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OZET

KORKMAZ M., Koyun ve ke¢i siitlerinden izole edilen E. coli’de sul genlerinin arastirilmasi, Van
Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek
Lisans Tezi, Van, 2020. Antimikrobiyal ilaglar, gida elde etmeye yonelik yetistirilen hayvanlarda bakteriyel
infeksiyonlardan koruma ve tedavi amagh kullanilmaktadir. Fakat, kontrolsiiz antibiyotik kullanimi farkli
dirence sahip patojen bakterilerin ortaya ¢ikmasinda énemli rol oynamaktadir. insanlarda, direng gelistiren
bakterilerin yarattigi risk endise vericidir. Antimikrobiyal direncin gelismesinde, ¢oklu ilag direncine sahip
bakteri tiirlerinin gida zinciri araciligiyla insanlara bulasmasi ve kisileri tasiyici hale getirmesiyle olduk¢a yaygin
bir hale gelebilmektedir. Mastitis hastaligi, gida sektoriinde ciddi riskler yaratan ve insan sagligini olumsuz
etkileyen bakteriyel bir hastaliktir. Van ili koy isletmelerinden 100 koyun ve 100 kegi (klinik veya subklinik
mastitis tanili)’den olmak iizere toplam 200 siit 6rnegi toplandi. Siitlerin tamamina California Mastitis Testi
(CMT) uyguland1. Bakterilerin identifikasyonu ve antibiyogram testi degerlendirmesi i¢in Vitek 2 Compact
(Biomerieux, USA) cihazi1 kullamildi. Klinik ve Subklinik mastitisli vakalardan izole edilen 21 (%58,3) E. coli
susunun siilfonamid direngli oldugu belirlendi. Bu izolatlarin mPCR ile sull, sul2 ve sul3 geni tastyiciliklar
analiz edildi. 21 E. coli izolatinin sirasiyla 17’sinin sull, 3’tniin sul2 ve 1’inin sul3 geni tasiyiciligimin pozitif
oldugu belirlendi. Sonug olarak, kdy isletmelerinde yetistirilen koyun ve kegilerde siilfonamid direnci ve direng
geni yaygmligi yiiksek goriildi. Siitlerin pastorize edilmeden tiiketilmesinin mikrobiata bakterilerinde sul geni
yayginligini artirabilecegi goriildi.

Anahtar Kelimeler: sull, sul2, sul3, Mastitis, Kii¢iik ruminant.



ABSTRACT

KORKMAZ M., Investigation of sul genes in E. coli isolated from sheep and goat milk, Van Yiiziincii Y1l
University, Health Sciences Institute, Faculity of Pharmacy, Basic Pharmaceutical Sciences, Department
of Pharmaceutical Microbiology, Postgraduate Thesis, Van, 2020. Antimicrobial drugs can be use for
treatment and provention animals growen for food production from bacterial infections. However, uncontrolled
antibiotic useg plays an important role in the emergence of pathogenic bacteria with different resistance. In
humans, the risk of bacteria developing resistance is worrying. In the development of antimicrobial resistance,
multi-drug resistant bacteria species can become quite common by infecting people through the food chain and
making them carriers. Mastitis is a bacterial disease that poses serious risks to the food industry and adversely
affects human health. A total of 200 milk samples were collected from 100 sheep and 100 goats (diagnosed with
clinical or subclinical mastitis) from village enterprises in Van province. California Mastitis Test (CMT) was
applied to all milk. Vitek 2 Compact (Biomerieux, USA) device was used for identification and evaluation of the
antibiogram test. 21 (58.3%) E. coli strains isolated from clinical and subclinical mastitis cases were found to be
sulfonamide resistant. Sull, sul2 and sul3 gene carriers of these isolates were analyzed by mPCR. Of the 21 E.
coli isolates, 17 were sull, 3 were sul2 and 1 was sul3 gene positive. As a result, sulfonamide resistance and
resistance gene prevalence was high in sheep and goats reared in village holdings. It was seen that the
consumption of milk without pasteurization could increase the prevalence of sul gene in microbiata bacteria.

