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OZET

Kopeklerde Subklinik Mastitislerin Arastirilmasi

Mastitis, bakim ve beslenme kosullari, c¢evre, mikroorganizmalar, hayvan ve insan
faktorlerinin  birbirleriyle  etkilesimleri  neticesinde  meme  dokusuna  giren
mikroorganizmalara ve travmalara kars1t meme dokusunun gosterdigi yangisal tepkidir. Bu
caligma, Hatay, Adana, Kahramanmaras ve Gaziantep’te barinaklarda gegici olarak bulunan
emziren disi kopeklerde klinik ve subklinik mastitis olgularmin prevalansinin belirlenmesi,
mastitise neden olan etkenlerin izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla yapildi. Bu amagla
4 barmaktaki 29 képekten 179 siit 6rnegi toplandi. Yirmi dokuz képekten 8’inde, 179 meme
lobundan 16 tanesinde klinik mastitis tablosuna rastlandi. Laboratuvarda klasik yontemle
aerobik sartlarda ekilen 6rnekler cins diizeyinde identifiye edildikten sonra, %15 gliserinli
tryptic soy broth icinde -20 °C’de saklandi. MALDI-TOF ile identifikasyon amaciyla -20
°C’de saklanan suslardan kanli agara pasaj yapildi. MALDI-TOF ile tir duzeyinde
identifikasyon sonrasinda izolatlardan 19’unda (%10,61) miks treme kaydedildi. MALDI-
TOF sonuglar1 esas alinarak en sik elde edilen izolatlar 69 S pseudointermedius 28 S
simulans, 25 S canis seklinde tespit edildi. Bu tiirlerin ardindan diger mikroorganizmalar ise
7 S thoraltensis, 5 S felis, 2 S aureus ve 1 S equorum, 1 Corynebacterium mastiditis ve 1
Pasteurella canis seklinde belirlendi. Kopek mastitislerinin prevalans1 konusunda bir veriye
ulasilamamis ya da sahadan toplanan orneklerle elde edilmis prevalansi ve etken listesini
iceren bir yaym bulunamamustir. Bu ¢alisma ile Tirkiye’de ilk kez ve Diinya’da da bu
genislikte ve izolat cesitliliginde muhtemelen ilk kez boyle bir ¢aligma ortaya konulmustur.
Sonraki ¢aligmalara rehberlik vedncullk etmesi umulan ¢alisma sonuglarinin evde bakilan
kopekler i¢in de yapilmasinin yararh olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Kopek, emziren, Kklinik mastitis, subklinik mastitis,

prevalansi, MALDI-TOF



ABSTRACT

Research Of Subclinical Mastitis In Dogs

Mastitis is the inflammatory response of the breast tissue to microorganisms and traumas
that enter the breast tissue as a result of the interaction of care and feeding conditions,
environment, microorganisms, animal and human factors. This study was carried out to
determine the prevalence of clinical and subclinical mastitis cases, and to isolate and identify
the causative agents of mastitis in lactating female dogs that living in shelters temporarily in
Hatay, Adana, Kahramanmaras and Gaziantep. For this purpose, 179 milk samples were
collected from 29 dogs in 4 shelters. Clinical mastitis was found in 8 out of
29 dogs and in 16 out of 179 mammary lobes. After the specimens isolated in the laboratory
under aerobic conditions with the classical method were identified at the genus level, they
were stored in tryptic soy broth with 15% glycerine at -20 oC. For identificationwith
MALDI-TOF, the strains stored at -20 ° C were passaged onto blood agar. Identifying at the
species level with MALDI-TOF, mixed growth was recorded in 19 isolates (10.61%). Based
on the MALDI-TOF results, the most common isolates were determined as 69 S
pseudointermedius, 28 S simulans, and 25 S canis. After these species, other microorganisms
were determined as 7 S thoraltensis, 5 S felis, 2 S aureus and 1 S equorum, 1
Corynebacterium mastiditis and 1 Pasteurella canis. No data could be found on the
prevalence of canine mastitis, or a publication containing the prevalence and causative
agents list obtained from samples collected from the lactating bitches. This study was
presented for the first time in Turkey and probably for the first time in the world with this
with and isolate diversity. We believe that the results of the study, which are hoped to guide
and pioneer future studies, will also be useful for dogs kept at home.

Keywords: Bitch, lactating, clinical mastitis, subclinical mastitis, prevalance,

MALDI-TOF



GIRIS
1.1. Kopeklerde Memenin Anatomisi ve Fizyolojisi

Kdpeklerde; torakal, abdominal ve inguinal, bes adet bir tarafta, bes adet diger tarafta
olmak Uzere toplam on adet (Bazen 8-12) meme lobu vardir. Bunlardan ilk iki ¢ifti gogiis
civarinda, iki ¢ifti karmn ve son ¢ifti de inguinal bolgede lokalize olmustur. (Simpsonve ark.,

1998; Dursun,1999; Jhonston ve ark., 2001; Sleeckx ve ark., 2011).

Meme bezinin arteriyal beslenmesi, temelde Aorta abdominalis ve Trunkus
brakiosefalikus’dan kdken alan damarlar tarafindan saglanir. Torakal meme komplekslerinin
arteriyal kan dolagimi, Arterya torasika interna ve Arteriya interkostalis’ten ¢ikan kollar
tarafindan saglanir. Diger taraftan abdominal ve inguinal meme komplekslerinin kan destegi
hem arterya epigastrika kaudalis superficialis hem de Arterya abdominalis kraniyalis ve
arterya pudenda eksterna tarafindan saglanir. Kraniyal meme kompleksileri Vena pudenda
eksterna tarafindan tahliye edilir. Diger taraftan inguinal, abdominal ve kaudo-mediyan
kompleksler de Vena epigastrika kraniyalis tarafindan tahliye edilir. Torakal komplekslerin
lenfatik drenaji lenfonodi aksillaris ve aksillaris aksesorii tarafindan, abdominal-kaudal ve
inguinal komplekslerin ise lenfonodi inguinalis superfiyalis tarafindan saglanir (Habermehl,
1984).

Myoepithelial
cells

Alveolar
cells

Alveolus

Milk duct

Sekil 1. Kdpekte meme alveollerinin yapist (Veterian key 2021)



1.1.1. Laktasyon

Memeli hayvanlarda dogumla birlikte meme bezlerinden sit salgilanmasinin
baglamasina laktasyon denir. Laktasyon slreci; mammogenezis, laktogenezis, ve

galaktopoezis basliklar altinda incelenir (Vural ve ark., 2016).
1.1.2. Mammogenezis

Memelerin gelisimini ve yapisal degisimini ifade eder. Meme gelisimi erken fetal
evrede embriyonun ektoderminden olusmaya baslar, dogumdan sonra ve laktasyon

doneminde de devam eder (Vural ve ark., 2016).
1.1.3. Laktogenezis

Meme alveollerinin siit sentezleyebilme kabiliyetini kazanmasi i¢in gerekli olan
farklilagsma siireci olarak tanimlanir. Bu farklilasma hormonal ve sinirsel kontrol altinda
sekillenir. Laktogenezisin hormonal mekanizmas1 progesteron diizeyinde kismen azalma,

Ostrojen ve prolaktin seviyesinde artis olarak 6zetlenebilir (Vural ve ark., 2016).

