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OZET

TEZ BASLIGI: Kocaeli Yoresindeki Mastitisli Hayvanlardan
Alinan Siit 6rneklerinden Staphylococcus aureus Izolasyonu,
Tiplendirilmesi, Toksin Tiplerinin Belirlenmesi, Somatik Hiicre

Sayimui ve Siitlerdeki Cevresel Etkilerin Incelenmesi

YAZAR ADI: Ozcan BUDAK

Mastitis inek memesinin yangisidir. Meme bezleri hiicrelerinin veya bag
dokusunun veya her ikisinin salgilanmasiyla kendini gosterir. Bu sartlarda siit verimi
diiser, renkte degisim olur ve tiiketim i¢in istenmeyen sonuclar olusturur. Sonug¢ olarak
biiylik ekonomik kayiplara sebep olur. Mastitis emzirme doneminin baslangicinda veya
sonunda hatta siitten kesilen ineklerde bile goriilebilir. Ciftlik ¢alisanlari, 1slak elbiseler
ve sinekler hastaligin yayilmasinda rol alir. S. aureus mastitis olusumunda en onemli
bakteriyal ajandir. Olusturdugu toksinler nedeniyle hiicre membranmni parcalar ve siit

tireten dokuyu bozar.

Mastitis akut, subakut veya kronik bir seyir izleyebilir. Sik sik subklinik tablolarla
kargilagilir. Bu tabloda ne anormal bir siit olgusu ne de meme dokusunda gozle

goriilebilir degisiklik olur. Fakat somatik hiicre sayisinda artis gdzlenir.

Bu hastalik Tiirkiye’de her y1l 50 milyon YTL’ lik ekonomik kayba neden olur. Bu
nedenle hastaligin tanimlanmasi ve hastaliktan korunma yontemlerinin gelistirilmesi ¢cok

onemlidir.

Bu calismada Kocaeli yoresindeki mastitisli ineklerin prevalansi, hasta ineklerden
toplanan numunelerde S. aureus izolasyonu, tanimlanmasi, iirettikleri toksin tiplerinin ve
siitlerdeki somatik hiicre sayisinin belirlenmesi, izole edilmis olan S .aureus’larin

antibiyotiklere karsi1 duyarliliklarinin belirlenmesi amag edinilmistir.
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Ayrica caligilacak bolgede sanayinin yogun olmasi nedeniyle bu bolgede yer alan
ciftliklerde iiretilen siitlerin bilesiminde siit kalitesini etkileyecek oranlarda agir metaller
bulunabilir. Bunu tespit edebilmek i¢in almnan siitlerde agir metallerin

konsantrasyonlarina da bakilacaktir.
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SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: Isolation and identification of
S. aureus, detect these bacteria enterotoxins and determine
number of somatic cells and antibiotic from Mastitic Cows’ Milk

in Kocaeli Region and enviromental effects in the Milk.

AUTHOR: Ozcan BUDAK

Mastitis is an inflammation of udder. It may involve secreting cells or connective
tissue or both of the mammary glands. In this condition, the millk yield is reduced,
colour is changed and becomes unfit for consumption. As a result, there is great
economic loss. It is more common at the beginning or at the end of lactation. It may
occur even in dry cow. Milkers' hands, wash cloths and flies are the ways in which the
infection can be spread from cow to cow. Most causing bacterial agent of mastitis is
Staphylococcus aureus producing toxins that destroy cell membranes and can directly

damage milk producing tissue.

Mastitis may be acute, subacute or chronic. Often, it is subclinical, where there is
neither abnormal milk nor detectable change in the udder, but somatic cell count has

increased.

This illness causes 50 million YTL economic loss in Turkey every year. Because

of this reason detection and prevention of this illness is very important.

In this study we purpose isolation and identification of Staphylococcus aureus, to
detect their enterotoxins and antibiotic susceptibility and determine somatic cell in milks

and bring out prevalance of cows with mastitis in Kocaeli region. In addition we’ll
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determine concentration of heavy metal in specimens due to the effects of industrial

pollution onto quality of milk and milk products.
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Sevgili hocam Prof. Dr. I.Yavuz SEZEN’e, siitlerin temininde bana yardimci
olan tiim ¢iftlik sahiplerine, beni caligmalarimda destekleyen, bilgi ve birikimlerini bana
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1.GIRIS

Siit yasayan her canlmin ihtiyaci olan Onemli besin maddeleri, protein,
karbonhidrat, siit sekeri, yag, eser elementler, vitaminler, mineraller ve enzimleri
biinyesinde dengeli ve yeterli miktarda icermektedir. Ayrica siit insanlarin beslenmesi
icin 6nemli olan kalsiyum bakimindan da zengin bir iiriindiir [Demirci ve Simsek,1996,

Geggil ,1987].

Fizyolojik yonden yiiksek besin degerine sahip olan siitiin kusursuzca
icilebilmesi i¢in onun, saglikli, iyi beslenmis hayvanlardan elde edilmis ve tiiketiciye
kadar giden yolda zararli etkilerden miimkiin oldugunca korunmus olmasi gereklidir.
Mastitis proflaksisi ile kimyasal ve mikrobiyolojik kontaminasyon kaynaklarinin erken

teshis edilerek, ortadan kaldirilmasi siit hijyeninde en 6nemli asamadir. [Ergiin ,1989]

Siitteki mikroorganizmalarin sayis1 ve tiiri hayvanin bakimma, sagimin
ozelligine, ahir sartlarina, elde edilen siite yapilan ilk muamele ve muhafaza sekline gore

cok degisir. [Sakiz ,1973]

Siitler normal sartlar altinda ve hijyenik kurallara uyularak hazirlansa bile, belli
saylda mikroorganizma bulundurabilmektedir. Yani hijyenik sartlara ne kadar uyulursa
uyulsun mililitrede 20.000 lere varan mikroorganizma sayilari normal kabul
edilmektedir. Fakat bu sayiyr asan degerler siitiin cesitli kaynaklardan kontamine

oldugunu gostermektedir. [Robinson ,1990]

Mastitis, sigir yetistiriciliginde onemli derecede ekonomik kayiplara neden olan

polimikrobiyal bir meme enfeksiyonudur.[Sakiz,1973]

Memenin iritan etkiyi notralize etmek ve normal fonksiyonuna yeniden donmek
icin gosterdigi fiziksel, kimyasal, bakteriyolojik ve patolojik degisiklikler, cesitli
formlarda mastitis belirtilerinin ortaya cikmasma neden olur. Cevrede yaygin olarak

bulunan kontaminantlardan memeyi korumak her zaman miimkiin olamamaktadir.
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Bunun yanisira teknolojinin getirdigi yenilikler de dikkatsiz kullanim sonucunda
onemli bir dispozisyon faktorii olusturmaktadir. Mastitisin bircok nedeni vardir. Bu
nedenler varoldugunda, memeye mikroorganizmalarin yerlesmesi kolaylasarak

enfeksiyon ortaya ¢ikar.

Mastitis yapan etkenler bakteriyel, viral, mantar ve nonspesifik nedenler olmak
tizere dort grupta toplanir. Meme icindeki hasarli tabakanin 1yilesemiyecegi
enfeksiyonlarda gozlenebilir. Siit iiretimi diiser, yeniden hastalanma riski artar. Yapilan
arastirmalarda ineklerde klinik mastitis oraninin %?2,7 ve subklinik mastitis oraninin

% 45,4 oldugu tespit edilmistir.

Mastitisin bu kadar Onemli olmasmin baslica sebeplerinden biri, hastaligin
subklinik seklinin klinik haline nazaran 20-30 kat daha fazla oranda rastlanmasidir.
Subklinik mastitisler yetistiriciler tarafindan kolaylikla belirlenememekte, bdylece

hayvanda hastalik, varhigini uzun siire devam ettirebilmektedir. [Ergiin ,1989]

Subklinik Mastitis, Mastitisin énemli bir formu olup, meme dokusunda heniiz
onemli bir degisiklik sekillenmeden 6zel yontemler kullanilarak tanimlanabilen ve siit

veriminin onemli dl¢iide diismesine sebep olan bir meme enfeksiyonudur.

Bugiine kadar hem diinyanin ¢esitli iilkelerinde hem de yurdumuzda yapilan
caligmalarda mastitis olusturan etkenlerin biiyiik bir cogunlugunun bakteriler oldugu
ortaya konulmustur. Bu etkenlerin %95’ini Staphylococcus aureus, Streptococcus

agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis gibi bakteriler olugturur.[ Bilgehan, 2000]

Subklinik Mastitislerin tanisinda en giivenilir yontemlerden bir tanesi
mikrobiyolojik kontrollerdir. Siit 6rneklerinin kiiltiirleri yapilarak etkenlerin izolasyonu
ve identifikasyonu ile antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasi, tani, sagitim ve

korunma yoniinden biiyiik yararlar saglamaktadir. [Ergiin ,1989]
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Mastitisin insan saghgina etkisi ise; Mastitisli memelerden elde edilen siitleri
icenler ve bu siitlerden yapilan peynirleri yiyenler, Mastitisin belli bagh etkenleri olan
Staphylococcus spp. ve toksinlerini besin yolu ile alarak, zehirlenmelere maruz kalirlar.
Ayrica, Tiiberkiilozik Mastitisli siitler daha tehlikeli olup, insanlara Tiiberkiilozu
bulagtirr. Bu bakimdan Mastitis, ayn1 zamanda hayvanlardan insanlara gecebilen

(zoonos) hastaliklar arasinda yer alir.

Bu calismada materyal olarak Kocaeli bolgesindeki siit sigir1 yetistiriciligi yapan
isletmelerdeki sagmal siit sigirlar1 ve bunlardan aseptik kosullarda elde edilen siitler
kullamilmistir. Calismada siitiin ilk muayenesi California Mastitis Testi (CMT)
kullanilarak yapilmustir. CMT siitteki artan hiicre sayisin1 ve pH’ y1 indirekt olarak tespit
etmede kullanilan bir yontemdir. [Schalm ve Ark, 1971]

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1 Tarihce

Insan ve hayvanlarda cesitli hastaliklara yol acabilen stafilokok cinsi bakterileri
ilk defa 1878 yilinda Koch tarafindan irinde goriilmiistiir ve ilk stafilokok adi 1881
yilinda Iskogyali Ogston tarafindan kullanilmistir. O tarihlerde stafilokoklar ¢cok agir
seyreden, tedavisi giic, Olimciil enfeksiyonlara neden olmaktaydi. Staphylus eski
Yunanca’da iiziim salkimi anlamina gelmekte olup, bu bakterilerin iireme esnasinda
birbirlerinden ayrilmayarak iiziim salkimina benzer kiimecikler yaptiklar: i¢in bu deyim
kullanmilmistir. Stafilokoklar ilk defa 1884’de Rosenbach tarafindan izole edilmistir.
[Bilgehan, 1995]

1960’1 yillarda B-laktamaz halkasi tagiyan direngli yar1 sentetik penisilinler
(metisilin, oksasilin ve nafsilin) stafilokok enfeksiyonlarinda kullanilmaya baslanmistir.
Bu antibiyotikler, penisiline duyarli stafilokoklar iizerinde daha etkili olmustur. f-
laktamaz direngli penisilinlerin kullanima girmesinden kisa bir siire sonra direngli tiirler

saptanmustir [Diindiir ve Diindar, 2002]
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1970’11 yillarda stafiloklarm metisilin ve diger sentetik penisilinlere direncli
olmas1 sebebiyle, vankomisin gibi glikopeptid grubundaki antibiyotikler kullanilmaya
baglanmigtir. [Domaracki ve ark., 1998]

1980 1i yillardan giiniimiize kadar, hemen tiim diinyada stafilokoklar ile olusan
nozokomiyal enfeksiyonlarin oraninda siirekli bir artis gézlemlenmistir. Vankomisin’e
direngli KNS (Koagiilaz Negatif Stafilokok)’lardan sonra, vankomisine direncli
S. aureus susu ilk defa 1997’de Japonya’dan bildirilmistir. [Sonmez ve ark.,2000]

1.1.2. Stafilokok Cinsi

Genel karakterleri olarak stafilokoklar yuvarlak, 0,5-1.5 pm capinda; cogu kez
diizensiz kiimeler, bazen dortlii bazen de ikiserli kok ya da tek tek koklar seklinde
goriilen Gram(+) bakterilerdir. Ureme esnasinda bolinme sonucu meydana gelen
hiicreler birbirlerinden ayrilmazlar ve iic boyut yoniinden c¢ogaldiklarindan, liziim
salkimma benzer kiimeler yaparlar. Tipik {izim salkimi goriinimii vermeyen
stafilokoklari, zincir seklindeki streptokoklardan ayirt etmek icin, katalaz testinden
yararlanilir. Katalaz testi stafilokoklarda pozitif oldugu halde, streptokoklarda negatifdir.
Hareketsizdirler, Fakiiltatif anaerop (yalniz S. saccharolyticus anaerop) olup daha cok
aerop lremeyi tercih ederler. Genellikle %10 NaCl li ortamda ve 18—40 °C’lar arasinda
ireyebilirler. Bircok tiirlerinde karotenoit pigmenti bulunabilir. Glikozun parcalanmasi
sonucu olusturulan esas {iiriin laktik asit olup aerop kosullarda asetik asit ve CO;
olusturabilirler. Lizostafin stafilokoklar: eritir ancak stafilokoklar lizozime direnclidirler.

[Bilgehan, 2000]
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1.1.3. Direnclilik

Stafilokoklar olduk¢a dayanikli bakterilerdir. Diger bakterilerin cogu 60 °C’ ta 30
dakika bekletilmekle 6ldiikleri halde, stafilokoklar bir saat siire sonra bile canliliklarini
koruyabilmektedirler. Ayni sekilde sporsuz olmalarina ragmen kuruluga karsi
dayamikliliklar: fazladir. Irin icerisinde kurutulursa haftalarca canli kalabilirler. NaCl’ iin
% 9-10 yogunlugundaki ortamlarda liremelerini siirdiirebilirler. Bazi dezenfektanlarin
alisilagelmis konsantrasyonlarma dayanabilirlerse de kristal viyole ve malasit yesili gibi

boyalarin diisiik konsantrasyonlar1 onlar1 6ldiiriir [Bilgehan, 2000]

Genel olarak siilfonamid ve antibiyotik maddelere kars1 diger bakterilere gore
dayanmiklidirlar. Yeni ¢ikan antibiyotikler baslangicta etkili olduklar1 halde zamanla ona
kars1 diren¢ kazanirlar. Bu olay 6zellikle kemoterapotiklerin en ¢ok kullanildig: hastane
ortaminda gelisir. Stafilokoklarda direng geni ile birlikte ¢esitli agir metal direng¢ genleri
bulunur. Bunlarin bir hiicredeki kopya sayilar1 da sinirhdir. Bir kismu plazmidler ise
kiigiik plazmidler halinde olup yalnizca bir antibiyotik diren¢ geninden sorumludur.
Tetrasiklin diren¢ plazmidleri bu sekildedir. Stafilokoklar arasi diren¢ aktarimi

bakteriyofaj aracilig1 ile transdiiksiiyon ya da bakteriyofaj konjugasyonu ile olur.

Penisilin, metisilin gibi antibiyotiklerin karsisinda stafilokoklarin L kolonileri
meydana gelir. Stafilokoklar arasinda gittikce metisilin direnci artmaktadir. Metisiline
direncli stafilokoklar in vitro testlerde sefalosporinlere duyarl olsalar bile, in vivo olarak
bu antibiyotiklere diren¢ gosterirler. Hastaya sefalosporinler verildiginde bu hususta

dikkat edilmelidir. [Mulder, 1997; Domaracki, 1998; Bilgehan, 2000]

Bazi tiirlerin iiredikleri ortamlara diger tiir bakteriler icin antibiyotik etkisi
gosteren baz1 maddeler yaydiklar1 saptanmustir. Stafilotoksinler de bunlardan biridir. Bu
toksinlerin bagsta difteri basili olmak {iizere, stafilotoksin yapmayan diger stafiloklar

tizerinde de etkili olduklar goriilmiistiir [Bilgehan, 2000]
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1.1.4. Antijen Yapilan ve Faj Tipleri

Antijen yapis1 bakimmdan stafilokoklar kesin bir 0zellik gostermezler.
Stafilokoklarda antijen 6zelligi gosteren 30’dan ¢ok madde vardir. Bunlardan bazilari

sunlardir;

Teikoik asit stafiloklarin hiicre duvarinda bulunan glikoprotein yapida bir
maddedir. Bu madde S. aureus’da ribitol teikoik asit, S. epidermidis’deki yapis1 ise lipo
teikoik asit yapisindadir. Eriskin insanlarm ¢ogunda teikoik asite karsi erken tipte bir
asir1 duyarlilbik ve kanlarinda diisiik diizeyde presipitan antikorlar rastlanilmaktadir.

[Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Endokarditlerde ve metastatik fokal abseli siiregelen hastalarda bu antikorlarin

diizeyi daha yiiksek olur.

S. aureus yilizeyinde peptidoglikana bagli olarak bulunan protein A’nin bilinen
antijen-antikor iliskisinden cok, belirli IgG smirlarinin Fc kisimlarma baglanma 6zelligi
vardir. Bu madde komatatik, antikomplenmanter ve antifagositik etki gosterir [Koneman

ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

IIk kez “Protein A” 1940 yilinda Verwey tarafindan agiklanmustir. Bakterinin
kolonize olmasinda katkida bulunurlar. Protein A, IgG; haricindeki IgG’leri ve bazi IgM
ve IgA,’leri Fc kisimlarindan baglanabilmektedir. Bu sekilde baglanan antikorlarin Fab
uclar1 serbest kaldiginda 6zgiil antijenler ile birlesebilirler. Bu 6zelligi nedeniyle Protein
A tasiyan stafilokoklar koagliitinasyon deneyleri ile bilinmeyen bir antijen veya antikoru

tespit etmede kullanilabilmektedir [Yazg1 ve ark.,1997]

Aym sekilde S .aureus’un kiimelestirici faktorii antijenik Ozelliktedir. Yine

kapsiilli S.aureus’larda daha cok, fakat kapsiilsiiz goriinenlerde de bulunan kapsiil
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polisakkaritleri antijenik yapida olup bunlarin antifagositik etkileri bakteri virulansinda

etkili olur [ Bilgehan, 2000]

Bugiin  S.aureus suslarmin  tiplendirilmesinde, faj tiplendirilmesinden
yararlanilmaktadir. Ozellikle epidemiyolojik amaglar igin, sorumlu k&kenlerin
izlenmesinde faj tiplendirilmesinin onemi biiyiiktiir. Tiim stafilokoklarda bir ya da bir

cok profaj bulundugu bilinmektedir [ Bilgehan, 2000]

Faj tiplendirilmesi Diinya Saglik Orgiitii’niin kabul ettigi yaklasik 24 standart
stafilokok faj1 kullanilarak yapilmaktadir. Bu bakteriyofajlar her birisinin konuk oldugu
0zgiil duyarli S. aureus, konak kokenlerinde denenecek stafilokok kokenlerinin onlari
eritmelerine gore tiplendirilmektedirler. Sonunda incelenen stafilokok kokeni, duyarl
oldugu fajin grup ve tipine gore isimlendirilmektedir. Birden ¢ok faj varsa hepsi birlikte
gosterilmekte, bu nedenle faj modelleri ¢ikmaktadir. Ornegin; 29, 52/52A, 3C/66 faj
modelleri gibi. Stafilokoklarin faj tiplendirilmesinde kullanilan fajlar ve saptanan belli

basl stafilokok fajlar1 Cizelge 1.1°de verilmistir. [ Bilgehan, 2000]

Cizelge 1.1. S. aureus Fajlar1 ve Baslica Faj Tipleri

Faj Grubu Fajlar Baglica Staf. Faj Tipleri
I 29, 52,52A, 79, 80 29, 52/52A/80/81, 80
II 3A, 3B, 3C, 55,71 3A/3B/3C/55 v.b.

