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OZET
SIGIR MASTITIS KOKENLI STREPTOKOK iZOLATLARININ BAZI
VIRULENS OZELLIiKLERINIiN BELIRLENMESI
Amag: Bu ¢alismada sigir mastitislerinden izole edilen Streptokok tiirlerinin fenotipik ve

genotipik identifikasyonlar1 gergeklestirildikten sonra, suslarin sahip olduklar1 bazi
onemli virtiilens faktorlerini ortaya koymak, antibiyotiklere direng profillerini belirlemek
ve ayrica gerceklestirilecek molekiiler tiplendirme yontemi ile suslar arasindaki genetik
iliskinin belirlenmesi amaclanmuistur.

Materyal ve Metot: Calismada 22 adet Streptokok izolat1 incelendi. Izolatlar
konvansiyonel fenotipik testler ile ayrica PCR ile genotipik olarak identifiye edildi.
Suslan viriilens 6zelliklerinden biyofilm olusturma ve jelatinaz aktiviteleri fenotipik
olarak belirlenirken, diger bazi viriilens oOzelliklerini kodlayan hy/B,fubB, scpB,
sbl,sip,pau ve Imb genleri varligi arastirildi. Suslarin 12 farkl antibiyotige kars1 duyarlilik
profilleri incelenerek ¢oklu diren¢ durumlar1 ortaya konuldu. Samsun ili ve civarindan
izole edilmis RAPD-PCR ile genotiplendirildi ve suslar arasindaki genetik iliski
degerlendirildi.

BULGULAR: Izolatlardan 16’s1 S .dysgalactiae, 1’1 S.agalactiae ve 5°i S.uberis olarak
hem fenotipik hem de genotipik olarak identifiye edildi. S.agalactiae susu biyofilm
tiretimi yoniinden pozitif ancak jelatinaz negatif bulunurken , S.dysgalactiae suslarinda
biyofilm iiretimi ve jelatinaz pozitiflik oranlar1 sirasiyla %62,5 ve %75 , S.uberis
suslarinda sirastyla %80 ve %60 bulundu. Suslarin hi¢birinde AyIB,spbl,sip ve Imb geni
bulunamazken, S.agalactiae susunda cfb geni belirlendi. S.dysgalactiae suslarinin
14’tinde (%87,5) ve 6’sinda (37,5) sadece sirasiyla mig ve fnbB genleri bulunurken
S.uberis suglarinin 4’tinde (%80) skc ve 2’sinde (%40) pau geni bulundu. RAPD
tiplendirmesi sonunda S.dycgalactiae 3 kiime ve 5 benzersiz tipe, S.uberis suslarinin ise
1 kiime ve 3 benzersiz tipe ayrildigi goriildii. Suslarin tlimiinde en az 2 antibiyotige kars1
diren¢ bulunurken c¢oklu antibiyotik direnci %81,8 oraninda tespit edildi.

Sonu¢: Mastitis izolati streptokok tiirlerinin ¢esitli viriilens 6zellikleri yoniinden
fenotipik ve genotipik olarak varyasyonlar gostermesinden ve biiylik 6l¢iide coklu
antibiyotik direnci belirlenmesinden dolayi, mastitis kontroliine yonelik programlarda
daha ayrintili karakterizasyon c¢alismalarina yer verilmesi ve akilci tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi gerektigi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Mastitis; Viriilens 06zellikleri; Genotiplendirme; Antibiyotik

duyarlilig
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ABSTRACT
DETERMINATION OF SOME VIRULENS PROPERTIES OF
STREPTOCOCCUS ISOLATES ORIGINATED FROM BOVINE MASTITIS
Aim: In this study, after phenotypic and genotypic identification of streptococcus species
previously isolated from bovine mastitis, determination of some important virulence
factors and antibiotic resistance profiles of the strains, and the genetic relationship
between strains by molecular typing methode.
Material and Method: Twenty-two streptococcus isolates were identified by
conventional phnotypic tests and also genotypically by PCR. Wile two of the virulence
properties of the strains, biyofilm production and gelatinase activity, were determined by
phnotypically, the presence of th genes encoding some other virulence factors such as
hylB, fnbB, scpB, spbl, sip, pau and Imb were investigated susceptibilitiy profiles of
strains against 12 different antibiotics were examined and multiple resistance cases were
revealed. The strains isolated from Samsun province and its vicinitiy were genotyped by
RAPD-PCR and the genetic relationship between the strains wase valuated.
Results: Of te isolates, 16 were identified as S. dysgalactiae, 1 as S. agalactiae, 5 as S.
uberis, both phnotypically and genotypically. While S. agalactiae strains were positive
for biyofilm production but gelatinase was negative, biofilm production and gelatinase
positivitiy rates in S. dysgalactiae strains were found 62.5% and 75% respectively and in
S. uberis strains they were 80% and 60%, respectively. The cfb gene was identified in the
S.agalactiae strain while none of the strains were found to have the hy/bB,spbl,sip and
Imb genes. Only mig and fnbB genes were found in 14 (87.5%) and 6 (37.5%) os
S.dysgalactiae strains, respectively, while 4(80%) and 2(40%) of S.uberis satrains had
skc and pau genes, respectively. RAPD typing revealed that S. dysgalactiae strain were
divided into 3 cluster 5 unique types, S. uberis strains were divided into one cluster and
3 unique types. Resistance to at least 2 antibiotics was found in all strans, while multiple
antibiotic resistance was detectedin 81.8%
Conclusion: Since streptococci isolates from mastitis have phenotypic and genotypic
variations for their various virulance properties and because of the large extent of multiple
antibiotic resistance determinations, it is concluded that more detailed characterization
studies should be included inprograms for mastitis control and rational treatment
strategies should be developed.

Key words: Mastitis; Virulence properties; Genotyping; Antibiotic susceptibilitiy

Asur KURT Master Thesis
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SIMGELER VE KISALTMALAR

bp: Base pair

CAMP: Christie-Atkins-Munch-Petersen
IgA: Immunglobulin A

IgG: Immunglobulin G

kDa: Kilodalton

M: Marker

MDR: Multi Drug Resistance

MLST: Multi Locus Sequence Typing
MLVA: Multi Locus VariableTandem Repeat Analysis
PCR: Polymerase Chain Reaction
PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis

Rep-PCR:  Repetitive element palindromic PCR
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Averages
TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu
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1. GIRIS

Diinya toplam siit liretimi i¢inde en 6nemli pay inek siitiine aittir. Tiirkiye’de
toplam sigir varhig TUIK Haziran 2016 verileri itibariyle 14.182.876’dir. TUIK, 2015
verilerine gore sigir varliginin yaklasik %39,5°1 sagilan hayvanlar olup siit tiretimi 13
milyon tondan fazladir. Aymi yilin toplam siit iiretiminin %90,7’si inek siitlinden
olugmaktadir. Tarimsal ekonominin 6nemli ve dinamik bir sektoriinii olusturan siit
endiistrisinin ve siit sigir1 yetistiriciliginin tim diinyada oldugu gibi llkemizde de
karsilastig1 en biiyiik sorunlarin basinda “mastitis” gelmektedir (Bastan, 2007). Sigir
mastitisi diinyada siit yetistiriciliginin yapildig1 her yerde siit endiistrisine olumsuz
ekonomik etki yapan en 6nemli hastaliklardan biridir (Vural ve ark., 2002). Mastitis,
bakim ve besleme kosullari, c¢evre, inek ve insan faktorleri ile birlikte
mikroorganizmalarin  birbiriyle etkilesimleri sonrasti meme dokusuna giren
mikroorganizmalara ve travmalara karsi bu dokunun yangist ve gosterdigi tepkidir.
Mastitis stafilokoklar, streptokoklar ve koliformlar1 iceren sinirli spektrumda bakteriler
tarafindan olusturulur ancak herhangi bir bakteri de memeyi enfekte edebilir. Mastitise
neden olan mikroorganizmalar, primer rezervuar ve bulasma yoluna gore “kontagiy6z”
ve “cevresel” etkenler olarak siniflandirilabilir. Subklinik enfekte ineklerin memesi
kontagiydz etkenler i¢in primer rezervuardir ve bulasma bu enfekte memeden saglikli
memeye veya diger hayvanlara sagim sirasinda bulasabilir. Bu tip subklinik mastitise
neden olan etkenler arasinda Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus ve
Mycoplasma spp. (M. bovis) yer almaktadir. Cevresel patojenler meme kanalina
genellikle giibre, altlik, toprak, bitki materyali ve su araciligiyla giren opurtinistik
etkenlerdir. Onemli cevresel patojenler arasinda Escherichia coli ve Klebsiella spp.,
Streptococcus dysgalactiae ve Streptococcus uberis yer almaktadir. Mastitis etkenleri
icinde gerek kontagiydz gerekse cevresel Streptococcus tiirleri yaygin olarak izole
edilmektedir. Ozellikle gevresel streptokok tiirleri, kontagiydz mastitis etkenlerine kars:
Oonlemlerin alindig1 1yi yonetime sahip siit ¢iftliklerinde bile dnemli bir problem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Olusan meme infeksiyonlarinin siddeti ise bakterilerin sahip
olduklar1 virulens faktorlerine ve konak cevabma gore degismektedir. Infeksiyonun
olusmast i¢in Oncelikle meme bezine bakterilerin kolonize olmasi gerekmektedir.
Kolonizasyonun saglanmasi mastitis etkenlerinin epitel hiicrelerine adezyonu ile baslar

ve bakterinin sahip oldugu cesitli virulens faktorleri ile infeksiyon devam ettirilir. Son



yapilan ¢alismalarda gelistirilen molekiiler teknikler ile bakterilerin viriilens 6zellikleri
arastirilmis ve cevresel kosullarin degisimi, infeksiyon sirasinda konak-bakteri arasindaki
etkilesimler sonucunda virulens Ozelliklerin ortaya ¢ikma durumunun da degistigi
belirlenmistir.

Streptokoklar, 6zellikle de S. agalactiae patojeniteye istirak eden ¢esitli viriilens
faktorlerine sahiptir. Bunlar arasinda polisakkarit kapsiil gibi yapisal komponentler ile
toksin ve enzimler yer almaktadir. Ayrica, streptokok tiirlerinin ¢esitli hiicre-iliskili ve
ekstraselliiler faktorleri de identifiye edilmistir. Sigir mastitisine neden olan
streptokoklarin viriilens faktorlerinin identifiye ve karakterize edilmesi, meme igi
enfeksiyonun patogenezinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir (Calvinho ve ark.,
1998).

Patojenik bakterilerdeki antibiyotik direnci o6nemli bir problem olarak
bildirilmekte ve bu durum, yanlis antibiyotik kullaniminin yani sira kismen hayvan
yetistiriciliginde antibiyotiklerin biliylime uyaric1 veya profilaktik ajanlar olarak
kullanilmasinin bir sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bakterilerin viriilens 6zellikleri
icinde degerlendirilen cesitli antibiyotiklere karsi diren¢ durumlarinin antibakteriyel
duyarlilik testleri ile belirlenmesi gerekir. Meme enfeksiyonlar1 sonucu meydana gelecek
kayiplarin en aza indirilmesinde hayvanlarin zamaninda ve etkili bir sekilde tedavi
edilmesi Onem tagimaktadir. Mastitis patojenlerinin sahip olduklar1 viriilens
ozelliklerinin, antibiyotik diren¢ durumlar1 da dahil, belirlenmesi ve karakterize edilmesi
epidemiyolojik agidan 6nemli olup kontrol stratejilerine katki saglayacaktir.

S1g1r mastitislerinin epidemiyolojisini arastirmaya yonelik ¢ok sayida molekiiler
tiplendirme metotlar1 kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar elektroforetik bant profillerine
dayali karsilastirmali tiplendirme metotlar1 ve bazilar1 se¢ilen genlerin sekansina dayali
kiitliphane tiplendirme metotlar iken, viriilens gen dizilisleri ve tiim genom sekanslama
projelerini de icermektedir. Bircok bakteri tiiri oldukca fazla genetik varyasyon
gostermektedir ve bir tiir iginde, sigir meme bezinde oldukca farkli enfeksiyon
ozelliklerine sahip ve siirii i¢ginde epidemiyolojik 6zelliklere sahip suslar bulunmaktadir.
Mastitis patojenlerinin sus dagilimlari, meme bezi, diger hayvan veya insan viicut
bolgeleri ve ¢evresel kaynaklar dikkate alinarak bireysel hayvanlar i¢inde ve hayvanlar,

stiriiler, iilkeler ve konakg tiirler tizerinde arastirilmastir.



Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar, birgok sigir mastitis patojenini i¢in
kaynaklari, bulasma yollarin1 ve prognozunu ve ayrica konak¢i adaptasyon ve hastalik
olusturma mekanizmalarin1 anlamamiza olduk¢a katkida bulunmustur (Zadoks ve ark.,
2011).

Ulkemizde hala biiyiik ekonomik kayiplara neden olan mastitisin en énemli
bakteriyel etkenlerinden olan streptokoklarin karakterizasyonu amaciyla yapilan bu tez
calismasinda, suslarin sahip olduklar1 bazi 6nemli virulens faktorleri ile beraber
antibiyotiklere direng¢ profilleri belirlenmistir. Bununla birlikte molekiiler tiplendirme
yontemi ile suglar arasindaki genetik iligskinin saptanmasi ve bunun viriilens 6zellikleri ile

iligkisinin ortaya konulmasi da amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

S1g1r mastitisleri ¢esitli formlarda ortaya ¢ikan meme bezi yangisi olup dnemli
ekonomik kayiplara neden olmakla birlikte hayvan refahin1 da olumsuz sekilde
etkilemektedir. Mastitisin ortaya ¢ikisinda mikrobiyel, ¢evresel ve hayvana bagli birgok
faktor etkili olup insidens de degisiklik gostermektedir. Mastitisin en énemli nedenleri
arasinda bakteriyel etkenler ilk sirada yer almaktadir (Bastan, 2007).

Mastitise neden olan etkenleri, primer rezervuar ve bulasma yoluna gore
“kontagiy6z” ve “cevresel” etkenler olarak siniflandirmak miimkiindiir. Cevresel
mastitis, kontagiy0z patojenlerin kontrol altina alindig1 ¢ok iyi yonetilen bir¢ok isletmede
dahi Onemli sorunlar yaratmaktadir. Cevresel patojenler hayvanin hemen etrafinda
bulunan talag tozu, altlik, giibre ve toprak gibi materyallerde bulunur. S. agalactiae
disindaki S. dysgalactiae, S. uberis ve S. bovis gibi streptokok tiirleri ile birlikte
Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia
ve Enterobacter aerogenes ¢evresel mastitis patojenleri arasinda sayilmaktadir. Bu tip
etkenler esas olarak opurtunistiklerdir ve konak bagisiklik cevabi yetersiz oldugunda veya
kotii hijyen ve g¢evre kosullarinda enfeksiyona neden olurlar (Schukken ve ark., 2005;
Schroeder, 2009). Mastitisin 6nemli etkenlerinden olan streptokoklar i¢inde S. uberis ve
S. dysgalactiae ¢evresel bir patojen olarak hem laktasyondaki hem de laktasyonda
olmayan ineklerde klinik ve subklinik meme enfeksiyonuna neden olmaktadir (Guerin-
Faublee ve ark., 2002; Almeida ve ark., 2006). S. agalactiae ise kontagiydz patojenlerden
olup genellikle kronik mastitise neden olur. Teshis edilmeyen tasiyici inekler patojenin
stiriide yayilmasindan sorumludur. Etken ayn1 zamanda invaziv hastaliklara ve insanlarda
ozellikle neonatal enfeksiyonlara da neden olmaktadir (Jain ve ark., 2012).

