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ONSOz

Mastitis, sut sigir1 yetistiriciliginde siklikla karsilagilan, st verimini ve hayvan
saghigmi olumsuz etkileyen, dolayisiyla da ekonomik kayiplara yol acan enfeksiyonlarin
basinda gelmektedir. Sigir mastitisiyle ilgili bircok arastirma yapilmasina ragmen, hastalik
halen st endustrisinin ekonomik bir problemi olmaya devam etmektedir. Mastitis hayvan
saghiginda oldugu kadar insan saghiginda da 6nemli sorunlara yol acabilmektedir. Hayvan
saglhiginda fonksiyonel meme lobundaki kayiplar, sut veriminde azalma ve 6liimlere neden
olmaktadir. insan saghgini ise disik kalitede siit/sit Griinleri ve siitte antibiyotik kalintilariyla
olumsuz olarak etkilemektedir. St isletmelerinde giderleri arttirarak ve siit veriminde belirgin
bir azalmaya sebep olarak 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Mastitis hastaliginda
mikrobiyel faktorler biylk rol oynamaktadir. Bu mikrobiyal faktorler igerisinde cevresel
mastitis etkeni olan P. aeruginosa ise gerek c¢ok fazla arastrilmamas: gerekse de
antibiyotiklere olusturdugu direng agisindan énemli bir yer tutmaktadir. Mastitis vakalarmin
blylk bolumd siklikla kullanilan antibiyotiklere olumlu yanit vererek iyilesme gosterirken,
bir b6limi de sahada ¢okga kullanilan antibiyotiklere karsi direncli olmasi sebebiyle olumsuz
yamt vermekte ve durumu icinden c¢ikilamaz hale getirerek hem serbest veteriner
hekimlerimizi hem de yetistiricilerimizi zor durumda birakabilmektedir. Bu ¢alismada Aydin
ilinde gorulen sigirlarin klinik mastitislerinden, antibiyotiklere karsi direncli bir cevresel
mastitis etkeni olan Pseudomonas asaeruginosa’nin izolasyonu ve izole edilen etkenlerin

antibiyotiklere duyarliliklarmin saptanmasi amaglanmaistir.

Calisma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri tarafindan
VTF-14030 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS
1.1 Mastitis

Mastitis, bir veya birden fazla meme lobunda olusan yangiy: ifade eder. Genellikle
bakteriyel veya mikotik patojen etkenlere bagl olarak sekillenen kelime olarak Latince
meme anlamina gelen “mastos” ve yangi anlamina gelen “itis”ten tdretilmistir (Jayarao
2004).

Tlm dunyada, st sigircihigini etkileyen en maliyetli hastalik olmasi mastitisin
onemini ortaya koymaktadir (Jayarao 2004). Sigir mastitisiyle ilgili birgcok arastirma
yapilmasina ragmen, hastalik halen stt endistrisinin ekonomik bir problemi olmaya devam
etmektedir (DeGraves ve Fetrow 1993, Hillerton 1996). Mastitis hayvan saglhiginda oldugu
kadar insan saghiginda da oOnemli sorunlara yol agabilmektedir. Hayvan sagliginda
fonksiyonel meme lobundaki kayiplar, sut veriminde azalma ve o6limlere neden
olmaktadir. Insan sagligmni ise diisiik kalitede sit/sut driinleri ve sitte antibiyotik
kahntilartyla olumsuz olarak etkilemektedir (Jayarao 2004). St isletmelerinde giderleri
arttirarak ve st veriminde belirgin bir azalmaya sebep olarak énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Mastitis hastaliginda mikrobiyel faktorler blyik rol oynamaktadir.
Normal kosullarda st inekciligi isletmelerinde yilda ortalama % 30-35 oraninda mastitis
olgusu gorilmektedir (Bademkiran ve ark 2005). Ekonomik kayiplar, Gretimde dusiis,
artan degistirme (slriden ayiklanma sonucu), atilan sut, ilag, veterinerlik ve isgici
maliyetleri sonucu sekillenmektedir. Kayiplar hastaligin hem subklinik hem de klinik

formlarinda gorilmektedir (Smith ve Hogan 2001).

Sat inekgiliginin yapildig:r isletmelerde en sik rastlanilan problem mastitis’tir.
Ortalama her 100 inekten 17’sinde bulunmustur. Yorelere gore degismekle birlikte yurt
capinda % 5-53 arasinda olup, mastitisin yurdumuz inekgiliginde ne kadar 6nemli bir sorun
oldugu gorulmektedir (Aydin 1989, Jayarao 2004).

Sigirlarda mastitis etkenleri bakteriler, mantarlar, mayalar, mycoplasmalar ve
yaklasik % 28’i (Jayarao 2004) de identifiye edilemeyen etkenlerden olusmaktadir
(Mustafa 2003, Jayarao, 2004, Keskin 2011).

Mastitisler etkenin kaynagina gore, kontagiyoz (bulasici) ve cevresel olmak zere
ikiye ayrilmaktadir (Mustafa 2003, Jayarao 2004, Keskin 2011).



Kontagiy6z mastitis hayvandan hayvana veya bir meme lobundan digerine bulasma
ile olusur. Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Corynebacterium sp. ve Mycoplasma
turleri baslica etkenlerdir (Crist ve ark 1997, Ruegg 2001, Bradley 2002, Mustafa 2003,
Jayarao 2004, Keskin 2011).

Cevresel mastitis hayvanin yasadigi ortamda (su, toprak, gubre, ahir vs.) bulunan
bakterilerin laktasyon ve kuru donemde olusturdugu enfeksiyondur. Daha c¢ok klinik
mastitise neden olur. Gram negatif bakterilerden Enterobactericeae (Escherichia coli,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Serratia sp., Proteus sp.), Pseudomonas sp., cevresel
Streptococcus sp. (baslica Streptococcus uberis daha seyrek olarak Streptococcus
dysagalactia) ve Enterococcus faecalis rol oynar. Yaz mastitisinden sorumlu ve sineklerin
tastyiciligimi yaptigir Actinomyces pyogenes (Arcanobacterium pyogenes) ve Mycoplasma
turleri (Mycoplasma bovis) de bu tip mastitiste rol oynar (Crist ve ark 1997, Ruegg 2001,
Bradley 2002, Mustafa 2003, Jayarao 2004, Keskin 2011). Ayrica tuberkiiloz etkenleri,

Proteus, Leptospira, Listeria ve Brucella turleri de mastitise neden olmaktadir.

Infeksiyonun klinik formlarina bakildiginda; mikroorganizma meme bezini enfekte
ettikten sonra buraya yerleserek hizli bir sekilde ¢cogalmaya baglar ve bunu konak-patojen
iliskisine bagli olarak cesitli klinik bulgular takip eder. Konak immun cevabinin basarisiz,
antibiyotik tedavisinin yetersiz oldugu durumda etken meme bezine kolonize olur ve
mastitis sekillenir (Vehmas ve Sandholm 1995, Tmanova 2003). Sonug olarak da yangmin
klinik bulgular1 olan siskinlik, renk degisimi, 1s1 artis1 ve agr1 gelisir. Klinik semptomlar
perakut, akut, subakut ve kronik formlar halinde karakterize edilir. Klinik mastitis
durumlarinda sutteki degisimler (pihti, renk degisimi, kan gortlmesi vb.) agiga cikar. Ates,
anormal sekresyon, istah kaybi, stt tretiminin azalmas: akut mastitis durumlarinda gortlen
ilave klinik bulgulardir (Sandholm 1995, Tmanova 2003).

Mastitisler klinik seyirlerine gore klinik (% 5-10) ve subklinik (% 90-95) olarak
smiflandirilirlar (Jayarao 2004).

