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ONSOz

Hayvansal protein ihtiyacinin kargilanmasinda o6nemli bir kaynak olan sit,
kompozisyonuna giren maddelerinin farklihgi ile organizmanin besin ihtiyacini buyuk 6l¢iide
kargilayabilme 6zelligine sahiptir. Ozellikle yeni dogan yavrularin beslenmesinde temel teskil
etmesinin yaninda, son yillarda gida endustrisinin en énemli hammaddesi haline gelmistir.
Kaliteli stt trUnleri 6zellikle yiuksek degerli ¢ig sutten imal edildigi icin, sttiin hayvandan

saglkl ve yiksek degerli olarak elde edilmesi 6nem tasimaktadir.

Penisilinlerin klinikte yaygin olarak kullaniimaya baglamasi ile stafilokoklar p-laktamaz
Ureterek bu antibiyotie karsi diren¢ gelistirmisler, 6zellikle subklinik mastitis olgularda
penisilinlerle yapilan tedavilerde basarisiz sonuglar alinmasina neden olmuslardir. B-laktam
grubu antibiyotiklere karsl gelisen bu direng nedeni ile mastitise neden olan
mikroorganizmalarin B-laktamaz aktivitesi ve antibiyotik duyarhliklarinin saptanmasi

sagaltimda kullanilacak etkili antibiyotik seciminde énem kazanmistir.

Bu calisma ile, Sarikamis ilcesindeki ineklerde mastitise neden olan stafilokoklari
arastirmak, izole edilen stafilokoklarin (3-laktamaz aktiviteleri ile bazi antibiyotiklere karsi

duyarlihklarini incelemek amacglanmistir.

Calismalarim sirasinda bilgisi ve deneyimleri ile bana her tirli destegi saglayan
basta danigman hocam Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani Dog.Dr.Mitat SAHIN olmak
Uzere, Mikrobiyoloji Anabilim Dalinin degerli 6dretim uUye ve elemanlarindan Dog¢.Dr.Salih
OTLUya, Dog.Dr.H.ibrahim ATABAY’a, Yrd.Doc.Dr.Ahmet UNVER’e, Dr.Atilla T.
KALAYCIOGLU'na, Ars.Goér.Ozgir CELEBI'ye, ayrica yardimlarini esirgemeyen B Tipi Gida

Kontrol Mifreze Komutanhgi (SARIKAMIS) personeline sonsuz tesekkirlerimi sunarim.

Calismalarim esnasinda esim Handan SEVINTI ile cocuklarim Kagan SEVINTI ve

Ceren SEVINTI’den gérmiis oldugum destek ve tesvikten dolayi kendilerine tesekkiir ederim.



1. GIRIS

Dogu Anadolu Bdélgesi, Ulkemizde hayvancilik bakimindan 6nemli bir yere sahiptir.
Sarikamis ilcesinde de 70.200 biiyilkbas hayvan sayisi ile (2006 yili sonu Tarm ilge
Madarlagianin verileri) sigir yetistiriciligi, ilcenin en énemli ge¢im kaynagini olusturmaktadir.
Sut inekgiliginin, ila¢ ve tedavi giderleri ile sitin kalitesindeki deger kaybi gibi nedenlerle en
masrafli sorunlarindan birisi mastitis hastaligidir. Turkiye'’de inek basina yillik ekonomik
kayip 150-300 dolar arasindadir (20). Amerika’da, mastitis nedeniyle yilda 1,7-2 milyar dolar,
Almanya’da ise 450 milyon marklik ekonomik kayip olustugu bildiriimektedir (20).

Mastitis hastaligi nedeniyle st verimindeki azalma, sitiin kesilmesi ve Kkalitesinin
bozulmasi, fazla isgiclu ve tedavi giderleri bu maliyetin en 6nemli nedenlerindendir.
Hastaligin, meme ve site etkilerinin yaninda, inek, buzagi ve halk sagligina olan etkileri g6z
onine alindiginda ekonomik kayip daha da artmaktadir. Klinik ve subklinik sekilde gelisen
mastitislerin  tedavisinde antibiyotikler c¢cogu zaman bilingsizce kullaniimaktadir. Bu
uygulamalar, bakterilerin antibiyotiklere direng gelistirmelerine neden olmalari yani sira, sttte

biraktiklari antibiyotik kalintilar ile de halk sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (73,77).

ineklerde mastitis, sit Uretiminde ekonomik acidan en énemli hastaliktir ve bir cok
patojen mikroorganizma tarafindan olugturulur. Mastitis vakalarindan stafilokok, streptekok
ve koliform grubu bakteriler siklikla izole edilmektedir. Bakteriyel etkenler arasinda ise,

S. aureus ve diger stafilokok tirleri en sik izole edilen mikroorganizmalardir (3).

Mastitislerden izole edilen stafilokok suslarinin patojenik 6zelliklerinin, B-laktamaz
aktivitelerinin ve antibiyotik duyarhliklarinin tespit edilmesi basarili tedavi ve hastalikla
micadele ac¢isindan son derece 6nem tasimaktadir. Mastitislerin en 6nemli bakteriyel etkeni
olan stafilokoklarda 6zellikle B-laktam grubu antibiyotik direncinin yaygin olarak gériilmesi ve
tedavinin gu¢ olmasi, hastalidin tedavisinden 6nce [-laktamaz aktivite tayini ve antibiyogram

testi yapilmasini da zorunlu kilmaktadir (12,20).

Tarkiye'nin farkli bolgelerinde mastitise neden olan etkenlerin arastiriimasi ve duyarli
olduklar antibiyotiklerin saptanmasina yonelik bir ¢ok calisma yapilmistir. Sarikamis
ilcesinde mastitis etkeni olan stafilokoklari butlin parametreler yoniinden inceleyerek y6renin

durumunu belirleyecek bir calisma heniiz yapilmamistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklar

2.1.1. Tarihce

Stafilokok adi ilk kez 1880'de Ogston tarafindan kullaniimistir. Uremeleri esnasinda
birbirinden ayrilmayarak Uzim salkimina benzeyen, dizensiz kimeler olusturmalarina
bakilarak stafilokok sézcugu dretilmistir. Stafilokoklar ilk kez 1884'de Rosenbach tarafindan
hastalik oOrneklerinden izole edilmigtir.1965'de “Subcommitte on the Taxonomy of
Staphylococci and Micrococci” tarafindan Micrococcus saprophyticus, daha sonra 1971'de
yine ayni komite tarafindan DNA ve hiicre duvari icerigindeki farkllik ve anaerobik kosullarda
daha yavas Uremesi gibi ayricaliklar nedeniyle Staphylococcus saprophyticus olarak
tanimlanmistir. Baird ve Parker 1974 yilinda stafilokoklarl, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus saprophyticus olmak lzere Uc tire ayirmistir
(12,33).

2.1.2. Siniflandirma

Daha onceki yillarda Micrococcacea familyasinda yer alan stafilokok cinsi, son
Bergey’s Manuel'e gore Bacilli sinifinda (Class IIl) Bacillales takiminda, Staphylococcacea
ailesinin Staphylococcus genusu icinde yer alir. Stafilokok tdrleri, insan ve hayvanlarin
derisinde, Ust solunum yolu, alt sindirim ve drogenital sistem mukoz membranlari ile iligkili
mikroorganizmalardir. Stafilokok tirleri insan ve hayvanlarda firsat¢i patojen olarak
tanimlanmalarinin yaninda, hayvanlarda mastitis, kuzu piyemisi, atlarda botriyomikozis
olmak Uzere lokal ve genel irinli infeksiyonlara neden olurlar. Ginumizde genotipik ve

fenotipik 6zelliklerine gore stafilokok tir ve alt tirleri tanimlanmistir (Tablo-1) (8,16,43,46).

2.1.3. Genel Ozellikler

Stafilokoklar doga kosullarina oldukca dayaniklidir. insan ve hayvanlarda degisik
klinik tablo ile seyreden bircok hastaligin etkeni olarak 6nem tasimaktadirlar. Kurumus klinik
materyalden aylar sonra bile izole edilebilir, 1siya dayaniklidir ve yiuksek oranda tuz iceren
ortamlarda yasamlarini sirdirebilirler. Bu nedenle ginimuzde kullanilan gtcli antibakteriyel
ajanlara ve enfeksiyon kontrol énlemlerine ragmen bu mikroorganizmalar kliniklerde siklikla

enfeksiyon etkeni olarak gorilmektedir. Direncli suslar ile olusan enfeksiyonlar tedavi



basarisizliklarina neden olmaktadir. Stafilokok cinsi iginde yer alan en 6nemli patojen tur
S.aureus’tur. S. aureus koagulaz pozitif olup diger tirler genel olarak koagilaz negatif
stafilokoklar (KNS) olarak adlandirilir (12,33,43,67).

Stafilokoklarin morfolojik gorindmleri yuvarlak veya oval sekilde olup, kiumeler
tarzinda biraraya gelmis 0.5-1.5um capli koklardan olusmuslardir. Stafilokoklar flagellasiz
olduklari icin hareketsizdirler. Anilin boyalarla iyi boyanirlar ve Gram pozitiftirler. Kati ve sivi
besiyerlerinde aerobik ve fakiltatif anaerobik kosullarda kolayca drerler. Optimum Ureme
sicakhgr 37°C olup, 6.5°C ile 45°C araliiginda da lreme yetenedine sahiptirler. Ureme
ortamlarindaki optimum pH 7.0-7.5 olmakla birlikte pH' nin 4.3'e dismesinde bile Greme
gOrilebilir. Stafilokoklari Gretmek icin genellikle laboratuvarlarda rutin amagclar icin kullanilan
besiyerlerinden yararlaniimaktadir. Stafilokoklar kati besi yerlerinde 37°C'de 24-48 saatte 2-6
mm c¢apinda, yuvarlak, duzgin ve S tipi koloni olustururlar. Stafilokok suslari, gliserol
monoasetat gibi yagd asitleri ile zenginlestiriimis besiyerinde 37°C'de dretildiklerinde,
karotenoidlerden dolayr pigment olustururlar. S.aureus altin sarisi, S.epidermidis ise
porselen beyazi-grimsi renkte koloni olusturur. Kanli agarda uretildiklerinde bircok patojen tar
hemoliz olusturur ve karbondioksit hemolizin olusumunu arttirir. MacConkey agarda Ureme
yetenegine sahiptirler. Sivi ortamlarda ise, homojen bulaniklik yaparak uUrerler ve lreme
suresi arttikca bulanikhik dizeyi artar ve dipte tortu olusur. Stafilokoklar, pigmentlerinin suda
erimemesi nedeniyle kati ortamda pigmentli olan kolonilerin buyyonda Uretilmesi sonrasinda
pigment olusumu goérilmez. Mikroskopta kati kiltirlerden hazirlanan preparatlarda Gzim
salkimi seklinde kok kimeleri gorilurken, calkalanmis sivi ortamlarda alinan orneklerle
hazirlanan preparatlarda tek tek koklar gorulebilmektedir (8,10,12,16,17,33,37,43).

Stafilokoklar %40 safra ve %15 NaCl iceren ortamlarda Ureyebilmelerinden dolayi
halofilik bakteriler grubunda yer alirlar. Sporsuz bakteriler icinde ¢evre sartlarina en direncli
olan bakteriler olarak bilinmektedirler. Bu bakteriler 60°C'de 30 dakika dayanabildikleri gibi y-
radyasyonuna da oldukca direnclidirler. Stafilokoklarin biyokimyasal 6zellikleri Tablo-2’de
6zetlenmistir (17,49,67,68).

2.1.4. Onemli Stafilokok Tirleri

S. aureus; pigmentli, fakiltatif anaerop ve cogdunlukla aerop uUreyen, koagllaz ve
hemoliz pozitif, mannitol, siikroz, maltoz ve trehalozdan asit Uretebilen, % 10 NaCl iceren
besiyerlerinde Ureyebilen, ¢cogu alfa toksin yapan, novobiocine duyarli, sporsuz, hareketsiz

ve kapsilsiizdir. Lizozim etkisiyle yikimlanmaz. insan ve sicak kanli hayvanlarda gida



zehirlenmesi ve piyojenik enfeksiyonlari yapabilen bir bakteridir. Dogada her yerde yaygin
olarak bulunur. Onceleri gida kaynakl tiim stafilokokkal gida zehirlenmelerinin nedeni olarak
koagulaz pozitif S. aureus suslari sorumlu tutulurken ve buna bagl olarak gidalarda koagulaz
ve termonukleaz Ureten S. aureus suslarinin aranmasi ve sayllmasi Uzerinde durulurken
bugln pek ¢ok S. aureus susunun enterotoksin Uretmedigi, buna karsi bazi koagulaz negatif
S. aureus suslarinin enterotoksin olusturabildigi belirlenmistir (9,12,43). Buna ilaveten S.
intermedius, S. delphini ve S. hyicus olmak Uzere Uc¢ stafilokok tlrinin koagulaz pozitif

oldugu saptanmistir (9).

S. aureus kolonileri Baird—Parker Agar besiyerinde tipik etrafl berrak zonlu siyah
renkli koloniler olusturur. S. aureus koagulaz ve termonukleaz pozitif olan ve telluriti
telluriuma indirgeyen tek stafilokok tirtdir. Bu indirgenme sivi besiyerinde besiyerinin

siyahlasmasi, kati besiyerinde ise siyah koloni olusmasi ile belirlenir (9).

S. epidermidis, deri ve Ust solunum yollari mukozasinda bulunur. Kiltirlerinde ve
enfeksiyon materyalinden yapilan direkt preparatlarda dortld, ikili ve diizensiz gruplar halinde
veya tek tek koklar olarak gorulir. Kanli agarda kirli beyaz renkte ve S. aureus ‘a gore daha
kiguk, konveks, diiz ya da granullii yizeyli koloniler yaparak trer. Bazilari sari ya da turuncu
pigmentli olabilir. % 7.5 NaCl i¢ceren besiyerinde iyi iremekle beraber, %10 NaCl'de Uremesi
guclesir. Novobiocine duyarlidir. S. aureus’tan mannitole etki etmemesi ve alfatoksin
yapmamasli O6zellikleri ile ayrlir. S. saprophyticus, anaerop kosullarda Uremeyi seven,
koagulaz negatif ve novobiocine direncli bir mikroorganizmadir. Degisik infeksiyonlardan
izole edilen diger stafilokok tirleri; S.intermedius, S. saccharolyticus, S.auricularis, S.capitis,

S.warneri, S.hominis, S.cohnii, S.hyicus, S. simulans olarak bildirilmistir (10).



Tablo-1. Stafilokok tlr ve alt turleri ile tanimlandiklari konaklar (25).
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TURLER

ALT TURLER

KONAK

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus hominis
Staphylococcus simulans
Staphylococcus lugdunensis

Staphylococcus capitis

Staphylococcus schleiferi

Staphylococcus pasteuri
Staphylococcus auricularis

Staphylococcus cohnii

Staphylococcus xylosus
Staphylococcus saccharulyticus
Staphylococcus caprae
Staphylococcus pulvereri
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus gallinarum
Staphylococcus lentus
Staphylococcus felis
Staphylococcus muscae
Staphylococcus piscifermantus
Staphylococcus vitilus
Staphylococcus equorum
Staphylococcus dephini
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus caseolyticus
Staphylococcus kloosii

Staphylococcus arlettae

S.capitis subsp. capitis
S.capitis subsp. ureolyticus
S.schleiferi subsp. schleiferi

S.schleiferi subsp. coagulans

S. cohnii subsp. cohnii

S. cohnii subsp. ureolyticum

insan,memeli tiirleri, kus

insan, evcil hayvanlar

insan, memeli tirleri

insan, evcil hayvanlar, maymun tiirleri
insan, evcil hayvanlar, maymun tiirleri
insan

insan, memeli tiirleri

insan

insan

insan, maymun tirleri

insan

Kopek

insan, memeli tirleri

insan, maymun tiirleri

insan

insan, maymun tiirleri

insan, memeli turleri, kus
insan

insan, kegi

insan, tavuk

Memeli turleri, kus

Domuz, keci, sigir

Sigir, at, kegi

Memeli tirleri, kus

Kimes hayvanlari, kus

Evcil hayvanlar, yunus

Kedi

Evcil hayvanlar

Baliklar

Memeli tirleri, balina, et Grtnleri
At

Balik

Et ve balik trtnleri

Sit ve sut dranleri, sigir, balina
Memeli tlrleri

Memeli turleri, kus
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Tablo -2. Stafilokok tirlerinin biyokimyasal 6zellikleri (25).

n o
n S 7}
o 3 0 2 )
E = = K% 8 < c kS
g 5 0 o = c = = 0 ks} =
] S = c = = ) o Sy |3 =
o = a 5 3] € = S 25 | g Q
. . > o ] © o =} © >0 = =
Ozellikler © o Q 3 < < © ” £3 | £
) n ) ) n n ) n no |un n
Pigment +/w - - d d ND - ND - - -
Aerop ureme + + + + + + + + + + +
Anaerop lUreme + + + + -lw -w + + + + +
%10 NaCl'de ireme + +Iw + + + +Iw + + + + +
%15 NaCl'de ireme +Iw - -/w +iw d - +Iw d -Iw +Iw ND
Aseton olusturma + + d + d ND ND + - +/w -
Sukroz + + + + + + ND + + + +
Maltoz + + - + + + + + - +Hw | +Hw
D-Mannitol + - + d d - - d - + ND
D-Mannoz + + + - - - - - + d +
D-Trehaloz + - - + + ND + + + d +
Laktoz + ND - d d ND - d + + d
Hyaluronidaz + ND ND ND ND ND ND ND + ND ND
Ureaz +iw + - + - + - + d T ¥
Koagiilaz + - - - - - - - d B ¥
Hemoliz + -lw -lw d + -lw - - - -lw ND
Dnase + -Iw +/w d d -Iw -Iw - + +w +
Termoniikleaz + -Iw - - - - - - + -lw +
Novobiocine direng - - - - - - - + - N N
15°C'de Ureme + -/w - d -Iw -Iw - + + + +
45°C'de uUreme + + + + + - - d -Iw + +
L-Arabinoz - - - - - - - - N R _
D-Cellobiose - - - - - - - - - - -
Raffinoz - - - - - - - - - - -
Salicine - - - - - - - - - - -
D-Galaktoz + ND - d d d - - + -w +
D-Fruktoz + + + + d + + + + T "
D-Riboz + ND - d ND - - - + ND ND
Nitrat rediiksiyon + +/w d -lw ND d ND - T W +
Alkalin fosfataz + + - - - - - B T +w +
Arjinin dehidrolaz +iw +w d d + d ND -/w + + -
Clumping faktér + - - - - - - - - - ND
Fibrinolizin D ND ND ND ND ND ND ND D ND -

+: %90 Pozitif
d: %11-89 Pozitif
-: % 90 Negatif

ND:Hakkinda bilgiler net degil

+/w: Haftalik reaksiyonda pozitif
-/w: Haftalik reaksiyonda negatif




2.1.5. Virllans Faktorler

2.1.5.1. Yapisal Ozellikler

Peptidoglikan; stafilokoklarin hicre duvarinin  énemli bir bdlimini kalin bir
peptidoglikan tabakasi olusturur. Bu tabaka, mikroorganizmaya seklini verir ve dayanikliligini
saglar. Konakta endojen pirojenlerin yapimini stimile eder, I6kosit kemotaksisine ve apse

olusumuna neden olur (68).

