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OZET

Speed Mam Color ™ Testi’nin Ineklerde Onemli Mastitis Patojenlerinin Teshisinde
Spesifite ve Sensitivitesinin Arastirilmasi

Mastitis, meme bezinin yangisi olarak bilinen, siit inekgiliginde yaygin olarak gézlenen ve en
fazla ekonomik kayba neden olan bir hastaliktir. Hastalik etkenlerinin saha kosullarinda hizli teshis
edilmesi, hastaliga neden olan patojenlerin belirlenerek tedaviye erken baglanmasiyla birlikte tedavi
basar1 sansi artmakta ve antibiyotiklerin daha etkin kullanimi1 saglanmaktadir. Sunulan bu tez
calismasinin amac1 Speed Mam Color™ testinin ineklerde énemli mastitis patojeni olarak bilinen
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Streptococcus uberis ve Escherichia coli’nin teshisinde
giivenilirliginin arastirilmasidir. Caligma kapsaminda testin tespit limitinin belirlenmesi, spesifite ve
sensitivite ¢aligmalarinda kullanilmak {izere anamnezi alinmig saglikli siiriilerden; en az bir kez dogum
yapmis, laktasyonun 5. ve 200. giinleri arasinda, saglikli ve klinik herhangi bir belirti géstermeyen
meme loblarindan, 15 giin dncesine kadar antibiyotik veya nonsteroidal bir ilag¢ tedavisi uygulanmamis
ineklerden toplanan siitler kullanilmigtir. Referans suslar kullanilarak kontamine edilen siit 6rnekleriyle
hedef her bir bakteri igin 7 farkli diliisyon hazirlanarak diliisyon oranlarinin kontrolii i¢in test kitine
paralel olarak her bir bakteri diliisyonu mikrobiyolojik kiiltiire ekilmis ve inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 10 katli azalan bakteri iiremelerinin gozlenmesi diliisyonun dogru sekilde
yapildigini gostermistir. Test kiti ile pozitif sonug alinan en diisiik konsantrasyon kitin deteksiyon limiti
olarak belirlenmistir. Buna gore yapilan testler sonucunda 48 saatin sonunda Speed Mam Color ™ kitine
ait tespit limiti sonuglar1 Staphylococcus spp. igin 10 CFU/mI; Streptococcus spp. i¢in 103 CFU /ml; S.
uberis icin 10° CFU/ml; E. coli igin 10* CFU/ml olarak bulundu. Duyarhilik ve 6zgiilliigiin belirlenmesi
amaciyla her bir hedef bakterinin referans susu, kiiltiir yontemiyle nutrient broth sivi besi yerinde
iiretilerek konsantrasyonlar1 McFarland 0.5’e gére ayarlamis ve Speed Mam Color ™ prospektiisiinde
belirtilen tespit limitinin {izerinde olmak iizere farkli konsantrasyonlar1 (>10°%) saglikl1 siit iceren 5 tiipte
diliie edilerek elde edilen fakli konsantrasyonlar bu tiiplerden 1’er ml alinip 4 ml saglikli siit igeren 25
adet tlipe rastgele dagitildi. Bu sayede her hedef i¢in elde edilen 25 kontamine 25 saglikli siit numunesi
mikrobiyolojik kiiltlir yontemi ve Speed Mam Color ™ ile test edilmistir. Speed Mam Color ™ testinin
spesifitesi Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S.uberis ve E. coli i¢in %100 iken, sensitivite ise
Staphylococcus spp. %100, Streptococcus spp., i¢in %92, S.uberis i¢in %92 ve E. coli %96 olarak
bulundu. Pozitif prediktif degeri (PPV) degeri Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S.uberis ve E.
coli i¢in %100 iken, negatif prediktif degeri (NPV) degeri ilgili bakteriler igin sirasiyla %100, %93,
%93 ve %96; kesinlik (Ac) degeri ise sirastyla %100, %96, %96 ve %98 olarak hesaplandi. Calismanin
diger asamasi olan testin dogrulanmasinda, yukari belirtilen kriterler g6z oniinde tutularak ineklere
CMT uygulanmig ve CMT sonuglarina gore pozitiflik gdsteren 318 siit numunesi toplandi. Speed Mam
Color ™ testinin dogrulamasi amaciyla toplanan CMT pozitif olan 318 adet subklinik mastitisli siit
numunesini karsilastirmada altin standart yontem olarak kabul edilen mikrobiyolojik kiiltiir yontemi
kullamlmustir. Kiiltiir yontemi ile test edilen siitler, Speed Mam Color ™ testinde analiz edilen bakteri
sonuglar1 karsilagtirildi. Siit 6rneginde 3’ten fazla koloni tespit edilmesi kontaminasyon olarak kabul
edilirken; 2-3 koloni tespit edildiginde miks enfeksiyon olarak olarak tanimlandi. Subklinik mastitisli
stit 6rnekleri yapilan arastirmada hedef bakterilerin 5 farkli farkli kombinasyonu elde edilirken, bazi
hedef bakterilerin Speed Mam Color ™ ve mikrobiyolojik kiiltiirde tireme durumlari incelediginde
verifikasyon ¢alismasimin sonucunda Speed Mam Color ™ testinin spesifitesi Staphylococcus spp.,
S.uberis ve E. coli i¢in %100 iken, Streptococcus spp., i¢in %95, sensitivite ise Staphylococcus spp.
%96, Streptococcus spp., i¢in %83, S.uberis ve E. coli i¢in %100 olarak bulundu. PPV degeri
Staphylococcus spp., S.uberis ve E. coli igin %100 iken, Streptococcus spp. i¢in %94 olarak hesaplandi.
NPV degeri ilgili bakteriler i¢in sirasiyla %95, %87, %100 ve %100; Ac degeri ise sirastyla %98, %90,
%100 ve %100 olarak hesaplandi. Sonu¢ olarak Speed Mam Color ™ testinin saha kosullarinda
mastitise neden olan énemli mastitis patojenlerini teshis etmede kullanilabilecek bir test olabilecegi
diisiiniildi.

Anahtar Sozciikler: Bakteri, hizli test, mastitis, mikrobiyolojik yontem, Speed Mam Color™



SUMMARY

Investigation of the Specificity and Sensitivity of the Speed Mam Colour ™ Test in the
Diagnosis of Important Mastitis Pathogens in Cows

Mastitis, known as inflammation of the mammary gland, is a disease that is widely observed
in dairy farming and causes the highest economic loss. Rapid diagnosis of the disease agents in field
conditions, identification of the pathogens causing the disease and early initiation of treatment increases
the chance of success and more effective use of antibiotics. The aim of this thesis is to investigate the
reliability of Speed Mam Colour™ test in the diagnosis of Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Streptococcus uberis and Escherichia coli, which are known as important mastitis pathogens in cows.
Within the scope of the study, milk collected from healthy herds, which had given birth at least once,
between the 5th and 200th days of lactation, healthy, without any clinical symptoms, without udder
abnormalities, without antibiotic or nonsteroidal drug treatment until 15 days ago were used for the
determination of the detection limit of the test, specificity and sensitivity studies. With milk samples
contaminated with reference strains, 7 different dilutions were prepared for each target bacteria and
each bacterial dilution was added to the microbiological culture in parallel with the test kit to control
the dilution rates and left for incubation. The observation of 10-fold decreasing bacterial growth at the
end of incubation showed that the dilution was performed correctly. The lowest concentration at which
positive results were obtained with the test kit was determined as the detection limit of the kit. As a
result of the tests performed accordingly, the detection limit results of the Speed Mam Colour™ kit at
the end of 48 hours were 10! CFU/ml for Staphylococcus spp.; 103 CFU/ml for Streptococcus spp.; 10°
CFU/ml for S. uberis; 10* CFU/m for E. coli. In order to determine the sensitivity and specificity, the
reference strain of each target bacterium was grown in nutrient broth liquid medium by culture method,
the concentrations were adjusted according to McFarland 0.5 and different concentrations (>10°
CFU/ml) above the detection limit specified in the Speed Mam Colour ™ package insert were diluted
in 5 tubes containing healthy milk and the different concentrations obtained were randomly distributed
to 25 tubes containing 4 ml of healthy milk by taking 1 ml each from these tubes. In this way, 25
contaminated 25 healthy milk samples obtained for each target were tested by microbiological culture
method and Speed Mam Colour ™, The specificity of the Speed Mam Colour™ test was 100% for
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S.uberis and E. coli , while the sensitivity was 100% for
Staphylococcus spp., 92% for Streptococcus spp., 92% for S.uberis and 96% for E. coli . The positive
predictive value (PPV) value was 100% for Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S. uberis and E.
coli, while the negative predictive value (NPV) value was 100%, 93%, 93% and 96%, and the accuracy
(Ac) value was 100%, 96%, 96% and 98%, respectively. In the other stage of the study, which was the
verification of the test, CMT was applied to the cows considering the above mentioned criteria and 318
milk samples showing positivity according to CMT results were collected. Microbiological culture
method, which is accepted as the gold standard method, was used to compare 318 CMT positive milk
samples with subclinical mastitis collected for the verification of Speed Mam Colour™ test. Milk
samples tested by culture method were compared with the bacterial results analysed in the Speed Mam
Colour™ test. Detection of more than 3 colonies in the milk sample was considered as contamination;
when 2-3 colonies were detected, it was defined as mixed infection. While 5 different combinations of
target bacteria were obtained in the study of milk samples with subclinical mastitis, when the growth
status of some target bacteria in Speed Mam Colour ™ and microbiological culture was examined, the
specificity of the Speed Mam Colour ™ test was determined as Staphylococcus spp, S.uberis and E.
coli was 100%, for Streptococcus spp. 95%, sensitivity was 96% for Staphylococcus spp. 96%, for
Streptococcus spp. 83%, for S.uberis and E. coli 100%. PPV value was calculated as 100% for
Staphylococcus spp., S.uberis and E. coli and 94% for Streptococcus spp. NPV values were 95%, 87%,
100% and 100% for the related bacteria, and Ac values were 98%, 90%, 100% and 100%, respectively.
As aresult, it was thought that the Speed Mam Colour™ test could be a test that can be used to diagnose
important mastitis pathogens causing mastitis under field conditions.

Keywords: Bacteria, mastitis, microbiological method, rapid test, Speed Mam Colour™
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ONSOZ

Mastitis, siit veriminde azalmaya neden olan, veteriner hekim, laboratuvar, ilag
giderleri vb. ekonomik kayiplarin son derece yiiksek oldugu bir enfeksiyondur. Siit
veriminde diigmeye ve ekonomik kayba neden olan 6nemli bir hastalik olan mastitise gesitli

mikroorganizmalar neden olmaktadir.

Siit kalitesinin bozulmasi, siit veriminin azalmasi, tedavi masraflari, hayvanin siiriiden
¢ikarilmasi gibi nedenlerle mastitis, iilke hayvanciligi adina biiyiik bir 5nem arz etmektedir.
Saglikli ve yeterli miktarda siit alinamayan isletmelerde ekonomik karliliktan s6z etmek
miimkiin degildir. Ayrica mastitisli stitler halk saghigi géz 6niine alindiginda siitte kalinti
problemleri nedeniyle de gelecekte antibiyotik direngliligine neden olabilecek potansiyel bir
risk unsurudur. Hastaligin kokenini etkileyen faktorlerin belirlenmesi, gerekli 6nlemlerin
uygulanmasi ve kaliteli siit iretiminin saglanmasi, insan ve hayvan sagliginin yani sira iilke

ekonomisi agisindan da olduk¢a énemlidir.

Ineklerde mastitise 140°tan fazla mikroorganizma neden olmakla birlikte mastitislerin
O6nemli bolimiinden Stafilokok ve Streptokok tiirli bakteriler ile koliformlar izole
edilmektedir. Bu patojenlerin olusturduklari mastitisin dinamigi, bulagsma yolu ve tedaviye
yaniti birbirinden olduk¢a farklidir. Mastitis etkenlerinin saha kosullarinda hizli teshis
edilmesi ve hastaliga neden olan patojenlerin belirlenerek tedaviye erken baglanmasi, basari
sansin1 arttirmakta ve antibiyotiklerin daha etkin kullanimini saglamaktadir. Antibiyotiklere
kars1 bakterilerin direng gelistirmesi ve yogun antibiyotik kullanimlarinin getirdigi kalinti
riski nedeniyle halk saglig1 iizerinde de ciddi bir tehdit olarak olugmaktadir. Mastitisi
onlemek i¢in yaygin olarak kullanilan antibiyotikler, direng¢li suslarin ortaya ¢ikma riskini
artirarak gida zincirini kontamine edebilir ve insan sagligi igin bir risk olusturabilir. Bu
baglamda, siit ineklerinde yaygin olarak mastitise neden olan patojenlerin dogru bir sekilde
teshis edilmesi ve tedavi igin uygun antibiyotiklerin secilmesi biiyiik 6nem tagir. Mastitis
tanisinda kullanilan geleneksel tan1 yontemleri zaman alici, yavas ve de pratik degildir. Bu
nedenle, hizli ve saha sartlarinda dogru bir teshis yonteminin gelistirilmesi, mastitisin

onlenmesi ve etkili tedavi yontemlerinin belirlenmesi icin biiyiik ilgi gormektedir.

Bu calismanin konusunun belirlenmesinde ve c¢aligmalarin yiiriitiilmesinde lisans

egitimimden itibaren tim Ogrenciligim siirecince yardim ve desteklerini esirgemeyen ¢ok

viii



degerli damsman hocam Saym Prof. Dr. Ayhan BASTAN olmak iizere, Tez Izleme
Komitesi’ndeki hocalarim Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Ogretim Uyesi Saym Dog. Dr. H. Kaan MUSTAK ’a, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Saym Dog. Dr. Seckin
SALAR’a, katkilarini her zaman gordiigiim Ankara Universitesi VVeteriner Fakiiltesi Dogum
ve Jinekoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyeleri ve yardimcilarina ve de Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Ogretim Uyesi Saymn Dog. Dr. Inci Basak MUSTAK’a ve &zellikle laboratuvar
analizlerinde 6nemli yardimlar1 olan Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda Uzman Biyolog Dr. Ebru TORUN’a, tezim siiresince desteklerini daima
yanimda hissettigim ¢ok degerli yoneticim Hasvet Medikal A.S. Yonetim Kurulu Baskani
Saym Vet. Hekim Hidayet SIMSEK’e ve Hasvet Medikal A.S.’deki tim degerli ¢aligma
arkadaslarima, Pi Farma ve FDN lag. A.S. Koordinatorii kiymetli abim Vet. Hekim Atakan
ERSOZ’e, Pi Farma ilag A.S.’nin degerli calisanlarina, daima motive eden ve inancimi
artiran kadim dostum Yasemin KORK’a, saha c¢alismalarim sirasindaki yardimlari i¢in Vet.
Hekim Deniz KURTULUS, Vet. Hekim Kaan YILDIRIM’a ve Vet. Hekim Yasin
TUNCEL’e, sonsuz 6zverisi ve bana olan inanci ile daima yanimda olan hayattaki en biiyiik
varliklarim ve destekgilerim annem Necmiye OGUZ’a ve biiyiikannem Saniye OGUZ’a,

tesekkiirleri bir borg bilirim.



%

°C

AB
ABD
AC
ALP
API
CAMP
CcC
CFU
CMT
dk.
DNA
EC
FISH
gr

IL
INR
IRT
ISHS
kg
KNS
LAMP
LDH
LPS
LTA
MALDI
mi
NF-kappa B
NMC
NO
OFC
Or.
PCR

SIMGELER VE KISALTMALAR

Yiizde

Euro

Santigrat Derece

Avrupa Birligi

Amerika Birlesik Devletleri

Aerobik Sayim

Alkalin Fosfataz

Analitik Profil Indeks
Christine—Atkinson—Munch-Peterson testi
Koliform Sayim

Koloni Olusturan Birim

Kalifornya Mastitis Testi

Dakika

Deoksiriboniikleik Asit

Elektriksel fletkenlik

Floresan in-situ hibridizasyon

Gram

Interlokin

Hindistan Rupisi

Infra-red Termografi

Somatik Hiicre Sayisinin Hat i¢i [zlenmesi
Kilogram

Koagulaz Negatif Stafilokoklar

Dongii Aracili Izotermal Amplifikasyon
Laktat Dehidrogenaz
Lipopolisakkaritler

Lipoteikoik Asit

Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyonu

Mililitre

Niikleer Faktor

Ulusal Mastitis Konseyi
Nitrik Asit

Ciftlikte Hizli Siit Kiiltiiri
Ornegin

Polimeraz Zincir Reaksiyonu



PFGE
pH
PMN
SHS
TNF
usD
WBC

Darbeli Alan Jel Elektroforezi
Asitlik Sabiti
Polimorfoniikleer Lokositler
Somatik Hiicre Sayisi

Tiimo6r Nekroz Faktorii
Amerikan Dolari

Beyaz Kan Hiicreleri

Xi



SEKILLER

Sekil 1.1. Enfekte bir memede mastitis gelisiminin sematik gosterimi (Viguier vd., 2009). 4
Sekil 1.2. Streptokok tiirlerinin neden oldugu mastitislerin sikligi ve dagilimi (Kabelitz vd.,2021) 14
Sekil 1.3. Agarlarin 2,3 ve 4 sektorlii halleri (Dairy Autralia Guide, 2020) 37
Sekil 1.4. Hizli test kitlerinin karakteristigi (Ashraf ve Imran, 2018). 37
Sekil 1.5. 3M Petrifilm Sistem Plakalar1 (Lago ve Godden, 2018). 40

Sekil 1.6. a) API seritlerinin manuel yorumlanmasi, Gram-pozitif koklar, koliform bakteriler ve
iireme olmamasi arasinda ayrim yapabilen pembe test ortami igeren 2 test tiipiindeki renk
degisikliginin (b) renk degisikligi ve (c) renk degisimi olmayan gosterilmesi, d)Vite2 yonetimiyle
kolometrik olarak otomatik yorumlama (Dairy Autralia Guide, 2020). 41
Sekil 1.7. Mevcut literatiiriin gozden gecirilmesine dayali olarak klinik mastitin segici tedavisi

i¢in dnerilen protokol. Gram-negatif vakalarm E. coli disindaki patojenlerden (Klebsiella spp.

gibi) kaynaklandig: ¢iftliklerin, Klebsiella spp. i¢in antimikrobiyal tedavinin degerlendirilmesini
saglamak iizere tiire 6zgii bir tan1 testi kullanmalar1 6nerilir. Gram pozitif vakalarda bakteriyolojik
tedavi olasiligini tahmin etmek igin ¢iftliklerin klinik mastitis gegmisini ve son SHS kayitlarin
gbzden gegirmeleri 6nerilir. SUP = nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarla destekleyici tedavi; SYS =
sistemik antimikrobiyalleri diisiiniin; NO = antimikrobiyal yok; IMM = meme i¢i antimikrobiyaller
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1.GIRiS

Ineklerde enfeksiydz ve non-enfeksiydz etiyolojiye sahip mastitis, meme bezlerinin
yangis1 olarak tanimlanir ve meme bezi i¢inde yer alan siit kanallari ile bag dokunun yangisini
da kapsamaktadir (Bradley, 2002). Enfeksiydz, kimyasal ve travmatik etkenlerin neden oldugu
mastitis olgulari tek bir inekte yangiya neden olabilecegi gibi biitiin siiriiyli veya siiriiniin bir
kismin1 da etkileyebilmektedir (Alpay ve Yesilbag, 2009). Mastitiste meme dokusunda
fiziksel ve kimyasal degisimler goriilmekte, glandiiler dokuda ise patolojik degisimler
meydana gelmektedir. Bunlardan farkli olarak memede hassasiyet, siskinlik, siit
morfolojisindeki gozle goriilebilir degisiklikler ile birlikte siit veriminde azalma gibi
degisiklikler dikkati ¢ekmektedir. Siitte goriilen belirgin degisiklikler; piht1 olusumu, renk
degisimi ve yang hiicrelerinden 16kositlerin artisidir (Wellenberg vd., 2002).

Staphylococcus spp. ve Streptococcus spp. gibi gram pozitif bakteriler, mastitise
neden olan baslica mikroorganizmalardir. Mastitis, diinya genelinde siit inekgiligi
yetistiriciliginde en biiyiik ekonomik kayba neden olan hastaliktir. Mastitis, ineklerde yaygin
olmasinin yani sira ekonomik kayiplara da yol agan énemli bir sorundur. Bu hastalik klinik ve
subklinik karakterde goriilebilir, akut veya kronik seyredebilir ve ineklerde siit veriminde
diisiis ve neden oldugu tedavi masraflariyla ekonomik kayiplara yol acar. Ayrica halk saglig
acisindan da dnemli bir risk olusturur. Mastitis, siit endiistrisinde ekonomik kayiplara neden
olur, ¢iinkii stit kalitesi ve verimi diiser ve tedavi maliyetleri artar. Hastaligin tedavisi oldukga
maliyetlidir. Ayrica, enfeksiyonun tedavisinde kullanilan antibiyotikler siitte kalinti
problemlerine neden olmaktadir ve bilingsiz antibiyotik kullanimi antibiyotik direncine yol
acarak tedavi segeneklerini sinirlar (Ayvazoglu ve Eski, 2019; Ferguson vd., 2007; Savasan
vd., 2004; Taponen ve Myllys, 1995; Meiri-Bendek vd., 2002).

Ineklerde 6zellikle klinik mastitise neden olan E. coli ve S. uberis iki énemli etken
olarak bildirilmistir (Ferguson vd., 2007; Bradley, 2002). Klinik mastitis ile iliskili veteriner
ve ilag maliyetler olmasma ragmen, laktasyondaki ineklerde siit iiretimi ve siit kalitesi
diismekte, antibiyotik kullanimma bagl olarak siit kullanilamamaktadir (Heringstad vd.,
2000). Ornegin hayvanlarin erkenden kesime gonderilmesi ve siit iireticilerinin yetersiz siit
iiretimi gibi dnemli kayiplar nedeniyle gelir kaybr gibi durumlar da kendini gostermektedir
(Goncii, 2000). Mastitis, Tiirkiye’de ve birgok iilkede yetistiricilikte biiyiik yer tutabilen siit

endiistrisinin ve siit ¢ift¢ilerinin en 6nemli sorunlarindan biridir (Savasan vd., 2004). Tiirkiye



inek sayisi bakimindan Avrupa Birligi (AB) iilkeleri arasinda 3’iincii, diinyada ise 27°nci
sirada yer almaktadir. Ineklerin siit {iretimindeki pay1 her gegen yil artmaktadir. Hem klinik
hem de subklinik mastitis, ilag ve diger maliyetlerin yan1 sira ciddi siit kaybina neden olur.
Subklinik mastitis, klinik mastitise gore ti¢ kat daha fazla iiretim kaybina neden olur; bu
nedenle bulasici mastitisle iligkili tiim ekonomik kayiplarin %70’inden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Orta Hindistan’da subklinik mastitisin goriilme sikligim1 ve ekonomisini
degerlendiren bir ¢alismada, mastitisten kaynaklanan kayiplarin yaklasik %1°1 siit degerinin
azalmasindan, %7’si ise veteriner masraflarindan kaynaklandigi rapor edilmistir. Hayvan
bakimi maliyetleri arasinda ilag (%31) ve veterinerlik hizmetleri (%5,5) 6n planda yer
almaktadir. Bu kayip, yiiksek siit iiretimine sahip mastitise duyarli melez irklarda daha fazla
olabilmektedir (Haxhiaj vd., 2022; Khan vd., 2021).

Mastitis, Hindistan, Kanada, Almanya, Birlesik Krallik, Hollanda gibi iilkeler dahil
olmak iizere diinya ¢capinda 6nemli bir ekonomik sorundur, baslangicindan sonraki ilk iki hafta
boyunca giinliik 1,0 ila 2,5 kg siit kaybina neden olur ve olusum zamanina bagli olarak tiim
laktasyon boyunca toplam 110 ila 552 kg siit kayb ile iliskilidir. Inekler laktasyonun geri kalan
kisminda en yiiksek siit verimini geri kazanamayacaklari i¢in mastitisin siit verimi iizerinde
uzun stireli bir etkisi de bulunmaktadir (Rajala-Schultz vd., 1999). Tiim bunlarin sonucunda
mastitis, inek basina yillik yaklasik 159 USD kayba neden olmaktadir (Kurt ve Eski, 2021).
Mastitis klinik ve subklinik formlarda ortaya ¢ikar ve ortalama insidensleri sirasiyla %14,2 ve

%30 olarak bildirilmistir (Dalanezi vd., 2020).

Veteriner hekimlerin mastitis kontrol programlarina katilimlarini artirmak i¢in pek
¢ok ekonomik ve toplumsal neden vardir. Mastitis siit tiretimini azaltir, atilan siit miktarini,
stiriiden erken ¢ikartma ve tiretim maliyetlerini arttirir. Ek olarak hem klinik hem de subklinik
mastitisin dol verimliligini de azalttigi bilinmektedir. Mastitis tedavisinin amac1, hastalig
onlemek, hayvan refahini iyilestirmek ve siit tiriinlerindeki karliligin devamliligini saglamaya
yardimcr olmaktir (Ruegg, 2011). Mastitisin yeni enfeksiyonlarin onlenmesi ve mevcut
enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasiyla kontrol altina alinabilecegi bilinmektedir. Bes nokta
planinin (sagim sonrasi meme bas1 dezenfeksiyonu, laktasyon doneminde meme igi
antimikrobiyal tedavinin kapsamli kullanimi, klinik vakalarin uygun tedavisi, kronik olarak
enfekte ineklerin siireden ¢ikarilmasi ve diizenli sagim makinesi bakiminin yapilmasi) bulasici
mastitis patojenlerini basarili bir sekilde kontrol ettigi gosterilmistir ve bu plan cevresel

patojenlere maruz kalmayi1 azaltan yOnetim prosediirlerini iceren 10 noktali bir plana



genisletilmistir. Stiriiler modernlesip bu uygulamalar1 benimsedik¢e bulasici patojenlerin

yayginligt azalmistir (NMC, 2009).

1.1. Mastitis

Mastitis, meme alveollerinin yangisi ve siit veriminin azalmasi ile karakterize, farkli
patojenlerinin sebep oldugu klinik ve subklinik seyreden bir hastaliktir. Mastitisin hazirlayici
sebepleri olarak, ¢evre sartlari, sagim hatalari, ahir hijyeni, kétii bakim ve beslenme, ¢evre
yOnetimi, genetik yapi, siit verimi, yas, laktasyon sayisi ve meme anomalileri gibi faktorler

sayilabilmektedir (Abebe vd., 2016; Bastan, 2013; Dalanezi vd., 2020; Sahin vd., 1997).

Mikroorganizmalar, meme bezi igerisine meme basi kanali veya kan yoluyla
yerleserek mastitise neden olabilmektedir. Bircok mikroorganizma mastitis nedeni olmasina
karsin, ineklerde mastitis etkeni olarak en sik izole edilen bakterilerin, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis oldugu, ayrica Escherichia coli,
Corynebacterium, Enterobacter spp., K. pneumoniae, Mycoplasma bovis gibi bakterilerle,
mantar ve viriislerin de mastitis olusturdugu bildirilmistir (Ak, 2000; Garcia, 2004; Haxhiaj
vd., 2022; Khan vd.,2021).

Meme bezinin yangist sonucu, meme dokusunda nétrofil 16kositlerin sayist artarken,
kanda ise cesitli protein diizeyleri artmaktadir. Mikroorganizmalar memeye girdikten sonra
memenin savunma sistemi hizla aktive olmakta ve bakterileri yok etmeye ¢aligmaktadir. Siit
salgilayan epitel hiicrelerinin bakterilerce yikimi sonucunda, baz1 enzimler ortaya ¢ikar ve kan
dolagimina girdiklerinde meme savunma sistemi alarma geger (Haxhiaj vd., 2022; Khan vd.,
2021). Once l6kositler bakterileri fagosite etmeye baslar, ardindan savunma sistemini
olusturan diger faktorler devreye girer. Meme dokusundaki bu reaksiyon, enfeksiyona verilen
inflamatuar yaniti azaltir, hasarli dokuyu onarir ve memenin normal fonksiyonunu geri
kazandirir. Meme bezinde olusan bu savunma mekanizmasinin {i¢ farkli islevi vardir. Bunlar;
bulasici mikroorganizmay1 meme dokusundan uzaklastirir, tiretilen toksinleri notralize eder ve
hasar gormiis siit lireten dokularin onarilmasina yardimci olur, bdylece meme bezinin normal

isleyisini geri kazandirir (Rajala-Schultz vd., 1999; Pedersen vd., 2003; Bastan, 2013).
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Sekil 1.1. Enfekte bir memede mastitis gelisiminin sematik gosterimi (Viguier vd., 2009).