1.2. Klinik Mastitisler
Perakut Mastitis

Memede kesintiye ugrayan fonksiyonlar (sit veriminde azalma, sitin

kompozisyonunda degismeler) ve sistemik belirtilerle (meme lobunda agri-sertlesme-
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asimetri, yiiksek ates, depresyon, dehidrasyon, titreme, rumen motilitesinde azalma, istahin
kaybolmasi, canli agirhik kaybi) ortaya ¢ikan tam bir yangiyla karakterize klinik mastitis
tipidir. Septisemi ve toksemi gelisebilir. Perakut mastitiste, sistemik belirtiler sit ve
memedeki belirtilerden daha fazla 6ne ¢ikmaktadir. Enfekte meme lobundaki sttiin fiziksel
gorunumi ser6z, sarimtirak karakterde olabilir (Deveci ve ark 1994, Crist ve ark 1997,
Mustafa 2003, Jayarao 2004, Anon 2014).

Akut Mastitis

Perakut mastitise gore daha az sistemik belirtilerle seyreden klinik mastitis tipidir.
Enfekte meme lobundaki sutlin fiziksel gorinimi serdz, irinli, fibrinli, kanl ve/veya
sarimtirak karakterde olabilir. (Deveci ve ark 1994, Crist ve ark 1997, Mustafa 2003, Anon
2014).

Subakut Mastitis

Memedeki yang: belirtilerinin minimum derecede oldugu ve gozle gorulur sistemik
belirtilerin olmadig1 mastitis tipidir. Enfekte meme lobundaki sitin fiziksel gérunimi
serdz, sulu, bulanik, irinli, pihtili ve/veya fibrinli karakterde olabilir (Deveci ve ark 1994,
Crist ve ark 1997, Mustafa 2003, Anon 2014).

Kronik Mastitis

Tedavi edilemeyen perakut veya akut mastitislerle, subklinik mastitislerin zamanla
klinik hale donismesiyle gelisen klinik mastitis tipidir. Bir laktasyondan diger bir
laktasyona kadar devam edebilir. Lokal ve sistemik belirtiler gortilmez. Sutiin fiziksel
gorunuminde her zaman belirgin bir degisim gozlenmez. Bazen sitte renk degisimleri,
sulanma ve irin bulunabilir. Kroniklesmis mastitisli meme lobunda asimetri ve sertlik
gOzlenebilir (Deveci ve ark 1994, Mustafa 2003, Jayarao 2004, Anon 2014).

Subklinik Mastitisler

Yangi belirtileri ve suttn fiziksel gériniminde anormallikler olmaksizin, st
kompozisyonunda degisimlerle karakterizedir. En fazla ekonomik kayba neden olan
mastitis tipidir. En 6nemli belirtisi sut veriminde gorulen surekli bir azalmadir. Klinik
mastitis bulgularinin tersine subklinik infeksiyonlarda meme bezi ve sutteki degisimlere

nadiren rastlanir ya da hic rastlanmaz. Semptom gdstermeyen hayvanlar saglikli kabul
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edilir, bu nedenle subklinik infekte hayvanlarin teshisi zordur (Blowey ve Edmondson
1995). Teshis sutte pH, California Mastitis (CMT), Hotis Mdller, Whiteside ve Katalaz
testleri, mikrobiyolojik kultir ve mikroskopik (somatik hicre sayisi) muayeneleri ile
yapilir (Deveci ve ark 1994, Mustafa 2003, Jayarao 2004, Keskin 2011). Klinik belirti
gostermeyen infekte hayvanlar diger saglikli hayvanlar icin bir rezervuar gérevi gorir ve

saglikli hayvanlar arasinda infeksiyonun yayilimina neden olurlar (Zadoks 2004).

Subklinik mastitisler diger mastitislere oranla 40 - 50 defa daha fazla sekillenmesi
ve % 3-26 oraninda st kaybina neden olmasindan dolay: 6nemlidir (Aydin 1989).

P. aeruginosa sigirlarda mastitise, solunum ve intestinal sistemde gelisen sistemik
infeksiyonlara, atlarda genital sistem hastaliklarina, koyunlarda yesil yin (green wool)
hastaligina neden olarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Arda ve ark 1997, Kirk ve
Mellenberger 2002).

Etken, sagim swrasinda kullanilan sicak ve soguk sulardan, islak zeminlerden,
yeterince dezenfekte edilmemis sagim ekipmanlarindan, cevreden, toprak ve diskidan,

kontamine enjektdr ve antibiyotiklerden izole edilebilmektedir (Wolska ve ark 1999).

Dogada yaygin olarak bulunan Pseudomonas genusu, ¢ogu saprofit olan 14’den
fazla tird icerir. Pseudomonas dogada biyofilm olusturmus durumda yizeylere ve
substrata yapismis halde ya da planktonik olarak ytizer formda bulunur. Bazi turleri, insan,
hayvan ve bitkiler icin patojendirler. Bununla beraber, 25 tiirden fazlas: insanlar1 dogrudan
ilgilendirir. Bu kapsama P. aeruginosa, P. flourescens, P. putidea, P. cepecia, P. stutzeri,
P. maltophila, P. putrefaciens girer. P. mallei ve P. pseudomallei zoonoz 6zellik tasiyan,
Ruam ve Melioidosis hastaliklar: etkenleridir (Arda ve ark 1997, Iglewski 2002, Todar
2002).



1.3 Etiyoloji

Etken aerobik, genellikle kapsilsiiz ama bazen kapsul olusumu gorulebilen, taze
kilturlerdeki flagellalar: ile ¢cok hizli hareket edebilen, kiltirlerde bazen ikiserli fakat
cogunlukla tek olarak gorilen basillerdir (Arda ve ark 1997).

Gram negatif basil olan P. aeruginosa 0,5-0,8 mikrometre en ve 1,5-3.0 mikrometre
uzunlugundadir. Hemen tim tirlerde bir polar flagella vardir. Ancak bazi tlrlerde 2 ya da
3 flagella gorilebilmektedir (Iglewski 2002).

Flagella 1s1ya dayaniksizdir (H antigeni). Bu antijenlere karsi gelisen antikorlarin
serolojik smiflandirmadaki degeri bilinmemektedir. Etken, antifagositik 6zellikte olup,

bakteriyel yapisma ve kolonizasyona yardimci olan piliye sahiptir (Iglewski 2002).

P. aeruginosa’nin hicre duvari, sitoplazmik membran, peptidoglikan kat ve dis

membran olmak zere 3 kattan olusmustur (Iglewski 2002).

Dis membran fosfolipit, protein ve lipopolisakkarit’ten (LPS) meydana gelmistir.
LPS, diger gram negatif bakterilerde oldugu gibi toksik degildir. Birgok ttirde LPS, heptoz,
2- keto-3-deoksiocitonik asit ve hidroksi yag asitlerine ilaveten, icte polisakkaritleri igerir.
Son zamanlarda, kistik fibrosisli hastalardan elde edilen izolatlarda, polisakkaritlerin
olmadigi, ya da ¢ok az oldugu (O antijen) kanitlanmistir (Iglewski 2002).

P. aeruginosa izolasyon calismalarinin sonuclari, dis membran proteinlerinin
cogunun bakteriye gucli bir koruma sagladig: fikrini vermektedir. Ayrica, serotiplerinin ve
dis membran proteinlerinin ¢oklugu nedeniyle serotipler arasinda kros reaksiyonlar
olabilmektedir (Delden ve Iglewski 1998, Goldberg ve Gerald 1999, Iglewski 2002, Thai
ve Louse 2002).

P. aeruginosa genel besi yerlerinde kolaylikla trer. % 5 koyun kanli agarda beta
hemoliz yaparlar ve petri kutusu agildiginda tzimsi koku duyulur (Arda ve ark 1997).

Optimal tireme 1s1s1 37 °C” dir, ancak 42 °C’ye kadar yiikselebilir. Bu 1s1 toleranst,
fiziksel durumunun cesitliliginden kaynaklanan ve dogada firsat¢i patojen olmasinin
verdigi bir sonugtur. Bununla beraber ¢ogalma igin nemli yuzeylerin tercih edildigi

gorulmektedir (Iglewski 2002, Todar 2002). Ancak, yiksek NaCl konsantrasyonu veya



dustk oksijenli ortam, Pseudomonas turlerinin kdltiri yapilamayan canli bakteriler

grubuna ge¢cmesinde etkili olmaktadir (Ayaz ve Erol 2004).