Protein-A; S. aureus hiicre duvarinda bulunan 6zel bir antijen olan protein-A (SpA),
Wervey tarafindan 1940'da tanimlanmistir. Protein-A’nin mol agirhgr 13.000 daltondur.
Stafilokoklarda ortama salinan serbest, hiicreye bagh ve hicre digli olmak lzere U¢ tip SpA
bulunmustur. Ureme sirasinda besiyerine salgilanan SpA, bakterinin fagositozunu
onlemektedir. SpA'nin koagllaz ve nikleaz aktiviteleri ile blylk oranda korelasyon
gOstermesi, antifagositik etki yapmasi ve antibiyotik duyarlihdini azaltmasi gibi 6zellikleri

patojenite kriteri olacagina isaret etmektedir (29).

Teikoik asit; peptidoglikan tabakaya kovalent, sitoplazmik membrana ise lipidler
aracihgi ile bagli bulunan fosfat iceren polimerdir. Fibronektine baglanma 6zelligi vardir ve bu
yolla stafilokoklarin mukozal vylzeylere tutunmalarina aracilik etmektedir. S.aureus
suglarinda N-asetilglikozamin ve ribitol komponentlerinin immunolojik determinantlar oldugu
ve glikozamin atomlarinin yerlesimine bagl olarak spesifite gosterdigi bilinmektedir.
Stafilokokal teikoik asitler, hiicrede bulunduklari yere gore, membran teikoik asitleri ve duvar
teikoik asitleri olmak tzere iki formdadir. Membran ve duvar teikoik asitlerinin biyosentezinde
lipoteikoik asit taglyici olarak goérev yapmaktadir. Membranda lokalize olmus lipoteikoik
asitler, hicre duvarindaki otolitik enzimler ile temas halindedir ve eksternal litik enzimlere
karsi bakteriyi korumaktadir (33,67).

Stafilokoklarin hiicre duvari lipoteikoik asitlerinde, temel yapiyr poliribitol fosfat
(S.aureus) veya poligliserol fosfat (S.epidermidis) olusturur.S.aureus’un hicre duvarindaki
teikoik asitlerin antijenik 6zelliklerini géstermek amaciyla, aglitinasyon, hemaglitinasyon ve
ELISA gibi tekniklerden yararlaniimaktadir (33).

Ekstraselller polisakkarid (slime) Uretimi; stafilokok suslarinin bazilari amorf kapsul
yapisinda, %40 karbonhidrat ve %27 protein iceren glikokaliks materyali olustururlar ki buna

slime faktor adi verilmektedir. ilk kez Christensen ve ark. tarafindan gosterilen slime



maddesi, c¢ok kuvvetli antijenik olup, etkenin doku ve cam ylzeylerine tutunarak

enfeksiyonuna yol agmaktadir (34).

Stafilokoklarda slime faktoriiniin kimyasal yapisi Sekil-1'de gorilmektedir.

Sekil-1. Stafilokoklarda slime faktoriintin kimyasal yapisi (47).

Son yapilan calismalarda, stafilokoklarin neden oldugu inek mastitislerinde slime
Uretiminin ~ 6nemli bir patojenite ve virllans faktdérii oldugu ortaya konulmustur. Slime
tabakasini olusturan S.aureus’larda, slime olusturmayan stafilokok turlerine gére memebezi
epiteline kolonizasyon yuksek oranda bulunmustur. Slime tabakasi ile S.aureus’'un meme
epiteline adheziyonu, mastitisin patogenezinde ilk kritik asama olarak degerlendiriimektedir.
Slime tabakasinin formasyonu iki asamada gerceklesmektedir. ilk énce kapsiiler polisakkarit
(PS/A), ikinci asamada ise polisakkarit interselliler adhezin (PIA) dretilmektedir. Slime
olusumunu saglayan proteinlerin kodlandidi interselliler adhezin (ica) locusunun icaA ve
icaD genlerini icerdigi tespit edilmistir. Son yapilan arastirmalarda, gerek insan prostetik
enfeksiyonlarindan soyutlanan stafilokoklarda gerekse de sigir mastitis izolati olan
stafilokoklarda slime dretiminin ayni genler (icaA ve ica D) tarafindan kodlandigi ortaya
konulmustur. Slime olusumu, bakterilerin antibiyotik etkisinden korunmasini saglayarak

stafilokok mastitislerinde sagaltimi zorlagtirmaktadir (1,18,78,81,94).

2.1.5.2. Ekzotoksinler

Sitolitik toksinler; stafilokoklar salgiladiklari ekzotoksin niteligindeki maddeler ile
I6kosit, eritrosit, trombosit, makrofaj ve fibroblast gibi c¢esitli hicrelere sitolitik etki
yapmaktadir. Bu toksinler; alfa, beta, gama ve delta olmak lUzere 4 gruba ayrilmaktadir.
Koagllaz pozitif stafilokoklarin %95'inde bunlardan sadece bir tanesi bulunurken, %82'sinde
her ikisi birlikte bulunabilmektedir (33,68).



Alfa toksin; Alfa hemolizin de denilen bu toksinin, hemolitik ve dermonekrotik etkinligi
vardir. Tavsan eritrositleri icin hemolitik aktivitesi en fazla olmasina karsin, insan
eritrositlerine fazla bir etkisi yoktur. insan trombosit ve makrofajlari ile doku killtiirleri Uizerine
hemolitik etkisi bulunmaktadir. Bu toksin antijenik olup antitoksini ile nétralize olmaktadir (12,
27,29).

Beta toksin; Glenny ve Stevens tarafindan 1935'de tanimlanmis olan bir stafilokokal
sfingomyelinaz'dir. Antijenik olup antitoksini ile nétralize olmaktadir. Bu toksinin, koyun, insan

ve tavsan eritrositlerine hemolitik etkisi bulunmaktadir (12,33).

Gama toksin; Gama toksini ilk olarak 1938'de Smith ve Price tanimlamig, Moélby
Wadstron ise elde etmistir. Toksine, insan, tavsan ve koyun eritrositleri duyarl, at ve kus
eritrositleri ise direnclidir (12,27,33).

Delta toksin; bu toksini 1947'de Williams ve Harper bildirmistir. Antijenik karakterde
olmayip immunolojik olarak alfa ve beta toksinden ayrilir. Delta toksinin spektrumu oldukca
genis olup eritrosit, 16kosit, makrofaj, lenfosit ve trombositleri hasara ugratmaktadir (27,29,
33).

Eksfoliatif toksin; epidermolitik toksin ya da eksfolyatinler olarak da adlandirilir.
Stafilotoksik soyulmus deri sendromunda dermatolojik belirtilerden sorumludur. Toksin ile
karsilasildiginda epidermisin stratum granulosum tabakasinda hicreler arasindaki
koprilerde (desmozom) ayrilmalar gorulir. Toksinler sitoliz ya da inflamasyon ile iliskili

degildir. Vicutta toksine kargi notralizan antikorlar olusmaktadir (27,94).

Toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1); bu toksin insanlarda hipotansiyon, ates,
dokinti ve multiple organ yetmezligi ile seyreden toksik sok sendromundan sorumludur.

S.aureus'un faj-1 grubundan 29 ve 52 tipleri bu toksini olusturmaktadir (29).

Enterotoksinler; stafilokok besin zehirlenmelerine yol acan toksinler, sindirim
sistemine etki etmeleri nedeniyle genellikle enterotoksin olarak adlandirilirlar. S.aureus
tarafindan olusturulan, suda eriyen ve termostabil olan antijen yapisindaki maddelerdir.
Ozellikle yuksek CO,'li atmosfer ortaminda karbonhidratli ve proteinli besiyerlerinde Ureyen
stafilokoklar tarafindan olusturulurlar. Bunlar Enterotoksin-A (SEA), Enterotoksin-B (SEB),
Enterotoksin-C1,11,111 (SEC), Enterotoksin-D (SED) ve Enterotoksin-E (SEE)'dir (12,33,
86).
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2.1.5.3. Enzimler

Koagilaz; S. aureus’un iki koagtilaz enzimi vardir. Bagl koagtlaz (clumping factor)
bakterinin hiicre duvarinda bulunur ve fibrinojene baglanarak fibrine doénustirir. Serbest
koagllaz ise hicre disina salinir ve globulin yapisindaki bir plazma faktorl ile birleserek
stafilotrombini olusturur. Stafilotrombin de trombin benzeri aktivite ile fibrinojeni fibrine
donusturar. Koagulaz, bakteri virtlansinin bir gostergesidir. Stafilokoklar bu enzimleri ile
apse etrafinda bir fibrin tabakasi olusturarak enfeksiyonu lokalize eder ve bakteriyi
fagositozdan korur (12,33,67).

Katalaz; stafilokoklarin sentezledigi katalaz enzimi hidrojen peroksiti, su ve oksijene
cevirir. Boylece stafilokoklar katalazlari ile fagositik hiicrelerdeki miyeloperoksidaz sistemi

tarafindan olusturulan ve kendileri i¢in toksik olan hidrojen peroksiti inaktive ederler (26).

HyalUronidaz; S.aureus suslarinin %90t hyalUronidaz olusturmaktadir. Bag
dokusundaki hyallronik asiti hidrolize eder ve doku iginde bakterinin yayilmasini kolaylagtirir.
Stafilokokal yayillma faktorii olarak da bilinen hyallronidaz, etkenin patojenitesini
artirmaktadir (12,68).

Stafilokinaz (Fibrinolizin); S.aureus tdrt tarafindan salgilanmakta olup plazminojen
aktivatbri olarak da bilinmektedir. Bu faktor fibrini lize eder. Enzimin bakteri tarafindan
sentezinin genetik kontroll, lizojenik bir bakteriyofaj ile iligkilidir. Stafilokinaz dokulardaki
fibrin kimelerini ¢ozerek bakterinin yayilmasini saglamaktadir. Bu enzim tipta 6zellikle
koroner trombozlarin tedavisinde kullaniimaktadir. Stafilokinazin virilans faktori olup
olmadigi koagilaz enzimi gibi acik olmayip, bu konuda arastirmalar devam etmektedir (12,
27,68).

Lipaz; batin S.aureus suslari ile KNS tirlerinin %30'dan fazlasi lipaz olusturmaktadir.
Lipaz enzimi lipidleri hidrolize eder ve stafilokoklarin yag dokusundan zengin bdlgelerde
yasamasini saglar. Bu enzim sayesinde bakteri vicudun deri ve deri altl bélgelerine
yayllarak fronkul ve karbonkul gibi ylzeysel doku enfeksiyonlarini meydana getirmektedir
(33).

NuUkleaz; bu enzim S.aureus'larin %90-96’sinda bulunmakta olup, 1siya direnglidir ve
fosfodiesteraz yapisindadir. Bu enzimin enfeksiyon patogenezindeki roli tam olarak
bilinmemektedir (33,43,68).
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Penisilinaz (B-laktamaz); 19421'li yillarda stafilokok suslarinin %90'dan fazlasinin
penisiline duyarli oldugu tespit edilmis olup, bu tarihte penisilin ilk kez tedavide kullaniimistir.
Penisilinin kullanimi ile birlikte stafilokoklar p-laktamaz Ureterek bu antibiyotige karsi direnc
gelistirmislerdir. Ulkemizde ve tim diinyada yapilan calismalarda, mastitisli inek siitlerinden
izole edilen stafilokok suslarinin B-laktamaz akiviteleri arastiriimis ve incelenen suslarin %20-

90 arasinda degdisen oranlarda bu aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (12,33,39,53).

B-laktamazlar1 kodlayan ve dizenleyen genler bir plazmid Uzerinde (Tn552)
bulunmakta, bakteriyofajlar araciidiyla duyarh hiicrelere tasinmaktadir. Tasinabilir plazmid

kontroliinde olan bu enzim sayesinde tiim diinyada penisilin direnci hizla yayiimistir (92).

B-laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler ve benzeri B-laktam antibiyotikleri hidrolize
eden ve bu antibiyotiklere diren¢ gelisimine neden olan enzimlerdir. Bu enzimler B-laktam
halkasindaki karbonil grubu ile bir ester kdprusu kurup siklikamid bagdini bozarak agil-enzim
turevi olustururlar. Bunu izleyen basamakta ise, bir deacilasyon iglemi ile enzim, agil
molekilinden ayrilarak rejenere olur. Stafilokoklarin yani sira Gram negatif bircok bakteri
tarafindan  B-laktamazlar, molekller yapilarina ve iglevsel 0&zelliklerine goére
siniflandiriimaktadirlar. Ginimiize dek B-laktamazlarda 4 farkli molekiler sinif (A,B,C,D)

tanimlanmistir. Stafilokok B-laktamazlari sinif-A icerisinde bulunmaktadir (33,59,92).

DNase; stafilokoklarda DNase Uretimi koagulazdan sonra patojeniteyi belirleyen en
onemli 6zellik oldugu icin stafilokoklarin DNase enzimini tespit etmek patojen stafilokoklar ile

nonpatojen stafilokoklari ayirt etmede blyik 6nem tasimaktadir (16).

2.1.6. Stafilokok Enfeksiyonlarinda Ekoloji ve Epid  emiyoloji

Hayvanlarda stafilokoklar en sik deride ve disa acilan vicut bosluklarini drten
mukozalarda bulunmaktadir. S.aureus, hayvanlarda stres faktorleri ile korunma
mekanizmasinin bozulmasi veya memelerde dis etkilerle meydana gelen yaralardan girerek
enfeksiyona neden olmaktadir. S.aureus ayni zamanda kontagiy6z bir mastitis etkeni olup
hem meme kanalindan hem de sistemik yoldan mastitis olusturabilmekte ve siri icinde
yayilabilmektedir. Onceleri sadece S.aureus’un mastitis patojeni oldugu kabul edilmekte,
KNS'larin mastitislerden izolasyonu 6nemsenmemekteydi. Gunimizde ise ¢evresel mastitis
etkeni olarak kabul edilen KNS'larin mastitisli sitlerden izolasyonu 6énemli gérilmektedir
(12,56,67,77,87).
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2.1.7. Stafilokoklarin insanlarda ve Hayvanlarda Olu sturdu gu Hastaliklar

S.aureus'un insanlarda olu sturdu qu hastaliklar;

- Toksinlere bagh ortaya cikan enfeksiyonlar; soyulmus deri sendromu, toksik sok
sendromu, besin zehirlenmesi,

- invazyon velveya sistemik yayilim sonucu ortaya ¢ikan enfeksiyonlar;

a-Deri ve yumusak doku enfeksiyonu; impetigo, folikdlit, furonkdlit, karbonkaulit,
hidradenitis stiplrativa, mastit, cerrahi yara enfeksiyonlari,

b-Bakteriyemi, sepsis,

c-Kardiovaskiler sistem enfeksiyonlari; endokardit, perikardit, mediastinit, septik
vaskilit,

d-Solunum sistemi enfeksiyonlar; pnémoni, amfizem,

e-Kas ve iskelet sistemi enfeksiyonlari; osteomyelit, septik artrit, septik bursit,

f-Sentral sinir sistemi enfeksiyonlari; menenijit, spinal epidural apse,

g-Uriner sistem enfeksiyonlari.

KNS'larin insanlarda olusturdugu hastaliklar;

a-Uriner sistem enfeksiyonlari; hastane kaynakli (S.epidermidis) ve toplum kokenli
gelisen enfeksiyonlar,

b-Osteomiyelit; sternal yara kaynakli ve hematojen yolla gelisen enfeksiyonlar,

c-Immun suprese hastalarda bakteriyemi,

d-Dogal kalp kapagi endokarditi,

e-Okdler cerrahi sonrasi endoftalmit,

f-Yabanci cisim sonrasi gelisen enfeksiyonlar; IV katater, hemodiyaliz sant ve
greftleri, BOS santlari, peritoneal diyaliz kataterleri, Pacemarker tel ve elektrotlari, prostetik
eklemler, vaskuler greftler, prostetik kalp kapaklari, gogus implantlari, penil protezler
(12,27,33,45).

Stafilokoklarin hayvanlarda olu  sturdu gu hastaliklar;

Mastitis, stafilokok mastitisleri 6zellikle inek, koyun ve kecilerde gorilen akut veya
kronik seyirli bir infeksiyondur. Hastalik sigirlarda sporadik, koyunlarda ise enzootik
karakterdedir. Akut seyirli stafilokok mastitisler 6limlere yol acarken, kronik seyirli olanlar ise
oldukca hafif seyirlidir (8,16,43).

Botryomycosis, atlarin viicudun cesitli yerlerinde, i¢ organlarda ve 6zellikle kastrasyon

yaralari ile meme dokularinda fisttlll irinlesme ve fibréz timorlerin olusmasiyla karakterize
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bir hastaliktir. infeksiyona atlardan bagka sigir, koyun ve domuzlarda da ender olarak
rastlanmaktadir (8,16).

Kuzu enzootik piyemisi, daha c¢ok Ixodes ricinus cinsi kenelerle enfekte olmus
ciftliklerdeki kuzularda gorilen akut veya kronik formlarda seyreden ve belirgin bir hastalik

tablosu sekillenmeden dlimlerle sonuglanan bir infeksiyondur (8,12,16).

Stafilokoklarin hayvanlarda olusturduklari diger infeksiyonlar; yara infeksiyonlari,

metritis, enteritis, kulak infeksiyonu, konjunktivitis ve gida zehirlenmeleridir (8).

2.1.8. Stafilokoklarin Tanisi

2.1.8.1. Konvansiyonel Y6ntemler

Bakteriyoskopi, laboratuvara sit, i¢c organlar, eklem sivilari ya da lezyonlardan
alinmis svaplar gonderilir. Laboratuvara gonderilen marazi maddelerden hazirlanan
preparatlar Gram boyama yontemiyle boyanir ve mikroskopta kiimeler halinde tGzim salkimi

seklinde Gram pozitif koklar gérilmeye calisilir (8,12,16).

Kdltdr, safilokoklar normal laboratuvar besi yerlerinde kolayca urerler. Kati besiyeri
olarak genellikle koyun kanli agar tercih edilir. Stafilokoklar burada genellikle 2-4 mm
capinda yuvarlak, konveks ve parlak koloniler olustururlar. Patojen olan stafilokok suslarinda
pigment ve hemoliz go6rilebilir. Patojen stafilokok suslarinin ayiriminda spesifik besiyeri
olarak DNase testi icin DNase agardan yararlanilir. Stafilokoklar genel sivi besi yerlerinde 24
saatlik inkiibasyon sonunda orta dereceden koyuya kadar degisen bir bulaniklik olusturur.