Key Words: sull, sul2, sul3, Mastitis, Small ruminant.
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1. GIRIS

Antimikrobiyal ilaclar, gida elde etmeye yonelik yetistirilen hayvanlarda
bakteriyel infeksiyonlardan koruma ve tedavi amagli kullanilmaktadir (McEwen ve
Fedorka-Cray, 2002). Ancak, bu tiir hayvanlarda kullanilan antimikrobiyal ilaglara kars1
gelisen flora ve patojen bakterilerindeki direngten kaynakli dikkatli olunmasi 6nem arz
etmektedir (Landers ve ark., 2012). Ozellikle veteriner hekimler ve toplumda, direng
gelistiren bakterilerin yarattigi risk endise vericidir. Antimikrobiyal direncin
gelismesinde, ¢oklu ilag direncine sahip bakteri tiirlerinin gida zinciri araciligiyla
insanlara bulasmasi ve kisileri tasiyict hale getirmesiyle olduk¢a yaygin bir hale
gelebilmektedir. Bakterilerdeki direng ise insanlarda ve hayvanlarda yanlis tedaviler
uygulanmasina neden olarak tibbi bakim ile hayvansal gidalarin {iretiminde ciddi

harcamalar yapilmasina neden olmaktadir (Bengtsson ve ark., 2014).

Veteriner hekimler, klinik mikrobiyologlar, toplum sagligi merkezleri ile devlet
bakanliklarminaktif rol aldigi bir siirecte, antimikrobiyal direng bilesenlerini ve
hayvanlarda gelisen infeksiyonlarda bakteriyel etkinligi bilerek, patojen sipesifik ve en
uygun ampirik tedavi segenegi, tedavi protokol rehberi ve kanunlarin gelistirilmesinin
direngli bakteriler ile miicadele de oldukg¢a dnemli oldugu bildirilmektedir (Blondeau ve
Tillotson, 1999; Lubbers ve Hanzlicek, 2013). Antimikrobiyal duyarlilik bilesenleri ve
bakteriler, bir hayvandan digerine veya bir bdlden digerine ¢ok hizli bir sekilde
yayilabilirler (Blondeau ve Tillotson, 1999; Lubbers ve Hanzlicek, 2013). Bu
bakterilerin bolgesel veya sinirl alanlardaki bilgilerine sahip olmak olduk¢a 6nemlidir
(Checkley ve ark., 2010). Ek olarak siirvelans, evcil hayvanlar arasinda yeni veya
gelismekte olan bakteriyel hastaliklarin hemen tedavi edilmesinde ve ilag direncindeki

degisikliklerin tanimlanmasi adina olduk¢a Onemli arz etmektedir (Awosile ve
ark.,2018).

Ulkeler de peynir, tereyagi, yogurt, krema ve dondurma (pastdrize degildir) ile
pastorize siitler ticari olarak insanlarin tiiketimine sunulan 6nemli hayvansal gidalar
olarak bilinmektedir. Gida sektoriiniin basarisinin devam etmesinde hayati olarak

goriilen kurallar igerisinde, tiiketicinin iriiniin kaynagini bilmesi ve {irlini takip



edebilmesindeki kolaylik oldukca onemlidir. Ticari siitlerde yerel kaynakli kalite ile
hijyenik {iretimin mevcut olmasi, sektoriin biiylimesindeki ve gelisiminin devam

etmesindeki basarinin temelini olusturur (Murphy ve ark., 2007).

Koyun ve kegilerde mastitis, gosterdigi farkliliklar nedeniyle 6zel yaklasim
gerektiren hastaliklar sinifinda degerlendirilmektedir (Contreras ve ark., 2007). Mastitis
hastalig1 konak, patojen ve cevre arasindaki iliskinin bir sonucu olarak ortaya cikan
cogu zaman benzer Ozellikler gosteren bir hastaliktir. Etiyolojisinin farkli nedenleri
icerisinde bulundurdugu bu hastalik ile ilgili ¢esitli ¢calismalar yapilmistir (Hawari ve
ark., 2014; Vasileiou ve ark., 2019). Cevrenin, koyunlarda subklinik mastitisler iizerine
etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada sicakligin oldukca diisiik oldugu kis aylarinda
hastaligin daha fazla goriildiigi belirlenmistir (Vasileiou ve ark., 2019). Stres ve meme
dokusunun yaralanmasi sonucu yangi ortaya ¢ikabilmektedir. Ancak mastitisin birincil
sebebi olarak bakteriler ve mantarlar gosterilmektedir. Bu etkenler, insan sagligi ve
hayvansal firiinler lizerine olumsuz bircok etki olustururlar (Hawari ve ark., 2014).
Meme dokusunun yangisi, kompleks ve pahaliya mal olan bir hastalik olarak
bilinmektedir (Radostitis ve ark., 1994). Bu hastalik, siit veriminin azalmasi ile veteriner
hizmetleri, tedavi, laboratuvar islemlerinin artmasiyla iliskili 6nemli bir problem olarak

tanimlanmaktadir (Fthenakis, 1994).