Mikroorganizmalarin neden oldugu mastitisler enfeksiyoz, travmalar nedeniyle olugan
mastitisler ise enfeksiydz olmayan (non-enfeksiy6z) mastitis olarak simiflandirilmaktadir.
Mastitislerin en Onemli nedeni patojenlerdir. Memedeki enfeksiydz ve non-enfeksiyoz
nedenlere karst olusan yanginin siddeti, yanginin derecesi agisindan o6nemlidir. Bununla
birlikte, memenin irkiltici etkiyi nétralize etmek, yikimlamak, kendini yenilemek ve normal
fonksiyonlarina yeniden donebilmek icin gosterdigi fiziksel, kimyasal, bakteriyolojik ve
patolojik degisiklikler cesitli mastitis formlarinin ortaya c¢ikmasima neden olmaktadir

(Barkema vd., 1998; Murphy vd., 2016).

Mastitis, meydana gelen yanginin siddetine gore subklinik ve klinik mastitis olmak
tizere smiflandirilir. Mastitis patojene gore hayvandan hayvana kolaylikla bulagir. Bu tip
mastitis siit ¢iftliklerinde biiyiik sorundur ve énemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Siiriide subklinik mastitisi kontrol etmek igin, siiriideki subklinik mastitisli inekleri taramak
ve enfekte inekleri derhal tedavi etmek igin her 7-15 giinde bir Kaliforniya Mastitis Testi
(CMT) vyapilmaktadir. Mastitisin  Kklinik formlar1 gozle goriilir degisiklikler olarak
tanimlanabilir. Hastanin memesinde de sislik, agr1, viicut 1sisinda artig ve kizariklik goriiliir,

siit iretimi azalir ve bazi durumlarda tamamen durur. Siitte sulanma ve pihtilasma gibi



bozukluklar goriiliir. Hayvan genellikle depresiftir, atesi vardir ve istahi yoktur. Biitiin bu
degisiklikler mikroorganizmalarin memeye girip orada ¢ogalmasi sonucu meydana gelir.
Hastaligin fark edildigi anda tedavi edilmesi gerekmektedir. Bunun igin acilen bir veteriner
hekime basvurulmas: gerekmektedir. Zamaninda tedavi, memeyi kurtarma sansim artirir,
ancak bunun yapilmamasi meme korligiine neden olabilir. Tedavi edilmeyen bazi
hayvanlarda, inegin salgiladigi toksinler nedeniyle yiiksek derecede viriilan bakterilerin
memeyi istila ederek 6liime neden oldugu gézlemlenmistir (Pantoja vd., 2009; Bastan, 2013).

1.1.1. Mastitisin Onemi

Mastitis, kayiplar (mastitis nedeniyle tiretimin azalmasi) ve harcamalar (mastitisi
azaltmak icin ek girdiler) nedeniyle maliyetli bir hastaliktir. Diinya ¢apinda, klinik mastitisin
ekonomik kayiplarina iligskin yayinlanmistir. Bu kaynaklara dair tahminler, bir ¢iftlikteki inek
basma 61 ila 97 € arasinda degismektedir ve ciftlikler arasinda biiyiik farkliliklar
bulunmaktadir. Ornegin Hollanda’da, klinik ve subklinik mastitisten kaynaklanan kayiplar
inek basina yillik 17 ila 198 € arasinda degismektedir. Ureticiler bu maliyetleri diisiik tahmin
etme egiliminde olduklarindan bu durum, ¢iftliklerin biiyiik bir kisminda 6nlenebilir birgok
kayip oldugunu gostermektedir. Siit iireticilerinin mastitis tedavi ve kontrol programlarina
karar vermesine iyi bir destek saglamak i¢in, mastitisi sadece hastalik agisindan degil, insidens
ayni zamanda maliyetleri ve finansal yiikii olarak da tamimlamak o6nemlidir. Yapilan
calismalardan ¢ikan 18 Onleyici tedbirden altisinin pozitif net faydaya sahip oldugu
gortilmiistiir, bunlar; kuru inek tedavisinin etkenin belirlenerek yapilmasi, ineklerin sagimdan
sonra ayakta tutulmasi, klinik mastitisli bir inegin sagimindan sonra sagim basliklarinin
yikanmasi, bir tedavi protokoliiniin uygulanmasi, kirli memelerin yikanmasi ve sagimeci
eldivenlerinin kullanilmas1 vb. gibi tedbirlerdir. Biiyiikk miktarda rutin is¢ilik veya yatirim
iceren bu 6nlemler i¢in yapilan harcamalar, mastitis nedeniyle ortaya ¢ikan kaybin ¢ok altinda

kalmistir (Hogeveen vd., 2011).

Mastitis, 6zellikle siitiin genel kalitesini ve miktarini etkileyerek siit iireticileri i¢in
biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Sharma vd.,2011). Mastitis, kiiresel yillik kayb1
yaklagik 35 milyar USD olan siit endistrisinin 6énemli bir hastaligidir (Sathiyabarathi vd.,
2016). Ayrica atilan siit, etkilenen hayvanlarin bir kisminin kesime gonderilmesi, ek tedavi
maliyetleri ve ekstra is¢ilik maliyetleri nedeniyle ekonomik kayiplara da neden olmaktadir.
Hindistan’da mastitisin (subklinik ve klinik mastitis) neden oldugu 6ngoriilen y1llik ekonomik

kaybin 98.228 milyon USD oldugu rapor edilmistir (Kour vd., 2023; Sharma vd., 2011). Klinik



mastitisle kargilastirildiginda 3 kat daha fazla iiretim kaybina neden olan subklinik mastitis
nedeniyle olusan toplam kayiplarin %60 ila 70’inin 6nemli dl¢iide gézden kagirildig: rapor
edilmistir. Melez wrklarda daha yiiksek siit iiretim seviyelerine bagli olarak daha yiiksek
kayiplar oldugunu, bunun yaklasik %49’unun siitiin degerinden ve %37’sinin veteriner
giderlerinden kaynaklandigini, bunu tedavi (%3 1) ve hizmetlerin (%5,5) maliyetinin izledigini

bildirmistir (De Vliegher vd., 2012; Sinha vd.,2014; Khan vd.,2021).

Bir meta-analizde, Hindistan’da ineklerdeki subklinik ve klinik mastitis prevalansi
sirastyla %41 ve %27 olarak bulunmustur ve bu da subklinik mastitis 6nemine isaret
etmektedir (Krishnamoorthy vd., 2017). Rathod (2017) yaptigi bir ¢alismada, Hindistan’da
subklinik mastitise bagli ekonomik maliyetin laktasyon déoneminde hayvan basma yaklasik
21.677 INR ile 88.340 INR arasinda oldugunu tahmin etmistir.

Yapilan bir ¢alismada, Hindistan’1n kuzey ve giiney bdlgelerinin, bu bolgelerde sigir
popiilasyonu daha fazla oldugundan, Streptococcus spp. (%13) ve E. coli (%14) ile
karsilagtirlldiginda, Staphylococcus spp.’nin (%45) neden oldugu subklinik ve klinik mastitis
prevalansinin daha yiiksek oldugunu 6ne stirmiistiir (Krishnamoorthy vd., 2017).

Krishnamoorthy vd. (2021) giincellenmis bir meta-analizinde, subklinik mastitis’in
genel prevalansi %45 olarak bulunmustur. Bolgesel prevalans g6z oniine alindiginda, Madhya
Pradesh ve Chhattisgarh’da (Hindistan’in merkez bolgeleri) subklinik mastitis prevalansinin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (sirasiyla %63 ve %48). Mastitisin ekonomik analizi 59 siit
ciftliginde izlenmis ve mastitis sirasinda siit veriminde ortalama 9-10 kg’dan 6-7 kg’a kadar
bir disiis saptanmigtir. Bu sonug, mastitisin inek basina giinliik 413-458 INR’den 306-335

INR’ye kadar ortalama gelir kaybina neden oldugunu gostermektedir.

Arjantin’deki Holstein ineklerinde S. aureus’un neden oldugu mastitisin toplam
maliyetini arastiran, farkli miidahale senaryolar1 altinda mastitis kontroliiniin ekonomik bir
degerlendirmesi Richardet vd. (2023) tarafindan gerceklestirilmistir. Y1lda her 100 inekte S.
aureus’un neden oldugu toplam 97,5 mastitis vakasi tahmin edilmistir ve Klinik mastitislere
bagl kayiplarin 221,0 USD ve subklinik mastitislere bagl kayiplarin ise 151,7 USD oldugu

bulunmustur.

Mastitisin  yayginligit ve ekonomik etkisi iizerine yapilan c¢esitli calismalar,

giiniimiizde cesitli hayvan saglig1 iyilestirme ¢abalarinin formiile edilmesinde son derece



kapsamli bir ekonomik degerlendirmeye ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (Kour vd.,
2023). Mevcut hayvan sagligi ve siit saglig1 kayitlarini kullanan retrospektif bir ¢caligma Puerto
vd. (2021) tarafindan yiiriitilmistiir. Arastirmacilar, 2003 ile 2014 yillart arasinda 120
stiriideki Holstayn ineklerinin ilk laktasyonundan elde edilen verileri kullanmis ve iiretim
performansini genel siit, yag ve protein verimi agisindan ve ekonomik performanslarini siitiin
ekonomik degeri, yem iizerindeki marj a¢isindan, maliyet ve briit kar iizerinden
degerlendirmistir. Arastirmacilar mastitisli ineklerde toplam siit veriminde 382 kg’dan 989

kg’a kadar belirgin bir diisiis oldugunu da ortaya koymustur.

Son yillarda mastitis ile tireme arasinda negatif bir iliski oldugu ortaya konmustur.
Ineklerde mastitis, siit iiretim kapasitesinin yan1 sira daha birgok olumsuz etkiye de neden
olmaktadir. Dogum sonrasi ilk kizginligin, yeniden gebe kalma araliklarinin uzamasinin ve
anovulasyonun nedenleri arasinda mastitise bagl yiiksek ates, GnRH-LH salgisinin
inhibisyonu ve negatif enerji dengesi oldugu sdylenmektedir. Ayrica ates ve inflamatuar
mediatorlerin gelisimi, diisiik kaliteli oosit ve embriyo iiretimine yol agabilir. Bahsedilen
olumsuz faktorler embriyo/fotal kayip veya abortus ile sonuglanabilmektedir (Chebel, 2007).
1990’larin baginda yapilan ilk caligmalar, Klinik koliform mastitis vakalarinin ineklerde
tohumlama araliklarin1 degistirdigini ve bunun dogurganligin azalmasma Yol agtigini
gOstermistir. Gram negatif mastitis patojenlerinin neden oldugu klinik mastitis vakalarinin, siit
ineklerinde luteal fazin kisalmasina ve hayvanin ostrus fazinda degisikliklere neden olarak
dolayli olarak dol veriminin azalmasina neden oldugu bilinmektedir. Gram-negatif mastitis
patojenlerinin prostaglandin F2 alfa iretimini uyarabildigini ve bunun daha sonra korpus
luteumun lizisine neden oldugunu belirtmektedirler (Moore vd., 2005). Daha sonraki bir
calisma, meme i¢i enfeksiyon ile fertilitenin azalmasi arasinda bir iliski oldugunu bulunmustur
(Barker vd., 1998). Ayrica, Culler (1990) endotoksinin luteolizise neden olabilecegini ve
inflamatuar mediyatorlerin salinmas1 yoluyla gebeligi ve erken embriyonik yasami
etkileyebilecegini one siirmiistiir. Ilk tohumlama 6ncesi klinik ve subklinik mastitis sekillenen
ineklerin, kontrol grubu ineklere gore ilk tohumlama ve gebe kalmadig: giinlerin sayisi ile her
bir gebelik i¢in tohumlama/servis sayilarinin artis gosterdigini, subklinik mastitisin de klinik
mastitiste oldugu kadar reprodiiktif performans iizerinde olumsuz etkiye neden oldugu
bildirilmektedir (Schrick vd., 2001).

Yapilan bir caligmada, tohumlamadan sonraki 30 giin icerisinde klinik mastitis

olgularinin sekillendigi ineklerde gebe kalma orammin %31, buna karsilik aynm1 donem



icerisinde enfeksiyon sekillenmemis inekler igin gebe kalma oranimin %47 oldugunu

belirtmislerdir (Kelton vd., 2001).

Yapilan c¢aligmalarda, suni tohumlamadan 2 hafta once ve 3 hafta sonra mastitis
geciren ineklerin gebelik oranlarinin diistiigii gdzlenmistir. Ureme kayiplari olasiliginin klinik
mastitisli inekler i¢in %50 (Hertl vd., 2010), subklinik mastitisli ineklerde %15 (Pinedo vd.,

2009) oraninda artt1g1 ve mastitis nedeniyle iireme sikluslarinin uzadigi rapor edilmistir.

Mastitiste siit nitrik oksit (NO) ve prostaglandin F2a (PGF2a) diizeyleri arasinda bir
korelasyon rapor edilmistir ve PGF2a metabolitleri, mastitisli ineklerin kanindaki artan
oksitosin seviyeleriyle birlikte ortaya ¢ikar. Bu bulgular meme bezi enfeksiyonlarinin sistemik
bir yanit ortaya ¢ikardigini géstermektedir. Bu, viicutta bu tiir bilesiklerin iiretiminin gebeligi
olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir. Siit ineklerinin dogru yonetimi mastitis vakalarini
azaltir, antibiyotik kullanimini ve atilan siit miktarini azaltir, siitiin kalitesini ve iireme
performansini artirir. Ayrica ¢esitli uygulamalarla (asilama vb.) mastitisin 6nlenmesi,
hastaliktan bagimsiz sitokinlerin etkilerini en aza indirerek gebelik oranini arttirabilmektedir
(Hansen vd., 2004; Chebel, 2007).

1.1.2. Mastitislerin Simiflandirilmasi

Meme bezi patojenlerin ¢ogalmasi icin uygun bir ortamdir. Enfeksiyon sirasinda
patojenlerin salgiladigi toksinler veya irritan 6zellikteki maddeler nedeniyle siit kanallari, siit
depolar1 ve alveollerde ¢esitli derecelerde tahribatlar goriiliir. Mastitis belirtileri inegin
bagisiklik sisteminin durumuna, etken mikroorganizmanin dogasina ve mastitisin subklinik mi
yoksa Klinik mi olduguna bagl olarak degisir. Mastitis inflamasyonun derecesine gore
subklinik ve klinik olmak iizere iki tipe ayrilir. Daha 6nce de belirttigimiz gibi subklinik
mastitisin siit ve meme dokusunda gézle goriiliir bir semptomu yoktur. Klinik mastitiste siitte
(stitlin rengi ve akiskanlig1 degisir, icinde piht1 ve kabarciklar bulunur) ve meme dokusunda
(memelerde sislik, kizariklik, sicaklik artist ve dokunuldugunda agri) belirgin klinik
farkliliklar gozlemlenebilir. Siddetli klinik mastitis vakalarinda viicut 1sisinda artig, istah
azalmasi, bakteriyemi ve septisemi gibi sistemik semptomlar ve bazen 6liim meydana gelebilir

(Blowey ve Edmondson, 1995).



1.1.2.1. Klinik Mastitisler

Klinik mastitis siit ineklerini etkileyen en Onemli hastaliklardan biridir. Klinik
mastitis, memede sislik, kizariklik ve/veya agr1 ve sistemik ates gibi belirgin dis belirtilerle
kendini gosterir. Siit ve bilesenlerinde de saptanabilir degisiklikler vardir (Leslie ve Wolfe,
2012). Siitte renk, kivam, piht1 varligi, kan ve kimyasal degisikliklerdeki farkliliklar meydana
gelebilir. Diger degisiklikler, artan iletkenlik, artan siit pH’1 ve su igerigindeki degisikliklerdir.
Klinik mastitis, siiresine (subakut, akut veya perakut) ve siddetine (hafif, orta veya siddetli)
gore siniflandirilir (Adkins ve Middleton, 2018). Hafif/subakut klinik mastitisler ile ¢cogu
degisiklik siitiin renginde ve kivaminda bulunur. Orta/akut klinik mastitisler, kizariklik, sisme,
1s1 ve agri dahil olmak {lizere siit ve meme bezindeki degisikliklerle karakterizedir.
Siddetli/perakut Klinik mastitisler, anormal siit ve meme bezi ile birlikte ates, istah kayb1 ve

hareket edememe veya isteksizlik gibi sistemik belirtilerle karakterizedir (Ruegg, 2011).

1.1.2.1.1. Perakut Mastitis

Bu az goriilen bir mastitis seklidir. Meme dokusunun ani sigmesi, giiglii yangi
belirtileri ve serdz siit ile diger mastitislerden ayirt edilebilir. Ciddi vakalarda inek siitii tiretimi
tamamen durabilir. Klinik mastitiste toksisite ve viicut 1sisindaki artiga bagl olarak sistemik
semptomlar ortaya ¢ikar. Perakut mastitis inekler i¢in ¢ok tehlikelidir ve bazi inekler perakut
mastitis nedeniyle dlmektedir. Perakut mastitiste sistemik bulgular siddetlidir ve bu nedenle
acilen destekleyici tedavi gerekmektedir. Bu tip mastitiste ineklerde viicut 1sisinda, nabiz ve
solunum sayisinda artis, halsizlik, istahsizlik ve iskembe hareketlerinin durmasi, uzuvlarda
soguma, gozbebegi refleksinin zayiflamasi, dehidrasyon ve ishal sik goriilen bulgulardir.
Bazen inekler yatar. Hastaligin bu formuna perakut sistemik mastitis veya perakut toksik
mastitis de denir. Perakut toksik mastitisin en 6nemli nedeninin E. coli oldugu rapor edilmistir

(Stalberger ve Kesting, 1988).

1.1.2.1.2. Akut Mastitis

Belirtileri perakut mastitise benzer ancak ates, yorgunluk gibi sistemik bulgular daha
az goriiliir. Mastitisin derecesi orta ila siddetli arasinda degisir, 12-24 saat i¢inde meme dokusu
siger, siit tiretimi azalir ve siitlin rengi degisir. Siitlin yapis1 serdzdiir ve fibrin veya pihti igerir

(Bastan, 2019).



1.1.2.1.3. Subakut Mastitis

Yangi orta diizeydedir ve memede gozle goriiliir bir degisiklik yoktur. Siitte genellikle
kiigiik pihtilar bulunur ve bazen siitiin rengi degisebilir. Bu tip mastitiste meme bezindeki
degisiklikler belirgin degildir ve sistemik bulgular gériilmez, yangi yalnizca meme dokusuyla

sinirlidir (Bastan, 2019).

1.1.2.1.4. Kronik Mastitisler

Kronik mastitis, meme bezinin uzun siiren yangisidir. Inegin genel durumunda
herhangi bir degisiklik olmaksizin, meme dokusunun tahrip olmasina, hacminin degismesine
ve siitiin azalmasina neden olan bir mastitis formudur. Klinik yangi belirtileri aylarca siirebilir
ve bir laktasyondan digerine devam edebilir. Kronik mastitisin bir diger 6zelligi de parankim
dokusunun yerini bag dokusunun almasidir. Bu nedenle kronik mastitisli meme lobu sert ve

atrofiktir (Blowey ve Edmondson, 1995).

1.1.2.2. Subklinik Mastitisler

Subklinik mastitis, enfeksiyona neden olan mikroorganizmanin meme dokusunda
bulunmasina ragmen meme bezi ile siit arasinda goriiniir bir farkin olmadigr bir mastitis
seklidir. Subklinik mastitis, ineklerde en sik goriilen mastitistir ve ¢iftlikte klinik mastitisten
15-40 kat daha sik goriiliir. Bu mastitiste meme dokusunda ve siitte dnemli bir inflamatuar
degisiklik goriilmez ancak siit somatik hiicre sayis1 (SHS) artar, siit tiretimi ve kalitesi diiser

(Bastan, 2019).

Subklinik mastitis meme dokusunda gozle goriilir bir degisiklik olmadigindan
kolaylikla tespit edilemez ve bu nedenle siiriide inekten inege ¢ok hizli yayilir. Yayilma
ozellikleri nedeniyle mastitisin en onemli formu olarak kabul edilirler. Subklinik mastitisin
tanis1 siitte somatik hiicre sayisindaki artis ve bakteriyolojik izolasyon gibi laboratuvar
yontemleriyle konur (Ott, 1999).

Subklinik mastitis, siiriiniin %50’ye kadarimi etkileyebileceginden, bir siit inegi
isletmesi i¢in olduk¢a 6nemli olabilir. Subklinik mastitisler ve meme igi enfeksiyonlar, siitte
stirekli SHS ol¢iimleriyle izlenmektedir. SHS, 200.000 hiicre/ml esiginin altindaysa, memenin

dortte birinin enfekte olmadigi kabul edilebilir. Bu nedenle, bir siirii igin optimal SHS degeri
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100.000 hiicre/ml siitten fazla olmamalidir ¢iinkii bu, siiriiniin ¢ogunun enfekte olmadigini

gosterir (Rhoda ve Pantoja, 2012).

Bu tip mastitislerin bir bagka 6zelligi de klinik mastitise doniisebilmesi veya subklinik
sekilde meme igerisinde ¢ok uzun siire devam edebilmesidir. Subklinik mastitisleri somatik
hiicre sayimi veya bakteri izolasyonu yapmadan ortaya gikarabilmek miimkiin degildir
(Cantekin vd., 2014; Saidi vd., 2015). Subklinik mastitis genellikle fark edilmez ve siit
verimindeki uzun siireli disiisler nedeniyle en bilyiik ekonomik sonuca sahiptir. Subklinik
mastitise bagli iiretim kayiplarinin ABD siit endiistrisine yilda 1 milyar USD kayba neden
oldugu tahmin edilmektedir (Ott, 1999).

Yapilan bir caligmada (Mutluer, 2001), Tiirkiye’de ineklerin %30’unun mastitisli
oldugu, bir diger calismada (Ozdemir, 2005) ise Tiirkiye’de goriilen mastitislerin %21,4iiniin
Klinik, %78,6’sinin subklinik olarak seyrettigi bildirilmistir.

1.2. Mastitise Neden Olan Mikroorganizmalar

Watts 1988°de, mastitise neden olan 137 mikroorganizmay listelemistir. Daha sonra
Zadoks vd., (2011) 200’den fazla patojenin bu patoloji ile iligkili oldugunu bildirmistir.
Ineklerde ¢ogu mastitis vakasinin bulasici, ¢evresel patojenlerden veya Koagiilaz Negatif
Stafilokoklar (KNS) gibi firsat¢i mikroplardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Asagida,
Cizelge 1.1.de sunulan, meme i¢i enfeksiyona neden olan en O6nemli ajanlarin bazilart

sunulmustur (Haxhiaj vd., 2022).

Cizelge 1.1. Mastitis patojenlerinin siniflandirilmasi1 (Haxhiaj vd., 2022).

Bulasici Cevresel Firsatci
Staphylococcus aureus Escherichia coli Koagulaz Negatif
Stafilokoklar
Streptococcus agalactiae Streptococcus uberis Staphylococcus simulans
Corynebacterium bovis Streptococcus dysgalactiae  Staphylococcus chromogens
Mycoplasma spp. Klebsiella spp.

Corynebacterium pyogenes(
Arcanobacterium pyogenes)
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1.2.1. Bulasic1 Mikroorganizmalar

Enfeksiydz patojenlerin en yaygin 6zelligi, enfekte ineklerden veya memelerden
enfekte olmayan memelere transfer yoluyla inekleri enfekte etmeleridir. Bulasict hastaliklarin
ana kaynagi ineklerdir. ineklerde S. agalactiae’nin bir kaynag: enfekte olan meme bezidir. S.
agalactiae, meme dokusunun zorunlu paraziti olarak adlandirilir. S. aureus’un kaynaklari
enfekte meme bezleri haricinde ineklerdir. Ancak S. aureus’un ana kaynagi da enfekte meme
bezleridir. Diger kaynaklar arasinda insanlar, sinekler, atlik, stresten kaynaklanan hasarlar,
inek disindaki hayvanlar ve ekipmanlar yer alir. izleme programlarinda basari icin diger
kaynaklarin da dikkate alinmasi1 gerekir. Enfekte olmayan meme bezleri, sagim esnasinda
patojenlere karst duyarlidir ve 6zellikle son sagimdan sonra birgok meme basi kuru donem
sirasinda enfekte olabilir. Kuru dénem tedavisi yapilmazsa, kuru dénemin ilk iki haftasinda
bulasici hastaliklarin neden oldugu yeni enfeksiyonlarin orani énemli 6l¢iide artmaktadir.
Doguma ve diizenli sagimin baglamasina ve meme dokusunun patojenlere maruz kalmasina

kadar yeni enfeksiyon orani oldukea diistiktiir (Smith ve Hogan, 1999).

1.2.1.1. Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. ilk kez Rosenbach tarafindan irinli yaralardan 1884 yilinda izole
edilmistir (Akan, 2006). Stafilokok tiirleri, patojenite kriteri olarak kabul edilen koagulaz
enzimi sentezleme oOzelliklerine gére Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (KPS) ve Koagulaz
Negatif Stafilokoklar (KNS) olarak ikiye ayrilmaktadir. Koagulaz Negatif Stafilokoklar
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius ve Staphylococcus hyicus’i igine
almaktadir (Akan, 2006). S. aureus dahil diger Staphylococcus tiirleri ve Koagulaz Negatif
Stafilokoklar (KNS), subklinik mastitis ile iliskili en yaygin patojenlerdir (Harmon, 1994;
Djabri vd., 2002).

Stafilokoklar, Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz, oksidaz negatif, katalaz pozitif ve
tiziim salkimi seklinde 0,5-1,5 cm ¢apinda koklardan olusmaktadirlar. Laboratuvarlarda rutin
besi yerlerinde kolayca irer ve 37°C’de 24-48 saat i¢inde 2-4 mm ¢apinda koloniler
olustururlar. Stafilokoklar karotenoidlerden dolay1 pigment meydana getirirler ki S. aureus
altin sarisi, S. epidermidis ise beyaz renkte koloni olusturmaktadir. Stafilokoklarin neden
oldugu toksinler, enzimler, yiizey proteinleri, kapsiil gibi viriilans faktorler mastitislerin

patogenezinde rol oynamaktadir (Akan, 2006).
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Ozellikle Staphylococcus spp.’nin epidemiyolojisi, yaygmnligi ve insidensinin
stirveyanst siit ireticileri i¢in ekonomik kayiplarin Onlenmesi ve ayrica “Tek Saghk”
politikasina dayali olarak insan sagligimin korunmasi i¢in de mastitis koruma programi ve
stratejilerin gelistirilmesi 6énemlidir. Tayland’da siit ineklerinde subklinik mastitis prevalansi
kuzeydogudaki Khon-Kaen’de yaklasik %62,8 ve kuzeydeki Chiang-mai’de yaklasik
%54’tiir (Pumipuntu vd., 2019).

1.2.1.1.1. Staphylococcus aureus

Gram pozitif olan bakteri mastitisin olusumunda %60-70 oraninda etkilidir. Etken,
enfekte olmus meme lobundan digerine sagim basliklar1 ve bakicilarin elleri gibi faktorlerle
geemektedir (Ergiin vd., 2004; Bastan, 2007). S. aureus su anda en ¢ok mastitise neden olan
patojenlerden biridir. Hastaligin kronik veya subklinik formlarinda daha baskindir ve ani
6liime neden olabilecek hafif, orta ve siddetli enfeksiyonlara neden olur. Meme dokularini
istila eder ve meme bezinin interstisyel dokusuna lipoteikoik asit (LTA) salarak nekroza neden
olur. S. aureus, konak¢inin bagisiklik tepkisine karsi bir bariyer olarak biyofilmler de
iiretebilir. Bu enfeksiyonlar erken laktasyonda daha sik goriiliir ve siit iiretimindeki siirekli
kayiplarla iligkilidir. S. aureus gibi Gram-pozitif bakterilerin LTA’s1, daha zayif bir bagisiklik
tepkisi ortaya ¢ikarma egilimindedir. Bunun nedeni, S. aureus’un giiclii bir proinflamatuar
sitokin ekspresyonu ortaya ¢ikarmadan NF-KB sinyal yolunun aktivasyonunu azaltabilmesidir.
Inek yas1, enfeksiyonun yayilmas: ve tedavi siiresi gibi diger degiskenler nedeniyle, bu
enfeksiyonlar tek basina antimikrobiyal tedavilerle tamamen kontrol altina alinamaz

olabilmektedir (Haxhiaj vd., 2022; Khan vd., 2021).

