ¢ogunlukla yaz aylari ile sinirh
oldugu ifade edilmektedir. Patojenin virtilansi, konak savunma
mekanizmalarin asabilen enzim ve toksin tiretme kapasitesi ile
iliskilidir. Streptococcus dysgalactiae tarafindan salgilanan bu
faktorler, konak organizmanin spesifik olmayan bagisiklik
yanitina baskilayarak enfeksiyonun yerlesmesini ve ilerlemesini
kolaylastirmaktadir (Brubaker, 1985). Bu 6zellikler, s6z konusu
patojenin mastitis patogenezindeki 6nemini ve kontroliiniin

gerekliligini ortaya koymaktadir.

1.3. Konakg1 Tepkisi ve Patojen Enfeksiyonu

Meme bezinin patojenlere karsi ilk savunma hattin1 meme ucu
ve meme ucu kanali olusturmaktadir. Diiz kaslardan olusan
sfinkter yapisi, hem siittin disar1 kagmasini engelleyen hem de
mikroorganizmalarin girisini smrlayan o6nemli bir fiziksel

bariyer gorevi gormektedir. Meme ucu kanali, sagimdan
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yaklasik 30 dakika ile iki saat arasinda keratin ile zenginlesmis
cok kath skuamoz epitel tarafindan doldurulmakta; bu stire
zarfinda kanalin acgik kalmasi ise ¢evrede bulunan bakterilerin
iceri girmesi igin kritik bir firsat olusturmaktadir (Burvenich ve
ark., 2003). Keratin yapzsi, icerdigi yag asitleri ve lifli proteinler
sayesinde antimikrobiyal o6zellik gostermekte; bu proteinler
patojenlere elektrostatik olarak baglanarak hiicre duvarlarim
zayiflatmakta ve ozmotik dengenin bozulmasi sonucu bakteriyel
lizise neden olmaktadir (Burvenich ve ark., 2003; Capuco ve ark.,
1992). Meme ucunun koruyucu kapasitesi; kanal uzunlugu ve
capl, keratin miktar1 ve sagilabilirlik gibi fiziksel ve
tizyokimyasal 6zelliklere bagh olarak degismektedir (Tancin ve
Uhrincat, 2014; Shearer ve Harris, 2003). Bu bariyerleri asabilen
patojenler ise meme  bezinde enfeksiyon  siirecini

baslatabilmektedir.

Ikinci savunma hattmi  konagmn  bagisiklik  sistemi
olusturmaktadir. Mastitisin siddeti btiytik 6lctide konagmn
immiin yanitma ve genetik yatkinligina bagh olmakla birlikte,
patojenin virtilans 6zellikleri de hastalik seyrinde belirleyici rol
oynamaktadir (Burvenich ve ark., 2003; Fernandes ve ark., 2011).
Patojen kaynakl faktorler arasinda tiir, sus 6zellikleri, virtilans
ve inokulum miktar1 yer alirken; konak faktorleri arasinda yas,

laktasyon donemi, dogum sayisi, bagisiklik durumu, stres ve
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asilama diizeyi sayilmaktadir (Bradley ve ark., 2015; Schwarz ve

ark., 2010; Giraudo ve ark., 1997).

Bagisiklik sisteminin erken yamiti, hiicre yiizey reseptorleri
araciligryla mikrobiyal yapilarin tanmnmasi ve buna eslik eden
akut faz proteinleri ile sitokinlerin salimimu ile sekillenmektedir
(Schukken ve ark., 2011; Aitken ve ark., 2011). Bu yanit, etken
mikroorganizmanin tiirtine gore farklilik gosterebilmektedir
(Bannerman, 2009). Ornegin, Escherichia coli gibi Gram negatif
bakteriler, Gram pozitif etkenlere kiyasla daha yiiksek
immiinoglobulin G (IgG) diizeyleri ve laktat dehidrogenaz
aktivitesi ile iliskilendirilmektedir (Hernandez-Castellano ve
ark., 2017). Bu durum, laktat dehidrogenazin somatik hiicre
sayist ile birlikte kullanildiginda, farkl: bakteri gruplarinin ayuirt
edilmesinde  potansiyel bir  biyobelirteg  olabilecegini

gostermektedir.