1.1.4. Galaktopoezis

Laktasyonun baslamasiyla emzirme veya sagimla, memelerdeki gelisim devameder.

Siit salgisindaki bu devamliliga galaktopoezis denir (Vural ve ark., 2016).

1.1.5. Suit Sekresyonu

Hayvanlar pubertasa erisimle birlikte hormonal degisimin etkisiyle meme
bezlerindeki gelisim hizlanir. Prolaktin ile birlikte artan 6strojen doruk noktasina ulasir ve
bu da hipofizden biiyiime hormonu salinimmi ve meme kanallarmin gelisimini uyarir.
Hayvan tiiriine gore bazi farkliliklar olmasina ragmen, dogumla birlikte; progesteronun
diisiisli, Ostrojen, bilylime hormonu, prolaktin ve kortikosteroidlerin artisi, memelerden siit

sekresyonunu baslatir (Ding, 1995).
1.2. Mastitis
1.2.1.Mastitisin Tanimi

Mastitis, bakim ve beslenme kosullari, ¢evre, mikroorganizmalar, hayvan ve insan
faktorlerinin  birbirleriyle  etkilesimleri  neticesinde  meme  dokusuna  giren

mikroorganizmalara ve travmalara kars1 meme dokusunun gosterdigi tepkidir. (Vural ve

ark., 2016).



Mastitis, meme bezi dokusunun enfeksiyonunu temsil eder (Tudor, 2004; Boden,
2005). Mastitis genellikle bakteriyel etiyolojiye sahip bir hastaliktir (Orfanou ve ark., 2008).

1.2.2. Mastitislerin Siniflandirilmasi
Mastitislerin genel simflandirilmasi;
1.2.2.1.Klinik Mastitis
1.2.2.1.1.Perakut Mastitis
1.2.2.1.2. Akut Mastitis
1.2.2.1.3. Subakut Mastitis
1.2.2.1.4 Kronik Mastitis
1.2.2.2.Subklinik Mastitis

1.2.2.1. Klinik Mastitis

Memede goriilen kizariklik, siskinlik, 1s1 artisi, agr1 ve fonksiyon kaybr/degisikIgi
gibi yang1 semptomlarmin goriildiigii forma klinik mastitis denir.
Perakut Mastitis: Nadiren rastlanilan bir mastitis formudur. Memede yangi semptomlar1 ve
genel durum bozuklugu ile birlikte etkilenen hayvanda depresyon, solunum ve nabiz
sayisinda artig, koordinasyon bozuklugu, ekstremitelerde soguma, pupilla refleksinde

diisme, dehidrasyon ve diare gozlenir. (Vural ve ark., 2016).

Akut Mastitis: Meme dokusunun 12-24 saat i¢cinde sismesi, kizarmasi, stit miktarmin
azalmasi, genel durumun bozulmasi ve siitte renk degisimleri ile karakterizedir. (Vural ve
ark., 2016).

Subakut Mastitis: Sitte renk degisikligi ve pihtilagsmalarla karakterize, memede ileri

derecede sisme ve genel durum bozuklugu olusturmayan bir yangi seyri gosterir (Vural ve

ark. 2016)

Kronik Mastitis: Hayvanin genel durumunda degisiklik gozlenmeden meme dokusunda
yikimlanmalara, meme dokusu hacminde degisimlere ve siit miktarinda azalmalara neden
olan bir yangi turididr. Memede agri, kizariklik ve 1s1 artisi gibi lokal semptomlar
goriilmeden sertlik, hipertrofi ve atrofi ile seyrder. Siitte her zaman i¢in bariz bir degisiklik

g6zlenmeyebilir (Vural ve ark., 2016).



1.2.2.2. Subklinik Mastitis

Herhangi bir klinik belirti tespit edilmeyen fakat, dokuya giren mikroorganizmalara
karst meme dokusunun olusturdugu yangi hiicrelerinin belirlenmesine yonelik degisik test

yontemleri kullanilarak varligi saptanan bir yangi seyridir (Vural ve ark., 2016).

Subklinik mastitisin teshisi Klinik belirtiler goriilmediginden klinisyenler igin zor
bir istir. Ustelik bu mastitis sekli olduk¢a sik goriiliir (Marti ,2010; Vasiu ve ark., 2015).
Subklinik mastitiste siitlin fiziksel goriinimii ve kompozisyonu normal oldugundan tani
dolayli yontemler ya da mikrobiyolojik izolasyon ile yapilmaktadir. Subklinik mastitisin

etkisi uzun stire devam ederken ¢iftlik hayvanlarinda sut verimi ve kalitesini diistirmektedir.
1.2.3. Kopeklerde Mastitis

Kopek mastitisi ayrintili olarak incelenmemistir. Literatirde, ¢ogunlugu klinik

mastitis ilgili olmak Uzere ¢ok az referans kaynaga rastlanmigtir. Bildigimiz kadariyla,
hastaligin patogeneziyle ilgili deneysel bir calisma tanimlanmamustir. Bununla birlikte,
onceki tim arastrmacilar, hastaligin dogum sonrasinda kopekler icin 6nemli oldugu
konusunda hemfikirdir (Von Walser ve Henschelchen, 1983; Olson ve Olson, 1984; Wheeler
ve ark., 1984).
Kopeklerde klinik ve subklinik mastitis formlarinda; Akut mastitis kdpeklerde; ¢ogunlukla
bir veya birden fazla karsilikli meme lobunda goriilmekle birlikte, tek veya ¢ift tarafli meme
kordonu boyunca da olusabilir. Yangili meme lobu 6demli, meme derisi gergin ve hiperemik
olup, palpasyon agrilidir. Kdpeklerde akut mastitis septik ise, ates, apati, depresyon,
uyusukluk, anoreksi ve annenin yavrularini ihmali gibi klinik belirtiler gordlebilir. Yavru
kopekler, temel olarak bakteri ile kontamine olmus maternal siit ve toksinleri nedeniyle
bakteriyel bir enfeksiyona yakalanabilirler. Akut mastitiste meme basi ve meme lobu
sikildiginda kahverengimsi, kanli ser6z, sar1 veya sarimsi kahverengi, koyu kivamda bir
sekret gelir. Meme dokusunda apse ve nekroz gelisebilir (Simpson ve ark.,1998; Jhonston
ve ark.,2001; Momont ve Barber, 2003; Kustriz,2010).

Ultrasonografik muayenede meme paransiminde homojen olmayan, anekojenik ve
hiperekojenik alanlar tespit edilir. Apse alanlari saglam dokudan belirgin bir sinirla ayrilan
hiperekojenik kapstile sahiptir (Trasch, 2006). Kopeklerde akut mastitisin ayirici tanisinda;
mastitis yangili meme adenokarsinomlarindan ayirt edilmelidir. Yangili meme tiimorleri
cogunlukla yashi hayvanlarda gorulir ve laktasyon ile bir alakas: yoktur. Laktasyon

doneminde olmayan kopeklerin memelerinde bir yang: tablosu varsa ve hematolojik



muayenede trombositopeni ve dissemine koagllopati saptaniyorsa memede neoplazi
yonunden inceleme yapilmalidir. (Jhonston ve ark.,2001).

Kopeklerde kronik veya subklinik mastitisler viicut direnci azaldiginda akut hale
gecebilirler. (Heidrich ve Renk,1963).