S. aureus’un neden oldugu mastitis, in vitro olarak cesitli antibiyotiklere duyarlidir,
stafilokoklarin kendine 6zgii biyolojisi ve inek konak ortamina adaptasyonlar1, mikro apselerin
gelisimi ve biyofilm olusumu nedeniyle, bazi antibiyotik ajanlar klinik olarak etkisizdir.
Kiltiir ve duyarliliga dayali antibiyotik se¢imi, klinik vakalarda %100 etkililigi garanti
edemez. Bunun nedeni, in vitro antibiyotik duyarlilig1 sonuglarindaki esitsizlik ve bu duyarl

antibiyotiklerin klinik vakalardaki basarisizligidir (Rainard vd., 2018).

1.2.1.1.2. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae bulasici bir patojendir ancak ayni zamanda siit ineklerinin

gastrointestinal kanalinda da bulunur. S. agalactiae inegin meme derisinde bulunur. Bununla
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birlikte, son arastirmalar, sigir gastrointestinal sisteminin ve ineklerin yasadigi ortamin
(zeminler, yatak takimlari ve igme suyu) S. agalactiae’nin diger rezervuarlart oldugunu
gostermektedir. Meme bezlerinde S. agalactiae biyofilmler olusturarak siiresiz olarak hayatta
kalabilir ve subklinik mastitis ile yogun bir sekilde iligkilidir (Cheng ve Han, 2020). S.
agalactiae Lancefield grup B siniflandirmasindadir. Bakteri genellikle beta-hemolitik olarak
kabul edilir, ancak bazi hemolitik olmayan suslar gozlemlenmistir ve CAMP pozitiftir. S.
agalactiae’nin la, Ib, II, III, IV, V, VI, VII ve VIII olarak etiketlenmis dokuz farkli serotipi
vardir ve 2007’de kesfedilen IX etiketli onuncu bir serotip ile S. agalactiae’nin patojenitesi

serotipine gore degisir. Siit liriinlerinin yan1 sira bu tiir, yeni doganlarda bakteriyel menenjitin

en yaygin nedenleri arasinda yer aldigindan, erken yaslarda oldukea ilgili bir insan patojenidir

(Kabelitz vd., 2021).

Diger
Streptokoklar

S. agalactiae

S. dysgalactiae

Sekil 1.2. Streptokok tiirlerinin neden oldugu mastitislerin kiiresel siklig1 ve dagilimi (Kabelitz vd.,2021).

S. agalactiae’nin 1927°de tiim mastitis vakalarinin %90’mndan sorumlu oldugu
diistintilityordu (Ruegg, 2017). 1960’larda bes noktali hijyen planinin getirilmesiyle, bulasici
patojenlerin neden oldugu mastitis siklig1 biiyiik 6l¢tide azaldi. Bu plan, enfekte ineklerin hizli
bir sekilde tanimlanmasini ve tedavisini, biitiin bir siirii antibiyotigi kuru donem tedavisini,
sagim sonrasi meme basi dezenfeksiyonunu, kronik olarak etkilenen ineklerin kesimini ve

sagim makinesinin rutin olarak dezenfekte edilmesini igeriyordu. Bu énlemlerin uygulanmasi,
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ozellikle S. agalactiae gibi bulasici patojenler i¢in mastitis oranlarinda giiclii bir genel diisiise
(%75) yol agt1. Su anda, mastitis vakalarinin ¢ogunlugu (yaklasik %90) ¢evresel patojenlerden
kaynaklanmaktadir (Benic vd., 2018). Yapilan bir ¢alismada Giiney Amerika’da S. uberis
(%34) ve S. agalactiae (%35) en yiiksek ve benzer frekanslarda ortaya konulmustur. Tiim
mastitis vakalari iginde streptokok mastitis orani da esit olarak dagilmamustir. Streptokoklarin
neden oldugu mastitis, 6zellikle Avustralya’da (%50) ve ardindan Avrupa’da (%38) sik
goriilmektedir. Diger kitalarda Streptococcus spp. kaynakli mastitis daha az siklikta goriiliir
ve tiim mastitislerin %23-30"undan sorumludur. Tabii ki, tiim bu degerlerin biiyiik bolgelere
gore ortalamasi alinir ve gevresel faktorler, yerel salginlar veya ciftlige 6zgii uygulamalar

nedeniyle kisitli konumlar i¢in 6nemli 6l¢iide farkli olabilir (Kabelitz vd., 2021).

1.2.1.1.3. Mycoplasma bovis

Mycoplasma spp. kaynakli mastitisler, hayvan sagligini ve siit iiretimini 6nemli dl¢iide
etkileyen, bulasic1 ve maliyetli bir hastaliktir. Mycoplasma bovis, Mycoplasma spp. ile iliskili
mastitisin en yaygin nedenidir. Amerika Birlesik Devletleri’nin gesitli yerlerinde siitten 11
farkli tiirti izole edilmistir (Moroni vd., 2018). Mycoplasma spp. kronik enfeksiyonlara
doniisen akut mastitisin siirii endemiklerine neden olmaktadir. Akut ataklardan sonra, inekler
kronik mastitis veya aralikli akut alevlenmeler gosterebilir veya mikrobiyolojik kiiltiirle teshisi
gerektiren subklinik enfeksiyona neden olabilir. Mastitis sadece bir meme lobunda meydana
gelebilir, ancak siklikla etkilenen her inegin iki veya daha fazla meme lobunda goriilebilir
(Gelgie vd., 2022; Moroni vd., 2018; Penterman vd., 2022). Mevcut ¢alismalarin ¢ogu, siirii
salginlarinin biiyiik olasilikla asemptomatik tasiyicilardan yatay bulasma yoluyla meydana
geldigini gostermektedir. Asemptomatik bir inekte diger i¢ organlardan memeye lateral
bulagma olasiligi, Mycoplasma’nin tamamen inekten inege bulasici oldugu ve S. aureus ve S.
agalactiae gibi mastitisin diger bulasici nedenleriyle aymi sekilde yayildigi goriistine ters
diismektedir. Agirlikli olarak sagim sirasinda yayilan S. agalactiae ve M. bovis, mukoz
membranlarda ve solunum ve tirogenital yollardan gelen sekresyonlarda bulunabilir. Kisa bir
slire i¢inde birkag inekte meydana gelen birden fazla meme lobu sismis, agrili eklemleri tutan
akut mastitis, veteriner hekime artan Mycoplasma mastitisi olasilig1 konusunda fikir verebilir.

Mycoplasma mastitisinin kesin tanisi siitten izolasyonu gerektirmektedir (Gelgie vd., 2022).
M. bovis, diger bakteriyel patojenleri tanimlamak i¢in rutin olarak kullanilan kiiltiir

ortamlarinda gelismemektedir. Bu nedenle, mastitis Mycoplasma siipheli ise bakteri kiiltiirii

negatif sonuclar verdiginde ve antibiyotik tedavisi belirtileri iyilestirmede basarisiz oldugunda
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Mycoplasma spp. mastitisinden siiphelenilmelidir. 37 °C’ de inkiibe edilen ve %10 CO2 iginde
tutulan Hayflick besiyeri gibi 6zel besiyerleri Mycoplasma spp. kiiltiirii i¢in gereklidir.
Mycoplasma biiylik miktarlarda siite dokiiliir ve sonug olarak tank siitii kiiltiirii, yalnizca birkag
inekte enfeksiyonun erken teshisi i¢in hassas bir yontem olarak kullanilabilir (Gelgie vd.,
2022; Moroni vd., 2018; Penterman vd., 2022).

1.2.1.1.4. Corynebacterium bovis

Son yillarda mastitisleri kontrol etmek igin ¢esitli stratejilerin benimsenmesi, major
patojenlerin neden oldugu klinik ve subklinik mastitis sikliginin azalmasiyla sonuglanmustir.
Bununla birlikte, mindr patojenlerin neden oldugu subklinik mastitis siklig1 siit ¢iftcileri i¢in
hala bir sorundur. Corynebacterium bovis, subklinik mastitis vakalarindan siklikla izole edilen
bulasict bir mikroorganizmadir. Yiiksek izolasyon sikligina ragmen, Corynebacterium spp.
mastitisin mindr patojenleri olarak kabul edilir. Corynebacterium spp. ‘nin siit verimi ve
bilesimi tizerindeki etkileri biiytlik 6l¢tide bilinmemektedir. C. bovis, inek meme bezlerinin bir
kommensali olarak tanimlanmustir ve bu bakteri ile enfekte olan bolmeler, diger mastitis
patojenlerinin neden oldugu meme i¢i enfeksiyonlara daha az duyarli olabilmektedir. C.
bovis’in sadece siit ineklerinin meme kanalinda kolonize oldugu ve bu nedenle sagim
hijyeninin bir gostergesi olarak kullanildigi bildirilmistir. Ancak C. bovis’in meme basi
sarnicinda, bez sarnicinda ve meme parankiminde de kolonize oldugu da bildirilmistir

(Gongalves vd., 2016).

1.2.2. Cevresel Mikroorganizmalar

Cevresel patojenlerin 6nemli bir kaynagi enfekte olmamis meme loblar1 ve ineklerin
yasadig1 ortamdir. Sagim sonras1 dezenfeksiyon yontemleri ¢evresel patojenlerin kontrolii
iizerinde ¢ok az etkiye sahiptir. Cevresel streptokok ve koliformlarin prevalansi genellikle
dogumda yiiksektir. Laktasyon donemi ilerledik¢ce azalir. Kuruya c¢ikma birgok patojenik

cevresel enfeksiyonun kaynagidir (Blowey ve Edmondson, 1995).

Kuru donemde ortamda bulunan streptokoklar iizerinde yapilan epidemiyolojik
calismalar, kuru donemin ilk 2 haftas1 ve dogumdan 6nceki 2 hafta boyunca yeni enfeksiyon
oraninin 6nemli Ol¢lide arttigini gostermektedir. Kuru donemde yeni koliform bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin sayisi laktasyondaki ineklerde goriilme olasiligi 4-5 kat daha

fazladir. Kuru dénemde bu hiz sabit degildir. Kuru dénemin baslangicindan sonraki 2 hafta ve
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dogumdan onceki 2 hafta iginde artar. Kuru dénemin ortasinda meme bezinin koliform
bakterilere karsi direnci yiiksektir. Kuru donemin ortasinda meme bezi tamamen agilir.
Tamamen tutulmus bir meme bezinin salgilanmasinda bagisiklik faktorlerinin
konsantrasyonlar1 artar ve meme kanalinda keratin plaklarinin konsantrasyonlarinin olusmasi,
mikroorganizmalarin meme basindan meme bezine gogiinii engeller. Kuru dénemin
baslangicinda ineklerde keratin tabakasi heniiz gelismemistir. Bir¢ok inekte dogumdan énce
keratin tabakasi goriiliir ve sonra kaybolur. Bu ayn1 zamanda bu dénemde yeni enfeksiyonlarin
artmasina da katkida bulunur ve tamamen invole olmus meme dokusunda yiiksek
konsantrasyonda immunoglobulinler ve demir baglayict protein olan laktoferrin bulunur
boylece laktoferrin koliform bakterilerin ¢ogalmasini engeller. Calismalar antikorlarin ve

laktoferrinin sinerjik bir etkiye sahip oldugunu géstermektedir (Bradley, 2002; Bastan, 2019).

Ineklerde mastitise neden olan koliform bakteriler E. coli ve K. pneumoniae ‘dir.
Invole olmus meme dokusu yeni E. coli enfeksiyonlarina kars: yiiksek dirence sahiptir. Bu
durum, yiiksek konsantrasyonda laktoferrin ile iliskilidir. Ancak dogumdan &nce meme
bezinin yeni E. coli enfeksiyonlarina karsi duyarliligi artar. Laktoferrin konsantrasyonu
laktogenez sirasinda hizla diiser. Kuru dénemin sonunda Klebsiella tiirlerinin neden oldugu
yeni enfeksiyonlarin goriilme sikligi, epidemiyolojik olarak E. coli ‘den farkli diger Gram-

negatif bakterilere gore daha yiiksektir (Shim vd., 2008).

1.2.2.1. Cevresel Streptokoklar

Streptokoklar, inek mastitisine neden olan baslica patojenler arasinda yer alir. Bulasici
patojenler, hayatta kalmak i¢in konakgiya adapte olmustur ve genellikle sagim sirasinda
hayvandan hayvana yayilir. Bulasici bakterilerin kolayca ve genis ¢apta yayilma potansiyeli
vardir. Cevresel patojenler ise hayatta kalabilen ve inek c¢evresindeki normal mikroflora
parcalaridir. Cevresel streptokoklarla temas, sagim sirasinda, arasinda, kuru dénemde veya
diivelerin dogumundan 6nce gergeklesebilir. Patojen maruziyeti, ¢evresel faktorlerin etkisi
altinda, 6rnegin nem ve sicaklik gibi etmenlerle iliskilidir. Cevresel patojenler, sagim sonrasi
veya meme basi kanalinin hasar gordiigii durumlarda meme dokusunu istila eder. Siit
endiistrisinde mastitis, en yaygin ve maliyetli hastaliktir. S. agalactiae, S. dysgalactiae ve S.
uberis’in ineklerde mastitise neden olan 6nemli tiirler oldugu belirtilmektedir. Bu tiirlerin
rezervuarlar1t ve sikligi ayrica konakei ve cevresel faktorlerin mastitis duyarliligimi ve
enfeksiyon oranlarini nasil etkiledigi tizerinde duran birgok calisma yapilmistir. Bu

caligmalarda enfeksiyon sonrasinda ineklerin immiin reaksiyonlar1 ve Streptococcus spp.
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viriilans faktorlerindeki farkliliklar aragtirilmaktadir. Standart bir tedavi yaklagimi olarak §3-
laktam antibiyotiklerin kullanildig:i belirtilmektedir. Asilama, hijyen planlart ve diger
miidahaleler de kontrol ve onleme tedbirleri bu tiiriin neden oldugu mastitisler agisindan

6nemli bulunmustur (Kabelitz vd., 2021).

1.2.2.1.1. Streptococcus uberis

Streptococcus uberis ‘in neden oldugu mastitislerde ise kronik hafif seyirli, siitte hafif
degisikliklere neden olan bir yangi sekli gozlenmektedir (Akan, 2006). S. uberis Gram pozitif
bir koktur ve ¢evresel bir patojen olarak kabul edilir. Diinyanin bazi bolgelerinde, S. uberis ‘in
baskin ve ekonomik agidan en 6nemli ¢evresel mastitis patojeni oldugu diistiniilmektedir. S.
uberis ‘in diinya ¢apinda artan bir prevalansi bildirilmistir ve Amerika Birlesik Devletleri,
Kanada, Birlesik Krallik ve Hollanda’da klinik mastitisin %14 ila %26’sina neden oldugu
bildirilmistir. Bu patojenin prevalansindaki artisin bir agiklamasi, bulasict patojenlerin
kontroliiniin, kismen S. uberis tarafindan doldurulan bir bosluk birakmasidir. S. uberis gevresel
streptokoklarin en yaygin tiirii olarak kabul edilse de arastirmalar, diger Streptokok tiirlerinin
yanliglikla S. uberis olarak tanimlanma potansiyeline sahip oldugunu géstermistir, bu da bu
enfeksiyonun sikligina iliskin bazi fazla tahminlere yol agabilmektedir (Moroni vd., 2018).

S. uberis ¢evresel bir streptokok olarak bilinmesine ragmen, ancak bulagma vakalari
gbzlemlenmistir. Tir ¢ogunlukla alfa-hemolitiktir, kismi hemoliz yapabilir, ancak bazi
durumlarda hemolitik olmadigi da gosterilmistir. Biyokimyasal tanimlama, degisken bir
CAMP (Christine-Atkinson-Munch-Peterson Testi) fenotipinin yani sira eskiilin, sodyum
hippurat ve iniilin degradasyonu ile kolaylastirtlir. Bazi suslarin Lancefield E, G, P veya U
pozitif oldugu gosterildiginden, S. uberis’in kiiresel Lancefield siniflandirmasi oldukg¢a zordur.
1932’de bir inek mastitis vakasindan S. uberis’in ilk izolasyonundan bu yana, patojen
laktasyondaki inekler, kurudaki inekler, diiveler ve ¢ok sayida dogum yapan inekler gibi ¢esitli
konak enfeksiyonlarinda tespit edilmistir (Kabelitz vd., 2021; Oliver ve Pighetti, 2002).

S. uberis g¢evresel bir mikroorganizma olarak klinik mastitisli ineklerden yiiksek
miktarda izole edilirken, subklinik mastitis vakalarinda ve kuru donemde major bir etken
olarak izole edilmektedir. S. uberis’in neden oldugu mastitislerde siirii igerisinde enfeksiyon
oraninda artis goriliir. S. uberis diive mastitislerinde laktasyonun ilk 5 giiniinde gériilen
enfeksiyonlarda sik izole edilmektedir. S. uberis’in neden mastitislerin diger streptokokal

mastitislerden farki, etkenin meme yiizeyinde ve inegin viicudunda bulunmasidir. Bu yiizden
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S. uberis nedenli mastitis olgularinin biiyiik oranda nedeni, meme basi dezenfeksiyonu ve kuru

donem antibiyotik tedavisinin yetersiz ve uygun olmayisi olarak bildirilmistir (Khan vd.,
2003).

Bir inegin diger inegin memesini yalamasi ya da sinekler araciligiyla da etkenin
inekten inege gecisi olabilir. Saglikli hayvanlarin enfekte hayvanlarla ayn1 yere yatmasi da
bakteri yiikiinii artirmaktadir (Blowey ve Edmondson, 1995). S. uberis’in neden oldugu

mastitis orani, kiiresel ortalamada ii¢te birinden fazlasina ulagmigtir (Benic vd., 2018).

S. uberis etkenleri, 6zellikle altlikta ve digki ile kontamine olan yerlerde sik¢a olarak
bulunur. Etkenin ayn1 zamanda ineklerde sindirim sistemine, genital organlarda ve meme
dokusuna kolonize olabildigi bildirilmistir (Khan vd., 2003).

S. uberis’in neden oldugu mastitis aniden baslar. Meme dokusunda sislik, siitte
flakonlar, genel durum bozuklugu ve ates olusabilir. Meme bezindeki bakterilerin direnci zay1f
oldugundan fagositoz sirasinda lokositler tarafindan yok edilmeleri zorlasir. Antibiyotik
tedavisi ¢ok onemlidir ve bazi1 vakalarda prognoz iyi goriinse de bazi vakalarda enfeksiyon
tekrarlayabilir. Hayvanlarda enfeksiyona neden olan patojene karsi tedavi genellikle kuru
doénemin ilk iki ve son 2 haftasinda 6nem tasir ve dzellikle son 2 haftada tedavi basarisim
arttirir. Bazi S. uberis suslarinin 16kosit fagositozuna diger suslara gore daha direngli olmasi
S. uberis ‘in kazeine kars1 fagositik direnci ile agiklanabilir (Oliver vd. 1998). Calismalarda S.
uberis patojenlerinin kazein ve kazein i¢ermeyen ortamlarda fagositoza karsi direnci
incelenmis ve kazein varliginda fagositoza direncin daha fazla oldugu goriilmistir (Blowey

ve Edmondson, 1995; Khan vd., 2003).

1.2.2.1.2. Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae, ineklerde mastitise neden olan en 6nemli patojenlerden
biridir. S. dysgalactiae akut mastitisin nedenidir ve bu patojen streptokoklarin genel
ozelliklerine sahiptir. S. dysgalactiae, bulasici hastaliklarin en yaygin {igiincii nedeni olarak
kabul edilir (Oliver vd., 1998). Cogu zaman meme derisinden, 6zellikle sagim ekipmanlarinin
hijyenik kullanilmamasi durumunda sagim ekipmaninin yiizeylerinden, meme derisindeki
yaralardan izole edilir. Meme bezleri enfeksiyon tasiyicisi olarak daha az onemlidir. S.
dysgalactiae tonsillerde de bulundugu i¢in memelerin yalanmasi esnasinda da bakterinin

meme kanalina ge¢isi miimkiindiir. Bu durum S. dysgalactiae’nin diive mastitislerinde ve kuru
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donemdeki hayvanlarda goriilme nedenini agiklamaktadir. Meme irritasyonuna neden olan
maddeler, soguk hava etkisi gibi durumlar, memelerin yalanmast klinik belirtiler olusuncaya
kadar etkenin 6zellikle meme kanalina kolonize olmasina neden olabilmektedir (Blowey ve

Edmondson, 1995).

Cevresel bir etken olarak tanimlanmasina karsin yar1 bulasici yari ¢evresel bir etken
olarak da kabul edilmektedir (Oliver vd., 1998). Giincel olarak bu patojenin bulasict m1 yoksa
cevresel mi oldugu hakkinda tartigmalar devam etmektedir. Bu konuda daha fazla bilgi elde
etmek icin ¢iftlik diizeyinde izole edilen mikroorganizmalarin genetik cesitliliginin bilinmesi

yararlt olabilir (Kromker ve Wente, 2020).

Ineklerde enfeksiyonlara neden olan Streptococcus dysgalactiae bakterileri, hemolitik
olmayan veya alfa-hemolitik grup streptokoklardir ve homojen bir yapiya sahip olup
ozellikleri bakimindan L grubu, insan grubu G streptokoklar ve S. equalsimilis grubunun beta-
hemolitik suslarindan farklilik gostermektedir. S. dysgalactiae’ min sigirlarin tonsillerinde,
agiz ve vagina mukozasinda bulundugu ve kuru donemde herhangi bir S. dysgalactiae
enfeksiyonu bulunmadigi halde laktasyon déneminde enfeksiyonun goriilmesinin, etkenin

cevresel bulagma yolunu daha ¢ok kullandigini gostermistir (Oliver vd., 1998).

Almanya’da S. dysgalactiae (tiim klinik mastitis vakalarinin %2,8-5,5’1), S. uberis ‘in
(tim klinik mastitis vakalarinin %29-30,5’1) ardindan mastitiste en sik karsilagilan ikinci
streptokok tiiriidir (Wente vd., 2020). Yapilan bir ¢alismada (Kromker ve Wente, 2020)
Almanya’daki 16 giftlikten 93 izolat {izerinde sus tiplendirmesini yapmustir. Farkli inek
stirilerindeki sus gesitliligini gozlemlemek igin, S. dysgalactiae izolatlarini degerlendirmek
igin farkl ciftliklerdeki klinik mastitisli ornekler toplanmistir ve suslar, darbeli alan jel
elektroforezi (PFGE) yontemi kullanilarak tiplendirilmistir. Her ¢iftlikte S. dysgalactiae ‘nin
bulasicilik derecesini tanimlamak bir indeks (CI) kullanilmistir. Bu galismadaki indeks, 14
aylik siiredeki klinik mastitis vakalarinin siitte bulunan sug sayisina boliinmesiyle elde edilen
izolat sayisini temsil etmektedir. Sonuglar ¢iftlikler arasinda farklilik gostermistir. Bir ¢iftlikte,
caligma siiresi boyunca meydana gelen alt1 S. dysgalactiae vakasinin hepsine tek bir sus neden
olurken (CI = 6), bagka bir ¢iftlikte meydana gelen alt1 vakaya bes farkli susun neden oldugu
gbzlemlenmistir (Cl = 1,2). Diger tiim ¢iftlikler bu iki deger arasinda yer aldmigtir. Bu, S.
dysgalactiae enfeksiyonlarmin g¢esitli bulasma yollart yoluyla ortaya cikabilecegini

gostermektedir.
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S. dysgalactiae enfeksiyonlarinin epidemiyolojisini anlamak, mastitisin dnlenmesi ve
kontrol edilmesinde esastir. Bir giftlikte yliksek vaka sikligi durumunda uygun Snlemleri
belirlemek i¢in, bu patojenin inekler arasinda m1 yoksa ¢evreden inege mi bulastigini anlamak
onemlidir. S. dysgalactiae oldukg¢a bulasict bulagsma sekli hakkinda net kanitlar simdiye kadar
mevcut degildir. Bazi aragtirmalar bu tiirii inekle iligkili (Barkema vd., 1999) olarak
tanimlarken, bazilari da ¢evreyle iliskili (Todhunter vd., 1995) olarak tanimlamustir.
Streptococcus izolatlarim karsilastiran Isve¢’teki bir c¢alisma da, klinik mastitisli
orneklerindeki S. dysgalactiae, birkag siit inegi ¢iftliginde 6zdes izolatlar sekilde goriilmiistiir.
Bu, bulagsmanin giftlikten ciftlige gerceklestigi hipotezini desteklemektedir (Lundberg vd.,
2014).

S. dysgalactiae’nin  kontrol stratejileri enfekte hayvanlara ve sagim siirecine
dayanmalidir, ciftlikte hijyenin genel olarak iyilestirilmelidir. Bir stiriideki suslarin yiiksek
cesitliliginin cevresel bulagmaya isaret ettigi, diisiik sus cesitliliginin ise bulasic1 bir sus
davranigina isaret ettigi varsayilmaktadir. S. dysgalactiae, inekle iliskili veya gevresel olarak

iliskili bir mastitis patojeni olarak ortaya ¢ikabilir (Kromker ve Wente, 2020).

1.2.2.2. Koliformlar

Bu bakteriler Gram negatiftir. Bu bakteriler giibrede, kirli sularda, toprakta ve
atiklarda bulunurlar. Koliform patojeni olarak bilinen E. coli hayvan kokenli, K. pneumoniae
ise toprak kokenlidir. E. coli, ineklerin normal bagirsak florasmin bir pargasi oldugundan
giibrede biiyiik miktarlarda bulunur. E. coli genellikle klinik mastitise neden olur ve mastitise
neden olan temel ozelligi salgiladigi endotoksindir ve bu endotoksinler subakut ve akut
etkilerle ciddi klinik mastitise neden olur. K. pneumoniae toprakta, suda, bitkilerde ve hayvan
bagirsaklarinda bulunur. Saman ve talas gibi kolayca kirlenen altliklardan memeye aktarilir

(Hulsen vd., 2013).

1.2.2.2.1. Escherichia coli

E. coli, ¢ogunlukla yiiksek verimli siit ineklerinde mastitise neden olur ve lokal bazen
ciddi sistemik semptomlarla birlikte genellikle dogumda veya erken laktasyon doneminde
mastitise neden olur. Cevresel mastitis olarak da bilinen bu durum, yiiksek verimli siit
ineklerinde siit iiretimini ve kalitesini etkileyebilmekte, ciddi enfeksiyonlarda 6liim meydana

gelebilmektedir (Burvenich vd., 2003).
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Koliform mastitis bazen sporadik veya bulasici olabilir. Enzootik vakalar genellikle
verimliligin yiiksek oldugu ve diger mastitis vakalarmin kontrol altinda oldugu siiriilerde
ortaya ¢ikar. Mikroorganizmanin firsat¢i dogasi, mastitis gelisimini etkileyen faktorlerden
biridir ve konagin fizyolojik-immiinolojik durumu ve mikrobiyal faktorlerle iligkilidir
(Burvenich vd., 2003). Yiiksek siit iretimine sahip ineklerin, 6zellikle dogum 6ncesi donemde
onemli bir bagisiklik tepkisine maruz kaldiklar1 bilinmektedir. Yiiksek siit tiretiminin neden
oldugu negatif enerji ve protein dengesi, bagisiklik sistemini olumsuz yonde etkileyen ketozis
ve beslenme bozukluklar1 gibi ¢esitli metabolik bozukluklara yol agmaktadir (Burvenich vd.,
2003).