6,7, 42E, 47, 53, 54 6/7/47/53/75/77 v.b.
I 75,77, 83A, 84, 85
v 42D
Simiflandirilmamais 81, 87, 94, 95, 96, 187

1.1.5. Hastalandirica Ozellikler

Organizmaya giren stafilokoklar yogun ve karisitk bir savunma

mekanizmasi ile karsilagirlar. Opsoninler ve komplemanin Cs, Cy4, parcalari, 16kosit ve
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makrofajlarin fagositoz aktivitesini arttirir. Bu mekanizmada olabilecek herhangi bir

eksiklik stafilokoklarin enfeksiyon riskini arttirir [Heinzelman,1997.; Bilgehan, 2000]

Stafilokoklar organizmaya girdikleri yerde yerel olarak iiremek ve
slipiirasyonlara neden olmak suretiyle hastalik yapabildikleri gibi dokular arasma ve
kana yayilmak suretiyle, buralarda cesitli ekstraselliiler maddeler olusturarak degisik

klinik tablolara neden olabilirler. Hastalandirici etkisi olan cesitli maddeler sunlardir:

1.1.5.1. Toksin Niteligindeki Maddeler

1.1.5.1.1. Sitolitik Toksinler

Sivi  besiyerlerinde iiretilmis stafilokoklarin kiiltiir siiziintiilerinde
ekzotoksin niteliginde maddelerin bulundugu ve bunlarin eritrosit ve cesitli hiicrelerin
tizerinde = sitolitik, deney hayvanlarinda 6ldiiriicii nekrotik etkilerin  bulundugu
bilinmektedir. Iyi antijen yapisindaki bu toksinlere karsi organizmada nétrolizan
antikorlar olusmaktadir. Bunlar; alfa, beta, gama ve delta toksinleridir [Koneman ve

ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Alfa Toksin: Alfa hemolizinde genis bir biyolojik etkinlik alani vardir.
Hemolitik, dermotolojik, lizozom pargalayici1 ve doku Kkiiltiirlerinde sitolotik etkiler
yaparlar. Insan makrofajlar1 ve trombositleri iizerine litik etkisi varsa da monositlere
etkisizdir. Dolasim, kas ve bobrek korteksi dokulari duyarli olup bunlarin iizerinde
tahribat yaparlar. Bu toksinin geninin bir transpozona bagl oldugu kabul edilmektedir.

[Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Beta Toksin: (Stafilokok Sfingomiyelinazi). Sogukta ve sfingomiyelin
izerine etki etmek suretiyle eritrositleri eriten bir toksindir. Cesitli eritrositlerinin beta

toksine kars1 duyarliliklar1 degisiktir. [Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]
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Gama Toksin: Belirgin bir hemolitik etkisi vardir. Etki mekanizmasi
bilinmemektedir. Ozellikle stafilokoklar bagli kemik enfeksiyonlarinda kanda bu toksine
kars1 antikor diizeyinin yiiksek bulunmasi, bu toksinin bu tiir hastaliklarin olugmasinda

etkili oldugu kanisin1 vermektedir. [Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Delta Toksin: Termolabil yiizeye etkin bir toksin olup detarjanlara
benzer bir etki ile hiicre membranini bozar. Genis bir biyoloji etkinligi var olup
eritrositleri, makrofajlar, lenfositler ve trombositler iizerinde litik etkileri vardir.
Bunlarin yaninda ileumda su absorbsiyonunu inhibe eder. Adenozin monofosfat birimini
stimiile eder ve kobay ileumda iyon permeabilitesini degistirir. [Koneman ve ark.,1997;

Bilgehan, 2000]

1.1.5.1.2. Lokosidin

S. aureus tarafindan olusturulan l6kosidinin polimorf niiveli lokositler ve
makrofajlarin iizerinde litik etkisi vardir. Diger hiicreleri etkilemezler. Birbirlerine
sinerjik etki yapilarak hiicre erimesini olusturan S ve F diye adlandirdan iki
komponentten olusmaktadir. Bu komponentlerden her birisi iyi antijen yapisinda olup,
her ikisinden ayri1 toksoid elde edilmistir. Hiicre zarinda gozeneklerin agilmasini
saglayarak, potasyum ve diger katyonlara karsi gecirgenligi arttirarak etkili olurlar

[Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

1.1.5.1.3. Enterotoksinler

S. aureus tarafindan olusturulan, suda erir, termostabil (100°C’de 30 dak.
dayanikli) ©zel antijen yapisinda maddelerdir. Ozellikle yiiksek CO,’li ortamda
karbonhidrat ve proteince zengin besiyerlerinde iireyen stafilokoklar tarafindan
olusturulurlar. A, B, CI, C2, D ve E olmak iizere serolojik olarak 6 grup stafilokok
enterotoksinleri ayrilmistir.  S.aureus kokenlerinin  %35-50’sinin  bu  toksinleri
olusturabildikleri saptanmustir. Bir stafilokok kokeni bu toksinlerden yalniz birisini

olusturabildigi gibi bir kagini birden de olusturabilir. Bu toksinler insanlar disinda
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maymunlarda da etkili olup, diger deney hayvanlarinda bir etkileri oldugu
saptanamamustir. Kusturucu etkilerinin mide ve bagirsaklardaki reseptorler araciligiyla
vagus ve sempatik sinirler yoluyla kusma merkezine iletilen stimulus ile olustugu
bilinmektedir. Siirgiin olusturmalari, bagirsak liimeninden su absorbsiyonunun
engellenmesi ve mukozadan bagirsak bosluguna sivi bosaltilmasinin artmasi yoluyla

olmaktadir [Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Entertoksinlerin, bir siiper antijen gibi etkili olarak T lenfosit mitojenleri gibi T
lenfosit aktivitelerini hizlandirdiklar;, bunda MHC-II (Major Histocompatibility
Complex II) molekiillerinin de rol aldigimi ayrica bu enterotoksinlerin makrofajlar1 da
stiimile ederek tiimor nekroz faktorii olusturmalaria yonelttigi ortaya konmustur.

[ Bilgehan, 2000]

1.1.5.1.4. Epidermolitik Toksin (Eksfoliatif Toksin=Eksfoliatin)

S. aureus tarafindan olusturulan, insanlarda vezikiiler ve eksfoliatif deri
lezyonlarindan sorumlu toksindir. Ozellikle bakteriyofaj grup II kokenleri tarafindan
olusturulur. Antijenik ve biyokimyasal yapilar bakimindan en az iki farkh eksfoliatin
bulundugu saptanmustir. Eksfoliatif Toksin-A (ETA) ve Eksfoliatif Toksin-B (ETB)
diye adlandirilan bu toksinlerden birincisinin kromozomal, ikincisinin plazmide bagli
genlerce olusturuldugu saptanmustir. Yeni dogan farelerde insanlarinkine benzer deri
lezyonlar1 olusturulurlar. Derinin graniiler katmani hiicreleri arasindaki litik etkileri ile
lezyon olustururlar fakat yangisal tepkime olusturmazlar ve primer olarak hiicre
Oliimiine yol agmazlar. Bu toksinin bir sfingomiyelinaz niteliginde fakat stafilokok beta
toksininden farkli oldugu seklinde belirtiler vardir. Ozellikle T lenfositleri iizerinde

mitojen etkilidirler [Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Toksik Sok Sendromu Toksini

Toksik sok sendromunda yer alan stafilokoklarin ¢ogu faj-I grubunda bulunan 29
ve 52 tiplerindendir. Bunlarin ¢ogunlugu toksik sok sendromu toksin-I olustururlar. Bu

toksinin ayri immunolojik etkileri vardir. Bunlar; interloukin-2 reseptor olusturulmasini
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baglatma ve monositlerce II-1 ’in olusumunu uyarmaktadir. [Koneman ve ark.,1997;

Bilgehan, 2000]

1.1.6 Enzim Yapisindaki Maddeler

1.1.6.1. Koagiilaz

Insan veya tavsan plazmasi ile temasta birakilan stafilokoklar veya bunlarin
kiiltiir siiziintiiler1 bir siire sonra plazmay1 pihtilastirir. Bu tip stafilokoklar girdikleri
organizmada koagiilazlar1 sayesinde bir fibrin zirhi ile kapanarak fagositoza karsi
korunduklar1 gibi normal serumun bakterisit aktivitesini de Onlediklerinden patojenite

Ozelligi kazanmig olurlar [Isenberg,1992; Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Koagiilaz, stafilokoklardan baska Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve
Bacillus subtilis gibi bir¢cok bakteriler tarafindan meydana getirilebilir. Protein
bilesiminde ve Ozel antijen yapisindadir. Koagiilaz, plazmada bulunan bir aktivator ile
birlestikten sonra onu pihtilastirabilmektedir. [Isenberg,1992; Koneman ve ark.,1997;
Bilgehan, 2000]

Telluritli besiyerlerinde iiretilen koagiilaz pozitif stafilokoklar siyah koloni
meydana getirirler. Koagiilaz deneyi S. aureus’un arastirilmasinda en giivenilir deneydir.

S. intermedius ve S. hyicus da koagiilaz olumlu stafilokoklardir.[ Bilgehan, 2000]

Insanlarda bulunan stafilokok tiirleri: 1-S. aureus, 2-S. epidermidis, 3-S.
saprophyticus, 4-S. haemolyticus, 5-S. capitis, 6-S. warneri,7-S. hominis, 8-S.
saccharolyticus, 9-S. auricularis, 10-S. xylosus,11-S. simulans, 12-S. cohnii’ dir. Bu

tiirlerin karakteristik ozellikleri sirasi ile Cizelge 1.2 de belirtilmistir.



Cizelge 1.2 Insanlardan izole Edilen Baz1 Stafilikok Tiirlerinin Karakteristik

Ozellikleri ( sayfa: 26)

27

Ozellik 1 2 3 4 5 6 7 9 10 |11 |12
Aerop lireme |+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ + |+ |+ |+
Anaerop iireme |+ |+ | * * + |+ |- + * + | &
Hemoliz + - - + - - - - &
Koagiilaz + |- - - - - - - - - -
DNAse + - - - - - - - - - -
Trehaloz-

mannitol

Fosfataz agar |, |_ + 1+ |+ 1+ I+ , ; + |+
(TMPA)

da renk

degisikligi

Novabiocin

+ |+ |- + |+ |+ |+ [+ |+ - + -

duyarlilig:

Bacitracin

duyarliligi

Asetoin

+ |+ |+ & & |+ |[& |& |[& |& |- &

olusturma

Mannitol + - & |& |+ & |- - & |+ -
Trehaloz + |- + |+ - + |+ * + |+ |+
Maltoz + |+ |+ |+ |- ¥4 x|+ |-
Ksiloz - - - - - - - - + - -
Siikroz + |+ |+ |+ * + * & |+ + |-
Laktoz + - & - & |+ |-
Cellobioz - - - - - - - - - - -
+ =Pozitif * = Cogunlukla pozitif - = Negatif & = Degisken
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1.1.6.2. Deoksiriboniikleaz

Cogu koagiilaz olumlu stafilokoklar DNAz olustururlar. Cesitli 6zellikleri ile
(alfa toksin olusturma, stafilokinaz, hiyarulonidaz yapma, S. aureus fajlar1 ile erime v.b.)
S. aureus olduklar1 anlasilan stafilokoklarin nadir bazi kokenleri koagiilaz olumsuz
bulunurlar. Bunlarin, DNAz deneyi ile olumlu bulunmalar1 S. aureus olduklar1 kanit
sayllir. DNAz deneyi, icinde % 0.2 DNA iceren besiyerlerine ekilen stafilokoklarin
tiredikleri yerde ve cevrelerindeki DNA’ y1 eritmelerini arastirmak suretiyle yapilir. Bu
plaklarda stafilokoklar 18 h sonra eritildikten sonra besiyerine normal HCI
dokiildiigiinde DNA’nin erimedigi yerlerde presipitasyon ile bulaniklik olusurken DN Az
olumlu stafilokoklarim iiredikleri bolgeler saydam olarak kalir. Ozellikle S. aureus’un
besin maddelerinde saptanmasi icin DNAz deneyinden yararlanilir [Isenberg,1992;

Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

Stafilokoklar bazi antibiyotiklere duyarlilik deneyi ile ayirt edilebilir. Besiyerine
75 pg/ml polimiksin B’nin eklenmesi ile S. aureus 24 saatte tireme gosterir. Buna karsin,
diger KNS’lar, mikrokoklar ve gram negatif bakterilerin ¢ogunun iiremesi Onlenir

[Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

1.1.6.3. Lipazlar

Bu maddeler plazma ve deri yiizeyinde biriken yaglh maddeler iizerinde etkilidir.
Ayrica deri ve deri alt1 yerlesiminde yag dokusu iizerindeki etkilerde 6nemli rol oynarlar

[Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000].

1.1.6.4. Hiyaliironidaz

Yine S. aureus’larin %90’ ninda bulunan bir enzimatik aktivedir. Bag dokusunun
yapisinda bulunan hiyariilonik asitin depolimerizasyonu ve bu suretle stafilokoklarin
doku icerisine yayilmasini saglar. Antijen 6zelligi olan bir maddedir [ Koneman ve

ark.,1997; Bilgehan, 2000]
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1.1.6.5. Stafilokinaz

Streptokoklarda oldugu gibi stafilokoklarda da fibrinolitik etki vardir. Burada
bakteriler tarafindan salinan kinazlar plazmada bulunan plazminojen veya
profibrinolizin isimli maddeyi aktive ederek plazmin (fibrinolizin) olustururlar.
Fibrinolitik etki bu madde araciligiyla olusur. Bir faj genomu yOnetimindedir.

Patojenlikte rolii kesin degildir [ Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000]

1.1.6.6. Betalaktamaz

Betalaktamaz (Penisilinaz) olusturan bakteriler penisilin ve analoglariin
betalaktam halkasindaki amid bagmi hidrolize edip, penisiloik asit olustururlar.
Stafilokoklar salgiladiklar1 bu enzim ile betalaktam grubu antibiyotiklere kars1 direngli
hale gelir. Bu durum patojenite artigina yol acar [Bilgehan, 1995].

1.1.7. Antifagositik Maddeler

Stafilokoklarn yiizeyinde bulunan protein A ve kapsiil niteligindeki polisakkarit
maddelerin bakteriyi fagositozdan koruyucu etkileri vardir. Bu sekilde patojenligin

artmasina neden olurlar [Bilgehan, 1995].

1.1.7.1. Slime Maddesi

Giinlimiizde tipta tedavi olanaklarinin ve modern metotlarin gelismesi ile birlikte
kateter uygulamalar1 ve diger damar i¢i girisimler giderek cogalmistir. Bu ilerlemeler
basta enfeksiyon olmak iizere beraberinde bircok problemin ortaya ¢ikmasma sebep
olmustur. Slime olusumu, KNS’in biyometallere yapigsmasini kolaylastiran konak
savunma sistemi ve antibiyotiklerden bakterinin korunmasini saglayan bir faktordiir

[Aygen ve ark.,1996 ;Yildirim, 2004].
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Stirekli damar i¢i kateter bulundurulan hastalarda ve hemodiyaliz
uygulamalarinda deri yiizeyindeki mikroorganizmalar giris kapisindan baslayarak
sepsise varan enfeksiyonlar olusturmalar1 siklikla goriiliir. S. epidermidis, S. aureus,
gram negatif basiller, Candida spp., Corynebacterium JK grubu, Aspergilus spp. tiirleri,

Mycobacterium chelonae sik goriilen enfeksiyon etkenleri arasindadir [Bilgehan, 1995].

Virulans faktorleri arasinda yer alan slime faktor, ekstraselliiler bir madde olup,
bakterinin plastik ve metal yiizeylere yapigmasii arttirmakta, antibiyotiklerin
difizyonununu inhibe ederek mikroorganizmaya ulagmalarini, mitojenlere karsi
lenfoproliferatif cevabi, kemotaksis gibi polimorf niiklear notrofil fonksiyonlarini ve
bakterinin fagosite olmasini engellemektedir. Bu 6zelliklerinden dolayr mukus maddesi,
KNS’ larda gercek bir patojenite faktoriidiir. Bu Ozelliklerinden dolayr mukus faktor,
KNS suslarmin daha yayilimc1 ve ¢ok sayida antibiyotige diren¢li olduklar1 bir¢cok
aragtirmaci tarafindan dogrulanmaktadir [Aydimnl vr ark.,1997].

1.1.8. Stafilokoklarin Olusturduklari1 Enfeksiyonlar Sunlardir

1.1.8.1. Deri ve Mukoza Lokalizasyonlar

Stafilokoklar, deride fronkiil (sivilce), sikozis (sakal, kil kokleri yangisi),
karbonkiil (kan ¢ibani), panaris (dolama), deri alt1 abseleri, hidroadenit (ter bezi yangisi),
blefarit (gdz kapagi yangisi), hordeolum (arpacik), cevreye yayilmak suretiyle
olusturduklar1 flegmon, ¢ocuklarda biilloz impetigo v.b. enfeksiyonlar olustururlar. Yeni

doganlarda ve dogum yapanlarda enfeksiyonlar olustururlar

Mukozalarda; tonsilit, faranjit, peritonsiller abse ve diger mukoza alt1 abseler

yaparlar [Bilgehan, 1995].

1.1.8.2. Yaygin Deri Dokiintiileriyle Seyreden Enfeksiyonlar

Bu tiir enfeksiyonlarda stafilokoklar, viicudun belirli bir bolgesinde lokalize

olmuslardir. Giiclii epidermolitik toksinlerinin yayilmasi ile deride tipik dokiintii ve
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lezyonlar olusur. Daha cok bebeklerde ve bazen ¢ocuk ve erigkinlerde goriilen haslanmis
deri sendromu, yine ¢ocuklarda ve Ozellikle hiper absorban vajinal tampon kullanan

kadinlarda goriilen toksik sok sendromu bunlardandir.

1.1.8.3. Sepsis ve Endokarditler

Direnci kirilmig kimselerde stafilokoklar tarafindan olusturulan enfeksiyonlardir

[Bilgehan, 1995].

1.1.8.4. Sistem ve Organ Enfeksiyonlari

Direnci kirilmig kimselerde stafilokoklar tarafindan olusturulan bu tip
enfeksiyonlarin icerisinde, stafilokok etkenli pnomonileri, akciger abseleri, periostit,
periartrit, bursit, tromboflebit otitis media, menenjit, siniizit, idrar yollar1 enfeksiyonlari,
prostatit, perinefekrik abse gibileri bulunur. S. saprophyticus’un idrar yollar1 epiteline

afinitesi olup kadinlarda bu tip enfeksiyonlarda rastlanilmaktadir [Bilgehan, 1995].

1.1.9. Besin Zehirlenmeleri

Besin zehirlenmeleri enterotoksin yapan stafilokoklarin pasta, siit, krema, et v.b.
besin maddelerinde iireyerek bu toksinlerini birakmalar1 ve bu maddelerin yenilmesi ile

olusan gastrointesitinal intoksikasyonlardir [ Koneman ve ark.,1997; Bilgehan, 2000].

1.2. Mastitis

1.2.1.Mastitisin Tamim

Meme dokusunu olusturan biitiin yapilarin ve bu dokular1 saran bag dokunun,
sebebi ne olursa olsun yangisina mastitis ad1 verilmektedir. Hastalik, meme bezinin
iritan etkilere kars1 bir tepkisi olup, meme dokusu ile siitiin nitelik ve niceligini dnemli

Olciide etkilemektedir. Mastitis; etiyolojisi, patogenezisi, siddeti, siiresi, tedavisi ve
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kalict etkileri acisindan karmasik bir hastaliktr [Harmon,1994; Jain,1979;
Mcdonald, 1979].