Gtinimiizde  mastitis tedavisi cogunlukla antibiyotik
kullannmina dayanmakta olup, bu tedavilere siklikla
prednizolon gibi glukokortikoidler de eklenmektedir (Sipka ve
ark., 2013). Bu ajanlar, kan-stit bariyerinin btitinlagtini
destekleyerek siit kalitesinin korunmasina katkida bulunurken
(Wall ve ark., 2016), aynm1 zamanda glukokortikoid reseptorlerine
baglanarak proinflamatuar sitokin tiretimini baskilayabilmekte

ve immiin hiicrelerin inflamasyon bolgesine goctinii modiile
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edebilmektedir (Schukken ve ark., 2011). Ancak prednizolonun,
stit icindeki immiinoglobulin G diizeyini azaltarak lokal
bagisiklig1 zayiflatabilecegi de bildirilmektedir; bu nedenle
tedavide hem yararli hem de sinirlayici etkileri bulunmaktadir
(Wall ve ark, 2016). Ayrica yiiksek doz Oksitosin
uygulamalarimin kan-stit bariyerini gegirgen hale getirebildigi ve
ozellikle lipopolisakkarit kaynakli mastitis durumlarinda bu
etkinin arttig1 gosterilmistir (Wall ve ark., 2016). Bu durum, baz1
subklinik mastitis vakalarinda terapdtik acidan avantaj

saglayabilmektedir.

Sonug olarak, mastitis gelisebilmesi igin patojenin yalmzca
meme dokusuna giris yapmasi yeterli olmay1p, aynt zamanda
konak savunma mekanizmalarimi asarak ¢ogalabilmesi
gerekmektedir (Saidani ve ark., 2018). Mastitis etkenleri virtilans
diizeyleri agisindan  farklilik  gosterdigi  gibi, konak
organizmanin bu etkenlere karsi gelistirdigi yanitlar da
degiskenlik gostermektedir. Bu etkilesim, hastaligin ortaya cikisi
ve siddetinin belirlenmesinde temel 1ol oynamaktadir

(Fernandes ve ark., 2011; Bradley ve ark., 2015).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismanin materyalini, Balikesir ili Susurluk ilcesinde
faaliyet gosteren stit sigirciligl isletmelerinden elde edilen
mastitisli stit ornekleri olusturmustur. Calisma kapsaminda,
klinik veya subklinik mastitis bulgular1 gosteren ineklerden
aseptik kosullar altinda toplam 200 adet stit 6rnegi toplanmustur.
Ornek alimu sirasinda meme uclari ncelikle temizlenmis ve %70
etil alkol ile dezenfekte edilmistir. 1k siit akis1 uzaklastirildiktan

sonra, steril tiiplere yaklasik 10-15 mL siit 6rnegi alinmustir.

Toplanan ornekler, soguk zincir kosullar1 korunarak (4 °C)
laboratuvara tasinmis ve miimkiin olan en kisa stirede analiz
edilmistir. Analiz o6ncesinde oOrnekler vortex cihaz1 ile
homojenize edilerek mikrobiyolojik incelemeye hazir hale

getirilmistir.

2.1.2. Besiyerleri ve Ekim Islemleri

Bakteriyel izolasyon amaciyla MacConkey Agar, CNA Agar,
Edwards Medium ve Blood Agar kullamilmustir. Besiyerleri
tretici firma talimatlarina uygun sekilde hazirlanmis ve steril

kosullarda 4 gozlii petri kaplarina doktilmiistiir.
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Homojenize edilen siit orneklerinden steril 6ze yardimuyla
alinan ornekler, ilgili besiyerlerinin ytizeyine ¢izgi ekim yontemi
ile inokiile edilmistir. Ekim yapilan plaklar, 37 °C’de aerobik
kosullarda 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen koloniler makroskobik
olarak (renk, sekil, hemoliz 6zellikleri) degerlendirilmis,
ardindan saf koloni elde etmek amaciyla alt kiilttir islemleri

gerceklestirilmistir.

Kanli agarda saf kiilttir elde edilen koloniler, Gram boyama ve
temel biyokimyasal testler kullanilarak standart tanimlama
semalaria gore identifiye edilmistir. Selektif besiyerlerinde
gelisen koloniler ise kanl agar referans alinarak karsilastirmal

olarak degerlendirilmistir.

2.2. Metod
2.2.1. Bakteri Izolasyonu ve Tanimlama

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanimlanmasinda klasik

mikrobiyolojik yontemler kullanilmustir.

Escherichia coli izolasyonu i¢cin MacConkey ve kanli agarda 37
°C’'de 18-24 saat inkiibasyon sonrasi gelisen laktoz pozitif

(pembe renkli) koloniler degerlendirilmistir. Koloniler
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makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri agisindan incelenmis ve

biyokimyasal testlerle dogrulanmaistir.