Subklinik mastitis goriilen kopeklerde bazen tek sikayet yavru gelisiminin yavas
olmasi ve sinirli kilo alimidir. Bu durum sistemik inflamasyon veya sepsise Yol acabilir. Bu
nedenle, subklinik mastitis ihmal edilmemeli, erken ve kesin bir tan1 koyulmalidir. Subklinik
mastitislerde meme bezi degismeden kalabilir ve sekresyon da normal olabilir, bu nedenle
genellikle fark edilemez ve tan1 koyulamaz. Serumda oldugu kadar sit numunelerinde de
spesifik enflamatuar biyobelirteclerin degerlendirilmesi, mastitis teshisinin en iyi non-
invaziv, hizli ve ¢ok hassas yontemini temsil edebilir (Vasiu, 2015).

Subklinik mastitis, anamnez, fiziksel muayene ve siit analizine (digerlerinin yani sira
pH, sitoloji ve mikrobiyoloji) gore teshis edilir. Genellikle, subklinik mastitis vakalarinda,
meme bezinde veya siit salgisinda gozle goriiliir bir degisiklik olmazken, sit analizinde
alkali pH'1 g0zlenir. (Kazsak ve ark.,).

Emziren kopeklerde dogum sonrasi akut mastitis oraninin %23-54.2, dogum 6ncesi
donemde ise subklinik mastitis oraninin %54.2 oldugu diisiintilmektedir. Dogum sonrasi
donemde ise subklinik mastitis orani %23.9 olarak bildirilmistir. Yalanc1 gebelik goriilen

kopeklerde akut mastitis oranmnin %27 oldugu tahmin edilmektedir (Jung ve ark., 2002).

1.3. Mastitis Teshis Metodlari
1.3.1.0rnekleme ve Onemi

Mikrobiyolojik izolasyon ve identifikasyon amaciyla siit 6rnegi alimi: Memedeki
yangmm varligimm belirlenmesi i¢in altin standart, siitten yangiya neden olan etkenin
varhigmm Klasik izolasyon ve identifikasyon metotlarmin kullanilarak belirlenmesidir.
Ancak, memede yangiya neden olan etkenlerin biiylik ¢ogunlugunu olusturan koagulaz
negatif stafilokoklarin 6rnekleme esnasinda aseptik drnekleme yapilan 6rnek tiipline ya da
kabimma bulasmamas1 gerekir. Bu nedenle, izole ve identifiye edilen etken acaba ne kadar
memede enfeksiyon yapan etkeni ifade ediyor sorusu egitimli bir personelce ve 6zenli bir
ornekleme ile yapilmadikca hep aklin bir kdsesinde olacaktir. Bunun bertaraf edilmesi i¢in
steril tuplerin kullanildig1 spesifik prosedirler iceren bir 6rnekleme metodu uygulanmalidir.
Ornekler soguk zincirde ve 151k gérmeyen bir transport kabinda en kisa stirede laboratuvara

iletilmelidir. Yanlis 6rnekleme metodu bizi etkenle ilgisi olmayan bir



yola gotirerek problemin daha da ilerlemesine, emek ve para israfina yol agacaktir.
(Cantekin ve ark., 2015)

1.3.2. Laboratuvar Tan1
1.3.2.1. Kopek Sutunin Mikrobiyolojik Analizi

Kopek mastitisi hem yavrular hem de yeni dogum yapan kopekler icin biiylik bir
tehdit olusturur. Tedavi edilmezse, yeni dogan 6liimii, sepsis ve mastitis gangrenoza ile
komplike olabilir; bu nedenle hizli, dogru tan1 koyulmasi ve tedaviye baslanmasi saglikta
onemli bir restorasyon olusturur (Vasiu ve ark.,).

Mikrobiyoloji analizi i¢in siit numunelerinin, soguk tasima ortami ile emprenye
edilmis steril swaplar kullanilarak veya dogrudan sterilize bakteriyolojik ortamlar
kullanilarak aseptik olarak steril tiiplere toplanmasi gerekir. Her durumda, ilk siit damlas1
atilmahdir (Vasiu ve ark.,).

Bakterilerin izolasyonu ve tanmimlanmasi igin standart mikrobiyoloji teknikleri
kullanilabilir. Genellikle, st 6rnegi izole edilecek etkene bagli olarak farkli besi ortamlarina
ekim yapilir. Ornegin, Staphylococcus ve Streptococcus tiirleri icin kanli agar ve
Enterobacteriaceae i¢in MacConkey agar kullanilir. Numuneler 24-72 saat boyunca 37° C'de
aerobik ve modifiye atmosfer (%5 CO?) kosullarinda inkiibe edilir. Bakterilerin
tanimlanmas1 baglangigta kolonilerin makroskopik olarak gézlemlenmesi, Gram lekesi,
hicresel morfoloji, oksidaz, katalaz, hareketlilik ve oksidasyon-fermantasyon testleri ve 6zel
Streptococcus spp. hemoliz tipi ve Staphylococcus spp. koagulaz aktivitesi analizleriyle

gerceklestirilir (Vasiu ve ark.).

1.3.2.2. Kopek Sutuniun Biyofiziksel Analizi

Genellikle, kopeklerden elde edilen diisiik siit hacmi nedeniyle, siit pH'1 turnusol
kagidi kullanilarak degerlendirilir. Saglikli kopek sutleri ineklerde kaydedilene benzerolarak
hafif asit pH’a sahiptirler ve bu deger yaklagik 6.3'tiir. Akut mastitisli hayvanlar sttte alkali
pH’a sahip iken, yalanci gebelik teshisi koyulan kopekler saglikli olanlarla benzer pH
gosterir (pH ~ 6,7) (Vasiu ve ark.,).



1.3.2.3. Kopek Sutu Sitolojik Analizi

Mastitisli kOpeklerden alinan sut 6rneginin sitolojik incelemesinde; genellikle
somatik hticreler, yiiksek miktarda hiicresel enkaz, birgok yass1 epitel hiicresi, birkagnétrofil,
makrofaj, eritrosit ve kopuk hicreleri tespit edilmistir. Piknotik gekirdekli polimorfonukleer
I6kositler de mevcut olabilir (Vasiu ve ark.,2018).
1.3.2.4. Hematolojik ve Biyokimyasal Analizler

Dejeneratif sola kayma veya normositik normokromik anemi, lenfopeni ve reaktif
trombositoz ve lenfositoz akut mastitis vaklarinda gozlemlenmistir. Son yillarda, serum
amiloid A (SAA) ve C-reaktif protein (CRP) gibi major olabilen akut faz proteinleriyle
fibrinojen (Fb), haptoglobin (Hp) ve albimin gibi parametreler de kullanilmaya
baslanmistir. Bu parametreler enflamatuar bir uyaranin varligimm gosterirler ancak mastitis

icin spesifik bir teshis koyamazlar (Vasiu ve ark.).