Bakterilerin, diger mikroorganizmalarda da oldugu gibi, hastalik olugturmak i¢in
veya hastalik olusturma potansiyelini artirmak i¢in sahip oldugu veya firettigi cesitli
molekiillere viriilens faktorleri denilmektedir. Bakteriler bu o6zellikleri sayesinde,
kolonizasyon, immun evazyon (konak immun cevabindan kagig), immunosupresyon
(konak immun cevabini baskilama), eger hiicre i¢i bir etkense konak hiicre i¢ine giris
veya ¢ikis, invazyon, konaktan besin saglama gibi aktiviteleri yerine getirebilir. Mastitise
neden olan streptokoklarin da potansiyel mastitis olusturma kapasitesine istirak eden
cesitli viriilens faktorleri bulunmaktadir. Bu faktorler yapisal komponentler olabildigi

gibi, toksin ve enzimler de olabilir (Brubacker, 1985; Krishnaveni ve ark., 2014).



Streptokok tiirlerinde hiicre-iliskili ve ekstraselliiler gesitli faktorler identifiye edilmistir.
Etkenlerin immunglobulin G, fibrinojen, vitronektin, kollajen, plazminojen ve a»-
makroglobulin gibi konaktan derive edilen gesitli plazma ve ekstraselliiler proteinlerle
etkilesim iginde olabildigi, bu etkilesimlerin konak i¢inde yayilmayi saglayan por
olusturan protein, yiizeyde eksprese edilen Mig proteini, hyaluronidaz ve fibrinolizin gibi
viriilens faktorleri araciligiyla gergeklestigi bildirilmistir (Calvinho ve ark., 1998).
Mastitisin patogenezine katilan faktorlerin identifiye edilerek karakterize edilmeleri,
mastitisin kontrol stratejilerine énemli katki saglayacaktir. Zira streptokoklarin neden
oldugu mastitislerin patogenezi kompleks ve ¢ok faktorlii olabilmekte olup heniiz tam
olarak anlagilamamistir (Calvinho ve ark., 1998; Almeida ve ark., 2006; Ding ve ark.,
2016).

2.1. Streptokoklarin Genel Ozellikleri ve Klasifikasyonu

Streptococcus cinsi iginde yer alan etkenler, tek tek, ciftler halinde veya degisik
uzunlukta zincirler olusturan Gram pozitif kok seklindeki bakteriler olup hareketsiz,
fakiiltatif anaerobik, katalaz ve oksidaz negatif Ozelikle gosterirler. Nazli iireyen
bakteriler olup iiremeleri icin besi yerlerine kan veya serum ilavesi gerekir. Dogada
yaygin bulunan streptokoklarin veteriner hekimlik i¢in énemli olan tiirlerinin ¢ogu iist
solunum yolu mukozast ve alt iirogenital kanalda kommensal olarak yasar.
Streptokoklarin hemoliz yapma ozellikleri tiirlere gore degiskenlik gostermekte olup
genel olarak aymrimlarinda ve siniflandirilmalarinda 6nemlidir (Markey ve ark, 2013).
Streptokoklarin ayiriminda en eski yaklasim olan hemoliz 6zelligini belirleme,
Shottmuller (1903) tarafindan ortaya konulmustur. Hemoliz 6zellikleri {i¢ temel tipte
siniflandirilir; beta hemoliz (tam hemoliz), alfa hemoliz (tam olmayan hemoliz) ve gama
hemoliz (hemoliz yok) (Markey ve ark., 2013). Smiflandirmada temel alinan diger bir
ozellik oksijen gereksinimi olup streptokoklar aerobik, fakiiltatif anaerobik ve anaerobik
streptokoklar olarak siniflandirilabilir (Vasanthakumari, 2007). Genel olarak beta
hemolitik streptokoklar hayvanlar i¢in en patojenik tiirler olup bu etkenler sahip olduklari
grup-spesifik karbonhidrat hiicre duvari antijenlerine gore, serolojik olarak A’dan H’ye
ve K’dan V’ye kadar gruplandirilabilir (Lancefield gruplari). Sherman (1937),
streptokoklarin hemoliz 6zellikleri ve grup karbonhidrat antijenleri gibi 6zelliklerine gore
klasifikasyonlar1 yaninda basta fermentasyon ve tolerans testleri olmak tizere fenotipik

testlerinin de dikkate alindigr bir klasifikasyon onermis ve streptokoklar1 4 divizyona



ayirmigtir; piyojenik, viridans, laktik divizyonlar ve enterokoklar. Piyojenik divizyon
icinde tanimlanmis grup antijenleri (A, B, C, E, F ve G) olan beta-hemolitik suslar yer
almaktadir. Bu divizyon, bugiinkii serogruplandirmaya dayali identifikasyon
sistemlerinden belirgin bir farklilik géstermemektedir. Sherman'in viridans divizyonu,
alfa hemolitik, yiiksek pH tireme kosullarini tolere edemeyen, tuz toleransi olmayan ve
10°C’de iiremeyen streptokok tiirlerini icermektedir. Bu grup bugiin de viridans
streptokoklar olarak isimlendirilmektedir ve ¢cok daha fazla sayida tiir bu klasifikasyona
ilave edilmistir. Laktik divizyon esas olarak siit Uiriinlerinin tiretimi ile iligkili tiirleri
icermektedir. Bu divizyon 1980’lerin ortalarinda Lactococcus genusu olarak yeniden
klasifiye edilmistir. Bu genus icerisinde hem insan hem de hayvanlarda enfeksiyonlara
neden olan tiirler bulunmaktadir. Streptokoklarin siniflandirilmasi ve identifikasyonu,
siklikla birkag istisna ile nitelendirilen tiir tanimlamalar1 ile sonuglanan, oldukca kisitlt
sayidaki kompleks ozelliklere (koloni biiylikliigli, hemoliz ve grup karbonhidrat
antijenleri gibi) dayanan hiyerarsik ikiye ayrilmis bir yaklasim ile ciddi sekilde
engellenmistir. Ayrica kullanigsiz klasifikasyon sisteminin yaninda, etkenler yavas
iiredigi ve izolasyon ve karakterizasyonlar: icin ilave faktorler gerekebildigi icin tiir
diizeyinde streptokok identifikasyonu nadiren zamaninda (hastanin tedavisi bakimindan)
gerceklestirilmektedir. Streptococcus genusu igin klasifikasyon sisteminin revizyonuna

uygulanan en kullanigh araglardan biri 16S rRNA gen sekanslamadir (Facklam, 2002).

2.2. Sigir Mastitisine Neden Olan Streptokok Tiirleri ve Bu Etkenlerin

Identifikasyonu

Streptokoklar ¢evrede yaygin olarak bulunan ve ayni zamanda ineklerin meme,
mukoza ve derisinde komensal olarak da bulunan Gram-pozitif bakteriler olup bu
komensal etkenlerden bazilari, bakteriler ve konak arasindaki dengenin bozulmasi
durumlarinda opurtunistik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Diger bir kisim tiirler de
mastitisin primer patojenleri olarak bilinir (Cleary ve Cheng, 2006). Streptokok tiirleri
arasinda, S. agalactiae, S. uberis ve S. dysgalactiae mastitisten izole edilen predominant
mikroorganizmalardir (Eldausky ve ark., 2016). Sigir mastitisine neden olan diger
streptokok tiirleri arasinda S. pneumoniae, S. pyogenes ve S. equi subsp. zooepidemicus
da sayilabilir (Markey ve ark., 2013).

Stipheli siit 6rneklerinden Streptococcus tiirlerinin izolasyonu, etkenlerin iireme

ozellikleri ve ihtiyaclar1 géz online alinarak gerceklestirildikten sonra koloni 6zellikleri,



Gram boyama 6zelligi, ¢esitli biyokimyasal 6zellikleri (katalaz, eskiilin hidrolizi, sodyum
hippurat hidrolizi, karbonhidrat fermentasyon, vb), CAMP test, Lancefield gruplandirma,
optosin ve basitrasin duyarliliklar1 dikkate alinarak identifiye edilirler. API 20Strep
(BioMerieux) gibi ticari sistemler de identifikasyonda kullanilabilir. Mastitise neden olan
Streptokok tiirlerinin olas1 fenotipik identifikasyonu i¢in degerlendirilen ana 6zellikler

Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Mastitise neden olan Streptokok tiirlerinin fenotipik identifikasyonunda degerlendirilen baglica

ozellikler (Markey ve ark., 2013 ten uyarlanmistir)

Tiir Katalaz | Hemoliz | Eskiilin | Na CAMP | Lancefield | Diger
hidrolizi | hippurat gruplan- ozellikler ve
hidrolizi dirmasi dogrulama
testleri
S. agalactiae CAMP +
- B,a,y - + + B
S. a-hemolitik,
dysgalactiae ) a ) ) ) c CAMP -
S. uberis Eskiilin
d oy V * ) ) ayristiric
S. pyogenes Basitrasine
- B - - - A (0,04U disk)
duyarh
S. Optosine
pneumoniae ” a * - - ) duyarl.
Genellikle
mukoid
S. equi Trehaloz-,
subsp. ) ) sorbitol +,
zooepidemic ) 5 ) c laktoz +,
us maltoz + (-)

+= pozitif reaksiyon,

-= negatif reaksiyon, £=¢ogu sus pozitif, (-)= baz1 suslar negatif




2.3. Mastitise Neden Olan Streptokok Tiirlerinin Genotipik Identifikasyonu
ve Tiplendirilmesi

Geleneksel olarak, mastitis patojenleri klasik fenotipik mikrobiyolojik
prosediirlere gore identifiye edilmekle birlikte PCR veya kitle spektroskopisine (MS)
dayanan alternatif metotlar da bulunmaktadir (Raemy ve ark., 2013). Multipleks bir PCR
metodu ticari olarak mevcut olup bunun genel fenotipik testlerle karsilastirildiginda daha
iyl sonuclar verdigi ve birka¢ saat i¢cinde genis spektrumda mastitis patojenlerini
identifiye etme olanagi tanidig: bildirilmistir (Koskinen ve ark., 2010).

Molekiiler tekniklerin, fenotipik farkliliklarla ilgili problemi ¢6zmek suretiyle
sigir  Streptococcus spp. i¢in daha dogru identifikasyon semasi saglayabildigi
bildirilmistir. PCR analizleri gesitli genlerin tiir spesifik sekanslarini amplifiye etmek
suretiyle s1gir streptokoklarini identifiye etmek tizere gelistirilmistir. Bu genler arasinda
sodA, tuf, CAMP faktor geni, tRNA intergenic region, 16S rRNA geni, 23S rRNA geni
ve bu iki gen arasindaki “intergenic spacer region (IGS-genler arasi bdlge)”
bulunmaktadir (McDonald ve ark., 2005).

Son 20 y1l iginde s181r mastitisinin epidemiyolojisini alttiir diizeyinde arastirmak
tizere ¢esitli molekiiler tiplendirme metotlart kullanilmistir. Bunlar karsilastirmali
tiplendirme metotlarin1 igermekte olup elektroforetik bant paternleri, se¢ilmis genlerin
sekansina dayanan kiitiiphane tiplendirme metotlari, viriilens gen analizleri ve tiim genom
sekanslama projelerine dayanmaktadir (Zadoks ve ark., 2011). Insan ve sigir S. agalactiae
populasyonlarinin ilk genis 6lgekli molekiiler karsilastirmast RAPD tiplendirmesi ile
yapilmis ve farkli bolgelerden izole edilen sigir suslari arasindaki genetik cesitlilik
incelenmistir (Martinez ve ark., 2000). MLST (Multilocus sequence typing) S. agalactiae
sus tiplendirmesinde ve patojen evriminin arastirilmasinda karsilastirmali olarak
kullanilmis, insan ve sigir suslari arasindaki iliski arastirilmistir (Bisharat ve ark., 2004).
Mastitis patojenlerinden biri olan S. uberis’in molekiiler tiplendirme g¢alismalarinda
RAPD, rep-PCR veya PFGE karsilagtirmali metotlar olarak kullanilmis ve daha sonraki
yillarda MLST semalar1 gelistirilmistir (Zadoks ve ark., 2005, Coffey ve ark., 2006,
Zadoks ve ark., 2011). Gilbert ve ark. (2006), S. uberis genomlariin polimorfik ardisik
tekrar dizilerini belirlemeye yonelik MLVA prosediiriinii suslar1 ayirt edebilmek ve siit¢ii
stiriilerdeki S. uberis epidemiyoloji ve ekolojisini kavramak tlizere kullanmiglardir. S.

dysgalactiae subsp. dysgalactiae’nin epidemiyolojisi tam olarak anlasilamamistir.



Patojenin kontagiy6z ve ¢evresel patojen olarak tanimlanmasinin, miidahale ¢alismalari
ve 1990’lardaki molekiiler ¢alismalara dayandigi bildirilmistir (Zadoks ve ark., 2011).
Bir ¢alismada, kuru dénem siiresince S. dysgalactiae’nin kaliciligini arastirmak tizere

RAPD tiplendirmesi gergeklestirilmistir (Oliver ve ark., 1998).

2.4. Streptococcus Patogenez ve Patojenitesi

Streptokoklar piyojenik bakteriler olup genellikle suppuratif enfeksiyonlar ve
abse olusumundan sorumludurlar. Streptokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin
patogenezinde rol oynayan cok c¢esitli virlilens faktorleri bulunmaktadir. Veteriner
hekimlikte 6nemli olan ve mastitisten sorumlu streptokoklarda da cesitli viriilens
faktorleri identifiye edilmistir. SiZirlarda mastitise neden olan streptokok tiirlerinin sahip
olduklart cok c¢esitli viriilens faktorleri, meme epitelyum hiicrelerine tutunma,
antifagositik, doku hasar1 olusturma, konak dokuda yayilma ve meme epitelyum hiicreleri

icinde canli kalabilme gibi 6zellikler ile iliskilidir (Markey ve ark., 2013).