Diinya ¢apinda mastitis, kiigiik ruminant siiriilerinde goriilen saglik problemleri
ve ciddi ekonomik kayiplarin olugsmasinda rol oynayan hastaliklardan bir tanesi olarak
dikkati ¢ekmektedir (Osman ve ark., 2013; Hawari ve ark., 2014). Kii¢iik ruminant
stiriilerinde, klinik mastitisin yillik goriilme orani genel olarak %5’den daha az olsa da
sporadik goriilme yayginligi daha yiiksek olabilmektedir. Diger taraftan subklinik
mastitislerin goriilme oran1 %5-30 veya daha fazla oranlarda olabilecegi tahmin
edilmektedir (Bergonier ve Berthelot, 2003; Contreras ve ark., 2007). Her ne kadar
goriilme sikliklar1 degisiklik gostersede ciddi mastitis olgulari,hayvanlarin 6liimlerine
ve erken itlafina neden olan 6nemli bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Queiroga,
2017). Kuzularda gelisme geriligi ve hayatta kalma oranindaki dasiikliik tireticide
olusan krizi daha da biiylitmektedir (Leitner ve ark., 2004; Quintana ve Martin, 2005).

Diger taraftan, subklinik mastitisli hayvanlardan elde edilen siitlerden yapilan peynirin



kalitesinde olugan bozukluklarda iireticide 6nemli maliyet kayiplarina neden olmaktadir

(Silanikove ve ark., 2005; Rovai ve ark., 2015).

Koyun ve ke¢i isletmelerinde mastitis 6nemli bir sorun olarak giincelligini
korumaktadir. Yillik olarak olusan ekonomik kayiplar devlet adina 6nemli bir
yikiimliiliikk ortaya ¢ikarmaktadir. Siilfanamidler, mastitis tedavisinde yogun olarak
kullanilan ilaglar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlara karsi gelisen direncin ortaya
konulmasi énemli olarak goriilmiistiir. Van ilinde halkin biiyiik bir ¢cogunlugu koyun ve
kegi yetistirerek gegimini saglamaktadir. Ozellikle bu hayvanlardan elde edilen
siitlerden Van Otlu Peyniri yapilmaktadir. Van Otlu Peyniri bugiin tescillenmis ve
diinyaya tanitim amacgli 6nemli bir besin kaynagi olarak sunulmaktadir. Hayvanlarda
gelisen mastitis ile birlikte hem hayvansal gidalardan hem de direkt c¢evre
kontaminasyonu yoluyla insanlar risk altinda kalmaktadir. Bu calismada, mastitisin
onemli etkenlerinden biri olan E. coli varligi ve yayginligi ile birlikte gelisen
sulfanamid direncinin fenotipik ve genotipik degerlendirilmesinin yapilmasi

amaclanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

Mastitis, meme bezlerinde enfeksiyoz veya enfeksiydz olmayan irritasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikan yanginin genel bir ifadesi olarak tanimlanmaktadir (Gabli ve
ark., 2019). Mastitiste en yaygin goriilen yangi sebebi mikroorganizmakaynakli ortaya
cikmaktadir. Enfeksiydoz olmayan yangilar ise genellikle fiziksel travmalar sonucu

meydana gelmektedir (Ozyurtlu ve ark., 2011).

Mastitis geleneksel olarak Klinik ve subklinik olmak {izere iki sekilde
tanimlanmaktadir (Gabli ve ark., 2019). Subklinik mastitis, hayvan popiilasyonlarinda
klinik mastitise gore daha fazla goriilmektedir. Siit yonli yetistirilen kecilerde meme
dokusunun infeksiyonlarinin igerisinde yaklasik %15-40 oraninda goriilme sikligina
sahip oldugu rapor edilmistir. Subklinik mastitiste, infekte meme dokusunda klinik
semptom bulunmamaktadir fakat patojenler hem siitte hem de dokuda kolonize bir

sekilde tespit edilmektedir (Omar ve Mat-Kamir, 2018).