Streptococcus ttirlerinin izolasyonu icin kanh agar, Edwards
besiyeri ve CNA agar kullamilmistir. 24-48 saatlik inkiibasyon
sonras! gelisen kiictik, seffaf ve parlak koloniler secilmis; Gram

boyama ve katalaz testi uygulanarak identifikasyon yapilmustir.

Staphylococcus tiirleri, kanli agar ve CNA besiyerlerinde gelisen
koloniler arasindan secilmis; stipheli koloniler koagitilaz testine
tabi tutularak Staphylococcus aureus ve koagiilaz negatif

stafilokoklar (KNS) ayrimi yapilmustir.

2.2.2. Kullanilan Testler
2.2.2.1. Gram Boyama

Bakterilerin hiicre duvari yapisina gore smiflandiriimas:
amaciyla Gram boyama yontemi uygulanmstir. Stpheli
kolonilerden alinan 6rnekler fizyolojik tuzlu su ile lam tizerinde
yayillmis, kurutulmus ve alevden gecirilerek fikse edilmistir.
Preparatlar sirasiyla kristal viyole (1 dk), lugol (1 dk), %96 etil
alkol (10-15 sn) ve safranin (30 sn) ile boyanmistir. Boyama
sonrast preparatlar mikroskop altinda incelenmis ve bakteriler

Gram pozitif veya Gram negatif olarak degerlendirilmistir.
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2.2.2.2. Katalaz Testi

Stafilokok ve streptokoklarin ayriminda katalaz testi
uygulanmistir. Koloniler lam tizerine alinarak {izerine %3’liik
hidrojen peroksit (H,O,) damlatilmistir. Kabarcik olusumu
katalaz pozitiflik, kabarcik olusmamas: ise negatiflik olarak

degerlendirilmistir.

2.2.2.3. Koagiilaz Testi

Koagiilaz testi, Staphylococcus aureus ile koagtilaz negatif
stafilokoklarin ayriminda kullamlmistir. Koloniler fizyolojik
tuzlu su ile stispanse edilmis, tizerine taze plazma eklenmis ve
pthtilasma olusumu gozlemlenmistir. Pihtt olusumu pozitif

sonug olarak degerlendirilmistir.

2.2.2.4. Oksidaz Testi

Gram negatif bakterilerin oksidaz aktiviteleri oksidaz diskleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Disk {izerine siirtilen bakteri
kolonilerinde 25-30 saniye icerisinde mor renk olusumu pozitif,
renk degisiminin olmamast negatif sonu¢ olarak kabul

edilmistir.
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2.2.2.5. Indol Testi

Indol tiretimini belirlemek amactyla bakteriler indol besiyerine
ekilmis ve 37 °C’de 5 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrast
indol ayiraci eklenmis ve tiist tabakada kirmizi renk olusumu

pozitif olarak degerlendirilmistir.

2.2.2.6. Antibiyotik Duyarlilik Testi

[zole edilen bakterilerin antibiyotik duyarliliklari, Clinical and
Laboratory Standards Institute kriterlerine uygun olarak disk
diftizyon yontemi ile belirlenmistir (CLSI, 2017). Bu amagla
bakteriler %0,9 NaCl ¢ozeltisi icinde 0,5 McFarland standardmna
(*1x10® kob/ mL) ayarlanmgtir.

Hazirlanan stispansiyonlar steril ekiivyon yardimiyla Mueller
Hinton Agar ytizeyine yayilmis ve ardindan antibiyotik diskleri
yerlestirilmistir. Kullanilan antibiyotikler arasinda Neomisin-
Basitrasin-Tetrasiklin =~ (NBT70C),  Cefapirin = (CPR30C),
Amoksisilin-klavulanik asit (30 pug), Penisilin (10 IU), Tetrasiklin
(30 pg), Klindamisin (2 png), Kanamisin (30 pg) ve Sefalotin (30
ng) yer almistir. Plaklar 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmis,
inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon zon caplari milimetrik
olarak 6lctilmiis ve CLSI standartlaria gore duyarli, orta duyarh

veya direncli olarak smiflandirilmstir.
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3. SONUC

Bu calismada, Balikesir ili Susurluk ilcesinde bulunan stit sigir1
isletmelerinden secilen toplam 200 inek, California Mastitis Test
kullarularak mastitis yoniinden taranmistir. Tarama sonucunda
179 inegin CMT pozitif oldugu belirlenmis ve bu hayvanlardan
aseptik kosullarda stit oOrnekleri alinarak mikrobiyolojik

analizlere tabi tutulmustur.