Baska bir tarife gore, meme dokusunun siit yapan bezleri (alveoller ve meme

parankimi) ile siniis ve kanallarinda meydana gelen enfeksiyona mastitis ad1 verilir.

Yine meme bezinde sicaklik artisi, agri, kizariklik, siskinlik, siit salgisinda
azalma ve de siitiin bilesiminin degisimi ile karakterize biitiin meme hastaliklarma

“Mastitis” denilmektedir.

Mastitis memenin kismen veya tamamen tahrip olmasina, bazen de hayvanin
Olimiine kadar varabilen sonuglara neden olur. Mastitis, siit veriminin azalmasi, elde
edilen siitiin kalite ve bilesiminin bozulmasi, sagaltim giderlerinin artmasi ve hayvanin
elden cikarilmasma kadar varabilen ekonomik zararlara yol acmaktadir

[Deveci, 1994 ;Radostitis].

1.2.2. Mastitisin Etiyolojisi

Ineklerin memesinde, degisik tiirden bir¢ok faktor yang olusturmaktadir. Bunlar
enfeksiydoz olan ve olmayan sebepler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Enfeksiyoz
olmayan faktorler, meme dokusunda tahrigse sebep olan organik ve inorganik kimyasal
maddelerdir. Enfeksiyoz sebepler icerisinde bakteriler, viriisler, parazitler ve mayalar
bulunmakla birlikte en Onemli yeri bakteriler almaktadir. Bugiine kadar mastitis
vakalarinda izole edilen mikroorganizma sayisinin 137 oldugu bildirilmektedir . Ancak,
meme enfeksiyonlarmin ortaya c¢ikisinda stafiolokoklarin streptokoklara nazaran ve
aerob mikroorganizmalarinda anaeroblara nazaran daha fazla rol oynadig:
bildirilmektedir. Degisik calismalarda, mastitisli siitlerden {iretilen mikroorganizma

oranlar1 Cizelge 1.3’de gosterilmistir [Erk,1972;Arda,1992].
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Cizelge 1.3. Degisik calismalarda mastitisli siitlerden iiretilen mikroorganizma oranlari

S
=~ =~ = < M ) s <
Staph. aureus 28.1 36.69 3385 234 46 96 174 543
Strep.agalactiae | 18.9  7.19 7.18 10.6 14.3 02 224 84
Strep.dysgalactiae | 3.9 2.15 5.38 2.1 13.4 4.8 8.8 4.6

Strep.uberis 3.7 6.47 6.92 9.3 0.6 8.0 6.4 2.0
E coli 80 3,59 13.08 8.5 6.6 16.2 - 1.2
C.pyogenes - 5.05 0.51 7.4 0.8 - - 5.8

Staph.epidermidis | 23.1  3.59  16.15 7.2 15.0 13.0 345 133

Ineklerde mastitise sebep olan mikroorganizmalar 4 grupta incelenmektedir;
1.Kontagiy6z mikroorganizmalar

2.Cevresel mikroorganizmalar

3.Firsat¢1 mikroorganizmalar

4.Digerleri [Philpot,1991;Arda,1986].

Mastitis, hazirlayici nedenler araciligi ile mikroorganizmalar tarafindan
olusturulur. Siitiin besleyici degerinin ¢cok yiliksek olmasi nedeniyle ¢ok sayida ve
tirde etkenin meme dokusuna yerlesmesi ve iireyerek hastaligi olusturmasi
miimkiindiir. Sigirlarin  mastitisli  siit  6rneklerinden, 130’un {izerinde farkli
mikroorganizma izole edilmistir . Bunlardan bakteriyel orjinli olanlarinin baslhicalari;
stafilokoklar, streptotoklar, koliform bakteriler (Esherichia coli, Aerobacter
aerogenes, Shigella dysenteriae, Klebisiella pneumoniae, vs.), Corynebacterium
pyogenes (Actinommyces pyogenes), Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium bovis,
Brusella  etkenleri,  Pasteurella  multocidae  ve  P.haemolytica’dir.  Bu
mikroorganizmalardan baska Clostridium perfringens, Nocardia asteroides,

Cryptococcus neoformans, Listeria monocytogenes, Corynebacterium
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pseudotuberculosis de mastitise neden olmaktadir . Bu mikroorganizmalar genellikle
meme basi yoluyla mastitise neden olurlar. Brusella ve tiiberkiiloz etkenleri gibi bazi
mikroorganizmalar ise, sistemik enfeksiyon sirasinda kan yolu ile meme dokusuna
ulagarak mastitisi meydana getirirler. Bakteriler disinda bazi mantar ve maya tiirleri
ile viriisler da mastitise neden olur. Cicek ve sap hastaliginin seyri sirasinda meme ve
baslarinda meydana gelen primer vesikiillerin sekonder bakteriyel enfeksiyonlari,

mastitisle sonuglanabilmektedir [Watts,1988;Arda,1980;Eberhatr,1986].

1.2.3. Mastitisin Simiflandirilmasi

Mastitis ¢cok degisik sekillerde simiflandirilabilmektedir. Bunlardan en c¢ok

kullanilanlar1 sunlardir.

v Mastitis, hastaligin klinik seyrine gore

Klinik mastitis
Perakut mastitis
Akut mastitis
Subakut mastitis

Kronik mastitis

v" Olusumunda rol oynayan faktorlere gore
Viral mastitisler
Paraziter mastitisler
Bakteriyel mastitisler

Kimyasal mastitisler olmak iizere 4’e ayrilmaktadir.

Mastitislerde yanginin sekli; hastaligin sekillenme siiresi, enfeksiyonun siddeti,
mikroorganizmanin tiirii, mikroorganizmalarin sayisi, meme dokusunun direnci,
hayvanin yasi, ki, bakim, beslenme sartlari, ¢cevre ve mevsim gibi faktorlere bagh

olarak degismektedir [Ulusoy,1988; Philpot,1991].
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1.2.6. Klinik Mastitisler

a) Perakut Mastitis

Perakut mastitisler, hayvanlarda titreme, viicut 1sisinda yiikselme, nabiz artisi,
kisa ve hizli soluma, huzursuzluk, yeme i¢gmenin durmasi, liimen hareketlerinin azalmasi
ve tek tarafli topallik gibi genel semptomlara sebep olurlar. Memenin bir veya daha fazla
lobunda siskinlik, gerginlik, kizariklik, 1s1 artisi, ddem ve agr1 goriiliir. Siit sekresyonu
azalir veya tamamen durur. Enfeksiyonun ilk birka¢ saatinde memeden serdz, daha sonra
da kanli ve irinli bir icerik gelir. Erken miidahale edilmeyen vakalarda Oliimler

goriilebilir [Guidry,1985;Biiylikpamukcu,1980;Blood, 1989].

b) Akut mastitis

Perakut vakalardan farkli olarak, genel semptomlar bu tipte biraz daha hafiftir.
Siitteki ve meme loblaridaki degisiklikler hemen hemen aynidir [Baskaya,1972].

Mastitislerin perakut ve akut sekilleri gangrenli mastitislere doniisebilir. Gangrenli
mastitislerde, meme dokusundaki nekroza bagli olarak meme soguk, mor-mavimtrak
renkte, hissiz ve duyarsizdir. Hayvan daima durgun, bitkin ve kederli bir haldedir,

tiiyleri kabarik ve karigik olup, yeme icme durmustur [Ulusoy,1988; Philpot,1991].

¢) Subakut mastitis

Bu tipte, perakut ve akut mastitislerde goriilen siddetli genel ve lokal semptomlar
goriilmez. Bu tiir mastitislerde belirtiler yavas gelisir. Hastaligin baslangic doneminde
sagimda giicliiklerle karsilasilir. Hayvan sagima izin vermez. Sagimin baslangicinda
slitte pihtiya rastlanabilir. Enfeksiyonun ilerlemesi ile memede artan sisme, kizarma, 1s1

artig1 ve agr1 goriiliir [Baskaya,1972; Arda,1979].
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d) Kronik mastitis

Mastitisin bu sekli, tedavi edilmeyen ve uzun siire devam eden diger klinik ve
subklinik vakalarin sonucunda ortaya c¢ikar. Kronik mastitisli hayvanlarda genel
semptomlar goriilmez. Memelerde sertlik ve hipertorofi vardir. Uzun siire devam eden
kronik mastitisler sonucu memede atrofi sekillenir. Meme loblarinda 1s1 artisi, kizariklik
ve agr1 gibi lokal semptomlar gozlenmez. Siitte her zaman belirgin desiklikler ortaya
cikmaz, siitiin az ¢ok tuzlu olmasi, renginin mavimtirak bir renk almasi ve sulanma
genellikle kronik mastitislerde siitte meydana gelen fiziksel degisikliklerdir. Memeden
irinli bir icerik salgilanabilir. Herhangi bir uygulama yapilmadig1 durumlarda, siit salgis1

tamamen durup, meme korlesebilir [Baskaya,1972; Arda,1979]

Bazi kaynaklarda kronik mastitislerin, viicudun direncini zayiflatan genel
enfeksiyonlar, ani iklim ve yem degisiklikleri, stres ve dogum gibi durumlarda, diger

klinik formalara doniisebilecegi bildirilmektedir [Ulusoy,1988;Aydin,1995].

1.2.7. Subklinik mastitis

Mastitisin bu sekli meydana getirdigi zararlar bakimindan, diger tiplere nazaran
daha fazla Onem tasimaktadir. Siit ineklerinde subklinik mastitislere, klinik
mastitislerden 25-30 kat daha fazla rastlanmaktadir. Bunun sebebi bu tiir mastitislerin
herhangi bir belirti gostermeksizin, uzun siire varligi devam ettirmesinden

kaynaklandig1 bildirilmektedir [Ulusoy,1988; Philpot,1991; Aydin, 1975].

Mastitisin bu seklinde, memede yangi oldugu halde, klinik olarak herhangi bir
belirti goriilmez. Siit normal goriiniimdedir ancak miktarinda tedrici bir azalma ve bazi
durumlarda sagimin sonunda memeden bir miktar pihti ¢ikabilir. Subklinik vakalar
tedavi edilmedigi takdirde, diger klinik sekillere doniisebilir veya meme loblarinda

atrofiye sebep olabilirler
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Hayvanlarda lokal ve genel semptomlara bakilarak, mastitise sebep olan bakteri
tiirlinii  belirlemek zordur. Ancak, memede enfeksiyon olusturan mikroorganizma
tiirlerine gore, hayvanlarda ortaya ¢ikan semptomlarda bazi degisiklikler goriilebilir.
Enfeksiyona sebep olan bakteri tiiriine gore, mastitisin semptomlar1 soyle siralanabilir

[Arda. 1979; Aydin, 1975].

a) Stafilokaklarin Sebep Oldugu Mastitisler

Stafilokoklardan ileri gelen mastitisler, ineklerde perakut sekilden kronik sekle
kadar degisen bir tablo gosterir. Perakut satfilokokal mastitislere, genellikle dogumdan
sonraki ilk birka¢ giinde rastlanir. Siddetli genel semptomlara sebep olurlar. Genel
semptomlarin ve lokal degisimlerin ortaya ¢ikis anidir. Hayvanin 6liimiine sebep olabilir

[Mcdonald 1979; Deveci,1994].

Akut stafilokakal mastitislere de genellikle laktasyonun basinda rastlanilir.
Hayvanlarda ates, istahsizlik, depresyon, lumen hareketlerinin durmasi, zayiflama ve
dehidrasyon gibi genel semptomlar goriiliir. Hastalikli meme loblar1 hipertrofik, 6demli,
kizarik, sicak ve agrilidir. Agridan dolay: tek tarafh topallik sekillenir. Siit salgist azalir;
memeden serdz, irinli, pihtili ve kanli bir sivi salgilanir. Stafilokoklarin salgiladig:
toksinler, toksemiye ve gangrenli mastitislere de sebep olabilir [Jain, 1979;

Philpot,1991].

Kronik sekilde, baslangicta memede ve hayvanin genel durumunda bir bozukluk
fark edilmez. Fakat, zamanla siit salgis1 azalir, siit sulu bir goriiniim alir, memede
hipertrofi ve sertlik ortaya ¢ikar, ilerlemis durumlarda memede siit salgis1 durur ve

meme korlesir [Jain, 1979; Philpot,1991].

b) Streptokoklarin Sebep Oldugu Mastitisler

Bu mikroorganizmalar gizli ve yavas seyirli genellikle kronik enfeksiyonlara sebep

olurlar. Cogunlukla kuru dénemde enfeksiyon olustururlar, ancak laktasyon doneminde
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de enfeksiyonlara sebep olabilirler. Streptokoklar genellikle arka meme loblarinda daha

fazla hastalik olustururlar [Philpot,1991; Aydin, 1975].

¢) Koliformlarin Sebep Oldugu Mastitisler

Bu mikroorganizmalar, perakut sekilden subklinik sekle kadar degisen
dereceklerde ve cogunlukla akut seyirli mastitislere sebep olurlar. Perakut
enfeksiyonlara dogumdan hemen sonra rastlanilir. Hizli bir seyir gosterip, siddetli klinik
belirtilere sebep olurlar. Istahsizlik, ates, titreme ve lumen hareketlerinde azalma
gozlenir. Bu ilk klinik belirtiler esnasinda memede sertlik, agri, 6dem, asir1 sislik ve
hassasiyet dikkati ceker. Perakut seklin ilerlemesine bagli olarak, endotoksik sok
belirtileri (depresyon, siddetli dehidrasyon, ishal, metabolik asidozis) ortaya cikar.
Enfeksyionunun erken donemlerinde siit normal veya hafif suludur. Daha sonra siit serdz
hale gecer ve cok kiiciik partikiiller icerir. Hastaligin ileri donemlerinde siit miktar1 cok

azalir veya tamamen kesilir.

Perakut koliform mastitisler, genellikle hayvanin 6limi ile sonuclanir. Akut
koliform mastitisler, belirtilerin daha hafif ve seyrinin daha kisa olmasi sebebiyle
perakut sekilden ayrilir. Kendiliginden iyilesme egilimi vardir [Philpot,1991; Aydin,
1975].

Koliform mastitislerin kronik sekli diger sekillere nazaran daha uzun bir siirede
sekillenen ve tekrarlayan klinik vakalar olarak ortaya ¢ikar. Bu klinik sekilde, siitte bariz
belirtiler goriilmeyebilir [Philpot,1991; Aydm, 1975].

1.2.9. Somatik Hiicre Sayillarimin (SHS) Tespit Yontemleri

Siitlerde mastitis esnasinda sayilar1 artan epitel hiicreleri ve 16kositlerin teshis

edilebilmesi i¢in ¢ok degisik yontemler gelistirilmistir [Arda,1997].
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1.2.9.1. Somatik Hiicre Sayilarinin indirekt Testlerle Saptanmasi

Bu testler deterjan ile somatik hiicre DNA’ sinin yapigskan bir jel olusturmasi
ilkesine dayandirilmigtir. Reaksiyonun derecesi siitiin somatik hiicre sayisina baglhidir.
Olusan reaksiyon subjektif olarak gozlenir. Bu nedenle degerlendirmede hatalara
diisiilebilir. Bu prensibe dayandirilan testler, saha kosullarinda rahatlikla uygulanabilen
CMT, White Side Testi, Wisconsin Mastitis Testi (WMT) ile CMT’ nin daha fazla
Ornege uygulanmasimi saglayan ve labaratuvarlarda kullanilan tipi Barabant Mastitis
Testidir. Bu testlerden en pratik olana CMT dir. Siitteki somatik hiicrelerin miktarina
gore hafif bir presipitasyondan yogun bir jel sekillenmesine kadar degisik reaksiyonlar
gosterir . Pal ve arkadaslar1 (1989), subklinik mastitisin teshisinde kullanilan 4 indrekt

testle mikrobiyolojik muayeneyi karsilagtirmislardir [Pal,1989].

Subklinik mastitisli meme loplarinin teshisinde en iyi metodun CMT oldugunu
gozlemislerdir. Yapilan diger caligmalarda da, subklinik mastitislerin teshisinde
kullanilan bazi indirekt testler karsilastirmistir. Bu testler arasinda SHS (Somatik Hiicre
Sayis1) degerleri ile en iyi uyum saglayanin ve subklinik mastitislerin teshisinde en iyi

sonug verenin CMT oldugu belirtilmistir [ Schalm, 1971;Ergiin,1984].

1.2.9.2. Somatik Hiicre Sayilarinin Direkt Testlerle Saptanmasi

Direkt somatik hiicre sayimmi, Direkt Mikroskobik Somatik Hiicre Sayimi
(DMSHS), Coulter Counter ve Fossomatik gibi elektronik sayim geregleri ve yontemleri
ile yapilmaktadir [Quinn,1994; Akay,1993].

1.2.9.3. Direkt Mikroskopik Somatik Hiicre Sayim

Bu metodun uygulanmasi swrasinda, 0.01 ml siit pipetle alinarak, lam tizerindeki
100 mm® alana yayilr. Hazirlanan preparat degisik boya maddeleri ile boyanip,
immersiyon objektifi ile incelenir. Bir mililitredeki toplam somatik hiicre sayisini
bulmak i¢in, belirli sayidaki sahalarda hiicreler sayilarak hesaplanan bir caligma faktorii

ile sayilan toplam hiicre adedi ¢arpilir. Normal laktasyondaki ineklerden alman ilk siit
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orneklerini 1 ml’sindeki 500.000 hiicre veya daha fazla hiicre IDF tarafindan subklinik
mastitislerin teshisinde genel bir kriter olarak kabul edilmistir [ Akay,1993].

1.2.9.4. Coulter Counter Kullanimu ile Ol¢iim

Hiicre sayimi icin gelistirilmis elektronik bir alettir. Bu metodda, siit 6rnekleri
somatik hiicre membranlarini stabilize etmek i¢in formaldehit ile tespit edilip, bir
elektrolit soliisyonu ile sulandirilir ve sayim esnasinda zarar verebilecek yag globiillerini
ayirmak icin 1sitilir. Bu sekilde hazirlanan siit 6rnekleri belirli biiyiikliikteki 4.5 p kiiciik
bir siizgecten gecerler ve her bir hiicre tarafindan sebep olunan elektriksel akimlar,
amplifikator yardim ile algilanir. Akimlarin toplam miktari, mevcut somatik hiicrelerin

sayis1 olarak kaydedilir [Blood, 1989].

1.2.9.5. Fossomatik

Bu alet ile somatik hiicre sayiminda, siit 6rnegi bir tampon soliisyon ile
sulandirilip, Etidyum Bromid ile karistirilir. Hiicre ¢ekirdeginin DNA’s1 ile Etidyum
Bromid arasmna baglanan bir boyadan olusan floresans kompleksi, halojen ark
lambasindan ¢ikan 580 nm. Dalga boyundaki isinlardan etkilenerek kuvvetli bir
floresans ¢ikarir. Yayilan 1s1k enerjisi bu alet ile elektronik olarak saptanir [Guidry, A. J.
1985; Kitchen,1981].