Etken, fermentatif olmayan bir bakteri olup, ortamda ki NOs; varlig: halinde
solunumla ilgili elektron kabul edip, oksijenin olmadig: ortamlarda (reme gosterir.
Pseudomonas’lar nitratin bulundugu ortamlarda nitratlar: nitritlere indirgeyerek, O,” den
faydalanip aerobik olarak, anaerob ortamlarda da biyofilm olusturarak yasarlar (Gassett
2001, Iglewski 2002, Todar 2002, Unal B 2005).

P. aeruginosa gruplarmin metabolik ¢ok yonlilukleri bilinmektedir. Organik
blytme faktorleri bulunmadiginda bulyiime icin organik bilesiklerden yararlanabilir.
Distile suda bile Ureyerek besin maddelerine minimal ihtiya¢ duyduklarini kanitlarlar
(Baron ve ark 1994, Todar 2002).

P. aeruginosa izolatlarmin u¢ koloni tipi vardir. Dogadan, yani toprak ve sudan
izole edilenler, buyuk, dizgun, parlak ve nemli, yaygin kiigik rough koloni yaparken,
klinik 6rneklerden izole edilenler genel olarak bir ya da farkl iki koloni tipi olustururlar.
Birinci formdaki koloni genis, kenarlari algak, ortas: yiiksek, yumurta gérianimli koloni
olup, bu kolonilerin yiizeylerinde florosan goruliir. Bazen bu kolonilerin ortasinda ¢ikinti
olabilir ve bu hal koloniye yagda yumurta goruntiist kazandirir. Bu ikinci tip koloniler
genellik mukoid koloni yapisinda olup, solunum ve Uriner sistem sekresyonlarindan izole
edilip, alginat dretirler. Dogal kaynaklardan izole edilen suslar, kuglk, dizensiz sekilli
uclincu tip kolonileri olusturur. Koloniler 48 saatlik inkubasyondan sonra daha belirgin bir
hal alirlar. Smooth ve mukoid kolonilerin, bakterinin kolonizasyon yetenegi ve virulensi
uzerinde rol oynadiklart dustnilmektedir (Iglewski 2002, Todar 2002). Mavi cerahat
(Blue pus) olarak da adlandirilan enfeksiyon durumu, pyosiyanin Ureten P. aeruginosa’nin
neden oldugu suppuratif bir infeksiyondur (Unal B 2005, Arda ve ark 1997, Iglewski 2002,
Todar 2002).

P. aeruginosa bakteriosinler Uretir ve bu bakteriyosinlere “piyosin” adi verilir.
Bunlar ayn: tirdn diger suslarint oldirebildigi gibi, bazi (E. coli gibi) bakteri tlrlerinin
uremesini inhibe edebilecek etkiye de sahiptir. Bu nitelik dzellikle P. aeruginosa tirlerinde
bulunmaktadir (Unal B 2005, Arda ve ark 1997).

P. aeruginosa, pyosiyanin ve pyoverdin (flourescent) olarak isimlendirilen iki
farkli tipte eriyebilir pigment tretmektedir. Pyoverdin, genellikle disik demir igeren
6



ortamlarda cokca Uretilmektedir. Bu pigmentlerden pyosiyanin mavimsi-yesil renkte,
pyoverdin (flourescein) ise, sarimsi yesil renktedir. Pyoverdin ve pyosiyanin suda
¢ozlnebilirken, pyosiyanin ayrica kloroformda da ¢Ozunebilir. Etkenin bazi suslari kirmizi
renkli pyorubin ve kahverenkli pyomelanin pigmentlerini de dretir. Besi yerlerinde
pyosiyanin ve pyoverdin pigmentlerinin goértlmesi P. aeruginosa’ nin tanist yoninden
oldukc¢a 6nemlidir (Arda ve ark 1997, Iglewski 2002, Todar 2002).

P. aeruginosa karbonhidratlari fermente etmez. O/F besi yerinde glukozdan
oksidasyon yolu ile asit olusturur. Oksidaz ve katalaz pozitiftir. Triple sugar iron agar’da
(TSIA) asit olustururken gaz yapmaz. Denitrifikasyon besi yerlerinde nitrat ve nitritlerden
nitrojen gazi olustururlar, jelatin hidrolizasyonu, Ureaz, sitrat pozitif, lizin dekarboksilaz,
indol, MR-VP negatiftir. Birgok tir organik buytume faktorlerine ihtiya¢ duymamaktadir.
Dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar (Arda ve ark 1997, Holt ve ark 1994, Koneman ve
ark 1997).

P.aeruginosa, antibiyotiklere direngli oldugundan dolay: tehlikeli patojendir.
Bakteri dogal olarak sahip oldugu lipopolisakkarit (LPS) yapisindaki dis membran ile
(permeabilite  bariyerleri mevcut oldugundan) birgok antibiyotige rezistanshk
kazanmaktadir. Terap0tik dozlardaki antibiyotik konsantrasyonlarina karsi, yizeylerinde,
hlcrelerin i¢ine girisi engelleyen, hava ve su gegirmez Ozellikte biyofilm olusturma
egilimindedirler (Gul 2002). Ayrica, dogal olarak yasadigi cevrede basiller,
aktinomycesler, kifler ve mayalarla iliskili olarak yasadiklarindan, cevrelerinde dogal
olarak bulunan antibakteriyellere direngli bulunmalar: dogaldir. Ayrica binyelerinde
antibiyotik rezistant plazmidlerini de barindirirlar. R faktorleri ve RTFs ile birlikte,
genlerin transdiiksiyon ve konjugasyon gibi bakteriyel proseslerle aktarilabilecekleri
anlamindadir. Sadece birka¢ antibiyotik Pseudomonas’lara karsi etkilidir ki bunlar,
flourokinolonlar, gentamisin ve imipenem’dir. Yine de bunlarin herbiri tim serotiplere
kars1 etkili degildir. Pseudomonas enfeksiyonlarinda antibiyotik tedavisinin kistik fibrosis
hastalarinda sonug vermeyisinin nedeni, kullanilan ilaglara resistant tirlerle enfekte olmus
olma olasiligidir (Todar 2002).

Etkenin firsat¢i patojen olmasi nedeniyle, infeksiyonlar genellikle predispozisyon
durumlarinda ortaya c¢ikmaktadir. Hayvanlardaki enfeksiyonlar, cogunlukla vyaralar,
derideki parazit ve mantar enfeksiyonlari, kornea zedelenmeleri, dis ve orta kulak

yangilari, koyunlarda yapagmin asir1 islakhgi, kontamine dezenfektanlar ve antibiyotik
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tedavisi, k6ti hijyenik kosullara baghdir. immun sistemi zayif yada gligsiiz hastalarda deri
travmatize oldugu zaman yada yaniklar oldugunda epitelyal tabakadaki eksikligin bir
sonucu olarak enfeksiyon olusabilir. Bunlara ilaveten, normal konak¢: savunmasinda
bozukluk oldugu zaman sigirlarda mastitis, atlarda genital sistem enfeksiyonlar1 ortaya
cikmaktadir (Arda ve ark 1997, Kirk ve Mellenberger 2002).

Sigirlarda P. aeruginosa enfeksiyonlari gogunlukla mastitise neden olmaktadir ve
buna bagli olarak sistemik enfeksiyonlar gelismektedir. Etken solunum sisteminde ve
intestinal sistemde de enfeksiyona neden olabilmektedir (Arda ve ark 1997). Buna karsin
P. aeruginosa’nin sutcl sigirlarda hastalik yapma oranmin ¢ok yiksek olmadigi (% 1-3)
bildirilmektedir (Kirk ve Mellenberger 2002).