1.3.2.5. Saha Teshisi, izolasyon ve Identifikasyon

Laboratuvara iletilen numuneler aerobik izolasyon i¢in kanli agara 10/100
mikrolitre hacimde steril mikro pipetlerle petri kaplarina aktarilarak 6ze yardimiyla (tam
ya da yarim) petriye yayilir ve inkubasyona almir. inkubasyon sonunda tireme belirlenen
orneklerden biyokimyasal testlerle klasik identifikasyon prosediru takip edilir ve etken
cins ya da tlr dizeyinde identifiye edilir. Mikoplazma izolasyonu, 6zel besi yerleri
kullanilarak mikroaerofilik ortamda 15-20 giin inkube edilecek sekilde yapilir. Basta
Mycoplasma spp. olmak lzere, majér mastitis etkenlerinin tanisi igin izolasyon proseduri
atlanarak direkt sit 6rneginden PCR bazli identifikasyona yonelik bir ¢cok protokol
gelistirilmis ve Onerilmistir. Bunlar, konvensiyonel PCR, QPCR, LAMP PCR ile
gelistirilmis protokoller olabilir. Bu protokoller tek bir etkenin belirlendigi simpleks ya da
birden ¢ok etkenin tek islemde belirlenmesine yarayan miltipleks PCR seklinde
kullanilabilir. Bu yontem, Klasik izolasyon ydntemi ile izole edilen suslarin PCR ile
identifikasyonu seklinde kombine halde de kullanilabilir. Ozellikle S. aureus etkenlerin
kesin teshisinin PCR bazli bir metot ile teyidi gereklidir. (Cantekin ve ark., 2015)
1.3.2.6.MALDI-TOF

MALDI-TOF MS (Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight mass
spectrometry) guniimiizde mikroorganizma tanimlanmasmda kullanilan hizli, ucuz, dogru
sonug veren, yeni bir yontemdir (Croxatto ve ark., 2012). Bu yontemde mikroorganizmalara

ait biyomekdillerin (protein, peptid, seker) ve bilyuk organik



molekdllerin (polimer, dendrimer, makromolekdil) iyonize edildikten sonra elektrik ve/veya
manyetik alandan gegirilerek protein profilleri ¢ikarilmaktadir. Bu profil spektralarma ait
grafiksel goruntilerin sistemin veri tabanindaki referans organizmaya uyumuna gore
mikroorganizmalar cins ve tiir bazinda tanimlanabilmektedir (Croxatto ve ark.,.2012) Kdtle
spektrometrisi uzun yillardir 6zellikle kimya alaninda kullanilmakla birlikte mikrobiyoloji
alaninda kullanimi 1970’lerden itibaren baslamaktadir. Anhalt ve Fenselau’nun (1975)
yaptiklar1 analizlerde bakterilerin tiir ve cins bazinda kendilerine has bir kiitle spektralarinin
oldugu ortaya konmustur (Croxatto ve ark.,.2012). Bin dokuzyiiz seksenlerde dezorpsiyon/
iyonizasyon teknolojisinin gelismesiyle beraber mikroorganizmalardan iyonik karakterde
biyomarkirlarin olusmasi saglanmistir (Heller ve ark.,1987). Bununla beraber érneklerin
hazirlanmasindaki uzun siire¢ bu uygulamalarin rutin mikrobiyoloji alaninda kullanilmasina
engel olmustur. 1980’1li yillarin sonu ve 1990’11 yillarin basinda gelisen soft iyonizasyon
tekniklerinin [(MALDI ya da elektrosprayiyonizasyon (ESI)] sisteme entegre olmasi ile
beraber protein gibi blylk molekullerin incelenebilmesi olanagina kavusulmustur (Claydon
ve ark.,1996). MALDI-TOF MS bu sayede her organizma i¢in 6zgiil olan proteinlerden kiitle
spektrometresine dayali (Preventive Medicine Bulletin, 2014) (Claydon ve ark.,1996)
mikroorganizma igin 6zgun bir ¢esit parmak izini ¢ikarmakta, bu sayede bakteri, mantar ve
virls tanimlamasi yapilabilmektedir. MALDI-TOF ucuz olmasi, hizh tanimlama
yapabilmesi ile glinimiz konvansiyonel ve molekiler tanimlama yéntemlerine bir alternatif
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tip alaninda MALDI-TOF MS’in kullanimi mikrobiyoloji ile
smirlt olmayip ¢esitli kanser tiirleri, romatoid artrit, Alzheimer ve bazi alerjik hastaliklarin
tanisinda da kullanilmaktadir (Marvin ve ark., 2003).

Verilen bilgiler 1s1ginda bu ¢alisma, Hatay, Adana, Kahramanmaras ve Gaziantep’te
biiyiiksehir belediyelerine ait gegici barnaklarda yavrulari ile birlikte barmdirilan emziren
disi kdpeklerde subklinik ve klinik mastitis olgularinin prevalansmin belirlenmesi, mastitise

neden olan etkenlerin izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla yapildi.



MATERYAL-METOD

2.1.Materyal

2.1.1.Hayvan Materyali

Kopek sltid materyalini, Tirkiye’nin guneyindeki 4 ilde (Hatay, Gaziantep,
Kahramanmaras, Adana) bulunan hayvan barmaklarinda gegici koruma altindaki emziren
kopeklerden aseptik sartlarda alinan siit 6rnekleri olusturdu. Calisma materyali ile ilgili
detayli bilgi tablo 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Numune Sayilar1

Barnak adi Barmak no | Numune sayis1 kdpek | Numune sayisi meme
Hatay 1 9 64

Gaziantep 2 5 27

Kahramanmarasg 3 7 43

Adana 4 8 45

Toplam 4 29 179

St toplama materyali: Sut rneklerini toplamada 1 ml’lik ependorf tlpler, steril hidrofil
gazli bez, povidon iyot ve alkol kullanildi.

Dip not: Calisma icin Hatay Mustafa Kemal Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 2020/01-16 numarali izin alind.

4.2. Metot

Ziyaret edilen barmaklar tarafimizca gelistirilen ve barmaklardaki genel hijyen, barinma ve
kopeklerde gozlenen refah durumu gézlem sonucuna gore hazirlanan bir skala ile skorland1
ve skorlar kaydedildi.

Klinik ve subklinik yangili memelerin ayriminda; agri, sislik, kizariklik, sicaklik artig1 ve
stitlin fiziksel gortiniimiinde degisiklik gozlenen memeler klinik mastitis olarak kaydedildi.

Diger memeler ise saglikli ya da subklinik mastitis siiphesi ile drneklendi.

Cizelge 2. Barmak Skorlamasi

Skorlama Kriteri 1 numarali barinak 2 numaral bariak 3 numarali barinak 4 numaral
barinak
Fiziki olarak temizlenmemis disk1 1/5 5/5
Zemin temizligi Cakil Cakil Beton/Fayans Beton/Fayans
Kétu Koku 2/5 1/5
Dezenfektan kokusu alinmasi 4/5 - 5/5 5/5
Hayvanlarda korku Yok Var Yok Yok
Toplam Puan 3/5 2/5 5/5 5/5

Barmak skorlamasi 1: ¢ok kotu, 2: kétd, 3: orta, 4: iyi ve 5: ¢ok iyi olacak seklimde yapildi.



4.2.1. Sit Numunelerinin Toplanmasi

Ornekleme esnasinda agri, sicaklik, ddem, kizarmadan morarmaya kadar meme
dokusunda ve derisinde renk degisimi ve siitiin fiziksel goriinimiinde degisiklik seklinde
yang1 belirtilerinden en az birisi tespit edilen memeler klinik mastitisli meme olarak
kaydedildi. Yanginin 5 belirtisinden higbirisi tespit edilmeyen memeler ise saglikli ya da
subklinik mastitisli meme olarak degerlendirildi. Bu memelerden alinan numunelerde ireme

tespit edilmeyenler saglikli, tespit edilenler ise subklinik mastitisli memeler olarak kayda

gecti.