1.2.9.7. Mikrobiyolojik Muayene

Siittin - somatik hiicre sayisinin  belirlenmesi ilkesine dayanan testlerle,
etiyolojileri ne olursa olsun memedeki yangilar belirlenebilmektedir. Etiyolojilerinin
belirlenmesi ise, ancak mikrobiyolojik muayenelerle hastalik etkenlerinin izolasyonu ve
identifikasyonu ile miimkiindiir. Siit Orneklerinin mikrobiyolojik muayenesi ile
etkenlerin izolasyonu, identifikasyonu ve farkli Ozelliklerde antibiyotik duyarlilik

testlerinin uygulanmasi, tani ve tedavi yoniinden ¢ok 6nemlidir [Leloglu,1997].
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1.3. AGIR METALLER

Agir metal tanimu fiziksel dzellik agisindan yogunlugu 5 g/cm’ ten daha
yilksek olan metaller i¢in kullanilir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir,
kobalt, bakir, nikel, civa ve cinko olmak iizere 60 tan fazla metal dahildir. Bu
elementler dogalar1 geregi yer kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir
halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar icinde hapis olarak bulunurlar. Her ne
kadar metallerin yogunluk degeri iizerinden hareketle ekolojik sistem {iizerindeki
etkileri tammmlanmaya/gruplandirilmaya calisiliyorsa da gercekte metallerin yogunluk

degerleri onlarin biyolojik etkilerini tanimlamaktan ¢ok uzaktir [Rether,2002].

1.3.1 Agir Metallerin Etkileri

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve
yasamsal olmayan olarak smiflandirilirlar.  Yasamsal olarak tanimlananlarin
organizma yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu metaller
biyolojik reaksiyonlara katildiklarindan dolayr diizenli olarak besinler yoluyla
alinmalar1 zorunludur. Ornegin bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan
hiicrelerinin ve bir ¢ok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin vazgecilmez pargasidir

[Bigersson ve Arkadaslari,1988].

Agir metallerin insan metabolizmasinda olusturduklar1 etki ve etkin olduklar:

asamalar1 ana sistemler agisindan kisaca ele alirsak bunlart:

o Kimyasal reaksiyonlara etki edenler,

o Fizyolojik ve Tasinim sistemlerine etki edenler,

o Kanserojen ve mutojen olarak yapi taslarina etki edenler,
o Alerjen olarak etki edenler ,

o Spesifik etki edenler olarak siralamak miimkiindiir.
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Metallerin ekolojik sisteme ve 6zellikle insanlara etki yoniinden ele alinis
siralamasinda gruplar veya kimyasal Ozellikler yerine cevresel etki agisindan tipik
olmalar1 dikkate almacaktir. Oncelikle en yiiksek yaymima sahip olan kursun,
toksikolojik olarak en biiyilk hasara yol acan kadmiyum Oncelikli olarak ele

alinmalidir [Bigersson ve Arkadaslar1,1988].

KURSUN (Pb)

Biyosfere insan faliyetlerine bagl olarak Onemli oranda yayilan kursun,
ekolojik sisteme en onemli zararli veren ilk metal olma 6zelligi tasimaktadir. Kursun
atmosfere metal veya bilesik olarak yayildigindan ve her durumda toksik ©zellik
tasidigindan (Calisma ortamunda izin verilen sinir 0,1 mg/m’) cevresel kirlilik yaratan
en Onemli agir metaldir. 1920’lerde kursun bilesikleri benzine ilave edilmeye
baslanmistir ve bu kullanim alani kursunun ekolojik sisteme yaymiminda onemli rol

oynar (227.250 ton/y1l ABD) [Bigersson ve Arkadaslar1,1988].

Kursunun viicutta absorbsiyonu cocuklarda daha yiiksek olmakla beraber
normalde % 5 gibi diisiik bir oranda gerceklesmektedir Bu oran dahi kalsiyum ve
demir gibi bircok mineralin viicut tarafindan emilimini azaltmaktadir. Kana karisan
kursun buradan kemiklere ve diger dokulara gitmekte ya da digk: ve bobrekler yoluyla
viicuttan atilmaktadir. Kemiklerde biriken kursun zamana bagli olarak (yarilanma
omrii yaklagik 20 yil) coziinerek bobreklerde tahribata neden olur. Kursun bir nevi
norotoksindir ve anormal beyin ve sinir sistemi fonksiyonlarina sebep olmaktadir.
Cocuklar tizerinde yapilan arastirmalarda kanda kursun miktar1 arttik¢a [Q seviyesinin
diistiigii tespit edilmistir. Diger taraftan kursun norotoksik 6zelliginden dolay1 sinir

sisteminde iletimin azalmasina da yol agmaktadir [ Baldwin ve ark.,1999].

Besin zincirinde kursun yaymimi genellikle midye tiirii kalsiyumlu kabuklular
tizerinden ve kalsiyuma bagl olarak gerceklesir. Tek hiicreli canlilarin ve baliklarin

0,04 — 0,198 mg/1 inorganik kursun iceren sulari tolere edebildikleri ancak daha diisiik
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miktarlarda kursunun besin yoluyla alinmasinda akut zehirlenme gosterdikleri

bilinmektedir [European E3 Project-Danimarka,2002].

KADMIYUM (Cd)

Kadmiyum, c¢inko iiretimine eslik eden metal olarak iretilmistir. Cinko
tiretiminde ortaya cikincaya kadar havaya, yiyeceklere ve suya dogal siireclerle
onemli miktarlarda karismamistir. Ancak giiniimiizde kadmiyum da cevre kirliligine
sebep olan agir metaller arasinda yerini almistir. Giiniimiizde kadmiyum endiistriyel
olarak nikel/kadmiyum pillerde, korozyona kars1 6zellikle denizel kosullara dayanimi
nedeniyle gemi sanayinde celiklerin kaplanmasinda, boya sanayinde, PVC
stabilizatorii olarak, alagimlarda ve elektronik sanayinde kullanilir. Kadmiyum
empiiriite olarak fosfatli giibrelerde, deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde
bulunur ve bunlarin ¢ok yaygm kullanimi sonucunda da énemli miktarda kadmiyum

kirliligine ortaya c¢ikar [Mertz,1987].

Insan yasammni etkileyen onemli kadmiyum kaynaklari; sigara dumani, rafine
edilmis yiyecek maddeleri, su borulari, kahve, ¢ay, komiir yakilmasi, kabuklu deniz
irlinleri, tohum asamasinda kullanilan giibreler ve endiistriyel iiretim asamalarinda
olusan baca gazlaridir. Endiistriyel olarak kadmiyum zehirlenmesi kaynak yapimi
esnasinda kullanilan alasim bilesimleri, elektrokimyasal kaplamalar, kadmiyum iceren
boyalar ve kadmiyumlu piller nedeniyledir. Kadmiyum ©Onemli miktarda giimiis

kaynaklarda ve sprey boyalarda da kullanilmaktadir [Mertz,1987].

Kadmiyum icerigi 0,01 mg/m’ havanin 14 giinden daha fazla solunmasi
durumunda kronik akciger rahatsizliklar1 ve bobrek yetmezligi ortaya ¢ikar. Ciinkii
kadmiyum ve bilesikleri genellikle bobrekler ve karacigerde birikirler ve ilerleyen
yaslarla bobreklerdeki birikim yiiksek tansiyona da sebep olabilmektedir. Kisa siireli
olarak 0,05 mg/kg kadmiyum alintmi mide rahatsizliklarina neden olurken, uzun
siireli (>14 giin) 0,005 mg/kg/giin dozu bobrek ve kemiklerde 6nemli problemlere
neden olmaktadir [Holleman,1995].
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2. KONU 1ILE 1ILGILI YAYINLAR VE
CALISMALAR

Gaghano ve Hindsill (1970) S. aureus kiiltiirlerinden izole ettikleri stafilokok
kaynakl1 patojenite 6zellikteki bakteriosininin kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zellikleri
ile ilgili calismalarinda; bakteriosine ulagsmak icin ©ncelikle hiicreyi parcaladilar ve
hiicrenin istenmeyen kismindan diferansiyal santrifiij yardimiyla kurtuldular ve sutun
kromotografisi kullanarak farkli molekiil biiytikliikteki maddeler elde ettiler. Bulunan bu
maddelerin kimyasal, fiziksel, immiinolojik incelemeleriyle S. aureus izolat1 olan toksin
yapisindaki maddelerin toksinlerin gerek hiicre zari, hiicre membrani ve hiicrenin diger
boliimlerinden orjin aldiklarini buldular. Bu calisma S. aureus ile ilgili gerek antibiyotik
kullanimi gerek asi ile tedavilerde patojen odaklarinin farkli bolgelerden orjin aldiklarmi
ve buna baglh olarak farkli kimyasal 6zellik gosterdiklerini netice olarak kullanilacak
tedavi yolunun secilecek maddenin belirlenmesinde seci¢i olunmasma dikkati ¢ektiler

[Gagliano ve Hindshill,1970].

Jain ve arkadaslar1 (1979) mastitise patojenik mikroorganizmalarin neden
olduklarmi1 ve yerlesip enfeksiyon olusturduklar1 bolgedeki dokular tarafindan bu
bakterilere karst doku yapisinin saghkli kalmasi i¢in bazi savunma sistemlerini
kullandiklarmi fakat; mikroorganizmalarin bu bdlgelerde  yasamaya basladik¢a
patojenik karakterlerini bu bdlgelere yaydiklarini: dokunun dogal savunma olarak
kullandig1  fiziksel bariyer ve bagisiklik hiicrelerinin  yetersiz ~ kaldiklarini
belirlemislerdir. Bu amagla meme dokusunu ve siit kanalin1 incelemisler, subklinik ve
klinik mastitise en ¢ok neden olan S.aureus’un bu bolgelerdeki en cok rastlanan
patojenik bakteri oldugunu ve patojenite 6zelligine sahip yapilarinin fazlaligindan dolay:
bu bolgede en uzun varligini koruyabilen bakteri oldugunu saptamislardir. Tedavi i¢in
kullandiklar1 antibiyotiklerin patojenite Ozelligi gosteren maddelerin hepsine birden

etkili olamayacagina dikkat ¢ekmiglerdir [Jain ve ark. ,1979].
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Harmon ve arkadaslar1 (1994) patojen bakterilerin meme dokusuna yerlestikten
sonra buradaki varliklartyla siitiin dogal yapisin1 bozduklarini ve siitteki somatik hiicre
sayilarinda artmaya neden olduklarini diisiinmiisler ve bu dokulardaki enfeksiyon varligi
ile somatik hiicreler arasinda bir paralellik oldugunu, enfeksiyonlu hayvanlarin
siitlerindeki SHS arttigin1 bulmuslardir. Yapilan mikrobiyolojik ¢aligmalarda patojen
kaynakli enfeksiyonlarin biiyiik bir boliimiine ait siitlerin icerigi incelendiginde somatik
hiicre sayisinin artisim1 gozlemlemisler ve 1 ml” de 200.000 den fazla hiicre saymislardir,
incelenen siitlerde sayisinda artig goriilen hiicrelerin  genellikle 16kosit ve azda olsa

epitel hiicreleri oldugunu bulmuslardir [Harmon ve ark.,1994].

De Soza ve arkadaglar1 (2007) farkli tiir hayvanlardan aldiklar1 subklinik
mastitisli siitlerde yaptiklar1 incelemelerinde 84 adet Staphylococ spp. izole elde ettiler.
Bu 84 izolat 30 tanesi biyokimyasal ve molekiiler tekniklerle ve fenotipik—genotipik
karsilastirma yapilarak S. aureus oldugunu saptadilar. Molekiiler teknik olarak Pulsed-
Field Jel Elektorforezi (PFGE) ve coklu alan dizi tiplendirmesi ile gerceklestirdiler.
Molekiiler teknikler kullanilarak calisma bdlgesine has bir bakteri tiirii bulunmaya
calisilmig bu amagla insanlardan izole edilen S. aureus tiiriiyle sadece benzer bir tiir
bulmuslardir. Ayrica arastirmada Staphylococcus olarak identifkasyonu yapilan tiirlerin
antibiyotik duyarliliklar1 incelendiginde tiim Orneklerin vankomisine karsi duyarl
olduklar1 bulunmustur. 30 izolatin 10 tanesi yani %33 penisiline kars1 direncli, 2 tanesi
%6,5 klindamisine karsi hafif direncli ve yine 2 tanesi %6,5 eritromisine karsi hafif

direncli oldugu saptanmistir [De Soza ve ark.,2007].

Baizabal ve Aguirre (2006) patojenik bakterileirin meme dokusuna yerlestikten
sonra bu dokudaki enfeksiyonlara karsi viicudun olusturdugu immiin cevabmn ve bu
cevapla olusan hiicrelerin varliginin somatik hiicrelere karsi faj 6zelligi olan hiicreler ve
interlokinlerin varhigina dayanilarak hastaligin tanis1 hatta tedavi yontemi {iizerine

caligmalar gergeklesmislerdir [Baizabal ve Aguirre ,2006].
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Nagahata ve Ito (2007) somatik hiicre saymmi ve S. aureus kaynakli mastitis
infeksiyonlar1 arasinda bir baglanti oldugunu ve bu dogrultuda belli bir bolgede 3.5
yulik bir calisma sonucunda belli ciftliklerden bu parametreleri hijyen kosullarini
dikkate alarak incelemislerdir. ilk 6lciimlerinde SCC ( Somatic Cell Count) sayis1 siit
toplama tanklarmda ortalama 52.3x10* bulunuyor ve bu siitlerdeki mikrobiyolojik
incelemeler sonucunda bu enfeksiyonlar1 gerceklestiren bakterilerin % 29’nun S. aureus
kaynakli oldugunu buluyorlar. Calismanin ilerleyen aylarinda hijyen kurallarmin siki
uygulandigi bu ciftliklerde SCC sayisinda ciddi bir diisiis meydana geliyor. SCC sayis1
18 ay sonunda ortalama 30x10* /ml, daha sonraki aylarda 20x10* /mL altinda sayilara
ulagtyorlar. Bu calisma hijyenik sartlarin Mastitis olgularindaki Onemi gosteriyor

[Nagahata ve Ito ,2007].

Kalmus ve Kask (2005) yillar1 arasinda 11 hayvan siiriisii belirleyip bu siiriilerde
klinik Mastitis olgularini incelemisler. Bu incelemelerde ineklerde klinik Mastitis
olgularinmn ana patojeninin S. aureus oldugu ve %11,2 ile ilk swrada olduklarini

belirlemislerdir [Kalmus ve Kask ,2005].

Tormod ve arkadaslar1 (2007)  Pulsed-Field Alan Elektroforezi (PFGE)
kullanarak 547 klinik Mastitis olgusunun tespit edildigi ineklerin meme dokularindaki
incelemelerinde enfeksiyon etkeni bakterilerin % 63,1 S. aureus kaynakli olduklarini
tespit etmislerdir. Ayrica bu ineklerde saptatan 28 subklinik Mastitis olgusunda 24
tanesinin S. aureus kaynakli oldugu (%84) yine PFGE kullanarak bulmuslardir. Bu
bolgede (Norveg) yapilan calismada Mastitis olgularinda S. aureus’ un dominant bir

karakter gosterdigi tespit edilmistir [Tormod ve ark.,2007].

Normanno ve arkadaslar1 (2006) cesitli gidalardan izole ettikleri S. aureus
bakterilerinin enterotoksin tipleri ve bu bakterilerin antibiyotik duyarlilik testlerini
calismiglardir. S. aureus tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonunu Koyun Kanli agar,
Baird Parker agarlar1 kullanarak yine siipheli kolonileri katalaz ve gram boyamalarindan
sonra APl (Analytic Profile Index) biyokimyasal belirleme metodunu kullanarak

belirlemislerdir. Toksin tayin deneyini ise OXOID firmasmin SET-RPLA Kkiti ile
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gerceklestirmislerdir. Antibiyotik duyarlilik deneylerini Miiller Hinton agarda disk
difiizyon metodu ile gerceklestirmislerdir. Caligmalar1 sonucunda; encok Stafilokokal
Enterotoksin D (SED) %33.6, sonra sirasi ile Stafilokokal Enterotoksin A (SEA) %18.4,
Stafilokokal Enterotoksin C(SEC) %15.2 ve Stafilokokal Enterotoksin B (SEB) %6.4
baz1 6rneklerde ise birden fazla toksin tipi bir arada bulunmustur. 14 drnekte SED ve
SEA %11.4, SEB-SEC %5.6, SEA-SEB %4, SEB-SED %0.8, SEC-SED %0.8 sadece
bir Ornekte SEB-SEC-SED bir arada bulunmustur %0.8 Antibiyotik duyarlilik
testlerinde ise calismada en az bir bakteri bir antibiyotige kars1 direng gostermistir bu
oran %68.8’dir. Fakat hi¢cbir bakteri vankomisin ve teikoplanine kars1 direng

gosterememistir [Normanno ve ark.,2006].

Contreras ve arkadaslar1 (1998) Akdeniz bdlgesinde siit endiistrisinde biiytik
ekonomik degere sahip olan keci siitleri iizerinde mastitise neden olan bakteri kaynakli
caligmalarinda enfeksiyona etken olan bakterilerin %70 oraninda Staphylococcus spp.,
Corynebacteria %24, %3 gram-negatif basil, %3 karigik bakteri gurubu bulmuslardir
[Contreras ve ark.,1998].

Abay ve Bekyiirek (2006) siitcii ineklerde S. aureus’un neden oldugu subklinik
mastitislerin sagiltimmda sefkuinom ile amoksisilin + klavulanik asit kombinasyonunun
etkinliklerini karsilastirmiglardir. Yapilan meme i¢i uygulamalarla sefkuinom ile
amoksisilin + klavulanik kombinasyonunun basariyla kullanilabilecegi saptanmistir

[Abay ve Bekyiirek ,2006].

Yiiziincii Y11 Universitesi veterinerlik fakiiltesi mikrobiyoloji boliimiinden
Simsek ve Aksakal (2005) subklinik mastitisli ineklerde E vitamininin bazi
biyokimyasal degerlere etkisini arastirmislar. Arastirmada, 40 adet inek kullanmiglardir.
Saglikli ve mastitisli inekler, CMT ve SHS 1na gore belirlendi. Mastitisli ineklere 20 giin
boyunca giin asir1 2.000 IU E vitamini kas i¢i uygulandi. Sonu¢ olarak mastitisli
ineklerde kan biyokimyasal degerlerinde E vitamininin ¢ok 6nemli etkide bulunmadigi
bunun yaninda mastitise karsi korunmada E vitaminini koruyucu olarak etkili oldugunu

bulmuslardir [Simsek ve Aksakal ,2005].
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Rigsvanli ve Kalkan (2002) subklinik mastitisli meme loblarindan alinan siit
numunelerinde SHS ve mikrobiyolojik izolasyon oranlarimin karsilastirilmas: ve
hayvanlarin yas ve wklarma gore sonuclarin degerlendirilmesini amaclamislardir.
Calismada subklinik mastitisli 271 adet meme lobu kullanilmistir. % 8,12°si CMT (+),
% 22,88°1 CMT (++), ve % 69’u da CMT (+++) olarak sonu¢ vermistir. SHS sonuclar1
ise swrastyla CMT (+) olanlarda ortalama 313,001, CMT (++) olanlarda 559,007, CMT
(+++) olanlarda ise ortalama 1,563,618 olarak bulmuslardir. Mikrobiyolojik testler
sonucunda ise en fazla iireyen mikroorganizma S. aureus olarak tespit edilmistir

[Rigvanh ve Kalkan ,2002].

Keskin ve Akan (2002) tavuklardan izole edilen 46 koagiilaz pozitif stafilokok
susunu, cesitli biyokimyasal ve bazi antibiyotiklere duyarhilik Ozelliklerine gore
identifiye ettiler. 46 sustan 28’1 S. aureus, 9’u S.delphini, 3’ S. intermedius, 2’si S.
aureus subssp. anaerobicus, 1’1 S. schleiferi subssp. coagiilans, 1’1 S.hyicus olarak
saptanirken 2 stafilokok susu identifiye edilemedi. Tavuklardan izole edilen
stafiolokoklarin farkli tiirler olabilecegi ve suslarin antibiyotiklere duyarhiliklarinin
degisebilecegi. Ancak genel olarak diisiiniildiigiinde furazolidon, neomisin, sefuraksimin
tedevi icin diisiiniilebilecek 6nemli antibiyotikler oldugu kanisma varildigim bildirdiler

[Keskin ve Akan ,2002].