Sivi besiyerinde treyen stafilokoklar pigment olusturmazlar (8,12).

Stafilokok aranmasinda kati besiyeri veya EMS yontemi kullanilabilir. Kati besiyeri
olarak en yaygin kullanilan besiyeri Baird-Parker Agar besiyeridir. Chapman Agar besiyeri de
pek cok laboratuvarda kullaniimaktadir. Analiz edilecek gidada stafilokok sayisi az ise EMS
yontemi kullanilir. Bu amacla en uygun besiyeri Giolitti-Cantoni Broth besiyeridir. Bunlarin
digsinda EMS yontemi ile sayim ve/veya var/yok testinde Baird Broth, kati besiyeri olarak

Vogel-Johnson Agar, Mannitol Salt Phenol Red Agar ve Kranep Agar kullaniimaktadir (9,54).

Hayvan deneyi, tavsanlar patojen stafilokok suslarina kargi ¢cok duyarlidirlar. Bu
nedenle, izole edilen supheli kiltirlerle tavsanlarda deneysel infeksiyonlar olusturulabilir.

Ancak, mastitis teshisinde hayvan deneyi kullaniimamaktadir (8,12).
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Faj tiplendirmesi, S.aureus'un faj tiplendiriimesi yapilmakta olup, 6zellikle
epidemiyolojik amaclar icin sorumlu suslarin izlenmesinde faj tiplendirmesi 6nemli
gorilmektedir. Faj tiplendirmesi Diinya Saglik Orgiitiiniin kabul etti§i yaklasik 24 standart
stafilokok faji (Cizelge-1) kullanilarak yapilmaktadir. Bu bakteriyofajlar, her birisinin konuk
oldugu spesifik duyarl S.aureus konak suslarinda surduriilmekte ve denenecek stafilokok

suslarina uygun yéntemler uygulanarak onlari eritmelerine goére isimlendirilmektedir (12,27).

Cizelge-1. S.aureus fajlar ve baglica faj tipleri (12,27).

Faj grubu Fajlar Baglica Stafilokok Faj Tipleri
I 29,52,52A,79,80 29,52/52A/80/81,80

Il 3A,3B,3C,55,71 3A/3B/3C, 3C/55

I 6,7,42E,47,53,54 6/7/53/75/77

\Y 42D

Katalaz olusumu; tim stafilokoklarin katalaz enzimleri bulunmaktadir. Bu enzim,
hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalar. Katalaz testi ile stafilokoklar, streptokoklardan ayirt
edilmektedir (26).

Koagilaz olusumu; koagilaz aktivitesi, S. aureus'u diger stafilokok tirlerinden
ayirmada kullanihr. Ancak yapilan arastirmalara gore stafilokoklarin diger turlerinde de

koagulaz aktivitesi saptanabilmektedir (Cizelge-2 ) (45).

Cizelge-2. S. aureus disindaki koagulaz pozitif olan diger stafilokok turleri (45).

Koagilaz S.intermedius  S.hyicus  S.lugdunensis S. schleiferi S. schleiferi

subsp.coagulans subsp. schleiferi

Serbest koagulaz  + + - + -
Bagl koagulaz

(clumping factor) * - + - +

DNase testi, DNase deneyi, icinde %0.2 DNA iceren besiyerine ekilen stafilokoklarin,
Uredikleri yerde ve cevrelerindeki DNA'y1 eritmelerini arastirmak suretiyle yapilmaktadir.
DNase testi, koagllaz deneyi yerine S. aureus'larin tanimlanmasinda kullaniimamaktadir.

Ancak cesitli o6zellikleri ile (beta-toxin olusturma, stafilokinaz yapma, faj ile erime vb.) S.
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aureus olduklari anlagilan stafilokoklarin nadir bazi kékenleri kaogulaz olumsuz bulunurlar.

Bunlarin DNase testi pozitif bulunmalari, S.aureus olduklarina kanit sayiimaktadir (49).

Novobiocin direnci, Mueller-Hinton agarda 5ug'lik novobiocin diski kullanilarak
novobiocin direnci degerlendirilir. Zon capinin <16mm olmasi novobiocin direncini goésterir.
Novobiocin direnci 0zellikle S. saprophyticus ve S. epiderimidis'in tanimlanmasinda
kullaniimaktadir (26).

Karbonhidrat fermantasyonu, O6zellikle otomatize sistemlerde tir tanimlamasinda
diger testlerin yani sira, bakterilerin cesitli karbonhidratlari hidrolize edebilmesi de tani kriteri

olarak degerlendiriimektedir (17).

2.1.8.2. Metabolizmaya Dayal Testler

2.1.8.2.1. impedans

impedans, elektirigi ileten bir materyale (6r. besiyeri) verilen alternatif akima
gOsterilen direnctir. Bu, kondiktif ve kapasitif elementin kombinasyonundan olusan vektorel
bir buyukluktir. Mikroorganizmalar metabolize olurken, besiyerinde yeni son Uriinler Uretirler.
Genellikle elektriksel giicl olmayan ya da zayif olan substratlar, ylksek elektrik potansiyeline
sahip son Urtinlere donusturdlurler. Bu baglamda, proteinler metabolize olarak aminoasitlere,
karbonhidratlar laktatlara, lipitler asetata déniserek besiyerinin impedansinda degisiklikler
olustururlar. Bu son metabolik drtinler, daha fazla elektrik yuka tasirlar, daha kicuk olup,
orijinal hallerine oranla daha yiiksek hareket kabiliyetine sahiptirler. impedansdaki
degisiklikler, mikroorganizma sayisi 10°-10” kob/ml diizeyindeki esik degeri gectigi zaman,
tespit edilebilir hale gelmektedir (44,98).

Elektrik impedans tekniginde, ortamin elektrik impedasinda meydana gelen
degisimler, besiyerine vyerlestirilen elektrotlarla 6Olcilmektedir. Besiyerinde olusan yeni
metabolitler, elektriksel buyukluklerden olan iletkenlik (uS), diren¢ (Q) ve kapasitansta (UF)
degisiklige neden olurlar. Mikrobiyel Greme sirasinda, biyik molekiller daha kigik ve aktif
molekillere donismekte, ortamdaki mikrobiyel Greme belirli bir noktaya geldiginde,
mikroorganizmalarin olusturdugu yeni metabolitler sonucu ortamin elektrik impedansi belirli
bir degere ulagmaktadir. iste elektrik impedans teknigi, mikrobiyal ireme sonucu elektrik
impedansta meydana gelen bu degdisimin, ol¢llebilir seviyeye ulastigi noktayr saptama
prensibine dayali bir tekniktir (21,22,32,42,55,88).
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Direkt impedans tekniginde, 6érnek materyal ile inokule edilmig sivi besiyerinin igine
elektrotlar yerlegtiriimektedir. Ornegin igerdigi mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri
sonucunda, besiyerinin molekiler kompozisyonunda meydana gelen degisiklikler, besiyerinin
konduktivitesini ve temel olarak elektrot-sivi ara yizeyinin polarizasyonundan kaynaklanan

kapasitans! artirmaktadir (99,100).

indirekt impedans, besiyerinde tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda,
indirekt impedans teknigine basvurulmaktadir. S. aureus izolasyonu ic¢in kullanilan Baird-
Parker besiyerine sodyum klortr ve lityum klortr gibi tuzlarin belirli oranlarda katilmasindan
dolayr, bu besiyerlerinin konduktans dederlerinin direkt konduktimetrik testlerde
kullanilamayacak kadar yiksek oldugu, bu gibi durumlarda indirekt teknigin kullanilabilecegi
bildirilmigtir. Kuoltir kabi gaz degisimine olanak taniyacak sekilde iki ayri bélmeden
olusmaktadir. Bélmelerden bir tanesi besiyerini ve 6rnegi icermekte, digeri ise bir alkali
solusyonu veya bir alkali koprusunii icermektedir. inokulasyonu takiben, inkiibasyon
sirasinda mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sebebiyle ortaya ¢ikan basta CO, gibi
gazlar, kultir kabinin diger bolmesindeki potasyum hidroksit tarafindan absorbe edilerek,

alkali materyalin kondiktansinda bir azalmaya yol agmaktadir (30,31,41).

impedans-Splitting teknigi (iS), toplam impedans 6lgim tekniklerinden farkl olarak,
besiyerindeki impedans degisiklidi ile elektrot sistemindeki impedans degisikliklerinin ayri ayri
Olcilmesi ve kaydedilmesi ile digerlerinden ayrilmaktadir. Elektrot sistemindeki impedans
degisiklikliginin daha duyarli olmasina bagli olarak, saptama siresinin daha kisa oldugu
bildirilmigtir (71,74).

impedans-Spliting tekniginde, 6lcilen iki degerden biri elektrot yiizeyindeki
kapasitans degisikligi icin kullanilan E-degeri, ikincisi besiyerindeki (Medium) kondiktivite
degisikligi icin kullanilan M-degeridir. M-degerinin, stabil 6zellik gésterdigi ve toplam canh
sayisinin belirlenmesi icin uygun oldugu bildirilmigtir. E-de@erinin, M-degerine gore buyuk
dalgalanmalar gosterdigi ve iletkenligi yiksek besiyerlerinde kullanilabilecedi ortaya
konmustur (58,74,75,76).

Arnott, S. aureus’ un saptanmasi amaciyla bir besiyeri gelistirmigtir. Arastirici, sut
tozunda yaptigi calismasinda besiyerinin su aktivitesini digstirmek amaciyla, gliserol ve NaCl
ilave etmis sonugta iletkenlikte zayif, buna karsin kapasitansta yiksek sinyaller elde ettigini
bildirmigtir (13).
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2.1.8.3. Molekuler Teknikler

2.1.8.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR, klinik materyallerde bulunan veya izole edilen etkenlere ait DNA'larin veya bazi
spesifik sekanslarin invitro olarak ¢ok kisa stirede (birka¢ saat) enzimatik amplifikasyonlarini
amaclar. PCR’ In calisma prensibi 6zet olarak, izole edilen veya patolojik materyallerde
bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli oligontkleotit
primerler ve enzimler yardimiyla sayisal olarak cogaltiimasi (amplifikasyon) seklinde
tanimlanabilir (11,36,82).

PCR’In prensibi tekrarlanan ¢ basamaga dayanir. Denattrasyon, hibridizasyon,
polimerizasyon (sentez). Denatlrasyon; PCR igleminin ilk asamasinda amplifiye edilecek
matris DNA, baslangicta 90-95T de 30 sn. kadar isitilir. Hibridiz asyon; DNA'nin isiyla
denatire edilmesi yani c¢ift sarmalli DNA'da sarmallarin birbirinden ayrilmasi ve sicakligin
50C’ye disurtulmesi ile primerler, DNA matrisi Gzerinde yogdunlasirlar. Primerlerden birisi
kendine ait 5’ - ucu ile hedef DNA'lardan birinin 3’ - ucu ile, diger primerler de, ikinci tek
iplikcik DNA’nin, anti paralel olarak diger ucunda bulunan 3’-ucuna baglanarak, DNA
polimeraz’in galismasi yonine uygun olarak (5-3’) baglanirlar. Polimerizasyon (sentez);
sentez basamaginda, primerlerin DNA polimeraz enzimi vasitasiyla hedef DNA sarmalini
tamamlamalari islemi gerceklesir. Yeni sekillenmis olan sarmal, orijinal hedef DNA’dan
denattrasyon yolu ile ayrilir ve primer hibridizasyonu, DNA sentezi ve denatirasyon siklusu
tekrar edilir (11,36,82).

PCR sonuclarinin  degerlendiriimesi; PCR ile amplifiye edilmis Urlnlerin
saptanmasinda en c¢ok kullanilan metot, Ethidium bromide ile boyali Agarose Gel Uzerine
ylkleyerek elektroforez iglemine tabi tutmak ve ayrilan bandlarin, UV transilluminator ile
gbzle gorulebilir bir hale getirmektir. Bunun yanisira, bu teknikten daha duyarl, fakat
hazirlanmasi ve kontroli daha zor olan Poliakrilamide Gel Elektroforez (PAGE) metodu da
kullaniimaktadir. PAGE, 6zellikle kiicik DNA fragmentlerinin separasyonunda Agarose Gel'e
oranla daha etkilidir (11,36,82).

Bu metotlara ilave olarak, PCR uriunlerinin analizinde, Southern Blot veya Dot Blot
prosedurleri gibi radyoaktif olmayan spesifik problarin kullaniimasina dayali, daha duyarli

metotlar da kullanilabilmektedir (82).
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2.1.8.3.2. Gaz Kromotografisi

Gaz Kromotografisi, bu sistemler fenotipik ya da genotipik karakterizasyon esasina
gore uygulanmaktadir. Ticari olarak mevcut olan bilgisayar destekli Mikrobiyal identifikasyon
Sistem (MiS), bakterilerin yag asitlerini gaz kromatografi metoduyla analiz edebilmektedir.
Sistem, tdrlere 6zgu olan yag asiti metil esterleri gibi bilesikleri  yiksek ayristirma
dzelligindeki gaz-sivi kromatografisi vasitasiyla tanimlar. MiS laboratuvarda izole edilen bir

¢ok mikroorganizmanin identifikasyonunda kullaniimaktadir (62).

Tanimlamak istedigimiz stafilokok izolatlari kanli agar besiyerinde saf suslar halinde
uretildikten sonra kanli agar besiyerine ekim yapilarak 37°C'de 24 saatlik inkiibasyona
birakilir. Daha sonra stafilokoklarin yag asiti metil esterlerinin izolasyonu ve saflastiriimasi
icin bir 6ze dolusu izolat steril bir cam test tipine (5 ml) aktarilarak adzi sikica kapatilir.
Daha sonra her bir test tipine 1ml ¢ozelti-1 eklenir, 5-10 saniye ¢alkalanir ve 25 dakika sure
ile 100°C’lik sicak su banyosunda inkiibasyona birakilir. Bu iglem ile canh hucreler

parcalanip yag asitlerinin serbest kalmasi saglanir (62).

ikinci basamakta test tiiplerine 2 ml ¢ozelti-2 eklenir, 5-10 sn. calkalandiktan sonra
80°C'de 10 dk. bekletilir ve iki dakika kadar buz icerisinde bekletilir. Metilasyon basamagi
olarak bilinen bu safhada serbest yagd asitlerine ester baglar ile metil eklenmekte ve yag
asitlerinden yag asit metil esterleri olusmaktadir. Boylece yag asit esterleri kararli hale

gelerek daha yiksek sicaklikta uguculuk 6zelligi kazanmaktadir (62).

Uctincu basamakta sogutulmus tiiplere 1.25 ml ¢ozelti-3 eklenerek 10 dk. calkalanir.
Bu sure sonunda tuplerde iki faz olusur. Alt fazda asidik, Ustte organik sivi faz olugsup pastor
pipeti ile dikkatli bir sekilde asidik faz atilir (62).

En son asamada her tipe 3 ml ¢ozelti-4 eklenir. Tlpler bes dakika calkalanarak 10
dk. oda sicakhginda bekletilir. Bazik yikama denilen bu safhada yag asit metil esterleri daha
saf olarak elde edilir. Bekleme sonunda tiiplerde olusan iki fazin Ustte kalani yag asitlerinin
saf metil esterleri olup bu alandan pastor pipeti ile 2ml gaz kromatografisi tlplerine transfer
edilir. Agizlari sikica kapatilarak MiS cihazi tizerindeki 6rnek depolama tepsisine dikkatli bir

sekilde yerlestirilir. Sistem kilavuzuna uygun sekilde analiz edilir (62).

MiS, stafilokoklarl ayni giin tiir diizeyinde tanimlama olanagi vermektedir. Daha 6nce
yapilan bir arastirmada Stoakes ve ark. (83), MiS'i, konvansiyonel ve diger ticari tekniklerle

(API Staph-ldent, DMS Staph-Trac, Minitek, Pos ID panel) karsilagtirmiglar, MiS yontemi ile
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470 stafilokok susunun 413 (%87.8)'Unlu dogru olarak isimlendirirken, 57 susu ise
isimlendirememiglerdir. Ayni calismada MiS'in stafilokoklarin identifikasyonunda performansi
yuksek alternatif bir yontem oldugu belirtilmistir. Yine bir calismada Kotilainen ve ark. (64),
koagillaz negatif suslardan S.capitis, S.haemolyticus, S. warneri ve S.lugdunensis'i MIS ile
isimlendirmislerdir. Behme ve ark. (23), stafilokoklarin tanimlanmasinda biyokimyasal testler
ile yag asiti analizine dayanan MiS'i kargilastirmiglardir. Calismalarinda her iki yontemle de

35 stafilokok susunun hepsini tanimlamiglardir.

2.1.8.4. Diger Tani Sistemleri

Stafilokoklar bir ¢ok ticari identifikasyon sistemi ile adlandirilabilmektedir. Bu sistemler
arasinda Api-STAPH, Vitek GPIl, MICROBACT 12S Staphylococcal Identification System
sayllabilir. S.aureus’un olusturdugu mastitislerin tanimlanmasinda ELISA yodntemi de
kullanilabilmektedir (48,57).

2.2. Mastitis

Mastitis, meme alveollerinin fibrozisi ve sit veriminin azalmasi ile karakterize bir cok
mikroorganizmanin rol aldi§i akut, subakut ve subklinik seyreden bir hastaliktir. Mastitisin
hazirlayici sebepleri olarak, cevre sartlari (sagim hatalari, ahir hijyeninin bozuk olmasi, kot
bakim ve besleme), genetik yapi, st verimi, yas, laktasyon sayisi ve meme anomalileri gibi
faktorler sayilabilir (20,84).

Mikroroganizmalar meme bagi kanali yoluyla veya kan yoluyla meme icine yerleserek
mastitis olusturmaktadir. Bir ¢cok mikroorganizmanin mastitis nedeni olmasina karsin,
sigirlarda mastitis etkeni olarak en sik izole edilen bakterilerin, S.aureus, S.agalactia,
S.uberis oldudu, ayrica E.coli, Corynebacterium, Enterobacter, Klebsiella, Mycoplasma gibi

bakterilerle, mantar ve viruslarin da mastitis olugturdugu bildirilmigtir (12,20,84).

Meme vyangilari sit isletmelerinin en 6nemli hastaliklarindandir. Hastaligin klinik
formlari ineklerin problemi olarak karsimiza c¢iksada, sirl problemi oldugu zaman 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Siit isletmelerinde sit veriminde azalmalara neden
olmakla birlikte, sitin yapisinda da degisimlere neden olarak sit ve st Grlnlerinin
kalitesinde de bozukluklar olugsmaktadir. Hastaligi olusturan bazi mikroorganizmalarin halk

sagliginida etkilemeleri sonucu hastalik degisik boyutlarda 6nem kazanmaktadir (4,20).
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2.2.1. Klinik Seyirlerine Gore Mastitislerin Sinif  landiriimasi

2.2.1.1. Klinik Mastitis

2.2.1.1.1. Preakut mastitis

Meme bdlumlerinden bir veya birkacinda ani bir sisme, sicaklik, sertlik ve duyarlihk
vardir. St sulu, kanh veya pihtihdir. Bir cok preakut mastitis olgularinda, lokal belirtilerin
yanisira sistemik belirtilerde bulunur. Beden isisi artar, nabiz hizhdir, depresyon, halsizlik,

istah ve kilo kaybi gézlenir (20,73).