Ependorf 6rnek toplama tiipleri otoklavda 121 °C de 20 dakika sureyle tutularak steril
hale getirildi. Tupler steril hale getirilmeden 6nce etiketlendi. Daha sonra farkli zamanlarda

program dahilinde hayvan barinaklarina gidilerek drneklemeler yapildi.

Orneklemelerden 6nce emziren anne kopekler barmaktan saglanan bir masaya
almarak memeye piiskiirtme tabancasi ile povidon iyot piiskiirtiiliip 30 saniye beklendikten
sonra alkol puskdrtilerek iyotun wuzaklastirilmast ve varsa memede kalan
mikroorganizmalarin alkolle tespiti saglandi. Alkol kalintilar1 steril gazli bezlerle meme
baslarindan kurulanarak uzaklastirildiktan sonra daha 6nceden her képek ve her meme lobu
icin steril edilip etiketlenen ependorflar 45 derecelik agilarla tutularak ilk siit ornegi
atildiktan sonra igine alinabildigi kadar (en az 1-2 damla) kopek siitii sagilarak ependorf
tiiplerin agizlar1 ve kapaklar1 alevden gecirilip kapatilarak buz akiilerinin oldugu strafor
kaplarin icine yerlestirildi. Sut Ornekleri 6rnek alimmi miteakip hemen laboratuvara
iletilmek Gizere kargolandi.

4.2.2. Bakteriyel izolasyon

Strafor kutularm i¢inde buz akiileriyle birlikte laboratuvara (MG Veteriner Teshis
Laboratuvari, Meram, Konya, Turkiye) nakilleri gergeklestirildi.

Ornekler 10 pl miktarda %5 koyun kanli agara ekim yapilarak 37°C’de aerobik
olarak inkibe edildi. Ureyen koloniler 24 saat ve 48 saat sonra tekrar degerlendirildi. izole
edilen bakteriler koloni 6zellikleri, hemoliz durumu, katalaz test, Gram boyama ve
mikroskobik goérunimlerine gore genus dizeyinde identifiye edildi. Genus diuzeyinde
yapilan identifikasyon sonrasinda koloniler MALDI-TOF ile identifiye edilinceye kadar
%15 gliserinli tryptic soy broth i¢inde -20 °C’de saklandi. Calisma sonunda MALDI-TOF
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ile identifikasyon amaciyla %15 gliserinli tryptic soy broth iginde -20 °C’de saklanan
suslardan %5 koyun kanli agara pasaj yapildi.
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3. BULGULAR
Toplam 29 kdpekten 8’inde, 179 meme lobundan 16 tanesinde klinik mastitis tablosuna
rastland1.

Cizelge 3. Klinik ve Subklinik Mastitis Oranlar:

Mastitis Cesidi Kdpek Meme
Klinik Mastitis %27,59 %8,94
Subklinik Mastitis %72,41 %91,06

Gizelge 4. Klinik mastitis goriilen meme loblarindan izole edilen tirler

Sira No Numune no | MALDI-TOF sonucu
1. 7-R1 Streptococcus canis
2. 10-L4 Staphylococcus felis
3. 10-12 Streptococcus canis
4, 10-R1 Streptococcus canis
5. 2-R5 Streptococcus thoraltensis
6. 2-R4 Streptococcus canis
7. 2-R1 Corynebacterium mastiditis
8. 2-R2 Pasteurella canis
9. 15-L.3 Staphylococcus simulans
10. 15-R5 Staphylococcus pseudointermedius
11. 18-R1 Staphylococcus aureus
12. 25-L5 Streptococcus canis
13. 29-L5 Staphylococcus aureus
14. 27-R2 Streptococcus thoraltensis
15. 27-L2 Staphylococcus felis
16. 29-L5 Streptococcus thoraltensis

MALDI-TOF sonuglar1 esas alinarak en sik elde edilen izolatlar 69 Staphylococcus
pseudointermedius 28 Staphylococcus simulans, 25 Streptococcus canis seklinde tespit
edildi. Bu tiirlerin ardindan diger mikroorganizmalar ise 7 Streptococcus thoraltensis, 5
Staphylococcus felis, 2 Staphylococcus aureus ve 1 Staphylococcus equorum, 1
Corynebacterium mastiditis ve 1 Pasteurella canis seklinde belirlendi.

Aerobik sartlarda yapilan izolasyon sonucu olarak 120 (%67,04) Staphylococcus spp, 25
(%19,55) Streptococcus spp, 1 (%0,55) 1 Corynebacterium spp. ve (%0,55) 1 Gram (-)
cocobasil belirlenirken 30 siit drneginde ise (%16,75) iireme tespit edilmedi. Izole edilen bu
mikroorganizmalar MALDI-TOF ile tiir diizeyinde identifikasyona tabi tutuldu. Ureme
tespit edilen 19 (%10,61) sutte miks treme kaydedildi.
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3.3.Barinak Sonuglari

Cizelge 5. 1 numarali barinak 64 adet képek siit numunesi suglari

Sira | Ornek | Bakteriyolojik Kiltiir Sonucu Renk MALDI-TOF Sonucu

No No

1 4-1L.2 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

2 4-L5 Staphylococcus spp. + Streptococccus Staphylococcus felis +
spp. (R-hem) Streptococccus canis

3 4-R1 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

4 4-L1 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

5 4-R3 Staphylococcus spp. Krem Staphylococcus felis

6 4-R2 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

7 5-R5 Streptococccus spp. (3-hem) Identifiye edilemedi.

8 5-R3 Streptococccus spp. + Staphylococcus Streptococccus canis
spp. (1 koloni)

9 5-R4 | Ureme olmadi

10 5-L1 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

11 6-R1 Staphylococcus spp. (1 koloni) Krem Staphylococcus felis

12 6-R4 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

13 6-R1 Staphylococcus spp. (a- B-hem) (2 | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
koloni)

14 6-L.3 Staphylococcus spp. (a- B-hem) + | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
Streptococccus spp.

15 6-L5 Streptococccus spp. (3-hem) Streptococccus canis

16 6-R3 Staphylococcus spp. (a- B-hem) (3 | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
koloni) + Streptococccus spp. (B-hem) + Streptococccus canis

17 7-R4 Streptococccus spp. (3-hem) Streptococccus canis

18 7-L1 Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

19 7-R2 Staphylococcus spp. (a- $-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

20 7-L3 Staphylococcus spp. (a- $-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

21 7-R1 Streptococccus spp. (3-hem) Streptococccus canis

22 7-L2 Staphylococcus spp. (a- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

23 7-R3 Staphylococcus spp. (a- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

24 10-R4 | Staphylococcus spp. (a- 3-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

25 10-L2 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) + Staphylococcus pseudintermedius
Streptococccus spp. (o hem) + Streptococccus canis

26 10-R5 | Staphylococcus spp. Krem Staphylococcus felis

27 10-L1 | Streptococccus spp. (o hem) Streptococccus canis
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28 10-R3 | Staphylococcus spp (a- R-hem) + Staphylococcus pseudintermedius
Streptococccus spp. (o hem) + Streptococccus canis