1998 yilinda Fthenakis siitten izole ettigi stafilokok tiirlerinin ve antibiyotik
duyarhiliklarim1 incelediginde; 172 izolatm  78’i Staphylococcus aureus, 62’si
S. chromogenes, 34’ii S. stimulans, 37’si S. epidermidis ve 17’si S. xylosus olarak
bulmustur. 172 izolatin tiimii cefoperazone, cefurosim, cloksasillin, enrofloksasin ve
metisilin, 159’u clindamisin, 135’1 tetrasiklin, 129’u neomisine, 125’1 eritromisine,
109’u gentamisine ve 102’sinin de ampisilin ve penisilin-G’ ye kars1 hassas olduklar:

gozlenmistir [Fthenakis, 1998].
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Oliver ve arkadaslar1 (2004) siitlerdeki mastitise neden olan mikroorganizmalarin
tiirleri ile 1ilgili yaptiklar1 arastirmalarda; en ¢ok goriilen tiirlerin Staphylococlara ait
sekiz tiir oldugunu bunlardan daha ¢ok yaygm olan ii¢ tiiriinii izole etmistir. Bunlar

Staphylococcus aureus, S. chromogenes, S. hyicus’ tur [Oliver ve ark.,2004].

Wilson ve Gonzalez (1999) mastitise neden olan patojen bakterilere karsi 7
antibiyotik kullanarak bu antibiyotiklerin duyarlilik testlerini degerlendirdiler.
Antibiyotik tedevisinde tiim patojen tiirlerin % 75’inde basarili olmuslardir. Mastitise
neden olan olgularm % 65’inde tam olarak basar1 kazanamamuslardir. Ayni tiir
bakterilerin ayn1 antibiyotige karsi duyarliliklar1 ve direnglilikleri ¢cok farklidir. Tedavi
edilemeyen tiirlerde antibiyotiklere karsi gosterilen hassasiyet %82 amoksisilin, %76
eritromisin, %73 kloksosilin ve %44’de pirilmisin’dir. Sephapirin, hetasillin, ve
penisilinin tedavi edilemeyen vakalardaki etkilerinde bir farkliik yoktur. Calismada
kullanilan antibiyotikler icerisinde tedavi en c¢ok etkili olan amoksilindir. Diger
antibiyotiklerin mastitis etkeni bakteri tiirleri iizerindeki etkileri cok farkli degildir

[Wilson ve Gonzalez ,1999].

Wats ve Yancey (1994) c¢esitli hayvanlardan izole edilen mastitis kaynakli
patojen bakterilerin identifikasyonunu Api 20GP (BIOMERIEUX) kullanarak
gerceklestirmis. Staphylococcus tiirlerinin identifikasyonunda sistemin %90.2’lik bir
basar1 gosterdigini sadece S.epidermitidis ve S.hyicus’da hassasiyet gosterdigini
belirlemisleridir. Bu durum kullanilan identifikasyonda kullamilan sistemdeki bilgi

eksikliginden kaynaklanmaktadir [Wats ve Yancey ,1994].

Yildiz (2002) subklinik ve klinik mastitisli ineklerde linkomisin-neomisin’in
tedavideki etkinligini belirlemek icin siit 6rnekleri klinik ve bakteriyolojik muayeneden
sonra belirlenen hasta meme loblarma 24 saat ara ile 3 giin meme i¢i yolla lincomisin-
neomicin uygulandi. Tedavinin etkinligi uygulamadan 14 giin sonraki bakteriyolojik ve
klinik iyilesmeye gore degerlendirildi. Doksan yedi subklinik mastitisli meme lobunda
enfeksiyon etkenine gore tedavi etkinligi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus spp., Corynebacterium pyogenes ve Streptococcus
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agalactiae i¢in swrasiyla % 81.4, 92.0, 73.3, 88.9, 66.7 ve 100.0 olarak belirlendi. On
yedi klinik mastitisli inekte tedavi etkinligi Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae ve Escherichia coli i¢in
sirastyla; kinik iyilesmeye gore %100.0, 100.0, 66.7, 100.0 ve 100.0; bakteriyolojik
tyilesmeye gore % 66.7, 100.0, 66.7, 100.0 ve 100.0 oldu. Klinik ve subklinik vakalarda
bakteriyolojik iyilesme sirasiyla % 82.4 ve %85.6 oranindaydi. Klinik olgularda klinik
lyilesme orant %94.1 oldu. Bu sonuglar linkomisin-neomisin kombinasyonunun
laktasyondaki mastitisli siit¢ii ineklerin tedavisinde uygun bir secenek oldugunu

gostermektedir [Y1ldiz, 2002].

Leotsinidis ve ¢alisma grubu (2005) yaptiklar1 calismada yunan bayanlarinin siitii
tizerine beslenme aligkanliklary, sigara kullammmi ve yasanilan bdlgenin etkisini
incelemislerdir. Bu amacla bayanlarin siitiindeki Zn, Fe, Mn, Cd, Pb ve Cu gibi metal
seviyelerine bakilmistir. Yunan bayanlarinda 14 giin arayla alinan siitler Atomik
Absorbsiyon Spektrofotmetresinde analiz edilmistir. Siitler analiz edilmeden ©nce
HNO3 ile muamaele edilmistir. Sonugta Zn 4905 + 1725ug -1, Fe 544 + 348 pg -1,
Mn 4.79 £ 3.23 pg -1, Cu 381 £ 132 pg 1-1, Cd 0.190 £ 0.150 pg -1, Pb 0.48 + 0.60
ug -1 olarak bulunmustur. Bu sonuglarda dikkati ceken nokta kentsel bolgelerde
yasayan bayanlarda Zn miktarinmm yiiksek oldugu, sigara kullanimmin siitteki Cu

seviyesini etkiledigi olmustur [Leotsinidis ve ark., 2005].

Vidovi¢ ve arkadaslar1 (2005) metal endiistrisinin yogun oldugu bolgedeki
toprak, bugday ve o bolgedeki ineklerden alinmis siitler i¢indeki Zn ve Cd seviyelerini
incelemiglerdir. Siitler ayda sekiz kez inekler sagildiktan hemen sonra alinmistir.
Toplanan siitten 5 gr alinarak yanincaya kadar hot platte 1sitilmistir. Daha sonra bu
yanmig siit zerine 5 ml der HNO; ilave edilerek alevli atomik absorbsiyon
spektrofotometresinde analiz edilmistir. 3 yi1l boyunca ayni bolgeden alinan siit
numunelerindeki Zn ve Cd nin toprak-inegin beslendigi ot-siit seklinde besin cevrimi
icinde siit icerisinde toplandig1 goriilmiistiir. Ayrica bulunan diger 6nemli bir sonucta
metal iiretiminin yapilmadig1 donemlerde siit i¢cindeki Zn miktar1 % 17 ve Cd % 13 daha

az oldugu goriilmiistiir [Vidovig ve ark.,2005].
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Tripathi ve arkadaslar1 (1999) siit icindeki Zn ve Cu gibi gerekli metallerin yani
sira Pb ve Cd gibi toksik metal miktarlarini incelemislerdir. Analiz i¢in toplanan siit
numuneleri 6ncelikle suyu giderilmis daha sonra ise % 25 HNOj3 ile muamele edilmistir.
Elde edilen analiz sonuclarmma gore Cu ve Zn gibi insan sagligi i¢cin gerekli olan

metallerin istenilen orandan daha az oldugu tespit edilmistir [Tripathi ve ark.,1999].

Trombetta ve calisma grubu (2004) Italya’nin Calabria bolgesinde ciftliklerden
alinmis siit numunelerindeki Cu, Zn, Cd, Pb, Cr ve Se miktarlar1 arastirilmistir. Bulunan
degerlerden yola cikilarak o bolge icin cevresel risk olup olmadigi degerlendirmesi

yapilmistir [Trombetta ve ark.,2004].

3.MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Kocaeli ve ¢evre koyleri siit liretim merkezlerinden 2006 Aralik ve 2007 Mayis
aylar1 arasinda toplam 125 siit numunesinden CMT yardimi ile 100 adet subklinik
mastitisli ¢ig siit numunesi tespit edildi. Siitler mikrobiyolojik ¢aligmalara uygun bir

sekilde alind1.

Numune alma isleminde aseptik kosullarin saglanmasma dikkat edilmistir.
Numuneler icin 121°C de 20 dakika siireyle otoklavda steril edilmis ve

mikrorganizmalardan arindirilmis 150 ml hacimli, kapakli cam siseler kullanildi.

Toplanan siit numuneleri -20 °C’de dondurularak hazirlanmis buz kaliplari i¢eren
tasima kaplar1 ile +4 °C’de (Soguk Zincir) Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirildi ve vakit kaybedilmeden laboratuvara getirilen
siitler iice boliinerek ekimler, somatik hiicre sayimi ve agir metaller Olciilmesi icin

islemlere alind1.
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3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler almmadan 6nce hayvanla ilgili 6n bilgiler temin edildi. Ila¢ tedavisi
uygulanan ineklerden numune alinmamasina dikkat edildi. Siit numuneleri steril eldiven
kullanilarak sagma yontemiyle steril tiiplere toplandi. Ik asamada meme baslar1 % 70
alkollii pamukla silindi ve meme kanalindaki saprofit bakterilerin giderilmesi amaciyla
iki-ii¢ sikimlik siit disar1 sagildi. Sonra, her meme lobundan 8—10 ml miktarinda alinan

siit ornekleri plastik kapakl: steril cam tiiplere konuldu.

3.2. Metod

3.2.1 CMT Testi

Alman siit Orneklerinin mastitis yoniinden incelenmesi amaciyla, Schalm’in
(1971) CMT kullanim metodu referans alindi. Bu test, aywracta bulunan NaOH ve
anyonik deterjanin, mastitisli siitte bozuklugun derecesine gére memelere sizmis olan
lokositlerin hiicre zarini pargalayip, lokositlerin DNA’lar1 ile birleserek jelatin bir kitle

olusturmasi esasina dayanmaktadir [Schallm,1971].

Hazir olarak temin edilen CMT ayiracimin kullanildig: testte, dort hazneli 6zel
deney kabina, her meme lobundan yaklasik 2-3 ml olacak sekilde siit 6rnegi alind1 ve
her bir siit 6rneginin iizerine yine ayni miktarda CMT ayrraci ilave edildi. Dairesel
hareketlerle iyice karigtirma suretiyle, 5-10 saniye arasinda gerceklesen reaksiyon

gozlendi.

Pozitif olgularda, enfeksiyonun derecesine gore karisimin mukoid olusum,
jellesme, jelin kivami ve hafif gri-mordan koyu menekse rengine kadar degisen renk
degisikligine gore, (£), (+1), (+2) ve (+3) seklinde degerlendirme yapildi. Hicbir
degisiklik goriilmeyen, hafif gri renkte ve sivi olarak kalan karisim, negatif olarak
degerlendirildi [Schallm,1971].
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CMT testi siit almimmnm oldugu yerde zaman kaybetmeden yapilir. Bu

asamadan sonraki mikrobiyolojik incelemeler laboratuvar ortaminda gerceklestirildi.

3.2.2. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen steril siselerdeki siit numuneleri, vorteks yardimi ile
karistirilip homejen bir hale gertirilip, steril pipetlerle 1 ml alinarak icerisinde 9 ml steril
peptonlu fizyolojik tuzlu ¢ozeltisi bulunan kapakh siselere aktarildi ve 6rnegin 107"1ik
seyreltmesi hazirlandi. Seyreltme islemine devam edilerek 107 lik seyreltmeler elde

edildi.

Seyreltmelerin yapildig: steril cam tiipler ekimler yapilmadan 6nce yine vorteks

yardimu ile karistirilip numeler homojenlestirilip ekime hazir bir duruma getirildi.

3.2.3 Genel Uygulamalar

Seyreltmeleri hazirlanan siit Orneklerinin Oncelikle genel besiyerleri olan
Nutrient ve Kanli agarlara ekimleri yapildi. Daha sonra ekilen numuneler etiivde 24 — 48
saat ve 37 °C’de inkiibasyona alindi. Bu siire igerisinde 24 ve 48 saatteki koloni
gelisimleri  incelendi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra  koloniler

degerlendirilmeye alindi.

Inkiibasyon sonunda yapilan kontrollerde olusan kolonilerin  koloni
morfolojilerine, yapilarina, renklerine, sekillerine ve hemoliz olusturup olusturmadigina
bakilip degerlendirme yapildi. Ureyen kolonilerden, biiyiik, beyaz renkli, S tipli ve
genellikle hemolitik olanlar aradigimiz koloniler olarak kabul edilip, subkiiltiirleri

yapildi.

Koloniler saflastirildiktan sonra elde edilen kolonilerin Gram boyamalar: yapildi.
Boyanan preparatlar mikroskopta incelenerek mikroorganizmalarin sekillerine (kok,

basil, viroid) ve gram 6zelliklerine bakild1.
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Burada uygun ozellikleri tespit edilenlere yani Gram (+) kok olanlara katalaz testi

uygulandi.

3.2.4 Laboratuvar Testleri

3.2.4.1. Katalaz Ayiraci

% 3’liikk hidrojen peroksit hazirlandi. Lam iizerine 1 damla hazirlanan hidrojen
peroksitten damlatildi. izolasyonu yapilan kiiltiirlerden siipheli koloniler hidrojen ile

slispanse edildi.

Gaz kabarciklarinin olusumu pozitif, kabarciklarin olusmamasi negatif olarak
degerlendirildi. Gerek katalaz uygulamasi gerek gram boyama uygulamalarinda Nutrient

agardaki ornekler kullanild1 [Mikrobiyoloji org.].

3.2.4.2 Hemoliz Deneyi

Izole edilen Stafilokoklarin kiiltiirlerinin % 8-10 defibrine koyun kani katimis
kanli agara ekimi yapildi ve 37 °C’ta 18-24 saat inkiibe edilerek hemoliz olusumu

incelendi [Mikrobiyoloji org].

3.2.4.3 Gram Boyama Yontemi

Bu boyoma yontemi ile bakteriler iki biiyiik ve temel grup olarak tanimlanirlar:
Gram (-) ve Gram (+) bakteriler. Gram (-) bakteriler Gram boyama yOnteminde
kullanilan iki farkli boyadan ilkini (Jansiyan moru veya kristal viyole) preparatin alkolle
muamelesi sonucunda vererek renksizlesir ve ikinci boya (fuksin veya safranin) ile

boyanarak pembe (viyolet kirmizi)rengini alir.
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Gram (+) ise ilk boya olan Jansiyan morunu (ve/veya kristal viyole) alkolle

muamelede renk vermeyip kristal viyoleyi tutarak mor renk alirlar.

3.2.4.3.1 Gram Boyalarimin Hazirlanmasi [Mikrobiyoloji org]

Fuksin Boyasi;

Stok soliisyon
Bazik fuksin 3gr

Alkol (%95) 100 ml

Bazik fuksin havanda alkolle ezilip eritildikten sonra bir sise icerisinde 5 saat
calkalanir ve 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziiliir koyu renkli siselerde
saklanir [Mikrobiyoloji org].

Sulu Fuksin Soliisyonu
Bazik fiiksin (Stok) 10 ml
Distile su 100 ml

Fuksin distile su ile iyice karistirilir ve filtre kagidindan siiziiliir [Mikrobiyoloji org].

Kristal-viyole boyasi;

Stok soliisyon
Kristal-viyole Sgr
Etil alkol % 95’ lik 100 ml

Kristal-viyole soliisyonu;
Kristal-viyole (stok) 10 ml
Distile su 100 ml
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Boya tartilir, i¢ine alkol ilave edilir. Boyanin alkolde iyice ¢dziinmesi saglanir

[Mikrobiyoloji org].

Lugol soliisyonu;

I, 1 gr
KI 2 gr
Damitik su 300 ml

Potasyum iyodiir ve iyot kristalleri bir havan i¢inde ogiitiiliir, lizerine bir miktar
damitik su ilave edilir. Kristaller damitik su i¢inde tamamiyla ¢oziindiikten sonra
soliisyon elde edilir. Koyu renkli bir cam sise i¢ine dokiilen soliisyon iizerine bir miktar
damitik su eklendikten sonra (son konsantrasyonun 300 ml olmasi istenir) calkalanir

[Mikrobiyoloji org].

3.2.4.3.2. Gram Boyama Islemi [Mikrobiyoloji org]

1. Kullanmadan 6nce ve kullandiktan sonra Oze bek alevinde kizil duruma
gelinceye dek 1sitilir. Petrilerin kapagini agmadan Once ve kapatirken petrilerin agzi
alevden gecirilerek bir 6ze dolusu kiiltiir 6rnegi alinip lam iizerine damlatilan serum
fizyolojik ile iyice siispanse edilip homojen hale getirilir ve lamin iizerine yayilir,

kurumasi beklenir.

2. Hazirlanan preparatta boyamasi gerceklestirilecek koloni 6rnegi iiste gelmek

izere preparat bek alevinden 3 kere gecirilip tespit edilir [Gilingor ve Balci, 1995].

3. Lam tlizerindeki ornegin iizerine gelecek ve 6rnegi ortecek sekilde Sulu Fuksin

dokiiliir, bir dakika beklenir.

4. Bekleme siiresi tamamlandiktan sonra boya dokiilerek preparat cesme suyu ile

yikanir.
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5. Ornek iizerine lugol eriyigi (iyodin soliisyonu) dokiilerek bir dakika bekletilir.

6. Lugol dokiiliir ve preparat Once su, sonra alkolle (% 96) mor boya akmayana

kadar yikanir.

7. Renk giderme isleminden sonra preparatin iizerine sulu fuksin koyarak 30-60

saniye kadar bekletilir.

8. Boya dokiilerek preparat ¢cesme suyu ile yikanir ve kurutma kagidi ile

kurutulur.

Boyama islemlerinden sonra, preparatlar iyice kurutulur, kurutulduktan sonra
mikroskopta immersiyon yag: ile 100X objektifte incelenmeye alinip Gram karakterleri

yOniinden belirleme yapild1.

3.2.4.3.3 Koagiilaz [Mikrobiyoloji org]

Baird-Parker agar besiyerinde goriillen etrafi berrak zonlu siyah koloniler
koagiilaz testi i¢in stafilokoklarin siipheli tiirlerinin dogrulugunu kanitidir. Koagiilaz
testi taze kiiltiirle yapilir. Uremeden sonra incelenen uygun koloni morfolojileri, gram
(+) ve katalaz (+) 6zelligine sahip kolonilerin Baird-Parker agar’ a ekimi yapildi. 37 °C

de 18 — 24 saat inkiibasyona alindi ve olusan koloniler ve renklenmeler gdzlendi.

Calismada Baird-Parker Agar olarak Biomerieux firmasmin REF 44 003 nolu

tirintd kullanildi.

3.2.4.3.4 Api (Analytic Profile Index) [Murray, 2003]

Calismamizda yaptigimiz identifikasyon islemlerine ragmen identifikasyonu
tam olarak yapilamayan stafilokok suslarinin tiiriiniin belirlenmesini API Staph sistemi

ile gerceklestirdik. API Staph sistemi tiir tayini yaparken, stafilokok suslarinin cok
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sayida test gerceklestirme olanagi ve okuyucu makinesiyle de degerlendirme kolayligi
saglamaktadir. Bu caligmada ID 32 Staph API sisteminden (Biomérieux, France)

yararlanild1.