E. coli’'nin neden oldugu mastitiste enfeksiyonun ana kaynagi diski kaynakli
kontaminasyondur. ineklerin bagirsak florasinda ve yasam alanlarinda E. coli bakterisinin
bollugu nedeniyle yemliklerin kirlenme riski her zaman vardir. Ayrica farkl: kiiltiir faktorleri
de meme bezlerinin ¢evrede ¢ok yaygin olan koliform bakterilere maruz kalmasin etkiler.
Koliform bakterilerin ana kaynagi ¢opler, kirli bulasiklar ve kirli sulardir. Kirlenmis atlik,
kontaminasyon kaynagi olarak koliform mastitisin en 6nemli nedenlerinden biridir. Koliform
bakterilerin neden oldugu klinik mastitis goriilme sikligi, altliktaki bakteri sayisinin
azalmasiyla dogru orantilidir. Ayrica toprak, su ve bakicilar da baska bir kaynaktir. Ayrica
barinagin kosullar1 ve nemi enfeksiyon i¢in gerekli kosullart olusturur. Bu nedenle kotii ahir
sartlar1 ve yetistirme hatalari, koliform mastitislerin sekillenmesi igin predispoze etkenlerdir

(Burvenich vd., 2003).

Enfeksiyon genellikle ¢evresel digkilarin E. coli ile kontaminasyonu sonucu ortaya
¢ikar ve ardindan etken madde siit kanali yoluyla meme bezine girer. Ayrica faktorler kan
damarlar veya lenfatik sistem yoluyla meme bezine girerek mastitise neden olabilir. E. coli
mastitisi genellikle aniden baslar ve genellikle dogum sonrasi erken donemde akut olur. Ancak
akut enfeksiyonlara ek olarak, ara sira akut alevlenmelerle birlikte perakut, kronik ve subklinik

enfeksiyonlar da ortaya ¢ikabilir (Tmanova, 2003).

Ineklerin E. coli’nin neden oldugu mastitise duyarliligi ve enfeksiyonun ciddiyeti
patojene ve hayvanin bagisiklik tepkisine bagli oldugundan, E. coli’nin neden oldugu
mastitisin sonucu ve siddeti ayn1 siirii arasinda ve farkli inekler arasinda farklilik gosterir. Bu
nedenle E. coli’nin neden oldugu mastitislerin sayisi iilkeden tilkeye farklilik gostermektedir.
Ornegin, Finlandiya’da bu oran %20’den az, Ingiltere’de %14,4, Israil’de %60°dan fazla
olarak bildirilmistir (Bradley, 2002).
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Koliform mastitisler genellikle patojenin siit kanallarina gegmesiyle baslar. Ozellikle
enterit ve septisemiden sonra memede kan yoluyla bulasan enfeksiyonlar bildirilmis olsa da
bu c¢ok nadirdir. Memeye giris yollart ayn1 olmasina ragmen koliform bakteriler meme
kanalina girmemektedir. Streptokok ve stafilokoklarin neden oldugu mastitislerde, enfekte
memeden enfekte olmayan memeye bulagsma, sagim sirasinda sagimcinin elleri, temizlik
bezleri ve siit materyalleri yoluyla gerceklesirken, koliformlar sagim sirasinda memeye
girmez, ancak gercek sagim disinda baska yollarla memeye girer. Ek olarak, birgok durumda
bakteriler meme bezinin epiteline veya parankimine niifuz etmez. Bununla birlikte, kronik
veya tekrarlayan mastitise neden olan bazi E. coli tiirleri epitel dokuya yapisabilir ve istila

edebilir (Wellenberg vd., 2002).

Meme bezine ulasan bakteriler burada hizla ¢ogalir ve birka¢ saat iginde siitteki
konsantrasyonu yaklasik 108 CFU/ml’ye ulasir. Bu erken dénemden sonra lokositlerin meme
dokusuna gocii baglar. Dolayistyla maddenin ¢ogalmasi meme bezindeki 16kosit sayisina ve
lokositlerin bolgeye hareket hizina baglidir. Hastaligin baslangici ve siddeti esas olarak
vaskiiler notrofillerin birikimine ve aktivasyonuna baglidir ve bunlar kolibakteriyel mastitin
patogenezinde anahtar rol oynarlar. Cok sayida polimorfik l6kosit, koliform bakteriler
tarafindan fagosite edilir. Fagositoz sonucunda bakteri sayisi hizla azalirsa, parcalanan
bakterilerin salgiladigi endotoksin miktar1 artar. Salinan endotoksin bir dizi inflamatuar
reaksiyon baglatir. Aktive edilmis fagositler boylece IL-1 (interlokin-1) ve TNF (tiimér nekroz
faktorii) gibi inflamatuar aracilar1 serbest birakir ve semptomlara emilen endotoksinler neden

olur (Hogan ve Smith, 2003; Bastan, 2019).

E. coli’nin neden oldugu mastitis ¢ogunlukla sporadiktir ve klinik semptomlar ¢ok
siddetlidir. Sadece meme bezlerinde lokal belirtiler gosterebilse de dliimciil bir form olarak da
goriilebilmektedir. Hastaligin siddetinin konakg¢1 yanitina bagh oldugu ve etken maddenin
viriilans faktorlerinin de 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir. Ayrica meme lobunda ve siitte
gozlenen degisiklikler mastitis tanisinda ilk bulgular olsa da enfeksiyonun ciddiyetini tahmin
etmede yetersiz oldugu goriildii. Ciinkii E. coli mastitis enfeksiyonunun siddetinin, siitteki
bakteri sayisi ve enfekte olmayan memeden siit liretiminin azalmasi ile dogrudan iligkili

oldugu rapor edilmistir (Burvenich vd., 2003).
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1.2.2.2.2. Klebsiella pneumoniae

E. coli, K. pneumoniae ve Enterobacter aerogenes inek mastitisinde en yaygin
koliformlar olarak kabul edilmektedir. E. coli, K. pneumoniae ve E. aerogenes diinya ¢apinda
inek mastitisinde baskin olan koliform mikroorganizmalar olarak taninmaktadir. Bununla
birlikte, diinya da toksemik veya septisemik inek meme enfeksiyonlarinin etiyolojisinde K.
pneumoniae rolii ve siddetini degerlendirmek i¢in ¢ok az sayida ¢alisma gosterilmistir. Farkli
tilkelerde ciddi salginlarda veya izole perakut veya akut inek mastitis vakalarinda K.
pneumoniae, baskin olarak laktasyonun ilk iki haftasinda bildirilmistir. Meme enfeksiyonlart
siklikla hayvanlarin ¢evresinde kullanilan talas gibi altlik tiplerindeki kontaminasyonu ile
iliskilendirilmektedir (Ribeiro vd., 2008).

Yapilan bir ¢alismada, 5 yasli Holstayn bir inegin altlik ile temas1 bulunmamasina
ragmen uzun siire yagmurlu bir donemden sonra buzagilamadan yaklasik 3 hafta 6nce K.
pneumoniae’ ye bagl siddetli klinik belirtiler gozlenmistir. Yagmurun fazlaligi ve organik
materyalin yetersiz yonetimi, nem ve digki materyalinde mikroorganizmanin sayica artmasina
ve meme bezine kadar bulagmasina neden olmustur (Ribeiro vd., 2008). Benzer sekilde, bagka
bir ¢alismada K. pneumoniae’ nin digkiyla ve sagimlar arasindaki ortamda organik materyalin
fazlaligiyla, bu mikroorganizma ile iligkili inek mastitisleri sekillenebilecegini bildirmistir
(Munoz vd., 2006). Sagimlar arasi dezenfeksiyon, sagimhane hijyeni, ¢evre ve organik-
inorganik altlik materyalinin yonetimi K. pneumoniae’nin neden oldugu akut koliform

mastitislerin azaltilmasinda en 6nemli yontemler arasinda bulunmaktadir (Ribeiro vd., 2008).

1.2.3. Firsat¢c1 Mikroorganizmalar

1.2.3.1. Koagulaz Negatif Staphylococlar (KNS)

Mastitise neden olan ¢ogu firsatg1 patojen Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS)
kategorisine girer. Bu patojenler, meme derisinin yaygin saprofitleridir. Bilinen 48 KNS
vardir, ancak bunlarin ¢ok az1 meme igi enfeksiyona neden olur. Koagiilaz negatif stafilokoklar
(KNS) kii¢iik patojenler olup ekonomik kayiplara sebebiyet verirler. Koagiilaz negatif
stafilokoklarin en iyi bilineni Staphylococci chromogens’dir (Haxhiaj vd., 2022). Bu patojen

ile iligkili gogu meme igi enfeksiyon vakasi insan kaynakli gériinmektedir (Moroni vd., 2018).
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Mevcut aragtirmalar, en yaygin tiirler olarak Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus simulans ve
Staphylococcus xylosus’u tanimlamigtir. Bununla birlikte, KNS grubu i¢inde meme igi
enfeksiyonlarin ¢ogunlugu S. chromogenes ile iliskilidir, ardindan S. simulans gelir, bu da bu
tirlerin konak¢iya daha iyi adapte olabilecegini diigiindiiriir. S. haemolyticus, meme igi
enfeksiyona neden olan firsatg1 bir patojen olabilir, ancak ayni zamanda ¢esitli habitatlari isgal
edebilir. S. xylosus’un epidemiyolojisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir ve S. epidermidis
insana adapte olmus bir tiir olarak kabul edilmektedir (Moroni vd., 2018).

KNS enfeksiyonlar1 genellikle herhangi bir klinik belirti gostermez. Sonug olarak,
yalnizca pozitif bir bakteriyolojik kiiltiirden kesfedilebilir. Iyilestirilmis sagim hijyeni, meme
bas1 hasarlarini en aza indirme ve kuru donem tedavisi ile birlikte sagim sonrast memeyi iyotla
daldirma gibi 6nlemler KNS kaynakli enfeksiyonlar1 kontrol altinda tutabilir (Haxhiaj vd.,
2022; Moroni vd., 2018).

Bu enfeksiyonlar somatik hiicre sayisin1 (SHS) artirir ve nadiren klinik mastitise
neden olur. Baskin koagiilaz negatif stafilokok tiirlerinin neden oldugu meme ici
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda, ineklerin normal deri florasi, 6zellikle de meme dokusu
floras1 ile iligkilidir. Koagiilaz negatif stafilokoklar, sagim sonrasi meme baglarinin
dezenfeksiyonu ve kitlesel kurutma kullanilmazsa siklikla meme i¢i enfeksiyonlara neden
olur. Koagiilaz negatif stafilokoklar siiriilerde ilk dogumda meme i¢i enfeksiyonlara neden
olur. Genellikle ilk dogumda meme loblarinin %30’unu enfekte ederler. Koagiilaz negatif
stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu kuru donemde ortaya c¢ikar. Koagiilaz
negatif stafilokok enfeksiyonlarinin, dogumda kuru dénem tedavisi almayan siiriilerde, alan

stiriilere gore daha yaygin oldugu rapor edilmistir (Smith ve Hogan, 1999).
1.2.3.2. Diger Mikroorganizmalar
1.2.3.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, ineklerde mastitis, solunum ve bagirsak yollarinda sistemik
enfeksiyonlar, atlarda genital hastaliklar ve koyunlarda yesil yiin hastaligina da neden olup
ekonomik zarara da neden olmaktadir. Bakteri sagim esnasinda kullanilan sicak veya soguk

sulardan, 1slak zeminden, yeterince dezenfekte edilmemis sagim makinalarindan ve

ekipmanlarindan, ortamdan, toprak ve diskidan, kontamine olmus enjektor uglarindan izole
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edilebilmektedir. P. aeruginosa aerobik, genellikle kapsiilsiiz, ancak bazen kapsiil olusumu
gozlenebilen, taze kiiltiirlerde flagellasiyla ¢ok hizli hareket edebilen, kiiltiirlerde bazen gift,
cogunlukla tek olarak goriilen Gram negatif bir basildir; 0,5-0,8 mikrometre genisliginde ve
1,5-3,0 mikrometre uzunlugundadir. Pseudomonas aeruginosa normal ortamda kolaylikla
iirer. Koyun kanli agarda (%5) beta hemolize neden olurlar ve Petri kutusunu agtiginizda tiziim
kokusu duyulur. Optimum tireme sicakligi 37,0 °C’dir fakat 42 °C’ye kadar sicakliklar1 tolere
edebilir (Arda vd., 1997; Kirk ve Mellenberg, 2013).

P. aeruginosa’da mastitise neden olan patojenlerden biridir ve bunun sonucunda
sistemik enfeksiyonlar da gelisir. Bakteri ayrica solunum yolu ve bagirsaklarda enfeksiyonlara
da neden olabilir. Ote yandan siit ineklerinde P. aeruginosa patojenlerinin oraninin ¢ok yiiksek
olmadig1 (%1-3) bildirilmektedir. Klinik bulgular cogunlukla erken donemde laktasyon ve siit
iiretimi ¢ok yiiksek olan hayvanlarda goriiliir. Ancak emzirme sirasinda herhangi bir zamanda
kirilmalar meydana gelebilir. Bu hastalik, semptomlara neden olmayan akut subklinik
olaylardan, hatta 6liime yol agabilen yasami tehdit eden klinik olaylara kadar genis bir

yelpazede klinik belirtilere sahiptir (Arda vd., 1997; Kirk ve Mellenberg, 2013).

P. aeruginosa, ineklerde firsatg1 bir patojendir ve meme dokusu veya meme bezleri
hasar gordiigiinde aktive olur. Ayrica diger bakterilerin, bakim hatalarinin, bagisiklik sistemin
zay1f oldugu durumlarda da hastalik ortaya ¢ikar. Bakteriler plastik ylizeylere, hortumlara ve
celige yapisabilir. Bu nedenle sagim makinelerinin iyi dezenfekte edilmemis yiizeylerinde
kolaylikla bulunur. Bu 6zelligi sayesinde madde inekten inege kolaylikla aktarilir. Bunlar
¢evreleyen koruyucu madde (biyofilm), bakterileri metal yiizeylerin zararli etkilerine karsi
korurken ayni zamanda klor, iyot gibi dezenfeksiyon i¢in kullanilan dezenfektanlara kars1 da
onlar1 direngli hale getirir. Normalde bakteriler dokularin dogal direncinden dolay1 saglikli

dokularda hastaliga neden olmazlar (Woslka vd., 1999).

P. aeruginosa, antibiyotiklere direngli oldugundan tehlikeli bir patojendir. Bakteri,
lipopolisakkarit (LPS) yapisinda dis membran gecirgenlik bariyerlerine sahip oldugundan
dogal olarak birgok antibiyotige karst direncli hale gelir. Antibiyotiklerin terapotik
konsantrasyonlarina karsi, yiizeylerinde havaya ve suya dayanikli biyofilmler olusturarak

hiicrelere erisimi engellerler (Giil, 2002).
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Ardavd., (1997) P. aeruginosa’nin genel besiyerinde kolayca biiyiidiigiinii, %5 koyun
kanli agarda beta hemolize neden oldugunu ve Petri kutusu agildiginda {iziim kokusuna sahip

oldugunu bildirmistir.

Trakya bolgesinde 77 adet siit 6rnegi lizerinde yapilan ¢aligmada 105 patojen izole
edilmis ve bu drneklerin %4,8’inin Pseudomonas aeruginosa oldugu tespit edilmistir (Ak,
2000).

Tiirlitoglu vd., (1995), Marmara bolgesinden elde edilen 1594 mastitisli siit 6rnegini
inceledikleri arastirmalarinda izole edilen 1126 etkenden %0,2’sinde (3 adet), Burdur
yoresinde yaptiklar1 ¢alismada ise Turitoglu vd., (2002), klinik ve subklinik seyreden
mastitisli 249 inekten alman siit orneklerinde %1,03 oraninda P. aeruginosa identifiye

etmislerdir.

Japonya’da yapilan bir calismada, mastitis hastasi ineklerden elde edilen siit
kullanilarak P. aeruginosa’nin 171 izolatinin antibiyotik duyarliligi arastirilmis, arastirma
sonuclarina gore siprofloksasin, imipenem, meropenem, piperasilin, seftazidim, sefepim,
sefarazon sulbaktam, amikasin, tobramisin ve gentamisin’e kars1 yiiksek duyarlilik,
seftriakson, enrofloksasin ve moksaliksime kars1 ise yiiksek direng gozlenmistir (Ohnishi vd.,

2011).

1.2.3.2.2. Arcanobacterium pyogenes

A. pyogenes (C. pyogenes) boceklerin bulasmada 6nemli bir rol oynadigi ve dzellikle
kuru dénemde inek ve diivelerde yaz mastitisine neden oldugu bilinen hastaligin ana etkenidir.
Bu faktor ara sira perakut mastitis vakalarina neden olur. Delici yaralar yoluyla ortaya ¢ikan
hastaliga Kuzey Irlanda’da "yaz mastiti", Avrupa’da ise "Holstein mastitisi" ad1 verilmektedir.
Hastalik miks bakteriyel enfeksiyon olup, merada otlayan hayvanlarin laktasyonda olmayan
meme bezlerinde ortaya cikar. Bu nedenle bu hastaliga "diivelerin yaz mastitisi" de
denilmektedir. Hastaliga esas olarak A. pyogenes, S. disgalactiae, P. indolicus, B.
melaninogenicus, F. necrophorum ile mikroaerofilik ve tanimlanamayan zorunlu anaerobik
bakteriler neden olur. Hastaligin laktasyondaki veya kuru donemdeki ineklerde goriilen
formuna "s18ir piyojenik mastitis" denir. Enfeksiyon meme bezi kanal1 yoluyla meme bezine
ulagir. Bu durum ¢ogunlukla papiiler stomatitis, travma ve 1s1ga duyarlilik gibi 6nceden var

olan dongii lezyonlarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. A. pyogenes in neden oldugu mastitis,
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dogasi geregi irinlidir. Bu durumlarda nekrotik piiriilan galaktoforit meydana gelir. Bu nedenle
memenin enfeksiyonlu kisimlarinda ciddi nekroz meydana gelir (Caliskan, 2010; Seyrek ve
Intas, 1997).

1.2.3.2.3. Algler (Prototheca)

Su birikintileri, camurlar ve nemli toprak algler i¢in uygun yasam alanlaridir.
Ozellikleri su birikintileri fazla temas eden ineklerde Pseudomonas spp. ve alglere bagh
sekillenen mastitisler daha sik goriilmektedir. Giiniimiizde mastitise neden olan oldugu bilinen
3 tiir alg bildirilmistir. Bunlar; Prototheca wickerhamii, Prototheca zopfii ve Prototheca
stagnora’dir. Prototheca wickerhamii ve Prototheca zopfii’ nin ineklerde ve insanlarda
patojen oldugu bilinmektedir. Algler ineklerde kronik mastitise neden olurlar ve siit veriminde
azalma goriiliir. Bu mikroorganizmalarin neden oldugu mastitisler ¢cevresel mastitisler olarak

degerlendirilmektedir (Bastan, 2019).

1.2.3.2.4. Mayalar

Bu mikroorganizmalar meme i¢i preparatlar uygulanirken yeterli hijyene uyulmadigi
durumlarda meme dokunun i¢ katmanlarma ulasabilmektedir. Uzun siireli meme igi
antibiyotik kullanimlarini bir sonucu olarak maya ve mantarlarin neden oldugu mastitislere

rastlanmaktadir (Bastan, 2019).

1.3. Mastitislerin Tanisi

Mastitis, meme parankiminin yangisi olup, siitte fiziksel-kimyasal-biyolojik, meme
dokusunda ise yapisal degisikliklere neden olan bir tiir meme igi enfeksiyondur. Klinik
mastitislerde belirtiler agiktir ve belirgindir. Enfeksiyonu tespit etmek igin herhangi bir
laboratuvar testine gerek yoktur. Subklinik mastitisin tespiti zor ve problemlidir. Siit
ineklerinde enfeksiyon merkezi olmasi ve siit tiretimini azaltmasi nedeniyle subklinik mastitis
cok Onemlidir. Mastitis siitiin bilesimini ve kalitesini olumsuz etkiler. Bu degisiklikler
bagisiklik sisteminin iltihaplanmaya nasil tepki verdigine bagli olarak degisir. Bu degisiklik,
bulasici ajanlarin viriilansina ve meme bezindeki etkilenen dokunun genisligine baglidir. Siitte
gbzlenen inflamatuar degisikliklerin boyutu, meme dokusunun alveollerindeki enfekte epitel

hiicrelerinin sayistyla iligkilidir (Sandholm vd., 1995).
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Siitteki degisiklikler nedeniyle gesitli gostergeler veya biyobelirtecler salinir ve/veya
etkilenir ve bunlar mastitis igin tanisal belirtegler olarak kullanilabilir. Bunlar arasinda
elektriksel iletkenlik, pH, biyokimyasallar (6rnegin metabolik maddeler), proteinler (6rnegin
amiloid A), peptitler, enzimler [6rnegin N asetil-b-D-glukozaminidaz, alkalin fosfataz (ALP),
laktat dehidrogenaz (LDH)], laktoz, somatik hiicre sayis1 (SHS), mikrobiyal yiik ve baz1 yeni
biyobelirtecler gibi fiziksel, kimyasal ve/veya biyolojik degisiklikler veya belirtecler yer
almaktadir. Bu belirtegler, geleneksel yontemler, SHS, California Mastitis Testi (CMT),
gelismis polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP),
lateral akis analizleri, genomik, transkriptomik ve proteomik analizlerin yani sira tasinabilir
cihazlarin nano ve mikro fabrikasyonuna kadar cesitli teshis yontemleriyle tespit edilir;
bunlardan bazilar1 tek basina veya kombinasyon halinde kullanilan mastitis i¢in gelismis teshis
yontemleridir (Sandip vd., 2019). Mastitisin sahadaki teshisinin ardindan neden olan
etkenlerin bakteriyolojik ve biyokimyasal olarak tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik
profillerinin belirlenmesi zaman alicidir. Molekiiler biyolojik araglarin gelistirilmesi

dogrudan, dogru ve hizl teshis saglayabilir (El-Sayed vd., 2017).

Mastitis teshisi iizerine yapilan calismalarin biiylik cogunluguyla, mastitisin
siiflandirmasi, prensip tanimi, karsilastirmali teshis yapabilme ve sahada uygulanabilirligi
iizerinedir. Tanisal teknolojik miidahaleler arasinda SHS, CMT, kizil 6tesi termografi (IRT),
sensOr tabanli mastitis tespit sistemleri, proteomik yaklasimlar yer almaktadir. Ayrica, spesifik
teshise gotiiren spesifik kiiltiir, PCR ve niikleotid dizileme / molekiiler tipleme yontemleri,
spesifik immiinoassayler ve mastitise 6zgii biyobelirtecler hakkinda yapilan g¢aligmalar
bulunmaktadir. Gelecekte, mastitisin erken, hizli ve dogru teshisi i¢in daha ekonomik,
kullanigli, sahada uygulanabilir ve giivenilir teshis testlerine odaklanilmasi gerekmektedir

(Sandip vd., 2019).

1.3.1. Mastitisin Genel Gostergeleri

Gozle goriilebilen veya goriilemeyen ve herhangi bir patojene 6zgli olmayan ancak
(subklinik) mastitis i¢in tan1 koymaya yardimci olan genel degisiklikler fenotipik mastitis tant
testleri olarak ifade edilmektedir. Bunlar arasinda fiziko-kimyasal-biyolojik teshisler (pH,
elektrik iletkenligi, enzimler, biyokimyasal molekiiller, spesifik olmayan kiiltiir), SHS, CMT,
dijital mastitis tespit testleri, meme termografisi, biyosensorler veya proteomik yaklasimlar

yer alir (Kandeel vd., 2018c).
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1.3.1.1. Fizikokimyasal Teshis

Mastitis sirasinda siitte, kanda veya serumda degisen ¢ok sayida fiziksel, biyokimyasal
belirtecler olugmaktadir. Fiziksel olanlar arasinda siitiin genel goriiniimii, elektrik iletkenligi
ve pH bulunurken biyokimyasallar arasinda laktoz, proteinler (6rnegin amiloid A), peptitler
ve enzimler [6rnegin N-asetil-b-D-glukozaminidaz, LDH, ALP veya siit arginazi] gibi ¢esitli
metabolik maddeler bulunur (Sandip vd., 2019). Bu belirteclerin tespiti, geleneksel
spektrofotometride, immiinoassayler gibi c¢esitli yeni teshis yontemlerine dogru evrilmistir
(Addis vd., 2016; Hussein vd., 2018). Bunlar yiiksek 6zgiilliik ve hassasiyete sahiptir ancak
sahada uygulanabilirlikleri daha azdir (Sandip vd., 2019).

1.3.1.2. Somatik Hiicre Sayis1 (SHS)

Somatik hiicre sayis1 (SHS), subklinik mastitis teshisi i¢in ideal bir yéntem olarak
bulunmustur. Kullanigh ve giivenilirdir. SHS ‘nin dogrudan dl¢timii yiiksek dogruluga sahiptir
ancak maliyetlidir ve birgok durumda kullanilamaz (Patil vd., 2015). SHS 6l¢timii i¢in yiiksek
kapasiteli hiicre sayaclari kullanilir (akis sitometrisi prensibine dayali) ve bu yontem SHS

6l¢limii igin giivenilirdir (Kandeel vd., 2018a)

Klinik (5.000.000 hiicrenin {izerinde) veya subklinik (200.000 hiicrenin iizerinde)
mastitis i¢in tan1 yontemi olarak SHS i¢in evrensel standartlar takip edilse de ¢ok sayida faktor
bu degerleri etkileyebilir (Shook vd., 2017). Shook vd., (2017) meme i¢i enfeksiyonlar ile SHS
arasindaki iligkinin zaman i¢inde istikrarli oldugunu ve mevsimler, farkli iiretim sistemleri ve

hayvan faktorleri arasinda ¢ok tutarli oldugunu ortaya koymustur.

1.3.1.3. California Mastitis Test (CMT)

California mastitis test, SHS’yi tahmin etmek i¢in kolay, hizli ve uygun maliyetli bir
yontemdir. CMT reaktifi reaksiyona girerek lokositleri (WBC) parcalar ve boylece
cekirdeklerinden deoksiriboniikleik asit (DNA) salinir ve bu da jel olusumuna neden olur. Jel
kalinlig1r yanginin siddetini gosterir. CMT’nin dogumdan sonraki 4 giinden 6nce mastitisin
tespiti i¢in kullanilmasi 6nerilmemektedir (Sandip vd., 2019). CMT ile yanlis pozitif ve yanlis
negatif reaksiyonlar yine de meydana gelecektir ve bu testin 6znelligi nedeniyle yanlis
siiflandirma olabilmektedir. Diisiik 6zgiilliikle iliskili yanlis pozitifler, siitte bakteri izole

edilmemis somatik hiicreler bulundugunda ortaya ¢ikacaktir (Randy vd., 2023). Bununla
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birlikte, test, tedaviyi takiben SHS’nin tahmini temelinde tedavinin bagarisini izlemek i¢in
yiiksek 6neme sahiptir. Genel olarak CMT, %94,9-99,5 duyarlilik ve %48,1-87,1 &6zgiillikk
gosteren SHS gibi diger testlere gore daha az dogru (%87,4-90,8), daha az duyarli ve 6zgiil
olarak gozlemlenmistir (Rossi vd., 2018).

CMT uygulamasi biiylik isletmelerde zaman alici bir iglemdir; bu nedenle, 6zellikle
biiyiik ¢iftliklerde ¢ok sayida 6rnek i¢in uygun degildir ve bu nedenle dijital testler veya
biyosensorler gibi yeni hassas ve hizli teshis teknikleri ile degistirilmistir (Sandip vd., 2019).

1.3.1.4. Otomatik Dijital Teshis Sistemleri

Otomatik mastitis tespit sistemleri, sahada uygulanabilir, kolay ve hizli (aninda sonug
veren) yeni teshis yontemleridir. Bunlar ya siit veya memedeki fiziko-kKimyasal-biyolojik
degisikliklerin tespitine ya da mastitisle ilgili viicut sivilarindaki (stit, serum) biyobelirteglerin
tahminine dayanmaktadir. Bunun icin 6zel tasarlanmis mastitis detektorleri bunlara iyi bir

ornektir (Kandeel vd., 2018b).

Gilinimiizde, mikrobiyal tamimlama ve mikrobiyal yike ek olarak,
mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi direnci de dikkat gerektirmektedir. Bu nedenle, bu
hususlar1 ayn1 anda belirleyen yeni teshis yontemleri tasarlanmaktadir. Bakteri tanimlama ve
antibiyotik duyarlilig sonuglari saglayan tanimlama sistemleri (otomatik), tanimlama kartlari
mevcuttur (Crowley vd., 2012). Sistemin hizli, giivenilir ve dogru oldugu kanitlanmistir. Bu
sistem S. aureus’un %84,09-100’{ini dogru bir sekilde tanimlayabilmistir ve dogrulugu %90
olarak kabul edilmektedir (Elbehiry vd., 2016).