2.2.1.1.2. Akut ve Subakut Mastitis

Daha hafif seyreden klinik mastitisin bu sekillerinde sitte azalmanin yanisira renk ve
kivam degisikligi gorulir. Meme sis olup, sicaklik ve duyarlilik bulunur. Sistemik belirtiler

hafiftir veya gdrilmeyebilir (20,73).

2.2.1.1.3. Kronik Mastitis

Memenin yangisal bozukluklarinin aylarca veya bir laktasyon periyodundan digerine
kadar memede kaldigi olgular olup ¢cogunlukla subklinik seyretmektedir. Bazen aktif sekle
donusebilmektedir (20,73).

2.2.1.2. Subklinik Mastitis

Meme dokusunu, sitin bilesimini ve miktarini etkilemekle birlikte, sekillenen
degisikliklerin hichiri g6zle veya klinik muayenelerle izlenemez. Ancak, sitte somatik hicre
sayisinin artisi, sitin iceriginin degisimi ve patojen etkenlerin izolasyonu ile farkedilebilen bir
meme yangisidir. Bu tip mastitis belirtisiz seyrettigi icin gozden kagmakta ve inekler arasinda
kolaylikla yayilabilmektedir. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan olusturulan mastitis,
kontrolii ve eradikasyonu zor bir hastaliktir. Mastitis st endustrisinde 6nemli kayiplar
dogurmaktadir. Batun klinik kayiplar g6z 6ninde tutuldugunda mastitis; sitiin azalmasi,
sagaltim icin ayrilan zaman, tedavi giderleri, sagaltilamayan hayvanlarin elden c¢ikariimasi
gibi kayiplar kapsamaktadir. Mastitis sitin niteligini de olumsuz ydnde etkilemekte ve
mastitis siddetlendik¢e bu etki fazlalagsmaktadir (12,19,60,73).
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2.2.2. Si1gir Mastitislerinin Geli siminde Rol Oynayan Faktorler

2.2.2.1. Hayvana Ba gh Faktorler

Irk ve kalitim, ¢esitli arastiricilar sit ineklerinde pelvis genisliginin, memenin lateral ve
median ligamentlerinin pelvise baglanma saglamliginin ve genigliginin, memelerin blyuklik
ve konumlarinin, meme baslarinin uzunluk ve bicimlerinin, dis etkilere dayanikhlig etkileyen

onemli kalitsal karakterler oldugunu bildirmektedir (4).

Yas ve laktasyon sayisl, yas ilerledikce mastitis orani da artmaktadir. Yasla birlikte
meme basglari uzar, meme basi zemin araligi kisalir, meme bas! lezyonlari artar ve meme
basi sfinkteri gevser. Yas faktbrine paralel olarak, laktasyon sayisinin artmasi, meme

basinin gevsemesine ve duyarlihdinin artmasina neden olur (4,19).

Laktasyon donemi, laktasyon sit sekresyonu ve salinimini  kapsayan sirece verilen
isimdir. Cogu meme enfeksiyonu laktasyonun herhangi bir doneminde bagslayabilmektedir.
Enfeksiyonun %50’si laktasyonun ilk ¢ ayindadir. Laktasyonun ilk ayinda enfekte ineklerin
%30'unda klinik mastitis goruldiagid halde, diger aylarda bu oran %210-15 arasinda
degismektedir. Kuruya (sUt sekresyonunun bitisi) gecen sit ineklerinde ve 6zellikle kuru
donemin ilk tG¢ haftasinda meme enfeksiyonlari sik gorilmektedir. Bu enfeksiyonlarin %50’si
doguma kadar sabit kalmakta ve ayni oranda dogumdan sonraki iki haftada klinik belirtileri

ile ortaya ¢ikmaktadir (4,73).

2.2.2.2. Cevresel Faktorler

Hava kosullari, mevsim, beslenme, sagim ile ilgili faktorler ve barinak kosullari (nem,
Isl, 1sik, havalandirma vs.) gibi bir cok bakim ve cevre faktdérl mastitis olusumunda
hazirlayici etki meydana getirmektedir (19).

2.2.2.3. Mikroorganizmalar

Sigir mastitislerine neden olan mikroorganizmalar, kontagiydz (bulasici), ¢cevresel ve

firsatci olmak Uzere (g tipte mastitise neden olmaktadir (19,73).

Kontagiydz mastitis, inekten inede bulasan mastitis seklidir. Bu tip mastitisleri
olusturan etkenlerin en dnemli yerlesim alanlari meme ve meme basindaki lezyonlardir.

Enfeksiyon, sitle bulasik malzemeler, sagimcinin elleri ve sadim makinalari ile bulagir.



22

Kontagiy6z masititise sebep olan en o©nemli etkenler; S.aureus, S.agalactia ve

mikoplazmalardir (19,77).

Cevresel mastitis, bu tip mastitislere sebep olan bakteriler hayvanin bulundugu
ortamda devaml temas ettigi diski, su, althklar ve toprakta ¢ok miktarda bulunmaktadir.
Cevresel mastitise neden olan en 6nemli etkenler K-negatif stafilokoklar ve koliform

mikroorganizmalardir (19,77).

St sigirciiginda verimi etkileyen faktérlerin basinda gelen mastitis, genis anlamda
incelendigi zaman yukarida belirtilen faktorlerin birbiri ile yakin iligkili oldugu goriulmektedir.
Ozellikle hastaligin olugsmasindan mikroorganizmalar sorumludurlar. Diger bir cok (lkede
oldugu gibi tlkemizde de mastitis olgularinin %90-95'’ini bakteriler olusturmaktadir.Geri kalan
%5-10'u ise viruslar, mikoplazmalar ve mantarlar tarafindan meydana getirilimektedir
(19,101).

2.3. Stafilokok Mastitisleri

Bir cok mikroorganizmanin mastitise yol acabildigi bilinmekle birlikte, gerek tlkemizde
gerekse bagka Ulkelerde son 20 yilda yapilan arastirma sonuglarina gore ineklerde mastitis
olgularinda yaygin olarak izole edilen mikroorganizmanin stafilokok tdrleri oldugu
belirtiimektedir (16). Ulkemizde mastitis olgularindan alinan siit érneklerinde S.aureus oran;
Kars'ta % 29.82, yine Kars'ta yapilan bagka bir calismada % 35.89, Aydin'da % 44.04,
Van'da %23.39, Konya'da %92.6, Afyon'da %37.8, Trakya yoresinde %13.3, Elazi§’'da
%39.45 seklinde tespit edilmistir (2,6,14,52,63,66,84,90,96,97,102).

Dunyanin degisik yerlerinde mastitisli inek sitlerinden izole edilen S.aureus orani;
Brezilya’da %7.6, iran’da %61.2, Slovakya'da %22.2 olarak tespit edilmistir. KNS’ larin orani
Nijerya'da %15.4 olarak tespit edilmistir (7,24,70,93).

Stafilokok mastitisleri, verim ve Urun kayiplari ile tedavi masraflari yéninden en ¢ok
ekonomik kayiba neden olan sorunlarin basinda gelmektedir. Stafilokoklara baglh mastitisler,
kuru dbneme giriste, dogumdan sonra ve laktasyon déneminin her evresinde
gorulebilmektedir. Stafilokok tdrleri, mastitisin en yaygin olarak gorilen bakteriyel
nedenlerindendir. Subklinik mastitislerin %95'i, klinik mastitislerin ise %60’'Indan fazlasi Gram

pozitif bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. Gram pozitif bakteriler arasinda ise en fazla
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goOrilen S.aureus'tur. S.aureus disindaki stafilokok tirleri hem klinik hem de subklinik

Ozellikte gevresel mastitise neden olabilmektedir (12,19,77,79, 80,96).

S.aureus'un yani sira KNS'larin mastitis vakalarinda gérilme oraninin her gecen gin
arttigi bildirilmektedir. KNS'larin olusturdugu mastitis, S.aureus enfeksiyonlarina kiyasla daha
hafif seyretmektedir. KNS mastitislerinden en sik izole edilen turler; S. hyicus, S. simulans,
S. epidermidis, S. warneri, S. xylosus, S. hominis ve S. haemolyticus'dur. KNS'larin
virilanslarindaki farkliliklar tam olarak ortaya konmamakla birlikte, yapilan calismalarda

mastitise yol agan en virllent tiriin S.hyicus oldugu belirtiimektedir (65,77,87,103).

Ulkemiz hayvanciliinda 6zellikle stt sigin yetistiriciliginde 6nemli problemlerden
birisi subklinik mastitistir. Sigir mastitislerinin etiyolojisi Gizerine yapilan ¢alismalarda mastitis
etkeni olarak, S.aureus 6énemli oranda izole ve identifiye edilmistir (2,5,6,14,52,63,66,84,
95,96,97,102).

Alacam ve ark. (5), Tarim Orman ve Koyisleri Bakanliginin Mandacilik Arastirma
Enstitisii (Afyon)’ne ait 3-12 yagli Isvicre esmeri inek ve yerli mandalar tizerinde yil icinde
degisik mevsimlerde ydritilen calismalarda CMT pozitif olan meme loblarindan alinan st
orneklerinde subklinik mastitisli ineklerin %26.19'unda, mandalarin %37.50’sinde stafilokok
izole etmiglerdir. Aydin ve ark. (14), Kars yoresindeki 456 sagmal inegi CMT ile muayene
etmigler, CMT pozitif 73 mastitisli inekten 93 st ornedi toplamiglar, 93 CMT pozitif sut
orneginden toplam 78 sus izole etmislerdir. CMT pozitif stt érneklerinden, 28 (%35.89)'inde
S.aureus, 15 (%19.23)'inde S.epidermidis izole etmiglerdir. Sahin ve ark. (84), Kars ili
merkez koylerine ithal olarak getirilen Simental irki, 2 yasinda ve ilk laktasyon déneminde
olan 304 inegi CMT ile muayene etmisler, CMT pozitif 51 mastitisli inekten 71 st drnegi
alarak mikrobiyolojik olarak muayene etmigler, 71 siit drneginden 52'sinde toplam 57 aerobik
etken izole ve identifiye etmislerdir. Bu etkenlerin 17 (%29.82)'sinin S.aureus, 10

(%17.54)'unun S.epidermidis oldugunu saptamiglardir.

Gurtark ve ark. (52), Van ve yoresindeki cesitli isletmelerde yetistirilen toplam 650
sagmal inekten alinan 2550 sut numunesini CMT ile subklinik mastitis ydninden
incelemigler, CMT pozitif bulunan 200 sut érneginden 256 mikroorganizma izole etmigler,
izole edilen toplam 256 mikroorganizmadan 105 (%41)'ini stafilokok mikroorganizma olarak
identifiye etmiglerdir. izole edilen stafilokoklardan 65 (%23.39)'ini S.aureus, 9 (%3.51)'unu
S.haemolyticus, 8 (%3.12)'ini S.intermedius, 8 (%3.1)'ini ayri ayri S.warneri ve
S.saprophyticus, 7 (%2.73)'sini S.epidermidis olarak tanimlamiglardir. Kuyucuoglu ve ark.

(66), Afyon bolgesinde bulunan degisik laktasyon donemlerindeki 272 inekte subklinik ve
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klinik mastitisli meme loblarinin belirlenmesi amaciyla CMT ve klinik gozlemler yapmiglar,
CMT pozitif bulunan 126 inekten 164 adet sut Ornegi alarak mikrobiyolojik olarak
incelemigler, érneklerden 62 (%37.8)'sinde S.aureus, 22 (%13.4)'sinde S.epidermidis izole

ve identifiye etmislerdir.

Vural ve ark. (97), yurtdisindan ithal edilen 30 bas ve Turkiye kosullarinda yetismis 30
bas olmak Uzere toplam 60 bas siyah-beyaz alaca diveden bakteriyolojik tarama amaci ile
tim meme loblarindan ilk laktasyonlarinin 1-7.aylari arasinda aylik sut érnekleri toplamislar
ve CMT bulgularini kaydetmigler, gerek ithal gerekse yerli divelerde ilk laktasyonlarinda
baskin mikroorganizmalarin KNS ve S.aureus oldugunu, yerli duvelerde her ne kadar
laktasyonun 4. ayindan itibaren S.aureus enfeksiyonlarinda bir azalma godzlensede bu
etkenlerin ilk laktasyon siresince belirli bir seviyeyi koruduklari ve S.aureus enfeksiyonlarinin
buydk bir kisminin +3 dizeyinde CMT skoru vermesi, meme dokusunda kismen
dejenerasyonlarin sekillenmeye basladiginin bir gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Ak (2),
Trakya yoresindeki sttci ineklerde CMT pozitif olarak belirledigi 77 stt 6rneginden 105 etken

izole etmis, bu etkenlerden %13.3’Undn S.aureus oldugunu bildirmistir.

Kirecci ve ark. (63), Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ciftliginde bulunan Holstein
ve Montafon irki 82 adet inekten alinan 328 sut numunesini CMT ile subklinik mastitis
yonunden incelemigler, CMT pozitif bulunan 140 sit drneginden 168 mikroorganizma izole
etmisler, izole edilen 168 mikroorganizmadan 86 (%51.2)'sini stafilokok tiri
mikroorganizmalarin olusturdugunu, izole edilen 86 stafilokok susunun 23 (%26.7)'Gnin
K- pozitif S.aureus, 63 (%73.3)'Unun ise KNS susu oldugunu tespit etmiglerdir. Alisarli ve ark.
(6), Van ili cevresindeki 5 farkh ciftlikten saghkh goriinen 100 sagmal sit inegine ait 100 adet
¢ig sut ornegi almislar, alinan bu 100 adet ¢ig sut 6rneginden 20 adedi CMT pozitif olarak
bulunmus ve subklinik mastitisli st 6rneklerinde stafilokoklar 6nemli bir etken olarak

orneklerin tamaminda ve ortanca degeri 10° kob/ml seviyesinde belirlemislerdir.

Yildiz (102), Elazi§ ili ve cevresindeki st Ureticiligi yapan isletmelere ait 76 inekten
CMT pozitif 109 subklinik meme lobundan yaptigi bakteriyolojik muayene sonucunda, 43
(%39.45)'UnU S.aureus ve 25 (%22.94)'ini S.epidermidis olarak identifiye etmistir. Rigvanli ve
ark. (95), 1249 inekte stafilokokkal mastitislerin dagihimini incelemigler, sonu¢ olarak ele
alinan hayvanlardaki stafilokokal mastitislerin oranini % 48.28 olarak bulmusglardir. Bu tip
mastitislere sebep olan bakteriler icerisinde en 6nemli yeri ise %73.78 ile S.aureus’un
aldigini bildirmiglerdir. Ucan ve ark. (90), Konya bélgesinde mastitisli inek sitlerinden izole
edilen 81 koagulaz pozitif stafilokok susunun 51 (%63)'ini B-laktamaz pozitif bulmuslar,

suslarin 75 (%92.6)'ini S.aureus, 6 (%7.4)'sini S.intermedius olarak identifiye etmiglerdir.
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istanbulluoglu ve ark. (96), CMT pozitif sut érneklerinden izole edilen 96 stafilokok
susunun 48 (%50)'ini K-pozitif, 48 (%50)'ini K-negatif tdrlerin olusturdugunu, K-pozitif
suslarin 46 (%95)'sin1 S.aureus turd suslar, K-negatiflerin 16 (%33)’sin1 S.haemolyticus turi
suslarin olusturdugunu bildirmiglerdir. Savasan ve ark. (96), Aydin ili ve g¢evresinde farkli
yerlesimdeki sigir surtleri ve st sigirciligi isletmeleri ve buralardaki mastitisli ve normal
hayvanlardan 84 stafilokok susu izole etmisler, bu 84 stafilokok susunun 37 (%44.04)'sinde
S.aureus identifiye etmislerdir. Din¢g ve ark. (96), Ankara ili sut sigiri isletmelerinden
laboratuvara gonderilen mastitis stipheli 150 st 6rneginden cins dizeyinde bakteriyolojik

tarama yapmislar, érneklerin %44.6’sinda stafilokok tirt saptamislardir.

2.3.1. Stafilokok Mastitislerinin Patogenezi ve Kli  nigi

Mikroorganizmalar memeye girdikten sonra meme lobunun alt kismindaki sekrotorik
dokuda c¢ogalmaya baglarlar. Enfeksiyon daha sonra tim memeye vyayilir. Kronik
enfeksiyonlarda bu yayillma yavastir ve ilk donemde hicrelerin yikimina neden olurlar.
Parcalanan bu hicrelerden ortama bazi kimyasal maddeler aciga c¢ikar. Bu durum
polymorphonuclear leucocytlerin (PMN) bu bélgeye infiltrasyonunu artirir. Lokositlerin icerdigi
enzimler, bakterilerin parcalanip sindiriimesine yardimci olurlar. Daha sonra lokositler
degranile olurlar ve kapillar duvarin permiabilitesini ¢ogalan kimyasal yapilar salgilarlar.
Buda sivi ve proteinlerin kandan dokulara ge¢cmesine neden olur. Lékositler ayrica bakteri
dremesini durdurup irritasyonu onler ve bdylece memenin fonksiyon kaybini gidermeye

cahsirlar. Bu islemler sirasinda ¢ok sayida I6kosit sitle atilir (12,79).

Olgunun kronik olmasi ve memede fibréz doku sekillenmesi nedeniyle palpasyonda
fibrétik bolgeler tespit edilmektedir. Cogunlukla enfeksiyon subklinik seyrettiginden zamanla
akut parlamalara da rastlanmaktadir. Akut olgularda meme sis ve beden isisi oldukca yiksek
olup, enfeksiyon bazen gangrendz karakterde gorilmektedir. Klinik olarak memelerde hafif

sislik, sitte belirgin pihti ve flakonlar gérulmektedir (4,67).

Stafilokok mastitisler en fazla S.agalactiae’'nin gortlmedigi sirtlerde belirgin olarak
ortaya cikar. S.aureus subklinik ve kronik mastitisler olusturur, ancak perakut mastitis ve
gangren ile sonucglanan olgulara da rastlaniimigtir. Bakteriyel toksinlerin ve toksik drtinlerin
gangren olusmasinda rol oynadiklari kabul edilmektedir. Meme dokusunda en fazla yikima
neden olan toksin, alfa toksindir. Damarlari daraltarak yikimlanmis dokularin isemik
nekrozuna ve gangrene yol acar. S.aureus’un baglica rezervuari meme ve meme bag! derisi
ve enfekte bezlerin sutidir. Enfeksiyon sagdim sirasinda yayilabilir. Bunun sonucunda,

ilerleyen dénemlerde ineklerde disik st verimi ve memenin kérelmesine neden olmaktadir.
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Stafilokoklarin ve 6zellikle patojen tlr olan S.aureusun olusturdugu ekzotoksinleri, ylizey
proteinleri ve slime faktérl gibi virllens 6zellikleri, mastitisin gelisiminde ©6nemli rol
almaktadir. S.aureus, kontagiytz mastitis etkeni olup, sirt icinde, sagim hijyenine dikkat
edilmemesi durumunda, enfekte meme lobundan bir digerine sagim basliklari ve bakicilarin
elleriyle yayilmaktadir (12,19,77,79).

