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OZET

Sigir, Koyun Ve Kecilerde Mikotik Mastitislerin Arastirilmasi

Bu calismada, Hatay yoresinde sigir, koyun ve kecilerde mikotik mastitis
etkenlerinin belirlenmesi ve bu etkenlerin antimikotik ajanlara kars1 duyarliliklariin
arastirilmasi1 amaglandi. Etkenlerin izolasyon ve identifikasyonlar1 klasik kiiltiir metadu
ile yapildi ve identifikasyonlar1 yaygin mikotik mastitis etkenleri icin molekiiler
analizler ile teyit edildi. Identifikasyonlara ek olarak, izolatlarin antimikotik ajanlara
kars1 duyarliliklar1 disk diffiizyon ile belirlendi. Ayrica bu ilaglarin minimal inhibitor
konsantrasyonlar1 E-test ile belirlendi.

Calismada 100 sigir, 100 koyun ve 100 kegiden alinan toplam 800 siit 6rnegi
kullanildi. CMT testi pozitif olan 24 koyun siit 6rneginden 2 (% 8,34) maya ve 7 (%
29,17) mantar kolonisi, 48 kegci siit 6rneginden 3 (% 6,25) maya ve 15’inden (% 31,25)
mantar kolonisi ve 94 sigir siit 6rneginden 7 (% 7,45) maya ve 19 (% 20,22) mantar
kolonisi izole edildi. Idntifikasyon ve molekiiler analizlerin sonucunda, izole edilen 12
mayanin tamaminin Candida spp. oldugu, ayrica izole edilen mantarlardan 30’unun
Aspergillus spp. oldugu belirlendi. Disk diffiizyon ve E-test sonucunda etkenlerin
antimikotik ajanlara karst sirasiyla Voriconazol, Ketocanazole, Posakonazole,
Amphoterisine B, Flucytosine, ve Itrakonazol duyarli olduklari bulundu. Tiim etkenlerin
Fluconazole kars1 direngli olduklar belirlendi.

Sonug olarak, bu ¢alismada Hatay bolgesinde sigir, koyun ve kegilerde mikotik
mastitislerin yayginlig1 ve antimikotik ajanlara karsi duyarliliklar belirlendi. Bu ¢alisma
ile elde edilen veriler bolgede mikotik masititslerin tedavisinde yararli olabilir.

Anahtar Sozciikler: Mikotik mastitis, duyarlilik, E-Test, Hatay,



ABSTRACT

Investigation of Mycotic Mastitis Agents in Cattle, Sheep and Goats

In this study were aimed investigation of mycotic mastitis agents in cattle, sheep
and goats in Hatay region and detection of their susceptibility against to antimycotic
agents. Isolation and identification of agents were made by the classical culture method
and the identifications were confirmed by molecular analyses for widespread mitotic
mastitis agents. In addition to identification, susceptibility to antimycotic drugs of
isolated agents was determined by disk diffusion method. And also Minimal Inhibitory
Concentration against these agents was determined by the E-test.

For the sampling, totally 800 milk samples from 100 cattle, 100 sheep and 100
goats were checked for somatic cell counts. Then, 2 (% 8,34) yeast and 7 (% 29,17)
fungal colonies from 24 milk samples of sheep,3 (% 6,25) yeast and 15’inden (% 31,25)
fungal colonies from 48 milk of goats and 7 (% 7,45) yeast and 19 (% 20,22) fungal
colonies from 94 milk of cattle were isolated. In the result of identification and
molecular analyses, all of 12 yeast isolates were identified Candida spp. and 30 isolates
of fungi were detected Aspergillus spp. In the antifungal resistance test with disc
diffusion and E-test, susceptibility was detected against to Voriconazol, Ketocanazole,
Posaconazole, Amphoterisine B, Flucytosine, and Itraconazole, respectively.

The all of isolates were resistant to Fluconazole. As conclution, in this study were
detected disturbance of mycotic mastitis in cattle, sheep and goats in Hatay region and
their susceptibilty aganinst to antimycotic agents. The findings obtained with this
project might be useful to treat of the mycotic mastitis for this region.

Key Words: Mycotic mastitis, susceptibility, E-Test, Hatay



1. GIRIS

Mastitis; meme bezinin bakteriyel, kimyasal, termal veya mekanik etkilere karsi
gosterdigi yangisal reaksiyon olarak tanimlanir. Mastitis kelimesi Yunanca mastos
meme, itis yangi kelimelerinden tiiremistir (Philpot ve Nickerson, 2000; Biggs 2009).
Genel olarak patojen bakteri, maya-mantar ve viriislerin meme bezlerini etkilemesi
sonucu geligir. Meme bezlerindeki ortamin mikroorganizmalarin gelisimine fazlasiyla
uygun olmasindna dolayr etkenler burada hizla iireyerek c¢agalirlar ve sonugta
iltihaplanma ve mastitis gelisir. Infeksiyona bagli olarak meme bezi ve siit kanallarinda
nétrofil artis1 ve serum proteinlerinin artis1 olur. infeksiyona bagli olarak gelisen doku
harabiyeti viicut tarafindan tolere edilmeye ¢alisilir. infeksiyon etkenini uzaklastirma ve
yok etmeye ve ayrica harabiyete ugrayan dokuyu onarmaya yonelik reaksiyonlar
sekillenir. Etkenlerin meme igerisine girisi ¢ogunlukla memebasini kullanarak disardan
olmakta, ¢ok az bir kismi ise viicutta bulunan sistemik bir infeksiyon etkeninin memeye
gecmesiyle sekillenmektedir (Ozalp 1984).

Mastitis genel olarak; etkenlerin meme dokusuna girdigi, meme dokusunda
tiredigi ve meme dokusunda yangi ve harabiyete neden oldugu donem olmak {iizere ii¢
asamada gerceklesmektedir Uygun ortamda iireyen mikroorganizmalar salgiladiklar
toksin ve enzimler aracilig1 ile meme dokusunda yogun harabiyete neden olurlar. Bunun
sonucunda meme bezi dokusunda yangi, iltthaplanma ve meme kanallarinda
bozukluklar meydana gelir. Meydana gelen infeksiyon sonucunda tedavi edilmedigi
takdirde meme lobunun kaybr ve siitiin bu lobta kesilmesi disinda tiim meme loblarinda
sitlin kesilmesi ya da ainfeksiyonun generalize olarak sistemik bir infeksiyon
sekillenmesi sonucunda hayvanin 6liimiiyle dahi sonuglanabilmektedir.

Mastitislerin - en Onemli nedeni enfeksiyoz ajanlardir. Genel olarak
mikroorganizma kaynakli mastitisler enfeksiydz, fiziksel tranvalar sonucu olusanlar ise
non-enfeksiydz mastitis olarak siiflandirilmaktadir. Ancak mastitis etkenleri arasinda
en Onemlileri sik karsilasilmalart ve yiiksek kayiplara neden olmalar1 agisindan
infeksiydz mastitislerdir. Infeksiydz mastitisler de etkenin kaynagma gore, kontagiydz
(bulasici) ve ¢evresel mastitis olarak siniflandirilmistir (Blowey 1999).

Kontagiyoz (bulasici) mastitis etkenleri ifadesi genellikle hayvanin bir meme

lobundan digerine gegerek veya hayvandan hayvana bulagsma yetenegine sahip olan ve



bu sekilde bulasarak mastitislere neden olan mikroorganizmalar1 tanimlar. Kontagiy6z
etkenler; Streptococcus agalactiae, Staphylacoccus aureus, Arcanobacterium pyogenes
ve Mycoplasma spp. dir.

Cevresel mastitis etkenleri ise; toprak, su ve giibre gibi hayvanin yasadig1 ortamda
bulunan etkenleri ifade etmektedir. Bunlar arasinda en iyi bilineneleri Enterobactericae
(E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp.), Pseudomonas
spp., Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactia ve Enterococcus faecalis’tir
(Bastan A;Cengiz M; 2010)

1.1. Mastitis

Mastitis siit inegi yetistiriciliginde en 6nemli ekonomik kayip nedenlerindendir.
Tedaviye yonelik girisimler ancak zarari azaltmaya yarayan uygulamalardir. Klinik
mastitis tanis1 meme bezi ve sekresyonunun muayenesi ile kolay olmasina ragmen, akut
seyrettigi i¢in tedavi basarisi sinirlt kalmaktadir Subklinik mastitislerin tanist ise ancak
6zel bir takim testlerin diizenli araliklarla uygulanmasi ile yapilabilmektedir. Diizenli
olarak takip edilmeyen isletmelerde gizli seyrettiginden, az ama siirekli olusundan
dolayr 6nemli miktarda ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Bastan 2002, Berkin
1984). Saglikli bir sigirin meme bezinden elde edilen siit somatik hiicreleri ihtiva eder.
Bunlarin sayilar1 genellikle <250.000 hiicre/ml siittiir. Mastitis oldugunda somatik hiicre
sayist artar. Subklinik enfekte memelerden alinan siitlerde genellikle sayr >250.000
hiicre/ml’dir. Klinik olgularda hiicre sayist >5.000.000 hiicre/ml’dir. Hiicre sayilarinin
indirekt tahmini CMT (Califormia Mastitis Test) veya Whiteside gibi testlerle
yapilabilir. Ancak bu testlerle tanisi konulmus subklinik mastitis vakalarinda direkt
olarak genel bir tedavi yerine yapilacak mikrobiyolojik incelemelerle spesifik
mikroorganizmanin belirlenmesi ve yapilacak duyarlilik testleri verilerine gore tedavi

ve korunma stratejilerinin belirlenmesi basar1 sansini artirmaktadir (Blowey 1999;

Alpan 1984).

1.1.1. Mastitis Formlari
Meme dokusunun etkenlere karsi gosterdigi tepkinin siddeti, hayvanin bagisiklik
sisteminin giicii, infeksiyona neden olan etkenin viriilens 6zellikleri ile siki bir iligki

icindedir. Meme dokusunun etkene verdigi cevaba gore mastitisler, subklinik ve klinik



mastitisler olarak iki grupta siiflandirilmaktadir (Kiligoglu 1984;Bastan 2002;Oral ve
ark. 2004; Osteras ve Solveras, 2007).

Suklinik Mastitislerde meme dokusu icerisinde etkenler bulunmasina ragmen
infeksiyon ve buna verilen cevabin niteligi gozle goriilebilir durumda degildir. Ancak
stit kalitesi ve silit verimi diismiistiir. Hastaligin bu tipinde siitte ve memede gozle
goriilebilir bir degisiklik olmadigindan dolayr hastalik fark edilmemekte ve siirii
icerisinde gizlice yayilmakta, 6nemli diizeyde ekonomk kayiplara neden olabilmektedir.
Mastitisin bu tipi arastirmacilar tarafindan buz daginin goriillmeyen kismi seklinde tabir
edilmekte ve klinik mastitislere kiyasla 20-40 kat daha sik karsilasildigi bildirilmektedir
(Foster 2006).

Klinik mastitislerde ise; hem siit bilesiminde hem de meme dokusunda gozle
goriilebilir degisiklikler meydana gelmektedir. Siitte pihti, renk ve akiskanligin
degismesinin yani sira meme dokusunda sislik, 1s1 artis1, kizariklik ve agr1 gibi yangisal
belirtiler meydana gelir. Ciddi klinik mastitis olgularinda ise beden 1sisinda artis, istahta
azalma ve septisemi gibi belirtilerin yaninda bazen 6liim de goriilebilmektedir (Biggs
2009).

Klinik mastitisler, ortaya c¢ikan degisik klinik septomlara gore perakut, akut,

subakut ve kronik olmak {izere 4 alt gruba ayrilmaktadir (Alagam E. 2010).