1.3.1.5. infra-Red Termografi (IRT)

IRT gibi yeni teshis teknikleri de mastitis teshisinde uygulama alan1 bulmustur. Bu,
sahada subklinik mastitisin teshisi i¢in ¢ok basit teshis araci olabilir (Polat vd., 2010). Zaninelli
vd., (2018), mastitis teshisi i¢in IRT’yi degerlendirmis ve SHS ile iliskilendirmistir. Biraz
iyilestirme ve gelistirme ile IRT gelecekte ¢ok faydali ve kullanisl bir ¢iftlik araci olabilir.
IRT, deri veya meme yiizeyindeki 1s1 veya termal farka dayanan basit, etkili, yerinde ve
noninvaziv bir teshis yontemidir; dolayisiyla meme enfeksiyonlarinin teshisinde yardimei olan

goriintiiler sunabilir (Sathiyabarathi vd., 2016a)
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Ineklerde subklinik mastitisin tespiti icin, IRT nin tanisal duyarlilig1 ve 6zgiilliigii,
CMT %388,9 ve %989 iken karsilastirildiginda sirasiyla IRT igin %95,6 ve %93,6 olarak
bulunmustur (Polat vd., 2010). IRT, biiyiikbas ve kiigiikbas hayvanlarda klinik mastitis
vakalarini subklinik mastitis vakalarindan ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. IRT ile
ineklerdeki klinik mastitisli vakalarda daha yiiksek, subklinik vakalarda ise daha diisiik
sicaklik kaydedilmistir. Dolayisiyla IRT, mastitisin erken tespitine yardimci olan hassas, ¢iftci
dostu ve toksik olmayan bir tan1 yontemidir. IRT nin son derece hassas termal kamerast, yilizey
sicakligindaki veya meme yangisal kiiciik degisiklikleri bile tespit edebilir ve mobil tabanl
uygulamasinda, IRT uygun bir ara¢ haline gelebilir ve tasinabilir tan1 aracidir (Sathiyabarathi
vd., 2016a; Sandip vd., 2019).

1.3.1.6. Sensor Tabanh Mastitis Tespit Sistemleri

Bu teshis sistemleri, mastitisin genellikle hayvan iizerinde minimum stresle
algilanmasina yardimci olur. Bu teshis sistemleri 6zellikle biiylik ¢iftliklerde faydalidir.
Organize biyiik siit ¢iftliklerinde elle sagimin yerini otomatik sagim veya makineli sagim
almistir. Bu kadar ¢ok sayida hayvandan mastitis vakalarinin tanimlanmasi, klinik mastitis
vakalarinin zamaninda taninabilmesi igin siitiin ¢ceyrek bazli elektriksel iletkenligi (EC) ile
birlikte somatik hiicre sayis1 ISHS algilama tekniginin hat i¢i izlenmesi gibi uygun algilama
teknolojisi kullanilarak otomatik algilama tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu konsepte
dayanarak, 2006-2007 yillarinda Yeni Zelanda’da 200 inek tizerinde bir ¢alismada bulgular
klinik mastitis teshisi i¢in somatik hiicre sayisinin hat i¢i izlenmesi (ISHS) ve elektriksel
iletkenlik (EC)’nin birlikte kullanilmasinin yardime1 olabilecegini gostermektedir (Kamphuis
vd., 2008).

Bu sistemlerin en az %80 duyarliliga ve en az %90 6zgiilliige sahip olmas1 ve 48
saatlik bir algilama zaman araligina sahip olmasi beklenmektedir. Ancak, karsilagtirmali
sonuclar farkli sensor tabanli modeller arasinda genis farkliliklar oldugunu gostermistir

(Hogeveen vd., 2010).
1.3.2. Mastitiste Kullanilan Spesifik Tam Testleri
Mastitise neden olan patojenleri veya bunlarin genetik materyallerini spesifik olarak

tespit eden, ozellikle patojenlerle ilgili biyobelirtecleri tahmin eden veya patojene Ozgii

degisiklikleri gosteren genotipik tip mastitis tani testlerini igerir. Bu nedenle, testler mastitis
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tanisina Ozgilidiir ve Olgiilebilirdir. Bunlar arasinda spesifik kiiltiirler, polimeraz zincir
reaksiyon (PCR) veya PCR / DNA bazli molekiiler teknikler, niikleotid dizileme veya genomik
yaklagimlar, MALDI-TOF, spesifik immiinoassayler ve spesifik biyobelirtecler yer almaktadir
(Ashraf ve Imran, 2018).

1.3.2.1. Mikrobiyolojik Kiiltiir

Baz1 bakteriler mastitise neden olduklar1 ve/veya artan siiriiden ¢ikarma veya 6lim
dahil olmak iizere mastitise bagli ekonomik kayiplara yol agtiklar: siklikla bildirildigi i¢in
major olarak kabul edilirler. E coli, Klebsiella spp., S. aureus, S. uberis, S. dysgalactiae ve S.
agalactiaee baslica mastitis patojenleri olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, mastitiste
bakteriyel prevalanslarin hem Tiirkiye’de iginde hem de iilkeler arasinda ve zaman iginde
degistigi iyi bilinmektedir. Danimarka’da yapilan bir ¢alismada, mastitise neden olan
bakterilerin tahmini prevalanslarinin, 6zel veteriner klinikleri tarafindan yapilan teshislerin
kayitlarina dayandigimi ve 1980’lerin bagindan bu yana, Danimarka’daki veteriner
kliniklerinin ¢ogu teshislerini kurum i¢i mikrobiyolojik analizlere dayanarak yaptigini

gostermistir (Astrup vd., 2022).

Mikrobiyolojik/bakteriyolojik kiiltiiriin son derece gerekli oldugu mastitisin etiyolojisi
icin dogru bilgiye sahip olmak 6nemlidir (Abdelmegid vd., 2017). Cesitli hastaliklarda rol
oynayan patojenler genellikle mikrobiyal kiiltiir veya antikor bazli tespit yontemleri ile
tamimlanir. Mastitise neden olan organizmanin tespit edilmesi, antibiyotiklerin segici
kullanimi, bulasici patojen durumunda enfeksiyonun yayilma riskinin azaltilmasi ve hasta
hayvanin siiriiden ¢ikarilma kararlar agisindan birgok avantaja sahiptir. Patojenlerin bakteri
kiiltiiriine dayal tespiti hala altin standart olarak kabul edilmektedir. Kiiltiir yontemiyle ilgili
en bilylik sorun yanlis negatif sonuclarin yani sira zaman alic1 ve yogun emek gerektiren bir
faaliyet olmasidir. Birden fazla patojen igeren Orneklerde, bir bakteri tiirii diger tiirlerin
cogalmasini baskilayabilir ve Mycoplasma spp. gibi bir¢ok bakteri tiirii gogalmak igin uzun
bir siireye ihtiya¢ duyar. Sonuclar esas olarak bakteri kiiltiiriiniin fenotipik 6zelliklerinin
yorumlanmasina dayanir, bu nedenle 6nemli dl¢lide degiskenlik goriiliir (Ashraf ve Imran,

2018).

Giliniimiizde ¢esitli mikrobiyal kiiltiire dayali kitler tasarlanmistir. Bu c¢iftlikte
kiiltiirleme kitlerinin 6zgiilliigli ve hassasiyeti rutin kiiltiirleme yontemiyle karsilastirilmistir.

Bu kitler, Gram pozitif klinik mastitis patojenlerinin hizli tespiti sayesinde ekonomik faydalar
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saglamistir. Rapor edilen bu sonuglar, bazi durumlarda belirli patojenlerin yanlis
tanimlandigini da géstermistir (Viora vd., 2014). Erken tedavi kararlar i¢in on-farm kiiltiir
sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler, ¢esitli mastitis patojeni gruplar1 arasinda ayrim
yapmak i¢in se¢ici besiyerlerinin kullanimina dayanmaktadir. Minnesota Easy Culture System
Il Bi- Plate ve Tri-Plate ¢iftlik i¢i kiiltiir sistemleri olarak degerlendirilmistir. Sonuglar daha
yiiksek 6zgiilliik ancak daha diisiik duyarlilik géstermistir. Bu yontemler enfeksiyonlarin genis
capli siniflandirilmasi i¢in daha giivenilirdir ancak yakin iligkili tiirlerin tanimlanmasi igin ¢ok
umut verici degildir (Royster vd., 2014). Bu ciftlik kiiltiirii sistemleri, mastitis vakalarinda
hizl1 tedavi karar1 vermek i¢in kabul edilebilir sonuglar elde edilmistir (Ashraf ve Imran,

2018).

Mikrobiyolojik kiiltiir sonucunda genellikle birden fazla bakteri iiremesi siklikla
karsilasilan bir durumdur. Boyle durumlarda goz oniinde bulundurulmasi gereken bazi

noktalar su sekildedir (Bastan, 2019).

1. Herhangi bir patojenin saf kiiltiirde elde edilmesi, hastaliga neden olan ana bakteri
oldugunu diistindiirmektedir.

2. Birden fazla bakteri tespit edilmis ise, ana mastitis etkenleri disindaki bakteriler
kontaminant olarak degerlendirilmelidir. Kontamine kiiltiirlerde E. coli, Bacillus tiirleri,
Proteus ve S. faecalis goriilmektedir.

3. Kiiltiirlerde herhangi bir bakteri iiremeyebilir. Kiiltiirlerin %25-35’inde bakteriyel
¢ogalma olmayabilir ya da yeterli miktarda degildir. Bu durum ¢ogunlukla klinik mastitislerde
goriilmektedir. E. coli gibi bakteriler meme savunma sistemi tarafindan kolayca yok
edilmektedir. Kronik S. aureus ve S. uberis’in neden oldugu mastitislerde bakteri sayisi
zamana bagl olarak dalgalanma gostermektedir. Siit numunesinin alindig1 zaman diliminde
bakteriyel sagilim yok ise, kiiltiirde bakteri izole edilememesi durumu ortaya ¢ikmaktadir.

4. Siit numunesi alinmadan Once inege antibiyotik tedavisi yapilmig olmasi, kiiltiirde
bakteri tiremesine engel olur.

5. Ornek alma ile ekim yapma arasindaki siirenin uzun olmasi,

6. Ornek hacminin oldukca az olmast,

7. Klasik besi yerinde iiremeyen bir mikroorganizma olmast (Mycoplasma spp., ve
Leptospira)

8.Travmatik ve hipersensitiviteye bagli bir mastitis olmast
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1.3.2.2. Ciftliklerde Kullanima Uygun Hizhh Tam Yontemleri (On- Farm
Culture, OFC)

Mastitis ineklerde genellikle bakteriyel bir enfeksiyonun neden oldugu bir hastaliktir
ve diinya capinda siit ineklerde antibiyotik kullaniminin en yaygin sebebidir. Mastitis
tedavisinde antibiyotikler kullanilsa da bu durum pek ¢ok potansiyel sorunu beraberinde
getirir. Bunlar arasinda insan tiiketimi i¢in siit ve ette antibiyotik kalintist riski, antibiyotik
direncinin gelisimi, antibiyotigin maliyeti ve tedavi siiresi, siit kayb1 ve ilgili siitten atilma
stireleri bulunur. Bu nedenle, hayvan saglig1 ve refahini iyilestirmek amaciyla antibiyotiklerin
dikkatli kullanimini vurgulayan kilavuzlar yayinlanmistir. Ancak, mikrobiyolojik kiiltiir
testleri gibi etkili teshis araglarina talep arttikga, giftliklerde kullanilan daha pratik ¢oziimlere
ihtiya¢ duyulmustur. Mevcut segenekler arasinda DNA tabanli PCR teknolojilerinin kullanimi
bulunmakla birlikte, PCR sistemleri heniiz ¢iftlikte pratik olarak kullanilabilecek durumda
olmayip, yetkin profesyoneller tarafindan yorumlanmasi gereken ve maliyetli olan

yontemlerdir (Jones vd., 2019).

Stit numuneleri bakteri kiiltiirii igin sertifikali laboratuvarlara veya veteriner
kliniklerine gonderilebilir ve kalite kontrol hayati nem tasir, egitimli ve deneyimli operatdrler
en dogru sonuglar1 saglamaktadir. Laboratuvar siit kiiltiiriinlin en biiyilk dezavantaji
numunenin toplanmasi, laboratuvara tasinmasi ve ardindan bakteri iiremesi ve de analizi
arasinda gegen siiredir. Numunenin islenmesi sirasinda bakteri canliliginda kayip olabilir ve
kontaminantlarin liremesini en aza indirmek icin ¢aba gosterilmesi onemlidir. Laboratuvar
kiiltiiriniin maliyeti degiskenlik gdstermekle birlikte, az sayida numune gonderildiginde
nispeten yiiksek olabilir. Siit ineklerinde antibiyotik yOnetimine giderek daha fazla
odaklanilmasi, bakteriyel tanimlama yontemlerinde onemli degisikliklere neden olmustur.
Laktasyon sirasinda klinik mastitisin hedefe yonelik tedavisini saglamak i¢in, 24 saatten daha
kisa bir siirede aktif bir enfeksiyonun tanimlanmasina olanak taniyan ciftlik i¢i kiiltiir

sistemleri uygulanmaya baglamistir (Lago vd., 2011a).

Mastitisten etkilenen siitiin kiiltiirli, mastitise neden olan bakterilerin (maya ve algler
gibi diger mikroplarin yani sira) tanimlanmast i¢in uzun zamandir kabul edilen "altin standart"
olmustur (NMC, 2017). Kiiltiir yontemlerinde siit agar plakalarina (igerisinde bakterilerin
tiremesi i¢in 6zel besi yeri bulunan ortam) yayilir ve bakteriler koloni bityiikliigi, sekli, rengi,
agardaki degisiklikler, boyama ve gesitli enzimatik testlerle tanimlanir. Biiytime derecesi de

hafiften orta dereceye ve ¢ok agir biiyiimeye kadar degerlendirilebilir. “Ciftlik kullanimina
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uygun hizli teshis yontemi” olarak nitelendirilen giftlik icinde bakteri identifikasyonu
yapilmasina olanak saglayan sistemlerden kullanimlar1 ve dogruluklart hakkinda yayinlanmis
veriler olanlar tercih edilmeli, hakemli dogrulama c¢alismalari aranmali ve sonuglar
yorumlamakta gii¢lik ¢ekildiginde deneyimli bir danigmandan yardim istenmelidir (Dairy

Autralia Guide, 2020).

Siit iireticileri ve veteriner hekimler igin mastitiste hedeflenen onleyici faaliyetlerin
stirli diizeyinde patojenlerin belirlenmesi veya klinik mastitisli inekler i¢in en uygun tedavi ve
yonetimin belirlenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in giivenilirligi kanitlanmis pratik tani testleri
gerekmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligsmalar, enfeksiyonun tanimlanmasi i¢in hangi tani
testinin kullanilacagina karar verirken gz oniinde bulundurulmasi gereken cesitli noktalar
bulunmaktadir (Ashraf vd., 2017; Jones vd., 2019; Kock vd., 2018). ideal bir tan1 testine ait
ozellikler Sekil 1.3.’de gosterilmistir.

- Gegerlilik: Taninmus bir referans test ile karsilastirmali olarak, kullanimi hakkinda
hakemli yayilanmig arastirmalari olan bir tirtin se¢ilmelidir. Sonuglar duyarlilik, 6zgiillik ve

referans testle uyum diizeyini icermelidir.

- Spesifite ve Sensitivite: Veteriner hekim, yanlis negatif veya yanlis pozitif sonucun
etkilerini goz 6niinde bulundurmalidir. Bir inek tedavi edilebilecekken, siiriiden ¢ikarilabilir
yahut iyilesme olasihigi diisiikken tedavi edilmesine karar verilebilir. Bu sistemlerin

Mycoplasma spp. gibi hangi patojenleri tespit edip edemediginin farkinda olmak 6nemlidir.

- Kullanim kolayligi: Acik talimatlara sahip ve kullanimi kolay bir iiriin,

standartlastirilmus, tekrarlanabilir sonuglar1 daha iyi saglayacaktir.

- Hiz: Teshise kadar gegen siire segici tedaviler igin 6nemlidir.

- Maliyet: Bireysel test bagina ve gerekli kurulumun maliyeti ve pratikligi son kullanici

i¢in 6nemlidir (buzdolabi, inkiibator, raf alani vb.).

- Kapasite: Bazi ¢iftlikler veya veteriner klinikleri bu sistemleri iyi kullanacak
kapasiteye sahip olmayabilir. Siirekli egitim ve kalite kontrolii bir gerekliliktir. Hizli tani
kiiltiir plakalar, egitimsiz personel tarafindan yanlis yorumlanabilir. Siit kalitesi
mikrobiyolojisi ile ilgilenen veteriner hekimler bu alan da daha fazla egitim ve bilgiye sahip

olmalidir.
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1.3.2.2.1. Hizh Kiiltiir Plakalar

Hizlh kiiltiir plakalari, daha fazla enzimatik teste (koagulaz, katalaz vb.) gerek
kalmadan yaygin mastitis patojenlerini ayirt etmek i¢in tasarlanmigtir. Bu sayede bakterilerin

inkiibasyonu ve tanimlanmasi ¢iftlikte veya bir veteriner kliniginde gerceklestirilebilir.
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,/
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Sekil 1.3. Agarlarin 2,3 ve 4 sektorlii halleri (Dairy Autralia Guide, 2020).

Bakterinin identifikasyonu genellikle 24 saat i¢inde miimkiindiir. Hizl1 kiiltiir plakalari
secici tedavi kararlar vermek i¢in kullanilabilir, 6rnegin lireme olmayan bir inek antibiyotik
tedavisi almayabilir. Hizli kiiltiir plakalar ikili, Gi¢lii veya dortlii plakalardir. Yani, her biri
farkl1 bir kiiltiir ortamu igeren 2, 3 veya 4 sektore sahiptirler (Sekil 1.5.). Hizl kiiltiir plaklari,
enfeksiyonlar1 iireme yok, Gram-pozitif veya Gram-negatif lireme gibi genis teshis
kategorilerine smiflandirmak i¢in kullanmildiginda en giivenilirdir. Bununla birlikte, bazi
tirlinler baz1 patojenleri cins diizeyinde ve hatta tiir diizeyine kadar (6rnegin S. aureus, E. coli)

tanimlayabilmektedir (Lago ve Godden, 2018).

Dogru ve
Hizh

Ekonomik
ve
Guvenilir

Spesifik ve
Duyarli

Sekil 1.4. Hizl test kitlerinin karakteristigi (Ashraf ve Imran, 2018).
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Cizelge 1.2. Hizl kiiltiir plakalarinda kullanilan agarlar (Dairy Autralia Guide, 2020).

Agar Ac¢iklama

Kanlh Agar En ¢ok gelisen bakteriler i¢in "kontrol" olarak
kullantlir.

MacConkey agar Gram-negatif bakterilerin iremesi ve koliformlarin

tammlanmasi i¢in kullanilir.

Factor™ media Sadece Gram-pozitif bliylimeye izin verir.

Modifiye Edwards agar ve Focus™ media Streptococcus  spp.  ve streptococcus  benzeri
organizmalar i¢in se¢icidir (SSLO).

Vogel Johnson veya modifiye mannitol salt agar Ozellikle S. aureus'u tammlar,

Kromojenik agarlar Bunlar kromojenler igerir: hedef bakteriyel enzim
icin bir substrata baglanmis renksiz kromoforlar.
Kromojen hedef bakteriye girdiginde, enzim onu
parcalara ayirir. Kromofor renkli, ¢oziinmeyen bir
¢Okelti olusturur.

Griffioen vd., (2018) dort ticari hizli kiiltiir plakasinda bir laboratuvara génderilen siit
numunelerinin rutin bakteri kiiltiirii ile ne kadar uyumlu oldugunu arastirmistir. Bu ¢aligmada
hem Klinik hem subklinik hem de klinik olmayan siit numuneleri degerlendirilmis ve genel
olarak hizl1 plaklarin Gram-pozitif bakteriler icin zayif ila orta diizeyde (x = 0,14 ila 0,25) ve
Gram-negatif bakteriler icin iyi diizeyde (x yaklasik 0,70, dort iiriinlin tiimii i¢in) uyumlu
oldugu bulunmustur. Ureme olmamas1 durumunda uyum orta diizeyde degerlendirilmistir (k

= 0,22 ila 0,34).

Ferreira vd., (2018) Kklinik olarak etkilenen ¢iftliklerden alinan siit numunelerini dort
farkl1 izl kiiltiir plakasi sisteminde ve iki ek referans laboratuvarinda analiz etmistir. Ornek
toplama ve plakalarin yorumlanmasi egitimli arastirma personeli tarafindan
gergeklestirilmistir. Bu calismada referans test, iki laboratuvardan gelen ortak sonuglar
olmustur. iki yiiz-on bir siit numunesinde, genis Gram-pozitif ve Gram-negatif kategorileri
i¢in, farkli plakalarin dogrulugu %73-90 arasinda degismistir. Bu kategoriler i¢in uyum giicii
orta ile ¢ok iyi arasinda degismektedir (x = 0,53 ila 0,81). Bakteriyel tiremeyi cins ve tiirlere
gore kategorize etme yetenegi, ticari plakalar arasinda, referans test ile orta ila iyi uyum

arasinda degismistir (k = 0,45-0,79).

McDougall vd., (2018) klinik mastitis vakalari i¢in secici bir antibiyotik tedavi
protokolii uygulamasi igin, c¢iftlik personeli tarafindan hizli bir kiiltiir plakasinin g¢iftlikte
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kullaniminin sonuglarini laboratuvar tanimlamasiyla karsilagtirmistir. Protokolde, ¢iftlikteki
tedavileri belirlemek i¢in tan1 kategorileri kullanilmigtir (Gram-negatif, ireme yok, S. aureus
ve "diger" bakteriler). Ciftlik ve laboratuvar sonuglari arasindaki genel uyum 188/331 (%57;
k=0,31, zayif) olmakla birlikte ciftlikler arasinda %45 ila 88 arasinda degismistir. Yazarlar,
kategorizasyonun cins veya tiir diizeyinde yapilmasi halinde ciftlik ve laboratuvar kiiltiirii

arasindaki uyum diizeyinin daha da diisiik olacagini belirtmistir.

Hizl kiiltiir plakalarimin kullanimi klinik mastitisin secici antibiyotik tedavisi i¢in
tesvik edilirken, veteriner hekimler ve yetistiriciler bunlar1 bir siirii mastitis probleminin
tanisal ¢calismasinin bir parcasi olarak kullanmay: da diisiinebilirler. Bu durumda, bu plaklarin
saglayabilecegi bilgilerin kalitesini géz oniinde bulundurmak onemlidir, ¢iinkii yukaridaki
calismalarda gosterildigi gibi, bu plaklarin bakterileri cins / tiir seviyesine kadar tanimlama
yetenegi 6nemli Ol¢iide degismektedir. Sipka vd., (2019) egitimli bir teknisyen ile iiriin
brogiirlerini rehber olarak kullanan 5 veteriner hekimligi 6grencisi tarafindan
yorumlandiginda, 3 farkli ¢iftlik kiiltiirii plakasi ile laboratuvar kiiltiirii arasindaki uyumun
sonuclarini incelemistir. Sonuglar patojen grubuna ve iiriine gore degismistir. Egitimli
okuyucu, referans test ile orta ila ¢ok iyi uyum gostererek tutarli bir sekilde daha iyi
performans sergilerken, veteriner fakiiltesi Ogrencileri zayif ila iyi uyum gostermistir.
Yazarlar, "kullanim kilavuzunun Gtesinde egitim" saglamanin ve bu hizl kiiltiir sistemlerinin
kalite kontroliinii saglamanin 6nemli oldugunu belirtmistir. McDougall vd., (2018) ayrica hizl
kiiltiir plakalariin giftlikte uygulanmasindaki degiskenlige ve personelin 6zel egitimine ve
sonuglarin siirekli izlenmesine ihtiya¢ duyulduguna dikkat ¢ekmistir. Bu sistemleri tedarik
etmeyi ve kullanmayi diisiinen veteriner hekimler i¢in mikrobiyoloji alaninda siirekli egitim

gerektigi belirtilmistir.

1.3.2.2.2. Petrifilm Sistemi

Petrifilmler gida giivenliginde yaygin olarak kullanilan araglardir ve inek siitiindeki
bakteriyel enfeksiyonu degerlendirmenin bir yolu olarak uyarlanmustir. iki Petrifilm
kullanilmaktadir: Aerobik Sayim (AC)-Petrifilm™ ve Koliform Sayim (CC)-Petrifilm™.
Petrifilm sisteminde siit seyreltilir ve iki ince film arasina yayilir, inkiibe edilir ve 24 saat sonra

bakteri sayisi sayilir (Dairy Autralia Guide, 2020).

Silva vd., (2005) S. aureus teshisinde Petrifilm Staph Express plakalarinin etkinligini

degerlendirmistir. Koloni sayisinin sayimi ve bakteri kolonilerinin etrafindaki renk
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yogunlugunun yorumlanmasinin okuyucular arasinda énemli dlgiide farklilik gosterdigini ve
bunun da degisken 6zgiilliikle sonuglandigini belirtmislerdir. Yazarlar, tutarl bir yorumlama
elde etmek icin standartlagtirilmig talimatlara sahip olunmasini tavsiye etmis ve "miikemmel
gorsel yeteneklere ve renkleri ayirt etme becerisine” sahip kisilerin Petrifilmleri okumaktan

sorumlu olmasini tegvik etmistir.

McCarron vd., (2009) Petrifilm sisteminin klinik mastitisli siit 6rneklerini Gram-
pozitif ve Gram-negatif kategorilerine ayirma performansini arastirmistir. Test hassasiyetinin,
bir vaka CC {iizerinde >20 koloni varsa Gram-negatif olarak siniflandirildiginda ve CC
tizerinde <20 koloni varsa ve AC iizerinde >5 koloni varsa Gram pozitif olarak

siniflandirildiginda en yiiksek oldugunu bulmuslardir.

3
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Sekil 1.5. 3M Petrifilm Sistem Plakalar1 (Lago ve Godden, 2018).

Mansion-de Vries vd., (2014) 616 klinik mastitisli siit 6rneginde yaptiklari bir
calismada Petrifilm™ ile ¢iftlikte yapilan analiz ile laboratuvar Klasik kiiltiirtini
karsilastirmigtir. Gram-pozitif, Gram-negatif ve lireme yok olmak iizere ii¢ kategoriye
ayrildiginda Petrifilm™ %71 dogruluk oranina sahip oldugunu bulmuslardir. Calismada
bulunan temel tutarsizlik tireme olmamasi durumunda yasanmustir. Laboratuvarda tireme
olmayan 217 numunenin 128’inde (%59) ciftlikte bakteri tespit edilmistir. Yazarlar, bakteri
kiiltiiriine kiyasla petrifilmlere ekilen siit hacminin daha fazla olmasinin ve numunelerin
laboratuvara tasinmasi icin gecen siirenin tutarsizliga katkida bulunmus olabilecegini 6ne

sirmektedir.
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1.3.2.2.2. Besi Yerlerindeki Renk Degisimleri Esash (Kolorimetrik) Testler

Mikrobiyologlar yillar iginde, Analitik Profil Indeksi (API) stripleri gibi bakterilerin
tanimlanmasini saglayan biyokimyasal testlerin daha kolay ve daha hizli tamamlanmasini
saglayan teknolojiler gelistirmiglerdir. Enterobacteriaceae ve diger Gram-negatif ¢ubuklari
ayirt eden API 20E seridi buna bir 6rnektir. Dehidre substratlar igeren 20 mikrotiibiile bir
bakteri siispansiyonu ile ekilmektedir. Inkiibasyon ve bakteriyel biiyiime ve metabolizma
sirasinda ya kendiliginden ya da reaktif ilavesiyle ortaya ¢ikan renk degisiklikleri meydana
gelir. Ciftlik diizeyinde, renk degisimine dayali birkag iiriin olusturulmustur (Dairy Autralia
Guide, 2020).
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Sekil 1.6. a) API seritlerinin manuel yorumlanmasi, Gram-pozitif koklar, koliform bakteriler ve {ireme
olmamasi arasinda ayrim yapabilen pembe test ortami igeren 2 test tiiplindeki renk degisikliginin (b)
renk degisikligi ve (c) renk degisimi olmayan gosterilmesi, d) Vite2 yonetimiyle kolometrik olarak
otomatik yorumlama (Dairy Autralia Guide, 2020).