Klinik bulgular ¢cogunlukla erken laktasyon doneminde ve sit verimi ¢ok yiksek
hayvanlarda gorulmektedir. Ancak salginlar laktasyonun her déneminde gorulebilir.
Hastalik perakut, hi¢ belirti vermeyen subklinik olaylardan, hayati tehlike yaratan hatta

olimlerle sonuglanan klinik olaylara kadar genis acilidir (Kirk ve Mellenberger 2002).

P. aeruginosa sigirlarda da firsatgi patojen olup, meme dokusu ya da meme
bezlerinde yaralanma oldugunda aktif hale gegcmektedir. Ayrica diger bakterilerin ve bakim
- beslenme hatalarinin hayvan zayif dustrdugl durumlarda hastalik kendini belli
etmektedir. Bakteri plastik yizeylere, hortumlara, celige yapisabilme yetenegindedir. Bu
nedenle iyi dezenfekte edilememis sagim makinalar: yiizeylerine kolayca lokalize olur. Bu
ozellik inekten inege etkenin kolaylikla bulasmasmi saglamaktadir. Ustlerini saran
koruyucu madde (biyofilm) bakteriyi metal ylzeylerin zararli etkilerinden korurken,
sanitasyon amaci ile kullanilan klorin, iyodin gibi dezenfektanlara da direncli olmasini
saglamaktadir. Bakteri genel olarak saglam dokularda dokularin dogal direnci nedeniyle

hastalik yapamamaktadir (Wolska ve ark 1999).

Banneman ve ark.’nin (2005) yaptiklari ¢alhismada, deneysel olarak olusturulmus
P.aeruginosa mastitlerinde lokal ve sistemik immun yanit arastirilmistir. Bu ¢alismada
enfeksiyonun olusmasini takiben sitokin, buyume faktori konsantrasyonu, komplement
aktivasyonu, CD-14 ve lipopolisakkarit (LPS)-binding proteinlerinin Gram negatiflere
kars1 etkisi incelenmis, enfeksiyondan sonraki 12 saat ile 3 haftaya kadar olan periyod
icinde somatik hicre sayisinin, meme bezlerinde permeabilitenin ve vaskilarizasyonun

artmis oldugu gozlenmistir. Ayrica IL-8, TNF, IL-10, IL-12’ lerin oranlarindaki artisa da



bakilmis, bunlarin 24 saatten fazla zamanda ¢ok miktarda artmadiklar: saptanmistir.
Ancak, aksine IL-Beta, IFN gamma, TGF alfa ve beta CD 14 LBP ve komplement faktor 5
(C5a)’ in 48 saatlik bir periyottan daha fazla sire ile ortamda bulunduklari gérilmastir. Bu
bilgiler meme bezinin P. aeruginosa’ya karsi ¢cok kuvvetli dogal bagisiklik sistemine sahip
oldugunu gostermektedir.

Sagim ekipmaninin yeterince temiz ve bakimli olmamasi, kontamine sularla meme
ve sagim ekipmanmin yikanmasi, meme basinin daldirma yontemi ile dezenfeksiyonunda
kullanilan dezenfektan konsantrasyonunun dikkatle takip edilmemesi, ciftliklerde P.
aeruginosa salginlarina neden olmaktadir. Ayrica antibiyotige oldukca direncli olan bu
bakteri ile kontamine olmus tek kullanimlik olmayan ila¢ siselerinde bakterinin yasadigi ve
aktivitesini strdurebildigi tespit edilmistir (Banneman ve ark 2005, Kirk ve Mellenberger
2002).

Polonya’da yapilan bir ¢alisma ile (Twardon ve ark 2001) sigirlarda, tirnaklardaki
purulent odaklar ile dogum sonrasi diizensiz uterus involiisyonu, over Kistleri, endometritis
ve mastitis arasinda bir korelasyon oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Tirnak hastaliklarina neden
olan patolojik bakteriler ve olayin etiyolojisi izlendiginde etkenlerin; Actinomyces
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, ve
Staphylococcus epidermidis oldugu bildirilmektedir. 1lk tic mikroorganizma purulent -
mukopurulent endometritli ve pyometrali sigirlarin uterus akintilarindan da izole edilmistir.
Ayni calisma meme yangili 35 bas sigirda uygulanmis, tirnaklarda hastalik yapan
bakterilerin aynis1 hasta memelerden izole edilmistir. Bu calisma ile Actinomyces
pyogenes, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus’ un metritis, subklinik ve klinik septik

mastitisler icin potansiyel tehlike oldugu ortaya konmustur.

Kolorado sut ciftliklerindeki st toplama tanklarinda yapilan arastirmada (Dinsmore
ve ark 2001), st alinan ineklerde Pseudomonas olmamasina karsilik, tanklarda bakteri
tespit edilmistir. Aragtirmada yikama sulari, st konulan kaplar, hayvanlarin burun svaplari
alinarak incelenmis ve sigirlarin igtikleri ve memelerin yikanmasinda kullanilan sularda

Pseudomonas turleri identifiye edilmistir.

Misir’da yapilan bir arastirmada (Zhang ve Taylor 1994), 400 sut 6rneginde % 15
oraninda E. coli, % 5 Streptoccoccus agalactiae, % 3,5 P. aeruginosa, % 1,5 S. aureus

izole edilmistir.



Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisu teshis laboratuvarina getirilen
mastitisli 566 sut Orneginin sadece 5’inden P. aeruginosa (% 0,8) izole edilebilmis ve
Enrofloksasin’ e (4+), Sefkuinom ve Sefasetrile (3+) duyarh oldugu tespit edilmistir (Unal
B 2005).

Sanlwrfa yoresinde bulunan ineklerde, subklinik mastitis olgularinin prevalansinin
belirlenmesi, mastitise neden olan etkenlerin izolasyonu, identifikasyonu ve bunlarin
antibiyotiklere duyarliliklarmin saptanmasinin amaglandig: bir calismada CMT pozitif olan
181 inege ait 302 adet sut 6rnegi incelenmis ve 258’inden mikroorganizma identifiye elde
edilmistir. Arastirma sonucunda 3 adet (%1.1) P. aureginosa susu izole ve identifiye
edilmistir (Tel ve ark 2009). Turltoglu ve ark (1995) yaptiklar: caligmada ise Marmara
bolgesinden elde edilen 1594 mastitisli sut 6rneginin 1126°sindan etken izole ettiklerini
bildirmigler ve bunlardan da % 0.2’sinde (3 adet) P. aureginosa identifiye etmislerdir.
Turatoglu ve ark (2000) Burdur yoresinde yaptiklari diger bir ¢alismada, klinik ve
subklinik seyreden mastitisli 249 inekten alinan sit 6rneklerinden % 1,03 oraninda P.

aeruginosa identifiye etmislerdir.

Trakya bolgesinde 77 mastitisli st ornegi ile yirutilen bir caligmada 105 etken

izole edilmis, bu 6rneklerin % 4,8’i de P. aeruginosa olarak tanimlanmistir (Ak 2000).

Yesilmen ve ark (2012) Diyarbakir yoresinde bulunan ineklerde subklinik
mastitislere neden olan etkenlerin izolasyonu ve identifikasyonu ile bunlara etkili
antibiyotiklerin belirlenmesini amagladiklar: ¢calismalarinda 268 adet mastitisli stt 6rnegi
incelemigler, treme olan 239 sit drneginden 5 adet (% 1.87) P. aeruginosa identifiye

etmiglerdir.

Bu arastirma ile Aydin ilinde gorilen sigir mastitislerinden Pseudomonas
aeruginosa etkeninin izolasyonu ve izole edilen etkenlerin antibiyotiklere duyarliliklarinin

saptanmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Ornekler

Arastirmada, 200 adet Klinik mastitisli sit 6rnegi [CMT (3 +) degerinde]
incelenmistir. Alinan 6rnekler incelenmek (izere Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dal1 Rutin Teghis Laboratuvarina soguk zincir altinda
getirildiler. Arastirmanin yapilmasina Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulunun 2013 yili
IX. Oturumu 64583101/2013/091 sayili karari ile sakinca gorilmemistir.