Stafilokoklardan ileri gelen mastitisler, ineklerde akut formdan kronik sekle kadar
degisen bir klinik tablo gosterir. Akut mastitiste, hayvanlarda ates, anoreksi, depresyon,
rumen hareketlerinin durmasi ve zayiflama gibi genel bulgular goralir. Hastalikli meme
bolgesi sismis, 6demli, sicak ve agrilidir. Agridan dolayi tek tarafli bir topallikta belirir. Sayet
gangrenlesme olmazsa st salgisi azalir, serdz, pihtili, prulent ve kanh bir gérinim alir.
Gangren olusursa hastaliki meme bélgesi, mor-mavi bir renk alir. Kronik mastitiste ise,
baslangicta memede ve hayvanin genel durumunda bir bozukluk farkedilmez, fakat zamanla
sutiin yapisindaki dedisiklikler meydana gelir. Satin salgisi azalir, sulu bir gérinim alir.
Sonunda meme sertlesir, korlesir ve sit salgisi tamamen durur. S.aureus mastitislerinin klinik
seyri Sekil-2'de gosterilmigtir (12,77,79).

Memeye S.aureus’un invazyonu

o W

Kronik reaksiyon Preakut reaksiyon
Akut «—» Klinike—— Hafif seyirli Gangrendz mastitis
Subklinik mastitis Olim

Sekil-2. S.aureus mastitislerinin klinik seyri (77).

Stafilokok mastitislerini antibiyotiklerle tedavi etmek oldukc¢a zordur. Gelisen fibréz
doku nedeniyle antibiyotikler, meme icinde iyi dagilamamakta ve skar dokusundan dolayi ise
etken ilacin etkisinden kurtulmaktadir. Ayrica gelisen bariyer nedeniyle dogal antikorlar ve
kan enfekte bolgeye iyi sirkiile olamazlar. Sonucta enfekte memeler, uzun sire etkeni yayan
kaynak olup, bdyle ineklerin kesime godnderilmesi daha uygun bir secenek olarak
Onerilmektedir (4,19).

Sonu¢ olarak, K-negatif stafilokoklarin da mastitis patogenezinde rol
oynayabilecekleri ve hayvanlarin insanlar igcin potansiyel patojen stafilokok suslarini

tasidiklari kanisina variimistir (96).
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2.3.2. Mastitislerin Tanisi

Mastitislerin tanisi yoninden, klinik olgularda meme ve sitteki, nitel ve nicel
degisiklikleri gosteren semptomlar belirgindir. Subklinik seyreden olgularda ise sutteki nitel
degisimleri ortaya koyabilecek bazi testlere basvurulmaktadir. Mastitislerin tanisinda
memelerin ve sitin Klinik muayenesi, sitliin kimyasal, fiziksel, sitolojik ve mikrobiyolojik
arastirmalari ile sonuca gidilmektedir. Klinik ve subklinik mastitislerde mikrobiyolojik testler

taniyl koymak ve tedaviye yon vermek icin uygulanmaktadir (4,12,67).

2.3.2.1. Memelerin Klinik Muayenesi

Muayeneden once hayvanin yasl, laktasyon donemi, st verimi, yetistirme sekli,
barindirma ve besleme kosullari 6ncelikle belirlenmeli ve sistemik genel muayene
yapilmalidir. Memelerin 6zel muayenesinde dig gorandmleri, meme bélimlerinin meme
baglarinin buyukltkleri birbirine kiyasla, memenin ve meme basinin sekli, meme ve meme
bas! derisinin durumu ve lezyonlari, meme basinin gevsekligi, 6dem gozden gecirilmelidir.
Memelerden sutin cikis sekline bakiimali, meme basi kanalinin fibrin, kan pihtisi ve st
tasglari ile tikanip tikanmadigdi arastiriimalidir. Memelere arkadan bakilarak loplarin simetrik
olup olmadig! saptandiktan sonra arka memeler kaldirilarak 6n memeler kiyaslanmalidir (15,
19,77).

Memelerin palpasyonu i¢in 6nce memelerin iyice bosaltiimasi gerekmekte, bu islem
yapiimadigl takdirde memedeki sit, bagdoku dremesinin tespitini engelleyebilmektedir.
Sagimdan 6nce ve sonra es meme bdlumleri, elle yoklanarak buyUklukleri kiyaslanmahdir.
Meme basi sinusu mukozasinin kalinlasmalari, doku tGremeleri, daralmalari, gergin tutulan
meme bas! ve ductus papillaris’in bas ve isaret parmaklari arasinda yuvarlanmasiyla tespit
edilebilmektedir. Supheli kalinan durumlarda meme basindan uygulanan metal bir sonda
yardimi ile muayene tamamlanabilir. Meme loplarinin derinlemesine palpasyonu iki elle
yapilir. Meme basinin tabanindan baslanarak memenin tabanina kadar batiin bolumler palpe

edilir ve anormal olusumlar varsa ortaya cikartilir (4,12,19,77).
2.3.2.2. Siutun Fiziksel Muayenesi
Satun fiziksel muayenesi strip cup testi ile yapilmaktadir. Bu amacla memeden birkag

cekim siit siyah bir zemine sagilarak siitteki sulanma, pihti ve iplikgikler ortaya konulabilir. ilk

birka¢ cekimlik sitteki sulanma az 6nemlidir. Sutte ufak pihti parcaciklari memenin yangili
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oldugunu gosterir. Pihtinin ilk birkagc cekim sitte az miktarda da olsa 6nemli oldugu ve

siddetli yangiyi gésterdigi belirtimektedir (20,67).

2.3.2.3. Klinik Mastitislerin Tanisi

Klinik mastitislerde memelerde az veya c¢ok derecede yangl belirtileri
gOzlenebilmektedir. Bunlar, agri, sislik, hiperemi, sicaklik artisi ve fonksiyon bozuklugudur.
Sutteki azalmanin yanisira, klinik degismeler yukarida da aciklandigi sekilde, strip cup testi
ile gozlenebilmektedir. Sitte cesitli derecede renk degisiklikleri, kan, sulanma ve iplikgikler
klinik mastitislere isaret etmektedir. Memedeki enfeksiyonun siddeti ile sistemik belirtiler

paralel seyir géstermektedir (4,19).

2.3.2.4. Subklinik Mastitislerin Tanisi

Subklinik mastitislerde meme ve sitteki degisiklikler gozle izlenemez. Subklinik
mastitisli sttlerde sekillenen degisiklikler; siitte somatik hiicrelerin artmasi, memeye plazma
proteinlerinin ge¢cmesi, iyon komposizyonundaki farklilasma, lokal hicrelerin yikimi nedeniyle
hiicre ici bilesiklerin siite gecmesi, meme bezlerinin sentez kapasitesinin azalmasi seklinde

siralanabilir (4).

Meme bezinde subklinik yangi ve enfeksiyonun tanisinda kullanilan testler;

a. Somatik Hicre Sayisinin (SHS) belirlenmesi; enfekte olmayan meme loplarinin
sitlerinde distk sayida (50.000-200.000/ml) somatik hicre (epitel, l6kosit,makrofajlar)
normal sayilirken (Tablo-3), mastitisli kabul edilen stt drneklerindeki somatik hiicre sayisi,
SHS>400.000 hicre/ml seklinde olmaktadir. Enfeksiyona bagl olarak ise polimorf nikleer
l6kositler (PMN) artmakta ve somatik hicreler direk veya indirek olarak belirlenebilmektedir.
indirek olarak hiicresel DNA arastirilabilmektedir. Somatik hiicrelerdeki DNA, alkali
deterjanlarla reaksiyon vermekte ve viskoz bir jel olusturmaktadir. Bu esasa gore calisan
California Mastitis Testi (CMT), White Side ve Wisconsin Mastitis (WMT) testleri
kullaniimaktadir (4,20,80).



Tablo-3. Saglikli inek memelerinde hiicre komposizyonunun
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yuzdeleri (4).

Saglikli inek memelerinde hiicre komposizyonunun yizdeleri

PMN Makrofaj Lenfosit Epitel
Sut %3 %80 %16 %2
Kolostrum %62 %35 - -
Kuru donem sek. %3 %89 %7 %1

b. CMT; saha kosullarinda veya laboratuvarda uygulanabilen bu test, yiksek oranda
guvenilir sonuclar vermektedir. Normal gorinimdeki sitleri saha kosullarinda kontrol etmek
ve subklinik mastitisleri meydana c¢ikarmak icin bu test sikca kullanilmaktadir. Test, sutteki
hiicrelerin (epitel ve I6kosit hiicreleri) miktarina bagl olarak hafif bir presipitasyondan yogun
bir jel sekillenmesine kadar degisik tepkiler gbéstermektedir. CMT’de, anyonik bir deterjan
olan sodyum-lauril silfat (%3), hicre zarlarini ve hicre cekirdedini eritmekte, agiga ¢ikan
DNA ve RNA'lar ise deterjan ile birleserek hicre yogunluguna bagl olarak bir jel
olusturmaktadir. Test eriyi§i icine katilan Brom Creosol Purple (BCP) gibi indikatorlerle,

sutin pH'sindaki degisimler de izlenebilmektedir (4,20,79,80,97).

Tablo-4 . CMT pozitif bugularin degerlendiriimesi (97).

Derece Yorumlama Degerlendirme

(Olasi Hucre Sayisi)

Test kiregi egildiginde kolay akan
+1 st karigsimi altinda daha yavas akan | 400.000-1.500.000 hiicre/ml,

ince bir kat izlenir. %40-60 PMN

+2 Test kiregi yatay dizlem iginde | 800.000-5.000.000 hiicre/ml,
cevrildiginde jeloz bir tabaka olusur. | %60-70 PMN

Test kiredi cevrilirken yapiskan
+3 kutlenin ortasinda bir koni olusur ve | 5.000.000 hiicre/ml'nin Gzeri
cevirme hareketleri  durdugunda | %70-80 PMN

merkezde tepe kalir.

c. Whiteside Testi; sitte I0kosit artigini saptayan ve CMT'ye gore daha fazla 6rnegi
birarada inceleme olanagi veren bir yontemdir. Testin uygulanmasinda ¢ok gozli cam kaplar

kullanilir. Her gbdze sit érneklerinden beser damla ve Uzerlerine %4'lik NaOH'den birer



30

damla konulur. Her 6rnek ayri ayri cam bagetle karistirilir, olusan pihticiklar I6kositlerin

sayisi hakkinda bilgi verir (67).

d. Wisconsin Mastitis Testi; agizlari yari kapal olan test tuplerine 2 ml sit ve esit
miktarda CMT ayiracindan konulur ve 30 saniye sure ile karistirilir. Sonra tlpler tersine
cevrilerek, sutiin akisi kronometre ile olctlir. Normal sitler 15 saniye icerisinde tamamen

aktigi halde presipitasyona ugrayan sitlerde akis yavaslar (67).

2.3.3. Stafilokok Mastitislerinin Tedavisi ve Korun ma llkeleri

B-laktam antibiyotikler giinimuzde en sik kullanilan antibiyotik tirevlerinin basinda
gelmektedir. Ancak bu kadar yaygin kullanimin sonucu olarak B-laktam antibiyotiklere karsi
diren¢ de giderek artti. Klinikte B-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ gelismesinden sorumlu
mekanizmalar icinde en dnemlisi, bakterilerin Urettigi B-laktamaz enzimleridir. Dogadaki pek
¢ok bakteri B-laktamaz enzimi Uretmektedir. Ancak bunlar arasinda stafilokokal ve
enterobakteriyal B-laktamazlar, klinikte 6nemli diren¢ sorunu olusturduklarindan en cok
Uzerinde durulan enzimlerdir. Ortaya c¢ikan diren¢ buyik miktarda ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu sorunun ¢O6zUmi icin B-laktam halkasinin penisilinaza dayanikli hale
getirilmesi disunuldi ve bu amacla dogal penisilin molekiline dnce iki hidroksimetil grubu
eklenerek metisilin geligtirildi. Penisilinaza dayanikh penisilinlerin ilk temsilcisi olan metisilin
ile stafilokok enfeksiyonlarina karsi baslangicta basarill sonuglar alindi. Ancak c¢ok

gecmeden stafilokoklarin metisilinede direncli olabilecekleri anlasildi (12,35,49,50).

Stafilokoklarda antimikrobiyal direnc ic mekanizmayla olusur. Bunlar;

a.Bakteride permeabilite azalmasi ile hicreye antibiyotik girisinin azalmasi,
b.Antibiyotigin molekiler hedefindeki degisiklikler,

c.Antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu (33).

Penisilinlere direng, penisilinin klinik kullanima girmesinden kisa bir sire sonra
stafilokoklarda penisilin direnci tespit edilmis ve bu diren¢ hizla yayilmistir. Stafilokoklarda
antibiyotiklere direng gelismesinin temel nedeni, bu bakterilerin ilaglara hizli uyum
gOstermesini saglayan genetik c¢ok yonluliktir. Stafilokoklarda penisiline direng B-
laktamazlara bagli olup, p-laktam halkasi parcalanarak etkisiz hale gelmektedir.
Stafilokoklarda birbirlerine benzeyen aminoasit sekanslari ve substrat 6zgulligl agisindan
farkl pek ¢ok B-laktamaz bulunmaktadir (59,92).



31

Metisilin direnci, metisiline ve tim B-laktam antibiyotiklere karsl gelisen direncin temel
nedeni kromozomal mecA geninin kodladigi PBP2a olarak adlandirilan yeni bir PBP
(Penisilin Baglayan Protein) oldugu belirtiimektedir. PBP'lerdeki bu degisiklik tim B-laktamlari
capraz direncten sorumlu tutmaktadir. Molektl agirhgr 78 kDa olan bu PBP'nin B-laktam
antibiyotiklere afinitesi diger PBP’lerden daha dusuktir. Bu nedenle metisiline direncli
bakteri, B-laktam antibiyotiklerle kargilastigi zaman diger tim PBP'ler antibiyotik tarafindan
bloke edilir. PBP2a dusik afinite nedeniyle B-laktam antibiyotigi baglamamakta ve tim
fonksiyonlari Uzerine alarak bakteri duvar sentezini devam ettirmektedir. Bu enzim metisiline
direncli K-pozitif ya da K-negatif tim stafilokoklarda gosterilmistir. Metisiline duyarl olan
stafilokoklarda PBP2a bulunmamaktadir. Metisiline direngli stafilokoklar tim B-laktam grubu

antibiyotiklere direngli olmaktadir (38,91).

Stafilokoklarda (-laktam antibiyotiklerin yanisira, son zamanlarda aminoglikozid grubu

antibiyotiklere de direng gelisimi saptandi (49)

Turkiye’de ve dunyanin degisik Ulkelerinde mastitisli inek sitlerinden izole edilen
stafilokoklarda antibiyotiklere kargi degisen oranlarda duyarhlik/direnclilik oranlari

belirlenmisgtir;

Alagcam ve ark. (5), Tarim, Orman ve Kd@yisleri Bakanhgi ile Mandacilik Arastirma
Enstitiisii (Afyon)’ne ait 3-12 yagsh isvicre esmeri inek ve yerli mandalar lizerinde yil icinde
degisik mevsimlerde yuritilen calismalarda izole ettikleri stafilokoklara kargi 6zellikle
metisilin, oksasilin, vankomisin ve amoksisilin-klavulonik asitin etkili oldugunu bildirmiglerdir.
Kirgsan ve ark. (61), S.aureus’larin enrofloksasine yiiksek oranda (%91.30) duyarl oldugunu
tespit etmiglerdir. Aydin ve ark. (14), Kars yoéresindeki 456 sagmal inekten 93 CMT pozitif
sut drneginden toplam 78 sus izole etmislerdir. izole edilen S.aureus susunun, ampisiline
%57.1, kanamisine %?28.6, enrofloksasine %210.7, neomisine %7.5, penisiline %82.1,
tetrasikline % 67.9, gentamisine % 25 oraninda direncli oldugunu belirlemislerdir. Sahin ve
ark. (84), Kars ili merkez ve koylerinde izole edilen S.aureus’larda sirasiyla; penisiline
%88.23, trimethoprim-siulfametoksazole %23.5, sefaperazona %29.4 oraninda direng
belirlerken, ampisilin-sulbaktam, enrofloksasin ve danofloksasine ylksek duyarlilik tespit

etmislerdir.

Kirsan ve ark. (60), istanbul cevresindeki 6zel ciftliklerde 33 adet Holstein irki inekten
CMT pozitif olan 54 meme lobunun subklinik mastitis oldugunu, bakteriyolojik olarak

muayene edilen 54 sit 6rneginden 17 (%26.56)'sinde S.aureus izole edildigini ve izole edilen
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S.aureus suslarinin  hepsinin ampisilin-sulbaktam kombinasyonuna duyarli oldugunu
bildirmiglerdir. Kuyucuoglu ve ark. (66), Afyon bdlgesinde bulunan degisik laktasyon
donemlerindeki 272 inekten,126 inekte CMT pozitif tespit etmigler, CMT pozitif olan 126
inekten 164 adet sut orneg@i alarak mikrobiyolojik olarak incelemisler, drneklerden 62’sinde
S.aureus, 22'sinde S.epidermidis izole ve identifiye etmislerdir. izole edilen S.aureus
suslarinin  %62'sinin  amoksisilin-klavulonik  asite, %82.2'sinin  ampisilin-sulbaktama,
%70.9'unun enrofloksasine, 9%59.6’sinin  danofloksasine, %74.1'inin  sefoperazona,
%77.4'Unln streptomisine, %25’inin penisilin G'ye, %22.5'inin tetrasikline, %27.4’Gndn
eritromisine, %54.8'inin nistatine duyarli olduklarini bildirmislerdir. Ak (2), Trakya bdélgesinde
yaptig! bir calismada tim S.aureus suslarinin penisiline direncli olduklarini saptamis, ayrica

enrofloksasine %85.7 duyarlilik belirlemistir.