2.4.1. Streptococcus agalactiae’nin Viriilens Faktorleri

S. agalactiae Lancefield group B’nin (grup B streptokoklar, GBS) tek tiyesi olup
kronik ve bulasict sigir mastitislerinin en onemli etkenlerindendir. Ayrica develerde
mastitis ve invaziv hastaliklar ile kedi, kopek, balik ve hamsterlerde de hastaliklara neden
olabilmektedir. Varliklar1 cogunlukla siitteki yliksek somatik hiicre sayis1 ve azalmis siit
verimi ile iligkilidir. Belirlenemeyen tasiyici inekler patojenin stirtideki diger hayvanlara
bulagsmasindan sorumludur. S. agalactiae enfeksiyonlar1 halk sagligi acisindan onemli
sorunlara neden olur c¢iinkii bu etkenler yeni doganlarda norolojik problemlere ve
annelerde ise endometritis ve steriliteye neden olabilmektedir (Markey ve ark., 2013).

Streptokokal hiicre yiizeyinin 6nemli bir komponenti serotip spesifitesi bulunan
polisakkarit tabakadir. Proteinlerin bir tamamlayicis1 bu tabaka i¢cine gomiilii sekilde
bulunur. Simdiye kadar bu tip sadece birka¢ protein belirlenmistir. Bunlar arasinda en
onemlileri rastgele tekrarlanan, Ca protein, R protein, Rib protein, CPB protein ve X
protein gibi proteinlerdir. Belirlenen diger dis ylizey proteinleri arasinda glutamin
sentetaz ve a enolaz bulunmaktadir (Jain ve ark., 2012).

Grup B Streptococcus (GBS) enfeksiyonlariin siddeti ile bu patojenlerin sahip
olduklar1 viriilens faktorleri arasinda iligki vardir. Bunlar arasinda cps gen kiimesi
tarafindan kodlanan kapsiil ve scpB geni tarafindan kodlanan, nétrofil birikiminin

Onlenmesini saglayan ve epitelyum hiicrelerin bakteriyel invazyonunu uyarmak iizere



fibronektine baglanan yilizey enzimi ScpB (bir C5a peptidaz) bulunmaktadir. C5a
peptidaz genleri sadece grup B (scpB gene), grup A (scpA gen) ve grup G (scpG gen)
streptokoklarda bulunmustur. Kapsiil, antifagositik 6zelligi ile dnemli bir viriilens faktorii
olup multivalan kapsiiler konjugat as1 hazirlama girisimleri devam etmektedir (Lindahl
ve ark., 2005, Jain ve ark. 2012). Lancefield tarafindan belirlenmis dort “klasik” kapsiiler
serotip vardir: tip la, Ib, II, ve III. Kapsiil iki nedenden dolayr 6nem tagimaktadir.
Birincisi, belli bir ylizey proteininin ekspresyonu genellikle kapsiiler tip ile iliskilidir.
Boyle iliskiler evrimsel soylar1 ifade edebilir ve fonksiyonel bir dnemi olmayabilir ancak
ilging bir hipotez olarak, immun seleksiyonun, daha biiyiik uygunluklarindan dolay1 bazi
yiizey yapilarinin kombinasyonlaria sahip suslari tercih etmis oldugu 6ne siirilmiistiir.
Ikincisi ise, kapsiiliin yiizey proteinlerine karsi olusan antikorlarin fonksiyonlarini
engellemesi beklenebilir. Bunu ya antikorlarin erisimini engelleyerek ya da antikor
efektor fonksiyonlarini engelleyerek yapabilir. Bununla birlikte, bdyle bir durumun
olmadig1 goriinmektedir, ¢linkii ylizey proteinlerine karsi olusan antikorlar (en azindan
hayvan modelinde) enfeksiyona karsi koruyucudur ve bu durum protein tabanli asi
gelistirme girigsimlerini cesaretlendirmektedir. Kapsiil in vivo olarak, in vitro oldugundan
daha ince oldugu i¢in, sadece baz1 iireme fazlarinda eksprese edildigi i¢in ve/veya oldukca
gevsek ve esnek oldugu i¢in opsonizasyonu engellememesi muhtemeldir (Lindahl ve ark.,
2005).

bca geni, bakteriye konak hiicreye girmesinde yardimei olan bir yiizey proteini
olan alfa-C proteinini, /mb geni, yine bir yiizey proteini olan ve hasarli epitelin
invazyonunda rol alan Lmb (laminin-baglayic1 protein)’i, cy/E geni, bir toksin olan ve
doku hasarinda rol oynayan ve bakterinin sistemik olarak yayilmasi sonucu meningitise
neden olmasini saglayan f-hemolizini ve rib geni de ¢ogunlukla invaziv suglarda bulunan
yiizey Rib proteinini kodlamaktadir. S. agalactiae suslarinin ¢ogu Rib proteini gibi bir
veya birden fazla ylizeye-bagli proteinleri eksprese etmekte ve bu, suslar arasinda
degiskenlik gostermektedir. Bu proteinler S. agalactiae i¢in karakteristik olup koruyucu
antikor cevabinin olusumunu uyarabilmektedir. CAMP faktor, bir seramid baglayici
protein olup stafilokokal sifingomyelinazin (beta toksin) etkinligini artirmaktadir. CAMP
faktoriin hiicre kiiltiirleri ile tavsan ve farelerdeki letal 6zellikleri, meme dokusunda
sitotoksik etkileri olabilecegini diisiindiirmiistiir. S. agalactiae suslarinin sahip oldugu

viriilens faktorlerinin arastirildigi cesitli calismalarda, yukarida sozii edilen viriilens
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faktorleri ve/veya bunlari kodlayan genler suslar arasinda degisik oranlarda saptanmustir.
Ornegin alfa-C proteinini kodlayan gen, Jain ve ark. (2012)’nin yaptig1 ¢aligmada S.
agalactiae suslar1 arasinda hi¢ bulunmazken, Hannoun ve ark.’min (2009) yaptigi
calismada %56,5 oraninda belirlenmistir. Bununla birlikte ScpB proteinini kodlayan gen,
Jain ve ark. (2012) tarafindan %?22,2 oraninda bulunurken Dimitriev ve ark. (2004) scpG
geninin 3’ ucundaki 51 bp’lik delesyonu grup B streptokoklarin teshisi i¢in bir marker
olarak kullanmuslar, insan suslarinda %70,58 oraninda scpB genini saptamislardir. Insan
ve hayvanlardan izole edilen grup streptokoklarinin antibiyotik direnglilikleri ve viriilens
ozellikleri lizerine yapilan bir aragtirmada) ise insan suslarinda, scpB geni ile birlikte Imp
ve bca genleri, tetrasikline direngli suslarda %96,5 (Imp+tscpB) ve %66,9
(Imp+bcat+scpB) oranlarinda belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada sigirlardan izole edilen
suslarda bu oranin %44,7 (bca+scpB) oldugu bulunmustur. Viriilens genlerinin insan ve
sigir GBS’lan arasinda farkli dagilim gostermesi, konakta bu etkenin neden oldugu
enfeksiyonlarin patogenezine farkli virlilens Ozelliklerinin istirak edebildigini

diistindlirmistiir (Duarte ve ark., 2005).

2.4.2. 8. dysgalactiae’min Viriilens Faktorleri

S. dysgalactiae hem klinik hem de subklinik mastitis olgularindan izole
edilebilen Lancefield Grup C iginde yer alan bir etken olup aslinda hem kontagiy6z hem
de cevresel mastitis patojeni olarak siniflandirilmistir. Etken ayni zamanda sigirlarin
tonsillerinde, agiz ve genital kanal mukozasinda da bulunabilmektedir (Markey ve ark.
2013). S. dysgalactiae “yaz mastitisi” vakalarinin etiyolojisine de katilmaktadir. Avrupa,
Kuzey Amerika ve Japonya’da goriilen bu sendrom, Trueperella pyogenes basta olmak
tizere Peptoniphilus indolicus, S. pyogenes ve ¢esitli anaerobik etkenlerin istirak ettigi
miks bir enfeksiyon olup sineklerin de bulasmada rol aldigi diisiiniilmektedir. S.
dysgalactiae’nin memeye kolonize olduktan sonra ortami diger etkenler i¢cin uygun hale
getirdigi diisliniilmektedir. Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte meme
epitelyum hiicreleri i¢inde canli kalabilmektedir. Patojen, sahip oldugu c¢esitli viriilens
faktorleri sayesinde konak dokuda yasama, ¢ogalma ve yayilma sansina sahip olmaktadir.
Bu faktorlerden bazilar direkt bag doku hiicreleri iizerine etki gostermekte digerleri ise
bir veya birden fazla konak mekanizmasini engelleyebilmektedir. Bu faktorler arasinda,
fibrinojen, fibronektin, kollajen ve IgG gibi konak proteinlerine baglanmay1 saglayan

cesitli ylizey proteinleri, konak dokuda yayilmaya yardimci olabilen hyaluronidaz ve

11



fibrinolizin sayilabilir. Cesitli arastiricilarin  yaptiklar1  ¢aligmalara gore, sigir
mastitislerinden izole edilen S. dysgalactiae suslarinin potansiyel viriilens faktorleri
Tablo 2’de 6zetlenmistir (Calvinho ve ark., 1998).

S. dysgalactiae gesitli plazma ve ekstraselliiler konaktan derive edilen IgG, albumin,
fibronektin, fibrinojen, kollajen, vitronektin, plazminojen ve a2-makroglobulin gibi
proteinlerle etkilesime girebilir. Bu etkilesimler bakteriyel ylizey proteinleri araciligiyla
gerceklestirilir ki bunlar yiiksek baglanma spesifitesi ve affinitesinden dolayr ayni
zamanda reseptorler olarak da adlandirilir. Bununla birlikte baglanmayi takiben bir sinyal
olay1 gosterilmemistir. inek mastitis vakalarindan izole edilen S. dysgalactiae suslari
IgG’ye “non-immun” sekilde baglanma yetenegindedir. IgG baglayici faktoriin virtilens
faktorii olarak bir rolii saptanamamistir. Bununla birlikte diisiik IgG konsantrasyonu olan
bolgelerde konak savunma mekanizmasini engelledigine dair destekleyici bulgular vardir.
Baglayici proteinlerin - S. dysgalactiae patogenezindeki Onemi aydinlatilmayi
beklemektedir. S. dysgalactiae, plazmada ve viicut sivilarinda eriyebilir halde ve bag
doku ile bazal membranlarda ¢6ziinmez formda bulunan yiiksek molekiil agirlikli bir
glikoprotein olan fibronektine baglanir. S1gir mastitisinden izole edilen bir S. dysgalactiae
susunda fibronektin-baglayici proteini kodlayan iki ayr1 gen identifiye edilmistir. Bu
genler tarafindan kodlanan proteinlerden sadece bir tanesi standart kiiltiir kosullarinda
eksprese edilmistir. Bununla birlikte, Southern-hibridizasyon ile her iki genin de S.
dysgalactiae klinik izolatlarinda bulundugu gosterilmistir. Bakterinin fibronektine
baglanmas1 meme dokusuna baglanmada (adezyon) 6nemli rol alabilir (Lindgren ve ark,

1992, Lindgren ve ark. 1993).
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Tablo 2. Sigir mastitislerinden izole edilen S. dysgalactiae suslarinin potansiyel viriilens faktorleri

(Calvinho ve ark., 1998)

Potansiyel Faktor

Arasticilar ve tarihler

Aderens faktorleri

Calvinho ve ark, 1998

Kollajen baglayici faktor

Mamo ve ark., 1987

Kapsiil

Matthews ve Oliver, 1993

Fibrinojen baglayic1 faktor

Mamo ve ark, 1987; Traore ve ark., 1991

Fibronektin baglayici faktor

Mamo ve ark., 1987; Lindgren ve ark., 1992

IgG-baglayici faktor

MuEller ve Blobel, 1983

IgG/albumin baglayict faktor

LaEmmler ve Frede, 1989

IgG/02-makroglobulin baglayic faktor

Jonsson ve MuEller, 1994

IgG/02-macroglobulin/albumin baglayici faktor

Jonsson ve ark., 1994

Invazyon faktorii

Almeida ve Oliver, 1995

Lipoteikoik asit

Calvinho ve ark., 1997

M-like protein

Calvinho ve ark., 1997

alfa2-makroglobulin baglayici faktor

MuEller ve Blobel, 1983

Plazminojen baglayici faktor

Ullberg ve ark., 1989

Vitronektin baglayici faktor

Filippsen ve ark., 1990

Hyaluronidaz

Sting ve ark., 1990

Fibrinolizin

Garvie ve ark., 1983; Vandamme ve ark., 1996

Sigirlardan izole edilen S. dysgalactiae suslarmin o2-makroglobulin-tripsine

baglandig1 gosterilmistir (Mueller ve Blobel, 1983; Valentin-Weigand ve ark., 1990;

Rantamaeki ve Mueller, 1995). o2-makroglobulin bir plazma glikoproteinidir ve

neredeyse tiim endoprotezlari benzersiz bir tuzak mekanizmasi ile inhibe edebilir. Bu

protein ayn1 zamanda mastitisli siitlerde vaskiiler gecirgenlikteki artigin bir sonucu olarak

belirlenmistir. Bununla birlikte meme epitelyum hiicrelerinin veya meme bezine go¢ eden

makrofajlar tarafindan lokal {iretim g6z ardi edilemez (Rantamaeki ve Mueller, 1992).

a2-makroglobulin-tripsinin S. dysgalactiae’ya baglanmasi spesifiktir. S. dysgalactiae’nin

a2-makroglobulin-tripsin ile 6n muamelesi, bu bakterinin sigir notrofilleri tarafindan



fagositozunda konsantrasyona bagli bir inhibisyona Onciiliik etmistir. Bu, baglanmanin,
streptokokal yiizey tizerinde polimorf niikleer nétrofillerin baglanmasi ve fagositoz igin
gerekli olan yapilar1 bloke edebildigini diisiindiirmektedir (Valentin-Weigand ve ark.,
1990).

Sigir mastitislerinden izole edilen S. dysgalactiae suslarinin vitronektine
baglandigi bulunmustur (Filippsen ve ark.,1990; Rantamaeki ve Mueller, 1995).
Vitronektin multifonksiyonel bir plazma proteini olup komplement-bagimli liziste,
koagulasyon sisteminde ve hiicresel adherenste 6nemli rol oynamaktadir (Hayman ve
ark., 1983; Preissner ve ark., 1985). Traore ve ark. (1991) S. dysgalactiae’nin fibrinojenle
baglanmasinin C3b-fikzasyonunu ve sonraki polimorf niikleer hiicrelerce fagositoz
olaymni inhibe ettigini gostermislerdir. Grup A streptokoklarin M proteinlerinin
fibrinojene veya komplement faktér H’ye baglanmasi, fagositozdan kacis mekanizmalari
olarak diisiiniilmistiir (Kehoe, 1994). Bu ylizden S. dysgalactiae 'nin fibrinojen-baglayici
komponenti, grup A streptokokal M proteine benzeyen bir patojenik faktor sergileyebilir.
Plazminojenin S. dysgalactiae 'nin yiizey reseptorlerine baglandigi bulunmugstur (Ullberg
ve ark., 1989).