Akut Kklinik mastitise birincil neden olan etkenler bakterilerdir. Bu bakteriler
icerisinde en yaygin goriilen patojenlerin Staphylococcus spp., Enterobacteriaceae ve
Pseudomonas aeruginosa oldugu bildirilmistir (Anderson ve ark., 2002). Bakteriyel
mastitisli meme dokusunda genellikle kizariklik, sicaklik ve sisme goriiliir. Genellikle,
sadece bir meme dokusu etkilenmistir. Koyu, seréz, kan kirmizisi ve pul pul bir
sekresyon goriilebilecegi gibi purulent veya fibrinli bir akintida sekillenebilir. Meme
boslugu ve kanalinda goriilen kitlesel akintinin mikroskopik incelemesinde 16kositler ile
notrofillerin yogun oldugu goriilmektedir. Alveolar epitelyumun kaybi ve nekrozis en

sik goriilen bulgulardir (Watkins ve Jones, 2007).

Siddetli akut klinik mastitis, Staphylococcus aureus’un genellikle neden oldugu
bir hastaliktir. Etkilenen bez 6dematdz ve genislemistir. Meme dokusu, kirmizi veya
mor renktedir. Hastaligin baglangicinda meme dokusuna dokunuldugunda sogukluk
hissedilir. Histolojik degerlendirmede, parankim dokuda yaygin nekrozis, édem ve
trombosis goriiliir. Anne hayvan hayatta kalirsa eger etkilenen meme amaliyatla

uzaklastirilir (Winter, 2001).



Subklinik mastitis vakalarinda, klinik semptomlar veya makroskopik lezyonlar
goriilmemektedir. Teshis, siit 0rneklerinde somatik hiicre artig1 ve neden olan bakteriyel
etkenin tanimlanmasi iizerine temellendirilmistir (Contreras ve ark., 1996; Fragkou ve
ark., 2014). Koagulaz nagatif Staphylococcus etkenleri en sik izole edilen bakteriler
olmasina ragmen akut mastitisle benzer olarak farkli bircok bakterinin neden olabilecegi
tespit edilmistir. Histolojik farkliliklar meydana gelmektedir. Baslangicta notrofil
infilitrasyonu vardir. Daha sonra nétrofil lizisi ve alveolar yikim gériiliir. Infeksiyonun

son evresinde lenfosit infilitrasyonu ve fibr6z doku proliferasyonu meydana gelir

(Fthenakis ve Jones, 1990).

Kronik mastitis (Long-standing mastitis), bakteriyel infeksiyonlarin uzun
siirmesi, etkilenen meme dokusunun sertlesmesi, apse veya siit kistlerinin varlig: ile
kendini belli eden bir hastaliktir (Watkins ve Jones, 2007). Bu hastaliga en sik neden
olan patojenin Mycoplasma spp., (M. agalactia) oldugu bilidirilmistir. Baslangig
evresinde, hastalik akut mastitise benzerlik gosterir. Kronik donem baglangicinda,
meme bezinde fibrozis ve devam eden atrofi vardir. Histolojik olarak, bir
lenfoplazmositik infilitrasyonla karakterizedir ve final olarak subepitelyal lenfoid
folekiillerinde organizasyon meydana gelir (Castro-Alonso ve ark., 2010). Kronik
mastitis, kontagiyoz agalaksiyanin en sik goriilen formudur. Burada ek olarak artritis,
keratokonjuktivitis, pnémoni ve abortus goriilebilir. Kronik mastitis, Lentiviral
infeksiyonlar nedeniylede meydana gelebilir. Siitte makroskopik degisiklikler
olmaksizin etkilenen meme dokusunun ¢ift tarafli artan sertlesmesi goriiliir.
Mikroskopik olarak, meme kanali ¢evresinde belirgin lenf folekiillerinin olusmu ile
lenfositlerin yaygin infiltrasyonu s6z konusudur (van der Molen ve Houwers, 1987;
Benavides ve ark.,2015).