1.1.2.Mastitislerin tanisi

Genel olarak klinik mastitislerde tan1 gozle goriilebilen g¢esitli 6zelliklerin
muayenesi ile yapilirken, subklinik mastitislerde ¢esitli yangi indikatorlerinin 6zel
yontemler ile ortaya konulmasina dayanmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok kabul géren
ve yaygin olarak kullanilanlari siit igerisinde somatik hiicre sayisinin artigini ortaya
koymaya yonelik testlerdir. Somatik hiicre sayiminda kullanilan yontemler indirek
yontemler ve direkt yontemler olarak ikiye ayrilir. Indirekt yontemler arasinda en ¢ok
uygulanani California Mastitis Test (CMT)’dir. Direkt yontemler ise; otomatik somatik
hiicre sayimi, boyama ve mikroskobik sayim yontemleridir. Ayrica mastitislerin
tanisinda, siitiin  elektriksel iletkenliginin Ol¢iilmesi, iyon konsantrasyonlarinin

belirlenmesi ve biyokimyasal yontemler de kullanilmaktadir.



Tiim bu muayene ve analizlere ragmen mastitislerin tanisinda infeksiyona neden
olan mikroorganizmanin izolasyonu hastaligin tanisinda altin standart olarak kabul

edilmektedir (Bastan 2002).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Mastitise Duyarhlik Olusturan Faktorler

Koyun, keci ve ineklerdeki mastitis vakalarinin olusmasinda etkili olan gesitli
hazirlayict faktorler onemli rol oynamaktadir. Bu faktorler; sagim metotlari, sagim
makinalari, memenin anatomik yapisi, hayvanin yasi, irki, hijyenik olmayan ahirlar,
hayvanlarin hormonal durumu, soguk, havadaki ani sicaklik degisimleri, iklim,
travmalar, bakicinin hastaya yaklasimi, diizensiz sagim, hastaliga karsi duyarlilik,
rasyon ve beslenme durumu, dogal koruma mekanizmasinin baskilanmasi ayri ayri
mastitisi meydana getiren veya hazirlayan sebeplerdir. Hastaliktan korunulmasi
acisindan ¢ok 6nemli olan bu faktorler diisiiniildiigiinde bu sebeblerin hepsini ortadan
kaldirmak olduk¢a zor bir yonetim ve korunma programi olacaktir. Ancak korunma
programlar1 kapsaminda bu faktorlerin 6nlenmesi veya azaltilamsi mastititis insidensini
oldukgca diisiirebilecek uygulamalardir (Oncel 1984; Alagam 2002; Oviedo-Boyso ve
ark. 2007).

2.2. Mastitisin Ekonomik A¢idan Onemi

Mastitis, siit hayvancili@i isletmelerinin en maliyetli hastaligt olarak
nitelendirilmektedir. Diinyada tiim iilkelerde ve iilkemizde tim bdlgelerde mastitise
bagl siit verim kayiplar1 olduk¢a fazladir. Mastitisin neden oldugu ekonomik kayiplar
arasinda ilag ve veteriner hekim masraflar ile antibiyotik kalintis1 nedeniyle imha
edilen siitler 6rnek verilebilir. Ayrica meme yangisindan kaynaklanan siit verimindeki
azalma, laboratuvar calismalar1 i¢in gerekli harcamalar, mastitisli hayvanlart siiriiden
cikarma islemi ve karsiliginda yerine yenisini koymak i¢in yapilan harcamalar ve

Olimler 6rnek olarak verilebilir (Blowey ve Edmondson, 1995; Hogeveen ve Osteras,
2007; Borne ve ark. 2008).

2.3. Mastitiste Bulasma Yollar
Mastitise neden olan bakteri, maya ve mantarlarin hayvanlara bulagsmasi
genellikle sagim sirasinda olmaktadir. Bu mikroorganizmalarin diger hayvanlara

bulagsmasinda genellikle sagimcilar, siit makinalari, meme temizliginde kullanilan bez,



havlu veya kurulama kagitlar1 etkin rol oynamaktadir. Meme bezine sagim sirasinda
bulasan mikroorganizmalarin basinda S. aureus, S. agalactiae ve Mycoplasmalar gibi
kontagiydoz mastitis etkenleri gelmektedir. Mastitis vakalarinda bazi bulagmalar da
sagimlar  arasindaki  donemde  kontamine g¢evrede bulunan etkenlerden
kaynaklanmaktadir. Sagimlar arasindaki donemde en ¢ok Streptokok ve Koliformlar
gibi cevresel mastitis etkenleri meme bezine bulagmaktadir. Danimarka’da yapilan bir
calismada, mastitisten sorumlu unsurlarin yiizdesel dagilimi su sekilde tespit edilmistir:
Sagim makinalar1 (%6), barmak ve c¢evre (%25), genetik (%20), siirli idaresi (%47)
(Philpot ve Nickerson, 2000).

2.4. Mastitislerin Patogenezi

Mastitisin sekillenebilmesi i¢in en 6nemli faktor patojenik bir mikroorganizmanin
meme dokusu igerisine girerek yerlesmesidir. Bunu takiben mikroorganizma iireyerek
doku igerinde tahribat yapmaya baglar. Normal siitte bakterilerin ¢ogalmasi i¢in uygun
bir besin ortami olmasinin yani sira mastitis patojenlerinin yangili siitte normal
stittekinden ¢ok daha hizli ¢ogalabildigi belirlenmistir (Ali-Vehmas ve Sandholm,
1995).

Mastitis, tek bir odaktan baglamasina ragmen meme bezi igerisinden ve ayrica siit
kanallar1 yoluyla yayilirken meme lobunun farkli bolgelerine ulasarak infeksiyona
devam eder. Ancak meme dokusundan invaze olamayan etkenler sadece o meme
lobunda smirli kalmakta ve meme basi araciligiyla diger meme loblarina zaman
igerisinde bulasabilmektedir. Invaze olan mikroorganizmalar ise sistemik septisemik bir
infeksiyon tablosu ve oliime neden olabilirler. Genel olarak meme bezi infekisyonu
kontaminasyon, kolonizasyon, invazyon, infeksiyon ve yangi seklinde seyretmektedir.
Bu yol meme basindan giren mikroorganizmalar icin gecerlidir. Bunun disinda
tiiberkiiloz, brusella etkenleri meme dokusuna kan ya da lenf yoluyla ulasarak
infeksiyona neden olabilirler. Bu sekildeki endojen mastitisler genel olarak sistemik
septisemik bir infeksiyonun takibinde sekillenmektedir. Normalde ekzojen mastitislerde
karsilagilmasina ragmen zaman zaman koliform etkenlerde septisemi sonrasinda
endojen mastitislere neden olabilmektedirler (Berkin ve Milli 1984; International Dairy
Federation 2003).



2.5. Mastitise Neden Olan Mikroorganizmalar

Gliniimiize kadar yapilan bir¢ok ¢alismayla siit¢ii hayvanlarda mastitise 140’1n
tizerinde farkli etkenin neden oldugu bildirilmistir (Philpot ve Nickerson, 2000). Her ne
kadar ¢ok cesitli mikroorganizma gruplar1 bildirilse de mastitislere neden olan
etkenlerin biiyiik bir boliimi bakteriyel etkenlerdir. Bakteriler disinda mastitise neden
olan mikroorganizmalar arasinda mikoplazma, maya, mantar ve virusler gelmektedir
(Berkin ve Milli 1984; Gruet ve ark. 2001).

Mastitise yol agan Onemli etkenler arasinda Staphylococcus aereus,
Streptococcus agalactiae, E. coli, S. zooepidemicus, S. faecalis, S. pyogenes,
Campylobacter jejuni, Histophilus somnus, S. pneumonia, Corynebacterium pyogenes,
Klebsiella spp., Enterobacter aerogenes, Mycobacterium bovis, Nocardia asteroides
tirleri ile birlikte baz1 mantar etkenleri (Trichosporon spp., Aspergillus fumigatus, A.
nidulans), maya etkenleri (Candida spp., Cryptococcus neoformans, Saccharomyces
spp. ve Torulopsis spp.) ve bir alg tiirii olan Prothotecha zopfii sayilabilir. Mastitise
neden olan patojenler kontagiy6z ve g¢evresel olarak ikiye ayrilir (Akers 2002; Bastan

2002; Schukken ve ark. 2007).

2.5.1. Kontagiyoz Mikroorganizmalar

Kontagiyoz mikroorganizmalar genellikle yangili memedeki
mikroorganizmalarin saglikli memeye bulagsmasiyla veya mastitisli inekten saglikli
inege bulasarak meydana gelir. Mastitislere neden olan kontagiyoz mikroorganizmalar;
S. aureus, S. agalactiae, , Mycoplasma spp. ve Arcanobacterium pyogenes’tir.
Kontagiy6z patojenler, meme igerisine ¢ogunlukla sagim sirasinda girmektedir. Ayrica
meme temizliginde kullanilan siingerler, sagim basliklar1 ile sagimcimnin eli ile inekler
arasinda yayilir (Honkanen-Buzalski ve Pyorala 1995; Honkanen-Buzalski ve Seuna
1995; Dodd ve Booth 2000; Pinho ve ark, 2008). Enfekte hayvanlarin bircok meme
lobunda klinik semptomlar ayn1 anda goriiliir ve siirii tank siitii somatik hiicre sayisi

(SHS ) 500.000 hiicre ml’nin {izerindedir (Biggs 2009).

2.5.2. Cevresel Mikroorganizmalar
Cevresel mikroorganizmalar, hayvanlarin yasam alanlarinda bulunan su, toprak,

gibre ve camurda bulunan mikroorganizmalardir. Bu nedenle ¢evresel



mikroorganizmalara bagl olarak sekillenen mastitislerin siklig isletmedeki barinma ve
bakim kosullariyla yakindan ilgilidir. Bu gruptaki etkenler genellikle firsat¢t
bakterilerdir (Honkanen-Buzalski ve Pyorala 1995; Honkanen-Buzalski ve Seuna 1995).
Bu firsat¢1 bakteriler koliformlar ve ¢evresel streptokoklar diye iki grupta
incelenmektedir. Cevresel streptokok olarak Streptococcus uberis (S. uberis) ve
Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae) bilinmektedir. Koliformlar ise Escherichia
coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Klebsiella oxytoca (K. oxytoca)
ve Enterobacter aerogenes (E. aerogenes)’tir. Streptokoklar siklikla kisa stireli klinik
mastitislere, E. coli ve K. pneumoniae ise siklikla akut toksik mastitislere neden
olmaktadir (Schukken ve ark. 2007; Pinho ve ark. 2008).

Klebsiella infeksiyonlari, tipik olarak tedavisi ¢ok gii¢ olan ve enfekte hayvanin
siiriiden ¢ikarilmasini gerektiren infeksiyonlardir. Cevresel mikroorganizmalara bagl
gelisen mastitislerde siirli tank siiti SHS genellikle 200,000 hiicre/ml’nin altindadir.
SHS nadiren 400,000 hiicre/m1’yi agsmaktadir (Philpot ve Nickerson 2000; Akers 2002;
Foster 2006).

Ayrica S. aureus disinda bulunan stafilokoklar ¢evresel mastitis etkenleri arasinda
degerlendirilmektedir. Ayni1 zamanda bu etkenlere stafilokok tiirleri veya koagulaz
negatif stafilokok lar (KNS) denmektedir (Philpot ve Nickerson 2000; Akers 2002;
Bastan 2002). Bu etkenler her ne kadar her siirtide siklikla izole edilse de, bunlara bagl
sekillenen infeksiyonlar genellikle hafif seyretmektedir. En ¢ok izole edilen KNS tiirleri
Staphylococcus chromogenes (S. chromogenes) ve Staphylococcus hyicus (S.
hyicus)’dur (Honkanen-Buzalski ve Seuna 1995; Dodd ve Booth 2000; Schukken ve
ark. 2007).

2.5.3. Diger Mikroorganizmalar

Pseudomonas spp., Pasteurella spp., Proteus spp., Serratia spp. ve Nocardia
spp. yani sira Ozellikle mayalar, algler (prototheca) ve mantarlar bu grupta yer
almaktadir. Bu mikroorganizmlara bagli sekillenen mastitislerin nedeni, daha ¢ok
bakteriyel mastitislerde yanlis antibiyotik uygulamalarina bagl gelistikleri ya da
cevresel kontmainasyonun fazlaligindan kaynaklandigi seklinde agiklanmistir (Akers
2002; Biggs 2009).