Calvinho ve ark. (1998) M-benzeri bir protein ve lipoteikoik asitin (LTA), sigir
mastitislerinde izole edilmis S. dysgalactiae suslarinda bulundugunu gostermislerdir. M
protein gliclii bir anti-fagositik etkiye sahiptir. Serum faktér H’ye baglanarak, C3-
konvertazi yikimlayarak ve C3b tarafindan opsonizasyonu dnleyerek etkisini gosterir. M-
benzeri protein ve LTA konak-patojen etkilesiminin erken doneminde rol alarak mastitis
olusumuna Onciilik edebilmektedirler. Grup A streptokoklarindaki LTA’in,
streptokoklarin  memeli hiicrelerine baglanmasinda ve memeli hiicreleri {izerinde
sitotoksik etkiler gdstermesinde rol oynamaktadir (Simpson ve ark., 1982).

Si1gir mastitis vakalarindan yeni izole edilmis S. dysgalactiae suslarinda kapsiil
varhig1 ortaya konulmustur. Bununla birlikte kapsiil ekspresyonu saklama siirecinde
kaybolmustur (Matthews ve Oliver, 1993). Kapsiil ekspresyonunu uyarma girisimleri
basarisiz olmustur (Calvinho ve ark., 1996). S. uberis’teki kapsiil ekspresyonu, sigir
meme bezi makrofajlar1 tarafindan fagositoza karsi direngle iliskili bulunmustur
(Almeida ve Oliver, 1993). S. dysgalactiae tarafindan kapsiil ekspresyonu kosullarinin

belirlenmesi ve kapsiiliin 6nemi ile ilgili daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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Patojenik streptokoklar tarafindan salinan {riinler mastitisin olusmasinda ve
kaliciliginda rol oynayabilmektedir. Sigir orijinli S. dysgalactiae’nin sigir fibrini igin
(insan fibrini i¢in degil) bir fibrinolizin trettigi bulunmustur (Garvie ve ark., 1983;
Vandamme ve ark., 1996). Fibrinolizin aktivitesi, streptokinaz-benzeri aktiviteden ziyade
proteolitik bir enzim aktivitesidir (Vandamme ve ark.,1996). Ekstraselliiler hyaluronidaz,
hyaluronik asiti parcalayan bir enzimdir ve sigir mastitislerinden izole edilen S.
dysgalactiae suslarinda bulunmustur (Sting ve ark, 1990). Bununla birlikte bu faktoriin
Onemi tam olarak aydinlatilamamistir. Hyaluronik asit 6nemli bir intraselliiler komponent
oldugu i¢in, hyaluronidazin streptokok doku invaziv 6zelliklerine istirak ettigi hipotezi
ileri stirlilmiistiir (Sting ve ark., 1990). Tam tersi, hyaluronidaz, hyaluronik asit kapstilleri
ortadan kaldirabilir ve muhtemelen kapsiillii bakterilerin fagositoza daha duyarli hale
gelmesine neden olur (Leigh ve ark., 1990; Timoney, 1993). Bununla birlikte, Almeida
ve Oliver (1993), salinan hyaluronik asitin meme makrofaj aktivitesini ve fagositozu
baskiladigini bildirmislerdir.

Streptokinazlar, hayvanlardan izole edilen fiziksel ve antijenik benzerlik
gosteren grup C patojenik streptokoklarda bildirilmistir (McCoy ve ark., 1991).
Streptokinaz, plazminojen ile gii¢lii bir kompleks olusturarak fibrini ve ayni zamanda
bagdoku proteinlerini hidrolize eden plazminin aktivasyonuna neden olur. Plazminin
streptokoklarin konak dokularda yayilma yetenegini artirdigi ve enfeksiyonun erken
donemlerinde bakteriyel ilireme i¢in uygun peptid ve amino asitleri yapmak suretiyle
koklarin tiremesini uyardig1 hipotezi ileri siiriilmiistiir (Leigh, 1993; Leigh, 1994).

Mastitis patojenleri siitiin yikama etkisine maruz kalirlar ki bu, laktasyon
siirecinde invazyona kars1 6nemli bir fiziksel bariyer olusturmaktadir. Bununla birlikte,
bakteriyel patojenlerin, mukozal yiizeylere tutunmak ve belli hizda replike olarak
populasyonlarim1 biiyiitmek suretiyle sagimin yikama etkisine direng gosterdiklerini
sOylemek miimkiindiir. Buna gdre, mastitis patojenlerinin hiicrelere spesifik adherensi
(baglanmasi), mastitis olusumu Oncesinde patogenezin énemli bir sathasidir (Frost ve
ark., 1977; Wanasinghe, 1981). Mastitis bakteratiyel patojenlerinin meme dokularma
adherensi ile ilgili in vivo caligmalar eskiye dayanmakta ancak sayilar1 azdir (Pattison,
1951; Gudding ve ark., 1984; Thomas ve ark., 1992). ilk ¢alismalarda, kegilerde duktuler
ve sekretorik epitele S. agalactiae’nin adezyonu bildirilmistir (Pattison,1951). Inekte

deneysel olarak mastitisin uyarilmasini takiben, S. uberis hasarli duktuler veya sekretorik
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epitelin luminal yiizeyine tutunmus ancak biiylik kanallar veya laktifer (siit veren)
kanallara tutunmamistir (Thomas ve ark.,1992). S. dysgalactiae’nin sigir meme
epitelyum hiicrelerine baglanmasi, farkli in vitro modellerde gosterilmistir. S.
dysgalactiae, henliz kesilmis ineklerden meme basi siniisii, laktifer siniis ve biiyiik
kanallardan kazima suretiyle elde edilen siispansiyon i¢indeki hiicrelere baglanmistir
(Frost ve ark., 1977; Wanasinghe, 1981). Meme eksplantlari, diger destekleyici dokularla
iliskili yerlerdeki hedef hiicreler i¢in avantaj sunmakla birlikte subepitel matriks
bilesenlerinin bakteriyel adherense oldukca duyarli olmasi, konak-patojen etkilesimini
yorumlamada zorluk yaratabilmektedir (Paape ve ark., 1995). Saglam meme epitelyum
hiicre monolayer kullanimi 6nceki metotlarda karsilagilan sinirlamalari en aza indirmistir.

S. dysgalactiae’nin hem primer s18ir epitelyum hiicrelerinin hem de transforme
hiicre hatlarinin saglam monolayerlerine adherensi Calvinho (1997) tarafindan
gosterilmistir. S. dysgalactiae suslarindan birinin adherensi transforme hiicrelere, primer
sigir meme epitelyum hiicrelerinden daha yiiksek olmustur. Bu, kuyucuk basina daha
fazla sayida hiicreden kaynaklanmamaktadir ¢iinkii benzer bakteriyel epitel hiicre oranlari
dikkate alinmistir. Grup A ve B streptokoklarin baglanma affinitelerinde (taze elde
edilmis ve transforme hiicre hatlar1 arasinda) farkliliklar gbzlenmis ve her bir hiicre
tipindeki reseptorlerin farkli durumunu yansittigi diisiiniilmiistiir (Goldschmidt ve Panos,
1984; Courtney ve ark.,1992). Cevresel streptokoklarin konak hiicrelere adhezyon
mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamustir. S. dysgalactiae ve S. uberis, farkli
derecelerde de olsa, fibronektin, fibrinojen, kollajen ve laminine baglanmaktadir (Mamo
ve ark., 1987; Valentin-Weigand ve ark., 1988). S. dysgalactiae’nin fibronektinin 210-
kDa’luk C-terminal fragmenti ile iligski kurdugu bulunmustur. Ayrica S. dysgalactiae’nin
spesifik olarak sigir S proteinine (vitronektin), baglandigi bulunmus, S proteininin S.
dysgalactiae’nin konak hiicrelere aderensine aracilik edebilecegi One siirtilmiistiir
(Filippsen ve ark., 1990). Mig (M-benzeri) protein, sigir serumu varliginda sigir
noétrofilleri tarafindan fagositoza diren¢ durumunda rol oynayan bir protein olup S.
dysgalactiae’nin potansiyel virlilens faktorleri arasinda yer almaktadir. Bu protein ¢ok
komponentli bir sistemin duyusal bir pargasi olarak rol oynayabilir. Mig proteininin IgA
ve/veya IgG’ye baglanmasi, bu proteinde konformasyonel bir degisikligi tetikleyebilir ve

bu da histidin kinaz aktivitsine sahip ikincil proteinlerin aktivasyou ile sonuglanir.
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Bu durum viriilens genlerinin ekspresyonlarinin modiilasyonu ile iliskilidir. Mig geninin

ax-M reseptor kismi S. dysgalactiae igin oldukea spesifiktir (Krisnaveni ve ark., 2014).

2.4.3. S. uberis’in Viriilens Faktorleri

S. uberis, sigirlarda tonsil, genital kanal ve gastrointestinal kanalin kommensal
bir organizmasi olup tiiylerde ve ¢evrede bulunabilir. Digki ile kontamine altlik 6nemli
bir enfeksiyon kaynagidir. Ayrica yogun sekilde kullanilan giibre ile de patojen taginabilir.
S. uberis de her ne kadar ¢evresel mastitis etkeni olarak siiflandirilmis olsa da, sigir
meme epitelyum hiicrelerine aderense istirak eden spesifik bir molekiile sahip oldugu
oldugu bildirilmistir (Almeida ve ark., 2006). S. uberis’e ait gesitli potansiyel viriilens
faktorleri arasinda, plazminojen aktivator faktor (PAF), hyaluronidaz (HYA), hyaluronik
asit kapsiil (CAP) ve CAMP faktor sayilabilir. Etkenin sahip oldugu plazminojen
aktivatdr, plazminin aktinasyonu ve kazeinden esansiyel aminoasitlerin olusumuna
katilmakla birlikte konak matriks proteinlerinin hidrolizinde de rol alabilir. Kapsiiliiniin
antifagositik 6zelligi ile ve hyaluronidazin da doku hasar1 olusturmasi suretiyle viriilens
ozelliklerini gosterebilir (Lasagno ve ark, 2011; Markey ve ark, 2013). Yapilan
calismalarda etkenin bu virlilens fakorlerini eksprese etme agisindan degiskenlik
gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica S. wuberis suslarinin Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) ile gerceklestirilen genotipik analizi sonrasinda da suslarin
viriilens faktorleri ile PFGE modeli arasinda bir iligki bulunamamis, ayn1 PFGE tipi
icinde degiskenlik gosteren viriilens fenotipleri belirlenmistir (Lasagno ve ark., 2011).

Bakteriyel biyofilm, eksopolisakkarit (EPS) ile c¢evrili mikrokolonilerden
meydana gelen yiizeyle iliskili bakteri toplulugu olarak tanimlamistir (Costerton ve ark.,
1978; Costerton ve ark., 1987; Hoyle ve Costerton, 1991; Costerton ve ark., 1999).
Arastirmacilar infekte olmus dokuda biiyliyen bakterilerin in-vitro hiicrelerde
bulunmayan hiicre yiizey komponenti iirettigini gostermisler ve bu yiizey komponentini
slime faktor, biyofilm, eksopolisakkarit (EPS) ya da glikokaliks olarak adlandirmislardr.
Biyofilm bakterileri doku ylizeyi ile yaptiklart bu koruyucu birlikteliklerin yaninda
patojen olarak da viicutta bulunabilirler (Costerton ve ark., 1978; Costerton ve ark.,
1999). Bu bakteriler biyofilm tabakalar1 sayesinde antikorlardan, fagositik hiicrelerden ve
antibiyotiklerden korunurlar (Hoyle ve Costerton, 1991). Fagositik hiicreler enzimlerini
ortama salarlar ve bu enzimler biyofilm etrafindaki dokulara zarar verirler. Biyofilm

olusumunun bakterilerde iki asamada meydana geldikleri belirlenmistir. Bakteriler
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oncelikle kapsiiler polisakkaritleri ile ylizeye adhere olurlar ve gogalarak slime faktor
tiretirler. Bu slime faktdr olusumu intraseliiler polisakkarit adhesin ile iliskilidir. Kapsiiler
polisakkarit ve intraseliiler polisakkarit benzer yapidadirlar ve ortak olarak beta-1-6 bagl
poliglukozamin catisimi igerirler. Farkliliklar1 ise amino gruplarindadir. Slime faktor
iretiminin saptanmasi amactyla Standart Tiip, Christensen Metodu, Kongo Red Agar ve
Mikrodilusyon yontemleri uygulanmaktadir. Bu yontemlerden Kongo Red Agar ve
Standart Tiip yontemleri bircok calismada slime faktor tiretiminin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir.

Mastitis suslar1 tarafindan biyofilm {retimi ile ilgili farkli caligmalar
bildirilmistir (Suntharalingam ve ark., 2005; Varhimo, 2011; Rossini ve Margarit, 2015;
Moliva ve ark., 2017). Biyofilmler, bir ekzopolisakkarit matrikste gomiilii yiizey-yapisik
mikroorganizmalarin yogun agregatlaridir. Biyofilmlerde serbest yasayan planktonik
hiicrelerden ziyade, interaktif bir topluluk olarak yasayan bakterilerin incelenmesi son
zamanlarda biiytik ilgi gérmustiir (Suntharalingam P ve Cvitkovitch DG, 2005). Dogal
ortamdaki bakteriler genellikle yiizeyler {izerinde gelisirler ve memelileri kolonize eden
bir¢ok streptokok tiiriiniin dogal olarak biyofilm olarak gelisen bakteriler toplulugu i¢cinde
oldugu disiiniiliir. Farkli streptokoklar, biyofilm topluluklar1 olusturmak tizere farkli
egilimler gosterebilir, ancak her durumda, biyofilm olusumu, hiicrelerin bir yiizeye

yapismasina baglidir (Nobs ve ark., 2009).