2.2. Mastitis Hastaliginin Ekonomik Etkileri

Insan ve hayvan infeksiyon hastaliklarmin klinik tedavisi ile antimikrobiyal
direng gosteren patojenlerin ortaya ¢ikmasi arasindaki uyumlu siire¢ sonucunda global
toplum saglig1 ve ekonomi iizerine olumsuz bir etki ortaya ¢ikmistir (File ve ark., 2014,
Friedman ve ark., 2016). Insan ve hayvanlarda direngli bakterilerin tedavisi igin tercih

edilen antimikrobiyal ilaglarin uygun olmayan kullanimlar1 sonucu ciddi riskler ortaya



cikmaktadir. Ozellikle, antimikrobiyal direngli bakteriler hayvanlardan insanalara
gecerek ciddi infeksiyonlara neden olmaktadir (Leverstein-van Hall et al., 2011;
Landers et al., 2012). Antimikrobiyal direng, zengin veya fakir toplumlarin igerisinde
ciddi bir problem yaratmaktadir. Fakat bu problem, gelismekte olan toplumlarda
hayvansal gida tiretiminde antibiyotik kullanimi ve kisitlamalarin daha az olmasindan
kaynakli ¢cok daha ciddi ortaya ¢ikabilmektedir (WHO, 2014). Kommensal bakterilerde
yapilan antibiyotik diren¢ ¢alismalarinda, diren¢ genleri i¢in 6nemli birer rezervuar
olarak gorev yaptiklarive diger patojen bakterilere direng genlerini akatarilabildikleri
ortaya konulmustur (DeFrancesco ve ark., 2004; EFSA, 2008). Komensal bakterilerde
antimikrobiyal direng ile sinirli antibiyotik kullanim1 ve yeni direncli patojenlerin ortaya
cikmasi arasinda pozitif bir korelasyon goriilmektedir (Hao et al., 2014). Boylece,
hayvalardan izole edilen bakterilerde antimikrobiyal direncin siki takip edilmesi yoluyla
gida zinciri icerisinde komensal ve patojen bakterilerde ortaya c¢ikan antimikrobiyal
diren¢ profillerinin belirlenmesi daha kolay bir hale gelmektedir (Obaidat ve ark.,
2017). Insan ve hayvan infeksiyonlarina (mastitis) neden olan bakterilerin takip

edilmesi sonucunda, ciddi saglik harcamalarinin 6niine gegilmesi muhtemel olmaktadir.

Ekonomik olarak mastitis, tiim diinyada siit yonli yetistirilen hayvanlart
etkileyen en 6nemli hastaliklardan biri olarak tanimlanmaktadir (Mishra ve ark.,2018).
Modern isletmelerde uygulanan kontrol programlarina ragmen o©nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Quinn ve ark., 1994). Tim evcil hayvanlarda goriilen
onemli bir sorun oldugu bilinmektedir. Ulkemizde mastitis iizerine bir¢ok calisma
yapilmasina ragmen halen siit yonlii yetistiricilik yapilan isletmelerde yaygin olarak
goriilmektedir (Tel ve ark., 2009). Ozellikle mastitisin siitiin miktar1 ve kalitesinde
ortaya ¢ikardigi etkileri tanimlarken meme ile siitte fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik

ve patolojik 6zellikleri degerlendirerek ortaya koyabilmekteyiz (Mishra ve ark., 2014)
Isletmelerde klinik mastitise bagl kayiplar (Thompson-Crispi ve ark., 2014);

Siit Giretiminde azalma,
Diisiik kalitede siit elde edilmesi,
Siitiin veya siit tirlinlerinin tiiketim dis1 birakilmasi,

Erken ayiklama islemi,

AN NN

Veteriner hekim harcamalari,
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v' Ekstra ortaya ¢ikan yonetim uygulama giderleri.

Mastitisin 6zellikle subklinik formu ekonomik agidan daha dnemlidir. Ekonomik
kaybin %70-801 subklinik mastitislerden kaynaklandig1 agiklanmustir (Ozyurtlu ve ark.,
2011).

» Direkt olarak siit gelirindeki diisiis,
» Antibiyotikle kontamine siitlerin satilamamasi,
» Enfeksiyonla birlikte seyreden siit {iretiminde diisme ve ¢esitli nedenlerle

hayvanlarin siiriiden ¢ikarilmasidir.

Klinik ve subklinik mastitise bagli diger bir kayip ise et iiretimine yonelik
kurulan isletmelerde goriilmektedir. Siit kalitesinin ve miktarinin diismesine bagl
olarak kuzularda gelisme geriligi ve oliimciil infeksiyonlara kolay yakalanma gibi

durumlar ortaya ¢ikabilmektedir (Fthenakis ve Jones, 1990; Gelesakis ve ark., 2015).