2.5.4. Maya ve Mantarlara Bagh Mastitisler

Mastitise neden olan diger etkenlerden olan maya ve mantarlarin biiylik
cogunlugu komensal veya saprofit olarak toprak, su ve bitki gibi ¢evrede bulunan
ortamlarda yasarlar. Mayalar genellikle oval sekilde tomurcuklanma goOsteren ve
kiyaslama yapildiginda Stafilokoklardan 2-3 kat daha biiylik mikroorganizmalardir
(Dodd ve Booth 2000).

Mayalar meme igine, meme i¢i tedavi i¢in kullanilan enfekte enjektér veya
kaniiller araciligryla girer. Ozellikle maya ve mantarlara bagl mastitisler uzun sureyle
meme i¢i antibiyotik kullanimindan sonra sekillenir. Ayrica kontamine infiizyonlar ile
de bulasma olabilmektedir. Bu etkenlere bagli mastitis c¢evresel mastitis smifinda
incelenir.

Ineklerde mayalardan ileri gelen mastitis cok nadir gdriilmesine ragmen bazen
epizootik oranlarda ortaya c¢ikabilir. Genellikle, maya nedenli mastitis siit sigirlarindaki
mastitis vakalariin %2-3’linii olusturur (Yeh 1988).

Mikotik mastitis olgularinda en sik izole edilen maya cinsleri Candida ve
Criptococcus cinsleridir. En ¢ok izole edilen maya tiirleri ise Candida albicans ve
Criptococcus neoformans’tir. Maya nedenli mastitis vakalar1 klinik, subklinik, kronik
ve bazende akut mastitis olarak ortaya ¢ikabilir. Klinik belirtilerde bakteriyel mastitis ve
maya nedenli mastitis arasinda belirleyici bir fark yoktur. Sadece mikrobiyolojik
inceleme ile kesin tanisi1 yapilabilir. Maya nedenli mastitisin tedavisi olmasina ragmen
bazen hasta hayvanin kendiliginden iyilesmesi de miimkiindiir. Maya nedenli mastitis
tedavisi, uzun siireler boyunca antimikotik ilaclarin kullanilmasi ile mimkiindiir.
Iyilesme donemi haftalar ve aylar siirebilen uzunluktadir.

Ineklerin memelerinde mastitise neden olan mayalar Candida ve Criptococcus
cinsleridir (Yeh S. ve ark. 1988). Candida 6zellikle bagirsak ve genital yollar ile deri ve
mukoza alanlarinda bulunurken, Criptococcus toz, cilt, mukoza zarlar1 ve normal
hayvanlarin bagirsak sisteminde bulunur. Bu mayalar, genellikle hayvan sagligi i¢in
tehdit degildir. Bazi durumlarda mayalar memeye niifuz eder ve mastitise neden
olabilirler. Genellikle kontamine siringalar, kontamine antibiyotik preparatlar1 ve
kaniiller ile bulasirlar (Kirk 1992). Ayrica meme basit yaralanmalari bir mantar
infeksiyonun bulasmasi i¢in zemin hazirlayabilir (Tucker 1954). Ineklerde mikotik

mastitis orani oldukga diisiiktiir (Blood ve ark. 1983). Mantar infeksiyonlarinin, tiim



klinik mastitis vakalarinin % 2-3’den sorumlu oldugu bildirilmektedir (VanDamme
1983.). Vakalarin ¢ogunlugu hafif olmasina ragmen, bazi durumlarda hastalanan
hayvanlarin 61diigii de goriilmektedir.

Gilinlimiizde mantar infeksiyonlarinin tedavisi biiylik bir sorun olusturmaktadir.
Antifungal ajanlarin  kullanimi, toksisitesi veya uygun olmayan farmakokinetik

ozelliklerine bagli olarak cesitli ilaglarla etkilesimleri nedeniyle olduke¢a kisitlidir.

2.5.5. Alglere (Prototheca) Bagh Mastitisler

Algler, su yosunlar1 olarakta bilinmektedir ve genellikle nemli toprak, su
birikintisi ve ¢amurlarda yasamaktadirlar. Bazi alg ¢esitleri hayvan yemi ve giibre
olarak, ayrica alkol, ilag, kozmetik ve kAgit sanayilerinde kullanilmaktadir. Okaryotik
algler, bitkiler aleminin en ilkel temsilcileri olarak kabul edilmektedir. ilk olarak, Zopf
ve Kuhn (1980) bir thlamur agacinin mukus salgisindan izole ettikleri iki farkli
mikroorganizmay1 Tillia spp. ve Ulmus spp. olarak isimlendirmislerdir. Daha sonra bu
etkenlerin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonu Kruger (1894) tarafindan
yapilmistir. Prototheca’nin taksonomik konumu uzun siire tartisilmistir. Su anda ince
yapisi, plazmid benzeri graniil olusumu ve eseysiz iireme sekliyle alt yosun i¢indeki
Chlorophyceae’da yer almaktadir. Genel tanida mantar oldugu belirtilmemesine ragmen
Saccharomyces ya da alt fikomisetler ile baglantis1 vardir. 1913 yilinda Chodat yosun
olarak siniflandirmistir (Pore RS 1985).

Prototheca’nin tanimlanmasindan bu yana bu cinsin i¢inde baska tiirlerde
tanimlanmis ve bunlardan bazilarinin patojen karakterde oldugu tespit edilmistir.
Gilinlimiize kadar Prototheca cinsine ait yedi tiir tespit edilmistir. Bunlar; Prototheca
moriformis 1894, Prototheca zopfii 1894, Prototheca wickerhamii 1959, Prototheca
stagnora 1985, Prototheca ulemea 1986, Prototheca blaschkeae 2006 ve Prototheca
cutis 2010. Bu yedi tiirden P. zopfii’nin patojen 6zellik gosterdigi ilk kez 1952 yilinda
tespit edilmis ve o zamandan beri siit sigirlarinda mastitise neden oldugu bilinmektedir
(Janosi F 2001). Son bir ka¢ yil iginde yapilan ¢alismalarda Prototheca spp. cinsi bir
algin siit ineklerinde mastitise neden oldugu saptanmis, dolayisiyla insan sagligi

acgisindan da 6nemi yapilan ¢alismalarla irdelenmeye baslanmistir (Osumi T ve ark.
2008).

10



Prototheca cinsi algler kanalizasyon g¢evresinde, gol ve nehirlerde yaygin sekilde
bulunmakta, hayvanlara bu ortamlardan bulasabilmektedir. Prototheca spp. tiirlerinin
inek ve sigirlarda mastitise neden oldugu saptandiktan sonra, hayvanlarin siitii
araciligiyla insanlara da bulusarak ve gastroenteritidise neden olabilecegi bildirilmistir.
Mastitis siit sigir1 siiriilerinde biiylik ekonomik kayiplara neden olur. Yillardir mastitis
patojeni olarak kabul edilen, bakterilerin yani sira ve bazi tek hiicreli algleri de iceren
mikroorganizmalar, ¢esitli diger gruplarda da meme i¢inde inflamatuar degisikliklere
neden olabilir (Hodges 1985). Algler tanimlanmasindan bu yana diinya c¢apinda ve
ozelliklede 1liman ve tropikal iklim bolgelerine mastitise neden oldugu bildirilmistir
(Jonosi ve ark. 2001).

Prototheca’nin Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya’da sporadik mastitis vakalari
rapor edilmistir (Furuoka H. ve ark 1989; Jagielski T, Lagneau P. 2007). Ayrica,
endemik Prototheca spp. nedenli mastitisten etkilenen inek sayisinin fazlalig: ile ilgili
cesitli raporlar vardir (Lagneau PE 1996). Yiiksek nemin ve sicakligin oldugu cografi
bolgelerde patojenler hizla ¢cogalir (Costa ve ark. 1996). Mevcut yayinlarda Prototheca
zopfii nedenli mastitisler hakkinda ¢ok fazla rapor olmamasina ragmen gerg¢ek hastalik
sikligimin rapor edilenlerden ¢ok daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir. P. zopfii
nedenli mastitislerde infeksiyon genellikle subklinik mastitis tarzinda ve gogunlukla siit
tiretiminde azalma ve siit salgisinda sulanma seklinde goriiliir (Schlenstedt R 1997). P.
zopfii’nin biyokimyasal ve serolojik olarak 2 genotipi bulunmustur. Yapilan
caligmalarda daha ¢ok P. zopfii genotip II'nin sigirlarda mastitise neden oldugu
goriilmiistiir (Linguist WE 1981; Costa ve ark. 1996; Buzzini 2004 ).

Prototheca spp. nedenli mastitis vakalarinin tedavisinde ketokonazol, itrakonazol,
flukonazol ve amfoterisin B gibi antifungaller bugiine kadar en sik kullanilan ilaglardir
(Van Damme 1983; Mc Donald 1984; Shahan 1991). Prototheca spp. bunlar arasinda,
amfoterisin B'ye kars1 iyi duyarlilik gosterdigi rapor edilmistir (Carey ve ark. 1997).

2.6. Mastitislerin Tedavisi

Mastitislerin sagaltiminda antibiyotikler en ¢ok ve sik kullanilan maddelerdir.
Belirtilen ilaglar etki sekillerine gore, bakterisid ve bakteriyostatik olmak tizere iki
gruba ayrilirlar. Bakterisid olanlar in vivo ortamda dogrudan bakterileri 6ldiirmelerine

karsin, bakteriyostatik olanlar bakterilerin cogalma ve gelismelerini durdurmak suretiyle
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konak¢t humoral ve hiicresel savunma unsurlar1 tarafindan yok edilmelerini
saglamaktadirlar (Sekkin ve Kum 2010). Mastitis vakalarinda antibiyotik tedavisinin
avantajlar;; Ozellikle gram pozitif etkenlere bagli sekillenen mastitislerde basari
sansinin artmasi, perakut olgulara bagli kayiplarin azalmasi, siitle atilan bakteri
sayisinin dolayistyla etkenin siirli iginde yayiliminin azalmasi, klinik iyilesmenin daha
hizli sekillenmesi, eski siit verimine daha kisa bir siire igerisinde ulasilmasi, iiretilen siit
kalitesinin artmas1 ve devam eden ya da sonraki laktasyonda infeksiyonun niiks etme
olasiliginin azalmasi olarak Ozetlenebilir. Dezavantajlar1 ise; tedavinin maliyeti,
sagimcinin tedavi ig¢in harcadigi zaman, degerlendirilemeyan siitiin degeri, siitiin
kontaminasyon riski, teorik olarak antibiyotige karsi direng sekillenebilme ihtimalinin
artmas1 ve Gram negatif etkenlere bagl gelisen 6zellikle siddetli seyretmeyen mastitis
vakalarinda tedavideki basari sansinda belirgin bir fark sekillenmemesi seklinde
siralanmaktadir (Biggs 2009).

Infeksiyonlar1 elimine etmekte basvurulan temel yontem antibiyotik tedavisidir.
Basarili bir antibiyotik tedavisi i¢in uygulanan ilacin; enfekte meme lobundaki tiim
bolgelere ulagmasi, yeterli slire ve miktarlarda infeksiyon bolgesinde etkisini
gostermesi, infeksiyona neden olan mikroorganizmay: elimine etmesi gerekmektedir
(Philpot ve Nickerson 2000).

Yapilan antibiyotik tedavisinin amaglarimin  basinda siit verimi ve
komposizyonunu normale dondiirmek gelir. Bunun disinda mevcut olan enfeksiyonlarin
daha kotii bir duruma gelmesini engellemek, enfeksiy6z mikroorganizmalar1 elimine
etmek, gelisebilecek yeni enfeksiyonlar1 engellemek, siit ve ette ilag kalintisini
engellemek, mevcut enfeksiyonlarin diger hayvanlara bulagma riskini azaltmak, stiriiniin
genel saglik durumunu iyilestirmektir (Philpot ve Nickerson 2000). Sagaltim yalniz
basina mastitis sorununu ¢ézemez. Ancak ¢oziim yollari arasinda dnemli bir yeri vardir.