Akan ve ark. (3), yaptiklari bir calismada 82 stafilokok susunun %59.75’inin penisilin
G'ye, %?29.2'sinin amoksisiline, %3.65’inin amoksisilin-klavulonik asite, %8.53’lnin
kloksasiline, %56.09’unun ampisiline, %13.4’Unuin ampisilin-sulbaktama direncli oldugunu
bulmuslardir. Kuyucuoglu ve ark. (95), mastitisli ineklerden elde edilen 76 stafilokok susunun
koagilaz pozitif 71 susunda %63.38 oraninda B-laktamaz aktivitesi saptamiglar, 76 stafilokok
susunun antibiyotik duyarlliklarinin  incelenmesi sonucu stafilokok suslarinin 34
(%44.74)'Gnt amoksisiline, 4 (%5.27)'unu ampisilin-sulbaktama, 48 (%63.16)'ini ampisiline,
56 (%73.69)'sinI penisiline, 12 (%15.79)’sini kloksasiline ve 21 (%27.64)'ini sefaperazona
direncli bulmuslardir. Ugan ve ark. (90), Konya bélgesinde mastitisli inek sttlerinden izole
edilen 81 koagulaz pozitif stafilokok susunun 75 (%92.6)'ini S.aureus, 6 (%7.4)'sini
S.intermedius olarak identifiye etmisler, tim suslar dikkate alindiginda en duyarli olan
antibiyotigin danofloksasin (%100) oldugunu ve duyarlliklarina gére ampisilin-sulbaktam ile
metisilin  (%98.8), oksasilin ve amoksisilin-klavulonik asit (%97.5), kloksasin (%96.3),

amoksisilin (%22.2) ve penisilin G (%14.8) oldugunu belirlemislerdir.

Dinc ve ark. (96), Ankara ili st sigiri igletmelerinden laboratuvara gonderilen mastitis
slipheli 150 st 6rneginden cins dizeyinde bakteriyolojik tarama yapmislar, 6rneklerin
%44.6’sinda stafilokok tirt saptamiglar, izole edilen suslarin %45.3’'Unln eritromisine,
%44’anin amoksisiline, %44’Gnlin gentamisine, %42.6’sinin  oksitetrasikline, %42’sinin
kanamisine, %32.6’sinin ampisiline, %32’sinin trimethoprimee, %31.3'Undn penisilin G'ye
duyarli olduklarini bulmuslardir. Younis ve ark. (104), mastitisli sitlerden izole ettikleri 400

S.aureus susunda, tetrasikline (%52) ve penisiline yiiksek diren¢ (%96.6) saptamiglardir.

S.aureus’dan ileri gelen mastitislerde tedavinin olduk¢a gui¢ oldugu bildiriimektedir.

S.aureus kokenli mastitis olgularinda uygulanan tedavilerdeki basarisizliga; antibiyotiklere
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direncli suglarin varhgi, enfeksiyon bdlgesinde yangisal hicrelerin birikmesi ve alveolar
epitelyumun hiperplazisine bagli gelisen yangisal doku bariyerinin antibiyotigin etkisini
kisitlamasi, stafilokoklarin polimorf niikleer lokositlerin iginde canli kalmalari ve mikroapse

olusturmalari gibi bir gok faktoriin neden oldugu acgiklanmigtir (12,20,77,85).

Meme ici verilen ve in-vitro kosullarda etkili bir antibiyotik, sitte yeterli bir antibiyotik
konsantrasyonu saglarken, S.aureus'un bulundugu derin meme paransiminde vyeterli
konsantrasyon saglayamamaktadir. Bu nedenle stafilokok mastitlerinde, antibiyogram
testlerle etken duyarliigi saptanan ve meme dokusunda iyi dagilan antibiyotikler, meme ici
ve paranteral olarak birlikte uygulanmalidir. S.aureus ile enfekte inekler strtden ayrilmali,
tedaviden sonra iyilesme oluncaya kadar ayri tutulmahdir. Ayrica, kronik enfekte inekler
suriden cikariimalidir. Hayvanlar uygun ve hijyenik olarak sagiimali ve meme saghgi kontrol
programlar periyodik olarak izlenmelidir (4,12,20,77,81).

Bu calisma ile Sarikamis ilcesinde, klinik ve subklinik mastitisli inek sitlerinden izole
edilen stafilokoklarin tiplendiriimesi yaninda suslarin B-laktamaz aktiviteleri ve mastitis
tedavisinde kullanilan antibiyotiklere duyarlihiklarinin belirlenmesi amaglanmis, bélge

hayvanciligina ve ekonomisine katki saglayacagi disunulmustar.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada; Kars iline bagh Sarikamis ilcesinde Camyazi ve Alisofu kdylerindeki 86
ahirda toplam 256 sagmal inek mastitis yoniinden arastirilmis ve mastitisli oldugu belirlenen
61 hayvandan alinan toplam 79 sit 6rnegi incelenmistir. Alinan 79 st 6rneginin 72
(%91.1)'si subklinik ve 7 (%8.9)'si Klinik mastitisi meme loblarina aitti. Alinan st
orneklerinde stafilokok varligi, pB-laktamaz aktivitesi ve bazi antibiyotiklere duyarlliklar

arastirildi.

3.1. MATERYAL

3.1.1.Besiyerleri

Kanli Agar Besiyeri (Oxoid, CM331)

Klinik ve subklinik mastitis supheli stit numunelerinden stafilokoklarin ilk izolasyonu

amaclyla % 5’lik koyun kani ilave edilmis kanh agar kullanildi. Bu besiyeri su sekilde

hazirlandr:
Blood-Agar Base 40 gr.
Distile su 1000 ml.

Bu karisim, tartimlari yapildiktan sonra cam malzemelerden erlenmayer icerisinde
Isitilarak eritilip, pH 7.2'ye ayarlandi ve otoklavda 121°C’'de 15 dakika steril edildi.
Sterilizasyon sonrasi 45-50°C’ye kadar sogutularak besiyerine defibrine koyun kani (%5)

eklendi. Besiyeri daha sonra steril petrilere dokildi (26).

Baird-Parker Agar (Oxoid, CM275)

Segici bir besiyeri olan Baird-Parker Agar'in hazirlanisi; Baird-Parker Agar (CM275)
besiyerinden 63 gr.tartildi, 1 It.damitik su icinde 1sitilarak ¢oézdurildi. Daha sonra 121°C'de
15 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasi 50°C’ye sogutulan besiyerine, oda
sicakligina getirilmis olan Egg Yolk Emusion (SR 54)’'dan 50 ml.eklendi. Besiyeri daha sonra
steril petrilere dokulda (72).
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Bu besiyeri, S.aureus izolasyonu ve sayimi i¢in secici bir besiyeridir. Formull Baird-
Parker tarafindan gelistirilen besiyerine, hasar gormuis hucreleri korumak ve Uremesine
yardici olmak amaciyla sodyum piruvat, tani amachh madde olarak yumurta sarisi
emdlsiyonu, 6rnekte mevcut diger bakterilerin gelismelerini 6nlemek igin de tellurit ve lityum
eklenmistir. Besiyeri, eklenen yumurta sarisi emdulsiyonu nedeniyle sari renkte ve opak
gorinimdedir. S.aureus telluritin telluriuma indirgenmesi nedeniyle gri-siyah renkte, yumurta
sarisindaki lesitinaz reaksiyonu nedeniyle de etrafinda seffaf zon bulunan koloniler olusturur
(72).

Eosin Metilen Blue (EMB) Agar (Oxoid, CM69)

Bu besiyeri, stafilokok disinda mastitis nedeni olan Gram negatif bakterilerin

izolasyonu amaciyla kullanildi.

Besiyerinin hazirlanigi: EMB agar (37.5 gr) distile suda (1000 ml) eritilerek pH 6.8'e
ayarlandi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Besiyeri daha sonra steril petrilere
dokaldu (72).

Mueller-Hinton Agar (Merck,1.05437)

Bu besiyeri, stafilokok suslarinin antibiyotiklere duyarlliklarinin belirlenmesi amaciyla

kullanildi.

Besiyerinin hazirlanisi: Mueller-Hinton agar (36 gr) distile suda (1000 ml) eritilerek pH
7.4’e ayarlandi ve otoklavda 121°C’'de 15 dakika steril edildi. Besiyeri daha sonra steril

petrilere dokuldi (26).

Mueller-Hinton Broth (Oxoid, CM405)

Mueller-Hinton Broth, antibiyogram testinde gerekli olan bir sivi besiyeri olup bakteri

suspansiyonlarinin hazirlanmasi amaciyla kullanildi (26).

Besiyerinin hazirlanisi: Mueller-Hinton broth (21 gr) distile suda (1000 ml) eritilerek
pH 7.4’e ayarlandi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Daha sonra steril cam

tplere 5’er ml olacak sekilde konuldu (26).
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3.1.2. Ticari Test Kitleri, Ayiraclar ve Biyokimyas  al Test Malzemeleri

B-laktamaz identifikasyon test stikleri (Nitrocefin-Oxoid BR66A); Stafilokoklarin -

laktamaz aktivitelerini arastirmak icin kullanildi (40).

Staphylase Test (Oxoid DR595); S.aureus suslarinin tavsan plazmasi olmaksizin
lateks aglutinasyon prensibiyle koagilaz enzimi Uretip Uretmediginin saptanmasi amaciyla
kullanildr (72).

Hidrojen peroksit (%3); katalaz testinde kullanildi.

CMT (California Mastitis Testi) test ayiraci; ayiracin hazirlanmasinda Brom Creosol
Purple (BCP) ve anyonik deterjandan faydalanildi. Bu amacla, 100 ml anyonik deterjan ve
50 ml 1/300’liik BCP beher icerisinde karistinidi ve 900 ml distile su ilave edilerek ayirag
hazirlandi (67).

Gram boyama seti

3.1.3. Antibiyotik Diskleri

Stafilokok suslarinin antibiyotiklere duyarhliklarini tespit etmek amaciyla, Oxoid
firmasindan saglanan; penisilin (10U), amoksisilin (25ug), amoksisilin-klavulonik asit (20ug/

10ug), kloksasilin (1ug), enrofloksasin (5ug) ve vankomisin (30ug) diskleri kullanildi.

Ayrica stafilokoklarin mikrokoklardan ayirt edilmesi amaciyla basitrasin diskleri
(0.04U) kullanildr.

3.2. YONTEM

3.2.1.Klinik Muayene

3.2.1.1.Klinik Mastitislerin Belirlenmesi

Memelerin 6zel muayenesinde; dis gorintmleri, meme baslarinin buayuklikleri,
memenin ve meme basinin sekli, meme ve meme basi derisinin durumu, meme basinin

gevsekligi ve 6demin varhidi gozden gecirildi. Memelerden sitiin ¢ikis sekline bakilarak,

meme basi kanalinin fibrin, kan pihtisi ve st taslari ile tikanip tikanmadig arastiriidi. Suttin
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fiziksel muayenesinde Strip Cup Testi uygulandi. Bu amagla siyah renkli plastik bir kap
uzerine hayvandan alinan 5-10 ml sut, renk degisikligi, kan, kivam ve pihti bakimindan

incelendi ve sonucun pozitif olmasi ile klinik mastitis hakkinda bilgi edinildi (15,19,67).

3.2.1.2.Subklinik Mastitislerin Belirlenmesi

Bu amacla California Mastitis Testi (CMT) yapildi. Uygulama icin 6zel CMT test
kureginin dort bolimine ayri olarak, her memeden birka¢ ¢cekim (2-3 ml) sit alindi. Kirek
yere dogru hafif meyilli tutularak fazlasi akitilip bolimlerdeki siitler esitlendi. Uzerine esit
miktarda CMT test ayiraclt eklenerek, 15-20 sn. hafif dairesel hareketlerle karistirilirken
sonu¢ okundu. Cevirme hareketleri sirasinda test kiregi hafifce edildiginde kolayca akan
tabakanin altindan daha yavas akan yapigskan bir tabaka gorilmediginde reaksiyon negatif
kabul edildi. Yavas akan ince tabaka kolay akan sut karigimi altinda goruldiginde reaksiyon
+1, yapiskan tabaka kiirek yatay diizlem icinde ¢evrilirken gorildigunde reaksiyon +2, kirek
donduralurken yapigkan kitlenin ortasinda bir koni olustugunda ve déndirme hareketleri

kesildiginde merkezdeki tabaka kalinca reaksiyon +3 olarak kabul edildi (80,97).

3.2.2.Kiiltiir icin Sut Orneklerinin Toplanmasi

Klinik muayene, Strip Cup ve CMT testleri sonucunda klinik veya subklinik mastitis
oldugu dusulen hayvanlarin hasta meme loplarindan sit érnekleri alindi. Meme ve meme
baslarn %70'lik alkol ile dezenfekte edildikten sonra steril kapakl plastik tiplere 15-20 ml
miktarinda alinan sutler, kisa sirede laboratuvara getirildi. Sut 6rnekleri alinmadan 6nce
hayvana ait bilgiler (hayvanin irki, laktasyon sayisi, mastitisin klinik sekli, ahir hijyeni ve
sagimin ne sekilde yapildigi, en son ne zaman antibiyotik uygulandigi) anket formuna
kaydedildi (15,19).

3.2.3. izolasyon, identifikasyon ve Patojenite Testleri

3.2.3.1. Kultar

Bu islem, st orneklerinde hem mikroorganizma olup olmadigini hem de
mikroorganizma varsa bunun sayisini belirleyecek sekilde yapildi. Her sit érnegi kanh agar,
Baird-Parker Agar ve EMB besiyerlerine 0,1 ml miktarinda yayma plak yontemi ile ekildi.
Besiyerleri aerop ortamda ve 37°C'de 24-48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kanli
agarda 10° kob/ml Gireme saptanan 6rnekler ile Baird Parker agarda tipik etrafi berrak zonlu

siyah renkli koloni olusturan kultirler ve EMB agarda metalik yansima veren Kkultirler
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degerlendiriimeye alindi. Hi¢ Greme olmayan, belirtilen sayidan az Greme olan érnekler kalttr
negatif olarak degerlendirildi. Kanli agar, Baird-Parker Agar ve EMB besiyerlerinde Ureyen
mikroorganizmalar koloni yapisi, Gram boyama, mikroskobik gorinim ve biyokimyasal

Ozellikler (IMVIC, katalaz) yoninden incelenerek tanimlandi (17,26,77).

3.2.3.2. E.coli izolasyonu

EMB petrilerinden 5 koloni alindi. Alinan koloniler koliform 6zellik gosteren 2-3 mm
blyukliginde metalik yansima veren koloniler arasindan secildi. Alinan bu tipik kolonilere
IMVIC testi uygulandi. IMVIC testi sonucu Indol pozitif, Methyl-Red pozitif, Voges-Proskauer

negatif ve Sitrat negatif olan koloniler E.coli olarak tespit edildi.

3.2.3.3. Streptekoklarin izolasyonu

Kanli agarda 1 mm capinda, seffaf, parlak, hemolitik ve nonhemolitik streptekoklar
yoninden stpheli gortlen 5 koloni alindi. Alinan kolonilerden Gram boyama yapildi. Gram
boyama sonucu zincir seklinde Gram pozitif gérilen kolonilere katalaz testi uygulandi.

Katalaz testi sonucu negatif olan koloniler streptekok olarak izole edildi.

3.2.3.4. Stafilokoklarin izolasyonu

Kanl agarda 2-6 mm capinda, yuvarlak, dizgin, S tipi kolonilerden 5 koloni alindi.
Gram boyama vyapildi. Gram boyama sonucu kiUmeler seklinde Gram pozitif goérilen
kolonilerin katalaz testi ile streptekoklardan, Mueller Hinton agarda basitrasine duyarlilik
deneyi ile mikrokoklardan ayrimi yapildi. Baird Parker agarda tipik etrafl berrak zonlu siyah

renkli kolonilere uygulanan koagulaz testi ile de stafilokoklarin identifikasyonu yapildi.

3.2.3.4.1. Katalaz Deneyi

Stafilokoklari, streptokoklardan ayirt etmede kullanilan bu deney, kanh agar
besiyerinde treyen bakteri kolonilerinden steril plastik cubuk ile lam Utzerine alinip, tzerine
%3’lik H,O, damlatilarak yapildi. Gaz kabarciklarinin olugsmasi pozitif olarak degerlendirildi

ve izole edilen Gram pozitif koklar bu deney ile streptokoklardan ayirt edildi (26).
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3.2.3.4.2. Basitrasin’e Duyarlilik Deneyi

izole edilen Gram pozitif koklarin basitrasin duyarliik deneyi ile mikrokoklardan
ayirimi yapildi. Stafilokoklar 0.04U basitrasin iceren disklere direncli olduklar halde
mikrokoklar duyarlidir (26).

Deneyin yapihsi; Stafilokok-mikrokok ayirimi yapilacak olan bakteri kilttrlerinden
birkac koloni alindi ve Mueller Hinton Broth iceren tuplere ekildi. Tupler, 5-6 saat 37°C’de
inklibe edildikten sonra inokulumdaki bakteri yogunlugu 0.5 nolu McFarland bulanikhgina
ayarlandi. Bulanikli§i ayarlanan kultlr stispansiyonlarindan steril svaplar yardimi ile Mueller
Hinton agar besiyerine yayma ekim yapildi. 0.04U basitrasin iceren diskler petri plaklarina
steril pens yardimi ile yerlestirildi. Besiyerlerinin 37°C’lik etlivde 18-24 saat inkiibasyonundan

sonra basitrasine direngli olan suglar stafilokok olarak degerlendirildi (26).

3.2.3.4.3. Koagllaz Deneyi

Patojen stafilokoklarin diger stafilokoklardan ayirt edilmesinde kullanilan bu testte
Staphylase Test (Oxoid DR595) ticari test kiti kullanildi. Bu deneyde, Baird Parker agardan
izole edilen kudltirlere koagilaz testi uygulanarak dogrulama yapildi. Bu islem igin; lateks
reaktifleri oda sicakligina getirilip, kuvvetlice Kkaristirilarak (vortekste) homojenizasyon
saglandi. Test reaktifi kart tGzerindeki test halkalarindan birine 1 damla damlatildi. Steril bir
Oze ile petriden 5 sipheli koloni alindi. Koloniler test halkasina yayilarak test reaktifi ile iyice
kanistirildi. Kart 20 sn. dairesel olarak hareket ettirilerek normal 1sik altinda aglutinasyon olup
olmadig! gozlendi. Sonu¢ pozitif ise test 1. adimdan 5. adima kadar kontrol reaktifi ile tekrar
edildi. incelenen kolonilerde lateks test reaktifi ile aglitinasyon olustugunun gézlenmesi,
kontrol reaktifi ile aglitinasyon gozlenmemesi ile izole edilmis olan S.aureus’un koagilaz

pozitif sus oldugu dogrulanmis oldu (72).