Laboratuvara wulastirilan stit 6rnekleri, homojenizasyon
isleminin ardindan Blood Agar, MacConkey Agar, CNA Agar ve
Edwards Medium tizerine ekilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen koloniler makroskobik
ozelliklerine gore degerlendirilmis, ardindan Gram boyama ve
biyokimyasal testler ile identifikasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Elde edilen sonuclara gore, siit orneklerinden izole edilen
mikroorganizmalarin %83’tintin Gram pozitif, %12'sinin Gram
negatif oldugu belirlenmis; o6rneklerin %5’inde ise etken
mikroorganizma tammlanamamistir. Bu bulgular, mastitis
etkenlerinin biiyiik cogunlugunun Gram pozitif bakterilerden

olustugunu gosteren literatiir verileri ile uyumludur.

Toplam 128 bakteriyel izolatin tiir dtizeyinde dagilim
incelendiginde; Staphylococcus aureus: 41 izolat (%32),
Streptococcus uberis: 14 izolat (%10,9), Streptococcus spp.: 31
izolat (%24,2), Escherichia coli: 27 izolat (%18,75), Koagtilaz
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negatif stafilokoklar (CNS): 15 izolat (%11,71) olarak tespit
edilmistir. Bu dagilim, o6zellikle Staphylococcus aureus'un
mastitis etkenleri arasinda baskin rol oynadigmi ortaya

koymaktadr.

[zolasyon siirecinde kullanilan besiyerlerinin performansi
degerlendirildiginde; Staphylococcus aureus izolatlarinin
tamaminmn (%100) kanli agar ve CNA besiyerinde {iredigi
gozlenmistir. Streptococcus tiirlerinin tamami kanlh agar ve
CNA’da tureme gostermis, ayrica izolatlarin 9%88,3 intin
Edwards Dbesiyerinde karakteristik koloni olusturdugu
belirlenmistir. Escherichia coli izolatlarinin MacConkey agarda
laktoz fermentasyonu sonucu pembe renkli koloniler

olusturdugu gozlenmistir.

Kanli agarda hemolitik 6zellikler incelendiginde, ozellikle S.
aureus ve bazi streptokok tiirlerinde belirgin hemoliz zonlarinin
olustugu tespit edilmistir. Gram boyama sonugclarina gore Gram
pozitif koklar (Staphylococcus ve Streptococcus spp.) ile Gram
negatif basiller (E. coli) ayirt edilmistir. Katalaz testi sonucunda
Staphylococcus tiirleri katalaz pozitif, Streptococcus tiirleri ise
katalaz negatif olarak belirlenmistir. Koagiilaz testi ile
Staphylococcus izolatlar1 arasinda Staphylococcus aureus
(koagtilaz pozitif) ve CNS (koagiilaz negatif) ayrimi yapilmustir.

Oksidaz testinde Gram negatif izolatlarin biiytik cogunlugunun
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6]

oksidaz negatif oldugu belirlenmistir. Indol testi sonucunda E.
coli izolatlarnin biiytik kisminin indol pozitift oldugu

saptanmustir.

Antibiyotik duyarlilik testleri, Clinical and Laboratory
Standards Institute kriterlerine uygun olarak disk diftizyon

yontemi ile Mueller Hinton Agar tizerinde gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilan antibiyotik diskleri: Seftiofur, Spiramisin,
Florfenikol, Amoksisilin, Oksitetrasiklin, Sefprozil, Amoksisilin-
klavulanik asit, Marbofloksasin,
Neomisin/ Basitrasin/ Tetrasiklin kombinasyonu ve
Sefkinom’dur. Elde edilen bulgular genel olarak su egilimleri
gostermistir: Staphylococcus aureus izolatlarimin 6nemli bir
kismu penisilin ve tetrasiklin grubu antibiyotiklere kars1 direng
gosterirken, seftiofur ve florfenikole karsi daha yiiksek
duyarlilik sergilemistir. Escherichia coli izolatlarinda ozellikle
amoksisilin ve oksitetrasikline karst direng¢ gozlenmis,
marbofloksasin ve seftiofura karsi ise daha ytiksek duyarlilik
belirlenmistir. Streptococcus spp. izolatlarinin ¢ogu beta-laktam
antibiyotiklere duyarli bulunmus, ancak bazi izolatlarda ¢oklu
antibiyotik direnci saptanmistir. CNS izolatlarmin antibiyotik
duyarlilik profillerinin heterojen oldugu ve bazi suslarin coklu