Mastitise neden olan etkenlerin ¢esitliligi ve hastalik belirtilerinin, klinik olarak
farkedilemeyecek kadar hafif olgulardan perakut ve toksik seyrederek hayvanin
Olimiine neden olabilecek kadar siddetli olgulara kadar, farkli formlar gdstermesi
sagaltim icin kullanilacak antimikrobiyel ilaclar ve yoOntemlerinde farkliliga neden
olmaktadir (Alagam 1984). Hastalik etkeni ve duyarlilik durumu bilinen mastitis

olgularinda hizla etkileyen ve dar spektrumlu kemoterapotikler se¢ilmesine karsin, kesin
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tanist konulmamis infeksiyonlarda genis spektrumlu ilaglar daha fazla tercih
edilmektedir (Sekkin ve Kum 2010).

Mastitislerin sagaltimima baslanilmadan Once uygulanacak en giivenilir yol,
etkenin identifikasyonu ve antibiyotik duyarlilik testinin yapilmasidir. Antibiyotik
duyarlilik testi; agar difiizyon, agar diliisyon, broth diliisyon veya bakterilerin beta-
laktamaz iiretebilme yeteneklerini direkt olarak tespit etme gibi bazi fenotipik
karakteristiklerle yapilabilmektedir. Testin sonucu bakteriyel cogalmay1 engelleyen en
diisiik antibiyotik konsantrasyonunu gostermekte ve MIC (minimum inhibitor
konsantrasyon) degeri olarak ifade edilmektedir. Klinik kullanim ig¢in sonuglar
genellikle duyarli, orta duyarli ve direngli olarak belirtilmektedir. Agar difiizyon
metodu, ucuz ve uygulamasinin kolay olmasindan dolayr Avrupa’daki klinik
laboratuvarlarda en ¢ok tercih edilen antibiyotik duyarlilik testlerinden birisidir. Fakat
bu metodun en biiyiik dezavantaji MIC degerlerini vermemesi ve sonucu etkileyen tiim
faktorlerin standardize edilmesinin zorlugudur. Antibiyotik duyarlilik testi, hafif ya da
kronik seyreden olgularda ve 6zellikle uzun siireli kontrol programlarinda ¢ok yararh
olmaktadir. Ancak, akut ve perakut olgularda hayvanin yasamini kurtarmak ve memeyi
normal fonksiyonlarina dondiirebilmek i¢in diagnostik yontemlerin tamamlanmasini
bekleyecek zaman olmadigindan, bu tip olgularda sagaltima erkenden baslamak en
uygunudur. Antibiyotik duyarlilik testi bulgulari her zaman in vivo uygulamalarla tam
olarak uyumlu olmamaktadir. Diger bir deyisle, laboratuvar ortaminda bir antibiyotige
kars1 duyarli olan bir mikroorganizma, ayni antibiyotige kars1 meme dokusunda direng
gosterebilmektedir.

Bakteri, yangidan dolay1 antibiyotik etkisinden korunabilmekte ve meme
sekresyonunun asiditesine bagli olarak antibiyotik etki etmemektedir. Kombine
antibiyotik kullanimina bagli olarak antibiyotikler inaktif hale gelebilmektedir.
Enfeksiyon bdlgesindeki antibiyotik konsantrasyonunun ¢ok diisiik olmasi veya
antibiyotigin etkisini uzun siire gosterememesi nedeniyle antibiyotik meme lobunda
proteinler tarafindan baglanabilmektedir. Bakteriyel ¢ogalma, meme lobundaki irin
benzeri sekresyonlar nedeniyle yavaslamakta, fakat kullanilan antibiyotigin etkisini
gosterebilmesi i¢in hizli bakteriyel cogalmaya ihtiyaci olmaktadir. Ayrica fizyolojik
konsantrasyondaki kalsiyum gibi, bazi elementler bazi antibiyotiklerin aktivitesini

antagonize edebilmektedir (Alagam 1984, Blowey 1999, Philpot ve Nickerson 2000).
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2.7. Mastitis Tedavisinde Basarisizlik Nedenleri

Koyun, ke¢i ve ineklerdeki mastitis vakalarinda; yanlis tani, tedavi siiresi,
antibiyotige karsi1 direng, tedaviye ge¢ baslanmasi, tedaviyi yeterli siire slirdiirmeme,
uygun olmayan ila¢ veya doz se¢imi, meme igine ilag¢ verilen kaniillerin steril olmamasi,
bakterilerin "L" formlarmin sekillenmesi, klinik iyilesmenin sekillenip bakteriyolojik
iyilesmenin olmamasi, bakterilerin akyuvarlarda korunmasi, ila¢ inflizyonunun enfekte
meme lobundaki yetersiz dagilimi tedavideki basarisizligin nedenleri seklinde

siralanabilir (Philpot ve Nickerson 2000, Bastan (2010a)).

2.8. Antifngal Duyarhhk Testi

Gilinlimiizde mastitis vakalarinda mantar infeksiyonlarnin sikliginin ve éneminin
artmasi tedavide kullanilan antifungallerin siklikla kullanilmasina neden olmaktadir.
Ayrica alternatif antibiyotik veya ilaglarin arayisinda, mastitis tedavi yontemlerinin
diizenlenmesinde ve fazla ve yanlis antibiyotik kullanimindan kaynaklanan
direngproblemi nedeniyle standart antifungal duyarlilik testlerinin 6nemi giin gectikce
artmaktadir. Antifungal duyarlilik testlerinin kullanim alanlarinin baginda yeni
gelistirilen antifungallerin veya antibiyotiklerin in vitro etki spektrumunu belirlemek
gelir. Ayrica antifungal duyarlilik testleri, ilaglarin diren¢ oranlarina iliskin
epidemiyolojik veriler elde etmek ve antifungallerle klinik izolatlarin in vitro
duyarlhiliklarim1  inceleyerek klinik yanita iliskin  Ongoriide bulunmak i¢in
kullanilmaktadir (Espinel-Ingroff A, Pfaller M. 2007). Bu testlerin gelistirilmesi ve
standardizasyonu klinik mikoloji alaninda ¢ok 6nemli olmustur. Bu amagla 1992’den
bugiine eski adiyla NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards)
yeni adiyla CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) hem maya hem de
kiiflerde standart yontemleri tanimlamak icin raporlar yaymlamiglardir (Wayne PA
2008).

Infeksiyonlarda etken olarak saptanan mantarlarin  antifungal ilaglara
duyarhiliklarin1  belirlemek amaciyla standart yontemlerin gelistirilmesi, mikoloji
alanindaki O6nemli ilerlemelerden biri olmustur. Su anda mevcut olan referans
yontemler, CLSI (“Clinical and Laboratory Standards Institute”) tarafindan maya
(CLSI, M27-A2) (Koc AN, 2000) ve kiifler (CLSI, M38-A) (Arendrup MC, 2011) igin

gelistirilen mikrodillisyon yontemi, CLSI tarafindan Candida (flukonazol, vorikonazol)
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igin gelistirilen disk diflizyon yontemi ile EUCAST ("European Confederation of
Antifungal Susceptibility Testing") tarafindan CLSI yontemi modifiye edilerek mayalar
icin gelistirilen mikrodiliisyon yontemidir (Arikan 2007). Referans mikrodiliisyon
yontemlerinin, uzun siirede sonu¢ verme ve bazi Candida suslar1 ve azoller igin
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK, pg/ml) sonuglarinin okunmasinin zor olmasi
gibi baz1 dezavantajlart bulunmaktadir. Bunun disinda, MIK diren¢ smir degerleri
flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve flusitozin’de heniiz sadece Candida ig¢in
belirlenmis olup, diger mantar-ilag kombinasyonlar1 i¢in direng sinirlarinin ne oldugu
kesin bilinmemektedir. In vitro amfoterisin B direncinin saptanmasindaki zorluklar ve
mevcut yontemlerle amfoterisin B i¢in elde edilen in vitro sonuglarla in vivo yanit
arasinda korelasyon kurulamayisi, konu ile ilgili diger sorunlar1 olugturmaktadir (Arikan
2007).

Artan mastitis sorunlar 1s18inda, antifungal duyarlilik testleri ile ilgili ¢alismalar,
mastitiste direnci en aza indirgeyecek, hizli ve pratik yontem arayislarina ve bu alandaki
calismalara odaklanmistir. Bu konu ile ilgili yapilan bazi calismalar, E test ve ticari
olarak mevcut olan kolorimetrik bir sistem olan “Sensititre Yeast One’1 (TREK
Diagnostic Systems) referans yontem ile karsilastirmayr hedeflemistir. Bu ¢alismalarin
sonuclari, referans yontem ile bu yontemler arasindaki uyum oranlarmin genelde iyi
diizeyde oldugunu gostermekle birlikte, 6zellikle C. glabrata gibi flukonazole azalmis
duyarlilik ya da direng saptanan ve MIK degeri sinir degerlere yakin olabilen tiirlere ait
suslarda uyum oranlarmin diisiik diizeylerde olabilecegine isaret etmektedir.
Tetrazolyum tuzunun (XTT) indirgenmesi esasina dayanan ve bir kolorimetrik
metabolik test olan XTT testi ise, Candida spp., Cryptococcus neoformans, Aspergillus
spp. ve Zygomycetes sinifindaki mantarlarin antifungal ilaglara duyarliligin1 belirlemek
amactyla denenen testlerden biridir. XTT testi, standart yonteme gore daha kisa siirede
sonu¢ verme avantajint sunmakta ise de, bu konu ile ilgili veriler henliz sinirli ve
arastirma asamasinda olup, daha ayrintili ¢calismalara gereksinim mevcuttur (Davey ve
ark. 1998).

Antifungal duyarlilik testleri alaninda, hem mevcut referans yontemlerini hemde
yeni pratik ve hizli yontemlerin mevcut referans yontemlerle uyum oranlarini inceleyen
caligmalar devam etmektedir. Bugiine kadar antifungal duyarlilik teslerinden elde edilen

sonuclara bakildiginda, 6zellikle Candida infeksiyonlarinda, flukonazol ve bazi triazol
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bilesikleri icin elde edilen in vitro duyarlilik sonuglarinin, tedaviyi basar1 oranini arttirip
baska calismalarin yapmaya yonlendirmede faydali olabilecegini gostermektedir. Elde
edilecek yeni verilerin ve gelistirilen yeni yontemlerin, antifungal duyarlilik testlerinin
antifungal tedaviyi yonlendirmedeki roliinii devam etmektedir. Ancak, antifungal
duyarlilik, 6zellikle bagisiklig1 baskilanmis konakta, klinik yanit1 etkileyen faktorlerden
sadece birisidir ve konak faktorleri basta olmak iizere diger faktorlerin etkisi, géz ardi

edilemeyecek kadar 6nemlidir (Pfaller MA 2006).

2.9. Antifungaller

Maya ve kiiflerin yol actig1 fungal infeksiyonlar bagisiklig1 baskilanmis bireylerde
yiiksek derecede morbidite ve mortaliteye yol agmaktadir. Bu maya ve mantarlarin yol
actig1 infeksiyonlar yayilict ve ylizeyel infeksiyonlar1 kapsar. En sik karsilagilan fungal
enfeksiyon etkenleri arasinda da Candida ve Aspergillus tiirleri gelir. Bu fungal
infeksiyonlarin neden oldugu hasarin tedavisi; kullanilan ilaglarin dar spektrumlu olusu,
toksisitesi, tolere edilebilme giigligii ve direngli suslarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
oldukc¢a zordur (Akan 2010).