Leimbach ve Kromker (2018) bir ¢alismada, ¢iftlikte tedavi kararlari i¢in bir test tiipii
sisteminin etkisini incelemistir. Sistem, Gram-pozitif koklar, koliform bakteriler ve tireme
olmamas1 arasinda ayrim yapabilen pembe test ortami igeren 2 test tiipiinden olusmaktadir.
100puL numune ile agilama ve 37°C’de belirli bir siire inkiibasyondan sonra test ortaminda
gozle goriiliir bir renk degisikligi pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. Her iki test tiipiinde de
renk degisimi olmasi1 Gram-pozitif kok iiremesini, sadece ilk tiipte renk degisimi olmasi
koliform bakteri iiremesini, renk degisimi olmamasi ise mikrobiyolojik lireme olmadigini

gostermektedir, yapilan bu ¢alismada bazi mikroorganizmalar (6rnegin mayalar, Prototheca

41



spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp., Corynebacterium spp. veya Trueperella pyogenes)
sistemde lireyemez ve test yanlis negatif sonug verir. 37°C’de 14 saatlik inkiibasyondan sonra
tiip testi sonucunun degerlendirilmesi, farkli kategoriler i¢in %71-84 sensitivite ve %83-94

spesifite (genel tiip testi duyarliligi = %81; 6zgiilliikk = %71) ile sonuglanmustir.

Jones vd., (2019) klinik mastitisli ineklerden alinan 292 siit numunesi tizerinde
otomatik bir kolorimetrik sistemin performansini degerlendirmistir. Test sistemi, siit
numunesinin eklendigi kolorimetrik ortam igeren alti kuyudan olugmaktadir. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, renk degisikliklerinin kombinasyonunun bilgisayar analizinde,
biiytimeyi koliform, S. uberis, S. aureus, KNS, "diger" Gram-pozitif bakteriler olarak

siniflandirir veya biiyiime olmadig sekilde yorumlanir.

1.3.2.3. PCR Bazhh Metodlar

PCR, cesitli mastitis patojenlerinin tespiti i¢in bakteriyel kiiltiir yontemine kiyasla
daha hassas, hizli ve giivenilirdir (Cantekin vd., 2015). Multipleks PCR, ger¢ek zamanli PCR
ve LAMP gibi ¢esitli uzantilartyla birlikte PCR teknolojisinin ortaya ¢ikisi, teshisin hizini ve
hassasiyetini artirmistir. Bu DNA tabanli teshis yontemleri, siit ¢iftliklerinin daha iyi
yonetilmesine bliyiik 6l¢iide yardimer olmustur (Lui vd., 2009).

Bazi mastitis patojenleri bakteri kiiltlirlinde liremez veya yavas bilylime hizlar
nedeniyle tespit edilmeleri zordur. PCR testleri, patojeni yiiksek 6zgiilliikkle hizli bir sekilde
tespit ederek bu tiir sorunlarin iistesinden gelmede oldukga popiilerdir. Boyle bir ¢alisma 3
Mycoplasma tiiriinii gercek zamanli PCR testiyle tespit etmek igin yapilmigtir. PCR
elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi, siit 6rneklerinden inek mastitis patojenleri i¢in
bir teshis araci olarak kullanilmistir. Sadece bakteri tiirlerini degil, mayalari, kiifleri, parazitleri
ve viriisleri de tespit edebilir ve karigik kiiltiirde kullanilabilir. Yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga
sahiptir ancak rutin bir tan1 araci olarak kullanimi olduk¢a maliyetlidir (Boonyayatra vd.,

2012; Perreten vd., 2013).

Floresan in-situ hibridizasyon (FISH), mastitis patojenlerinin tespiti i¢in test edilen
kiiltiirden bagimsiz bir bagka yontemdir. Daha az zaman alic1 ve giivenilirdir, ancak sonuglari
elde etmek icin bir 6n islem adim gerekmesi ve yiiksek tespit limiti gibi bazi sinirlamalar

nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir (Gey vd., 2013).
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Dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP), ilk olarak Notomi vd., (2000)
tarafindan sunulan bir bagka teknolojidir. Son birkag¢ yilda, teshis alaninda ¢ok popiilerlik
kazanmistir. Olduk¢a hizli, ekonomik, hassas ve spesifik bir yontem olup, birka¢ degisiklikle
saha testi olarak kullanilma potansiyeline sahiptir (Lee, 2017). Bu polimeraz varliginda
izotermal kosullarda DNA’nin iplik¢ik yer degistirme aktivitesine dayanir. Daha sonraki
amplifikasyon i¢in sablon gorevi géren dambil seklinde yapilar iiretir. Sonug olarak, agaroz
jel tizerinde gorsellestirildiginde, merdiven benzeri bir desen veren gesitli uzunluklarda kok
halka DNA firetilir. Sonuglar SYBR yesili gibi bir boya eklenerek dogrudan gorsellestirilebilir:
bir LAMP yan iiriinii olan magnezyum pirofosfatin varligina bagl renk degisikligi numunenin

pozitif oldugunu gosterir (Notomi vd., 2000).

1.3.2.4. Prob Tabanh ve Nanopartikiil Tabanh Analiz

Ozellikle bulasici hastaliklarin nanoteknoloji tabanli teshisi son birkag yildir biiyiik
ilgi gérmektedir. Nanoteknoloji tabanli biyosensorler, "¢ip lizerinde" bir laboratuvara sahip
olma kavramini ortaya ¢ikarmustir ve patojenlerin hizli ve dogru bir sekilde tespit edilmesini

saglayabilir (Driskell ve Tripp, 2009).

Uc boyutlu nitroseliilloz membranlarda mikroarray teshisi, mastitis teshisi icin
kullanilmistir, bu ¢alismada kullanilan bir biyogip, bir miirekkep piiskiirtmeli yaziciya ve
nitroseliilloz membran kapli slaytlar {izerinde immobilize edilmis bir dizi etikete 6zgii antikora
sahiptir. Siyah karbon nanopartikiiller ve bir fiizyon proteini kullanilarak ikincil sinyal i¢in bir
konjugat hazirlanmstir. Lekelerin siyahlig1 diiz yatak taramasiyla belirlenebilir; ancak ¢iplak
gozle kolayca okunabilir. Bu biyogip tabanli test, dort mastitis patojenini 3 saatten daha kisa

bir siirede tespit etme yetenegine sahiptir (Mujawar vd., 2013).

Hedef bakterileri spesifik olarak yakalama yetenegine sahip ve ¢ip lizerinde elde
edilen desen okunabilir olan oligoniikleotid prob tabanli bir biyogip gelistirilmistir. Yedi
onemli bakteriyel mastitis patojeninin tespiti i¢in 6zgiilliigii ve etkinligi test edilmistir. Boyle
bir biyocipin dezavantajlari, iyi donanimli bir molekiiler biyoloji laboratuvarina ve egitimli
personele ihtiya¢ duymasidir, ancak bu, siit giftcileri tarafindan rutin kullanim i¢in uygun

degildir (Lee vd., 2008).
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1.3.2.5. Protein Bazh Teshisler

Proteinlerdeki veya organizmanin ya da biyolojik sivinin proteomik yapisindaki
herhangi bir degisikligin hastalikli veya anormal bir durumun gostergesi oldugu ilkesine
dayamr. iki boyutlu jel elektroforezi ve kiitle spektroskopisi en yaygin kullanilan
yontemlerdir. inflamasyon sirasinda belirli polipeptitler salinir. Bir tiir inflamatuar protein
olan katelisidinler, baslangictan veya diger fiziksel semptomlardan énce meme bezlerinde
salimir. Katelisidinlerin ELISA tabanh tespiti, dogrulugu ve oOzgilligii agisindan
degerlendirilmis ve sonuglar yiiksek SHS’li 6rneklerle karsilastirilmigtir: yiiksek derecede bir
iliski bulunmustur (Addis vd., 2016).

Bazi calismalar, hizli ve dogru tedavi i¢in patojen grubunu genel olarak tanimlamak
tizere planlanmustir. Bu yaklagimlardan biri, Gram pozitif ve Gram negatif bakterileri ayirt

edebilen akig sitometrisine dayanmaktadir (Langerhuus vd., 2012).

1.3.2.6. Proteomik Yaklasimlar

Proteomik yaklagimin siit hayvanlarinda mastitisin teshisi, tahmini ve énlenmesi ile
kalitenin standardize edilmesinde oldukga faydali oldugu kanitlanmistir. Bu yontem, mastitis
degerlendirmesinde daha 6nce kullanilan birgok benzer yaklasimi dogrulamanin yani sira

mastitis biyobelirteglerinin tanimlanmasini da kolaylastirmaktadir (Abdelmegid vd., 2017).

Ineklerde subklinik mastitiste SHS ile birlikte bakteri kiiltiiriiniin yapilmasi gereklidir.
Tanida hassasiyeti ve 6zgiilliigli artirmak icin, S. aureus ‘un neden oldugu subklinik mastitis
durumunda varsayilan biyobelirtecler olarak hareket eden siit proteinleri proteomiks yoluyla
tanimlanmaktadir. Proteomik ve MALDI-TOF temelli bir ¢aligsma, saglikli ineklerden elde
edilen b 1,4 galaktoziltransferaz, b2-mikroglobulin, kompleman 3, al-asit glikoprotein, b-
laktoglobulin A, a-S1 kazein onciisii ve b-kazein B gibi peynir alti suyu proteinlerinin
subklinik mastitisli ineklerden farkli oldugunu ortaya koymustur. Mastitisin subklinik
asamasinda peynir altt suyunda bulunan protein belirteclerinin karsilastirmali proteomiks

yoluyla teshis aday1 olarak kullanilabilecegini gostermistir (Bian vd., 2014).
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1.3.2.7. Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyonu (MALDI)

Kiitle spektroskopisi prensibine dayanan MALDI-TOF MS, bakteri tiirlerinin yani sira
suslarin veya proteinlerinin dakikalar i¢inde belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Popiiler
proteomik yaklasimlar arasinda MALDI-TOF, inek mastitisinden geri kazanilan S. aureus
izolatlarinin yiizeyle iliskili proteinlerinin taninmasi ve haritalanmasi igin kullanilmistir. inek
mastitis vakalarindan elde edilen S. aureus protein ekstraktlar lizostafin ile muamele edilmis
ve tani i¢in patojenik bakterilerin spesifik 6zelliklerini bilmek amaciyla 2D-GE teknigi ile

ylizey proteinlerinin referans haritasini hazirlamak i¢in kullanilmistir (Ashraf ve Imran, 2018).

MALDI-TOF hem kiiltiir hem de kiiltiir olmayan, siit veya siit olmayan 6rneklerde
kullanilabilir; ancak MALDI-TOF’un dogrudan siit {izerinde kullanilmasi, bakteri
konsantrasyonu yiiksek olmadigi siirece daha az giivenilir goriinmektedir. Bakteriyel tiirlerin
ve suslarin tamimlanmasi i¢in %100 6zgiilliik ve hassasiyete sahip olmasina ragmen, bakteriyel

protein profil spektrumlarinin tanimlanmasi sinirhidir (Duarte vd., 2015).
1.4. Mastitiste Etken Bilmek Neden Onemlidir?

Antibiyotik direnci toplumda ¢ok tartisilan bir konudur. inek mastitisinin kontrolii i¢in
antimikrobiyallerin asir1 ve irrasyonel kullanimi, uzun yillardir tim diinyada ¢alisma konusu
olmustur. Gilinlimiizde, ¢iftlik hayvanlarinda antimikrobiyallerin kullanimi "Tek Saglik"
yaklasimi agisindan biiyiikk ilgi gormektedir. Bilimsel arastirmalar, antimikrobiyallerin
iiretimde uygunsuz kullaniminin nedenlerinin insan davranislari, politik, ticari ve ekonomik

faktorlerle ilgili oldugunu ortaya koymustur (Richard vd., 2023).

Hayvancilikta antibiyotik kullanimina elestirel bir gézle bakilmaktadir. Sonug olarak,
Avrupa Komisyonu 2015 yilinda veteriner hekimlikte antimikrobiyal ajanlarin ihtiyath
kullanim i¢in kilavuzlar yayilamistir (EU 2015/C 299/04). Bu nedenle, gelecekte ineklerin
tedavisi i¢gin alternatif yaklagimlar gereklidir. Komisyon, antibiyotiklerin sinirli bir sekilde
kullanilmasini ve sadece hayvani korumak igin gerekli olan agik endikasyon ve tedavi icin
uygulanmasini tavsiye etmektedir (Kock vd., 2018). Buna ek olarak, komisyon klinik mastitis
tedavisinden once hizli testlerin kullanilmasi ¢agrisinda bulunmaktadir, ¢iinkii meme igi
antibiyotiklerin ileriye doniik sorumlu kullanimi kiiltiirel sonuglara dayanmalidir (Roberson,

2003).
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Ozellikle, siit endiistrisinde en sik goriilen hastalik olan mastitisin tedavisi, yiiksek
antibiyotik kullanimina neden olmaktadir. Tedavi kararlar1 verilmeden Once mastitis
patojenlerini patojen siniflarina (Gram-pozitif, Gram-negatif, bakteri iremesi yok) atamak igin
ciftlikte bir test uygulamak, kanita dayali bir mastitis tedavisi konseptinin temelini olusturur.
(Kock vd., 2018).

Kiiltiire dayali tedavide, 6zellikle siit isletmeleri i¢in lojistik bir zorluk olugturmustur.
Birgok isletme, siit kiiltlir sonuglarini zamaninda almak ic¢in gerekli mekanizmalara sahip
degildir. Ancak laboratuvar hizmeti olmadiginda veya veteriner hekim kiiltiirleme
yapmadiginda, kiiltirleme islemi ¢iftlikte gerceklestirilebilir. Virginia’da yapilan bir
calismada, kiiltiire dayali tedavi iki siiriide denenmistir. Bir siiriide, kiiltiirlerin okunmas1 ve
yardim eksikligi nedeniyle prosediir basarisiz olmustur. Diger siiriide ise program oldukca
basarili olmustur. Bu siiriide, kiiltiire dayal1 tedaviye baslandiginda siiriiniin ortalama somatik
hiicre sayis1 (SHS) 300.000 ila 400.000 hiicre/ml arasinda bulunmustur ve takip eden 2 yil
boyunca siirii ortalamasi 107.000 hiicre/ml’ye diismiistiir. Klinik mastitis i¢in antibiyotik
tedavisi yaklasik yar1 yariya azalmis ve ciftlikte kiiltiire dayali tedavi uygulanabilirligi ve
faydalar1 gosterilmistir. Kiiltlir sonuglari, tedavi etkenlerini belirlemeye ve salgin durumunda
yonetim diizeltmelerini yapmaya yardimei olacaktir. Kiiltiir sonuglarini takip etmek, siddetli
klinik mastitis tedavilerinin etkinligini degerlendirmek icin nadiren kullanilan faydali bir

yontemdir (Roberson, 2007).

Yapilan bazi ¢alismalarda Gram-negatif patojenlerin, 6zellikle de E. coli ‘nin neden
oldugu hafif ve orta dereceli klinik mastitis vakalar1 igin yiiksek spontan iyilesme orani
gostermistir. Dolayisiyla, enfekte meme olsun ya da olmasin anormal siitiin yapisinin
bozuldugunu gosteren klinik mastitis vakalari, Gram-negatif patojenlerden kaynaklaniyorsa
antibiyotik tedavisinden fayda saglamamaktadir (Roberson, 2012). Ancak, S. agalactiae ve
cevresel streptokok tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in antibiyotik tedavisi
onerilmektedir (Lago ve Godden, 2018; Roberson, 2012). Stafilokok kaynakli mastitis
vakalarinin yonetimi ise duruma bagli olarak degisebilir. Ileri vakalarda meme ici antibiyotik
tedavisi denenebilirken, kronik vakalar i¢in farkl: stratejiler kullanilarak yonetim saglanabilir.
Klinik mastitis tedavisi, enfeksiyonun nedenini belirlemeye dayanmalidir. Ancak bir¢ok siit
isletmesi, laboratuvar kiiltiiriinlin zaman alict olmasindan dolay1r rutin olarak
kullanmamaktadir. Bu nedenle, daha hizli laboratuvar sonuglarinin veya giftlikte hizl siit

kiiltiiri (OFC) sistemlerinin kullanilmasi, {iireticilerin tedavi kararlarmi etkili bir sekilde
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verebilmesine yardimci olabilir. Diinya genelinde bircok farkli hizli kiiltiir sistemi

bulunmaktadir (Lago ve Godden, 2018).

Neeser vd., (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada mastitisli inekleri tedavi etmek i¢in
antimikrobiyal kullanmaktansa hedeflenen patojene yonelik olarak antimikrobiyal tedavinin
tercih edilmesini savunmustur. Bu da bazi mastitis tiirlerinin tedavisinde antimikrobiyal
kullanilmama tercihinin oldugunu gostermektedir. Arastirma sonuglari, birgok ¢iftligin ¢iftlik
i¢i bakteriyolojik kiiltiir sistemi kullandigin1 ve herhangi bir ireme veya Gram-negatif bakteri
tespit edilmeyen mastitisli ineklerin tedavisinde antimikrobiyal kullanmaktan kacindigini
gostermistir. Ancak, katilimcilarin ¢ogu, Gram-pozitif patojenlerin neden oldugu mastitisli
ineklerin tedavisinde antimikrobiyal kullanmay1 siirdiirmektedir. Bu bulgular, tedavi se¢imleri
ve antimikrobiyal kullanimi1 konusunda giftlik i¢i bakteriyolojik kiiltiir sistemlerinin etkisini
gostermektedir. Ayni ¢alismada, antimikrobiyal tedavinin geciktirilmesi durumunda olumsuz
etkilere neden olabilecegi ve tedavi kararlarinin bakteriyolojik kiiltiir sonuglarina dayanarak
belirlendigi belirtilmektedir. Aragtirmanin sonuglarina gore, tedaviyi 24 saat geciktiren bir
protokol ve mastitis tespit edildiginde hemen tedavi uygulayan bir protokol arasinda se¢im
yapildig1 goriilmistiir. Ancak, tedavi sonuglarmin degerlendirilmedigi i¢in bir protokoliin
kullaniminin faydalar1 belirlenememistir. Gecikmis tedavinin mastitis sonuglari tizerindeki

tam etkisinin daha fazla aragtirma yapilarak incelenmesi gerektigi vurgulanmaktadir.

Danimarka’da yapilan bir ¢alismanin sonuglari, tireticilerin antimikrobiyal kullanip
kullanmayacaklarina karar verirken inegin klinik bulgular ile ekonomik faktdrler arasinda
denge kurduklarm géstermektedir. Ureticiler, mastitise neden olan patojen tiiriinii tahmin
edebileceklerini diistindiikleri i¢in her inekten numune almadiklarini belirtmistir (Vaarst vd.,
2002). Ancak iskocya’da yapilan bir ¢alismada, bu yontemin teshis i¢in dogru olmadigim
ortaya koymustur. Calismanin sonuglarina gore, benzer vakalarda etken patojeni tahmin etme
duyarlilig1 %28, 6zgiilliigii ise %96 olarak bulunmustur. Ureticilerin sadece klinik belirtilere
dayanarak dogru sonug¢ elde etme becerileri, mastitis etkenlerinin sikg¢a tanimlandigi
ciftliklerde bile gercek bir bakteriyolojik kiiltiir kadar dogru olamamaktadir. Bu nedenle
veteriner hekimler, ¢iftlik iginde bakteriyolojik kiiltiir sistemini etkin bir sekilde kullanabilmek
igin ireticilerle yakin ¢aligma i¢inde olmali ve bu engeli agsmaya caligmalidir (Neeser vd.,
2006).

Gram-pozitif bakterilerin neden oldugu mastitisin antimikrobiyal tedavisinin faydal

olup olmadigi konusunda ¢ok az tartisma olmasina ragmen (Cattell vd., 2001; Roberson vd.,
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2003), Gram-negatif patojenlerin neden oldugu mastitisli ineklerin antimikrobiyal tedaviden
fayda saglayip saglamadigi konusunda bazi bilimsel tartigsmalar vardir. Bazi ¢aligmalarin
(Jones ve Ward, 1990; Roberson vd., 2003), sonuglart Gram-negatif patojenler igin
antimikrobiyal kullaniminin faydali olmadigin1 gésterirken, diger bir caligmanin (Morin vd.,
1992) sonuglar1 bazi antimikrobiyallerin kullaniminin faydali olabilecegini gostermektedir. Bu
tartisma nedeniyle, tek bir ¢iftlikte antimikrobiyal tedavi segimlerini yonlendirmek igin ¢iftlik
ici bakteriyolojik kiiltiir sisteminin kullanilmasinin genel faydalari, Gram-negatif patojenlerin
neden oldugu mastitisin tedavisi icin yalnizca bilimsel olarak kanitlanmis yontemlerden
ziyade, veteriner hekimin veya ireticinin o ¢iftlikteki tedavi sonuglarini yorumlamasina da
bagli olabilir. Gram-negatif enfeksiyonlarin antimikrobiyallerle tedavisinin etkinligini daha

iyi tammlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (Neeser vd., 2006).

Gram negatif mastitis vakalarina herhangi bir antibiyotik tedavisi verilmedigi bir
tedavi konsepti, herhangi bir patojen kaniti olmayan vakalara benzer sekilde, tiim vakalarin
antimikrobiyal iriinlerle tedavi edildigi bir tedaviden iyilesme oranlar1 agisindan farklilik
gostermemistir. Bu durum, Roberson’in lokal antibiyotik kullaniminin Gram pozitif test
sonucu olan klinik mastitis vakalariyla siirli oldugu yoniindeki ifadesini dogrulamaktadir.
Dolayisiyla, Gram-negatif ve Gram-pozitif etiyolojiler arasinda ayrim yapmak, se¢ici tedavi

uygulandiginda antibiyotik kullanimini azaltabilir (Lago vd., 2011).

Bu tezin amaci Speed Mam Color™ Testi’nin tespit limitinin belirlenmesi, spesifite
ve sensitivitesinin hesaplanmasi ile vefikasyonu sonucunda elde edilen sonuglarin
konvansiyonel yontem ile karsilagtirilarak, saha kosullarinda mastitislerin hizli teshisine ve

tedavi basarisina katki saglamaktir.

Bu tezin amaci Speed Mam Color™ Testi’nin tespit limitinin belirlenmesi, spesifite
ve sensitivitesinin hesaplanmasi ile vefikasyonu sonucunda elde edilen sonuglarin
konvansiyonel yontem ile karsilagtirilarak, saha kosullarinda mastitislerin hizli teshisine ve

tedavi basarisina katki saglamaktir.

Bu tezin amaci Speed Mam Color™ Testi’nin tespit limitinin belirlenmesi, spesifite
ve sensitivitesinin hesaplanmasi ile vefikasyonu sonucunda elde edilen sonuglarin
konvansiyonel yontem ile karsilastirilarak, saha kosullarinda mastitislerin hizli teshisine ve

tedavi basarisina katki saglamaktir.

48



Bu tezin amac1 Speed Mam Color™ Testi’nin tespit limitinin belirlenmesi, spesifite
ve sensitivitesinin hesaplanmasi ile vefikasyonu sonucunda elde edilen sonuglarin
konvansiyonel yontem ile karsilagtirilarak, saha kosullarinda mastitislerin hizli teshisine ve

tedavi basarisina katki saglamaktir.

Bu tezin amac1 Speed Mam Color™ Testi’nin tespit limitinin belirlenmesi, spesifite
ve sensitivitesinin hesaplanmasi ile vefikasyonu sonucunda elde edilen sonuglarin
konvansiyonel yontem ile karsilagtirilarak, saha kosullarinda mastitislerin hizli teshisine ve

tedavi basarisina katki saglamaktir.
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Siit numunesi toplanmasi
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| Siddetli

Orta Dereceli SUP+8YS
\ 4

Hizli tam testi yapilmasi
(On-farm yada laboratuvar)

v

24 saat icinde testin
degerlendirilmesi ve siddetin
yeniden gdzden gegirilmesi

v v

Orta Dereceli Siddetli
I I
| | | | |
Kiiltiir negatif Gramvonitif Kﬁltﬁr Gran} Gra‘n‘1
/Gram-negatif am-p negatif negatif pozitif
1 v |
Tahmini bakteriyolojik
NO tedavi olasiligy SupP
SUP+
1o NS
Ty ey Fry +
Disiik Yiiksek SYS:
ol = IMM
SUP IMM

Sekil 1.7. Mevcut literatiiriin gézden gegirilmesine dayali olarak klinik mastitin segici tedavisi i¢in
Onerilen protokol. Gram-negatif vakalarin Escherichia coli disindaki patojenlerden (Klebsiella spp.
gibi) kaynaklandig:i ciftliklerin, Klebsiella spp. i¢in antimikrobiyal tedavinin degerlendirilmesini
saglamak tizere tlire 6zgii bir tani testi kullanmalar1 6nerilir. Gram pozitif vakalarda bakteriyolojik
tedavi olasiligini tahmin etmek i¢in ¢iftliklerin klinik mastitis ge¢misini ve son SHS kayitlarin1 gézden
gegirmeleri Onerilir. SUP = nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarla destekleyici tedavi; SYS = sistemik
antimikrobiyalleri diigiiniin; NO = antimikrobiyal yok; IMM = meme i¢i antimikrobiyaller (Jong vd.,

2023).

Bu tezin amaci Speed Mam Color™ Testi’nin tespit limitinin belirlenmesi, spesifite

ve sensitivitesinin hesaplanmasi ile vefikasyonu sonucunda elde edilen sonuglarin

konvansiyonel yontem ile karsilastirilmasidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Siit Ornekleri

Calisma kapsaminda tespit limitinin belirlenmesi, spesifite ve sensitivite ¢alismalarinda
kullanilmak {iizere anamnezi alinmig saglikli siiriilerden; en az bir kez dogum yapmis,
laktasyonun 5. ve 200. giinleri arasinda, saglikli ve klinik herhangi bir belirti gdstermeyen,
sistemik bir hastaligi olmadigi bilinen, memesinde anomali bulunmayan, 15 giin 6ncesine
kadar antibiyotik tedavisi ve non-steroid antienflamatuvar bir ilag uygulanmamus, ineklerden
NMC (2017) 6nerdigi sekilde toplanmus siitler kullanildi (31.03.2021 tarih ve 2021-7-40 sayili
Etik Kurul Karari).

Caligmanin diger asamasi olan testin dogrulanmasi amaciyla, anamnezi alinmis farkl
saglikli siirilerden; en az bir kez dogum yapmis, laktasyonun 5. ve 200. giinleri arasinda,
memesinde anomali bulunmayan, 15 giin 6ncesine kadar antibiyotik tedavisi uygulanmamus,

bir 6rnek beslenen, mastitisli ineklerden 318 siit numunesi toplandi.
2.1.2. Referans Bakteri Suslari

Tespit limitinin belirlenmesi, spesifite ve sensitivite calismalarinda kullanilmak iizere
Speed Mam Color test kitinde yer alan bakteri tiirleri ile ayn1 olan Escherichia coli ATCC
25922, Streptococcus uberis ATCC, 700407 Staphylococcus aureus ATCC 25923 suslari
referans olarak kullanild.
2.1.3. Besiyeri

Etken izolasyonu ve bakteri teshisi amaciyla %5’lik koyun kanli agar (Merck,

Almanya), MacConkey agar (Merck, Almanya), Eosin Methylene Blue agar (Merck,
Almanya) ve Nutrient Broth (Merck, Almanya) kullanildi.
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2.1.4. Hizhh Tam Kiti

Caligmada, hizli tan1 kiti olarak 558 adet Speed Mam Color ™ (Virbac, Fransa)
kullanildi. Speed Mam Color™ test kiti patojen bakterilerin teshisi i¢in 8 adet, kontrol igin ise
2 adet kontrol bolmesi igermektedir. Bir kutu igeriginde 5 adet test, bir sise bilylitme vasati,
bir sise Staphylococcus biiyilitme vasati, bir gise parafin yagi, bir pipet, bir test tutucu, bir sonug
sayfasi bulunmaktadir. Test Kitleri ¢alisma boyunca kullanilincaya kadar +2°C ile +8°C

arasinda muhafaza edildi.

2.1.5. Kullanilan Diger Malzemeler

Tespit limitinin belirlenmesi, spesifite ve sensitivite calismalarinda kullanilmak iizere
sit numunelerinin toplanmasi i¢in 6nceden otoklavda sterilize edilmis 1 L’lik cam siseler

kullanildi.