2.1.2. Besiyerleri
2.1.2.1. izolasyon Besiyerleri
Kanh agar (Oxoid)

‘Lab-Lemco’ Beef Extract 10 gr.

Peptone (Oxoid | 37) 10 gr.
Sodwm chlorid 5gr
Agar 15gr
Distile su 1000 cc.

Karisim 15 dakika otoklavlanmay: takiben, yaklasik 45-50 °C’ ye kadar sogutulup, icine
% 7 —10 defibrine koyun kani ilave edilerek hazirlandi.

Nutrient Agar (Oxoid)

‘Lab-Lemco’ Beef Ekstract 1.0 gr
Yeast Extract ( Oxo1d L 20) 20gr
Peptone ( Oxoid L 37) 5.0 gr
Sodium chloride 500r
Agar 15.0gr
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Karistmdan 28 gr almip 1000 cc distile suda eritilip, 15 dakika 121 °C’ de otoklavlanmak
sureti ile sterilize edildi.

2.1.2.2. identifikasyon Besi yerleri

Pseudomonas Agar Base (Oxoid)

Gelatin pepton 16.0 gr
Casein hidrolizat 10.0 gr
Potassium sulphate 10.0 gr
Magnesium chlorid 149r
Agar 11.0gr

24,2 gr toz karisim 500 ml distile suda eritildi. Uzerine 5 ml gliserol eklendi. 121 °C’da 15
dakika otoklave edildikten sonra karisimin 1s1s1 yaklasik 50 °C” ye kadar diistincel flakon
supplement (SR 103E) eklendi.

Pseudomonas C-F-C Selektive Supplement (Oxoid)

Cetrimide 5 mgr
Fucidin 5 mgr
Cephaloridine 25 mgr

Tripticase Soy Broth (TSB) (Oxoid)

Pancreatic digest of caseing USB ~ 17.0 gr

Pancreatic digest soybean meal 3.0qr
NaCl 50¢9r
K>;HPO, 2.5gr
D-Glucose 2.59r
Distile su 1000.0 ml

Karisim hazirland1 ve tuplere dagitilip, otoklavland:.
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Mueller Hinton Medium (Difco)

Beef infusion
Bacto-Casamino Acits Tecnical
Starch

Bacto-Agar

38 gr besi yeri 1000 ml distile suda eritilerek hazirlanir ve 116 °C 10 dak. Otoklavland:.

300.0 gr
17.5¢9r
15qgr

17.0gr

Oksidasyon- Fermentasyon Besi yeri (O/F)

Peptone

Sodium khloride
KsHPO,
Bromthymol blue
Agar

Distile su

2.09r
5.0gr

0.3gr
0.3gr

3.0qr

1000.0 cc

Karigimin pH’ s1 7.2°ye ayarlandiktan sonra, 15 dakika otoklav edildi. Daha sonra yaklasik

50 ° C’ye kadar sogutulup, % 10°luk steril glukoz solusyonundan, son konsantrasyonu % 1

olacak sekilde ilave edildi ve aseptik kosullarda steril tuplere 5’er ml. dagitildu.

Lassen’in 3’10 tlp Besi Yeri
Tup |

Pepton

Lactose

Glucose

Sodium thiosulphate
Ferric amonium sulphate
NacCl

Agar

20.0 gr
10.0 gr
1.0qgr
0.2 gr
0.3¢gr
6.0 gr

17.0 gr
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Phenol red ( %0.2’lik)

Distile su

12.5 mi

1000.0 ml

Karisimun Ph’s1 7.6%ya ayarland: ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Tap 1

Pepton 500r
Neopepton 5.09r
Mannitol 20gr
Agar 25qr
Potassium nitrat 1.7 gr

Phenol red (%0.2 ‘lik) 20.0 ml

Distile su 1000.0 mi

Karisimin pH’s1 7.6’ya ayarlandi ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi.

Tap 11

L-Tryptophan 0.3gr
Potassium dihydrogen phosphate 0.1qr
Potassium hydrogen phosphate 0.1qr
Ure 2.09r
Ethanol 10gr
Phenol red (%0.2 ‘lik) 20.0 ml
NacCl 0.50r
Distile su 1000.0 ml

Besi yerinin sterilizasyonu 0.2 mikronluk milipor filtreler kullanilarak yapildi.
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Nitrat Buyyonu

Sigir eti 0zdtl 3.0gr
Pepton 5.0qr
Potassium nitrate 10g0r
Distile su 1000.0 ml

Karisim 121 °C’de otoklavlanarak steril hale getirildi.
Metil Red- VVoges Proskauer (Clark-Lubs) Besi Yeri

Polipepton 7.0q9r

Glukose 50q¢r
KoHPO, 5.0 gr
Distile su 1000.0 ml

Karisim yapilacak maddeler hafifce isitilip suda eritildi. Slzge¢ kagitlarindan
stiztldu. pH’s1 6.9’a ayarland: ve 1000ml’ye tamamlandi. Miktar1 5’er ml olacak sekilde
steril tiiplere taksim edilip 121 °C’de 15 dakika otoklavland:.

2.1.3. Ayrraglar

2.1.3.1. indol Ayiraci ( Kovaks Ayirac )

P- Dimethylaminobenzaldehyde 10.0 gr
Isoamyl alcoohol 150.0 ml
HCI (Konsantre) 50.0 ml

2.1.3.2. Nitrat Ayrraclan

Solusyon A
Sulphanilic Acid 0.8 gr
5 N Asetik acid 100.0 ml
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Soliisyon B
Dimethyl-alpha-naphthylamine 0.6 gr
5 N Asetic acid 100.0 ml

2.1.3.3. Metil Red Ayrraci

Metil Red 0.05 gr
Ethyl alcoohol (% 95 lik) 150.00 ml
Distile su 100.00 ml

2.1.3.4. Voges Proskauer Ayiraci

I- Alpha naphthol 5.0gr
Absolut ethyl alcoohol 100.0 ml” ye tamamlanir.
I1- Potassium hydroxyde 10.0 gr

Distile su 100.0 mlI’ye tamamlanir.
2.1.4. Boyalar

Gram boyama uyguland:

2.2. YOntem

2.2.1. Mikrobiyolojik Muayene

2.2.1.1. Orneklerden P. aeruginosa izolasyonu

Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen Ornekler, nutrient buyyona inokule
edilerek 37 °C’de yaklasik 24 saat siire ile inkubasyona birakild1. 24 saatlik inkubasyondan
sonra kanli agara ekimleri yapild: (Arda ve ark 1997, Bilgehan 1995, Moore 1997).

2.2.1.2. izole Edilen Suslarnn identifikasyonu

Laboratuara getirilen 6rneklerden Pseudomonas Selektif Agarlara ekimler yapild..
Pseudomonas selektif agarda treyen, Uzeri floresan 1silt1 gosteren koloniler Gram boyama
metodu ile boyandi. Gram negatif, oksidaz ve katalaz testi pozitif olan kolonilerden
pasajlar yapildi ve saf kiltirler elde edildi. Bu suslara P. aeruginosa yoninden

biyokimyasal testler yapild: (Bilgehan 1995, Chakraborty ve Roy 2001, Koneman ve ark
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1997, Moore 1997). Bu kolonilerden TSB’a inokule edilip 24-48 saat 37 °C’ de
inkubatiirde ve 25 °C’ de oda 1sisinda inkubasyonun sonunda sari-yesil renkli pyosiyaninin

varliginin gorilmesi ile P.aeruginosa izole edildigi sonucu dogruland:.
Katalaz Testi

Gram boyamada negatif olarak gortinen bakterilerin katalaz aktiviteleri hidrojen
peroksit (H20,) ile &lciildii. Lam Uzerinde O? agiga ¢ikmasindan dolay: gaz olusturan
koloniler katalaz pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan 1995).