Ozellikle tek ilag tedavisine cevap vermeyen hastalarda ya da direngli suslarin
varliginda uzun siireli fungal ilag¢ tedavisi diisiiniilebilir. Insan hiigrelerinden farkli
olarak mantarlarin hiigre duvar yapist bulunmaktadir. Son yillarda glindeme gelen
ekinokandin grubu antifungaller hiicre duvari sentezi {lizerine etkilidirler. Bu grupta yer
alan kaspofungin, klinik kullantma yeni giren bir antifungaldir (Akay 1984).
Ekinokandin smifindaki antifungallerin duyarlilik testleri i¢in standart bir metod hala
gelistirilememis, polien ve triazol grubu antifungal ilaglar ise ergosterol yapi iizerinden
etkilidirler. Bunun yani sira ekinokandin sinifindaki antifungal kombinasyonlari ile
ilgili in vitro test yontemlerine yonelik ayrtili ¢alismalara ihtiyag bulunmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda baz1 kandida tiirlerinin in vitro duyarliliginin saplanmasinda broth

mikrodilisyon, disk difiizyon ve E-testlerinden yararlanilmaktadir (Caston ve ark. 2007).
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2.10. E test

E-test mikroorganizmanin  iiremesinin  engellendigi en  diisik ilag
konsantrasyonudur (AB Biodisk, Solna, Sweden) ve agar baz dayali plastik striplerden
antimikrobiyel ajanlarin gradient konsantrasyonlarinda difiize oldugu antibiyotik
duyarhilik testidir. Glinlimiizde antifungal g¢aligmalarinda kati besiyerinde difiizyon
yoluyla MIK (minimum inhibitér konsantrasyon) degerlerinin saptanmasina olanak
saglayan yontemler de bulunmaktadir. E-test bu prensibe dayanan bir yontemdir. MiK
bir mikroorganizmanin iiremesini Onleyen en diisiik ila¢ konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Diliisyon testleri sonucunda elde edilen MIK degerleri klinisyene,
infeksiyona neden olan mikroorganizmayi inhibe etmek icin gerekli olan antimikrobiyal
ila¢ konsantrasyonunu vermektedir. Elips seklindeki inhibisyon alaninin stripi kestigi
nokta MIK degerini vermektedir. Flukonazol, Amfoterisin B, kaspofungin, flusitozin,
itrakonazol, posakonazol ve vorikonazol igin ticari stripler vardir. Bunlar arasinda
sadece itrakonazol, flukonazol ve flusitozin i¢in (ABD Gida ve Ilag Dairesi) FDA onay1
alinmistir. Endpoint belirleme bazi suslarda zor olmakla birlikte bircok Candida susu
icin standart yontemlerle uyumlu oldugu kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
Candida suglarinin amfoterisin B, ketokonazol, itrakonazol ve flukonazol duyarlilig: E-
test ile antifungal duyarlilik testi ile referans yonteme gore uyum sirasiyla % 93,1; %
85,2; % 82.3 oldugunu gostermislerdir (Koc AN 2000). E-test, Agar difiizyon esasina
dayanan, MiK degerini kantitatif olarak belirleyen bir cok diren¢ mekanizmasi hakkinda
fikir veren, her klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanabilen, klinikte bir¢ok
hastaligin sagaltimi i¢in yonlendirici olan bir yontemdir. Aspergillus tiirlerini igeren
tibbi Onemi olan kiiflerle yapilan ¢alismada amfoterisin B ve itrakonazol
duyarhiliklarimin  karsilastirilmasinda  E-test yOnteminin referans yontemine gore
uyumun yliksek oldugu bildirilmektedir (Posteraro 2000). Candida tiirlerine karsi
ekinokandin CLSI ve EUOCAST ve % 2 glikozlu ve Miiller-Hinton besiyeri
kullanilarak Etest ve disk diflizyon yontemi ile belirlenmesi referans yonteme gore her
tic yonteminde yiiksek uyumlukluk gosterdigi ve yontemin pratik oldugunu
vurgulamiglardir. Ayrica antifungallere karst mikroorganizmalarin  direnglerini
belirlemek i¢in ve diren¢ mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak igin molekiiller

yontemlerden yararlanilmaktadir (Posteraro ve ark. 2000; Lee 2009).
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Bu calismada Hatay ve ilgelerinde bulunan siit sigir1, koyun ve keg¢i isletmelerinde
mikotik mastitilerin varligi, yaygmligi ve izole edilen etkenlerin antifungal ajanlara

kars1 duyarliliklarinin belirlenmesi amaglandi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Ornekler ve Orneklerin Alinmasi

Calisma materyalini olusturan 6rnekler Aralik 2013-Mayis 2014 tarihleri arasinda
Hatay Ilindeki siit¢ii sigir, koyun ve keci isletmelerinden toplandi. Calisma amaciyla her
bir hayvan tiirii i¢in rastgele 100’er bas hayvan se¢ildi ve 300 adet hayvandan siit 6rnegi
topland1. Orneklerin alindig1 bolgeler ve hayvan tiirlerine gore drnek sayilari Cizelge

3.1.’de gosterildi.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan 6rneklerin alindig1 bolgeler ve drnek sayilart

fice Ada Koyun Sayisi Kegi Sayisi Inek Sayist
Pasa koyii 100 25 40

Derince kdyii - - 20
Altinozii - 75 -

Serinyol - - 40

Toplam 100 100 100
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3.2. Yontem
3.2.1. California Mastitis Test (CMT)

Ziyaret edilen ¢iftliklerde sagilan hayvanlardan siit numeneleri alinarak California

Mastitis Testi (CMT) yapildi ve veriler kaydedildi (Schalm 1971, Bastan 2002).

3.2.2. Mikolojik Kiiltiir Amaciyla Siit Numunelerinin Alinmasi

Klinik mastitis bulunan ve CMT analizleri sonucunda siipheli ve pozitif sonug
veren memelerden mikolojik muayene amaciyla siit 6rnekleri alindi. Meme baslari
%70’1ik Etil alkol iceren mendille silindi, kurumay1 takiben 45 derecelik ac1 yapacak
sekilde tutmak suretiyle 50 mililitrelik steril plastik tiiplere 15 ml siit 6rnegi olacak
sekilde drnekler alindi. Ornekler +4 °C’lik termoslar icine yerlestirilerek en geg bir saat

laboratuvara nakledildi.

Bu kapsamda 6rnekleme yapilan 100 bas koyuna ait 200 memeden 19 koyundan
24 siit ornegi alinarak mikrobiyolojik muayene i¢in laboratuvara getirildi. Yiiz bas
keciye ait 200 meme lobundan 27 kegiye ait 48 siit Ornegi alindi. Ayni sekilde
ornekleme yapilan 100 bas inege ait 400 memeden 36 inege ait 94 siit numunesi
alinarak mikrobioyolojik analizler yapildi. Hayvanlardan mikrobiyolojik analizler i¢in
alinan her bir numune koyunlar i¢in Cizelge 3.2, kegiler i¢in Cizelge 3.3 ve sigirlar i¢in

Cizelge 3.4’de gosterildi.
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Cizelge 3.2. Koyunlardan alinan 6rneklere verilen numaralar, alindig1 mevkiler, meme loblart, CMT
sonuglar1 ve verilen 6rnek numaralari

Koyun No su Tige Ad Sol Meme(A) Sag Meme(B)
CMT CMT

3 Pasa Koyii - + (ON1)
9 Pasa Koyii ? (ON2) -

18 Pasa Koyii - + (ON3)
24 Pasa K&yii ? (ON4) ;

28 Pasa Koyii ? (ON 6) ++ (ON5)
33 Pasa Koyii + (ON8) ? (ON7)
34 Pasa Koyii +++ (ON 10) K (ON9)
35 Pasa Koyii + (ON 11) -

41 Pasa Koyii + (ON 12) -

47 Pasa Koyii - + (ON 13)
49 Pasa Koyii ? (ON 14) -

58 Pasa Koyii - ? (ON 15)
70 Pasa Koyii K (ON 16) K (ON 17)
74 Pasa Koyii - ? (ON 18)
76 Pasa Koyii - ? (ON 19)
77 Pasa Koyii K (ON 20) K (ON 21)
78 Pasa Koyii - ? (ON22)
79 Pasa Koyt - ? (ON 23)
80 Pasa Koyt ? (ON 24) -
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Cizelge 3.3. Kecilerden alinan 6rneklere verilen numaralar, alindig1 mevkiler, meme loblari, CMT
sonuglar1 ve verilen 6rnek numaralari

Kegi No su Tice Ad1 Sol Meme(A) CMT Sag Meme(B) CMT
1 Pasa Koyii +++ (ON 1) +++ (ON2)
3 Pasa Koyii ++ (ON3) -

9 Pasa Koyii +++ (ON 4) ++ (ON5)
18 Pasa Koyii +++ (ON 6) ++ (ON7)
24 Pasa Koyii ++ (ON8) ++ (ON9)
25 Pasa Koyii ++ (ON 10) + (ON11)
34 Altindzii ? (ON 13) +++ (ON 12)
35 Altindzii + (ON 14) + (ON 15)
41 Altindzii ++ (ON 16) + (ON 17)
47 Altindzii K (ON18) +++ (ON 19)
49 Altindzii ++ (ON 20) ++ (ON21)
58 Altindzii K (ON22) K (ON23)
70 Altindzii ? (ON24) + (ON25)
74 Altindzii + (ON 26) ? (ON27)
76 Altindzii ++ (ON 28) + (ON29)
77 Altindzii - K (ON 30)
78 Altindzii ? (ON31) ? (ON 32)
80 Altindzii + (ON 33) ? (ON 34)
82 Altindzii ++ (ON 35) + (ON 36)
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Cizelge 3.3. Kecilerden alinan 6rneklere verilen numaralar, alindig1 mevkiler, meme loblari, CMT

sonuglar1 ve verilen 6rnek numaralar1 (devam)

Keci No su Iice Adi Sol Meme(A) CMT | Sag Meme(B) CMT

84 Altindzii K (ON 37) K (ON 38)

86 Altmdzii K (ON39) + (ON 40)

87 Altindzii + (ON 41) -

88 Altindzii - ? (ON42)

90 Altindzii + (ON 43) -

93 Altindzii ++ (ON 44) ? (ON 45)

96 Altindzii ? (ON 46) -

98 Altindzii + (ON 47) ? (ON 48)
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Cizelge 3.4. Ineklerden alinan 6rneklere verilen numaralar, alindi1 mevkiler, meme loblari, CMT
sonuglar1 ve verilen 6rnek numaralari

Ornek | Mevki Adi SOL ON SOL ARKA SAG ON | SAG ARKA
Sayisi CMT CMT CMT CMT
1 Derince Koyii | + (ON 1) | ++ (ON2) ? (ON3) | ++ (ON4)
2 Derince Koyii + (ON5) ? (ON 6) + (ON7) ? (ON8)
3 Derince Koyii | ? (ON9) + (ON 10) ?2 (ON11) | +++ (ON12)
4 Derince Kéyii | + (ON 13) ?2 ON14) | ++ (ON15) | + (ON16)
5 Derince Koyii | ? (ON 17) ? (ON18) | +++ (ON19) | ?2(ON 20)
6 Derince Koyii | K (ON21) | +++ (ON22) | K (ON23) | 2 (ON24)
7 Derince Koyii - - K (ON 25) -
8 Derince Koyii | +++ (ON ++ (ON27) +++ (ON K (ON 29)
26) 28)
9 Derince Koyii | ++ (ON30) | + (ON31) 2 (ON32) | +++ (ON 33)
10 Serinyol ++ (ON34) | 2?2 (ON35) ? (36) ++ (ON 37)
11 Serinyol ? (ON 38) ? (ON 39) ? (ON 40) ? (ON 41)
12 Serinyol - - - + (ON 42)
13 Serinyol ? (ON 43) ? (ON 44) - -
14 Serinyol ++ (ON45) | + (ON46) | ++ (ON47) | + (ON48)
15 Serinyol - + (ON 49) + (ON50) | ++ (ON51)
16 Serinyol - - +++ +++ (ON 53)
(ON52)
17 Serinyol - - ? (ON54) | K (ON55)
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Cizelge 3.4. ineklerden alinan rneklere verilen numaralar, alindigi mevkiler, meme loblari, CMT
sonuglar1 ve verilen 6rnek numaralar1 (devam)