API Staph, dehidrate test maddeleri iceren 20 mikrotiip iceren bir tetst stripinden
olusur. Bu mikrotiiplere, testleri sulandiran, API Staph medyumu ile hazirlanmis bir
bakteri siispansiyonu ile ekim yapilir. inkiibasyon sirasinda, metabolizma kendiliginden
veya ilave testlerle acgiklanan renk degisiklikleri meydana getirir. Bu reaksiyonlar
okuma tablosuna gore okunur ve Analitik Profil Indeksi ya da bilgisayar tanimlama

programi kullanarak tanimlama elde edilir.

Tir tayini yapilamamuis stafilokok suslarmmin Mc Farland ayar1 0.5’e ayarlandi.
Mc Farland (yogunluk) ayar1 yapilirken, bakteri API sisteminin 0zel solusyonlarinda

slispanse edildi.

Daha sonra API panellerinin her kuyucuguna bu siispansiyondan 55 pl ilave
edildi. 24 h etiivde inkiibasyondan sonra, kuyucuklarinda bakteri siispansiyonunun
tastyan API panellerinin 3 kuyucuguna NIT, PAL ve VP’ ye sirasiyla, Nitrit 1 ve Nitrit
2, ZYMA+ZYMB ve VP 1+ VP2 ayrraclar1 damlatildi. 5-10 dakika bekletildikten sonra
API sisteminde (bio- Mérieux, Seri no: IN S001719, France) okutuldu. Bakterinin tiirii

tespit edildi.

3.2.4.3.5. Antibiyotik Duyarhhklarinin Arastirilmasi1 [Mikrobiyoloji org]

Tiirti tanimlanan stafilokok suglarinin antibiyotik duyarliliklar1 NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards) standartlarma uygun olarak disk agar

difiizyon yontemi ile belirlendi.

Antibiyogramu yapilacak kiiltiir 6rnekleri 6ze ile steril tiipler i¢ine konulmus steril
distile su i¢ine aktarilir. Homojen bir siispansiyon elde edildikten sonra Muller-Hilton
agar’a steril swap ile yayilir. Antibiyogram diskleri Muller-Hilton agar’a dikkatlice

yerlestirilir ve 24 saat 37°C’da inkiibasyona almir. inkiibasyon sonucunda antibiyotik
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disklerinin etrafinda olusan zonlarin caplarma gore antibiyotiklere karsi gosterilen

direnclilik ve hassasiyet durumlar: tespit edildi.

Calismada, vankomisin, sefotaksim, gentamisin, azlosilin, siprofloksasin,
eritromisin, tetrasiklin, ampicillin + sulbaktam, trimetroprim siilfametaksazol ve
amoksisilin + klavulanik asit antibiyotik diskleri (Oxoid) kullanilmistir. Antibiyotik
diskler, + 4 °C’ta saklanmistir.

3.2.4.3.6 Toksin Tiplerinin Belirlenmesi [Crass, 1986]

S. aureus’larin toksin iiretip liretmedigine, iiretiyorsa hangi tip toksin iirettiklerini

inceledik. Bu amagla Oxoid firmasmin tirettigi SET-RPLA (TD-900) set kiti kullandik.

SET-RPLA test pek cok gidada ve kiiltiir filtratlarindaki S. aureus izolatlarinda
enterotoksin varligini saptamak icin kullanilan bir yontemdir. Testin duyarliligr 0.5
ng/ml' dir. Polistren lateks partikiilleri saflastirilmis A, B, C ve D tipi stafilokok
enterotoksinleri ile immunize edilmis tavsanlardan elde edilen saflastirilmis antiserumla
duyarl hale getirilmistir. Bu lateks partikiilleri enterotoksinlerin varliginda agliitinasyon
olusturur. Kontrol reaktifi ise immunize edilmeyen tavsan globulinleri ile duyarli hale
getirilmis lateks partikiilleri icerir. Kitin i¢inde bulunan seyreltim sivisi, gida matriksi
bilesenleri ile olusabilecek spesifik olmayan reaksiyonlarm goriilme sikligini azaltan

sodyum hekzamatafosfat icermektedir.

Deneylerde ilk olarak izole edilen bakteriler i¢cinde 10 ml Brain-Heart Infusion
sivi besiyeri bulunan tiiplerde 37 °C’ta 24 saat ¢alkalamali inkiibatérde inkiibe edildi.
Gelisme gozlendikten sonra tiipler 3000 devir/dakika’da 30 dakika santrifiij edildi. Ust
stvi alinir ve toksin analizlerinde kullanildi. Test bes kuyucuklu mikrotitre plaklarinda
gergeklestirilir. Kiiltiir filtratlarinim seyreltimleri, kuyucuklarin bes siras1 kullanilarak
yapilir, uygun hacimde lateks siispansiyonu her bir kuyucuga ilave edilir ve karistirilir.
Stafilokok enterotoksinlerinden biri mevcutsa agliitinasyon olusur, kuyucugun tabaninda

yayilmis bulanik bir tabaka seklinde goriiliir. Stafilokok enterotoksinleri yok ise veya
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konsantrasyonu testin saptama limitinden daha diisiikse, aglitiinasyon olusmaz, siki

yapili diigme goriiniimiinde bir yap1 gozlenir.

Test sonucunun pozitif olmasi durumunda olusan pozitif konsantrasyon

yogunluguna gore +1 den +3’° e kadar degerler kullanilarak toksin siddeti belirlenir.

3.2.4.3.7 Somatik Hiicre Saymm [TSI ISO 13366—1]

Standart analiz yontemi basit, ucuz, hizli ve kolay olmasi agisindan mikroskobik
yontemdir. Mikroskobik sayimin prensibi, ¢ig siitlerde mikroskobik yontemle bakteri
sayim yontemi olan Breed yontemine cok benzemek iizere, ¢cekirdegi metilen mavisi ile
belirgin bir sekilde boyanabilen l6kositler ve epitel hiicreler gibi somatik hiicrelerin
sayim islemidir. Bu yontemde de 0,01 ml (10 pl) ¢ig siit orneginde boyama sonrasinda
mikroskobik sayim yapilir, buradan elde edilen sayim sonucundan formiil yardimu ile

1 ml ¢ig siitteki somatik hiicre sayis1 hesaplanir.

Milimetrik kagittan 5 x 20 mm olacak sekilde bir serit kesilir, milimetrik kisim
sablon olarak kullanilacak bir lama alttan yapistirilir. Bu sekilde boyama yapilacak lam
sablon lam iizerine konuldugunda 5 x 20 mm boyama alani1 belirgin bir sekilde goriiliir.
Somatik hiicre sayiminda her ornekten 2 sayim yapilmasi esastir. Buna gore ayni lam
tizerine 2 Ornek alinmasi boyamada ve lamlarin saklanmasinda kolaylik saglar. Dolayis1

ile sablon lam hazirlanirken 2 serit yapistirilmasi uygun olur.

Siit 6rnegi en fazla 6 saat icinde analiz edilmelidir. Siitiin depolanmas1 zorunlu
ise mutlaka buzdolab1 sicakliginda depolanmali ancak asla dondurulmamalidir. Analize
baslanilacagi zaman siit 6rnegi su banyosunda hizla oda sicakligina getirilir. Lamlar etil
alkol ile temizlenip tozsuz kagit ile kurutulur ve tozsuz bir yerde saklanir. Mikro pipet
ile 10 pl siit 6rnegi alinir, sablon lam kullanilarak deney laminin iizerine 5 x 20 mm
alana yayilir. Yayian siitiin kurumast 37°C’ta etiivde gecgeklestirildi. Kuruma
tamamlandiktan sonra hazirlamis oldugumuz lami boya kiivetinin i¢ine koyup 10 dakika
beklettik. Boyama islemi bittikten sonra boyanan lam yine 37°C’ta kurutulmak i¢in

etiive koyduk, kuruma islemi tamamlandiktan sonra hazirlanmis olan lam i¢inde distile
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su bulunan beher icine konup iistiindeki fazla boyadan arindirilip, filtre kagidini tizerine

konup kurumaya birakildi.

Saymm isleminde mikroskop goriis alanini1 kullanarak, boyanarak hazirlanan
boyali seridin uzun kenar1 iizerinde 1- 1.5 goriis sahas1 kaydirma ile diger uca ulasana

kadar bu isleme devam edildi.

1 ml’ deki somatik hiicre sayis1 = A x CF formiilii ile hesaplanir.

A: Farkl alanlarda yapila somatik hiicre sayis1 ortalamas,
CF (Caligsma Faktorii): Objektif mikrometre kullanilarak hesaplanan mikroskop
faktorii ile 10 pl deki sayiy1 1 ml’ cevirmek i¢in kullanilan sabit sayidir.

Bu uygulamada TSI ISO 13366-1 standartinda belirtilen yontem kullanilmistir.

3.2.4.3.8 Agir Metal iyonlarimin Tayini [ Bermejo, 1995]

Laboratuvara getirilen siit orneklerinden 5 ml. alinip iizerlerine 2,5 ml %65
HNO3 ile 0,5 ml H202 ilave edilip saydam bir goriiniim alana kadar bekletildi daha
sonra 15 dakika mikrodalgada yakildi. Digesyon olan bu ornekler miktar olarak 10,0 +
0,1 ml volumetrik polipropilen tiiplere aktarilmis ve son hacim % 65 HNO3 eklenerek
3,0 ml’ye ayarlanmistir. Daha sonra otomatik olarak grafit firinli atomik spektrosuna

enjekte edilmistir.

3.2.4.3.9 EK.1. (CALISMADA KULLANILAN BOYA, BESiYERLERI ve KULLANILAN
YONTEMLER)

A. KOYUN KANLI AGAR: Calismada ek-bak firmasindan aldigimiz koyun-

kanli besiyerini kullandik. Besiyeri igerigi; Kalp ekstresi 10 g/l, triptoz 10 g/l, sodyum
kloriir 5 g/, agar agar 15 g/, koyun kan1 50 ml.
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B. NUTRIENT AGAR: Icerigi peptone from meat 5,0 g/I; Meat extract 3,0 g/l;

Agar-agar 12,0 g/l

Hazirlanis1:  Toz besiyeri 20,0 g/l olacak sekilde damitik su icinde 1sitilarak
eritilip, otoklavda 121° C'da 15 dakika sterilize edilir ve 45-50°C'a sogutulup steril petri
kutularina 12,5'er ml dokiiliir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkte olup,

25 °C' da pH' s17,0+0,2'dir.

C.MULLER-HINTON AGAR: icerigi: meat infusion 2,0 g/I; Casein hydrolysate
17,5 g/l; Starchl1,5g/1; Agar-agar13,0g/1.

Hazirlanisi: Miiller-Hilton Agar distile suda eritilmis, pH 7.4’e ayarlanarak
otoklavda steril edildi. Besiyerleri 9 mm capindaki steril petrilere 4 mm derinlik olacak

sekilde dokiilmiis ve kontaminasyon kontrolii yapilmaistir.

D. BAIRD-PARKER AGAR:

Calismada Biomerieuxe firmasina ait REF 44 003 nolu Baird-Parker agar ve
ekipmanlar1 kullanildi. Caligma ekipmanlar1 R1 ve R2 reaktiflerden olugsmaktadir. R1 ve
R2 icerikleri asagidaki gibidir.

R1 Reaktifi:

Meat peptone (bovine/porcine) 15 mg

Yeast extract 1 mg
Lithium chloride S5 mg
Sodium pyruvate 10 mg
Glycine 12 mg

Agar 12.5 mg
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R2 Reaktifi:

Bovine fibrinogen 3.75
Rabbit plasma 25 ml
Trypsin inhibitor 25 mg
Potassium tellurite 25 mg
pH 7.6

R1 reaktif sisesinin agzin1 gevsetip, dikkatli bir sekilde sicak su banyosunda
tam olarak 45 dakika kaynamis su sicakliginda bekletildi. Besi yeri eriyik bir hal
alinca sisenin kapagini kapatip, sise dikkatli bir sekilde calkalandi. Sise oda
sicakligima alinmadan 6nce 15 dakika 47°C’ta kontrollii bir sekilde bekletildi, R2
deki reaktif 10 ml. steril distile su ile iyice ¢oziiliir ve bir miiddet 37°C’ta bekletildi.
Daha sonra R2 ¢oziilmiis koagiilaz ¢ozeltisi, R2 deki agarin i¢ine aktarilirdi ve iyice
karistirilip homojen hale getirildi. Daha sonra steril petrilere aktarildi, kontaminasyon

kontrolil yapildiktan sonra kullanildi.
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Resim 3.1.Baird-Parker Agar hazirlama reaktifleri.

E. SOMATIK HUCRELERIN BOYANMASI

Boya c¢ozeltisi metilen mavisi 0,6 g; %96'lik etil alkol 54 ml; 1, 1, 1-
trichloroethane 40 ml; glasial asetik asit 6 ml bilesimindedir. Boyanin hazirlanis sekli
onemlidir. Agz1 kapakli bir sisede etil alkol icinde 1, 1, 1-trichloroethane karistirilir, su
banyosunda 65°C'ta 1sitilip, metilen mavisi ilave edildikten sonra iyice Karistirilir ve
buzdolab1 sicakligma sogutulup 12 — 24 saat bu sicaklikta bekletilir. Daha sonra asetik
asit ilave edilip kaba olmayan bir filitre kagidindan (Whatman ya da esdegeri)
siiziilir. Agz1 kapakli sisede saklanir. Zamanla boya ¢ozeltisinde partikiiller ve/veya
sediment goriiliirse tekrar filtre edilip kullanilabilir. 1, 1, 1 trichlorethane yerine ayni

miktarda tetrachloroethane da kullanilabilir.
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Ancak tetrachloroethane'nin zehirli bir bilesik oldugu bu kimyasal kullanilacak
ise mutlaka ceker ocak ile calisilmasi gerektigi unutulmamalidir. ISO tarafindan

verilen boya hazirlama yonteminde asetik asit ilavesinden 6nce buzdolabi sicakliginda

12-24 saat bekletilmeye deyinilmemektedir.

Resim 3.2. Metilen mavisi ile boyanan somatik hiicrelerinin mikroskop altindaki

gOrinimu.

F. API
API Staph Besiyeri(6 ml.)
Maya Ekstresi 0,5 gr
Bastopepton(Inek/domuz orijin) 10 gr
NaCl Sgr
Eser elementler 10 ml

Demineralize su qsp1000 ml
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Reaktifler : Referanslar

Mineral yag :(Ref. 70 100)

Reaktifler : VP 1+ VP 2 (Ref. 70 422)
NIT 1 + NIT 2 :(Ref. 70 442)

ZYM A :(Ref. 70 494)

ZYM B :(Ref. 70 493)

McFarlanda Standard :(Ref. 70 900)
API Staph Analitik Profil Indeksi (Ref. 20 590 ) veya apiweb "™ tanimlama

yazilimi
NUMUNELER (ALMA VE HAZIRLAMA):

API Staph direkt klinik veya diger numunelerle kullamilmaz. Tanimlanacak
mikroorganizmalar once besiyerinde mikrobiyolojik tekniklere uygun olarak izole
edilmelidir.

Api Stribin hazirlanmasi
e Inkiibasyon kutusunu (tepsi ve kapak) hazirlayip ve tepsi kuyularinda nemli
atmosfer yaratmak icin tepsi kuyucuklarna 5 ml civarinda distile su veya
demineralize su ekledik,

Ekimin hazirlanmasi

e Kanli agarda 18-24 saat siireyle 36°C+2°C’ta organizmanin alt kiiltiiriinii

hazirladik,

e Susun Micrococcaceae ailesine ait oldugunu kontrol edilir (Morfoloji, Gram

yayma, katalaz vs.) ve ayni zamanda kullanilacak kiiltiiriin de saf olmas1 esastir,

e API Staph medium ampuliinii ac1p,
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e (.5 McFarland’a esdeger bir yogunluk ile homojen bir bakteriyel kiiltiir
hazirlayip. Geng kiiltiirler kullanilmasi gerekir. (18-24 saat eski) Siispansiyon

hazirlandiktan hemen sonra kullanilmalidir.

® Api stribindeki kiigiik dehidre besiyerleri bir tepecik olusturmak iizere mineral

yag ile doldurarak ADH ve URE testlerinde anaerobik ortami olusturuldu,

e [8-24 saat siireyle 36 °C+ 2 °C’ta inkiibe edildi,

API STRIiBiNi OKUMA VE DEGERLENDIRME

Stribin okunmasi
e Inkiibasyon siiresinden sonra, asagidaki reaktiflerin her birinden 1 damla
ekleyerek reaksiyonlar1 gelisimini gozlemleyip ve okuma tablosuna bagvurarak

biitiin reaksiyonlar1 okuduk,

- VP testi: VP 1 ve VP 2 Reaktifleri. 10 dakika bekleyip Mor-pembe renk
pozitif bir reaksiyonu gozlendi, 10 dakika sonra acik pembe veya acik
pembe renk negatif olarak degerlendirildi..

- NIT testi: NIT 1 ve NIT 2 reaktifleri. 10 dakika bekleyip Kirmizi renk

pozitif bir reaksiyonu gosterir.

- PAL testi: ZYM A ve ZYM B reaktifleri. 10 dakika bekleyip Mor renk

pozitif bir reaksiyonu gozlendi

- Sonug kagidina sonuglar1 kaydettik
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Degerlendirme

Tanimlama sayisal profil ile elde edilir.
e Sayisal profil saptanmasi: Sonu¢ semasinda testler 3 gruba ayrilmistir ve her biri
icin 1. 2 ya da 4 sayilar1 verilmistir. Her grup i¢cindeki pozitif reaksyionlara uyar:

sayilar1 ekleyerek, 7 rakamli bir profil numarasi elde edilir.

¢ Tanimlama: Veritabani (V4.1) kullanilarak yapilir.
> Identifikasyon yazilim kullanilarak:
- 7 rakamhi numara profilinin manuel olarak yazildig1 bir bilgisayar

tanimlama programi kullanilarak degerlendirme yapilda.



Cizelge 3.1 Api Degerlendirme Paneli
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MIKTAR

AKTIF REAKSIYONLAR/
TESTLER iCERIKLER besiyerindeld ENZIMLER SONUC
miktarlari
NEGATIF POZITIF
0 Substrat yok Negatif kontrol Kirmizi -
GLU D-glukoz 1.56 (Pozitif kontrol) (D-GLUcose)
FRU D-fruktoz 1.4 asidifikasyon (D-FRUctose)
MNE D-mannoz 1.4 asiditifikasyon (D-ManNosE)
MAL D-maltoz 1.4 asiditifikasyon (MALtose)
LAC D-laktoz (Inek orjinli) | 1.4 asiditifikasyon (LACtose)
D-trehaloz Kirmizi Sar1
TRE D-Mannitol 1.32 asiditifikasyon (D-TREhalose)
MAN XyLiTOL 1.36 asiditifikasyon (D-MANnitol)
XLT d-Meliboz 1.4 asiditifikasyon (xY1itOL)
MEL 1.32 asiditifikasyon (D-MELibiose)
NIT 1 +NIT 2/10 dak.
renksiz-acik
NIT Potasyum nitrat 0.08 NITratlarin nitritlere | pembe kirmizi
indirgenmesi
ZYM A +ZLK S / 10 dak.
renksiz-acik | Mor-
PAL B-naftil fosfat 0.0244 Alkaline Phosphatase pembe pembe
VP 1+ VP 2/ 10 dak.
VP Sodyum piruvat 1.904 Aceyl-methyl-carbinol Renksiz-acik | Mor-
production (Voges Proskauer) | pembe pembe
RAF D-raffinoz 1.56 Asidifikasyon (RAFinose)
XYL D-ksiloz 1.4 Asidifikasyon (XYLose)
SAC D-sakkaroz (sukroz) 1.32 Asidifikasyon (SACcharose)
Methyl-aD-
MDG glukopiranosid 1.28 asidifikasyon (Methyl-aD- | Kirmizi Sar1
N-acetyl-glukozamin Glucopyranoside)
NAG 1,28 asidifikasyon (N-Acetyl-glucosamine)
ADH Larginin 1.904 Arginine DiHydrolase Sar1 Turuncu-
kirmzi
URE Ure 0.76 UREase Sar1 Kirmizi

Asidifikasyon testleri negatif kontrol (0) ve pozitif (GLU) kontrolle karsilastirilmalidir.
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Resim 3.3. Inkiibasyom sonucu api staph stripi renklenmeler gézlenmektedir

A R

O GLU FREU |MNE MAL LAC | TRE MAN XLT|MEL HIT PAL| ¥F EAF XYL|SAC MDG NAC [ADH URE LST

Resim 3.4 Api Staph Degerlendirme semasi goriilmektedir.