2.5. Siit Inegi Yetistiriciliginde Antibiyotik Kullanimi ve Antibiyotik

Diren¢ Sorunu

Siit inegi yetistiriciliginde antibiyotik kullanimi baslica 3 amaca hizmet
etmektedir; terapotik (mevcut bir hastaligi tedavi etmek icin), profilaktik (yiiksek hastalik
riskinin bulundugu durumlarda koruyucu amacla) ve subterapdtik (iiretimi artirmak
amaciyla). Kompleks mikrobiyel topluluklari igerisindeki tiim hedef bakterileri elimine
etmede tamamiyla etkin bir antibiyotik yoktur. Antibiyotik tedavisinin sonugta
antibiyotiklere duyarl suslarin sayisini azaltip antibiyotik-direngli suslarin gelisimini
uyarmasi kacinilmazdir (McAllister ve ark., 2001). Antibiyotik kullaniminin sikligi,
bakterilerin hem memede hem de cevredeki bakterilerin antibiyotik direngliliginde
farkliliklar yaratabilir (Suriyasathaporn ve ark, 2012). Mastitis patojenlerinin antibiyotik
duyarlhliklar ile ilgili cok sayida ¢alisma bulunmakta olup farkli antibiyotiklere degisen

oranlarda diren¢ saptanmistir. Bununla birlikte ¢oklu antibiyotik direncinin ¢ok yaygin
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olmadigint bildiren raporlar bulunmaktadir. Raporlarin bir kisminda 6zellikle yaygin
olarak goriilen S. uberis ve S. dysgalactiae’nin, uzun bir antimikrobiyel tedavi gecmisi
olmasina ragmen yaygin bir antimikrobiyel direng¢ gostermedigi bildirilmistir (Pol ve ark.,
2007, Lindeman ve ark, 2013, Petrovski ve ark., 2015). Bununla birlikte, S. uberis’in
penisline kars1 azalmig duyarliligini bildiren raporlar bulunmaktadir (Haenni ve ark.,
2010, McDougall ve ark., 2014, Thomas ve ark., 2015, Petrovski ve ark., 2015).
Tedavinin etkinligi agisindan mastitise neden olan etkenin belirlenmesi ile birlikte
antibiyotik diren¢ profilinin de belirlenmesi Onemlidir. Bununla birlikte, etken
identifikasyonu ve antibiyogram sonuglarinin beklenemedigi durumlarda, muhtemel
etkene karsi populasyonun ge¢misindeki duyarlilik profilinin degerlendirilmesi s6z
konusu olabilir. Bolgelere veya iilkelere gore, etiyoloji, insidens, kullanilan antibiyotikler
ve yonetim bakimindan farklhiliklar olabilecegi i¢in lokal bilgiler oldukca Onem

tasimaktadir (Petrovski ve ark., 2015).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bakteri Suslari

Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
kiiltiir koleksiyonunda bulunan, Samsun ve ¢evresindeki sigir mastitis olgularinda izole
edilmis Streptococcus spp. siipheli 22 adet izolat incelendi. Calismada referans sus olarak
Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda yer alan S. aureus ATCC 25923 ve S. aureus Cowan

susu kullanildi.

3.2. Besi Yerleri

Calismada incelenecek suslarin kiiltiirii icin Kanli Agar (%5 koyun kanli) ve
Triptik Soy Buyyon, antibiyotik duyarlilik testi i¢in Mueller Hinton Agar kullanildi.
Eskiilin hidrolizini belirlemek i¢in Edward’s Agar kullanildi.

3.3. Bakteriyel Kiiltiir ve identifikasyon

Streptococcus spp. stpheli suslarin fenotipik identifikasyonu konvansiyonel
kiiltiir teknikleri ve biyokimyasal testlere dayanilarak gergeklestirildi (Markey ve ark.,
2013). Daha once izole edilmis ve biyokimyasal testlerle Streptococcus spp. olarak
identifiye edilerek -20°C’de muhafaza edilen 22 adet sus hem Triptik Soy Buyyona hem
de Kanl Agar’a inokule edilerek 24-48 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon siiresi
sonunda tek koloni seklinde saf olarak {ireyen kiiltiirlerden preparatlar hazirlanarak Gram
boyama ile boyandi. Gram pozitif kok olarak degerlendirilen kiiltiirler, kanli agardaki
iireme sekilleri (hemoliz 6zellikleri) yoniinden degerlendirildi ve biyokimyasal testlerle
identifikasyona tabi tutuldu. Tiir identifikasyonunda kullanilan testler Tablo 1’de
gosterilmistir.

3.4. Fenotipik Identifikasyonda Kullanilan Testler

3.4.1. Katalaz Testi

Test edilecek kolonilerden bir 6ze dolusu alip temiz bir lam {izerinde %3
Hidrojen Peroksit ile bir araya getirildi. Birkag¢ sn iginde olusacak oksijen gazi ¢ikisi
(koptirme) olup olmadigr gozlendi. Gaz c¢ikisinin  olmamasi negatif olarak
degerlendirilirken katalaz pozitif kontrol olarak kullanilan S. aureus (ATCC 25923)

kolonilerinin gaz ¢ikisina neden oldugu gozlendi.
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3.4.2. Eskiilin Hidrolizi

Eskiilin hidrolizi suslarin Edwards Besi Yeri (Oxoid)’ne inokule edilmesi
suretiyle degerlendirildi. Inkubasyon sonunda siyah koloni olusumu eskiilin pozitif, mavi

koloniler eskiilin negatif olarak degerlendirildi (Arda, 1997).
3.4.3. Sodyum Hippurat Testi

Streptokok suslarinin hippurat hidrolaz enzimi yardimiyla sodyum hippurati
(hippurik asit) hidrolize edilerek benzoik asit ve glisine ayrigtirma yetenegini belirlemek
icin, %1 sodyum hippurat cozeltisi icinde (0,4 ml) test edilecek susun yogun
siispansiyonu yapildi. Siispansiyonlar 35+2°C’de 2 saat (su banyosunda) inkube edildi.
Inkubasyon siiresi sonunda tiiplere damlalikla 5 damla ninhidrin ayraci ilave edildi. Su
banyosunda 10 (maksimum 30 dakika) dakika siireli inkubasyonun ardindan olusan koyu
mavi renk pozitif olarak degerlendirildi. Renk degisiminin olmayis1 veya hafif mor renk

negatif olarak degerlendirildi (Arda, 1997).
3.4.5. CAMP testi

Koyun kanli agara beta hemolizin tireten bir S. aureus (Cowan susu) susu ile test
edilecek suslarin capraz inokule edilmesi suretiyle gerceklestirildi. Inkubasyon siiresi
sonunda S. aureus ekim hatt1 (hemoliz zonu)ile test bakterilerinin ekim hatt1 (hemoliz
zonu) arasinda ok basi veya licgen seklinde ortaya ¢ikan tam hemoliz zonu (sinerjistik

hemoliz) pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Arda, 1997).

3.4.6. Karbonhidrat fermentasyon testleri

Mastitise neden olan streptokoklarin identifikasyonunda en sik kullanilan
karbonhidrat fermentasyon testlerinden mannitol, salisin ve trehaloz fermentasyon testleri
iclerinde s6z konusu sekerlerin %1 oraninda bulundugu indikatdrlii (Bromtimol mavisi)
Triptik Soy Buyyon (TSB)’da gerceklestirildi. Seker i¢eren indikatdrlii besi yeri i¢ine test
edilecek susun taze sivi kiiltlirlinden 0,1 ml inokule edilerek 37°C’de 1-14 giin inkube
edildi. inkubasyon siiresi sonunda tiiplerin renginin maviden sariya dénmesi karbonhidrat
fermentasyonunun pozitif oldugunu gosterdi. Renk degisiminin olmamasi negatif olarak

degerlendirildi (Arda, 1997).

21



3.5. Bazi viriilens ozelliklerinin fenotipik olarak belirlenmesi

3.5.1. Biyofilm Uretimi

Test edilecek bakteri suslari Kongo Red Agar (CRA)’a tek koloni diisecek
sekilde ekildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda siyah koloni olusturan
bakteriler biyofilm pozitif, renksiz ya da pembe renkli koloniler ise negatif olarak

degerlendirildi (Ciftci ve ark., 2009).
3.5.2. Jelatinaz Testi

Jelatinaz Ozelligi, Arda (1997) tarafindan bildirilen yonteme gore incelendi.
Incelenecek olan izolatlarin koyun kanli Triptik Soy Agar (TSA)’da 37°C’de 24-48
saatlik kiiltiirii hazirlandi. Ureyen suslardan bir koloni alarak TSB’ye ekimleri yapildi.
Tiim suslarin buyyondaki 24 saatlik kiiltiiriinden, %3 jelatin iceren TSB buyyona ekimler
yapildi ve 37°C’de bir hafta siireyle inkube edildi. Inkubasyon periyodu siiresince,
besiyerleri hergiin 37°C ‘lik etiivden ¢ikarilarak, 4°C’de 1 saat bekletildi. Bir saat sonra
besiyerlerindeki degisim kontrol edildi. Normalde jel halinde olan besiyerinin 4°C’de
bekletildikten sonra yumusayarak akiskan hale gelmesi pozitif, jel halinde kalmasi ise
negatif olarak degerlendirildi.

3.6. Genotipik Identifikasyon ve Viriilens Genlerinin Belirlenmesi

3.6.1. Oligoniikleotid Primerler

Streptococcus 1izolatlarinin cins ve tiir identifikasyonlar1 ile bazi viriilens
genlerini belirlemeye yonelik oligoniikleotid primerler ve beklenen bant biiyiikliikleri ile

beraber suglarin genotiplendirilmesinde kullanilan primer Tablo 3’de gdsterilmistir.
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Tablo 3. Steptococcus cins ve tiir diizeyinde genotipik identifikasyon ile viriilens genlerini belirlemeye

yonelik primerler

PCR
Hedef Oligoniikleotid primerler (5°-3’) iiriinii Kaynak
(bp)
F | TGTTTAGTTTTGAGAGGTCTTG Yadav ve ark.
" R | CGTGGAATTTGATATAGATATTC >4 (2014)
F | CGT CGT GGT ATT GAAACA GCT GTT Dmitriev ve ark.
seg40 R | GGA TAT ACG GAT TCT CAA GTT CAG AG 405 (2006)
F | CGT GGG ATT GAAACA GCAACAG Dmitriev ve ark.
s R | ACCACG TGATTCTTC GAT AGT AAT G 28 (2006)
F | TCGCGGTATTGAAAAAGCAACAT Dmitriev ve ark.
N R | TGCAATAATGAGAAGGGGACGAC & (2006)
B F | TGATGCTGCAAAAGAATTGC 29 Shome ve ark.
R | TTACAGCCCCTTTTTGAGGA (2012)
. F | CGTTTTTAGTTTCGGGAGCA Khrisnaveni ve
e R | TGCCTTCAATTGAGTCTGCTG 58 ark. (2014)
F | TCCGGATTTTGGGTCCTTAGCCA Khrisnaveni ve
she R | AGTCGACTTTGCGCCTGATGCAC 47 ark. (2014)
F | ATGGGATTTGGGATAACTAAGCTAG Dmitriev ve ark.
o R | AGCGTGTATTCCAGATTTCCTTAT 193 (2002)
. F | ACTATTGACATCGACAATGGCAGC Khrisnaveni ve
o R | GTTACTGTCAGTGTTGTCTCAGGA 2606 ark. (2014)
F | TGCTACTCAACCATCAAAGGTTGC Khrisnaveni ve
pax R | TAGCAGTCTCAGTAGGATGAGTGA 9 ark. (2014)
F | AACCCCAAACAGCCTACGCAAG Rato ve ark.
Lb R | TAAAACGGGATCCGTCCAGGTAT 37 (2011)
F | CATACCTTAACAAAGATATATAACCCAAA Sukhnanand ve
B R | AGATTTTTTAGAGAATGAGAAGTTTTTT 70 ark. (2005)
scpB F | AGTTGCTTCTTACAGCCCAGA 567 Shome ve ark.
R | GGCGCAGACATACTAGTTCCA (2012)
F | ACTCAAAAAGGCGCAACCT Brochet ve ark.
bl R | GACGAGCAACAAGCACGATA 0 (2006)
M13 5’- GAGGGTGGCGGTTCT-3’ - Huey ve Hall
(1989).
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3.6.2. Streptococcus Cins Spesifik PCR

Streptokok siipheli izolatlarin cins diizeyinde identifikasyonu i¢in i¢in Yadav ve
ark. (2014)’nin bildirdigi yonteme gore cins spesifik primerler kullanilarak PCR yapildi.
Buna gore 154 bp’lik bant goriilmesi Streptococcus spp. pozitif olarak degerlendirildi.
DNA ekstraksiyonu i¢in, prensibi spin kolon sistemine dayanan Invitrogen doku kiti
kullanildi ve tiretici firmanin bildirdigi yonteme gore yapildi. Reaksiyon karigimi (25 pl),
200pum dNTP karisimi, 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl», 2,5 U Tag DNA polimeraz, 10
pmol of her bir primer ve 300 ng of DNA ekstrakt1 icermekteydi. PCR amplifikasyonu
kosullart; 95°C’de 5 dk. ilk denatiirasyon, 36 siklus seklinde 95°C’de 1 dk. denatiirasyon,
58°C’de 45 sn annealing ve 72°C’de 1 dk. ekstensiyondan olustu. Amplifiye edilmis PCR
tirtileri, Tris borate EDTA (TBE) buffer iginde 0.2ug/ml ethidium bromid igeren %2
agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Marker olarak 1000bp DNA ladder kullanildi.

Uriinler ultraviyole 15181 altinda goriintiilendi.

3.6.3. Streptococcus Tiir Spesifik Multipleks PCR

Streptococcus cinsine ait oldugu belirlenen suslar, Dimitriev ve ark. (2006) nin
bildirdigi yonteme gore PCR ile identifiye edildi. PCR son hacim 25 pl olan karisim
icinde gerceklestirildi. 94°C’de 2 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, toplam 30 siklus
siresince, 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 52°C’de 1 dakika annealing ve 72°C’de 30 sn
ekstensiyon siireci uygulandi. Son siklustan sonra, 72°C’de 10 dk. ilave bir inkubasyon
uygulandi. Multipleks-PCR analizleri i¢in primerler (Tablo 3) reaksiyon karisimina ilave
edildi. Amplifiye edilmis PCR fiiriileri, Tris borate EDTA (TBE) buffer i¢inde 0.2ug/mi
ethidium bromid igeren %2 agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Marker olarak 1000bp
DNA ladder kullanildi. Uriinler ultraviyole 15181 altinda goriintiilendi. S. dysgalactiae igin
281 bp, S. uberis i¢in 400 bp ve S. agalactiae i¢in 405 bp’lik bant goriilmesi pozitif olarak
kabul edildi.
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3.6.4. Viriilens Genlerinin PCR ile Belirlenmesi

Streptokok izolatlarinda /y/B (Hyaluronate lyase), fnbB (Fibrinojen baglayici
protein), scpB (C5a peptidaz) ve SpbI (Yiizey proteini), sip (Yiizey Immunojenik
protein), pau (Plazminojen aktivator) ve /mb (Laminin baglayici protein), mig (Mig
protein), skc (streptokinaz) viriilens genlerinin varligi PCR ile arastirildi (Dmitriev ve
ark. 2002; Sukhnanand ve ark., 2005; Brochet ve ark., 2006; Rato ve ark., 2011; Shome
ve ark., 2012; Khrisnaveni ve ark., 2014).