Ornek Mevki Adi SOL ON | SOLARKA | SAGON | SAG ARKA

Sayisi CMT CMT CMT CMT
18 SERINYOL | + (ON56) | ++ (ONS57) | ++ (ON58) | ++ (ON 59)
19 SERINYOL - - + (ON 60) -
20 SERINYOL | +++ (ON61) | ++ (ON 62) | +++ (ON63) | +++ (ON64)
21 Pasa Koyii | K (ON65) | + (ON 66) - -
22 Pasa Koyii - 2 (ON67) | ?2 (ON68) -
23 Pasa Koyii - - - +++ (ON69)
24 Pasa Koyii | ++ (ON 70) - - ? (ON71)
25 Pasa Koyii - - - + (ON 72)
26 Pasa Koyii - - ? (ON 73) -
27 Pasa Koyt - - +++ (ON74) -
28 Pasa Koyii - + (ON75) - + (ON76)
29 Pasa Koyii | ++ (ON 77) _ - -
30 PasaKoyii | + (ON78) | + (ON79) - -
31 Pasa Koyii - + (ON 80) - )
32 PasaKoyi | + (ON81) | + (ONS82) | ? (ON83) | ? (ON84)
33 Pasa Koyii | + (ON85) | ++ (ONS86) | + (ON87) | ++ (ON 88)
34 Pasa Koyii - - - ? (ON 89)
35 Pasa Koyii - - - + (ON 90)
36 Pasa Koyii | +++(ON91) | +++ (ON92) | ++ (ON93) | ++ (ON 94)
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3.2.3. Mikrobiyolojik Kiiltiir

Laboratuvara getirilen siit numunelerinden 100 pl ikiser seri olacak sekilde
litresinde 20.000 Unite Penisillin G igeren Sabouraud Dextrose Agar’a ekimleri yapildi.
Petriler 25 ve 35°C’de 7-10 giin siireyle aerobik ortamda inkiibe edildi, iireyen koloniler
mikolojik yonden degerlendirildi. Ayrica Kanli agara ekimler yapilarak bakteriyolojik
iiremeler de belirlendi. izole edilen mantar kolonileri Laftofenol Pamuk Mavisi ile
boyanarak mikroskopta incelendi. Ayrica maya kolonileri de basit boyama yontemi
kullanilarak Metilen Mavisi ile boyandiktan sonra mikroskopta degerlendirildi. izole
edilen maya ve mantarlar daha sonra antifungal duyarlilik testleri ve PCR analizlerinin
yapilmasi amactyla %20 oraninda gliserin iceren Tripticase Soy Broth’a aktarilarak -

20°C’de sakland1 (Quinn ve ark. 1994, Rajala-Schultz ve ark. 2004).

3.2.4. Disk Diffiizyon Yontemiyle Antifungal Direncinin Belirlenmesi

Antifungal direncinin belirlenemsi amaciyla disk diffiizyon testi NCCLS M44A
dokiimaninda bildirilen prosediire gore %?2 oraninda glikoz ve litresinde 0,5 miligram
Metilen Mavisi iceren Miiller Hinton Agar kullanilarak yapildi. Antifungal direncin
belirlenmesi amaciyla; Amphotericin B (20pg, Bioanalyse), Ketocanazole (10-50ug,
Bioanalyse), Itracanazole (10ug-50ug, Bioanalyse), Flucanazole (25ug, Bioanalyse),
Voricanazole (lug, Bioanalyse), Fluorocytosine (lug, Bioanalyse) ve Posacanazole

(5ug, Bioanalyse) kullanildi.
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Aktive edilmis olan izolatlar steril PBS (pH7,2) icerisinde MacFarland 0,5’e gore
stispanse edildi. Steril pamuklu svaplar ile 100 pl hacminde siispansiyon besiyeri
yiizeyine yayildi. Besi yerleri 10 dakika siire ile oda sicakliginda kurutulduktan sonra
antifungal diskler besiyeri ilizerine yerlestirildi ve mayalar i¢in 35°C’de 24 saat siireyle,

mantarlar i¢in ise 35°C’de 48 saat siireyle inkiibe edildi. Duyarliliklar1 disk etrafinda

olusan etkenin tiremedigi alanin ¢ap1 Ol¢iilerek degerlendirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Mueller-Hilton Agar(% 2 dektroz+0,6 pug metilen mavisi)’la yapilan antifungal disk difuzyon
zonlarinin goriiniimii.

3.2.5. E-Test ile Minimal Inhibitér Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

izole edilen maya ve mantarlara antifungal etkili maddelerin minimal inhibitor
konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla Miiller Hinton Agar kullanildi. Bu amagla,
Amphotericin B (E test 0.002 to 32 mg/L E test, Liofilchem), Ketoconazole (E test
0.002 to 32 mg/L E test, Liofilchem), Itraconazole (E test 0.002 to 32 mg/L E test,
Liofilchem), Fluconazole (0.16 to 256 mg/L E test, Liofilchem), Voriconazole (E test
0.002 to 32 mg/L, Liofilchem), 5-Fluorocytosine (E test 0.002 to 32 mg/L E test,
Liofilchem) ve Posaconazole (E test, Liofilchem) seritleri kullanildi. Steril PBS (pH
7,2) igerisinde MacFarland 0,5°e gore siispanse edilen 100 pl etken, steril pamuklu

svaplar ile besiyeri yiizeyine yayildi.
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Ekim yapilan besi yerleri 10 dakika siire ile oda 1sisinda kurtulduktan sonra E-
Test seritleri yerlestirildi ve etiive kaldirilarak mayalar i¢in 35°C’de 24saat siireyle,
mantarlar i¢in ise 35°C’de 48 saat siireyle inkiibe edildi ve sonuglar siire sonunda

degerlendirildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Mueller-Hilton Agar (% 2 dektroz+0.6 pg metilen mavisi)’la yapilan E Test zonlarimin
gortiinimui.

3.3. Molekiiler Analizler
3.3.1. DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda izole edilen maya ve mantar kiiltiirlerinden DNA izolasyonu
fenol/kloroform yontemi kullanilarak yapildi (Sambrook ve ark. 2001).

Sabouraud Dextrose Agar’da pasaj1 yapilan maya ve mantar kiiltiirlerinden bir 6ze
dolusu alinarak 1 ml steril PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4) i¢eren ependorf
tiiplere aktarildi ve vortekslenerek siispanse edildi. Tiipler 3500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve slipernatant atilarak dipteki pellet 1ml TES buffer (10 mM Tris-HCL
[pH 8], 1 mM EDTA, 1 mM NaCl) eklenerek siispanse edildikten sonra tekrar santrifiij
edildi. Stipernatant atildiktan sonra pellet, lizozim (12.5 pg/ml) iceren 500 pl TES
buffer ile siispanse edilerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan 20 pl %10‘luk
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) ve 10 ul Proteinaz K (10 pg/ul) ilave edilip 65°C’de 20
dakika inkiibe edildi. Protein ve diger hiicre artiklarinin baglanmasi i¢in karigim
izerine, esit miktarda phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ilave edilip

vortekslendikten sonra 10 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust tabaka dikkatlice yeni
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bir tiipe alinarak {izerine 0.1 hacim 3 M sodium acetate ve 1 hacim absolut etanol ilave
edilerek -20°C’de bir gece bekletildi. Karisim 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra silipernatant atildi. Pellet dnce % 90, sonra % 70’lik etanol ile yikandi. Pellet
kurutulduktan sonra 100 ul DEPC su (Dietil pirokarbonat ile muamele edilmis distile
su) ile siispanse edildi. Bu siispansiyon PCR analizlerinde kullanilmak tizere -20°C’de

sakland1. Bu sividan alinan 2 pl hacminde 6rnek PCR’de kalip DNA olarak kullanildu.

3.3.2. izolatlarin PCR ile Konfirmasyonu

Calismada izole edilen mantarlar (Apergillus spp.) ve mayalar (Candida spp, C.
neoformans ve Prototheca zopfii), daha 6nceki ¢alismalarda bildilen genuslar ve tiirler
yoniinden spesifik primerler kullanilarak PCR ile belirlendi. Calismada kullanilan
primerlere ve kaynaklarina iliskin bilgiler Cizelge 3.5’de gosterildi.

Her bir 6rnek igin PCR karisimi; 2,5 ul 10x PCR tamponu, 3 mM MgCl,, 200 uM
dNTP (10 mM), 20 pmol primer forward, 20 pmol primer reverse ve 1U Taq DNA
polimeraz katildi ve toplam hacmi 23 pl olacak sekilde distile su eklenerek tamamlandi.

Bu ana karigimdan 23’er pl dagitildi ve her tiipe 2 pl 6rnek DNA’s1 eklenerek
toplam reaksiyon hacmi 25 pl’ye tamamlandi. Tiim PCR karigimlart ayni oranda
hazirlandi. Bu karisima gore hazirlanan 6rnekler ¢ogaltma i¢in dnceden programlanmis
Thermal Cycler cihazina yerlestirildi. PCR analizleri sirasindaki hata ve

kontaminasyonlar1 belirlemek i¢in pozitif ve negatif kontrol kullanildi.
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Cizelge 3.5. Caligmada kullanilan primer dizileri ve 6zellikleri

) o Uriin
Etken Primer dizisi AT Kaynak
uzunlugu
Kano Niesters
Capl 5-GAGTGTCTCCGCAACCCGCA-3’ 600 bp
C. neoformans 60 °C HGM (2001)
Cap2 5’-CCTACTCTGCCAAATCAACTC-3’
Cab15>-TATTAAAGTTGTTGCAG-3’ Niesters HGM
Candida spp. 52°C 180 bp Niesters HGM
Cab2 5-CCTGCTTTGAACACTCTAATTT- 1993
3
Aspergi"us ASP1 5'-CGGCCCTTAAATAGCCCGGTC-3' W J Melchers ve
55°C 363 bp
spp. ASP2 5-ACCCCCCTGAGCCAGTCCG-3' ark 1994
18 PZF1 5°-
; Onozaki, M ve ark
. ACAATACGTAGCGATGCCGAACT-3 ,
P. zopfii 55°C 233 bp
18 PZR1 5°- 2009
GCCAGCCAGAGGACGCCGAA-3’

Amplifikasyon islemi, 94°C’de 3 dakika On denatiirasyon, 94°C’de 45 saniye
DNA sarmalindaki zincirlerin ayrilmasi (denatiirasyon), herbir primer ¢iftine 6zel olarak
secilen 1s1 derecelerinde (Cizelge 3.5) 45 saniye primer baglanmas: (annealig
temperatures, AT), 72°C’de 90 saniye tutularak yeni DNA zincirinin sentezlenmesi
(ekstensiyon) protokolii uygulanarak gergeklestirildi. Bu protokol kullanilarak toplam
30 dongti yapildi. En son asamada 72°C’de 7 dakika bekletilerek reaksiyon tamamlandi.

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Yapilan amplifikasyon isleminden sonra Agaroz jel elektroforezi i¢in %1,5’lik
200 ml jel hazirlandi. Hazirlama sirasinda 3 g agaroz (Vivantis) 200 ml 0,5X TBE
buffer (Tris Borat EDTA Buffer) ile karistirildi. lyice eritildikten sonra icerisine 10 ul
ethidium bromiir ilave edilerek sogumasi beklendi. Daha sonra kalip i¢ine dokiildii ve
taraklar yerlestirildi. Jelin katilagmasinin ardindan jel kalib1 ile beraber elektroforez

tankina yerlestirilerek amplifikasyon triinleri taraklar tarafindan olusturulan ¢ukurlara
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10 pl olacak sekilde 6X Gel Loading Dye ile karistirilarak yiiklendi. Yiiklenen PCR
tiriinleri jel elektroforezinde 180 V’da 60 dakika boyunca kosturuldu. Cikan sonuglar

UV 1sik altinda incelenerek fotograflar1 ¢ekildi. Degerlendirmede, marker (Vivantis,

100 bp plus) kullanilda.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda yapilan klinik muayene ve CMT analizleri sonucunda 200
koyun siit 6rneginden 24 (%12), 200 keci siit 6rneginden 48 (% 24), 400 inek siit
orneginden 94 (% 23,5) adedi CMT+ olarak belirlendi. Orneklemeler sadece CMT+ siit

orneklerinden yapildi.