F. TOKSIN BELIRLEME REAKTIFLERI:

Resim 3.5. Set Rpla Toksin Kitleri
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Inceleme yapilacak mikroorganizma tryptone soya broth icine aktarilip, 37°C’de
18-24 saat ilinkiibasyona alinir, bu sirada numune karistirct iizerinde bulundurulmalidir.
Inkiibasyondan sonra 6rnekler steril tiiplere aktarilip 3000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismu test i¢in kullanima hazirdir. Test kiti icerisinde
her Staphylococcus toksinine ayri olacak sekilde hazirlanmis lateks taneciklerine
tutturulmus toksin antijenleri mevcuttur ve bu antijenlerin caligma giivenirligini gérmek

amaciyla kontrol toksinleride mevcuttur.

Miroplak test kuyucuklarmna her bakteri icin 1 den 5’e kadar numaralar verilir
daha sonra kuyucuklara 25 ul diliient ¢ozeltisinden eklendi. Uzerlerine hazirladigimiz
orneklerden 25’er pl ekleyip, pipet yardimi ile homojen bir karisim elde edilip lizerlerine
her toksine gore hazirlanmis, antijenlerden ekledik. Besinci kuyucuklar kontrol
kuyucuklaridir bu kuyucuga kontrol reaktifinden eklenir. Agliitiinasyon gerceklesirken
buharlagsmay1 o©nlemek i¢in mikropleyt’in iizeri silikon band ile kapatilip, oda

sicakliginda 20 — 24 saat beklemeye alinda.

Test sonuglart mikropleyt kuyucuklarinin dibinde olusan reaksiyonlara gore

negatif, (+), (++4), (+++) pozitif olarak degerlendirme yapild1.



Resim 3.6. Aglitiinasyon sonucu mikropleyt kuyucuklar1 goriilmektedir.

Resimde negatif olusum sonucu kuyucuklarin dibinde diigme yapis1 goriilmektedir.
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5. BULGULAR

Calismamiza baslamadan once Gebze Ilge Tarim Miidiirliigiinden Kocaeli
bolgesindeki Onemli siit tiretim merkezleri hakkinda bilgi aldik ve siit toplama

merkezleri olarak gidilecek yerleri belirledik.

Caligmamizda 125 siit ornegi ile calistik ve CMT testi yardimi ile bu
numunelerden 100 adet subklinik mastitisli siit 6rnegini belirleyerek mikrobiyolojik
calismalarimizi bu 100 numune ile devam ettik. Getirilen siit 6rneklerini tice bolerek
mikrobiyolojik inceleme, somatik hiicre sayimi ve agir metal iyonlarmin belirlenmesi

icin ayr1 ayr1 isleme aldik.

Siitleri aldigimiz anda yaptigimiz CMT testi ile laboratuvarda yapilan
Somatik Hiicre Sayim sonuglar ¢izelge 4.1 de belirtilmistir. Yaptigimiz calismada

siit numunelerine 1° den 100’ e kadar numara verip bu numaralara gore isleme aldik.

CMT testlerinde degerlendirmemiz negatif (+), (++) ile (+++) arasinda

degismektedir.



Cizelge 4.1. Siitlerin CMT test sonuglar1 ve SHS goriilmektedir
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5 5
1) Ny e) 00 ) B © oD
é = | E T% % — § A é =| E T% % —~ § s
S—1 41100561 | +++ |1.850.940 S—33 562 +++ [1.367.218
S-2 568 ++ 449.514 S—34 |561 +++ |1.504.706
S-3 |1476 +++ [1.498.380 S—35 2302 +++ |1.718.730
S-4 562 +++ [1.410.240 S—36 (14703 +++ |1.817.888
S-5 15075 +++ [2.027.220 S—37 (14704 + [379.002
S-6 15073 + 264.420 S—38 [568 ++ [790.803
S-7 15053 + 352.560 S—39 1569 + [363.814
S-8 2292 + 374.595 S 4345 +++ |1.050.116
S-9 1667 +++ [1.366.170 15073 + [314.296
S—-10 |1496 + 308.490 553 + [303.154
S—-11 15061 +++ [1.674.660 558 ++ 632911
S—12 2445 ++ [528.840 Kargali-1| +++ |1.233.960
S—13 2247 +++ (1.454.310 512 +++ |1.278.030
S-14 1657 ++ 1616.980 511 ++ 669.864
S-15 14309 +++ [1.586.520 15698 + [396.630
S—-16 4455 ++ |550.875 15709 ++ [793.260
S-17 5157 +++ [1.652.625 1152 +++ |1.510.240
S-18 15132 +++ [1.520.415 509 + [370.188
S-19 13579 +++ [1.630.590 478 +++ [1.396.630
S-20 2431 ++  [549.352 479 +++ |1.145.820
S-21 2422 + 334.932 480 ++ 1639.015
S-22 2427 ++ [616.980 9034 ++ 652.236
S-23 15150 + 337.654 534 ++ 687.492
S-24 11482 + 311.607 481 + [361.374
S-25 3051 +++ |[1.575.987 15768 ++ [740.376
S—-26 |1485 +++ [1.394.880 3365 +++ 925.470
S-27 2430 + 322.556 9228 + [319.507
S-28 [15105 +++ [1.326.437 40228 +++ |1.339.728
S-29 2894 ++ |512.265 B.bagi—1 ++ [713.934
S-30 11168 + 254.134 B.bagi-2 | ++ [564.096
S-31 15198 +++ [1.926.342 B.bagi-3 | +++ [1.343.746
S-32 1492 ++ |684.714 B.bagi—4 | +++ |1.387.816
Laboratuvara getirdigimiz siit numunelerinden 100 siipheli koloniye

izolasyonu (Gram boyama, katalaz, koagiilaz ve hemoliz kontrolii) yapildi. Test

sonuglar1 Cizelge 4.2’ de belirtilmistir. Gram boyama ve Katalaz islemleri tiim

kolonilere yapilmistir. Koagiilaz islemi ise Gram (+) ve Katalaz (+) kolonilere

uygulanmigtir. Hemoliz kontrolii S. aureus,S. epidermidis suslaria yapildi.




Cizelge 4.2 Gram Boyama, Katalaz, Koagiilaz,Hemoliz Deney Sonuclar1

% O 8 N N T N O 8 N N T
S-1 (+) kok + + S-51 (+) kok + + +
S-2 (+) kok + + S-52 (+) kok + + +
S-3 (+) kok + + S-53 (+) kok + +
S-4 (+) kok + + S-54 (+) kok + +
S-5 (+) kok + + S-55 (+) kok + +
S-6 (+) kok + + S-56 (+) kok + +
S-7 (+) kok + + S-57 (+) kok + + -
S-8 (+) kok + + S-58 (+) kok + + +
S-9 (+) kok + + + | S-59 (+) kok + +
S-10 (+) kok + + S-60 (+) kok + +
S-11 (+) kok + + + | S-61 (+) kok + +
S-12 (+) kok + + S-62 (+) kok + +
S-13 (+) kok + + S-63 (+) kok + + +
S-14 (+) kok + + S-64 (+) kok + + +
S-15 (+) kok + + S-65 (-) basil
S-16 (+) kok + + - | S-66 | (+) diplokok
S-17 (+) kok + + S-67 (-) basil
S-18 (+) kok + + + | S-68 | (+) diplokok
S-19 (+) kok + + S-69 (-) basil
S-20 (+) kok + + S-70 (-) basil
S-21 (+) kok + + S-71 (+) basil
S-22 (+) kok + + S-72 | (+) diplokok
S-23 (+) kok + + S-73 | (+) diplokok
S-24 (+) kok + + S-74 (-) basil
S-25 (+) kok + + S-75 (-) basil
S-26 (+) kok + + S-76 (-) basil
S-27 (+) kok + + S-77 (-) basil
S-28 (+) kok + + + | S-78 (-) basil
S-29 (+) kok + + S-79 | (+) diplokok
S-30 (+) kok + + S-80 (+) basil
S-31 (+) kok + + S-81 (+) basil
S-32 (+) kok + + S-82 (-) basil
S-33 (+) kok + + S-83 (-) basil
S-34 (+) kok + + - | S-84 (-) basil
S-35 (+) kok + + - | S-85 | (+) diplokok
S-36 (+) kok + + S-86 (-) basil
S-37 (+) kok + + S-87 | (+) diplokok
S-38 (+) kok + + S-88 (-) basil
S-39 (+) kok + + - 1 S-89 (-) basil
S-40 (+) kok + + + | S-90 | (+) diplokok
S-41 (+) kok + + S-91 (-) basil
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S-42 (+) kok + + - | S-92 | (+) diplokok

S-43 (+) kok + + S-93 (-) basil

S-44 (+) kok + + S-94 | (+) diplokok

S-45 (+) kok + + + | S-95 (-) basil

S-46 (+) kok + + S-96 (-) basil

S-47 (+) kok + + S-97 | (+) diplokok

S-48 (+) kok + + S-98 | (+) diplokok

S-49 (+) kok + + + | S-99 (-) basil

S-50 (+) kok + + + | S-100 (-) basil

(+) Olumlu (-) Olumsuz

Laboratuvara getirilen siitler
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mikrobiyolojik incelemeler: Genel besiyerleri

Niitrient ve Kanli agara ekimleri yapildi, burada iireyen siipheli kolonilerin katalaz,

gram boyama,

koagiilaz  olusumu,

hemoliz

olusumu

islemlerinden

sonra

identifikasyon islemi icin Api identifkasyon yontemi kullamildi. Cizelge 4.3 de api

sonucu, identifikasyonu yapilan tiirler belirtilmektedir.



Cizelge 4.3. Identifikasyonu yapilmis Staphylococus tiirleri

S-1 | Micrococcus spp S-33 | Staphylococcus hominis
S-2 | Micrococcus spp S-34 | Staphylococcus epidermidis
S-3 | Micrococcus spp S-35 | Staphylococcus epidermidis
S-4 | Staphylococcus capitis S-36 | Staphylococcus warneri
S-5 | Micrococcus spp S-37 | Staphylococcus xylosus

S-6 | Staphylococcus capitis S-38 |Staphylococcus chromogenes
S-7 | Staphylococcus lentus S-39 | Staphylococcus epidermidis
S-8 | Micrococcus spp S-40 |Staphylococcus aureus

S-9 | Staphylococcus aureus S-41 | Staphylococcus capitis
S-10 | Staphylococcus hominis S-42 | Staphylococcus epidermidis
S-11 | Staphylococcus aureus S-43 | Staphylococcus warneri
S-12 | Staphylococcus cohnii S-44 | Staphylococcus xylosus
S-13 | Staphylococcus capitis S-45 | Staphylococcus aureus
S-14 | Staphylococcus capitis S-46 | Staphylococcus lentus

S-15 | Micrococcus spp S-47 | Staphylococcus capitis
S-16 | Staphylococcus epidermidis S-48 | Staphylococcus xylosus
S-17 | Staphylococcus sciuri S-49 | staphylococcus aureus

S-18 | Staphylococcus aureus S-50 | Micrococcus spp

S-19 | Staphylococcus hominis S-51 |Staphylococcus aureus
S-20 | Staphylococcus hominis S-52 | Staphylococcus aureus
S-21 | Staphylococcus lentus S-53 | Staphylococcus xylosus
S-22 | Staphylococcus xylosus S-54 | Staphylococcus warneri
S-23 | Staphylococcus capitis S-55 | Staphylococcus xylosus
S-24 | Micrococcus spp S-56 |Staphylococcus warneri
S-25 | Staphylococcus xylosus S-57 |Staphylococcus epidermidis
S-26 | Staphylococcus hominis S-58 | Staphylococcus aureus
S-27 | Micrococcus spp S-59 | Staphylococcus simulans
S-28 | Staphylococcus aureus S-60 | Staphylococcus hominis
S-29 | Staphylococcus hominis S-61 | Staphylococcus sciuri
S-30 | Staphylococcus chromogenes S-62 | Staphylococcus capitis
S-31 | Staphylococcus saprophyticus S-63 | Staphylococcus aureus
S-32 | Staphylococcus saprophyticus S-64 | Staphylococcus aureus

Calismamizda siipheli 64 ornekten 12 si % 18.8 S. aureus,
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81 % 12.5 S.

capitis, 7’s1 % 10.9 S. xylosus, 7’si % 10.9 S. hominis, 6’s1 % 9.4 S. epidermidis, 3’ii

90 4.7°si S. lentus, 3’10 %4.7°si S. warneri, 2’ser tane % 3.1 ile S.saprophyticus,

S. chromogenes, S.cohnii ve S. sciuri, 1’'t % 1.6’s1 S. stimulans

Micrococcus spp. olarak bulunmustur.

81 % 12.5 de

Antibiyotik duyarhlik testleri tiim staphylococcus tiirleri icin yapilmistir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 4.4 de gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglar1
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S-38

S-39

S-40

S-41

S-42

S-43

S-44

S-45

S-46

S-47

S-48

S-49

S-50
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S-64

Hassas (+)  Direncli (-)

Antibiyotik duyarlhilik testleri tiim stafiolokok tiirlerine yapildi. Caligmada
tim suslarin Vancomisine karsi duyarli oldugu goriildii. Tiim suslarin Ampisilin +
Sulbaktam’a kars1 % 20.3 direng, Amoksisilin + Klavulanik asit’e kars1 % 15.6
diren¢, Gentamisine karst % 10.9 direng, Tetrasikline karst % 1.56 direnc,
Siprofloksasine karst %3.1 direng, Azlosine karst % 15.6, Eritromisine karst %25
direng, Trimetoprin + Sufametoksazole karsi % 20.3 direng, Sefotaksime karsi

% 21.8 direnc.

S. aureus tiirleri arasmda ise vankomisine karsi tiim Orneklerin hassas oldugu
gozlenmis; her antibiyotige kars1 bir direncglilik soz konusudur. 2 sus %16.6

Ampicilin + Sulbaktam yine 2’ser sus %16.6 swrasi ile Azlosilin, Eritromisin,
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Trimetoprin + Sufametoksazol, Sefotaksim kars1 direncli, sadece 1’er sus % 8.3 ile

Gentamisin, Tetrasiklin, Siprofloksasin kars1 direng gosterir.
Identifikasyon sonucu elde edilen S. aureus tiirlerinin enterotoksin tiplerinin
belirlenmesi SET RPLA ile gerceklestirilmistir. Enterotoksinlerin sonuglar1 asagida

Cizelge 4.5 te goriilmektedir.

Cizelge 4.5. S. aureus tiirlerine ait enterotoksin deney sonuglar1

Kiiltiir SEA SEB SEC SED
Numarasi

S-9 +2 Negatif +2 Negatif
S-11 +1 +1 +1 Negatif
S-18 +1 Negatif Negatif +2
S-28 Negatif Negatif Negatif Negatif
S-40 +2 +1 Negatif Negatif
S-45 Negatif +1 Negatif +2
S-49 +1 +1 +1 +1

S-51 +3 Negatif Negatif Negatif
S-52 Negatif +1 +1 +1
S-58 +1 +1 +1 Negatif
S-63 +2 Negatif Negatif +2

S-64 Negatif Negatif +3 Negatif

Identifikasyon sonucu elde edilen 12 S. aureus izolatinin sadece birinde % 8.3
( S-28 nolu sus) toksin tipine rastlanmadi. % 91.6° da ise toksin tiplerinin ya bir
tanesi ya da bir kaci bir arada bulunmaktadir. SEA % 66.6, SEB % 50, SEC % 50,
SED % 41.6 oraninda bulunur. SEA ve SEB beraber % 16.6, SEA ve SEC 33.3,
SEA ve SED 33.3 oraninda, SEB ve SEC beraber % 33.3, SEB ve SED% 16.6, SEC
ve SED % 24.9 oranlarinda beraber bulunur. SEA, SEB, SEC 3 SUSTA % 24.9
oraninda SEB, SEC, SED 2 susta beraber % 16.6 oraninda, sadece bir susta

toksinlerin hepsi bir arada % 16.6 oraninda beraber bulunur.

Agir metal Olclimiinii yaptigimiz numuneleri rastgele dokuz siit toplama
merkezinden secerek Kursun ve Kadmiyum yoniinden analizleri yapildi. Agir metal

Ol¢iim sonuclarimiz Cizelge 4.6’da gosterilmistir.



Cizelge 4.6 Siitlerdeki Agir Metal( Pb, Cd) Sonuglar1

Siit Toplama Merkezi Pb (mg/l) Cd (mg/l)
1 0,011 0,001
2 0,048 0,0002
3 0,039 0,001
4 0,008 0,034
5 0,016 0,016
6 0,010 0,0018
7 0,007 0,0023
8 0,126 0,040
9 0,006 0,0196
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6.TARTISMA

Siitiin besleyici degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle cok sayida ve tiirde
etkenin meme dokusuna yerlesmesi ve lireyerek hastaligi olusturmas1 miimkiindiir.
Sigirlarm mastitisli siit 6rneklerinden, 130" un iizerinde farkli mikroorganizma izole
edilmistir. Bunlardan bakteriyel orijinli olanlarinin baglhcalari; Stafilokoklar,
Streptokoklar, Koliform Bakteriler (Esherichia coli, Aerobacter aerogenes, Shigella
dysenteriae, Klebsiella pneumoniae, vs.), Corynebacterium pyogenes (Actinomyces
pyogenes), Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium bovis, Brusella etkenleri,

Pasteurella multocida ve P. haemolytica' dir [Bilgehan,1995].

Memedeki irritasyonlara bagh olarak artan hiicre sayisinin ortaya konmasi
subklinik mastitislerin teshisinde ©nemli bir kriterdir. Subklinik mastitisli
siitlerdeki hiicre artisin1  gosteren CMT nin, mikroskobik veya elektronik
cihazlarla direk hiicre sayisinin belirlendigi yontemlerle desteklenmesi
gerekmektedir. Ayrica enfeksiyona neden olan mikroorganizmanin tespiti ve
tedavide kullanilacak ilacin belirlenmesi amaciyla subklinik mastitislerin

teshisinde mikrobiyolojik testlerin yapilmasi zorunludur [Ergiin,1996].

Geligmis {iilkelerde siit endiistrisi isletmelerine gelen c¢ig siitlerin somatik
hiicre sayimi zorunludur. Sayim sonuglar1 normalin biraz {izerinde oldugu zaman
isletme siit {reticisine ceza vermekte, daha yiiksek oldugunda ise siitii
reddetmektedir. Cig siitlerde somatik hiicre varliginin disiiriilmesi i¢in immun
sistemi giiclendirici besinler ve probiyotik iceren yemlerin kullanimi da soz

konusudur [Arda, 1997].