Her bir viriilens geni i¢in 25 mikrolitrelik hacim igerisinde 1X PCR buffer, 0,5
UM (her bir) primer, 1X PCR bufter, 2,5 mM MgCl, 200uM dNTP ve 50ng DNA ile PCR
karigimi hazirlandi. Her bir gen bolgesi i¢cin PCR amplifikasyonu asagidaki kosullarda
gerceklestirildi:
hylB: 95°C 5dk.; 30 siklus 95 °C 30 sn., 55 °C 30sn., 72 °C 30 sn.; 72 °C 10 dk.
fmbB: 94°C 5 dk.; 30 siklus 94 °C 30sn., 60 °C 30 sn., 72 °C 45sn.; 72 °C 5dk.
scpB: 94°C 5 dk.; 30 siklus 94 °C 30sn., 58 °C 30 sn., 72 °C 45sn.; 72 °C 5dk.
spb1:94°C 5 dk.; 30 siklus 94 °C 60 sn., 55°C 45 sn., 72°C 90 sn.; 72 °C 7 dk.
sip: 94 °C 5 dk.; 30 siklus 94 °C 30 sn., 52 °C 30 sn., 72 °C 90 sn.; 72 °C 10 dk.
pau: 94°C 5 dk.; 30 siklus 94 °C 60 sn., 54 °C 30 sn., 72 °C 90 sn.; 72 °C 10 dk.
Imb: 94 °C 5 dk.; 30 siklus 94 °C 60 sn., 55°C 45 sn., 72°C 90 sn.; 72 °C 7 dk.
¢fb: 95°C 2 dk.; 30 siklus 94 °C 30 sn., 52 °C 60 sn., 72 °C 60 sn.; 72 °C 10 dk.
ske: 95°C 2 dk.; 30 siklus 94 °C 30 sn., 58 °C 30 sn., 72 °C 30 sn.; 72°C 10 dk.
mig: 95 °C 2 dk.; 30 siklus 94 °C 30 sn., 58 °C 30 sn., 72 °C 30 sn.; 72 °C 10 dk.

Amplifikasyon {irtinleri etidium bromid (2pg/ml) igceren %1,5’luk agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminatdr ile goriintiilendi.

Streptococcus  izolatlarinin  virlilens  faktorleri i¢in  kullanmilacak olan
oligontikleotid primerler ve beklenen bant biiyiikliikleri Tablo 3°de gosterilmistir.

3.7. Antibiyotik Duyarhlik Profili

Incelenen Streptococcus suslarinin 7 farkli gruptan 12 antibiyotige karsi
duyarlilik durumlart Kirby-Bauer Agar Disk Difiizyon yontemi ile belirlendi (Bauer ve
ark., 1966). izolatlar CLSI (2011) kilavuzuna gore duyarli, orta derecede duyarl ve
direngli olarak degerlendirmeye tabi tutuldu. Kullanilan antibiyotik diskleri: Penisilin

(10IU), Amoksisilin/Klavulanik asit (20/10ng), Ampisilin (10 pg), Imipenem (10 pg),
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Sefalotin (30 pg), Tetrasiklin (30 pg), Kloramfenikol (30 pg), Vankomisin (30 pg),
Spiramisin (100 pg), Eritromisin (15 pg), Enrofloksasin (5 pg), Linkomisin (15 pg).
Fenotiplendirme i¢in UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages) metodu ile dendogram ve goriintii analiz programi kullanilarak dendogram
cizildi. Suslar arasindaki genetik iliski % 70-80 benzerlik katsayis1 géz Oniine alinarak
belirlendi.

3.8. Izolatlarin RAPD-PCR ile Genotiplendirilmesi

Her bir bakteri tiiri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere tiim izolatlarin RAPD-PCR
paternlerinin belirlenmesi amactyla ERIC-2 (5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC
G-3’) primeri kullanilacaktir. Amplifikasyon asamas1 Versalovic ve ark. (2002) tarafindan
bildirilen metodun modifiye edilmesiyle gerceklestirildi. Bu asamada her bir primer i¢in
ayr1 ayri olmak tizere DEPC-treated water, 1 XPCR Buffer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM her
bir ANTP, 2.5 U Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer ve 5 ul template DNA igeren 25
ul’lik bir RAPD master karisimi hazirlandi. Bu karisim 94 °C*de 5 dk 6n denatiirasyonu
takiben 94 °C‘de 1 dk denatiirasyon, 40 °C‘de 1 dk annealing, 72 °C*‘de 3 dk ekstension
olmak tizere 40 siklus ve 72 °C‘de 7 dk final ekstensiyon kosullarinda amplifikasyon
islemine tabi tutuldu. Amplifikasyon tirlinleri etidium bromid (2pg/ml) igeren %1,5’luk
agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Olusan RAPD
paternlerinin dendogramlart UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages) metodu ile dendogram ve goriintii analiz programi kullanilarak ¢izildi. Suslar
arasindaki genetik iliski % 70-80 benzerlik katsayis1 goz Oniine alinarak belirlendi.

3.9. RAPD-PCR Analizlerinin Tekrarlanabilirlik, Ayrit Edici Indeks (DI)

ve Giiven Araliklar (CI)

Testler aras1t RAPD-PCR tiplendirme tekrarlanabilirligini degerlendirmek igin
izolatlar arka arkaya 5 giin test edildi. DI’ler, Hunter ve Gaston (1988) tarafindan
bildirilen formiile gore hesaplandi. CI’ler ise Grundmann ve ark. (2001)’nin bildirdikleri

formiil kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Suslarin Fenotipik identifikasyonu

Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
kiiltiir koleksiyonunda bulunan 22 adet mastitis kdkenli streptokok izolati incelendi.
Izolatlarin identifikasyonlar1 fenotipik ve genotipik olarak dogrulandi. Suslardan 16’s1 S.
dysgalactiae, 1’1 S. agalactiae ve 5’1 S. uberis olarak identifiye edildi. Suslarin fenotipik

identifikasyonu ve karakterizasyonlarinda kullanilan testlerin sonuclar1 Tablo 4’te

gosterilmigtir.

Sekil 1. Katalaz Testi Sekil 2. Sodyum hippurat Testi

Sekil 3. CAMP Testi Sekil 4. Eskiilin Hidrolizi
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Sekil 5. Biyofilm Faktér Olusumu

4.2. Suslarin Baz Viriilens Ozelliklerinin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

4.2.1. Biyofilm olusumu

S. agalactiae susu biyofilm faktor olusumu yoniinden pozitif bulunurken S.
dysgalactiae suslarinda biyofilm iiretimi %62,5, S. uberis suslarinda %80 oraninda
bulundu (Tablo 4).

4.2.2. Jelatinaz AKtivitesi

S. agalactiae susu jelatinaz negatif bulunurken, S. dysgalactiae suslarinda
jelatinaz pozitiflik oranlart sirasiyla %75, S. uberis suslarinda sirasiyla %60 oraninda

bulundu (Tablo 4).
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Tablo 4. Suslarin fenotipik olarak degerlendirilmesi

SUS | Katalaz | Hemoliz | Eskiilin | Na hippurat | CAMP | Biyofilm | Jelatinaz

NO Hidrolizi | Hidrolizi Aktivitesi

1 - B - + + + -
2 - a - - - - -
3 - o + + - + +
4 - o - - - - +
5 - o - - - - +
6 - o - - - - +
7 - o - - - + -
8 - a - - - + -
9 - a - - - - -
10 - a + + - + -
11 - a + + - + -
12 - o - - - - +
13 - Y + + = + +
14 - o - - - + +
15 - o - - - + +
16 - o 2 - - i +
17 - o - - - + +
18 - o - - - + +
19 - Y + + - - +
20 - o - - - + +
21 - o - - - + +
22 - o - - - + +

4.3. Suslarin Genotipik Identifikasyonu ve Viriilens Genlerinin

Belirlenmesi

4.3.1. Streptococcus Cins Spesifik PCR

Izole edilmis ve fenotipik olarak Streptococcus spp. olarak identifiye edilen 22
adet susun tamami, Streptococcus cins spesifik PCR sonucunda 154 bp bant verdi ve

Streptococcus spp. olarak dogrulandi.
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Sekil 6. Streptococcus cins spesifik PCR

4.3.2. Streptococcus Tiir Spesifik PCR Analizleri

Fenotipik olarak 1’1 S. agalactiae, 16’s1 S. dysgalactiae ve 5’1 de S. uberis olarak
identifiye edilen izolatlar tiir spesifik primerler ile yapilan PCR analizleri ile dogruland.
Buna gore S. agalactiae susu 405 bp’lik bant verirken, S. dysgalactiae ve S. uberis

suslarinin sirastyla 281 ve 400 bp’lik bantlar verdikleri belirlendi.

M1 2343567 89101112 13141516

281 bp

Sekil 7. Streptococcus tiir spesifik PCR-S. dysgalactiae (281 bp)
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Sekil 8. Streptococcus tiir spesifik PCR- S. agalactiae (405 bp)

Sekil 9. Streptococcus tiir spesifik PCR- S. uberis (400 bp)

4.3. Viriilens Genlerinin PCR ile Belirlenmesi

Calismada streptokok suslarinda arastirilacak genlerden fnbB, mig, skc, cfb,
hylB, scpB, spbl, sip, pau ve Imb genlerine spesifik ayr1 ayrt PCR analizleri sonunda
fmbB, mig, skc, cfb ve pau genleri i¢in beklenen bant boyutlarinda, sirasiyla 629 bp, 188
bp, 475 bp, 193 bp, 567 bp ve 439 bp’lik bantlar elde edilirken suslarin higbirinde AylB,
spbl, sip ve Imb geni bulunamadi. Calisma suslarinda belirlenen viriilens genleri tablo
3’te belirtilmistir. Calismanin tek S. agalactiae susunda cfb geni belirlenirken diger
virlilens genlerinden higbiri belirlenemedi. S. dysgalactiae suslarinin 14’{inde (%87,5) ve
6’sinda (%37,5) sadece sirastyla mig ve fubB genleri bulunurken S. uberis suslarinin

4’iinde (%80) skc ve 2’sinde (%40) pau geni bulundu.
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Sekil 10. fnbB (Fibrinojen baglayici protein) viriilens geni (629 bp)

Sekil 12. pau (Plazminojen aktivatdr) viriilens geni (439 bp)
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Sekil 13. skc (streptokinaz) viriilens geni (475 bp)

200 s e 193 bp

100 b

Sekil 14. cfb (CAMP faktor) viriilens geni (193bp)

4.4. RAPD-PCR

Calisma kapsaminda incelenen streptokok suslariin hepsi M13 primeri ile bant
verdi. Tium suslar arasinda genetik cesitlilik gozlendi. Calisma kapsaminda
degerlendirilen 22 adet streptokok susunun RAPD-PCR profili Sekil 15°te gosterilmistir.
S. dysgalactiae ve S. uberis suslarma ait RAPD-PCR profillerinden elde edilen
dendorgarmlar da ayr1 ayri sirasiyla Sekil 16 ve Sekil 17°de gosterilmistir.
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Sekil 15. Tiim Streptokok suslarinin RAPD-PCR profili

041 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

0.45

0.52

0.56

0.73

e fom
0.41

0.81

0.91

0.57

0.66

0.78

0.82

0.87
0.93

Sekil 16. UPGMA kullanilarak S. dysgalactiae izolatlarinin RAPD-PCR paternlerinden olusturulmus

dedrogram
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Sekil 17. UPGMA kullanilarak S. uberis izolatlarinin RAPD-PCR paternlerinden olusturulmus dedrogram

S. dysgalactiae suslarl, RAPD-PCR sonucu 16 farkli tipe (3 “cluster” (kiime) ve
5 “unique” (benzersiz) tip ayrildi. S. dysgalactiae suslarinin nispeten daha fazlasini (5
sus) bulunduran kiimedeki (H kiimesi) suslarin en az %78 oraninda benzer oldugu
gozlenirken 3’er S. dysgalactiae susu iceren E ve D kiimelerinin suslar1 arasindaki
benzerligin sirasiyla %81 ve %73 oldugu belirlendi. S. uberis suslari, RAPD-PCR ile 5
farkli (1 kiime ve 3 benzersiz tip) tipe ayrildi. Kiime icindeki iki susun birbirine %71

oraninda benzedigi gbzlendi.

4.5. Tekrarlanabilirlik, Ayirt Edici Indeks ve Giiven Aralklar

RAPD-PCR analizlerinin tekrarlanabilirligi %100 bulundu. DI (%CI)’ler S.
dysgalactiae ve S. uberis suslarinin RAPD-PCR analizleri igin sirasiyla 0,86 (%86-87)
ve 0,9 (%89-90) olarak hesaplandi.
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4.6. Antibiyotik Duyarhlik Profili
Streptococcus suslarinin 7 farkli gruptan 12 antibiyotige kars1 Kirby-Bauer Agar

Disk Difiizyon yontemi ile belirlenen direng durumlar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. incelenen tiim Streptokok suslarmin genel antibiyotik direnglilik durumlar

Kullanilan Antibiyotik Diskleri | Direncli Sus Oram % Direnc¢
Penisilin 19/22 86.3
Amoksisilin + Klavulanik 9/22 40,9
Asit

Ampisilin 22/22 100
imipenem 2122 9,09
Sefalotin 15/22 68,1
Tetrasiklin 12/22 54,5
Kloramfenikol 13/22 59,09
Vankomisin 14/22 63,6
Spiramisin 9/22 40,9

Eritromisin 11/22 50
Enrofloksasin 10/22 455
Linkomisin 20/22 90,9

Incelenen tiim antibiyotiklerin hepsine karsi duyarli olan sus bulunmadi.
Suslarin tiimiinde en az 2 antibiyotige karsi diren¢ bulunurken ¢oklu antibiyotik direnci
(en az 3 veya daha fazla sayida antibiyotik grubuna diren¢ gosteren; MDR) %81,8 (18
sus) oraninda tespit edildi. S. uberis suslarinin tamami ve S. dysgalactiae suslariin ¢ogu
(%87,5) penisiline direngli bulundu. Diger beta laktam grubu antibiyotiklerden
amoksisilin, ampisilin, sefalotin ve imipeneme direng ylizdeleri S. uberis’te sirasiyla
%40, %100, %80 ve %0, S. dysgalactiae’da ise sirasiyla %43,75, %100, %68,75 ve
%6,25 olarak belirlenirken bu iki tiiriin glikopeptid antibiyotiklerden vankomisine kars1
direng yiizdeleri sirasiyla %60 ve %68,75 bulundu. S. agalactiae susu’nun ampisilin ve
tetrasiklin disinda diger antibiyotiklere duyarli oldugu gorildii. S. wuberis suslari

makrolidlerden spiramisin ve eritromisine karsi sirasiyla %40 ve %60 direngli bulunurken
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ayn1 antibiyotiklere kars1 S. dysgalactiae suslarinin direng yiizdesi sirasiyla %43,7 ve
%350 olarak tespit edildi. Enrofloksasine sadece iki S. uberis susu (%40) ve S.
dysgalactiae suslarimin %350’s1 direng gosterirken, tetrasikline kars1 S. dysgalactiae
suslar1 %62,5 S. uberis suslari ise %20 oraninda direngli bulundu. S. uberis suslarinin
tamaminda (%100) ve S. dysgalactiae suslarimin biiyiik cogunlugunda (%93,73)
linkomisin direnci belirlendi. Calismadaki tiim streptokok suslarinin antibiyotik
duyarlilik profilleri ve ¢oklu diren¢ durumlar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tiim suslarin antibiyotiplendirmesi i¢in UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages) metodu ile dendogram ve goriintii analiz programi

kullanilarak ¢izilen dendrogram Sekil 18’de verilmistir.