Oksidaz Testi

Gram boyamada negatif goriinen bakterilerin oksidaz aktiviteleri, oksidaz ¢cubuklar1
(Oxoid) ile bakildi. Supheli bakterinin 18-24 saatlik saf kdltiriine oksidaz ¢ubugunu
daldirmak ve 25-30 saniye bekleyip, cubugun eflatun mor renk almasi (+) reaksiyon olarak

degerlendirildi.
Indol Testi

Indol test ortamina siipheli bakterinin saf kiiltirlerinden inokule edildikten sonra 37
9C’de 24 saat inkube edildi. inkubasyondan sonra indol test ayracindan 3-5 damla tiipiin
yan tarafindan akitilip, Ust tarafta bir katman olusturmas: saglandi. Besi yeri ve ayrag
arasida kirmizi bir renk olusmamas: negatif reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan
1995).

Ureaz Testi

Lassen’in 111. Tupune bakterinin saf kiltirtinden, bir koloni gegerek 18-22 saat 37
°C’ de inkube edildi. inkubasyondan sonra besi yerinin kirmiziya dénmesi tireaz (+) olarak
degerlendirildi (Bilgehan 1995).

Nitrat Testi

Icinde nitrathh buyyon bulunan tiiplere, stipheli mikroorganizmanin saf
kiltirlerinden birkac koloni inokule edildi ve 37 °C’de 5 giin inkube edildi. Daha sonra
buyyonun Gzerine nitrat ayraglarindan ( Sol.A ve Sol.B), 1’ er ml dokulerek besi yerinin

renginin kirmizi olmasi (+) reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan 1995).
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Cizelge 2.1. P. aeruginosa’ nin Biyokimyasal Ozellikleri (Arda ve ark 1997)

Hareket + Lizin dekarboksilaz -
Katalaz + | Glukozdan asit (O/F Medium) +
Oksidaz + Laktozdan asit (FLN Medium) -
Hemoliz + FN Mediumda gaz +
42 °C derecede ureme + | Jelatin Hidrolizasyonu +
4 °C derecede Ureme + | Ureaz +
Indol - | Nitrat +
Metil red - Sitrat +
Voges Proskauer - Asetamid Utilizasyonu +
TSI Agarda yuzey Alkali | TSI Agarda Dip Alkali

2.2.1.3. Antibiyotik Duyarhhik Testleri

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby Bauer Disk Diffiizyon
yontemine gore yapildi. icinde 1 ml TSB bulunan tiiplere McFarland No:1 yogunlugunda
ekilerek 37 °C’de inkube edildi. Mueller Hinton agar petrilerine bu buyyon kiiltiirlerinden
0,1 ml pipet aracilig: ile aktarilarak cam bagetle yayildi ve kurumaya birakildi. Standart
antibiyotik diskleri (Oxoid) steril bir pens yardimi ile esit aralhiklarla petri Gzerine
yerlestirildi. Petriler 37 °C’de 18 saat inkube edildi. Inkubasyon sonrasinda her diskin
cevresinde bulunan inhibisyon zon caplart milimetrik olarak 6lgildi ve standartlar: ile
karsilastirild: (Bilgehan 1995).

18



Cizelge 2.2- Standart Zon Caplar1 (CLSI 2002, 2003)

Inhibisyon Zon Caplar / mm

Disk Icerigi
Antimikrobik Madde _ _ Orta

(mcQ) Direncli Duyarh

Duyarh

Penisillin/Novobiosin

10U/30 pg <16 - > 17
(Pen/Novo)
Danofloksasin (DFX) 5ug - - > 22
Amoksisilin - klavulonik

_ 20/10 pg <13 14 - 17 >18

asit (AMC)
Oksitetrasiklin (OT) 30 ug <14 15-18 >19
Kanamisin Sefaleksin

75 ug <18 18 -20 > 20
(KCX)
Linkomisin Neomisin

75 ug <12 13-16 > 17
(LN)
Cefaperazon (CFP) 75 ug <15 16 - 20 >21
Colistin Sulfat (CT) 10 pug <10 - >11
Eritromisin (E) 15 pg <13 14 - 22 > 23
Ceftiofur (EFT) 30 pug <17 18- 20 >21
Florfenikol (FFC) 30 pug <14 15-18 >19
Trimethoprim- 1.25+
Sulfamethoksasol (STX)

23.75 <10 11-15 >16
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3. BULGULAR

3.1. Bulgular
3.1.1. Ornekler

Arastirmada 2014 yili ilkbahar ve yaz aylarinda Aydin ili ve gevresinde bulunan
cesitli odaklardan toplam 200 adet klinik mastitisli (CMT +3) sut 6rnegi incelenmistir.
Alinan ornekler incelenmek izere Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina soguk zincir altinda getirildi ve
P. aureginosa yonunden incelendi. Yapilan testler neticesinde P. aureginosa olarak izole
ve identifiye edilen bakterilere Kirby Bauer disk diflizyon yontemi yardimu ile antibiyotik
duyarhlik testleri yapild.

3.1.2. Mikrobiyolojik Bulgular

Arastirmada toplam 200 mastitisli stit drneginden 7 (% 3,5) adet P. aeruginosa susu

izole ve identifiye edilmistir.

Izole ve identifiye edilen P. aeruginosa suslarina yapilan antibiyotik duyarhlik
testleri sonucunda 7 adet susun tamami Danofloksasin, Linkomisin/Neomisin, Sefaperazon
ve Kolistin silfat’a duyarl (% 100), Penisilin/Novobiosin, Amoksisilin klovulanik asit,
Kanamisin/Sefaleksin, Seftifor ve Eritromisin’e direncli (% 100) bulunmustur.
Florfenikol’e 2 sus direncli (% 29), 3 sus orta duzeyde duyarli (% 42) ve 2 sus ise direncli
(% 29), Sulfamethaksasol-Timethoprim’e 5 sus orta diizeyde duyarli(% 71), 2 sus duyarh
(% 29) ve Oksitetrasiklin acisindan ise 2 sus orta duzey duyarli (% 29) 5 sus direncli (%
71) olarak tespit edilmistir.

Elde edilen antibiyogram sonuclari Cizelge 3.1’ de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1- izole Edilen P. aeruginosa izolatlarmin Antibiyogram Sonuglar:

ANTIBIYOTIKLER

PENI DFX AMC oT KCX LN CFP CT EFT SXT FFC

NOVO

RIT |S|R|T|S|R|T|S|R|I|S|[R|I R RI|I|S|R|I RII RII RII
P.aeruginosa

- 1-1-1-17171-1-1512 |- |7 |- - - -7 |- |- 7 |- 2|5 2|3
n="7

PEN/NOVO : Penisilin/ Novabiosin

DFX : Danofloksasin

AMC : Amoksisilin klovulonik asit

oT - Oksitetrasiklin

KCX : Kanamisin/Sefaleksin S = Duyarh

LN : Linkomisin/Neomisin [ = Orta Duyarh

CFP : Sefaperazon R = Direncli

CT :Colistin Siilfat

E : Eritromisin

EFT - Seftiofur

SXT ‘Timethoprim-Silfamethaksasol

FFC :Florfenikol




4. TARTISMA

Sutct isletmeleri etkileyen gerek st verimindeki azalmalar, gerekse yiksek tedavi
masraflari bakimindan en yiksek maliyetli hastaligin mastitis olmasi, konunun 6nemini ortaya
koymaktadir (Jayarao 2004). Sigir mastitisiyle ilgili bircok arastirma ve calisma yapildig:
halde, hastalik halen st endistrisinin ekonomik bir problemi olmaya devam etmektedir
(DeGraves ve Fetrow, 1993, Hillerton 1996). Yetistiricilerin koruyucu hekimlik
uygulamalarina gereken 6nemi vermemesi ve genel hijyen kurallarini prosediriine uygun
bicimde yerine getirememesi mastitisin isletmelerden bir tirli elenememesinin en buyik
sebebidir.