Calisma kapsaminda sigir, koyun ve keci mastitislerinden yapilan ekimler
neticesinde Sabouraud Dextrose Agar (20.000 Unite Penisillin G /L)’da iireyen
kolonilerin mikolojik degerlendirmeleri sonucunda 24 koyun siit orneginin 2 (%
8,34)’sinden maya, 7 (% 29,17)’sinden mantar izole edildi. Toplam 48 keg¢i siit
orneginin {iciinden (% 6,25) maya ve 15’inden (% 31,25) mantar izole edildi. ineklerden
alinan 94 siit 6rneginden ise 7 (% 7,45) maya ve 19 (% 20,22) mantar izolasyonu

gercgeklestirildi. Boylelikle 3 tiire ait siit 6rneklerinden toplam 12 maya 41 de mantar

izole edildi.

Cizelge 4.1. izole edilen maya ve mantar kolonilerinin tiirlere gére dagilim.

Hayvan tiirii Koyun Keci Inek

Siit 6rnek sayis1 200 200 400
CMT+ o6rnek sayisi 24 48 94
Maya izolasyonu 2 (% 8,34) 3 (% 6,25) 7 (% 7,45)
Mantar izolasyonu 7 (% 29,17) 15 (% 31,25) 19 (% 20,22)
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Izole edilen toplam 12 maya isolatinin mikolojik muayeneleri sonucunda
tamamimin Candida spp. oldugu belirlendi. Yapilan PCR analizleri bu izolatlarin
Candida spp. olduklar1 teyit edilirken (Sekil 4.1), mayalarda yapilan PCR analizleri

sonucunda C. neoformansa ve Prototheca zopfii’ye rastlanmadi.

s 500 bp 300 hl|

Sekil 4.1. C. Albicans’a ait 180 bp’lik bantlarin agaroz jelde goriintiilenmesi.( M; Marker, 1000 bp plus,
1-5 ve 5-6; Agaroz Jelde C. Albicans’a 6zgiil bantlar (180 bp)).
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Izole edilen toplam 41 mantar izolatinin mikolojik incelemelerinde 7 koyun
izolatinin 6’s1, 15 keg¢i izolatinin 10’u ve 19 inek izolatinin 14’1 Aspergillus spp. olarak
identifiye edildi (Sekil 4.2). Aspergillus spp. spesifik primerlerin kullanildigi PCR

analizleri ile de bu identifikasyonlar teyit edildi.

500 bp

Sekil 4.2. Aspergillus spp’a ait 363 bp’lik bantlarin agaroz jelde goriintiilenmesi.( M; Marker, 1000 bp
plus, 2-11; Agaroz Jelde Aspergillus spp.’ye 6zgiil bantlar (363 bp).

Mantarlar ve mayalar i¢in disk diffiizyon yontemiyle yapilan antifungal

duyarlilik sonuglar Cizelge 4.2. de gosterildi.

Cizelge 4.2. Antifungal disk difflizyon sonuglari.

B B , 2 - B
g < g |8 |3 @ S
~ [3)] ~ ~ c
e S S @ S S @
R 3 < N S 3 =
< c = a4 c = o
5 3 8 = 5 = 3 2 e <
3 3] S D o D 8 o = o
=] 38 ° 3 c 3 S E 9 S
o a ¥ 15 E B > < & o
Maya %100 R % 91,66 %50R | %91,66R | %83,33R | %83,33R | %91,66R
izolatlar1 | (12 6rn) | R (116rn) (6 6rn) (11 6rn) (10 6rn) (10 6rn) (11 6rn)
(12 0 %834 S | %50S | %834 S %16,67 S %16,67S | % 8,34
ornek) (1 6rn) (6 6rn) (1 6rn) (2 6rn) (2 6rn) S (1 6rn)
Mantar %100 R | % 13,33R | %13,33R | %93,33R % 10R %40R | %96,66R
izolatlar1 | (30 6rn) (4 6rn) (4 6rn) (28 6rn) (3 6rn) (12 6rn) (29 6rn)
(30
brnek) 0 % 86,67 S | %86,67S | % 6,67 S %90S %60 S % 3,34 S
(26 orn) (26 orn) (2 6rn) (27 6rn) (18 6rn) (1 6rn)
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Ayrica izole edilen maya ve mantarlar i¢in E test yontemiyle her bir etken
madde i¢in duyarlilik alt limitlerinin dagilim1 belirlendi. Mayalar i¢in dagilim Cizelge

4.3’te mantarlar i¢in dagilim ise Cizelge 4.4 te gosterildi.

Cizelge 4.3. Mayalar i¢in E-Test duyarlilik sonuglari

E-test Stripleri Duyarhlik alt limitleri
Fluconazole (0.16-256mg/L) 0.50-50 <
Posaconazole(0.002-32 mg/L)) 1-8 <

Ketoconazole (0.002-32 mg/L) 0,047-1 <

Itraconazole (0.002-32mg/L) 1<

Voriconazole (0.002-32 mg/L) 0.125-19 <
Amphotericin B (0.002-32 mg/L) 0.38-25 <

Flucytosine (0.002-32 mg/L) 0.064-38 <

Cizelge 4.4. Mantarlar i¢in E-Test duyarlilik sonuglari

E-test Stripleri Duyarhlik alt limitleri
Fluconazole (0.16-256mg/L) 216 <
Posaconazole(0.002-32 mg/L)) 153 <

Ketoconazole (0.002-32 mg/L) 3-8<

Itraconazole (0.002-32mg/L) 6 <

Voriconazole (0.002-32 mg/L) 0.19-0.38<
Amphotericin B (0.002-32 mg/L) 0.19-0.38<

Flucytosine (0.002-32 mg/L) 0.75-1<
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Calismada mayalarin antifungal duyarliliklarini belirlemek igin yaptigimiz E-Testi
sonucunda Flukonazoliin candida tiirlerine kars1 etkisiz oldugu goriilmistiir.
Calismamizda izole edilen tiim maya (Candida) suslarinin fluconazole (0.16-256mg/L)
ait E-test ile 48 saatte MIK degerleri 50-50 < mg/L olarak saptanmistir. Ayrica diger
antifungallere ait E-test mik degerleri soyledir. Posaconazole (0.002-32 mg/L) i¢in E-
test ile MiK degeri 48 saatte 1-8 mg/L< arasinda; Ketoconazole (0.002-32 mg/L) i¢in E-
test ile MIK degeri 48 saatte 0,047-1 mg/L< arasinda; Itraconazole  (0.002-32mg/L)
icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 1 mg/L < arasinda; Voriconazole (0.002-32 mg/L)
icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,125-19 mg/L < arasinda; Amphotericin B (0.002-
32 mg/L) igin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,38-0,25 mg/L < arasinda; Flucytosine
(0.002-32 mg/L) icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,064-38 mg/L < olarak tespit
edildi.
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda Hatay’da bulunan siit¢ii inek, koyun ve keci
isletmelerindeki mikotik mastitislerin varligi, yaygmhigi ve izole edilen etkenlerin
antifungal ajanlara kars1 duyarliliklar ile ajanlarin minimal inhibitér konsantrasyonlari
belirlendi. Calismada izole edilen maya ve mantarlarin PCR ile identifikasyonlar teyit
edildi.

Orneklenen isletmelerde, ¢alisma kapsamindan yapilan klinik muayene ve CMT
analizleri sonucunda 200 koyun siit 6rneginden 24 (%12)’1, 200 kegi siit 6rneginden
48’1 (% 24), 400 inek siit 6rneginden 94’1 (% 23,5) olmak tizere toplam 166 (% 20,75)
stit ornegi CMT+ olarak belirlendi.

Iki yiiz koyun siit 6rneginin 2 (% 1)’sinden maya, 7 (% 3,5)’sinden mantar izole
edildi. Bu 2 mayanin Candida spp, 7 mantar izolatinin 6 tanesinin Aspergillus spp.
oldugu tespit edildi. Diger mantar izolatinin ise Mucor spp. oldugu belirlendi.
Kegilerden alinan 200 siit 6rneginden 3 (% 1,5) maya ve 15 (% 7,5) mantar izole edildi.
Bu 3 maya kolonisinin Candida spp. 15 mantar izolatininin 10 tenesinin Aspergillus
spp. oldugu digerlerinin ise, 2 tanesinin Mucor spp. 3 tanesinin Trichosporon spp.
oldugu tespit edildi. ineklerden alinan 400 adet siit 6rneginden 7 (% 1,75) maya ve 19
(% 4,75) mantar izole edildi. Izole edilen 7 maya kolonisinin tamami1 Candida spp, 19
mantar Kkolonisinin 14t Aspergillus spp. digerlerinin ise Trichosporon spp. oldugu
belirlendi.

Calismada 2 koyun, 3 keci ve 7 inek siit 6rneklerinden olmak {izere toplam 12
maya izolati elde edildi. Maya izolatlarinin tamami Candida spp. (12 adet) oldugu PCR
ile teyit edildi. Aymi sekilde 7 koyun, 15 ke¢i ve 19 inek siit 6rneginden olmak tizere
toplam 41 mantar izolatinin 30 Aspergillus spp. oldugu tespit edildi. Bdoylelikle
koyunlardaki mikotik mastitis oran1 % 4,5; kegilerdeki % 9; sigirlardaki ise % 6.5

olarak bulundu. Ug tiire ait toplam mikotik mastitis oran1 % 20 olarak bulundu.

Ulkemizde mastitisler iizerinde yapilan ilk arastirmalardan birinde Oktem ve
Anteplioglu’nun (1962) 100 sagmal inekten toplanan 400 6rnekle yaptiklar1 ¢alismada,
bu ineklerin 185’inde mastitis tespit ettiklerini  bildirmislerdir. Arda ve

Istanbulluoglu’nun 1277 adet siit ineginde yaptiklari calismada (1980), mastitislere
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neden olan aerob, anaerob, mikoplazma ve mantarlarin izolasyonu, identifikasyonu,
bunlara kars1 etkili olan antibiyotik ve fungusitlerin saptandigi ¢alismasinda Candida
albicans (% 8.8) izole ve identifiye edildigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada yapilan in
vitro duyarlik testlerinde Candida albicans’a kars1 en etkili etken maddelerin nystatin
veya kristal violet oldugu bildirilmistir.

Ergiin ve ark. (2004), Hatay yoresinde 11 farkli belde ve ilgede, her birinde 3 ila
10 bas inek bulunan aile tipi siit sigir1 isletmelerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 160
inekten alinan 640 adet siit numunesi almislar ve bunlarin CMT ile yapilan analizlerinde
mastitis oranint % 40,9 (262 adet siit drnegi) olarak belirlemislerdir. Ayrica ayni
calismada arastirmacilar CMT pozitif bu Orneklerin mikrobiyolojik analizlerinde
orneklerin % 1,7 (6 adet)’sinde Candida spp. izole edildigini bildirmislerdir.

Cantekin ve ark (2015), Hatay yoresinde 50 bas ve lizeri hayvan bulunan, iyi
bakim ve besleme prosediirlerinin sagim oOncesi ve sonrast meme daldirma ve
dezenfeksiyon islemlerinin diizenli yapildigt on farkli siit sigircilik isletmesinde
yaptiklart  ¢alismada, 540 inekten 79 adedinde (14,6%) subklink mastitis
belirlemislerdir. Arastirmacilar klasik kiiltiir ve siit 6rneginden direkt olarak yaptiklari
PCR analizlerini karsilastirdiklart bu ¢alismalarinda ve bu 79 6rnegin mikrobiyoloji
analizleri neticesinde 2 adedinde (2,5%) Candida spp. belirlediklerini bildirmislerdir.

Ergiin ve ark. (2009), Hatay yoresinde halk elinde yetistirilmekte olan 16 farkli
ivesi 1rki koyun isletmesinde toplam 729 ivesi koyununa ait 1458 sut Ornegi ile
yaptiklar1 caligmada subklinik mastitislerin prevalans ve etiyolojisinin belirlenmeyi
amaclamislardir. Arastimacilar bu ¢alisma sonucunda CMT ile koyunlarin 135’inde (%
18,5) ve meme yarimlarinin 170’inde (% 11,7) CMT pozitif sonug elde ederek subklinik
mastitis diizeyini belirlemisler ancak yaptiklar1 kiiltiir analizlerinde maya ya da mantar
izolasyonu olmadigini bildirmislerdir.