Tablo 6. Streptokok suslarinin antibiyotik duyarlilik profilleri ve ¢oklu diren¢ durumlari

Sis | P AX | AMP | IPM | KE - C [sP [E [ENR [MY [TE | Grup
Nao Savisi™*
1* | s s R g I S s |s s |s S R 2
3 R S R g R S s |s 1 |1 R S 3
2|10 |R R R 3 R R R | R RE R R 6
Sl [R 1 R 3 R R s |r R |R R S 5
Sl R R R 3 R R R |1 R |R R I 6
v | R S R 5 5 S s |1 1|l R S z
2 S s R g R S s |s s |s S R 2
4 S s R g 5 S s |1 1 |1 R R 3
5 R R R g R I s |1 1 |1 R S 2
w (6 R S R g I R s |1 1 |1 R R 4
?é 7 R R R 3 R R R |1 R |1 R I 4
= || 8 R I R s R R E | R I | R R R 7
1%? 9 R R R 3 g I E |R R |1 R R 5
=12 R R R g R R R |1 R |} R I 6
M |R R R g R R E | R E | R R I 6
15 |R R R R R R R | R R |} R R 7
15 |R R R g R R E |R R |} R S 6
17 R S T s R R L R R L R R 7
18 |R 1 R g R R R |1 R |R R R 7
20 |R S R g R R R |R R |R R R 7
21 |[R 1 R g 1 S s |1 1|1 R S 2
22 |R S R g I R R |1 1 |1 R R 5

P: Penisilin, AX:Amoksisilin + Klavulanik asit, AMP:Ampisilin, IPM:imipenem, KE:Sefalotin,
C:Kloramfenikol, VA:Vankomisin, SP:Spiramisin, E:Eritromisin, ENR:Enrofloksasin, MY:Linkomisin,
TE:Tetrasiklin

*: 8. agalactiae

**: Direng belirlenen grup sayist

B-laktam Amfenikol | Makrolid Kinolon Aminoglikozid | Tetrasiklin
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Sekil 18. Streptococcus spp. izolatlarinin antibiyotiplendirme sonucu elde edilen dendrogram

Dendrograma gore, ¢alismada kullanilan antibiyotiklere karsi genel duyarlilik
profilleri incelendiginde ve %70 benzerlik orani temel alindiginda, suslarin 3 tekli tip ve
4 kiimeye ayrildig1 goriildii. Suslarin %81,8’inin birbirine %70’in iizerinde benzerlik
gosterdigi goriildii. Suslar arasindaki benzerlik oraninin %78,1 oldugu grup (AS8), suslarin

%45,4’ini icermekteydi ve bu suslarin da 6’s1 %90°1n iizerinde benzerlik gostermekteydi.
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5. TARTISMA

Mastitis tiim diinyada, cesitli kontrol stratejileri de uygulanmasina ragmen
yaygin olarak goriilen ve 6nemli ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir (Bradley,
2002). Mastitis ¢ok faktoriin istirak ettigi (multifaktoriyel) bir hastalik olup,
etiyopatolojisinde 3 ana faktorden s6z edilebilir; mikroorganizmlara maruziyet, konak
immun savunma mekanizmalart ve cevresel faktorler (Zadoks, 2001). Mikrobiyel
etkenler bunlar arasinda en 6nemli yere sahiptir. Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
cesitli ¢alismalarda (Tirtitoglu ve ark., 1995; Ekin ve Giirtiirk,1998; Girtiirk ve ark.,
1998; Kuyucuoglu ve Ugar, 2001; Tel ve ark., 2009; Macun ve ark., 2011; Geng, 2015)
mastitis prevalansi degerlendirilmis, ¢esitli bakteriyel etkenler izole ve identifiye edilerek
etkenlerin karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Mastitise neden olan etkenlerin i¢inde
bakteriyel etkenler Onemli bir yer tutmakta olup mastitise neden olan
mikroorganizmalarin yaklasik %95’inin S. agalactiae, S. aureus, S. dysgalactiae, S.
uberis ve E. coli oldugu ve %5’inin ise diger mikroorganizmalar oldugu bildirilmigtir
(Atasever ve Erdem, 2008). Mastitise neden olan Onemli streptokok tiirlerinden S.
agalactiae’nin kontagiydz mastitise neden oldugu, S. dysgalactiae ve S. uberisin ise
cevresel mastitis etkeni oldugu bilinmektedir (Zadoks, 2001; Bogni ve ark., 2011).
Kontagiydz bakteriler, mastitisli (enfekte) inekten saglikli inege genellikle sagim
sirasinda bulagsir. Eller, havlular veya sagim makinesi kontagiy6z bakteriler i¢in bulagma
kaynagidir. Cevresel bakteriler, adindan da anlasilacag: gibi ineklerin ¢evresindeki altlik,
toprak, giibre, vb. materyallerden ve dolayisiyla yonetim uygulamalarindan oldukga fazla
etkilenir. Bunlar1 tamamen elimine etmek olanaksiz olup, hayvanin yasadig1 yerde hep
vardir. Bunlar sadece hem hayvani hem de ¢evresini temiz tutmak suretiyle kontrol altina
almabilir (Zadoks, 2002, Garcia, 2004). Mastitisin kontrolii ve/veya 6nlenmesinde hem
cevresel hem de kontagiydz mastitis patojenlerinin belirlenmesi, prevalansinin ve
dagiliminin belirlenmesi, ayrica mastitise istirak eden risk faktorlerinin belirlenmesi ¢ok
onemlidir (Azevedo ve ark., 2016).

Geleneksel olarak mastitis patojenlerinin identifikasyonu klasik fenotipik
mikrobiyolojik yontemlere gore yapilmaktadir. Bununla birlikte PCR veya Kkiitle
spektroskopisine dayali degerli alternatif yontemler de bulunmaktadir (Raemy ve ark.,
2013). Fenotipik identifikasyon, morfoloji, iireme oOzellikleri, substratlar1 metabolize

etme yetenekleri ve DNA ekspresyonu sonu ortaya ¢ikan diger Ozelliklerin
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degerlendirilmesi ile gergeklestirilmektedir. Ticari teshis kiti tireticileri, test sistemleri ve
biyokimyasal testlerin kombinasyonlarin1 igeren, fenotipik Ozelliklere dayali
identifikasyon metotlar1 gelistirmistir. Fenotipik metotlarin bazi avantajlar1 arasinda,
uygulamasinin kolay olmasi, piyasada kolay bulunabilmesi ve nispeten ucuz olmasi
sayilabilir. Ancak fenotipik metotlarin genel bir zay1flig1, ayni tiirden izolatlarin degisken
ekspresyon  Ozelliklerinden ve  degerlendirmelerinin  subjektif — olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu  testlerin  tekrarlanabilirligi,  fenotipik  6zelliklerin
ekspresyonundaki ve degerlendirilmesindeki degiskenliklerden dolay1 kisithdir. Ayrica
tekrarlanabilirligin yaninda, tiplendirebilirlik de hem tiir hem de sus diizeyinde iyi
degildir. Mikrobiyolojik kiiltiir metotlarinin da zahmetli ve zaman alict oldugu
diistiniilmektedir. Genotipik metotlar identifikasyonda temel olarak DNA’y1 kullanmakta
olup tiir identifikasyonu ve sus tiplendirmesi i¢in kullanilmaktadir. Hatta bazi mastitis
patojenlerinin genomik sekanslart mevcut olup bunlar, enfeksiyoz etkenlerin niikleik
asitlerini direkt belirlemeye yonelik en popiiler metotlardan biri haline gelmis olan PCR
gibi niikleik asit temelli metotlar1 gelistirmek i¢in kullanilmistir (Duarte ve ark., 2015).
Acikca goriilmektedir ki, infeksiy6z hastaliklarin 6nlenmesi ve mastitisin izlenmesi i¢in
streptokoklarin hizli ve spesifik identifikasyonu istenmektedir. Siit ineklerinde mastitis
tanisinin iyilestirilmesine yonelik olarak Puektes ve ark. (2001), siitten S. aureus, S.
agalactiae, S. dysgalactiae ve S. uberis’1 ayni anda teshis edecek hizli, duyarli ve spesifik
bir multipleks PCR metodugelistirmislerdir. Gliniimiizde, ribozomal operon-temelli PCR,
birgok bakteriyel tiiriin identifikasyonunda kullanilmakta olup siit iiriinlerinde mastitise
neden olan bakterilerin belirlenmesinde ¢esitli yaklasimlarin kullanildig1 bildirilmistir
(Dimitriev ve ark., 2006). Sigir siitiindeki bakteriyel DNA ile PCR’da reaksiyona giren
molekiiler problar, E. coli, S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. parauberis ve S.
uberis’in direkt ve hizli tespitini saglayacak sekilde gelistirilmistir (Riffon ve ark., 2001).
Shome ve ark., 2011” da gelistirdikleri multipleks PCR ile, i¢lerinde S. agalactiae, S.
dysgalactiae ve S. uberis’in de oldugu 10 bakterinin simultan identifikasyonunu basit,
hizli1 ve giivenilir sekilde identifiye etmislerdir. Agik¢a goriilmektedir ki, PCR-temelli
metotlarin gelistirilmesi bakterilerin hizli1 ve giivenilir sekilde identifiye edilmesi i¢in
degerli bir secenektir. Bununla birlikte kiiltiir isleminin mastitis olgusundan izole edilecek
patojenin antibiyotik duyarliligini belirlemeye onciiliik edecegi de unutulmamalidir. Bu

calismada daha Onceden c¢esitli mastitis olgularindan izole edilip, Streptococcus spp.
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olarak identifiye edilmis suslar hem kiiltiirel hem de PCR ile molekiiler identifikasyona
tabi tutuldu. Kiiltiirel identifikasyon sonucu 22 adet susun tamami Streptococcus spp.
olarak dogrulanirken tiir diizeyinde 22 susun 1’1 S. agalactiae, 16’s1 S. dysgalactiae ve
5’1 de S. uberis olarak identifiye edildi. Suslarin tiir spesifik primerler ile gerceklestirilen
PCR analizleri sonucunda, %100 uyumla suslar konfirme edildi. Moatamedi ve ark.
(2007), streptokokal mastitisin teshisinde PCR ve kiiltiir metotlar1 arasinda %91,6 uyum
oldugunu bildirmislerdir. Ancak arastiricilar bakteri identifikasyonunu PCR ile siit
orneklerinden DNA amplifikasyonu ile gergeklestirmislerdir.

Patojen suslarin identifikasyonunda ve karakterizasyonunda cesitli viriilens
ozelliklerinin fenotipik ve genotipik olarak ortaya konulmasi 6nemlidir. Lasagno ve ark.,
(2011), mastitise neden olan S. uberis suslariin fenotipik ve genotipik 6zelliklerini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, suslar1 plazminojen aktivator faktor, hyaluronidaz, kapsiil
ve CAMP faktor varligi yoniinden fenotipik olarak ve pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) ile de genotipik olarak karakterize etmislerdir. Plazminojen aktivator faktor,
hyaluronidaz, kapsiil ve CAMP faktor yoniinden suslarin sirasiyla %65,5, %56,3 ve
%359.,4 oraninda pozitiflik gosterdikleri ve PFGE paternlerinin viriilens 6zellikleri ile
iligkisinin olmadig1 bildirilmistir. Bu c¢alismada incelenen fenotipik virlilens
faktorlerinden jelatinaz ve biyofilm olusturma o6zellikleri yoniinden S. uberis suslari
arasinda heterojenite gézlendi. Johnsen ve ark. (1999), S. uberis suslarinda %90 oraninda
skc geninin varhigini tespit ettiklerini bildirirken, Reinoso ve ark. (2011) skc genini S.
uberis suslarinin %65,3’tinde saptamislardir. Abdel-Tavap ve ark. (2017), siitten izole
ettikleri S. agalactiae suslarinda PCR ile hyalurinidase (hyl) genini %25%, S.
dysgalactiae suslarinda mig genini %100 oraninda saptamislardir. Ayrica, plazminojen
aktivator(paud) genini S. uberis izolatlarinda %100 oraninda tespit etmislerdir. Cigek
(2014), S. uberis suslarinda pau ve skc genlerini sirasiyla %70 ve %91 oranlarinda
bulmustur. Bu c¢alismada incelenen S. dysgalactiae suslarindan %81,25’1 mig geni
yoniinden pozitif bulunurken, pau geni sadece S. uberis suslarinin %40’inda pozitif
bulundu. Bu c¢alismada suslarda varlig1 arastirilan cesitli viriilens genlerinden (10 farkl
viriilens geni) sadece 2 gen, skc ve pau genleri, S. uberis suslarinda sirasiyla %80 ve %40
oraninda tespit edilirken bu iki geni de igermeyen 1 adet S. uberis susu tespit edildi.
RAPD-PCR ile gergeklestirilen genotiplendirme sonunda da ortaya konulan genotipler

ile virtilens 6zellikleri arasinda iliski goriilmedi. Genotiplendirme sonucu %71 oraninda
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benzerlik gosteren ve ayni kiime icinde yer alan suslarin skc ve pau geni varligi
bakimindan farkli olduklart goriildii.

Ding ve ark. (2016), mastitis vakalarindan izole ettikleri Streptococcus
suslarinda cyl, gInA, cfb, hylB ve scaA genlerinin varligini incelemisler ve sadece S.
agalactiae suslarinda sirasiyla %46,9, %50,6, %49,4 ve %45,7 oraninda belirlemislerdir.
Bununla birlikte izolatlarin %3,7, %21 ve %4,9 unun bca, Imb ve scpB genleri yoniinden
pozitif oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada, suslarda aragtirilan 10 viriilens geninden
cfb geni, sadece ¢calismamizin tek S. agalactiae susunda tespit edilirken bu sus hylB, Imb
ve scpB de dahil diger genler yoniinden negatifti. Bu bulgular, ¢cogu sigir suslarinin, insan
suglarinin aksine, 6zellikle scpB ve Imb genlerinden (yiizey proteinlerini kodlar) yoksun
oldugunu bildiren molekiiler analiz sonuglar1 (Franken ve ark., 2001; Dmitriev ve ark.,
2002; Shome ve ark., 2012) ile uyumludur. Genel olarak mastitise neden olan streptokok
tirlerinde ve ozellikle ¢evresel mastitis etkenleri olarak degerlendirilen S. dysgalactiae
ve S. uberis suslarinda viriilens genleri yoniinden varyasyonlar gozlenmektedir. Bu
varyasyonlarin ortaya konmasi, etkenlerin sebep oldugu mastitis vakalarinin
patogenezlerinin daha iyi anlasilmasini saglayarak kontrol programlarinda alinacak
onlemlere yonelik faaliyetlere 151k tutacaktir.