direng gosterebildigi belirlenmistir.
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Elde edilen bulgular, mastitis etkenleri arasinda Gram pozitif
bakterilerin baskin oldugunu ve 0zellikle Staphylococcus
aureus'un en yaygm patojen oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica antibiyotik direng profillerinin degiskenlik gostermesi,
mastitis tedavisinde uygun antibiyotik seciminin Onemini
vurgulamaktadir.  Sonuglar, literatiirde bildirilen verilerle
uyumlu olup, hem bulasict hem de cevresel patojenlerin birlikte
rol oynadig1 karma bir mastitis etiyolojisini desteklemektedir. Bu
durum, mastitis kontroliinde hijyen uygulamalari, stirt
yonetimi ve antibiyotik kullanim stratejilerinin birlikte

degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

4. TARTISMA

Bu calismada, klinik mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen
bakteriyel etkenler ve bu etkenlerin antibiyotik duyarlilik
profilleri kapsamli sekilde degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular, mastitis etiyolojisinde hem bulasici hem de gevresel
patojenlerin birlikte rol oynadigini ve 6zellikle Escherichia coli
ile Staphylococcus aureus’un baslica etkenler arasinda yer
aldigmmi  ortaya koymaktadir. Bu durum, mastitisin

multifaktoriyel dogasmi vurgulayan literattir verileri ile

uyumludur (Burvenich ve ark., 2003; Zadoks ve ark., 2011).
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Calismamizda Escherichia coli 6nemli bir ¢evresel patojen olarak
one c¢ikmis olup, Ozellikle erken laktasyon doneminde
enfeksiyon olusturma egilimi gostermesi ve hizli cogalma
kapasitesi nedeniyle ciddi klinik tablolara yol acabilmesi
literatiirde de vurgulanmaktadir (Burvenich ve ark. 2003;
Lehtolainen, 2004). Elde edilen antibiyogram sonuclarina gore,
E. coli izolatlarmin %16,3'tintin ¢oklu antibiyotik direnci
gostermesi, gevresel mastitis etkenlerinde giderek artan direng
problemini desteklemektedir. Bununla birlikte,
Marbofloksasinin en etkili ajanlardan biri olarak belirlenmesi,
florokinolon grubu antibiyotiklerin bu patojene karsi ytiiksek
etkinligini bildiren ¢alismalarla uyumludur. Nitekim, Mohanty
ve ark. Levofloksasinin (%96,66) ve kloramfenikoliin (%90) E.
coli'ye kars: yiiksek etkinlik gosterdigini bildirmistir (Mohanty
ve ark., 2013). Benzer sekilde, mandalardan izole edilen E. coli
suslarinin kloramfenikole %94,59 oraninda duyarli oldugu da
rapor edilmistir (Charaya ve ark., 2014). Bu farkliliklar, bolgesel
antibiyotik kullanim ahskanlhklar1 ve direng gelisimi ile

aciklanabilir.

Staphylococcus aureus ise galismamizda en sik izole edilen
patojen olup, bulasict mastitisin baslica etkenlerinden biri olarak
literatiirde genis sekilde tanimlanmaktadir (Zadoks ve ark.,
2000; Barkema ve ark. 2006). Bu patojenin meme epitel

hiicrelerine invazyon yetenegi, biyofilm olusturma kapasitesi ve



38 Sigir Mastitislerinde Mindr ve Major Patojenlerin Antibiyotik Direnclerinin Belirlenmesi

immiin sistemden kacabilme mekanizmalar1 nedeniyle
tedavisinin zor oldugu bilinmektedir (Mullarky ve ark., 2001;
Lammers, 2000). Calismamizda elde edilen bulgular da bu
durumu desteklemekte olup, S. aureus'un antibiyotik tedavisine
smirlt yamit verdigi gozlenmistir. Literatiirde de S. aureus
kaynakli mastitis vakalarinda antibiyotik tedavisinin siklikla

basarisiz oldugu bildirilmektedir (Luoreng ve ark., 2018).