29 10-L3 | Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

30 10-L4 | Staphylococcus spp. (a- R-hem) + | Krem Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus spp. (hon-hem) + Staphylococcus felis

31 10-R1 | Staphylococcus spp. (a- BR-hem) + Staphylococcus pseudintermedius
Streptococccus spp.(a hem) + Streptococccus canis

32 1-L2 | Streptococccus spp. (non-hem) Streptococccus thoraltensis

33 1-L4 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) (1 Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
koloni) + Streptococccus spp. (non- + Streptococccus thoraltensis
hem)

34 1-R3 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) (2 Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
koloni) + Streptococccus spp. (non- + Streptococccus thoraltensis
hem)

35 1-R5 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) (1 | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
koloni)

36 2-1L1 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

37 2-L2 | Ureme olmad

38 2-R1 | Streptococccus spp. (2 koloni) + Streptococccus  thoraltensis  +
Corynebacterium spp. (non hem) Corynebacterium mastitidis

39 2 -R2 | Gram negatif cocobasil Pasteurella canis

40 2 -R4 | Streptococccus spp. (3-hem) Streptococccus canis

41 2 -R5 | Streptococccus spp. (hon-hem) Streptococccus thoraltensis

42 3-L1 Staphylococcus spp. (a ~hem?) Beyaz Identifiye edilemedi
(2 koloni)

43 3-1L2 Staphylococcus spp. (a- $-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

44 3-L3 Staphylococcus spp. (a- $-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

45 3-L4 | Ureme olmadi

46 3-R1 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

47 3-R2 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

48 3-R3 | Staphylococcus spp. (o- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

49 3-R4 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

50 3-R5 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

51 8-L2 | Staphylococcus spp. (a-hem) (2 koloni) Staphylococcus equorum

52 8-L3 | Staphylococcus spp. (a- R-hem) (2 Streptococccus canis
koloni) + Streptococccus spp. (RB-hem)

53 8-L4 | Ureme olmad:

54 8-R3 | Staphylococcus spp. (a- R-hem) (3 | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

koloni) + Streptococccus spp. (B-hem)

+ Streptococccus canis
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(1 koloni)

56 8-R4 Ureme olmad:

57 8-R5 | Ureme olmadi

58 10 - L1 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) (3 | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

koloni)
59 10 - L2 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
60 10 - L3 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
61 10 - R1 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
62 10 - R2 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

63 10 - R3 | Ureme olmadi

64 10 - R4 | Staphylococcus spp. (o- B-hem) (2 | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
koloni)

X-LY /X-RY: X:Ornek alinan kopegin sira numarasi L:Left, R:Right, Y:Ornek alinan meme Lobu
Suslar MALDI-TOF da incelenirken ayni koloni ézelliklerine sahip suslar arasindan se¢im yapilarak sonuclar
elde edildi.

Gizelge 6. 2 numarali barmak 27 adet kdpek siit numunesi suslari

Sira | Ornek Bakteriyolojik Kiiltiir Sonucu Renk MALDI-TOF Sonucu
No No
1 14 -1 L3 | Staphylococcus spp. (B-hem) Krem Staphylococcus simulans
2 14 -2 L4 | Ureme olmadi
3 14 -3 L5 | Staphylococcus spp. (0. -hem?) Beyaz Staphylococcus simulans
4 14 -4 R1 | Staphylococcus spp. (3-hem) Krem Staphylococcus simulans
5 14 -5R2 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
6 14 -6 R3 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
7 15-1L2 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
8 15-2 L3 | Staphylococcus spp. (0. -hem?) Beyaz Staphylococcus simulans
9 15-3 L4 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
10 15-4 L5 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
11 15 -5R2 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
12 15 -6 R3 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
13 15 -7 R4 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
14 15 -8 R5 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
15 17 -1 L3 | Ureme olmad: (kontaminant

bakteriler izole edildi.)
16 17 -2 L4 | Ureme olmadi (kontaminant

bakteriler izole edildi.)
17 17 -3L5 | Ureme olmadi (kontaminant

bakteriler izole edildi.)
18 17 -4R1 | Ureme olmad: (kontaminant

bakteriler izole edildi.)
19 17 -5R2 | Proteus kapladi. (kontaminant

bakteriler izole edildi.)
20 17 -6 R3 | Staphylococcus spp. (o —hem?) Beyaz Staphylococcus simulans
21 19-1L1 | Ureme olmadi
22 19-2L2 | Ureme olmadi
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23 19 -3L3 | Staphylococcus spp. (a- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
24 19 -4 L4 | Staphylococcus spp. (bir koloni)

25 19 -5R1 | Ureme olmad:

26 19 -6 R2 | Ureme olmad:

27 10-R5 Ureme olmad:

Gizelge 7. 3 numarali barmak 43 adet kOpek sut numunesi suslari

Sira Ornek Bakteriyolojik Kiiltlir Sonucu | Renk MALDI-TOF Sonucu
No No
1 19 -7 R3 | Ureme olmad:
2 11-R3 Streptococccus spp. (3-hem) Streptococccus canis
3 11-R4 Streptococccus spp. (3-hem) + Beyaz Staphylococcus simulans
Staphylococcus spp. (hon-hem)
4 11-1.3 Streptococccus spp. (3-hem) Streptococccus canis
5 11-1L.2 Streptococccus spp. (3-hem) + Beyaz Streptococccus canis +
Staphylococcus spp. (a- -hem) Staphylococcus pseudintermedius
6 11-L4 Staphylococcus spp. (a- B-hem) | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
7 11-R2 Streptococccus spp. (3-hem) + Beyaz Streptococccus canis +
Staphylococcus spp. (non-hem) Staphylococcus simulans
8 12-R2 Streptococccus spp. (3-hem) + Beyaz Streptococccus canis +
Staphylococcus spp. (B-hem) Staphylococcus simulans
9 11-L1 Streptococccus spp. (non-hem)
(6 koloni)
10 12-R3 Streptococccus spp. (3-hem) + Streptococccus canis +
Staphylococcus spp. (B-hem) Staphylococcus simulans
11 12-1.2 Streptococccus spp. (3-hem) + Beyaz Streptococccus canis +
Staphylococcus spp. (a- $-hem) Staphylococcus pseudintermedius
12 12-R5 Staphylococcus spp. (a- B-hem) | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(4 koloni)
13 12-L5 Staphylococcus spp. (non-hem) | Beyaz Staphylococcus simulans
+ Staphylococcus spp. (3-hem)
14 12-R4 Streptococccus spp. (3-hem) + Streptococccus canis
Proteus
15 12-1.3 Staphylococcus spp. (B-hem) + Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
16 13-L.3 Staphylococcus spp. (B-hem) + Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
17 13-R2 Staphylococcus spp. (B-hem) + Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
18 13-L4 Staphylococcus spp. (B-hem) (1 | Beyaz Staphylococcus simulans
koloni)
19 13-R4 Staphylococcus spp. (B-hem) (4 | Beyaz Staphylococcus simulans
koloni)
20 13-L.2 Staphylococcus spp. (B-hem) + Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
21 16-L5 Staphylococcus spp. (B-hem) + | Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
22 16-R5 Staphylococcus spp. (B-hem) + | Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
23 16-R1 Staphylococcus spp. (B-hem) + | Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
24 16-L1 Staphylococcus spp. (a- 8-hem) | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
25 16-R4 Ureme olmadi
26 16-R3 Staphylococcus spp. (B-hem) + | Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
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27 16-L.2 Proteus kapladi. (ireme olmadi)
28 16-L4 Staphylococcus spp. (B-hem) + Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
29 16-R2 Staphylococcus spp. (B-hem) + | Beyaz Staphylococcus simulans
Proteus
30 18-R1 Staphylococcus spp. (B-hem) + | Krem Staphylococcus aureus
Proteus
31 18-R3 Proteus kapladi. (ireme olmadi)
32 18-R4 Staphylococcus spp. (a- 3-hem) Staphylococcus pseudintermedius
(6 koloni)
33 20-L3 Staphylococcus spp. (non-hem) | Beyaz Staphylococcus simulans
(1 koloni)
34 20-L2 Ureme olmad:
35 20-L4 Staphylococcus spp. (hon-hem) | Beyaz Staphylococcus simulans
36 20-L5 Staphylococcus spp. (hon-hem) | Beyaz Staphylococcus simulans
37 25-L5 Streptococccus spp. (3-hem) Streptococccus canis
38 25-R4 Ureme olmad:
39 25-L4 Streptococccus spp. (3-hem) (3 Streptococccus canis
koloni)
40 25-R5 Ureme olmad:
41 25-R2 Staphylococcus spp. (non-hem) | Beyaz Staphylococcus simulans +
+ Staphylococcus spp. (3-hem) Streptococccus canis
+ Streptococccus spp. (B-hem)
(1 koloni)
42 25-L.2 Staphylococcus spp. (hon-hem) | Beyaz Staphylococcus simulans
(4 koloni)
43 25-R2 Ureme olmadi
Gizelge 8. 4numarali barmak 45 adet kdpek sut numunesi suslar1
Sira Ornek | Bakteriyolojik Kiiltiir Sonucu Renk MALDI-TOF Sonucu
No No
1 25-R3 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(1 koloni)
2 21-L.2 Staphylococcus spp. (B-hem) (4 Krem Staphylococcus felis
koloni)
3 21-L5 Etallph_);lococcus spp. (B-hem) (1 Beyaz Staphylococcus simulans
oloni
4 22-L.2 Streptococccus spp. (-hem) Streptococccus canis
5 22-L.3 Staphylococcus spp. (B-hem) (1 Beyaz Staphylococcus simulans
koloni)
6 22-L4 | Ureme olmadi
7 22-R3 | Ureme olmadi
8 22-R4 | Ureme olmadi
9 22-R5 | Ureme olmadi
10 23-L2 | Staphylococcus spp. (o- B-hem) + | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius +
Staphylococcus spp. (B-hem) Staphylococcus simulans
11 23-L3 Staphylococcus spp. (a- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
12 23-R2 | Staphylococcus spp. (o- B-hem) + | Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus spp. (non-hem)
13 23-R3 | Staphylococcus spp. (a-hem) Beyaz Staphylococcus felis
14 23-R5 | Staphylococcus spp. (non-hem) Beyaz Identifiye edilemedi
15 26-L1 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(1 koloni)
16 26-L.2 Staphylococcus spp. (a- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
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(3 koloni)

17 26-L5 Streptococccus spp. (o -hem) Streptococccus thoraltensis

18 26-R5 | Staphylococcus spp. (a- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(3 koloni)

19 27-L1 | Staphylococcus spp. (o- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(1 koloni)

20 27-L.2 Staphylococcus spp. (a- hem) (4 Beyaz Staphylococcus felis
koloni)

21 27-L3 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

22 27-L4 | Staphylococcus spp. (o- B-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(1 koloni)

23 27-L5 Streptococccus spp. (8 —hem?) + Streptococccus canis +
Staphylococcus spp. (B-hem) Staphylococcus simulans

24 27-R2 | Streptococccus spp. (a- hem) Streptococccus thoraltensis

25 27-R3 | Ureme olmad:

26 27-R4 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

27 27-R5 | Staphylococcus spp. (a- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

28 28-L2 | Ureme olmad:

29 28-L.3 | Ureme olmadi

30 28-L4 Staphylococcus spp. (a- -hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(2 koloni)

31 28-L5 | Ureme olmadi

32 28-R1 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

33 28-R2 | Staphylococcus spp. (a- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(1 koloni)

34 28-R3 | Ureme olmad:

35 28-R4 | Ureme olmad:

36 28-R5 | Staphylococcus spp. (o- R-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius
(2 koloni)

37 29-L.2 Ureme olmadi

38 29-L4 | Ureme olmadi

39 29-L5 Staphylococcus spp. (a- $-hem) Krem Staphylococcus aureus

40 30-L1 Staphylococcus spp. (hon-hem) (1
koloni)

41 30-L2 Staphylococcus spp. (non-hem) (4
koloni)

42 30-L3 Ureme olmadi

43 30-L4 | Ureme olmadi

44 30-L5 Staphylococcus spp. (a- #-hem) Beyaz Staphylococcus pseudintermedius

45 30-R5 | Corynebacterium spp. (4 koloni)
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4, TARTISMA

Sunulan caligma literatiir verilerine gore ulagilan yaymlarda kopeklerde subklinik mastitis
prevalansinin sahadan Ornek toplanarak belirlendigi Ulkemizdeki ilk g¢alisma oldugu
diistiniilmektedir. Yine, klinik ve subklinik mastitis etkenlerinin identifikasyonunda
MALDI-TOF yonteminin kullanildigi dunyadaki ilk ¢alisma oldugu diisiiniilmektedir.
Ulasilabilen diger c¢alismalarin koOpeklerden klinik mastitis etkeni olarak izole edilip
saklanan suslarin identifiye edilip yaymlanmasi seklinde verilerin sunuldugu belirlenmistir.
Klinik mastitisli memelerden izole edilen suslar1 Vasiu ve ark. (2017) E coli, S intermedius,
Pseudomons aeriginosa, seklinde, Ververidis ve ark. (2007) ise S intermedius seklinde
belirlemiglerdir. Sunulan iki ¢aligmadaki izolatlar bu ¢calismada izole edilmemistir. Martin
ve ark.’nin (2010) yaptigi ¢alismada klinik mastitis saptanan kopeklerde laktobasillerin
cogunlukta oldugu L. murins, L. animalis, L. reuteri, L. johnsonii, L. fermentum, E. faecalis,
E. faecium, S. salivarius, S. epidermidis, W. viridescens izolasyonlarini
gerceklestirmislerdir. Schafer-Somi ve ark, (2003)’nin yaptig1 ¢alismada klinik mastitis
saptanan kopeklerde S. haemolyticus, Klebsiella pnuemoniae, E. coli, Proteus miriabilis
turleri izole edilirken subklinik mastitisli kopeklerde, E. coli,Enteroccus durans, P. stuterzi,
Shigella spp., Acnetobacter anitratusand, Basillus spp., (Schafer-Somi ve ark. 2003) tirleri
de saptanmustir. Yapilan bu ¢aligmada klinik mastitis saptanan képeklerde S. canis, S. felis,
S. thoraltensis, Corynebacterium mastiditis, Pateurella canis, S. simulans, S. aureus, S.
pseudointermedius tirleri izole edilmistir. Toydemir ve ark. (2015), 10 post-partum klinik
mastitis problemi yasayan ve 7 yalanci gebelik geciren kopekte yaptiklari ¢alismada, dort
tanesi miks enfeksiyondan 11 kopekte S intermedius, 2 kopekte miks halde E. coli, 2
kdpekte biri miks enfeksiyondan olmak tzere