Mastitis, hayvan saghigini ciddi manada tehdit ettigi gibi, bunun yaninda insan saghgi
konusunda da buyik sorunlara yol acabilmektedir. Sigirlarin fonksiyonel meme lobundaki
problemler, sit veriminde azalmanin yan sira kimi zaman Olumlere bile sebebiyet
verebilmektedir. Insan saghigi acisindan konu ele alindiginda, kalitesiz siit ve stt trinlerinin
yaninda sutte antibiyotik kahintilariyla da beseri halk saghigini olumsuz etkiledigi
bilinmektedir (Jayarao 2004). Mastitis hastaliginda genellikle mikrobiyel faktorler rol

oynamaktadir.

Bademkiran ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismalarda, normal kosullarda sit inekgiligi
isletmelerinde yilda ortalama % 30-35 oraninda mastitis olgusu goruldigini bildirmislerdir.
Sigirlarda mastitis hastaliginda, bakteriler, mantarlar, mayalar, mycoplasmalar ve yaklasik %

28 lik bir kistmda da identifiye edilemeyen etkenleri rol oynamaktadir (Jayarao 2004).

Mastitislerin, etkeninin kaynagina gore, kontagiy6z (bulasici) ve gevresel olmak Uzere
ikiye ayrildigi bildirilmektedir (Mustafa 2003, Jayarao 2004, Keskin 2011). Kontagiy0z
mastitisler ele alindiginda, hayvandan hayvana veya bir meme lobundan digerine bulagma ile
olustugu gorulmektedir. Baslica mikrobiyal etkenlerin ise Streptococcus spp., Staphylococcus
spp., Corynebacterium spp. ve Mycoplasma turleri oldugu ortaya konmaktadir (Crist ve ark
1997, Ruegg 2001, Bradley 2002, Mustafa 2003, Jayarao 2004, Keskin 2011).

Cevresel mastitisler ise, hayvanin yasadigi ortamda (su, toprak, gubre, ahir vs.)
bulunan bakterilerin laktasyon ve kuru donemde olusturdugu enfeksiyonlardir. Bu tarz
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enfeksiyonlarin, sikhkla klinik mastitise neden oldugu bilinmektedir. Gram negatif
bakterilerden Enterobactericeae (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia
spp., Proteus spp.), Pseudomonas spp., ¢evresel Streptococcus spp. (baslica Streptococcus
uberis daha seyrek olarak Streptococcus dysagalactia) ve Enterococcus faecalis rol oynar.
Yaz mastitisinden sorumlu ve sineklerin tasiyiciligini yaptigi Actinomyces pyogenes
(Arcanobacterium pyogenes) ve Mycoplasma tirleri (Mycoplasma bovis) de bu tip mastitiste
rol oynar. Ayrica tlberkiloz etkenleri, Proteus, Leptospira, Listeria ve Brucella tlrleri de
mastitise neden olmaktadir (Crist ve ark 1997, Ruegg 2001, Bradley 2002, Mustafa 2003,
Jayarao 2004, Keskin 2011).

P.aeruginosa, ¢evresel mastitise sebep olan etkenlerden biridir. Etken, sagim sirasinda
kullanilan sicak ve soguk sulardan, islak zeminlerden, yeterince dezenfekte edilmemis sagim
ekipmanlarindan, ¢evreden, toprak ve digkidan, kontamine enjektor ve antibiyotiklerden izole
edilebilmektedir (Wolska ve ark 1999). Ulkemizde de yetistiricilerimizin biyiik cogunlugunun
da hijyen hususunda gerekli 6nlemleri almamasi, cevresel mastitis etkenlerinin meme

dokusunda enfeksiyon olusturmasina davetiye ¢ikarmaktadir.

Dogada yaygin olarak bulunan Pseudomonas genusunun, ¢cogu saprofit olan 14’den
fazla tur icerdigi bilinmektedir. Pseudomonas dogada biyofilm olusturmus durumda ytizeylere
ve substrata yapismis halde ya da planktonik olarak yiizer formda bulunur. Bu 6zellikleri,
Pseudomonas turlerinin dis etkenlere karsi direncli olmasini saglamaktadir. Bazi turleri, insan,
hayvan ve bitkiler icin patojendirler. 25 tirden fazlasmin insanlari dogrudan ilgilendirdigi
bilinmektedir. Bu kapsama P. aeruginosa, P. flourescens, P. putidea, P. cepecia, P. stutzeri,
P. maltophila, P. putrefaciens tirleri girmektedir. P. mallei ve P. Pseudomallei ise zoonoz
Ozellik tastyan, Ruam ve Melioidosis hastaliklarmin etkenleridir (Arda ve ark 1997, Iglewski
2002, Todar 2002).

Arda ve ark. (1997) P. aeruginosa nin genel besi yerlerinde kolaylikla dredigini, % 5
koyun kanli agarda beta hemoliz yaptigmi ve petri kutusu acildiginda Gzimsi koku
duyulabilecegini bildirmiglerdir. Bu bilgi, identifikasyon asamasinda bize yol gdsterici olmus
ve mikroorganizmanin yaptigi hemoliz ile spesifik Uzim kokusu tarafimizdan da tespit

edilmis, identifikasyon asamasinda kullaniimistur.

23



Trakya bolgesinde 77 mastitisli st 6rnegi ile yuratilen bir calismada 105 etken izole

edilmis, bu drneklerin % 4,8’i de P. aeruginosa olarak tanimlanmistir (Ak 2000).

Turatoglu ve ark. (1995) yaptiklar1 bir calismada Marmara bolgesinden elde edilen
1594 mastitisli sut 6rneginin 1126’sindan etken izole ettiklerini bildirmisler ve bunlardan da %
0,2’sinde (3 adet) P. aureginosa identifiye etmislerdir.

Turatoglu ve ark. (2000) yaptiklar: diger bir calismada ise, Burdur yoresinde klinik ve
subklinik seyreden mastitisli 249 inekten alinan sit Orneklerinde (% 1,03) luk oranla

P.aeruginosa mastitise neden olan etkenlerin arasinda yer almaktadir.

Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisi teshis laboratuvarina getirilen
mastitisli 566 sut drneginin sadece 5’inden P. aeruginosa ( % 0,8 ) izole edilebildigi ve
Enrofloksasin’ e (4+), Sefkuinom ve Sefasetrile (3+) duyarl oldugu bildirilmistir (Anon
2003).

Sanhurfa yoresinde bulunan ineklerde, subklinik mastitis olgularinin prevalansmin
belirlenmesi, mastitise neden olan etkenlerin izolasyonu, identifikasyonu ve bunlarin
antibiyotiklere duyarliliklarinin saptanmasmin amaglandig: bir calismada (Tel ve ark 2009) %
1.1 (3 adet) oraninda P. aeruginosa izole ve identifiye etmislerdir.

Yesilmen ve ark (2012) Diyarbakir yoresinde bulunan ineklerde subklinik mastitislere
neden olan etkenlerin izolasyonu ve identifikasyonu ile bunlara etkili antibiyotiklerin
belirlenmesini amagladiklar: ¢aligmalarinda 268 adet mastitisli sut 6rnegi incelemisler, Greme

olan 239 sut 6rneginden 5 adet (% 1.87) P. aeruginosa identifiye etmislerdir.

Misir’da Zaki ve arkadaslarinin yaptigi bir arastirmada (Zhang ve Taylor 1994), 400
stt 6rneginde % 15 oraninda E. coli, % 5 Streptoccoccus agalactiae, % 3,5 P. aeruginosa, %

1,5 S. aureus izole edilmistir.

Kirk ve Mellenberger (2002), yaptiklar: bir arastirmada P. aeruginosa’ nin sttcu
sigirlarda hastalik yapma oraninin ¢ok ylksek olmadigini (% 1-3) bildirmislerdir.