Bakteriyel izolatlarin karakterizasyonlar1 ve birbirine yakin suslarin identifiye
edilmesinde biyokimyasal profil, serotiplendirme ve antibiyotik direng profilleri her
zaman yeterli olmamaktadir. Streptokoklarin identifikasyonuna ve diferensiyasyonlarina
yonelik niikleik asit temelli teshis yontemlerinin gelistirilmesi ve uygulanmasi giderek
artmistir. Molekiiler metotlar kullanilarak arastirilan baslica sigir mastitis patojenleri
arasinda Gram negatif tiirlerden E. coli and K. pneumoniae ve Gram pozitiflerden ise S.
agalactiae, S. uberis ve S. aureus yer almaktadir. S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae,
koagulaz negatif stafilokoklar (CoNS) veya Mycoplasma spp. gibi diger bazi tiir veya
cinslerin alt tiir diizeyinde molekiiler tiplendirmesi hala emekleme asamasindadir. Sigir
mastitisinin epidemiyolojisini alt tiir diizeyinde arastirmak i¢in oldukca ¢esitli molekiiler
tiplendirme metotlar1 kullanilmistir. Bunlar arasinda elektroforetik bant paternlerine
dayanan karsilastirmali tiplendirme metotlari, se¢ilmis genlerin sekansina dayanan
kiitiiphane tiplendirme metotlar1, viriilens genlerin arastirilmasi ve tiim genom sekans
projeleri yer almaktadir (Zadoks, 2011). DNA analizine dayanan restriction fragment

length polymorphism (RFLP), random amplified polymorphic DNA (RAPD), Pulsed
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Field Gel Electrophoresis (PFGE) ve Multilocus Sequence Typing (MLST) gibi
molekiiler metotlar yaygin olarak kullanilmaktadir. PFGE, bakterileri tiplendirmede en
ayirt edici metot olmakla birlikte, RAPD nispeten daha ucuz olmasi, hizli olmasi, ucuz
ekipman gerektirmesi ve duyarliligi goz oniine alindiginda daha basit ve dolaysiz bir
yontemdir. RAPD, polimorfik DNA segmentlerinin ¢ogaltilmasi i¢in rastgele bolgelere
baglanan primerlerin kullanildig1 bir metot olup son yillarda hem insan hem de hayvan
suslarindaki genetik varyasyonun ortaya konulmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir
(Martinez ve ark., 2000). RAPD analizi, grup A, C ve G streptokoklar i¢indeki tiirlerin ve
suslarin ayirimini saglama kapasitesini degerlendirmek tizere kullanilmis, analizin grup
A streptokok suslarinin tamamini ayirt edemedigi bildirilmistir (Bert ve ark, 1996). Jayaro
ve ark. (1996), OPE-4 ve OPE-5 primerleri ile elde edilen karakteristik polimorfik DNA
fragmentlerine dayanan bir bakteriyel tiir identifikasyon semas: gelistirmisler ve
calismanin sonunda RAPD parmak izi yonteminin siitlerdeki bakterilerin tiir
identifikasyonu i¢in hizli ve dogru bir metot olma potansiyeli tagidigi bildirilmistir.
Onceki baz1 calismalarda S. uberis izolatlar1 arasinda énemli sus homojenitesi oldugu
bildirilmekle birlikte bunun nedeni olarak molekiiler tiplendirme metotlarinin heniiz yeni
kullanilmaya baglanmasi ve ayirt edici giiclerinin zayif olusu gorilmiistiir. Sonralar
yapilan ve RAPD-PCR metodunun da kullanildigr hemen hemen her ¢alismada suslar
arasinda 6nemli derecede heterojenitenin oldugu gosterilmistir (Zadoks ve ark., 2011).
Riffon (2001), ¢alismasinda OPA primerleri ile kullanilarak S. uberis etkenlerinden elde
ettigi RAPD-PCR profillerinin ayn1 ve farkli ciftliklerdeki farkli hayvanlardan izole
edilen suslarda benzer profiller gosterdigini ve kullanilan OPA primerlerinden birinin,
sadece bir S. uberis susunda farkli bant profili olusturdugunu bildirmistir. Bu ¢alismada,
kullanilan M13 primeri ile, S. uberis suslarinda farkli bant profilleri elde edilirken,
birbirine en yakin S. uberis suslar1 arasindaki benzerlik %71 oraninda bulundu. S.
dysgalactiae tiiriiniin 6nemli viriilens 6zelliklerini kodlayan mig ve fnbp genlerini bir
arada bulunduran 6 (%37,5) S. dysgalactiae susu oldugu ve bunlardan 4’{intin (%25) H
kiimesi ig¢inde yer aldig1 ve bu suslarin da benzerlik oranlarinin >%78 oldugu goriildii.
Diger 2 sus ise bagka bir kiimede (D kiimesi) yer almakta ve %73 benzerlik
gostermekteydi.
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Antimikrobiyel diren¢ patojenik bakterilerde 6nemli bir problem haline gelmis
olup kismen hayvan yetistiriciliginde kullanilan biiylime uyaricilarina ve profilaktik
ajanlara bagl olabilir (Ding ve ark., 2016). Mastitis patojenlerinin direng profilleri, farkl
iilkelerde oldukg¢a fazla arastirilmis olup oransal olarak farkliliklar gostermektedir.
Fransa’da yapilan bir c¢alismada, S. uberis’in en yiliksek oranda (yaklasik %18)
streptomisine direngli oldugu ardindan makrolid- linkozamidlere %13-17 oraninda direng
gosterdikleri belirlenmistir. Ayni ¢alismada, tetrasikline (yaklasik %7-13) ve okzasiline
(yaklasik %13) kars1 direng oranlar1 daha diisiik bulunmustur. S. dysgalactiae i¢in ise, en
yiiksek direng orani tetrasikline karsi (%35-42) belirlenirken, makrolidler-linkozamidlere
kars1 direng %3-5 oraninda bulunmustur. Tiirler ne olursa olsun, hi¢bir susta ampisilin,
florfenikol, rifampisin veya glikopeptidlere kars1 direng belirlenmemistir (Botrel ve ark.,
2010). Bu ¢alismada, S. uberis suslarinin makrolidlerden spiramisin ve eritromisine karsi
strastyla %40 ve %60 direngli oldugu belirlenirken, bu yiizdeler S. dysgalactiae suslari
icin sirastyla %43,75 ve %50 idi. Tek S. agalactiae susu ise bu li¢ makrolide karsi duyarl
bulundu. Bu sonuglar Botrel ve ark. (2010)’nin sonuclarinda gore oldukca farkli olup
diren¢ yiizdelerinde makrolid grubu antibiyotiklere karsi artis oldugu goriilmektedir.
Baska bir calismada (Suriyasathaporn ve ark.,2012) S. uberis ve S. dysgalactiae suslarinin
genel olarak oOzellikle oksitetrasiklin (yaklasik %23-37), gentamisin (%74-77) ve
neomisine (%91-95) kars1 yiiksek oranda dirence sahip oldugu belirlenmistir. Kia ve ark
(2014), klinik mastitis olgularindan izole ettikleri S. dysgalactiae ve S. uberis suslarinda
tetrasikline kars1 sirasiyla %74,18 ve %75,59 olarak bildirilmistir. Ayni arastiricilar beta
laktam antibiyotiklerden amoksisilin ve penisiline karsi direnci S. dysgalactiae suslari
icin sirastyla %8,86 ve %46,78, S. uberis suslar i¢in %11,5 ve %20,98 bulunmus,
vankomisine kars1 direncin ise her iki sus i¢in sirastyla %75,82 ve %78,89 oldugu ortaya
konulmustur. Bu calismada, tetrasikline karsi S. dysgalactiae suslari %62,5 oraninda
direng gosterirken S. uberis suslar1 %20 oraninda direngli bulundu. Ayrica S dysgalactiae
suslarinin penisilin (%87,5), amoksisilin + klavulanik asit (%43,75) ve vankomisin
(%68,75) i¢in direng¢ oranlarinin, Kia ve ark. (2014)’nin sonuclarindan daha yiiksek
oldugu goriildii. Bu calismadaki S. agalactiae susu’nun ampisilin ve tetrasiklin disinda
diger antibiyotiklere duyarli oldugu goriildii. Zhang ve ark. (2018), Cin’de 5 bolgede izole
ettikleri S. dysgalactiae suslarinda dikkate ¢ekici bir sekilde, sefaleksin ve seftriaksona

kars1 sirastyla %34,1 ve %13,6 oraninda diren¢ bulmuslardir. Diger bazi ¢aligmalarda

44


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cefalexin

sefalotine karsi streptokoklarin direnclilikleri, %7,4 (S. dysgalactiae) ve %17,3 (S.
uberis) (Ding ve ark., 2016) ve %14 (Ceniti ve ark.,2017) oranlarinda bildirilmistir. Bu
calismada ise, S. dysgalactiae ve S. uberis suglarinin sirasiyla %81,2 ve %80’1 sefalotine
direngli bulunurken S. agalactiae susu duyarli bulunmustur. Momtaz ve ark. (2017),
streptococcus suslarinin tetrasiklin (%87,50) ve eritromisine (%83,92) karsi oldukg¢a
yiiksek oranda direng gdsterdigini belirtmis, linkomisine karsi (%5.35) oldukga diisiik bir
diren¢ orami belirledikleri igin streptokok mastitislerinde kullanilabilecek en iyi
antibiyotiklerden biri oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte bu calismada
linkomisine kars1 streptokok suslarinin neredeyse tiimii (S. agalactiae ve 1 S.
dysgalactiae susu hari¢) linkomisine direngli bulundu. Ding ve ark. (2016), S.
dysgalactiae ve S. uberis suslarinda, ampisilin de dahil olmak {izere penisilin,
amoksisiline kars1 bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore cok daha diisiik direng oranlari
bildirmislerdir. Yapilan ¢esitli ¢caligmalarda mastitis olgularindan izole edilen streptokok
suglarinin ampisiline karsi1 direng yiizdeleri de degiskenlik (%8-80) gostermekte olup
(Ikiz ve ark., 2013; Ding ve ark., 2016; Ceniti ve ark., 2017) bu ¢alismada tiim streptokok
suslarinin (%100) ampisiline direngli oldugu bulundu. Imipeneme kars1 genellikle 2 S.
dysgalactiae susu hari¢ tiim suslarin duyarli oldugu goézlendi. Enrofloksasine sadece bir
S. uberis susu direng gosterirken, eritromisin direngli S. dysgalactiae suslarinin orani %50
bulundu. Tirkiye’de yapilan cesitli caligmalarda, mastitis olgularindan izole edilen
streptokok tiirlerinin c¢esitli antibiyotiklere degisik oranlarda direngli bulunduklar
bildirilmistir. Tel ve ark. (2009), amoksisilin ve tetrasikline karsi direng oranlarimi
sirastyla %21,7 ve %26,1 bulurken, Macun ve ark. (2011), calismalarinda izole ettikleri
streptokok tiirlerinin ayni antibiyotiklere karsi sirasiyla %4,54 ve %18,18 direng
gosterdiklerini bildirmislerdir. Arastiricilarin eritomisin ve spiramisine karsi direnci ise
strastyla %27,72 ve %9,09 bulmuslardir. Acar ve ark. (2012), oksitetrasiklin, amoksisilin
klavulonik asit ve pensiline karsi sirasiyla %58,8, %53 ve %76,5 direng yiizdeleri
bildirmislerdir.
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Gortildiigii gibi gerek yurt disinda gerekse yurt icinde yapilan calismalarda sigir
mastitislerinden izole edilen streptokok suslarinda, antibiyotik duyarlilik profilleri
yoniinden varyasyonlar dikkati ¢ekmektedir. Bu ¢alismada o6zellikle ampisilin ve
linkomisine kars1 bulunan %100 diren¢ durumlar ile birlikte sahada yaygin bir sekilde
kullanilan sefalosporin grubu antibiyotiklerden sefalotine karsi bulunan direng yiizdeleri
dikkati ¢ekmektedir. Ayrica suslarin %81,8’inde coklu antibiyotik direncinin tespit
edilmesi bolgede antibiyotik diren¢ sorunun Onemli gostergelerinden biri olarak

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde hala biiyiik ekonomik kayiplara neden olan mastitisin en énemli
bakteriyel etkenlerinden olan streptokoklar’in gerek fenotipik gerekse genotipik olarak
identifikasyonlar1 gergeklestirilerek suslarin sahip olduklar1 bazi 6nemli viriilens
faktorleri ortaya konuldu. Tez ¢aligmasinda kullanilan fenotipik ve genotipik
identifikasyon metotlarinin suslar1 ayirt etmede kullanish oldugu, arastirilan virtilens
faktorleri yonilinden suslar arasinda varyasyonlarin oldugu goriildii. Daha 6nce yapilan
arastirmalarda da etkenlerin sahip olduklar1 viriilens faktorlerinin tiirlere goére ve bolgesel
farkliliklar gosterdigi bildirilmektedir. Bolge veya iilke genelinde yapilacak ¢alismalarda
viriilens genlerinin daha ayrintili bir sekilde aragtirilmasinin, hem hastaligin patogenezini
daha iyi anlamada yardimci olacagi hem de as1 gelistirme ¢aligmalarinda kullanilmak
lizere potansiyel asi susu/protein adaylarinin ortaya konmasinda yardimci olacagi
disiiniilmektedir. Calismada RAPD-PCR ile gergeklestirilen molekiiler tiplendirme ile de
suslar arasindaki genotipik iliski belirlenerek bunun virulens ozellikleri ile iliskisi
degerlendirildi. RAPD tiplerinin S. dysgalactiae ve S. uberis izolatlarinda, suslarin
calismada arastirilan viriilens genleri ile agik bir iligkisinin olmadig: goériildii. DNA dizi
analizine veya tiim genom analizine dayanan molekiiler metotlarla yapilacak tiplendirme
ve virulens 6zellikleri ile iligkilendirmenin yararli olacag: diistiniilmektedir. Streptokok
izolatlarinin antibiyotiklere kars1 direng profillerinin de belirlendigi bu ¢alismada, ¢esitli
gruplardan ¢ok sayida antibiyotige kars1 direng durumu ortaya konuldu. Genel olarak
bakildiginda, bolgelere gore streptokok suslarinin direng profillerinde degiskenlik
goriilmesinin yaninda, zaman i¢inde bazi antibiyotiklere karsi diren¢ oranlarinin da
degisebildigi dikkati cekmektedir. Calismada elde edilen antibiyotiplendirme sonuglari
da ayn1 bolgeden izole edilmis olan streptokok suslar1 arasinda cesitli antibiyotiklere
diren¢ yoniinden benzerlik oldugunu gostermektedir. Bolge veya bolgelere spesifik, siirii
bazinda antibiyotik duyarlilik siirveyanslarinin yapilarak antibiyotik diren¢ profillerinin
belirlenmesi ve optimum antimikrobiyal terapi basarist i¢in antibiyotiklerin bu profile

gore secilmesi onemli goriilmektedir.
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