S. aureus, 1 kopekte S epidermidis, 1 kopekte Citrobacter freundii, 1 kopekte miks
enfeksiyondan Pseudomonas aeruginosa ve 1 miks enfeksiyondan da Staphylococcus hyicus
izole etmislerdir. Bu arastiricilarin  yaptigi ¢alismada major izolat S. intermedius iken
sunulan ¢aligmada S. pseudointermedius olarak belirlenmistir. E. coli, Toydemir ve ark.
(2015), Schafer-Somi ve ark. (2003), Vasiu ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismalarda
klinik mastitislerden izole edilirken sunulan ¢alismada E coli izoleedilememistir. Bunun
nedeninin ziyarete agik olan barmnaklarda kopek diskilarinin temizligine azami 6zen

gosterilmesi seklinde agiklanabilir.
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Schafer-Somi ve ark. (2003)’de yaptiklari retrospektif calismada klinik mastitis semptomlar1
gostermeyen ve subklinik mastitis olarak kabul ettikleri 38 kdpegin siitiinden yapilan
izolasyon ve identifikasyon g¢alismasinda 31 kopekten etken izole ederken, 11 kopekte
izolasyon gerceklestirememislerdir. Klinik olarak mastitis semptomu belirlenmeyen 27
kopek siit 6rneginden S. intermedius, R-hemolitik Streptococcus sp., E. coli, hemolitik E.
coli, Enterococcus durans, hemolitik Staphyloccoccus sp., S. epidermidis, S. simulans,
Pseudomonas stutzeri, Shigella sp., Acinetobacter anitratus ve Bacillus spp. izole
etmislerdir. Sunulan ¢alismada subklinik mastitis etkeni olarak izole edilen major tir olan S.
pseudointermedius Schafer-Somi ve ark. (2003) tarafindan izole edilmemistir. Bu durumda
bu ¢alismada izole edilen S. pseudointermedius sonucununeldeki izolatlarla sonraki asamada
yapilacak ¢aligmalarda PCR gibi bir metodla teyidi yapilabilir. C. mastiditis ve P. canis
etkenleri subklinik mastitis etkeni olarak Schafer-Somive ark. (2003)’dan farkli olarak bu

caligmada izole ve identifiye edilmistir.

Streptokoklar cins diizeyinde Schafer-Somi ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada izole
edilirken, sunulan ¢alismada S. canis ve S. thoraltensis izole edilmistir. S. simulans, sunulan
caligmada ve Schafer-Somi ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada da subklinik mastitis
etkeni olarak izole edilmistir. Schafer-Somi ve ark. (2003), subklinik mastitisli kopeklerden
hemolitik ve non hemolitik E. coli izole ederken, bu ¢alismada E. coli izole edilmemistir. Bu
durumun tipki yukarida klinik mastitis izolatlarinda tartisildigi gibi ziyarete agik olan
barmaklarda digki temizligine 6zen gosterildiginden dolay1 olustugu distiniilmektedir.
Schafer-Somi ve ark. (2003), bu c¢alismadan farkli olarak Enterococcus durans, S.
epidermidis, Pseudomonas stutzeri, Shigella sp., Acinetobacter anitratus ve Bacillus spp.
izolasyonlar1 da gergeklestirmislerdir. Her iki ¢alisma da subklinik mastitis etkenlerinin
belirlenmeye ¢alisildigi ¢alismalar olsa da, sunulan ¢aligmanin sadece rastgele secilen
barinak kOpeklerinden drnekleme seklinde yapilmasi ve Schafer-Somi ve ark. (2003)’nin
calismasimin sadece retrospektif verilere dayanmasindan dolay1 farkli izolatlarinelde edildigi
diistiniilmektedir. Ancak, Schafer-Somi ve ark. (2003)’nin ¢aligmalar1 bu konudaki

ulagilabilen tek yaymn olmasindan dolay literatire kiymetli veriler saglamistir.
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SONUC

Bu ¢aligmada 4 barmnaktan ve bu barinaklarda yasayan rastgele segilen 29 emziren
kopekten almman 179 slt oOrnegi calisma materyalini olusturdu. Aerobik sartlarda
mikrobiyolojik izolasyon ve cins diizeyinde identifikasyon yapilmis 179 siit 6rneginden
149’unda izolasyon gergeklestirildi. Yirmi dokuz kopekten 8’inde (%27,6) ve 6rneklenen
179 meme lobundan 16’sinda (%8,9) klinik mastitis tespiti yapildi. Subklinik mastitis
goriilme siklig1 ise 6rneklenen memelerden klinik mastitis tespit edilmeyen 163 meme lobu
esas almarak hesaplandi. Buna gore subklinik mastitisli kopek sayis1 21, meme sayis1 133,
oranlar ise kopek bazinda %100, meme bazinda ise %81.6 olarak tespit edildi. Cins
dizeyinde yapilan identifikasyonlar daha sonra MALDI-TOF cihazinda tir diizeyinde
yapilarak kayda alind1 ve laboratuvarda yapilan cins diizeyindeki identifikasyolarla MALDI-
TOF sonuglarinin %100 uyumlu oldugu belirlendi. MALDI-TOF sonuglari esas alinarak 69
izolat S. pseudointermedius, 28 S. simulans ve 25 izolat S. canis olarak tespit edildi Bu
tiirlerin ardindan, 7 S. thoraltensis, 5 S. felis, 2 S. aureus ve 1 S. equorum, 1 Corynebacterium
mastiditis ve 1 Pasteurella canis olarak belirlendi.

Aerobik sartlarda yapilan izolasyon sonucu olarak 120 (%67,04) Staphylococcus
spp, 25 (%19,55) Streptococcus spp, 1 (%0,55) 1 Corynebacterium spp., (%0,55) 1 Gram
(-) cocobasil, 19 (%10,61) miks {ireme olarak belirlenirken 30 siit 6rneginde ise (%16,75)
ureme tespit edilmedi. Sunulan ¢alismada barmaklarda dogum yapmis kdpeklerden elde
edilen klinik ve subklinik mastitis oranlarmin sahipli olanlara gore biraz daha yiiksek
olacagini tahmin ediyor ve bu konuda sahipli kdpeklerden yapilacak 6rneklemelerle yeni
caligmalarin planlanmasimin gerekli oldugunu diistiniiyoruz. Sunulan ¢alismadan elde edilen
suslarm virulans 6zellikleri, antibiyotik direngleri ve antibiyotik direng genleri ile antiseptik
diren¢ genlerinin gelecekte yapilacak cgalismalara veri olusturmak Uzere belirlenmesinin
faydali olacagini diisiiniiyoruz. Klinik ve subklinik kopek mastitislerinin prevalansi
konusunda sahadan rastgele drneklerden toplanan planli bir ¢calisma sonucu elde edilmis
prevalansi ve etken listesini iceren bir yaymna rastlanmamustir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de ilk
kez subklinik mastitis verileri ortaya konulmus, Diinya’da da klinik ve subklinik mastitis

etkenlerinin identifikasyonunda MALDI-TOF ilk kez kullanilmistir.
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