3.2.3.5. B-Laktamaz Varl ginin Belirlenmesi

Suslarin B-laktamaz Uretiminin belirlenmesinde B-laktamaz (nitrocefin) identifikasyon
stikleri (Oxoid BR 66A) kullanildi. Stiklere Mueller Hinton agarda Ureyen kolonilerden stirme
yapildi ve stikler nemli ortamda 24 saat sureyle inkiibe edildi. Sonuclar 5.,15.dak. ve 24 saat
sonunda stiklerde olusan renk degisimine gore degerlendirildi. Koyu-pembe kirmizi renk
olusumu B-laktamaz pozitif ve 24 saatin sonunda rengin degismemesi ise B-laktamaz negatif
olarak degerlendirildi (51,89).
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3.2.3.6. Antibiyogram Duyarhlik Testi

izole ve identifiye edilen stafilokok suslarinin antibiyotiklere karsi duyarhliklar Kirby-
Bauer disk diflizyon yontemi ile belirlendi. Bu amagla, duyarliligi belirlenecek olan bakteri
kultdrinden birkag koloni alindi ve Mueller Hinton Broth iceren tiiplere ekildi. Tupler, 5-6 saat
37°C’de inkube edildikten sonra inokulumdaki bakteri yogunlugu 0.5 nolu McFarland
bulanikhdina ayarlandi. Bulanikhdi ayarlanan kultir stspansiyonlarindan steril svaplar
yardimi ile Mueller Hinton agar besiyerine yayma ekim yapildi. Daha sonra antibiyotik iceren
diskler birbirine 3-4 cm, petri kenarina 1 cm uzaklikta olacak sekilde petri plaklarina steril
pens yardimi ile yerlestirildi ve besiyeri ile temasi saglandi. Besiyerlerinin 37°C’lik etlivde
18-24 saat inkibasyonu sonunda disklerin etrafinda olusan zon caplari dl¢ulerek, suslarin

antibiyotik duyarhhklari/ direnglilikleri belirlendi (28,69).

Tablo-5. Kullanilan antibiyotik disklerinin inhibisyon zon caplarinin degerlendirilmesi (28,69).

Antibiyotik Adi inhibisyon Zon Caplari/mm
Direncli Orta Duyarh Duyarli
Penisilin <20 21-28 229
Amoksisilin <13 14-20 221
Amoksisilin-Klavulonik asit | <13 14-20 221
Kloksasilin <13 13-14 >15
Enrofloksasin <17 17-21 222
Vankomisin <9 10-11 <12
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4. BULGULAR

Bu calismada, klinik ve subklinik mastitisler yoniinden taranan 256 sagmal inegin 57
(%22.3)'sinde subklinik, 4 (%1.5)'inde klinik olmak tzere toplam 61 (%23.8) inekte mastitis
belirlendi. CMT pozitif oldugu belirlenen 61 inekten alinan 79 st 6rneginin, 72 (%91.1)’si
subklinik ve 7 (%8.9)’si klinik mastitisli meme loblarina aitti. Stt drneklerinin 51 (%64.6)’i bir
meme lobundan, 8 (%10.1)’i ayni hayvanin iki meme lobundan, 12 (%15.2)'si (¢ meme
lobundan ve 8 (%10.1)’'i dért meme lobundan alindi (Tablo-6).

Tablo-6. Mastitisli ineklerden alinan sut 6rnegi ile hastalikli meme lobu sayilari.

Hasta meme Subklinik mastitis Klinik mastitis
lobu sayisi inek sayisi  |Alinan siit 6rne  gi sayisi inek sayisi  |[Alinan siit 6rne  gi sayisi
4 2 8 - -
3 3 9 1 3
2 3 6 1 2
1 49 49 2 2
Toplam 57 72 4 7

Mastitisli oldugu belirlenen 61 hayvanin; 5 (%8.2)'inin 1. laktasyonda, 4 (%6.6)'Unin
2. laktasyonda, 8 (%13.1)'inin 3. laktasyonda, 11 (%18)’inin 4. laktasyonda, 15 (%24.6)'inin
5. laktasyonda ve 18 (%29.5)'inin 6. laktasyonda oldugu belirlendi. Hayvanlarin k6t hijyenik
sartlarda barindinldiklari ve hayvanlarin hepsinin sagiminin elle yapildigi, ayrica hayvanlarda

antibiyotik kullaniimadig tespit edildi.

Tablo-7. Subklinik ve klinik mastitis bulgulari.

Hasta izolasyon izole Edilen Mikroorganizmalar
inek inek x| Yapilan
2 Sayisl Meme Ornek S.aureus KNS Streptekok E.coli
é Sayisl Sayisi
é 2x4 6 2 1 1 -
< 3x3 5 2 2 1 -
>
n 3x2 4 1 1 1 1
49 49x1 46 17 14 7 1
1 1x3 3 - - 1 1
x 2
z £ 1 1x2 1 - 1 - -
< 3]
= 2 2x1 2 1 - - 1
Toplam 61 79 67 23 19 11 4
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Calismada, 79 mastitisli inek sutiiniin mikrobiyolojik incelenmesinde 67 (%84.9)
ornekten bakteriyel etken izole edilirken, 12 (% 15.2) drnekten herhangi bir bakteriyel etken
izolasyonu yapilamadi. Mastitisli sutlerin  47'sinde stafilokok ve mikrokok, 11’inde
streptekoklar ve 4’'linde enterobakterler izole edildi. izole edilen 47 stafilokok ve mikrokokun
42'sinin basitrasine direncli, 5'inin basitrasine duyarl oldugu tespit edildi. Stafilokoklarin izole

edildigi 42 st 6rneginin; 23’Unde S.aureus, 19'unda KNS identifiye edildi.

Mastitisli st drneklerinden izole ve identifiye edilen mikroorganizmalarin sikhk

sirasina gore dagilimlari Tablo-8'de gorilmektedir.

Tablo-8. Mastitisli inek sutlerinden izole edilen mikroorganizmalarin sayisi ve dagilimi.

izole edilen mikroorganizma tiirii Say!l %
S.aureus 23 34.3
K-negatif stafilokok 19 28.3
Streptecoccus spp. 11 16.4
E. coli 4 5.9

izole edilen stafilokoklar koagiilaz testi ile S.aureus ve KNS seklinde iki gruba ayrild.
EMB agarda laktoz pozitif ve metalik refle veren koloniler IMVIC testleri ile E.coli olarak

tanimlandi.

Tablo-9. izole ve identifiye edilen S.aureus ve KNS suslarinin B-laktamaz aktiviteleri ve
biyokimyasal test sonuclari

Stafilokok Su glari | Katalaz Pozitif (%) | B-laktamaz Pozitif (%) Koagulaz Pozitif (%)

S.aureus 23 23 (100) 14 (33.3) 23 (100)

KNS 19 19 (100) 4 (9.5) -

Katalaz ve Koagllaz testi; izole edilen koklarin tamaminin katalaz pozitif oldugu,
streptekok suslarinin ise katalaz negatif oldugu saptandi. Koagilaz; Staphylase Test (Oxoid

DR595) kullanilarak yapilan koagilaz testinde izole edilen 42 stafilokok susunun 23'Unin
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K-pozitif, 19'unun K-negatif oldugu tespit edildi. B-laktamaz aktivitesi, 23 S.aureus (%34.3) ve

19 KNS (%28.3) olmak Uzere toplam 42 stafilokok susunun 18 (%42.8)'inde B-laktamaz

aktivitesi saptanirken, 24 (%57.2)'Unde B-laktamaz aktivitesi saptanamamistir (Tablo-9).

Tablo-10. izole edilen S.aureus ve K-negatif stafilokoklarin antibiyotik duyarlilik sonuclari.

Koagtlaz Negatif
S.aureus Stafilokok Toplam
Antibiyotik n:23 n:19 n :42
R S R S R S
n % n % |[n| % n % n % n %

Penisilin 16 |69.6| 7 [304|9 474|110 |526|25|595]| 17 |405
Amoksisilin 10 143513 |565|6 |31.6]13 |68.4 |16 |38.1| 26 |619
Amoksisilin-klavulonik | 2 | 87 |21 (9131 | 53 |18 |947| 3 | 7.1 | 39 |92.9
asit

Kloksasilin 1143 |22]957|1 |53 [18|947| 2 | 48 |40 ]95.2
Enrofloksasin 3 ] 13 |20] 8 | 2105|117 |895| 5 |119|37|88.1
Vankomisin - - 23 | 100 | - - 19 | 100 | - - 42 | 100

R: Direncli, S: Duyarli, n: Sus Sayisi

Antibiyotik duyarlilik deney sonuglari; B-laktam grubu antibiyotiklerle yapilan
deneylerde 42 stafilokok susunun 25 (%59.5)'inin penisiline, 16 (%38.1)'sinin amoksisiline, 3
(%7.1)’Un0in amoksisilin-klavulonik asite, 2 (%4.8)'sinin kloksasiline direncli oldugu, diger
antibiyotik gruplar ile yapilan deneylerde suslarin 5 (%11.9)’inin enrofloksasine direncli ve

ayrica suslarinin tamaminin vankomisine duyarl oldugu bulundu (Tablo-10).

Tablo-11. incelenen suslarin B-laktamaz 6zelliklerine gére antibiyotik direnglilikleri.

Amoksisilin-
Ozellik Penisilin Amoksisilin | klavulonik Kloksasilin Enrofloksasin | Vankomisin
asit
B-laktamaz
Pozitif 15 11 2 1 4 -
(n:18)
B-laktamaz
Negatif 10 5 1 1 1 -
(n:24)
Toplam 25 16 3 2 5 -
(n:42) %59.5 %38.1 %7.1 %4.8 %11.9
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5. TARTISMA VE SONUC

St inegi yetistiriciliginin temel sorunlarindan olan mastitis, meydana getirdigi sit
verimi dusukligu, hasta ineklerin elden cikariimasi, sitin satis degerindeki azalma, ila¢g ve
tedavi giderleri ile stttn kalitesindeki deger kaybi gibi nedenlerle 6nemli ekonomik kayiplara
yol acan bir hastaliktir. Bu baglamda, hastalia neden olan etkenleri belirlemek ve duyarl

olduklari antibiyotikleri saptamak buyik dnem tasimaktadir.

Sarikamis ilcesinde gerceklestirilen bu calismada, klinik ve subklinik mastitis
yonunden taranan 256 sagmal inegin 61 (%23.8)'inde mastitis saptanmistir. Hayvanlarin
klinik muayenesi ve supheli memelerden alinan sit orneklerine uygulanan CMT testi
sonucunda ineklerde subklinik mastitis orani %22.3, klinik mastitis orani ise %1.5 olarak
saptanmistir. Tirkiye'nin farkli bolgelerinde ineklerde mastitis oranini belirlemeye yonelik
olarak yapilan calismalardan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde farkhi sonuglarin
alindigi gérilmektedir (2,14,52,66,84,96,97,102).

Bir ¢ok mikroorganizmanin mastitise yol agabildigi bilinmekle birlikte, mastitisli stt ve
meme dokusundan biyuk bir codunlukla S.aureus, S. epidermidis, Streptococcus spp. gibi
Gram pozitif koklarin izole edildidi bildirilmektedir. Turkiye'nin degisik yorelerinde ve diger
Ulkelerde mastitise neden olan mikroorganizmalarla ilgili pek cok calisma yapilmis,
stafilokoklarin mastitislerden en cok izole edilen etken oldugu tespit edilmistir (7,14,24,63,
70,84,93,96).

Tablo-12. Turkiye'de subklinik mastitisli ineklerden izole edilen stafilokoklarin oranlari.

Alacam Aydin Sahin Gurtlrk Kuyucuog Ak Yildiz
Etken ve ark. ve ark. ve ark. ve ark. lu ve ark. (2) (102)
®) (14) (84) (52) (66)
S.aureus %9,52 %35.89 %29.82 %25.39 %37.8 %13.3 | %39.4
S.epidermidis - %19.23 | %17.54 %2.73 %13.4 - %7.4
S.intermedius - - - %3.12 - - -

Alacam ve ark. (5), Afyon'da CMT pozitif olan meme loblarindan aldiklari sit
orneklerinde ineklerin %26.19'unda stafilokok izole etmislerdir. Aydin ve ark. (14), Kars
yoresinde Klinik ve subklinik mastitisli ineklerden alinan 93 sit érnedinde etken olarak, 28
(%35.89) S.aureus ve 15 (%19.23) S.epidermidis izole etmiglerdir. Sahin ve ark. (84), Kars

ili merkez kdylerinde 304 inegin mastitis taramasinda S.aureus’un izolasyon oranini %29.82,
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S.epidermidis’in ise %17.54 oldugunu tespit etmiglerdir. Garturk ve ark. (52), Van ve
yoresinde yaptiklari bir calismada cesitli isletmelerde yetistirilen 650 inekten alinan 2550 st
numunesinde 105 (%41) stafilokok turd izole edilmigtir. Ayni c¢alismada, izole edilen
stafilokoklardan 65 (%25.39)'i S.aureus, 9 (%3.5)'u S.haemolyticus, 8 (%3.12)
S.intermedius, 8 (%3.12)'i S.warneri, 8 (%3.12)'i S.saprohyticus ve 7 (%2.73)'si ise
S.epidermidis olarak tiplendirilmistir. Kuyucuoglu ve ark. (66), Afyon yoéresinde CMT pozitif
bulunan 126 inekten 164 sit drnegi almislar, drneklerin %37.8’inde S.aureus, %13.4'(nde

S.epidermidis identifiye etmiglerdir.

Ak (2), Trakya yoresinde CMT pozitif olarak belirledigi 77 stt 6rneginden 105 etken
izole etmis, bu etkenlerden %13.3'Uniln S.aureus oldugunu bildirmigtir. . Kirecci ve ark. (63),
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi ciftliginde bulunan Holstein ve Montofon irki ineklerin
CMT ile muayenesinde, CMT pozitif bulunan 140 sit 6rnedinden %51.2 oraninda stafilokok
turd izole etmiglerdir. Yildiz (102), Elazig ili ve cevresinde st igletmeciligi yapilan
isletmelerden CMT pozitif 109 subklinik meme lobundan yaptigi bakteriyolojik muayene
sonucunda %39.45 oraninda S.aureus, %7.4 oraninda S.epidermidis identifiye etmistir.
Rigvanh ve ark. (95), yaptiklari bir calismada 1249 inekte stafilokokkal mastitislerin dagilimini

incelemigler, hayvanlardaki stafilokokkal mastitislerin oranini %48.28 olarak bildirmislerdir.

Ucan ve ark. (90), Konya bolgesinde mastitisli inek sutlerinden izole edilen 81
K-pozitif stafilokok susunun %92.6’sin1 S.aureus, %7.4'Un0 S.intermedius olarak identifiye
etmislerdir. Din¢g ve ark. (96), Ankara ilinde bulunan st sidiri isletmelerinden aldiklar
mastitis suipheli siitlerden %44.6 oraninda stafilokok tiirli izole etmislerdir. istanbulluoglu ve
ark. (96), istanbul'da yaptiklarl bir calismada, S.aureus’'u %47.9 oraninda izole etmislerdir.
Savasan ve ark. (96), Aydin ili ve cevresinde mastitisli inek sitlerinden %44.04 oraninda

S.aureus identifiye etmiglerdir.

Yurt disinda yapilan calismalarda; mastitisli inek sitlerinden izole edilen S.aureus
oranlari; Brezilya’da %7.6, iran'da %61.2, Slovakya'da %22.2 olarak tespit edimis,
Nijerya'da yapilan bir calismada KNS’larin orani %15.4 olarak tespit edilmistir (7,24,70,93).

Mastitislerden yuksek oranlarda stafilokok suslarinin izole edilmesinin, hayvanlarin
barindirildiklari ahir sartlarinin kétti olmasi, sagim hijyenine uyulmamasi, yetistirildikleri
bolgelerin cografi sartlari, yetistiricilerin mastitis hakkinda bilincli olmamasi ve mastitis kontrol
programlarinin uygulanmamasi gibi nedenlerden kaynaklandigi degdisik arastiricilar
tarafindan bildiriimektedir (2,66,84).
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Yapilan bu calismada, mastitisi meme loblarindan alinan 79 inek stinin
mikrobiyolojik incelenmesi sonucu, 6rneklerin %34.3'Unde S.aureus, %28.3'sinde KNS olmak
Uzere toplam olarak %62.6 orani ile en fazla stafilokoklar izole edilmistir. Bu sonugclar,
dunyanin diger ulkeleri ile Turkiye’de bulunan oranlara benzerlik gostermektedir. Ozellikle
literatlir bilgilerinde belirtildigi gibi, izole ettigimiz 3 bakteri grubu arasinda da mastitis nedeni
olarak stafilokoklarin en sik gorilen bakteri oldugu gortusi calismamizda elde edilen

bulgularla uyum icerisindedir.

Calismada, 79 mastitisli inek sitinin mikrobiyolojik incelenmesinde; érneklerin 67
(%84.8)'sinde etken izole edilirken, 12 (%15.2)'sinde herhangi bir etken izolasyonu
yapilamadi. Stafilokoklarin izolasyon ve identifikasyonunun yapildigi sut érneklerinin 23’'tinde
S.aureus, 19'unda KNS izole edildi. Toplam olarak mastitisli sttlerden 42 Staphylococcus
spp. izole ve identifiye edildi. izole edilen etkenler arasinda birinci sirada S.aureus’un oldugu
(%34.3), bunu KNS (%28.3) ile Streptecoccus spp. (%16.4) ve E.coli (%5.9)'nin izledigi
belirlendi. E.coli’'nin 0Ozellikle koti ahir hijyeni sartlarindan, uygun ve temiz altlik
kullanilmamasindan, hayvanlarin agir kis sartlari nedeniyle uzun siire ahirda kalmalarindan,
ekstansif yetistiricilik tarzindan ve elle sagim sirasinda temel hijyen Kkurallarina

uyulmamasindan kaynaklandigi distnilmektedir.

Koagilaz enzimi, S.aureus suslarini diger stafilokok suslarindan ayiran en 6nemli
patojenite kriteridir. Bununla beraber koagulaz enzimi disik oranda da olsa diger bazi
stafilokok tirleri tarafindan da yapilabilmektedir. Koagilaz enzimi S.aureus suslarinda
serbest ve hiicreye bagli olarak bulunabilir. Patojen stafilokoklarin ¢codu insan yada bir cok
hayvan plazmasini koaglle etme yetenegine sahiptirler. Bu tip stafilokoklar girdikleri
organizmada sahip olduklari koagllaz enzimi sayesinde bir fibrin tabakasiyla kaplanarak
fagositozdan korunduklari gibi normal serumun bakterisit etkisini de engelleyerek patojenite

kazanmis olurlar. Bu nedenle K-pozitif suglar patojen kabul edilirler (12,43).