Avrupa Toplulugu icin gegerli olan SHS limit degeri siit cinsine gore
(inek, manda) degismek iizere 400.000 - 500.000 hiicre/ml olarak belirlenmistir.
Topluluk bu degerleri giderek asag1 c¢ekmektedir. Avrupa Toplulugu uyum
caligmalar1 nedeni ile Tiirkiye'de de aymi zorunluluk vardir. Amerika Birlesik
Devletlerinde bu sinir 750.000 iken Kanada da 500.000 olarak belirlenmistir[ Arda,
1997] .
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Harmon ve arkadaslar1 (1994) patojen bakterilerin meme dokusuna
yerlestikten sonra buradaki varliklariyla siitiin dogal yapisin1 bozduklarini ve
siitteki somatik hiicre sayilarinda artmaya neden olduklarin1 ve bu dokulardaki
enfeksiyon varlig1 ile somatik hiicreler arasinda bir paralellik oldugunu,
enfeksiyonlu hayvanlarin = siitlerindeki somatik hiicre sayisinin arttigini
bulmuglardir.  Yapilan  mikrobiyolojik  ¢aligmalarda  patojen  kaynaklh
enfeksiyonlarin biiylik bir bolimiine ait siitlerin icerigi incelendiginde somatik
hiicre sayisinin artisimni gozlemlemisler ve 1 ml’de 200.000 den fazla hiicre
saymiglardir, incelenen siitlerde sayisinda artis goriilen hiicrelerin  genellikle

16kosit ve azda olsa epitel hiicreleri olduklarini saptamislardir [ Harmon, 1994].

Alacam ve arkadaglar1 (1998) subklinik mastitisli meme loblarindaki hiicre
say1smni1 500.000/ml’den fazla olarak bulmuslar ve bu orandan daha az hiicre sayisia

sahip stitleri de normal olarak kabul etmislerdir [Alagam, 1998].

Nizamlioglu ve arkadaslar1 (1992) saghkli hayvanlarin siitlerindeki hiicre
say1smi ortalama 282.655, mastitisli hayvanlarda ise 1.236.396 olarak tespit etmisler;
Bastan ve arkadaglar1 (5) toplam 183 siit orneginde yaptiklar1 calismada CMT (+)
grubunu %21.18, CMT (++) olanlar1 %30.6 ve CMT (+++) olanlar1 da %?20.2 olarak
tespit etmisler ve bu orneklerdeki hiicre sayilarini CMT degerlerine gore sirasiyla
200.000-300.000, 300.000-1.000.000 ve 1.000.000’dan fazla olarak bulmuglardir.
Rigvanli ve Kalkan (2002) calismalarinda subklinik mastitisli 271 adet meme
lobunu icelemisler ve bunlarin %8, 12’si CMT (+), %22 88’1 CMT (++), ve %70’1
de CMT (+++) olarak bulmuglardir. SHS sonuglar1 ise sirasiyla CMT (+) ortalama
313.001, CMT (++) 559.007, CMT (+++) ise ortalama 1.563.618 olarak
bulmuglardir. Bizim caligmamizda, inceledigimiz siitlerin %25’i CMT(+),
9%26.6’s1 CMT(++) ve % 48.4° ii CMT(+++)" dir. Siras1 ile CMT(+) olanlarda
ortalama SHS 354.307, CMT(++)’de 628.210, CMT(+++)’de isel.344.722 dir.
Ayrica Staphylococcus spp. digindaki siit numunelerindeki SHS sayis1 ortalamasi

36 siit numunesinde 816,560 olarak hesapladik [Niazamlioglu ve ark., 1992].

Nagahata ve Ito (2007) somatik hiicre saymmi ve S. aureus kaynakli
mastitis infeksiyonlar1 arasinda bir bagmti oldugunu diisiinmiisler bu dogrultuda

belli bir bolgede 3.5 yillik bir calisma sonucunda belli ciftliklerden bu
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parametreleri hijyen kosullarin1 temel alarak incelemislerdir. ilk olciimlerinde
SCC (Somatic Cell Count) sayisi siit toplama tanklarinda ortalama 52.3*10*
oldugunu ve bu siitlerdeki mikrobiyolojik incelemeler sonucunda bu
enfeksiyonlar1 gerceklestiren bakterilerin %29’nun S. aureus kaynakli oldugunu
buluyorlar. Caligmanin ilerleyen aylarinda hijyen kurallarinin siki uygulandigi bu
ciftliklerde SCC sayiminda ciddi bir diisiis meydana geliyor. SCC sayis1 18 ay
sonunda ortalama 30*10%ml, daha sonraki aylarda 20%10* /ml altinda sayilara
ulagiyorlar. Bu ¢aligma hijyenik sartlarin mastitis olgularindaki dnemi gosteriyor

[Nagahata ve Ito, 2007].

De Soza ve arkadaslar1 (2007) farkh tiir hayvanlardan aldiklar1 subklinik
mastitisli siitlerde yaptiklar1 incelemelerinde 84 adet Staphylococ spp. izole elde
ettiler. Bu 84 izolatimn 30 tanesi biyokimyasal ve molekiiler tekniklerle ve
fenotipik—genotipik karsilagtirma yapilarak S. aureus oldugunu saptadilar.
Molekiiler teknik olarak Pulsed-Field Jel Elektorforezi (PFGE) ve ¢oklu alan dizi
tiplendirmesi ile gerceklestirdiler [De Soza, 2007].

Biz calismamizda 100 subklinik mastitisli siit Ornegini inceledik,
mikrobiyolojik incelemelerle 64 siipheli Staphylococcus spp. izole ettik,
identifikasyon caligmalar1 ile bu suglarm: 12’si % 18.8 S. aureus, 8’1 % 12.5 S.
capitis, 7’s1 % 10.9 S. xylosus, 7’si % 10.9 S. hominis, 6’s1 % 9.4 S. epidermidis, 3’1
9 4.7si S. lentus, 3’0 %4.7’si S. warneri, 2’ser tane % 3.1 ile S.saprophyticus,
S. chromogenes, S.cohnii ve S. sciuri, 1’1 % 1.6’ s1 8. stimulan 8’1 de Micrococcus

spp. olarak bulduk.

1998 yilinda Fthenakis  siitten izole ettigi staphylokokal tiirlerinin
antibiyotik duyarliliklarini incelediginde; 172 izolatin 78’1 Staphylococcus aureus,
62°s1  S. chromogenes, 34’1 S. stimulans, 37°si S. epidermidis ve 17°si S. xylosus
olarak bulmustur. 172 izolatin tiimii sefoperazone, sefuroxime, kloxacillin,
enrofloxasin and methisillin, 159’u klindamisin, 135’1 tetrasiklin, 129’u neomisin’e,
125’1 eritromisin’e, 109°u gentamisin’e ve 102’sinin de ampisilin ve penisillin-G’ye

kars1 hassas olduklar1 gdzlenmistir [Fthenakis, 1998].
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S. aureus’un neden oldugu mastitislerde cesitli antibiyotiklerin etkili
oldugunu bildirilmektedir. Akay (1986) yaptig1 ¢calismada, kolisin siilfat, ampisilin
ve penisilinin; Sahin ve ark. (1997), ampisilin+siilbaktam, enrofloksasin,
danofloksasin ve sefoperazonun; Risvanli (2001), sefalosporin, danofloksasin,
enrofloksasin ve neomisinin; Trinidad ve ark. (1990), sefalotin, eritromisin,
gentamisin, oksasilin, penisilin, tetrasiklin, vankomisin ve siilfamethoksazol +
trimetoprimin; Normanno ve arkadaglar1 caligmalarinda S.aureus suslarinin
hicbirinde Vankomisin ve Teikoplanine karst diren¢ godzlemlememislerdir.
Malinowski ve ark.(2002) basitrasin, novobiosin ve eritromisinin S.aureus’un neden
oldugu mastitislerde en etkili antibiyotikler olduklarin1 bildirmislerdir [Akay, 1986;
Sahin ve ark., 1997; Risvanh ,2001; Trinidad ve ark. ,1990; Malinowski ve
ark.,2002].

Calismamizda; tiim Staphylococcus spp. Suslarmin Vankomisine karsi
duyarlt oldugu goriildii. Tim suslarin Ampicilin + Sulbaktam’e karsi % 20.3
direng, Amoksisilin + Klavulanik asit’e karst % 15.6 direng, Gentamisine karsi
%10.9 direng, Tetrasikline karsi %1.56 direng, Siprofloksasine kars1 %3.1 direng,
Azlosine kars1 % 5.6 direng, Eritromisine karsi %25 direng, Trimetoprin +
Sufametoksazole karsi %20.3 direng, Sefotaksime karst %21.8 direng goriilmiistiir.
S. aureus tiirleri arasinda ise Vankomisine karsi tiim orneklerin hassas oldugu
gozlenmis; her antibiyotige kars1 bir direncglilik soz konusudur. 2 sus %16.6
Ampicilin + Sulbaktam yine 2’ser sus %16.6 swrasi ile Azlosilin, Eritromisin,
Trimetoprin+Sufametoksazol, Sefotaksim karsi direncli, sadece 1’er sus %8.3 ile

Gentamisin, Tetrasiklin, Siprofloksasin kars1 diren¢ gosterdigini bulduk.

Basta hayvansal gidalar olmak iizere degisik gidalada stafilokoklar gida
zehirlenmelerine sebep olmaktadir. Hayvan kokenli pisirilmis veya az pisirilmis
gidalardan s1gir, domuz, hindi ve tavuk eti, dzellikle siit tozu ve peynir olmak tizere
stit dirlinleri, etli patates salatas1 ve diger et salatalar1, balik ve yumurta, kremali pasta
rriinleri ayrica siit, seker ve yumurtadan yapilan dondurulmus soslar bunlarin

basinda gelmektedir [Bergdoll, 1989].

Sokari (1991), yaygin olarak tiiketilen kirmiz1 et, balik ve sebzeden olusan

880 gida Orneginden izole ettigi 552 (%62) koagulaz pozitif S. aureus susundan
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269’unun (%48) enterotoksijenik oldugunu saptamis ve bunlar icerisinde SEA
olusturanlarin en siklikla bulundugunu bildirmistir. Ayn1 caliymada incelenen balik
orneklerinde ise SEB ve SEA enterotoksinleri dominant olarak bulunmustur [ Sokari,

1991].

Yapilan bagka bir ¢calismada kanath ¢iftlikleri ve kanatl igleme tesisleri ile
islenmis kanath etlerinden izole edilen S. aureus’larin en cok SED’yi olusturdugu
saptanirken, bazi izolatlarin SEA, bazilarinin ise SEA ve SED’nin her ikisini de

olusturdugu bildirilmistir [Holmberg, 1989].

Kisa ve Ark. (1996) inceledikleri sade kremali orneklerin 4’iinde (%36.4),
kakaolu kremali 6rneklerin 12’sinde (%22.6) ve meyveli kremal1 6rneklerin 9’unda
(%28.1) olmak iizere toplam 25 (%?26.0) pastadan izole edilen koagulaz pozitif
stafilokoklarin  stafilokokal enterotoksin  olusturma ozelliginde oldugunu

saptamiglardir [ Kisa ve Ark, 1996].

Normanno ve arkadaslar1 (2006) cesitli gidalardan izole ettikleri S. aureus
bakterirlerinin enterotoksin tipleri ve bu bakterilerin antibiyotik duyarlilik
testlerini calismislardir. S. aureus tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonunu Koyun
Kanli agar, Baird Parker agarlar1 kullanarak yine siipheli kolonileri katalaz ve
gram boyamalarindan sonra API (Analytic Profile Index) biyokimyasal belirleme
metodunu kullanarak belirlemiglerdir. Toksin tayin deneyini ise OXOID
firmasmin SET-RPLA kiti ile gerceklestirmislerdir. Antibiyotik duyarlilik
deneylerini Miiller Hinton agarda disk difiizyon metodu ile gerceklestirmislerdir.
Calismalar1 sonucunda; en cok SED %33.6, sonra sirasi ile SEA%18.4, SEC
%15.2 ve SEB %6.4 baz1 orneklerde ise birden fazla toksin tipi bir arada
bulunmustur. 14 6rnekte SED ve SEA %11.4, SEB-SEC %5.6, SEA —SEB %4,
SEB-SED %0.8, SEC-SED %0.8 sadece bir drnekte SEB-SEC-SED bir arada
bulunmustur %0,8 [ Normanno, 2006].

Identifikasyon sonucu elde etti§imiz 12 S. aureus izolatinin sadece birinde
% 8.3 ( s—28 nolu sus) toksin tipine rastlanmadi. % 91.6’ da ise toksin tiplerinin ya
bir tanesi ya da bir kaci bir arada bulunmaktadir. SEA % 66.6, SEB % 50, SEC
% 50, SED % 41.6 oraninda bulunur. SEA ve SEB beraber % 16.6, SEA ve SEC
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33.3, SEA ve SED 33.3 oraninda, SEB ve SEC beraber % 33.3, SEB ve SED% 16.6,
SEC ve SED % 24.9 oranlarinda beraber bulunur. SEA, SEB, SEC 3 SUSTA % 24.9
oraninda SEB, SEC, SED 2 susta beraber % 16.6 oraninda, sadece bir susta

toksinlerin hepsi bir arada % 16.6 oraninda beraber bulundu.

Vidovi¢ ve arkadaslar1 (2005) metal endiistrisinin yogun oldugu bolgedeki
toprak, bugday ve o bolgedeki ineklerden alinmis siitler icindeki Zn ve Cd
seviyelerini incelemislerdir. Siitler ayda sekiz kez inekler sagildiktan hemen sonra
alinmistir. Toplanan siitten 5 gr alinarak yanincaya kadar hot platte 1sitilmistir.
Daha sonra bu yanmus siit zerine 5 ml der HNO3 ilave edilerek alevli atomik
absorbsiyon spektrofotometresinde analiz edilmistir. 3 yil boyunca ayni bolgeden
alinan siit numunelerindeki Zn ve Cd nin toprak - inegin beslendigi ot - siit
seklinde besin cevrimi i¢inde siit icerisinde toplandigi goriilmiistiir. Ayrica
bulunan diger 6nemli bir sonugta metal liretiminin yapilmadigir donemlerde siit
icindeki Zn miktar1 %17 ve Cd %13 daha az oldugu goriilmuistiir [ Vidovi¢ ve ark.,
2005].

Tirk gida kodeksi gida maddelerinde belirli bulasanlarin maksimum
seviyelerinin belirlenmesi hakkindaki teblige gore siitte Pb 0.02 mg/kg, Cd ise
0.01 ile 1 mg/kg’dan daha fazla bulunmamalidir.

Italya’da yapilan bir caliymada Lante ve arkadaslari (2006) siitte ve
peynirde Pb ortalama 0.00 ve 0.060 mg/kg olarak belirlenmistir. Hirvatistan’da
2004 yilinda 15 ciftlik siitiinde Pb miktar1 0.019-0.057 mg/I arasinda bulunmustur.
Tiirkiye’de 2000 yilinda farkli bolgelerden alinan 75 siit 6r-neginde Pb 0.018 ile
0.049 mg/kg arasinda bulunmustur. Analiz edilen Ornekler tolore edilebilir
seviyenin altinda bulunmustur. Analizini yaptigimiz siit 6rneklerinde degerlerimiz
Pb (0.007-0.126 mg/l) arasinda olup {ii¢ siit toplama merkezine ait siit
numunelerinde yiiksek Pb miktarlar1 goriilmustiir [Lante ve ark.,2006; Paclovic ve

ark., 2004; Simsek ve ark. 2000].

Lante ve ark.(2006) Italya’da yaptiklar1 bir arastirmada peynir siitiinde ve
peynirlerde Cd belirleyememislerdir. Paclovig¢ (2004) Hirvatistan’da 15 ¢iftlik
sitinde Cd miktar1 0.003-0.006 mg/l arasinda degismistir (Paclovic, 2004).
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Tripathi ve arkadaglar1 (1999) analiz ettigi yaklasik 75 siit 6rneginde Cd degerini
oldukg¢a diisiik konsantrasyonlarda bulmuslardir (0.00007-0.00010 mg/1). Degisik
arastirmacilarin sonuclarmdan da anlagilacag gibi siit ve peynirlerde belirlenen Cd
miktarlar1 onemli farklilar gostermistir. Calismamizda siitlerdeki Cd degerlerinde
benzer farkliliklar goriilmiistiir. Calismamizda Cd (0.0002-0.040 mg/l) arasinda
bulunmustur. Orneklerimizdeki Kd degerleri normal araliklarda olup Tiirk gida
kodeksinin belirledigi kriterlere uymaktadir [ Lante ve ark.,2006; Paclovic, 2004;
Tripathi ve ark. 1999].

Caligmalar boyunca alinan siit Orneklerinin %80’de subklinik mastitis
bulgusu saptadik. Bunun sebepleri arasinda uygun olmayan sartlarda hayvan
yetistiriciliginin yapilmaya calisilmasi, yetistiricinin konu hakkindaki bilgisinin

yetersiz olmasi ve hasta hayvanlara yanlis tedavi uygulanmasi sayilabilir.

Toplanan siit numunelerinden bakteri izolasyonu gerceklestirilmis ve yapilan
biyokimyasal testlerin sonug¢lar1 gz 6niinde bulunduruldugunda 6rneklerin biiyiik bir
kisminda Staphylococcus spp. tiiriine ait 6zellikleri gosteren mikroorganizmalar izole

edilmistir.

Ayrica S. aureus olarak saptanan kiiltiir orneklerinde yapilan toksin tipi
belirleme testleri ile bazi tiirlerin birden fazla toksin tipine sahip olmasi, tiiriin insan

saghgi acisindan ciddi tehlike icerdigi gozler 6niine koyulmustur.

Numunelerin alma agsamasmda kullandigimiz CMT testi ve sonuglar ile
numunelerin mikrobiyoljik incelemesi sonuclarmi karsilastirdigimizda sonuclar
arasinda bir paralellik saptanmigtir. Subklinik mastitisin saptanmasinda CMT testinin

onemli bir referans oldugunu gézlenmis oldu.

[zolasyonu saglanan bu mikroorganizmalar iizerinde, molekiiler tanimlama
teknikleri kullanilarak yapilacak ileri ¢alismalarda tiir bazinda kesin tanimlamalar1
miimkiin olacaktir. Boylece bolgeye has enfeksiyon etkeni mikroorganizma

belirlenerek, tedavi uygulamalarinda kolaylik sagladigi gibi ekonomik katki saglar.
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Antibiyotik direnclilik testleri sonuclari g6z oniine alindiginda izolasyonu
saglanan bu mikroorganizmalarin ¢ogunun kullanilan antibiyotiklere kars1 duyarli
oldugu anlasilmgtir. Ozellikle tiim Staphylococcus spp. suslarinda Vankomisine
kars1 yiiksek hassasiyet s6z konusudur. Boylece tedavi amaciyla kullanilan
antibiyotiklerin hastaliklarin sagiltimi1 icin kullanilmasi hem zaman hem de
ekonomik agidan bolgedeki yetistiricinin faydasina olacaktir. Fakat suslar arasinda
anibiyotik duyarhliklarmin degismesi, stafilokok nedenli vakalarin tedavisinde

mutlaka suglarin antibiyotik duyarhliklarmin belirlenmesi gerekli kilar.

Agir metallere yonelik yaptigimiz calisma sonucu ii¢ siit toplama
bolgesindeki Pb degerlerinin normal araligin iistiinde olmas1 sanayi kuruluslarinin

daha dikkatli olmas1 gerektigi gercegini gosterir.

Ayrica calisgmamizda elde ettigimiz toksinler {izerine yapilacak ileri

calismalar, hastaligin profilaksisi agisindan dnem tasimaktadir.
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