Antibiyotik duyarlilik sonugclarimiz,
Neomisin/ Basitrasin/ Tetrasiklin kombinasyonu,
Marbofloksasin ve Spiramisinin S. aureus tizerinde daha etkili
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, farkli ¢alismalarda bu
patojenin Enrofloksasin, Siprofloksasin, Levofloksasin (%88,23),
Gentamisin (%100) ve Eritromisin (%100) gibi antibiyotiklere
daha yiiksek duyarliik gosterdigi bildirilmistir (Ismail, 2017;
Uppal ve ark., 1994). Bu farkliliklar, suslar arasi genetik
varyasyonlar ve bolgesel antibiyotik kullanimina bagh
seleksiyon baskisi ile aciklanabilir. Ayrica, S. aureusun siirii
icinde yayilim hizinm ytiksek olmasi ve kronik enfeksiyonlara
yol acmasy, stirii yonetimi ve hijyen uygulamalarimin énemini bir

kez daha ortaya koymaktadir (Sharma ve ark., 2012).

Calismamizda izole edilen bir diger ©nemli etken olan
Streptococcus uberis, hem cevresel hem de bulasiar 6zellikler

gosterebilen bir patojen olarak dikkat cekmektedir. Literattirde
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bu etkenin klinik mastitis vakalarinin %14-26"sindan sorumlu
oldugu bildirilmektedir (Kdppeli ve ark., 2019). Ayrica kuru
donemde gelisen enfeksiyonlarm laktasyon doneminde klinik
mastitise dontisebildigi bilinmektedir (Bramley ve Dodd, 1984).
Calismamizda bu patojenin belirli bir oranda izole edilmesi,
ozellikle gevresel hijyen ve kuru dénem yonetiminin 6nemini
desteklemektedir. Phuektes ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, S. uberis izolatlarinin sefaleksin ve vankomisine %100
duyarli oldugu bildirilmistir (Phuektes ve ark., 2001). Bununla
birlikte, diger calismalarda streptokok tiirlerinin kloramfenikol,
tetrasiklin ve florokinolon grubu antibiyotiklere yiiksek
duyarlilik gosterdigi belirtilmistir (Ismail, 2017; Verbeke ve ark.,
2014; De Vliegher ve ark., 2012).

Calismamizda ayrica koagitilaz negatif stafilokoklar (NAS) gibi
mindr patojenlerin de belirli oranlarda izole edilmesi, bu
etkenlerin giderek artan 6nemini gostermektedir. NAS tiirlerinin
genellikle daha dtistik virtilansa sahip olmalari nedeniyle
antibiyotik direnci gelistirme olasiliklarinm major patojenlere
gore daha diisiik olabilecegi dtistintilmektedir. Ancak son
yillarda bu etkenlerin subklinik mastitis vakalarinda énemli rol
oynadigr ve somatik hiicre sayisini artirarak stit kalitesini

olumsuz etkiledigi bildirilmektedir (Pyordld ve Taponen, 2009).



40 Sigir Mastitislerinde Mindr ve Major Patojenlerin Antibiyotik Direnclerinin Belirlenmesi

Mastitisin patogenezinde yalnizca patojenin varligr degil, aym
zamanda konak savunma mekanizmalarimin etkinligi de
belirleyici rol oynamaktadir. Meme ucunun fiziksel bariyer
ozellikleri ve Kkeratin tabakasmnm antimikrobiyal etkisi,
enfeksiyonun dnlenmesinde kritik &neme sahiptir (Burvenich ve
ark., 2003; Capuco ve ark., 1992). Bununla birlikte, bu
bariyerlerin asilmasi durumunda konagmn bagisiklik yamit
devreye girmekte ve hastaligin siddeti buiytik 6l¢tide bu yanitin
etkinligine bagh olmaktadir (Schukken ve ark, 2011;
Bannerman, 2009). Ozellikle Gram negatif bakterilerin, Gram
pozitif etkenlere kiyasla daha gticli inflamatuar yarmt
olusturdugu ve daha ciddi klinik tablolarla iligkili oldugu
bildirilmistir (Herndndez-Castellano ve ark., 2017).

Sonug olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgular, mastitisin
etiyolojisinin oldukca karmasik oldugunu ve hem patojen
ozellikleri hem de konak faktorlerinin hastalik seyrini
belirledigini gostermektedir. Antibiyotik direnc profillerinin
bolgesel farkliliklar gostermesi, tedavi protokollerinin lokal
veriler 1s1ginda belirlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Ayrica siiri yonetimi, hijyen uygulamalar1 ve kuru doénem
stratejilerinin mastitis kontroliinde vazgecilmez oldugu aciktr.
Bu baglamda, gelecekte vyapilacak calismalarin, ozellikle

patojenlerin molekiiler diizeyde karakterizasyonu ve alternatif
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tedavi yaklasimlarinimn gelistirilmesine odaklanmasi bitytk

Onem tasimaktadir.
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