Dogruer ve ark (2013) yilinda Hatay yoresinde yetistirilen Kecilerde subklinik
mastitislerde prevalans, etiyoloji ve mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliliklar
arastirmis, bu calisma ile 505 adet kegiye ait 1010 meme basindan aldiklar1 6rneklerde
CMT ile mastitis oraninin %20,9 oldugunu bildirmislerdir. Ancak arastirmacilar bu
calismada maya veya mantar izolasyonu olmadigini bildirmislerdir.

Sunulan caligmada maya Ornegiyle yapilan antifungal disk difuzyon yontemi

sonucunda, Fluconazole’e %100; Posaconazole’e %91,66; Ketoconazole’e %50;
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Itraconazole’e  %91,66; Voriconazole’e %83,33; Amphotericin  B’ye %83,33;
Flucytosine % 91,66 direngli oldugu gozlemlenmistir. Ayrica mantar Ornekleriyle
yapilan antifungal disk difuzyon yontemi sonucunda, Fluconazole’e %100;
Posaconazole’e %13,33; Ketoconazole’e %13,33; Itraconazole %93,33; Voriconazole’e
%10; Amphotericin B’ye %40; Flucytosine %96,66, direcli oldugu gézlemlenmistir.

Lassa ve Malinowski (2007), sigir mastitislerinden izole ettikleri 319 maya ve
168 alg izolatinda yaptiklar1 bir ¢alismada, bu etkenlerin ¢esitli antimikrobiyellere karsi
direng ve duyarliliklarini belirlemislerdir. Yaptiklar1 analizler neticesinde mayalarin en
¢ok %75 dolayinda amphotericin B’ye, %66’sinin fluconazole’e, %40’ min pimaricin ve
itrakonazole direngli oldugunu belirlemisler, alglerin ise ¢ogu etken maddeye tamamen
direncli olduklarinin sadece nystatin, amphotericin B, ve pimaricin’e kars1 duyarlilik
belirlediklerini bildirmislerdir.

Pachauri ve ark (2013), sigir ve mandalarda mikotik mastitislerin varlig1 ve
yayginligt konusunda yaptiklart bir ¢alismalarinda 80 adedi subklinik, 20 adedi de
klinik mastitislerden olmak {iizere toplam 100 siit Orneginin mikolojik kiiltiirleri
sonucunda 64 (%64) adedinde mikolojik tireme oldugunu bildirmiglerdir. Arastimacilar
izole ettikleri mayalardan 26 adedinin Candida albicans ve 38 adedinin Aspergillus spp.
(17 adedi A. fumigatus, 21 adedi A. niger) oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar bu
denli bir yiiksek oranda mikotik mastitis sikliginin, isletmelerin kotii hijyen kosullari,
maya ve mantar etkenlerinin ¢evrede yayginlig1 ve ayrica ozellikle bakteriyel mastitis
vakalarinda yogun ve bilingsiz antibiyotik kullanimina bagli olarak gelismis
olabilecegini vurgulamislardir. Ayrica bu ¢alisma neticesinde mastitislerden izole edilen
mikotik etkenlerin gesitli antifungallere karsi duyarliliklarinin belirlenmesinin yararl
olabilecegini bildirmislerdir.

Ciftci ve ark (1996), Konya ve Beysehir’de mezbahada kesilen 500 kecide
yaptiklar1 caligmada, kesim Oncesinde siit alarak CMT analizleri yapmislar ve bu analiz
sonucunda pozitif bulduklar1 55 bas keciden 66 adet meme lobundan siit 6rnegi alarak
mikrobiyolojik kiiltir amaciyla ekimler yapmuislardir. Ayrica arastirmacilar bu
calismada kesim sonrasinda meme dokusu ve supra mammar lenf diigiimlerinden 6rnek
alarak patolojik incelemeler de yapmislardir. Arastirmacilar yaptiklart bu ¢alisma

neticesinde ekim yaptiklart siit numunelerinin 34’linde lireme oldugunu, 26’sinda ise
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her hangi bir iireme olmadigini belirtmislerdir. Ureyen 34 etkenin 2 (%5,9) adedinin
maya oldugunu bildirmislerdir.

El-Razik ve ark (2011), Misirda yaptiklar1 bir ¢alismada, 71’1 inek ve 52’si de
mandalardan olmak iizere toplam 123 adet siit 6rnegini mikotik mastitisler yoniinden
incelemisgler ve bunun sonucunda 24 6rnekte Candida albicans 7 6rnekte ise Aspergillus
fumigatus tiredigini bildirmislerdir.

Spanamberg ve ark (2008), Brezilya’da siit sigirlarinda yaptiklar1 bir ¢aligmada
54’1 klinik mastitis 194’1 subklinik olmak {izere toplam 242 adet siit 6rneginden
yaptiklar1 ekimler sonucunda 43 (% 17,3) adedinde maya kokenli mastitis
belirlemislerdir. Ureyen etkenler arasinda ise yaygimn olarak sirasiyla Candida spp.
(%37.9), Pichia spp. (%19.1), Cryptococcus spp. (%10.3) ve Rhodotorula spp. (%10.3)
belirlemislerdir.

Sunulan ¢alismada izole edilen tiim maya (Candida spp.) suslarinin fluconazole
(0.16-256mg/L) ait E test ile 48 saatte MiK degerleri 50-50 < mg/L olarak saptanmustir.
Ayrica diger antifungallere ait E test mik degerleri soyledir. Posaconazole (0.002-32
mg/L) icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 1-8 mg/L < arasinda; Ketoconazole (0.002-
32 mg/L) igin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,047-1 mg/L < arasinda; Itraconazole
(0.002-32mg/L) igin E-test ile MIK degeri 48 saatte 1 mg/L < arasinda; Voriconazole
(0.002-32 mg/L) icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,125-19 mg/L < arasinda;
Amphotericin B (0.002-32 mg/L) icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,38-0,25 mg/L <
arasinda; Flucytosine (0.002-32 mg/L) i¢in E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,064-38
mg/L < olarak tespit edilmistir.

Calismamizda mantarlarin  (Aspergillus spp.) antifungal duyarliliklarini
belirlemek i¢in yaptigimiz E Testi sonucunda Flukonazoliin Aspergillus tiirlerine karsi
etkisiz oldugu goriilmistiir. Calismamizda izole edilen tiim mantar (Aspergillus spp.)
suslarmin fluconazole (0.16-256mg/L) ait E test ile 48 saatte MIK degerleri 216 < mg/L
olarak saptanmistir. Ayrica diger antifungallere ait E test mik degerleri sOyledir.
Posaconazole (0.002-32 mg/L) igin E-test ile MIK degeri 48 saatte 1,5-3 mg/L < ;
Ketoconazole (0.002-32 mg/L) icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 3-8 mg/L < ;
Itraconazole  (0.002-32mg/L) igin E-test ile MIK degeri 48 saatte 6 mg/L < ;
Voriconazole (0.002-32 mg/L) igin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,19-0,38 mg/L < ;
Amphotericin B (0.002-32 mg/L) icin E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,19-0,38 mg/L <
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; Flucytosine (0.002-32 mg/L) i¢in E-test ile MIK degeri 48 saatte 0,75-1 mg/L <
olarak tespit edilmistir.

Serrano ve ark (2004), Toplam 77 Aspergillus spp. izolatiyla yaptiklar1 ¢alismada
etkenlerin Voriconazole kars1 direnclerini belirlemede disk diffiizyon metodu, E test ve
mikrodiliisyon yontemlerini karsilagtirmislar ve disk diffiizyon metodunun da antifungal
direncinin belirlenmesinde etkin olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Matar ve ark (2003), 400 adet Candida spp. izolatiyla yaptiklar1 bir ¢alismada
Fluconazole ve Voriconazole’e karsi direncin belirlenmesinde disk diffiizyon, E test ve
mikrodiliisyon yontemlerini karsilagtirmiglar ve E test ve disk diffiiyon yonteminin en
az mikrodiliisyon kadar basarili ve kullanilabilir teknikler oldugunu bildirmislerdir.
Antibiyotiklerde oldugu gibi antifungal maddeler i¢in de referans yontemlerinin ve buna
bagli olarakta antifungal duyarlilik yontemlerinin gelistirildigini vurgulamislar ve bu
alanda yapilacak c¢alismalarin klinisyen ve hastalar i¢in oldukca yararli veriler
saglayabilecegini One slirmiiglerdir. Ayrica antifungal direncine yonelik ¢alismalarin da
yapilmasi ve devam ettirilmesi gerektigini vurgulamislardir.

Ulkemizde yapilan arastirmalar arasinda mikotik mastitis etkenlerinin antifungal
duyarhiliklarinin belirlenmesine yonelik bir arastirmaya ulasilamamis, bu konudaki
arastirmalarin genelinin insan hekimligi ve insan klinik 6rneklerinden izole edilen maya
ve mantarlarin antifungal duyarliliklarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar oldugu
gorilmiistiir.

Dikerel ve ark (2012), insanlarda gesitli vakalardan izole edilen Aspergillus
basta olmak {izere Fusarium, Scedosporium ve Zygomycetes cinsi mantarlar ile yaptigi
calismada etkenlerin antifungal duyarliliklari, amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol,
kaspofungin ve posakonazole E-test ile, vorikonazol ve fluconazole disk difuzyon
testiyle belirlenmistir. E-test ile flukonazol minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK)
degerleri, Scedosporium spp. harig, biitiin suslarda >256 mg/L, vorikonazol MIK degeri
tiim Aspergillus tiirlerinde <0.38 mg/L, kaspofungin MIK degeri Fusarium,
Scedosporium, Rhizopus ve Bipolaris suslarinda >32 mg/L, Aspergillus tiirlerinde <
0.006-0.125 mg/L olarak saptanmustir. Posakonazolun MIK degeri ii¢ susta (Fusarium
equiseti, Cylindrocarpon lichenicola ve Rhizopus oryzae) >32 mg/L olarak bulunurken,
diger suslarda <1.5 mg/L olarak tespit edilmistir. Amfoterisin B MIK degeri Fusarium,

Scedosporium, Rhizopus ve tim A.terreus suslarinda >32 mg/L iken, diger suslarda <2
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mg/L olarak bulmuslardir. E-test ve disk difuzyonla yapilan antifungal duyarlilik

sonuglarinin birbiriyle uyumlu oldugu vurgulanmustir.
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6. SONUC

Sunulan bu ¢alisma ile bolgemizde inek, koyun ve kegi siitlerinde mikotik
mastitislerin varligi ve yayginligi ortaya konuldu. Ayrica, izolatlarin antimikotik
duyarlilik testleri yapildi ve E-test ile antimikotik ajanlarin minimal inhibitor
konsantrasyonlari belirlendi.

Calisma bulgular 1s181nda aile tipi siit isletmelerinde mikotik mastitis oraninin
(%5,25) azinsanmayacak bir oranda oldugu goriildii. Bu durum, ¢alisilan isletmelerde
hayvan tiirine bagli olmaksizin mastitisten korunma yontemlerinin uygulanmadigini sik
karsilagilan mastitis vakalarinin ise bilingsiz ve yetersiz bir sekilde yapilan antibiyotik
uygulamalari ile ¢ozlilmeye ¢alisilirken bu bilingsiz antibiyotik uygulamalarinin mikotik
mastitis vakalarinin artmasma neden oldugunu diislindiirdii. Korunma yontemlerinin
uygulanmayisindaki esas sebebin yetistiricilerin bu konudaki bilgi yetersizligi
olabileceginden hastaliklarin varliginin belirlenmesine yonelik c¢alismalar kadar
yetisticilerin egitilmesi ve bilin¢lendirilmesine yonelik ¢aligmalarin ve projelerin de
yapilmas1 gerektigi diisiiniildii. Ulkemizde ozellikle Veteriner Hekimlik alaninda
mikotik etkenlerin ve bunlarin duyarliliklarina yonelik ¢alismalarin oldukca kisitlt
olmasi1 yoniinden sunulan bu tez ¢alismasinin oncii bilgiler igerdigi ve bundan sonraki

calismalar i¢in yararh veriler saglayacag diistiniildii.
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