Verifikasyon ¢alismalarinda kullanilan mastitisli siit numunelerinin toplanmasi igin
15 ml steril plastik tiipler kullanildi. Tiim laboratuvar basamaklarinda tek kullanimlik steril
Ozeler ve plastik pipetler tercih edildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Siit Orneklerinin Alinmasi

Tespit limitinin belirlenmesi, spesifite ve sensitivite ¢alismalar1 ve verifikasyonda
kullanilacak siit numunelerinin toplanmasi i¢in belirlenen giftliklerden sabah sagimindan

hemen 6nce inekler sagimhaneye alindiktan sonra 6n siitiin muayenesi yapildi.

On siit muayenesinde fiziksel degisiklik (renk degisikligi, piht1, flakon) bulunmayan
ineklerin 4 meme lobuna CMT testi uygulanmadan hemen dnce birkag sikimlik siit atildi ve

ardindan CMT testi uygulanmaya baglandi.

CMT igin 4 b6lmesi bulanan 6zel tiretilmis kaplar kullanild: ve bu bélmeler A, B, C, D
olarak inegin 4 meme lobunu temsil edecek sekilde kullanildi. A, sag 6n meme lobunu; B, sag
arka meme lobunu; C, sol 6n meme lobunu; D, sol arka meme lobunu gosterecek sekilde

tutularak CMT kabina esit miktarda siit numunesi alindi. Daha sonra siit ile esit miktarda CMT
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soliisyonu her boliime eklendi. Dairesel hareketler halinde soliisyon ile siitiin etkilesime
girmesi saglandi. Daha sonra kapta olusan jel kivamina gére CMT sonuglar1 hep ayni kisi

tarafindan CMT skorlamasina gore degerlendirildi.

CMT skoru pozitif olan meme loblar1 belirlenerek, National Mastitis Council (2017)
tarafindan belirtilen sekilde, meme basina 6n daldirma soliisyonu uygulandi. 30 saniye
bekledikten sonra tek kullanimlik havlu ile temizlendi. Asepsi islemine uzak meme lobundan
baglandi. Temizlemis her meme basinin ucu ayri ayri %70’lik alkol emdirilmis pamuk ile
silindikten ve kuruduktan sonra daha 6nceden inege ait bilgilerin yazili oldugu 15 ml’lik steril,
agz1 kapakli tiipler meme bagina gore 45° ac1 ile tutularak bir tanesi Speed Mam Color’a ekim
yapmak i¢in digeri ise bakteriyolojik kiiltiir i¢in her meme basindan 10 ml’lik 2 ayr1 siit
numunesi alindi. Toplanan siit 6rnekleri soguk zincirde ve en kisa siirede bakteriyolojik
muayene igin A. U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 rutin laboratuvarina

ulastirildi.

2.2.2. Tespit Limitinin Belirlenmesi

Tespit limitinin belirlenmesine yonelik toplanan siitler bakteriyolojik kiiltiir
yontemiyle kontrol edilmek i¢in %5-7 koyun kanli agara ekilerek 24-48 saat 37°C’de aerobik
kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda iireme gozlenmeyen siitler “saglikli siit” olarak

tanimlandi.

Referans suslarin her biri (E. coli ATCC 25922, S. uberis ATCC 700407, S. aureus
ATCC 25923) %1 inek serumu ilave edilmis nutrient broth igerisine ayr1 ayr1 pasajlanarak 24-
48 saat 37°C’de aerobik kosullarda inkiibe edilerek ve inkiibasyon sonunda konsantrasyonlari

McFarland 0.5’e gore ayarlanarak suslar yine ayni besi yeri i¢erisinde 10 kath diliie edildi.

Elde edilen her bir bakteri diliisyonundan 1’er ml alinarak 6nceden porsiyonlanan 9’ar
ml’lik 7 tiip saglikli siit i¢erisine inokule edilerek, siitler kisa vortekslendikten sonra her susun
her diliisyonundan 6rnekler alinarak hizli test kiti ile test edildi. Test kiti ile pozitif sonug

alinan en diisiik konsantrasyon kitin deteksiyon limiti olarak belirlendi.

Diliisyon oranlarinin kontrolii igin test kitine paralel olarak her bir bakteri

diliisyonundan 0.1 ml alinarak %5-7 koyun kanli agar iizerine yayma ekim yapild1 ve 24-48

53



saat 37°C’de aerobik kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 10 katl azalan

bakteri tiremelerinin gézlenmesi diliisyonun dogru sekilde yapildigini gosterdi.

2.2.3. Spesifite ve Sensitivite Belirlenmesi

Duyarlilik ve 6zgiilliigiin belirlenmesi amaciyla her bir hedef i¢in (Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Streptococcus uberis ve Escherichia coli) 50’ser tane saglikli siit
numunesi alinarak bunlarin 25’er tanesi yapay yolla kontamine edildi. Bu amagla, her hedef
bakteri susun referans susu, kiiltiir yontemiyle nutrient broth sivi besi yerinde iiretilerek
konsantrasyonlar1t McFarland 0,5’e gére ayarlandi. Daha sonra her referans susun, Speed Mam
Color ™ prospektiisiinde belirtilen tespit limitinin tizerinde olmak {izere farkl
konsantrasyonlar1 (>10° CFU/ml) saglikli siit iceren 5 tiipte sulandirilarak ayarlandi. Her hedef
icin elde edilen fakli konsantrasyondaki bu tiiplerden 1’er ml alinarak 4 ml saglikli siit igeren
25 adet tiipe rastgele dagitildi. Bu sayede her hedef i¢in elde edilen 25 kontamine 25 saglikli
stit numunesi (toplam: 50) Speed Mam Color ™ ile test edildi. Duyarlilik ve 6zgiilliik Cizelge

2.2.”de gosterilen sonuglar kullanilarak hesaplandi.

Cizelge 2.1. Spesifite ve sensitivitenin hesaplanmasi tablosu

Mikrobiyolojik Kiiltiir
(bir hastaliktan kaynaklanan kabul edilebilir

Mastitise Neden Olan Etkenin referans "altin standart" testi)

Teshisinde Kullanilan Y 6ntemlerin

Karsilastirilmasi
Pozitif (P) Negatif (N)
Hizli Tan Kiti Pozitif(P) Gergek Pozitif (TP) Yanlig Pozitif (FP)
(Speed Mam Color ™)
Negatif (N) Yanlis Negatif (FN) | Gergek Negatif (TN)

2.2.3.1. Spesifite Hesaplanmasi
Spesifite bir testin enfekte olmayan hayvanlar1 dogru sekilde teshis etme yetenegidir.

Her bir hedef i¢in Speed Mam Color ™ spesifitesi Cizelge 2.2.’deki sonuglar kullanilarak
TN/(TN+FP) formiilii ile hesaplanmustir.
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2.2.3.2. Sensitivite Hesaplanmasi

Sensitivite bir testin enfekte hayvanlar dogru sekilde teshis etme yetenegidir. Her bir
hedef icin Speed Mam Color ™ sensitivitesi Cizelge 2.2.’deki sonuglar kullanilarak

TP/(TP+FN) formiilii ile hesaplanmustir.
2.2.3.3. Pozitif Prediktif Deger Hesaplanmasi (PPV)

Pozitif bir testin ger¢ekten pozitif olma olasiligidir. Her bir hedef i¢in Speed Mam
Color ™ pozitif prediktif degeri Cizelge 2.2.’deki sonuglar kullanilarak TP/ (TP + FP) formiilii

ile hesaplanmustir.
2.2.3.4. Negatif Prediktif Deger Hesaplanmasi (NPV)

Negatif bir testin gergekten negatif olma olasiligidir. Her bir hedef i¢in Speed Mam
Color ™ negatif prediktif degeri Cizelge 2.2.’deki sonuglar kullanilarak TN/ (TN + FN)

formiilii ile hesaplanmustir.
2.2.3.5. Kesinlik Hesaplanmasi (Ac)

Kesinlik, bir 6lgiimiin yinelenebilirligine olan egilimidir. Her bir hedef i¢in Speed
Mam Color ™ igin kesinlik Cizelge 2.2.°deki sonuglar kullanilarak (TP+TN)
/(TP+TN+FP+FN) formiilii ile hesaplanmistir.

2.2.4. Testin Dogrulamasi (Verifikasyon)

Speed Mam Color ™ testinin dogrulamasi amaciyla toplanan 318 adet CMT pozitif
mastitisli siit numunesi karsilastirmada kullanilmak iizere altin standart yontem olarak kabul
edilen mikrobiyolojik kiiltiir yontemiyle kontrol edildi.
2.2.4.1. Speed Mam Color ™ ile Siit Orneklerinin Test Edilmesi

Teste baglamadan 6nce, siit 6rneginin 30 dakika oda sicakligina gelmesine izin verildi.

Kullanimdan hemen 6nce ambalajindan ¢ikartilan testin iizerine hayvanin adi ve test tarihi

yazildi. Testi kaplayan yapiskan etiketi {izerinden ¢ikarildi. Etiketin uzun kenar testin uzun
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kenar1 boyunca yapistirildi. Tiim bdlmelerin/kutucuklarin hangi hedef bakteriye karsilik
geldigi belirlendi. Siit numunesi, paketten ¢ikan pipet kullanilarak kitin i¢inden ¢ikan biiyiime
vasat1 sigsesine 3 damla olacak sekilde eklendi. Ardindan sise yavasga ters cevrilerek
homojenize edildi. Siit eklenmis biiylime vasati sisesinin damlaligi kullanilarak testin her
boélmesine 3 damla siit eklendi. Staphylococcus spp. bélmesine paketten ¢ikan Staphylococcus
spp. kiiltiirinden 2 damla eklendi. E. coli, Pseudomonas ve Staphylococcus spp. bolmeleri
disindaki her bolmeye 2 damla parafin yag: eklendi. Testin uzun kenarina yapistirilan etiketi
testin lizerine yeniden yerlestirildi ve daha iyi yapismasi i¢in altindaki seffaf film ¢ikarildi.
Degerlendirme kontrastini iyilestirmek ve kiiltiir sirasinda tiim bolmelerde homojen bir
sicaklik saglamak igin test paketten ¢ikan sert kart tutucuya yerlestirildi ve bu islemler her siit
numunesi igin ayn1 operatdr tarafindan yapildi. Inokiilasyon tamamlandiktan sonra her test 48
saat +37°C’de inkiibasyona birakildi. Testin Sonuglarinin yorumlanmasina kontrol
bolmelerinden basgland1 ve 37°C’ de 48 saat (+ 2 saat) inkiibasyondan sonra kontrol
bolmelerine bakildi. Negatif kontrol bolmesinin renksiz olmasi testin gecerli oldugunu
gosterdi. Testin sonuglar1 prospektiisiinden ¢ikan kolorimetrik renk degisimi tablosuna gore

yorumlandi.

2.2.4.2. Mikrobiyolojik Kiiltiir

Testin dogrulamasi amaciyla sahadan toplanan 318 adet CMT pozitiflik gbsteren
(subklinik mastitisli) siit kullanildi. Tim siit 6rnekleri mastitis yoniinden bakteriyolojik kiiltiir
yontemi ile incelendi. Bu amagla, Harmon vd., (1990) tarafindan belirtilen yontem uygulandi.
Bu dogrultuda alinan 6rnekler oda 1sisinda vortekslendikten sonra steril 6ze yardimiyla %5-7
koyun kanli agara ekildi. Ekim yapilan besi yerleri 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonras1 sekillenen siipheli koloniler Gram boyama seti ile boyandi. Gram negatif
ve pozitif boyanma 6zelligine sahip olan bakteriler i¢in Cizelge 5’teki testler uygulanarak

bakteri teshisi gergeklestirildi (Basustaoglu ve Diirdal, 2017).
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Cizelge 2.2. Mikrobiyolojik kiiltiir yontemiyle teshis edilen bakterilerin ayrici tanisinda kullanilan

testler.

Bakteriler ve

Staphylococcus | Streptococcus | Streptococcus | Escherichia
Uygulanan Testler spp. spp. uberis coli
+ kok + kok + kok - k
Gram Boyama 0 © 0 goma
. + - - 1
Katalaz Testi Uygulanmads
Oksidaz Testi X i X X
+
Koagulaz Testi Uygulanmad1 | Uygulanmadi | Uygulanmadi
Sodyum Hippurat Testi X X X Uygulanmads
Eskiilin Testi 2 X X Uygulanmads
. Uygulanmad1 | Uygulanmadi | Uygulanmadi Klrm.l 2t
Indol testi koloniler
Metalik yesil
EMB Agarda Ureme Uygulanmadi | Uygulanmadi | Uygulanmadi c5fle

Kiiltiir yontemi ile test edilen siitler daha sonra Speed Mam Color ™ ile testinde analiz

edilen bakteri sonuglar1 karsilastirildi. Siit 6rneginde 3’ten fazla koloni tespit edilmesi

kontaminasyon olarak kabul edildi; 2-3 koloni tespit edildiginde miks enfeksiyon olarak kabul

edildi. Numunelerin negatif veya kontamine olmasi durumunda, yanlis negatif veya pozitif

sonuclart 6nlemek i¢in testler tekrarlandi. Her iki ornekte de {ireme olmayinca sonuglar

enfeksiyon yok olarak kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Tespit Limitinin Belirlenmesi

Saglikli stit numunelerinin referans suslar ile kontamine edilerek elde edilen farkli
diliisyonlarinda, %5-7’lik kanli agara yapilan ekimlerde her besi yerinde lireme gerceklesti ve
diliisyonlara gore besi yerlerinde azalarak sekillenen koloni goriilmesi diliisyonun dogru
sekilde yapildigin1 gosterdi. Saglikli stit numunesi igeren ve negatif kontrol olarak kullanilan

tiiplerden yapilan bakteriyolojik ekim sonucu lireme goézlenmedi.

Cizelge 3.1. Referans suslar ile yapilan farkli diliisyonlar sonucunda her bir etken i¢in Speed Mam Color
T™ kitine ait tespit limiti sonuglart ve kontrol grubu sonuglari.

Staphylococcus aureus Streptococcus uberis Streptococcus uberis Escherichia coli Saglikh Siit Numunesi
ATCC 25923 ATCC 700407 ATCC 700407 ATCC 25922 (Kontrol Grubu )

. Tespit . Tespit . Tespit § Tespit § L

Tiip | Diliisyon Lierslﬁtli Tiip | Diliisyon Lifi’tli Tiip | Diliisyon Lﬁf’l’tli Tiip | Diliilsyon Liejﬁtli Tiip | Diliisyon | Tespit Limiti
No Miktary No Miktar1 No Miktar No Miktary No Miktar1 Sonucu

Sonucu Sonucu Sonucu Sonucu

1 10x7 + 1 10x7 + 1 10x7 + 1 10x7 + 1 bakteri (-) negatif
2 10x6 + 2 10x6 + 2 10x6 + 2 10x6 + 2 bakteri (-) negatif
3 10x5 + 3 10x5 + 3 10x5 + 3 10x3 + 3 bakteri (-) negatif
4 10x4 + 4 10x4 + 4 10x4 + 4 10x4 + 4 balteri (-) negatif
5 10x3 + 5 10x3 + 5 10x3 + 5 10x3 + 5 bakteri (-) negatif
6 10x2 + 6 10x2 - 6 10x2 - 6 10x2 + 6 bakteri (-) negatif
7 10x1 + 7 10x1 - 7 10x1 - 7 10x1 + 7 balkteri (-) negatif

Her bir referans susun farkli diliisyonlarindan Speed Mam Color ™ kiti ile yapilan

testlerin sonuglar1 her bir etken igin Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Inkiibasyonun 12., 24., 36., ve 48. saatlerinde Speed Mam Color ™ Kkiti test sonuglari
kontrol edildi. 12. saatte pozitif kontrol bolmesinde net olmayan kirmizi renk degisimleri
goriildii ve bakterilere ait bolmelerde renk degisimlerinin basladigi gozlendi. Yirmi dordiincii
saatte kitin pozitif kontrol bélmesinde tam bir kirmizi renk degisikligi meydana geldigi ve
bakterilere ait bolmelerde renk degisimlerinin devam ettigi gozlendi. 36. saatte yapilan
kontrollerde Staphylococcus spp. ve E. coli i¢in tam renk degisikligi goézlendigi ancak
Streptococcus spp. ve ozellikle S. uberis igin renk degisikliginin devam ettigi gézlendi. Speed
Mam Color ™ prospektiisiinde de dnerilen 48. saatin sonunda bakterilerin teshisi i¢in yapilan
bakida tiim bakteriler igin iireme degerlendirildi. Streptococcus spp. ve S. uberis ‘in 10* ve 102

CFU/ml bakteri igeren diliisyonlarinda herhangi bir ireme ve dolasiyla renk degisikligi
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goriilmedigi ve pozitif kontrol bélmesinde renk degisikligi olmadig: ancak 102 CFU/ml bakteri
igeren suslarinda pozitif sonug verdigi saptandi. Staphylococcus spp. ve E. coli i¢in 48. saatin
sonunda 10! CFU/ml bakteri igeren diliisyonlardan itibaren tiimiinde kitin pozitif sonug verdi.
Buna gore yapilan testler sonucunda 48 saatin sonunda Speed Mam Color ™ kitine ait tespit
limiti sonuglar1 Staphylococcus spp. igin 10* CFU/ml; Streptococcus spp. igin 102 CFU/ml; S.
uberis i¢in 10° CFU/m; E. coli igin 10* CFU/mI olarak bulundu.

Kontrol amaciyla kullanilan saglikli siit 6rneklerinde 12., 24., 36., ve 48. saatlerde
yapilan kontrollerde Speed Mam Color ™ kitinde herhangi bir renk degisikligi olmadi. Bu

sonuglar negatif olarak degerlendirildi.

3.2 Spesifite ve Sensitivite Belirlenmesi

Duyarlilik ve 6zgiilliigiin belirlenmesi amaciyla her bir hedef bakterinin, Speed Mam
Color™ prospektiisiinde belirtilen tespit limitinin iizerindeki (>10® CFU/ml) farkh
konsantrasyonlar ile kontamine edilmis 25 siit numunesi ve saglikli oldugu bilinen 25 siit
numunesi kullanildi. Her hedef i¢in elde edilen Speed Mam Color™ test kiti sonuglari spesifite
ve sensitivite hesaplamalar1 i¢in altin standart olarak kabul edilen kiiltiir yontemi ile
karsilagtirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2., Cizelge 3.3., Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5.°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Staphylococcus spp. pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolojik Kiiltiir
Sonuglari
Staphylococcus spp.
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitif(P)
Speed Mam Color ™ 25 0
Sonuclar Negatif (N)
egati
J 0 25

Speed Mam Color ™ testinin Staphylococcus spp. spesifitesi %100, sensitivitesi
%100, PPV %100, NPV %100 ve Ac %100 olarak hesaplandi.
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Cizelge 3.3. Streptococcus spp. i¢in pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolojik Kiiltiir
Streptococcus spp. Sonuclari
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitif(P)
Speed Mam Color ™ 23 0
Sonuclari Negatif (N)
egatl
’ 2 25

Speed Mam Color ™ testinin Streptococcus spp igin. spesifitesi %100, sensitivitesi
%92, PPV %100, NPV %93 ve Ac %96 olarak bulundu.

Cizelge 3.4. Streptococcus uberis i¢in pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolojik Kiiltiir
Streptococcus uberis Sonuclari
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitif(P)
Speed Mam Color ™ 23 0
Sonuclari Negatif (N)
egati
° 2 25

Speed Mam Color ™ testinin S. uberis i¢in. spesifitesi %100, sensitivitesi %92, PPV
%100, NPV %93 ve Ac %96 olarak bulundu.

Cizelge 3.5. Escherichia coli i¢in pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolojik Kiiltiir
Escherichia coli Sonuclar
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitif(P)
Speed Mam Color ™ 24 0
Sonuglar: Negatif (N)
egati
° 1 25

Speed Mam Color ™ testinin E. coli igin. spesifitesi %100, sensitivitesi %96, PPV
%100, NPV %96 ve Ac %98 olarak hesaplandi.
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3.3. Testin Dogrulamasi (Verifikasyon)

Bu amagla, toplanan 318 adet subklinik mastitisli siit numunesinin Speed Mam

Color™ test sonuglari altin standart yontem olarak kabul edilen mikrobiyolojik kiiltiir yontemi

ile karsilastirildi. Mikrobiyolojik kiiltiir yontemi sonucunda hedeflenen bakterilerin farkli

kombinasyonlarda tiredigi belirlendi. Bu farkli hedef bakteri iireme kombinasyonlarina iliskin

sonuglar Cizelge 3.6.”da sirasiyla gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Testin dogrulanmasi kapsaminda siit 6rneklerinin mikrobiyolojik kiiltiir ve Speed Mam

Color™” sonuglarinin karsilastiriimasi.

Mikrobiyolojik | >P¢ed Mam
Bakteriler ve Bakteri Kombinasyonlari vl Color ™

Kiiltiir Sonucu

Sonucu

Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S. uberis, E. coli 6 6
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S. uberis 42 42
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. 18 18
Staphylococcus spp. 84 78
Streptococcus spp. 42 30
Ureme yok 126 144
TOPLAM 318 318

Kitin verifikasyonu i¢in yapilan karsilastirmali testler sonucunda her bir hedef bakteri

icin elde edilen spesifite ve sensitivite sonuglar1 Cizelge 3.7., 3.8., 3.9. ve 3.10.’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Staphylococcus spp. igin pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolojik Kiiltiir

S lar
Staphylococcus spp. onuclari
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitifi
Speed Mam Color ™ (P) 144 .
Sonuclan _
Negatif
e 6 120
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Staphylococcus spp. i¢in yapilan verifikasyon ¢alismasinda testte ve kiiltiirde pozitif
¢ikan 144 numune i¢in, testin pozitif kontrol bolmesinde olmasi beklenen renk degisikligi
goriildii. Staphylococcus spp. tiredigi goriilen 144 numuneden 18’inde Staphylococcus spp. ile
birlikte Streptococcus spp. iiredi; 48’inde ise Staphylococcus spp. Streptococcus spp. ve S.
uberis birlikte tirerken, 6 numunede Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S. uberis ve E.
coli birlikte tredigi goriildi. Testin pozitif, kiiltiiriin negatif oldugu numune saptanmadi.
Testin negatif, kiiltiiriin pozitif oldugu 6 numunede kitin pozitif kontrol ve bakteri bdlmesinde
renk degisikligi olmadig1 goriildii. Bu durum testin calismadigi ya da bakterinin miktarinin
tespit limitinin altinda oldugu seklinde degerlendirildi. Yiiz yirmi negatif numuneden 12’inde
testtin pozitif kontrol bolmesinde renk degisikligi goriilmesine ragmen, testin ilgili bakteri
bolmesinde renk degisikligi yoktu ve kiiltiir sonucu da bu numuneler i¢in negatifti. Testte ve
kiiltiirde sonuglar1 negatif olarak degerlendirilen numuneler her bir bakteri i¢in spesifite ve
sensitivite caligmalarin da toplam negatif numune sayis1 olarak ortak degerlendirildi. Yapilan
hesaplanmalar dogrultusunda Speed Mam Color ™ testinin Staphylococcus spp.’yi saptamada
spesifitesi %100, sensitivitesi %96, PPV %100, NPV %95 ve Ac %98 olarak bulundu.

Cizelge 3.8. Streptococcus spp. i¢in pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolojik Kiiltiir
Sonuclari
Streptococcus spp.
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitif]
Speed Mam Color ™ ®) 90 6
Sonuclan .

Negatif

cgatif (N) 18 120

Streptococcus spp. icin yapilan verifikasyon calismasinda testte ve kiiltiirde pozitif
¢ikan 90 numune i¢in her Speed Mam Color Testi’inin kontrol bolmesi pozitif reaksiyon verdi.
Bu numunelerden 30’unda Streptococcus spp. tek basina; 18 numunede Staphylococcus spp.
ile birlikte; 48’inde Staphylococcus spp. ve S. uberis ile birlikte ve 6 numunede
Staphylococcus spp., S. uberis ve E. coli birlikte tiredi. Testin pozitif kiiltiir sonucunun negatif
oldugu 6 siit numunesinde Streptococcus spp. test kitinde tek basina iiredi. Testin negatif,
kiiltiiriin pozitif ¢iktigr 18 numunede, kitin pozitif kontrol bélmesi ve bakteri bélmesi negatif
reaksiyon verirken, kiiltiir sonuglarinda tek basina Streptococcus spp. tiredigi gozlendi. Yiiz
yirmi negatif numuneden 12’inde testtin pozitif kontrol bdlmesinde renk degisikligi

goriilmesine ragmen, testin ilgili bakteri bolmesinde renk degisikligi yoktu ve kiiltiir sonucu
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da bu numuneler icin negatifti. Testte ve kiiltiirde sonuclar1 negatif olarak degerlendirilen
numuneler her bir bakteri i¢in spesifite ve sensitivite ¢aligmalarin da toplam negatif numune
say1st olarak ortak degerlendirildi. Yapilan hesaplanmalar dogrultusunda Speed Mam Color
™ testinin Streptococcus spp.’yi saptamada spesifitesi %95, sensitivitesi %83, PPV %94 ,
NPV %87 ve Ac %90 olarak bulundu.

Cizelge 3.9. Streptococcus uberis i¢in pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolejik Kiiltiir
S lar
Streptococcus uberis onuciari
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitifi
Speed Mam Color ™ (P) 48 0
Sonuclar ]
Negatif
ceant 0 120

S. uberis ‘in iiredigi test ve kiiltiir sonuglarinin pozitif oldugu 48 siit numunesinde
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. birlikte iiredi. Degerlendirmeye alinan diger
bakterilerin iiremedigi goriildii. Testin pozitif, kiiltiiriin negatif oldugu ve testin negatif,
kiiltiirlin pozitif oldugu sonuglara rastlanmadi. Yiiz yirmi negatif numuneden 12’inde testte
kontrol bélmesi ragmen, testin ilgili bakteri bolmesinde renk degisikligi olmad1 ve kiiltiir ise
negatifti. Testte ve kiiltiirde sonuglar1 negatif olarak degerlendirilen numuneler her bir bakteri
icin spesifite ve sensitivite ¢alismalarin da toplam negatif numune sayisi olarak ortak
degerlendirildi. Yapilan hesaplanmalar dogrultusunda Speed Mam Color ™ testinin S. uberis
‘i saptamada spesifitesi %100, sensitivitesi %100, PPV %100, NPV %100 ve Ac %100 olarak

bulundu.

Cizelge 3.10. E.coli i¢in pozitif ve negatif numune sonuglari.

Mikrobiyolojik Kiiltiir
S lar
Escherichia coli onuclari
Pozitif (P) Negatif (N)
Pozitif]
Speed Mam Color ™ (P) 6 0
Sonuclan ]
Negatif
ettt 0 120
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E. coli ireyen, test ve Kkiiltiir sonuglarinin pozitif oldugu 6 siit numunesinde
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., S. uberis birlikte {iredi. Testin pozitif, kiltiiriin
negatif oldugu ve testin negatif, kiiltiirin pozitif oldugu sonuglara rastlanmadi. Yiiz yirmi
negatif numuneden 12’inde testte kontrol bolmesi ragmen, testin ilgili bakteri bélmesinde renk
degisikligi olmadi ve kiiltiir ise negatifti. Testte ve kiiltiirde sonuglar1 negatif olarak
degerlendirilen numuneler her bir bakteri i¢in spesifite ve sensitivite ¢aligmalarin da toplam
negatif numune sayis1 olarak ortak degerlendirildi. Yapilan hesaplanmalar dogrultusunda
Speed Mam Color ™ testinin E. coli ‘yi saptamada spesifitesi %100, sensitivitesi %100, PPV
%2100, NPV %100 ve Ac %100 olarak bulundu.
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4. TARTISMA

Ineklerde mastitise 140’tan fazla mikroorganizma neden olmaktadir. Bu nedenle
mastitisten sorumlu etkenin 6nceden bilinmesi, etkili bir tedavi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Ciinkii mikroorganizmalara kars1 kullanilacak antibiyotik, antibiyotik uygulama yolu, tedavi
siiresi ve hastaligin prognozu birbirinden farklilik géstermektedir. Ornegin meme ici tedavi
bazi patojenlerinin neden oldugu mastitislerin tedavisinde basarisiz olmaktadir (S. aureus’un
neden oldugu kronik mastitislerde ve Gram negatif bakterilerin neden oldugu orta siddetteki
Klinik mastitislerde) (Berkema vd., 1999). S. uberis ve S. aureus 'un neden oldugu meme igi
enfeksiyonlarda tam bir bakteriyolojik iyilesme icin tedavi siiresi uzun tutulmalidir.
Mikoplazma tiirleri, mantar ve koliform grubu bakterilerin neden oldugu orta dereceli
mastitislerde ve S. aureus kaynakli kronik mastitislerde, tedavi genellikle basarisiz olmaktadir.
Sonu¢ olarak her ne kadar saha sartlarinda mastitise neden olan mikroorganizmalarin
izolasyonu ve antibiyotik duyarhilik testleri yapilmamakla birlikte, tedavinin basarisi;
patojenin bilinmesi ve ona yonelik spesifik bir tedavi plan1 olusturulmasiyla yakindan

iliskilidir (Bastan, 2019).