Akan ve ark. (3), inek mastitislerinden izole edilen 82 stafilokok susunun 69
(%84.14)'unun lamda, 76 (%92.68)'sinin tipte K-pozitif oldugunu belirlemislerdir. Kirecci ve
ark. (63), CMT pozitif olan 35 inekten alinan 140 adet sit 6érneginde 86 stafilokok susu izole
etmisler, bu stafilokok suslarinin 23 (%26.7)'Un0 K-pozitif, 63 (73.3)’'Un0 K-negatif olarak
tespit etmiglerdir. Kuyucuoglu ve ark. (95), mastitisli ineklerden izole edilen 76 stafilokok
susunun 71 (%93.42)'ini tipte, 68 (%89.47)inde lamda K-pozitif olarak saptamiglar, 5
(%6.58)'ini K-negatif olarak tespit etmislerdir. istanbulluoglu ve ark. (96), CMT pozitif st
orneklerinden izole ettikleri 96 stafilokok susunun 48 (%50)'ini K-pozitif, 48 (%50)'ini K-

negatif suglarin olusturdugunu bildirmislerdir. Savagan ve ark. (96), Aydin ili ve gevresindeki
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sut sigir igletmelerindeki mastitisli hayvanlardan izole ettikleri 84 stafilokok susunun
%41.6'sinin  K-pozitif sus oldugunu tespit etmiglerdir. Calismada, izole edilen stafilokok
suslarinin Staphylase Test (Oxoid DR595) ile yapilan koagulaz testinde izole edilen 42
stafilokok susunun 23 (%54.8)'U K-pozitif, 19 (%45.2)’u KNS olarak tanimlanmistir. Bu

sonuclar Kiregci ve ark. (63) sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Sunulan bu calismada, izole edilen S.aureus ve KNS suslarinin gesitli antibiyotiklere
duyarlihklarl da arastirilmigtir. Turkiye'de ve diger Ulkelerde mastitisli inek sitlerinden izole
edilen stafilokoklarda antibiyotiklere kargi degisen oranlarda duyarllik/direnclilik oranlari

belirlenmisgtir.

Alacam ve ark. (5), Tarim, Orman ve Koyigleri Bakanhgi ile Mandacilik Arastirma
Enstitiisil (Afyon)’ne ait 3-12 yasl isvicre esmeri inek ve yerli mandalar iizerinde yil icinde
degisik mevsimlerde yudritilen calismalarda izole ettikleri stafilokoklara karsi 6zellikle
metisilin, oksasilin, vankomisin ve amoksisilin-klavulonik asitin etkili oldugunu bildirmiglerdir.
Kirsan ve ark. (61), S.aureus’larin enrofloksasine yiiksek oranda (%91.30) duyarl oldugunu
tespit etmislerdir. Aydin ve ark. (14), Kars yoresindeki 456 sagmal inekten 93 CMT pozitif sit
orneginden toplam 78 sus izole etmislerdir. izole edilen S.aureus susunun, ampisiline %57.1,
kanamisine %28.6, enrofloksasine %210.7, neomisine %7.5, penisiline %82.1, tetrasikline
%67.9, gentamisine %25 oraninda direncli oldugunu belirlemislerdir. Sahin ve ark. (84), Kars
ili merkez ve koylerinde izole edilen S.aureus’larda sirasiyla; penisiline 9%388.23,
trimethoprim-silfametoksazole %23.5, sefaperazona %29.4 oraninda direng belirlerken,

ampisilin-sulbaktam, enrofloksasin ve danofloksasine yuiksek duyarlilik tespit etmislerdir.

Kuyucuoglu ve ark. (66), Afyon bolgesinde bulunan degisik laktasyon dénemlerindeki
272 inekten, 126 inekte CMT pozitif tespit etmisler, CMT pozitif olan 126 inekten 164 adet
sut 6rnedi alarak mikrobiyolojik olarak incelemigler, 6rneklerden 62’sinde S.aureus, 22'sinde
S.epidermidis izole ve identifiye etmiglerdir. izole edilen S.aureus suslarinin %62’sinin
amoksisilin-klavulonik asite, %82.2'sinin ampisilin-sulbaktama, %70.9’unun enrofloksasine,
%59.6’sinin danofloksasine, %74.1'inin sefoperazona, %77.4’'Unun streptomisine, %25’inin
penisilin G'ye, %22.5'inin tetrasikline, %27.4’Unun eritromisine, %54.8'inin nistatine duyarli
olduklarini bildirmiglerdir. Kirsan ve ark. (60), istanbul ¢evresindeki dzel ciftliklerde 33 adet
Holstein 1irki inekten CMT pozitif olan 54 meme lobunun subklinik mastitis oldugunu,
bakteriyolojik olarak muayene edilen 54 sit 6rneginden 17 (%26.56)'sinde S.aureus izole
edildigini ve izole edilen S.aureus suslarinin hepsinin ampisilin-sulbaktam kombinasyonuna

duyarli oldugunu bildirmiglerdir. Ak (2), Trakya bélgesinde yaptigi bir calismada tim
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S.aureus suslarinin penisiline direngli olduklarini saptamis, ayrica enrofloksasine %85.7

duyarlihk belirlemistir.

Akan ve ark. (3), yaptiklari bir calismada 82 stafilokok susunun %59.75’inin penisilin
G'ye, %29.2'sinin amoksisiline, %3.65'inin amoksisilin-klavulonik asite, %8.53'lnln
kloksasiline, %56.09’'unun ampisiline, %13.4'Unin ampisilin-silbaktama direncli oldugunu
bulmuslardir. Kuyucuoglu ve ark. (95), mastitisli ineklerden elde ettikleri 76 stafilokok
susunun antibiyotik duyarliliklarinin  incelenmesi sonucu, stafilokok suslarinin 34
(%44.74)'Gn0 amoksisiline, 4 (%5.27)'Unl ampisilin-sulbaktama, 48 (%63.16)'ini ampisiline,
56 (%73.69)'sinl penisiline, 12 (%15.79)'sini kloksasiline ve 21 (%27.64)'ini sefaperazona
direncli bulmuslardir. Ucan ve ark. (90), Konya bélgesinde mastitisli inek sitlerinden izole
edilen 81 koagulaz pozitif stafilokok susunun 75 (%92.6)'ini S.aureus, 6 (%7.4)'sIni
S.intermedius olarak identifiye etmigler, tim suslar dikkate alindiginda en duyarli olan
antibiyotigin danofloksasin (%100) oldugunu ve duyarliliklarina gére ampisilin-sulbaktam ile
metisilin  (%98.8), oksasilin ve amoksisilin-klavulonik asit (%97.5), kloksasin (%96.3),

amoksisilin (%22.2) ve penisilin G (%14.8) oldugunu belirlemislerdir.

Din¢ ve ark. (96), Ankara ili st sigiri igsletmelerinden laboratuvara génderilen mastitis
stpheli 150 sut 6rneginden cins dizeyinde bakteriyolojik tarama yapmiglar, 6rneklerin
%44.6'sinda stafilokok tlrii saptamiglar, izole edilen suslarin %45.3’Undn  eritromisine,
%44’'0nin amoksisiline, %44’'Unlin gentamisine, %42.6’sinin oksitetrasikline, %42’sinin
kanamisine, %32.6’sinin ampisiline, %32’sinin trimethoprimee, %31.3’Unldn penisilin G'ye
duyarli olduklarini bulmuslardir. Younis ve ark. (104), mastitisli sitlerden izole edilen
stafilokoklarin antibiyotik duyarlihdi ile ilgili olarak yaptiklari bir calismada, izole ettikleri 400
S.aureus susunda, tetrasikline (%52) ve penisiline ylksek oranda direnc (%96.6)

saptamislardir.

Turkiye’de yapilan calismalarda izole edilen stafilokok suslarinin  antibiyotik
duyarhlik/direncliliklerinde; sagimda temel hijyen kurallara yeterince uyulmamasinin,
periyodik olarak indirekt yontemlerle mastitis taramalarinin yapilmamasinin, 6zellikle
subklinik olgularda mikrobiyolojik olarak etken izolasyonu yapilmadan antibiyotik sagaltimina

gidilmesinin etkili oldugu arastiricilar tarafindan bildiriimektedir (2,66,84).

Stafilokok enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla uzun yillardan beri B-laktam grubu
antibiyotikler kullanilmigtir.  p-laktam grubu antibiyotiklerin  bilingsizce kullanimi  bu
antibiyotiklere kargi  direng gelisimini de beraberinde getirmistir. Literatir bulgulan

incelendiginde; Ulkemizin degdigik bolgelerinde yapilan aragtirmalarda mastitisli sttlerden
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izole edilen stafilokoklarda penisiline direncliligin %59-88, amoksisiline %29-78 arasinda
oldugu gorulmektedir (3,14,66,84,95,96).

Bu calismada mastitisli sutlerden izole edilen stafilokoklar icin B-laktam grubu
antibiyotiklerle yapilan duyarlilik deneylerinde; 42 stafilokok susunun 25 (%59.5)'inin
penisiline, 16 (%38.1)'sinin amoksisiline, 3 (%7.1)'Gnin amoksisilin-klavulonik asite, 2
(%4.8)'sinin kloksasiline direncli oldugu, diger antibiyotik gruplari ile yapilan deneylerde
suslarin 5 (%11.9)'inin enrofloksasine direncli oldugu, ayrica suslarinin tamaminin

vankomisine duyarli oldugu bulunmustur.

Sunulan bu calismada, izole edilen stafilokoklarin B-laktam grubu antibiyotiklerden
penisiline direnc¢ orani, Akan ve ark.larinin calismasi haric tutulursa Ulkemizde yapilan diger
arastirma sonuclarina gore dusiuk bulunmustur. Bu farklihdin nedeninin st 6rnedi alinan
bolgede hayvan sahiplerinin mastitis hakkinda bilin¢gli olmamasi ve mastitis tedavisinde
kullanilan degisik antibiyotik seceneklerinden kaynaklandigi dusundlmektedir. Amoksisilinin
ile kloksasiline ise direng oraninin utlkemizde yapilan diger ¢alismalarla uyumlu oldugu tespit
edilmistir. B-laktamaza dayanikli gruplarla kombine edilmis olan amoksisilin-klavulonik asit
gibi B-laktam antibiyotiklere Ulkemizdeki diger sonuclara paralel olarak yiksek oranda
duyarlihk géralmuastar (3,5,14,66,84,90,95,96).

Calismada, kinolon grubu antibiyotiklerden enrofloksasin ve glikopeptid grubu
antibiyotiklerden vankomisine yiksek oranda duyarllik bulunmustur. Bu sonuclar Tarkiye’'de
yapilan calismalarda elde edilen bulgularla duyarlihk oranlarinin uyumlu  oldugunu
gOstermektedir (2,5,14,61,66).

Turkiye'de yapilan calismalarda, mastitisli inek sitlerinden izole edilen stafilokok
suslarinin B-laktamaz akiviteleri arastiriimig, incelenen suslarin %30-63 arasinda degisen

oranlarda bu aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (3,90,95).

Akan ve ark. (3), mastitisli ineklerden izole ettikleri 76 K-pozitif stafilokok susunun 23
(%30.2)'inde B-laktamaz aktivitesi saptamiglardir. Kuyucuoglu ve ark. (95), mastitisli
ineklerden elde ettikleri 76 stafilokok susunun K-pozitif 71 susunda %63.38 oraninda B-
laktamaz aktivitesi saptamiglardir. Ucan ve ark. (90), Konya bélgesinde mastitisli inek
sutlerinden izole edilen 81 K-pozitif stafilokok susunun 51 (%63)’inde B-laktamaz aktivitesi

saptamiglardir.



50

Bu calismada, mastitisli sttlerden izole edilen 23 S.aureus ve 19 KNS olmak Uzere
toplam 42 susun 18 (%42.8)'inde B-laktamaz aktivitesi saptandi. Bu oran S.aureus
suglarinda %60.9, KNS’larda ise %21 seklinde dagilmaktaydi (Tablo-9). Elde ettigimiz
sonuclarin, diger bilimsel arastirmalarda elde edilen sonuglarla uyum icinde oldugu tespit
edilmistir (3,90,95).

Stafilokoklarin  B-laktamaz enzimini Uretmeleri B-laktamlarla yapilacak tedaviyi
glclestirmis ancak ¢ok gecmeden B-laktamaz inhibitéri ve bu enzime dayanikh B-laktam
tirevleri  gelistiriimistir. Bunlar arasinda amoksisilin-klavulonik asit sayilabilir.  Bu
kombinasyonda klavulonik asit bakteriler tarafindan sentezlenen B-laktamazi déntsimsiiz

olarak inhibe etmekte ve serbest kalan amoksisilin bakteriler Gzerine etki gostermektedir (3).

Sonugc olarak, Sarikamis ilcesinde mastitis etkeni olarak izole ettigimiz 3 grup bakteri
arasinda en sik gorilen bakterilerin stafilokoklar oldugu ve izole edilen stafilokok suslarinin
onemli oranda (%42.8) PB-laktamaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. izole edilen
stafilokoklara karsi en etkili antibiyotiklerin; amoksisilin-klavulonik asit, kloksasilin,
enrofloksasin ve vankomisin oldudu tespit edilmistir. Penisilin ve amoksisiline karsi ise
yiuksek oranda diren¢ gorilmis, bu nedenle B-laktamaz aktivitesinden en fazla etkilenen
antibiyotiklerin penisilin ve amoksisilin oldugu saptanmis ve bu antibiyotiklere karsi

direnclilikte B-laktamaz enziminin etkili olabilecegi diisinulmustar.

Ayrica bu galismada, drneklerin alindigi hayvanlara ait bilgilerin i1s1ginda; laktasyon
saylis! arttikca mastitis gorilme oraninin arttigi, kott hijyenik kosullarda yetistiriime ve elle
sagim esnasinda temel hijyen kuralllarina uyulmamasinin mastitis gérilme oranini arttirdigi

sonucuna Varl|ml§tll’.

Sut ve st drtinlerine gereksinimin her gecen giin artmasi st isletmeciligini ve inek
yetistiriciliginin de gelismesine yol acacaktir. Boylece hayvan alim satimi ile bdlgeler
arasinda hayvan hareketleri daha da artacak bu da mastitisin sird icinde yayllmasiyla
onemli bir saglhk sorunu olmasina zemin hazirlayacaktir. Calismada stafilokoklar, Turkiye'nin
degisik bolgelerinde oldugu gibi yetistiriciligin yaygin olarak yapildigi Sarikamis ilcesinde de
mastitisli sutlerden en fazla izole edilen etken olmustur. Ozellikle S.aureus’un insan ve
hayvanlar icin 6nemli bir patojen olmasi, bu etkenin patojenite ve diren¢ kriterlerinin (B-
laktamaz varligi) belirlenmesini zorunlu kilmaktadir. Antibiyogram testleri ve 3-laktamaz tayini
yapilmayan her mastitis vakasinin tedavisinde basarisiz kalinmasi yaninda, direncli suglarin

hayvanlar arasinda yayilip artmasina sebep olabilecegini unutmamaliyiz. Bu durum st
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kaybini, Ulke hayvanciligini ve ekonomiyi, dolayisiyla da insan sagilidini olumsuz ydnde

etkileyecektir.

insan beslenmesinde biyik bir deger tasiyan siitiin, patojen mikroorganizmalardan
uzak ve saglikh bir sekilde tlketilmesi ancak bilingli yetistiricilikle mimkin olacaktir. Bunun
icin, inek sdrdleri icinde yiksek oranda goérilen mastitis enfeksiyonunun sadece klinik olarak
degil, ayni zamanda etiyolojik acidan mikrobiyolojik yontemlerle de teshis edilmesi ve uygun

antibakteriyel ilaclarla tedavisinin uygun olacagi kanaatine variimistir.
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6. OZET

Bu calisma Kars'in Sarikamig ilgesindeki ineklerde mastitise neden olan stafilokok
suslarini izole ederek, suslarin koagulaz ve B-laktamaz aktivitesi ile antibiyotiklere karsi

duyarlihiklarini belirlemek amaciyla yapiimistir.

Bu amacla, laktasyon periyodunda olan 256 inek rasgele 6rnekleme metoduyla
secildi. Hayvanlar mastitis yoniinden klinik muayeneye tabi tutuldu ve memedeki yangisal
degisikliler California Mastitis Testi (CMT) ile belirlendi. Sonugta, 256 inegin 61 (%23.8)'inin

mastitisli oldugu saptandi.

CMT pozitif oldugu belirlenen 61 inekten bakteriyolojik inceleme icin 79 st 6rnegi
alindi. Mikrobiyolojik inceleme sonucunda bu 6rneklerin 67 (%84.8)'sinde etken izole
edilirken, 12 (%15.2)'sinde herhangi bir bakteriyel etken izolasyonu yapilamadi. S.aureus,
%34.3 orani ile en sik saptanan bakteri olurken, bunu %28.3 orani ile koagilaz negatif
stafilokoklar (KNS) izledi. Bu iki grup mikroorganizma disinda o6rneklerin %216.4’tinde
Streptecoccus spp. ve %5.9'unda E.coli izole edildi. izole edilen tiim stafilokok suslari
nitrocefin igeren ticari test kitleri (Oxoid BR66A) kullanilarak B-laktamaz aktiviteleri yonunden
de arastirildi. Sonugta 14 (%33.3) S.aureus ve 4 (%9.5) KNS susun B-laktamaz pozitif

oldugu bulundu.

Calismada stafilokok suslarinin Kirby-Bauer disk diffizyon yontemi kullanilarak
antibiyotik duyarhliklari/direnclilikleri arastirildi. Sonu¢ olarak, suslarin %59.5'i penisiline,
%38.1'i amoksisiline, %7.1'i amoksisilin-klavulonik aside, %4.8'i kloksasiline, %211.9'u
enrofloksasine direncli ve suglarin tamaminin vankomisine duyarl oldugu bulundu. Suslarin
B-laktamaz aktivitesinin B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direncte énemli bir rol oynadigi

tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Mastitis, stafilokok, B-laktamaz, antibiyotik duyarliligi
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7. SUMMARY

This study was carried out to reveal coagulase and B-lactamase activity of
staphylococcus strains and their sensivity againts antibiotics by isolating the staphylococcus

strains which cause mastitis in cow in Sarikamis town of Kars.

For this purpose, 256 cows, which are in lactation period are selected by random
sample method. The animals were examined clinically in the point of mastitis and
inflamational changes of udders were determined with California Mastitis Test (CMT)

Consequently, mastitis symptoms were diagnosed in 61 of 256 cows (23.8%).

79 milk sample were taken from 61 cows which were positive in CMT test. As a result
of microbiological examination, while agent was isolated in 67 of all samples (84.8%), any
bacteriel agent wasn't isolated in 12 samples (15.2%). While S. aureus was the most
determined bacterium with the persentage of 34.3%, coagillase negative staphylococcus
(KNS) followed that whit the persentage of 28.3%. Except these two groups of
microorganism, E.coli was isolated in the 5.9% and Streptecoccus spp. were isolated in the
16.4% of the samples. All isolated staphylococcus strains were examined in the point of B-
lactamase activities by using commercial test kits including nitrocefin (Oxoid BR66A ). As a

result, In 14 (33.3%) S. aureus and 4 ( 9.5% ) KNS strains, B-lactamase was found positive.

In the study the sensivity/resistance of staphylococcus strains against antibiotics were
investigated by using Kirby-Bauer disc diffusion method. In conclusion, the results of the
resistant rates for some antibiotics were as follows; 59.5% penicillin, 38.1% amoxicillin, 7.1%
amoxicillin-clavulonic acid, 4.8% cloxacillin, 11.9% enrofloxacin and all strains were found
sensitive against vancomicin. The B-laktamase activity of the strains was determined to have

an important role in resistance against p-laktam group antibiotics.

Key Words : Mastitis, staphylococcus, B-lactamase, antibiotic sensivitiy.
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