Arastirmamizda ise 200 adet Mastitisli sut 6rneginde (CMT 3+) 7 adet P. aeruginosa

etkeni izole edilmis ve oran arastirmalara paralel % 3.5 olarak tespit edilmistir.
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Hindistan’ da yapilan bir ¢calismada, CMT pozitif sonu¢ veren sitlerde toplam 107
bakteriyel izolat elde edilmis, 30 S. aureus, 16 S .agalactia, 12 S. dysgalactia, 14 Bacillus
subtilis, 13 P. aeruginosa, 22 E .coli olarak bulunmustur. Disk diffiizyon yontemi ile yapilan
antibiyogram testlerinde, P.aeruginosa, kloramfenikol, seflizomine duyarli bulunmus, bunun

yaninda birgok antimikrobiyale ise ¢ok direncli oldugu goralmustur (Ross ve ark 2001).

Ohnishi ve ark. 2011 yilinda yayimladiklar: ve Japonya’da sigirlarin mastitisli sutleri
ile yaptiklar1 bir calismada 171 P.aeruginosa izolatinin antibiyotiklere olan duyarliliklarini
incelemiglerdir. Arastirmalarinin sonucuna gore ciprofloksasin, imipenem, meropenem,
piperacilin, ceftazidim, cefepim, sefarerazon sulbaktam, amikasin, tobramisin ve gentamisin’e
kars1 yuksek duyarlilik, seftriakson, enrofloksasin, sefataksim ve moksalaktam’a karsi ise
yuksek direnclilik tespit etmislerdir (Ohnishi ve ark 2011).

Calismamizda ise, antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda 7 adet susun tamami
Danofloksasin, Linkomisin/Neomisin, Sefaperazon ve Kolistin sulfat’a duyarli (% 100),
Penisilin/Novobiosin, Amoksisilin klovulanik asit, Kanamisin/Sefaleksin ve Eritromisin’e
direncli (% 100) bulunmustur. Florfenikol’e 2 sus direngli (% 29), 3 sus orta dlizeyde duyarh
(% 42) ve 2 sus ise duyarh (% 29), Sulfamethaksasol-Timethoprim’e 5 sus orta diizeyde
duyarl (% 71), 2 sus direncli (% 29) ve Oksitetrasiklin agisindan ise 2 sus orta diizey duyarl
(% 29) 5 sus direncli (% 71) olarak tespit edilmistir.
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5. SONUC

Sonug olarak mastitisli inek sitlerinde gevresel mastitis etkeni olan P. aeruginosa’nin
Aydin yoresisindeki varliginin arastirildig: bu ¢alismada 200 adet mastitisli sut 6rneginde %
3,5 oraninda bulundugu tespit edilmistir. Bu sonug¢ genel olarak P.aeruginosa’min mastitis
etiyolojisinde dustk diizeyde rol aldigin1 gostermektedir. Bununla birlikte izole edilen bu
cevresel mastitis etkenlerinin, Penisilin/Novobiosin, Amoksisilin  klovulanik asit,
Kanamisin/Sefaleksin ve Eritromisin gibi veteriner sahada mastitis tedavilerinde siklikla
kullanilan antibitotiklere kars1 % 100 gibi bir oranda direncli tespit edilmelerinin ¢ok 6nemli

bir sonug oldugu disunulmektedir.

Arastirmamiz sonucunda, veteriner sahada goriilen mastitis vakalarinda direkt olarak
antibiyotik kullanimina gecilmeden, sit numunelerinin alinarak bir laboratuarda kdltire
edilmeleri ve antibiyogramlarmin yapilmasinin dogru antibiyotik se¢imi ve de basarili

tedaviye yardimci olacagi tekrar ortaya konmaktadir.
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OZET

Sigirlanin  Klinik  Mastitislerinden  Pseudomonas aeruginosa’mn izolasyonu ve

antibiyotiklere duyarhhklar

Bu calismada Aydin ilinde gortlen sigirlarin klinik mastitislerinden gevresel mastitis
etkeni olan Pseudomonas aeruginosa’nin izolasyonu ve izole edilen etkenlerin antibiyotiklere

duyarhliklarinin saptanmas: amaglanmastir.

Calismada Aydin ili ve gevresinde bulunan cesitli odaklardan toplam 200 adet klinik
mastitisli (CMT +3) sut Ornegi incelenmistir. Alinan drnekler soguk zincir altinda Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin Teshis laboratuarina getirilmis
ve besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Daha sonra 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir.
Pseudomonas tirlerinin ayriminda etkene yonelik selektif besiyerleri kullanilmis ve izole
edilen bakterilerin biyokimyasal yontemlere gore identifikasyonu yapilmistir. Arastirmada
kullanilan toplam 200 mastitisli stt 6rneginden 7 (% 3,5) adet P. aeruginosa susu izole ve
identifiye edilmistir. izole ve identifiye edilen P. aeruginosa suslarina yapilan antibiyotik
duyarhilik testleri sonucunda 7 adet susun tamami Danofloksasin, Linkomisin/Neomisin,
Sefaperazon ve Kolistin silfat’a duyarli (% 100), Penisilin/Novobiosin, Amoksisilin
klovulanik asit, Kanamisin/Sefaleksin ve Eritromisin’e direncli (% 100) bulunmustur.
Florfenikol’e 2 sus direngli (% 29), 3 sus orta diizeyde duyarl (% 42) ve 2 sus ise duyarh (%
29), Silfamethaksasol-Timethoprim’e 5 sus orta diizeyde duyarli (% 71), 2 sus direngli (% 29)
ve Oksitetrasiklin agisindan ise 2 sus orta dizey duyarl (% 29) 5 sus direngli (% 71) olarak
tespit edilmistir.

Sonug olarak Aydin ilinde gorilen cevresel mastitis vakalarinda P. aeruginosa’nin
izolasyonu ve identifikasyonlar: yapilmis ve bu tip mastitis olgularinda Danofloksasin,
Linkomisin/Neomisin, Sefaperazon ve Kolistin silfat kullaniminin sagaltimda basar:

getirecegi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Mastitis, Pseudomonas aeruginosa, antibiyotik duyarlilik
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SUMMARY

Antibiotic susceptibility and Isolation of Pseudomonas aeruginosa from Clinical Mastitis
in Cattle

The aim of this study were isolation of environmental mastitis factor Pseudomonas
aeruginosa from clinical mastitis cattles in Aydin and determination of antibiotic sensitiveness

of that isolated factors.

Totally 200 clinical mastitis milk samples collected from different centers have been
analyzed. Collected samples were brought to The Routine Diagnostic Laboratory of

Microbiology Department, Veterinary Faculty, Adnan Menderes University under cold chain.

Then was allowed to incubate for 24 hours at 37 °C. For differentiation of
Pseudomonas species, selective media were used and isolated bacteria were identified based
on biochemical assays. Seven P. aeruginosa strains (% 3,5) were isolated and identified from
200 analyzed mastitis milk samples. All the studied strains were found sensitive to
Danofloxacin, Linmycine/Neomycin, Cefoperazone, Colistin sulphate (% 100) and resistant to
Penicillin/Novobiocin, Amoxycillin Clavulanic Acid, Ceftiofur, Kanamycin/Cephalexin,
Erythromycin (% 100). Resistant two strains, moderately sensitive 3 strains and sensitive two
strains were present against Florphenicol. Five strains were found moderately sensitive (% 71)
to Sulfamethoxazole-Trimethoprim, while two strains were resistant to same antibiotic.
Resistance to Oxytetracycline occurred in 5 strains (% 71), as two strains were moderately

sensitive (% 29).

In this study, isolation and identification of P. aeruginosa from environmental mastitis
cases were performed in Aydin province. As a conclusion, usage of Danofloksasin,
Linkomisin/Neomisin, Sefaperazon and Kolistin Silfat were proved to bring success in

treatment.

Key words: Mastitis, Pseudomonas aeruginosa, antibiotic suspectibility
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aileme yurekten sukranlarimi sunarim.
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