Mastitis, ¢cok sayida bakterinin neden oldugu ve tedavi basarisinin bir¢ok faktdrce
etkilendigi bir hastaliktir. Patojenlerin virulens faktorleri, memenin hangi bdliimiinde
enfeksiyon olusturdugu, sistemik bir semptom sekillendirme potansiyeli, subklinik
enfeksiyonun siiresi ve kendiliginden iyilesme oranlar1 birbirinden farklidir. Ornegin Gram
pozitif patojenlere (S. aureus) bagh klinik mastitislerin tedavi basart olasiligi %25, ¢evresel
streptokoklar ve koagiilaz negatif stafilokoklarin %65-70, E. coli’ye bagl enfeksiyonlarda ise
%75’ten fazladir. Klinik mastitislerin %25-40’1nda klinik semptomlar gériilmesine ragmen,
mikrobiyolojik olarak negatiftir. Isletmelerin bircogunda klinik mastitise E. coli neden
olmakta ve bu bakteriye bagl mastitislerin 2/3’iinde yangisal semptomlar sadece memede
goriilmektedir. E. coli’ye bagl sekillenen orta siddetteki klinik mastitislerde enfeksiyon
memenin kanal ve meme bezi sisternasindaki siiperfisiyal mukoza yiizeyinde
sekillendiginden, kendiliginden iyilesme orani oldukga yiiksektir. E coli disinda klinik
mastitise neden olan diger onemli patojen gevresel streptokoklardir. Bu grup bakterilerden S.
dysgalacatia’ya bagli mastitisin, S. uberis gore kendiliginden iyilesme sans1 daha yiiksektir.
Cevresel streptokok tiirli bakterilerin meme i¢i antibiyotige yanitlar1 oldukca fazladir,
kendiliginden iyilesme orami diisiiktiir ve antibiyotik tedavisi yapilmadiginda niiks olasilig

yiiksektir (Cheng vd., 2020; Dalanezi vd., 2020).
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Ineklerde meme ici enfeksiyonlar genellikle bakterilere baghdir. Meme igi
enfeksiyonlarin tedavisinde degisik tedavi yontemleri dnerilmekle birlikte, en kabul gdren
tedavi sekli antibiyotiklerin kullanilmasidir. Son 10-15 yilda ¢ok sayida antibakteriyel ilaca
kars1 diren¢ kazanan patojenlerin sayisinda 6nemli oranda artis olmustur, insan ve veteriner
hekimlikte bakterilerin antimikrobiyal ilaglara karsi diren¢ problemi biyiiyerek devam
etmektedir. iki bin-6n dért yilinda Ingiltere Hiikiimetinin kurdugu bir komisyon raporunda her
yil yaklasik 700.000 insanin enfeksiyondan antibiyotik ¢oklu-direnglilik nedeniyle oldiigi,
2050 yilinda 6zellikle ekonomik olarak az gelismis iilkelerde bu saymnin her yil 10.000.000’a
cikacagi ongoriilmektedir. Bu nedenle diinya saghk orgiitii ve degisik iilkeler ve ilgili
kuruluslar konunun 6nemine dikkat ¢cekmeye ve antibiyotik direngliligi 6nlemek iizere bir dizi
onlemler almaya baslamislardir. Ornegin Almanya’da 2011-2015 yillar1 arasinda antibiyotik
kullanimi, %53 azaltilmistir (Bastan, 2019).

Hayvanlarda ve insanlarda enfeksiydz hastaliklarin tedavisinde benzer grup
antibiyotikler kullanilmaktadir. Oysa insanlarda kullanilan antibiyotikler, hayvanlar i¢in
kullanilmamalidir. Avrupa flag Ajansi insan saglig1 icin kritik dnemine gore antibiyotikleri 3
gruba ayirmistir. Birinci grupta, insan saglig1 i¢in az veya siirli risk tasiyan antibiyotikler,
ikinci grupta insan sagligi icin kritik 6nemi olan, ayni zamanda insanlarda oldugu gibi
hayvanlarda da kullanilan antibiyotikler yer almaktadir. Bu grupta yer alan antibiyotikler;
fluorokinolonlar, ti¢iincli ve dordiincii kusak sefalosporinlerdir. Bu grup ilaglardan 6zellikle
sefalosporinler, lilkemizde de yaygin sekilde kullanilmaktadir. Sefalosporinler birgok iilkede
Klinik mastitis tedavisinde ilk se¢im olarak disiiniilmektedir. Fluorokinolonlar ve {i¢iincii-
dordiincii kusak sefalosporinler, hatta kismen makrolidler insan saglig1 acisindan en kritik

antibiyotiklerdir (Bastan, 2019).

Siit¢ii ineklerde antibiyotikler, bircok enfeksiy6z hastaligin tedavisinin yanisira klinik
ve subklinik mastitisler ile kuru donem tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Bu amagla genellikle
sefolosporinler (sefasetril, sefaleksin, sefapirin, sefaperazon), aminoglikozidler (gentamisin,
neomisin, kanamisin), makrolidler (spiramisin), linkozamidler (linkomisin), beta-laktamlar
(amoksisilin, kloksasilin, penisilin) ve beta-laktamaz inhibitorleri ile kombine beta-laktamlar
(amoksisilin klavulanik asit) tercih edilmektedir. Antibiyotiklerin sik kullanilmasi, antibiyotik

direng gelisimi riskini artirmaktadir (Heringstadt vd., 2020).

Cevresel patojenlere bagli meme i¢i enfeksiyonun bazisi antibiyotik ile bagarili sekilde
tedavi edilir iken, bazilar1 tedavi edilememektedir. Biiyiik isletmelerde meme igi

enfeksiyonlardan izole edilen bakteri tipinin degismesi, yeni bir tedavi protokoliiniin
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olusturulmasi zorunlulugunu dogurmustur. Bu nedenle klinik mastitise neden olan patojen
belirlenmeden asla tedaviye baslanmamalidir. Once klinik mastitisli meme lobundan siit
ornegi alinir ve sorumlu patojen tespit edilir. Enfeksiyondan sorumlu patojenin tespitinde,
ciftliklerde uygulanabilen hizli testlerden yararlanilir, bu testlerle 24 saat iginde sonug
alimmaktadir. Klinik mastitislerin saha sartlarinda teshisi amaciyla kullanilan yontemler;
Minnesota Easy Kiiltiir Sistem II, 3M Petri Sistem, Accumast, CHROMagar Mastitis ve Dry
Kiltiir Medyumudur. Minnesota Easy Kiiltiir Sistem II, saha kiiltiir sistemi olup, kiiltiir
sisteminde MacConkey agar (Gram negatif bakteriler bu agarda iirer) ve Gram pozitif
bakterilerin (stafilokoklar, streptokoklar ve streptokoklara benzeyen bakteriler) tiremesi igin 2
selektif kiiltiir medyumu bulunmaktadir. Bu sisteme alternatif Tri-Plate sistem gelistirilmistir.
Tri-Plate sisteme Bi-Plate sistemden farkli olarak streptokoklar ve streptokok benzeri
bakterilerin iiremesi i¢in 3. bir selektif agar (MTKT agar) eklenmistir. Bakteri kiiltiiriinde
enfekte memeden E. coli veya K. pneumonie (her ikisi de Gram negatif bakteridir) izole
edilirse antibiyotik kullanmaya gerek duyulmaz, ilgili meme lobu izlenir, gerek goriildiigiinde,
sadece destekleyici tedavi yapilir. Sayet meme i¢i enfeksiyondan Gram pozitif bir bakteri izole
edilirse, o zaman yukarida belirtilen konvansiyonel yontemde 6nerilen protokol uygulanir

(Griffonen vd.,2018; Elbehiry vd., 2016; Adkins vd., 2018).

Klinik mastitislerde enfeksiyondan sorumlu patojenin Onceden belirlenmesiyle
antibiyotik kullanimi azaltilabilir ve bu durum isletmeye 6nemli ekonomik yararlar saglar.
Sonug¢ olarak; klinik mastitislerde ilgili meme lobunda yangiya neden olan patojen
belirlendikten sonra tedaviye baglanmasinin hem ekonomik hem de tedavi seklinin
belirlenmesinde 6nemli yararlar1 vardir. Bu nedenle klinik mastitislerde (¢ok siddetli degil ise)
yapilacak ilk islem; mastitise neden olan patojenin tespiti olmalidir. Inegin yasam
parametrelerinin ciddi derecede etkilendigi durumlarda acilen destekleyici tedaviye
baslanmalidir. Mastitis patojenlerinin tespiti i¢in altin standart olarak kabul edilen
bakteriyolojik kiiltiir standart bir laboratuvarda veya ¢iftlik sartlarinda yapilabilir. Standart
laboratuvarlarda bireysel veya tank siitii 6rneklerinden standart besi yerine ekim yapilir ve

inkiibasyondan sonra iireyen bakteri veya bakteriler belirlenir (Jong vd., 2023).

Stit kiiltiirii yapacak laboratuvarlarin giiniin her saati agik olmamasi, hafta sonu kapali
olmas1 ve konvansiyonel yontemde sonuglar icin asgari 48 saat gibi bir zamana ihtiyac
duyulmasi, mastitise neden olan mikroorganizmalari ¢iftlik kosullarinda belirleyebilen hizli
yontemlerin gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Bu amagla da giftlikte bakteriyolojik kiiltiirlerin
yapilabilecegi yontemler (on-farm culturing) gelistirilmistir. Bu sistem basit bir sistemdir, bir

ciftlikte ucuz bir inkiibator ve steril swapin olmasi test i¢in yeterlidir. Bu amagcla bir inkiibator
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ve kiiltiir medyumu alinmalidir. Bu sistemlerde kiiltiir medyumu olarak Speed Mam Color,
Accumast, Minnesota Tri-plate sistem ve Bi-plate sistem MacConkey agar kullanilmaktadir.
Bu iki sistemden birine yapilacak ekimde mastitisin Gram negatif veya pozitif bakterilerden
mi kaynaklandig1 kolaylikla belirlenebilir. Kiiltiir sonucunda Gram negatif bakteriler izole
edilir ise antibiyotik kullanimina gerek yoktur, Gram pozitif bakteriler izole edilirse
konvansiyonel tedavi yontemi uygulanir. Bu sistem sayesinde gereksiz antibiyotik kullanimi

Onlenmis olur (Bastan, 2019).

Glinlimiizde on-farm culturing sistemlerin kullanilmasi yayginlagsmaya baglamistir.
Bu kiiltiirleri kullanmanin en 6nemi avantaj1 saha kosullarinda uygulanabilir olmalaridir. Bu
sistemlerin dezavantaji ise spesifite ve sensivitelerinin degiskenlik géstermesi ve sonuglarin

yorumlayiciya gore degismesidir.

Yapilan bir c¢alismada ise klinik mastitis siit sigirlarinin en yaygin ve pahali
hastaliklarindan biri oldugu, selektif bir tedavi karar1 vermek i¢in neden olan patojeni bilmek
onemine dikkat ¢ekilmis ve klinik mastitis vakalarinin yaklagik %30’ unda bakteri iiremesinin
tespit edilemedigi belirtilmistir. Tedavi protokoliinii belirlemeden énce mastitise neden olan
patojenin Gram pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu bilmenin 6nemli oldugu bildirilmistir.
Bu amagla mastitis patojenlerini ¢iftlik sartlarinda belirleyen 3M Petrifilm™ (iir{intiniin klinik
tanida 24 saatlik hizl teshis olarak kullanilip kullanilmayacagini, geleneksel mikrobiyolojik
teshis yontemiyle kargilagtirmiglardirlar. Calisgmada Aerobic Count (AC)-Petrifilm™ ve
Coliform Count (CC)-Petrifilm™, klinik mastitis vakalarindan alinan numunelerdeki toplam
bakteri sayisin1 ve Gram-negatif bakterileri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Her iki plakada da
yetersiz bakteri tiremesi, bakteri tespiti yapilmamasi seklinde siniflandirmislar, yalnizca AC-
Petrifilm™ {izerindeki biiyiime Gram-pozitif olarak degerlendirilmis ve her iki Petrifilm™
plakasindaki biiyiime de Gram-negatif bakteri biiylimesi olarak kabul edilmistir. Ayrica siit
ornekleri referans yontem olarak kabul edilen konvansiyonel mikrobiyolojik tan1 yontemiyle
analiz edilmistir. Genel olarak klinik mastitis vakalarindan 616 6rnek analiz edilmis, referans
yontemi kullanilarak numunelerin sirasiyla %32,6, %20,0, %2,5, %14,1 ve %1,1’inde Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriler, karisik bakteri tiremesi, kontamine numuneler ve maya
belirlenmis, Orneklerin = %29,7’sinde  mikrobiyolojik iireme tespit edilememistir.
Oysa Petrifilm™ konsepti kullanilarak kiiltir negatif numunelerin %59’unda bakteri
tiremesi tespit edilmis, Petrifilm™’in Gram pozitif ve Gram negatif MCP’ye yonelik
duyarliligr sirasiyla %85,2 ve 9%89,9 olarak bulunmustur. Spesifite Gram pozitif i¢in
%75,4 ve Gram negatif bakteriler igin %488,4, kiiltiir negatif Oornekler i¢in duyarlilik
%41,0 ve oOzgiillik %91,0 olarak tespit edilmistir. Arastiricilar sonuglarin Petrifilm™
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yonteminin ¢iftlik diizeyinde mastitis tedavisine karar verme ic¢in uygun oldugunu

agiklamiglardir (Erika vd., 2016).

Yapilan bir baska calismada, iki farkli altin standart yaklasimi kullanarak siit
ineklerinde klinik mastitis ile iligkili patojenlerinin tanimlanmasi igin ¢iftlik i¢i kiiltiir
sistemini degerlendirmeyi amaglanmis, kiiltiir sisteminin etkinligini standart laboratuvar
kiiltiirii ve 16S rRNA dizilimi yontemiyle karsilagtirilmigtir. Bu amagla mastitisli meme loblari
(n=538), 3 segici kromojenik ortam (Accumast—FERA Animal Health LCC, Ithaca, NY)
igeren tek bir plaka kullanilarak ciftlikte ve bir referans laboratuvarinda kiiltiire etmislerdir.
Dogruluk, duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif (PPV) ve negatif tahmin degeri (NPV), ¢alisma 1°de
standart laboratuvar kiiltiiriine gore 16S rRNA siralama sonuglarina gére hesaplanmistir.
Accumast’m genel dogrulugu %84.,9, benzer sekilde Gram-negatif bakterilerin,
Staphylococcus spp. ve Streptococcus spp.’nin tanimlanmasinda dogruluk sirasiyla %96,4,
%93,8 ve %91,5 bulunmustur. Duyarlilik, 6zgiilliik, PPV ve NPV, E. Coli tanimlamasi igin
%75,0, %97,9, %79,6 ve %97,3, S. aureus i¢in %100, %99,8, %87,5 ve %100, %70, %95
olmustur. Diger Staphylococcus tiirleri i¢in %45,7 ve %98,1 ve Streptococcus tiirleri igin %690,
%92,9, %91,8 ve %91,2’dir. Calisma 2’de Accumast PPV sirasiyla E. Coli igin %96,7,
Enterococcus spp. igin %100, diger Gram negatifler i¢in %100, Staphylococcus spp. igin
%88,2 ve Streptococcus spp. igin %95 bulunmustur. Arastiricilar ¢alisma sonucunda
Accumast, sirastyla %82,3 ve %89,9 genel duyarlilik ve 6zgiilliik sunan, mastitis ile iligkili
patojenlerin ¢iftlikte tanimlanmasi i¢in kullanilabilecek bir test olarak belirtilmistir (Royster

vd., 2016).

Baska bir ¢alismada ise birinci amag olarak Minnesota Universitesi Uglii Plakas1 ve
3M Petrifilm Staph Express (STX) Sayim Plakasinin mikrobiyolojik sonuglarini, S. aureus ‘un
neden oldugu klinik mastitisin tanimlanmasina yonelik standart kiiltiir teknikleriyle
karsilastirmak, ikinci amag¢ olarak ise iicli plakanin Streptococcus spp.’yi ayirt etme
yetenegini diger Gram-pozitif organizmalardan degerlendirmek olarak agiklanmistir. Testlerin
ilgili patojenleri dogru tanimlamalarin1 belirlemek icin klinik olarak pozitif mastitisli siit
numuneleri (n = 282) kullanilmis, Tri-plate yonteminin duyarliligi %97,9 ve 6zgiilliigii %81,8,
Petrifilm’in duyarlihigmi ise %92,1, ozgiilligi ise %93,1 olarak agiklamiglardir (Lago and
Godden, 2018).

Bir baska ¢alismada Speed Mam Testi’nin mastitis patojenlerini saptama etkinligi

konvansiyonel yontemle karsilastirilmig, konvansiyonel yontemde bakteri iireyen 6rneklerin
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%96°s1 Speed Mam Color testinde pozitif ¢ikmistir. Bu sonug, hizli test sonuglar ile klasik
bakteriyolojik analiz arasinda ¢ok iyi bir korelasyon %96 oldugunu ve dolayisiyla meme igi
enfeksiyonlarin tanimlanmasinda kullanilan bu testin giivenilirliginin yiliksek oldugunu

bildirmislerdir (Saidi vd., 2019).

Jones vd., bakterileri tanimlamak ve siit drneklerinden antibiyotik duyarlilik testi
bilgileri saglamak i¢in tasarlanmig bir ¢iftlik testi olan Mastatest’in performansini, standart
mikrobiyolojik kiiltiir yontemleriyle karsilagtirmig, bu amagla klinik mastitis vakalarindan
alinan toplam 292 siit 6rnegi incelenmis ve her iki testin etkinligi degerlendirmislerdir.
Calisma sonucunda Mastatest’in tiim patojenlere karsi tahmini duyarliligt ve o6zgilligi
strastyla %94,6 ve %72,1; standart kiiltiirde ise %90,5 ve %73,9 olarak aciklanmistir (Jones
vd., 2019).

Bu tez ¢alismasi 6nemli mastitis patojenlerinin tanisinda kullanilan Speed Mam Color
testinin duyarliligini ve 6zgiilliigiinii altin standart olarak kabul edilen klasik mikrobiyoloji

yontemiyle karsilagtirarak belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir.

Tez calismast sonuglarina gore ise Speed Mam Color ™ testinin Staphylococcus
spp.’yi saptamada spesifitesi %100, sensitivitesi %96, Streptococcus spp.’yi saptamada
spesifitesi %95, sensitivitesi %83, S. uberis ‘i saptamada spesifitesi %100, sensitivitesi %100

ve E. Coli ‘yi saptamadaki spesifitesi %100, sensitivitesi %100 olarak bulunmustur.

Mastitise neden olan patojeni bilmek, mastitisin kontrol altina alinmasina yonelik
stratejilerin gelistirilmesi agisindan son derece 6nemlidir. Klinik mastitise neden olan patojeni
bilmek selektif tedaviye imkan verir. Bu durumda antibiyotik kullanimi nedeniyle maliyetler
ile tedavi goren inek sayis1 azalir, daha az oranda siit dokiiliir ve antibiyotik direnclilik gelisme
riski azalir. Patojene yonelik tedavi, mastitis patojenlerinin hizli ve dogru tanimlanmasina
esasina dayanir. Speed Mam Color Test (giftlikte kulllanilabilen bir kiiltiir sistemidir),
veteriner hekimlerin ¢iftlik kosullarinda klinik mastitis ile iligkili baslica bakterileri basit bir
sekilde tanimlamasini saglamak {izere tasarlanmis bir testtir. Bu test kullanilarak
tanimlanabilen mikroorganizmalarin spektrumu hem Gram pozitif hem de negatif patojenler
ile Mycoplasma spp.’yi kapsar. Bu bakteriler siit¢ii inek irklarinda mastitis olgularinda sik
izole edilen mikroorganizmalardir. Speed Mam Color ™ testinin subklinik mastitis
Staphylococcus spp.’yi saptamada spesifitesi %100, sensitivitesi %96, Streptococcus spp.’yi
saptamada spesifitesi %95, sensitivitesi %83, S. uberis ‘i saptamada spesifitesi %100,
sensitivitesi %100 ve E. Coli ‘yi saptamadaki spesifitesi %100, sensitivitesi %100 olarak

bulunmustur. Bu sonuglar, subklinik mastitis ile iligkili patojenlerin ¢iftlikte tanimlanmasi,
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hedefe yonelik tedavi protokollerinde karar verilmesi ve patojen prevalansinin belirlenmesinin

bu kiltiir sisteminin kullaniminin 6nemini desteklemektedir.

Mastitiste rol oynayan bulasic1 patojenlerin kontroliinde biiyiik ilerlemeler, sagim
hijyeni ve yonetim uygulamalarimin iyilestirilmesi yoluyla elde edilmistir. Bununla birlikte, S.
aureus’un neden oldugu meme i¢i enfeksiyonlar bir sorun olmaya devam etmektedir ve bu
patojene bagl enfeksiyonlar siirii i¢inde kontrol altinda tutmak i¢in siirekli gézetim, agresif
antibiyotik tedavisi ve enfekte ineklerin siliriden ¢ikartilmasi veya kesime gonderilmesini
gerekir. Ciftlik ici kiiltiir sistemleriyle, siirii igindeki mastitisli ineklerde bakterilerin Gram
pozitif ve negatif olarak veya 24 ila 32 saatlik inkiibasyondan sonra biiylime yok seklinde
karakterize etmek miimkiindiir. Oysa renk degisimi esasina dayanan testlerde kapsamli
mikrobiyoloji egitimi olmayan okuyucular tarafindan cins ve/veya tiir diizeyinde siniflandirma
yapilmaya ¢alisildiginda tutarsiz sonuglar elde edilmektedir. Ornegin, Minnesota Universitesi
Tri-plate’in simirli  mikrobiyoloji  egitimi olan 4 okuyucu tarafindan S. aureus’un
tanimlanmasina yonelik duyarlilig1 ve 6zgilliigi sirasiyla %43,2 ila %59,1 ve %93,8 ila %95,9
arasinda degismektedir. Kapsamli mikrobiyoloji egitimi olmayan 2 okuyucunun S. aureus’u
tanimlamak i¢in ayn1 sistemi kullandig1 baska bir calismada, duyarlilik %52 ile %78 arasinda
ve Ozglllik %92 ile %98 arasinda degismistir. Benzer sekilde, diger arastirmacilar Gram
negatif bakterilerin, stafilokoklarin ve diger Gram pozitif bakterilerin tanimlanmasi i¢in farkli
bir t¢lii plaka kullanmislar ve S. aureus’un tanimlanmasinda %65 ve %94°lik duyarlilik ve
Ozgiillik elde edilmistir. Oysa bu tez calismasinda Speed Mam Color Test’in kullanimi,
standart mikrobiyolojik muayene sonuglariyla Kkarsilastirildiginda saha kosullarinda

Staphylococcus spp.’yi saptamada spesifitesi %100, sensitivitesi %96 bulunmustur.

Speed Mam Color Test’in kullanimi, standart laboratuvar kiiltiirii ile karakterize edilen
tiirden bagimsiz olarak streptokoklarin tanimlanmasinda yiiksek genel duyarlilik ve 6zgiilliige
sahipti. Bu test Streptococcus spp.’nin tanimlanmasinda Speed Mam Color Test plakalarinin
spesifite ve sensivitesi bu konuda daha once yapilan ¢alisma ¢alisma sonuglariyla benzer
nitelikteydi. Bu sonug¢ Speed Mam Color Testi’nin Streptococcus spp. bakterileri tanimlamada
basariyla kullanilabilecegi sonucunu dogurmustur. Suojala vd., (2013), inek mastitisine neden
olan E. coli’nin tedavisini degerlendiren ¢alismalardan verileri derlemis ve hafif ve orta
dereceli klinik mastitislerde meme i¢i antibiyotik tedavisinin 6nerilmemesi gerektigi sonucuna
varmiglardir. Bu nedenle 6ncelikle E. coli ile enfekte olmus mastitisli ineklerin belirlenmesi,
antibiyotik kullaniminin azaltilmasina yonelik kritik bir adimdir. Bu aragtirma sonuglarina
bakildiginda da da Speed Mam Color Test’in E. coli’yi tanimlamadaki dogrulugu yiiksekti.

Bu sonug¢ Suojala vd., (2013) bulgulariyla uyumlu, fakat Accumast testinin sonuglarindan
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yiikksek bulunmustur. Bu durum test iginde kullanilan spesifik medyumlardan, 6rnekler
icindeki bakteri sayisindan veya 6rneklerin subklinik veya klinik mastitisli meme loblarindan

aliip alinmadigindan kaynaklanmis olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasi bulgulari 1s181nda;

1. Speed Mam Color ™ Kitine ait tespit limiti sonuglar1 Staphylococcus spp. igin 10*
CFU/ml; Streptococcus spp. i¢in 10° CFU/mI; S. uberis i¢in 10° CFU/ml; E. coli igin 10*
CFU/ml olarak bulundu.

2. Speed Mam Color Test’in 6nemli mastitis patojenlerinin tanisinda yiiksek spesifite
ve sensitiviteye sahip oldugunu ve bu nedenle 6nemli mastitis patojenlerinin tanisinda giivenle
kullanilabilecegi,

3. Bu test ile mastitis patojenlerinin kisa siirede belirlenebilecegi,

4. Test sonuglar1 dikkate alindiginda mastitisin segici tedavisi, hafif ve orta dereceli
vakalarin  tedavisinde antibiyotik kullaniminin  azaltilarak ekonomik tasarruflar
saglanabilecegi, antibiyotik kullaniminin azaltilmasi ayni zamanda siitteki kalint1 riskini
azaltabilecegi ve de antibiyotik direnglilik riskinin azaltilabilecegi,

4. Patojenin bilinmesinin spesifik tedavi ile tedavi etkinligini artirabilecegi sonucuna

varilmustir.

Siitiin bakteriyolojik muayenesi i¢in ¢iftlik i¢i bir sistemin kullanilmasi, ciftliklerde
mastitise neden olan bakteri tiiriiniin kisa siirede belirlemesine olanak tanir. Patojenin
belirlenmesinin kisa siirede yapilmasi veteriner hekimlerin antibiyotik se¢iminde yol gosterici
olabilir ve dogru antibiyotik se¢imi tedavi basar1 sansin1 énemli oranda etkilemektedir. Tez
calismasinin sonuglari, siitliin bakteriyolojik kiiltiirii i¢in ¢iftlik i¢i bir sistemin kullanilmasinin
antibiyotik sec¢imini etkileyebilecegini ve mastitis tedavisi i¢in antibiyotik kullaniminin
azalmasina neden olabilecegini gostermistir. Mastitis tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin
(veteriner hekimlikte kullanilan antibiyotiklerin %38’i mastitis tedavisi ve korunmada
kullanilmaktadir) miktarini en aza indirmek ¢iftlik ekonomilerine 6nemli faydalar saglayabilir.
Ciinkii ciftliklerde 6nemli oranda antibiyotik kullanimi s6z konusudur. Ayrica antibiyotik
kullaniminin azaltilmasi, siitiin gereksiz yere atilmasini onleyecek ve tedavi maliyetlerini
azaltarak siit isletmeleri i¢in 6nemli bir ekonomik etki saglayacaktir. Azalan antibiyotik
kullanimu siitte kalint1 olasiligin1 da azaltacaktir. Bakteriyolojik kiiltlir sonuglarinin antibiyotik
tedavi secenekleri igin bir yol gosterici olarak kullanilmasinin da tedavi sonuglarim

iyilestirmesi beklenebilir.
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