2.3. Mastitis Hastaliginin Saghk Yoniinden Etkileri

Mastitisli hayvanlardan elde edilen ve igerisinde anormallik olan siit ile siit
tirtinleri insan tiiketimine sunulmasi biiyiikk bir risk yaratir. Klinik ve subklinik
mastitislerde  siitin  yapisinda bulunan somatik hiicrelerin artis  gosterdigi
belirlenmektedir. Mastitisli siitlerin yapilan analizinde makrofaj, nétrofil, 16kosit, epitel
hiicreleri ile birlikte bakteriler goriilmektedir. Saglikli siitlerde, somatik hiicre sayisi
150.000 h/ml’den az olarak tespit edilir. Saglikli meme ile kaliteli siit tiretiminde, hedef
200.000 h/mI’nin alt1 ve bakteri sayist ise 50.000 h/ml’den az olarak hesap edilmelidir.
Yangisal reaksiyonlari goriildiigli meme dohkusunda genelde somatik hiicre sayisi
250.000 h/ml’den fazla olur. Ozellikle klinik mastitis vakalarinda somatik hiicre
sayisinin - 2.000.000 h/mlI’nin iizerine ¢ikabildigi goriilmektedir. Somatik hiicre
sayisindaki asir1 artiglardan dolayr siitiin kalitesi diisecektir ve siit insan tiiketimine

sunulamayacaktir (Ozyurtlu ve ark., 2011).

1992 yilinda olusturulan ve yayinlanan Avrupa Ekonomik Toplulugu (92/46
sayil1) yonergeye gore somatik hiire sayis1 400.000 h/ml’nin iizerinde olan siitler hi¢gbir

sekilde kullanilmamalidir ve insan tiiketimine sunulmamalidir. Amerika’da somatik



hiicre sayisi, insan tiiketimine uygunluk agisindan 750.000 h/ml iken Kanada’da ise
500.000 h/ml olarak hesaplanmistir. Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi ile bildirilen
somatik hiicre sayisi, ¢ig veya 1s1 gérmiis siitlerde 500.000 h/ml’den az olarak

belirlenmistir (Ozyurtlu ve ark., 2011).

Diinyada c¢iftlik endiistrisi temel olarak siitiin kalitesi, insan saglig1 giivenligi ve
ciftlik saglig: ile ilgili mastitisin yarattig1 riskleri takip etmektedir (Su ve ark., 2016).
Halk saglhigi yoniinden ele alindiginda siit ve siit iriinlerinde mastitisten dolay1
bulunacak patojen mikroorganizmalarin insanlara bulagma riskleri vardir. Siit kaynakli
tuberkiilozis, brusellozis, difteri ve Q fever gibi hastaliklar insanlar agisindan 6nemli bir
sorun teskil edebilir. Yine ¢ig siitte bulunabilen Listeria, Campylobacter, Yersinia,
Salmonella, Stafilokok tiirleri ve E. coli gibi bakteriler insanda gida kaynakli
problemlere yol agabilmektedir. Ancak, giinlimiizde uygulanan modern teknikler

(pastorizasyon gibi) ve hijyenik iiretimler ile bunlarin 6niine gecilebilmektedir.

Ticari siit ve siit iirlinlerinde gida kaynakli bakterilerin bulagmasinda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ornegin, verositotoksijenik E. coli (VTEC) toplum saghg iizerine
onemli riskler yaratmaktadir. Ruminantlar (sigir, koyun ve ke¢i), VTEC’1 semptom
gostermeden tasiyabilmektedirler. Tasiyici olan bu hayvanlar g¢esitli viicud atiklari
(disk1 ve siit) ile ¢evrede Onemli bir kontaminasyon yaratabilirler. Ticari siitlerin
kontaminasyonu, toplama ve depolama sirasinda diski ile bulas sonucunda meydana
gelebilir. Kontamine olan siitler 6nemli gida patojenlerinin insanlara bulagmasinda rol
oynayabilir (Oliver ve ark., 2005). 1992 ile 2000 yillar1 arasinda Ingiltere ve Wales’de
siit kaynakli salginlarin %31 (9)’inin nedenin VTEC O157 oldugu rapor edilmistir.
Bunlarin 5’inin ticari siitlerden, 3’iinii pastorize siitlerde ve birinin ise her iki {irliniin
birlestirilmesi nedenli ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Gillespie et al., 2003). Isvigre’de
yapilan bir calismada keg¢i ve koyun siit orneklerinde VTEC pozitifliginin sirasiyla
%16,3 ve %12,7 oldugu ortaya konulmustur (Muehlherr ve ark.,2003).

Mastitis ve saglik arasindaki iliskide diger 6nemli bir nokta da mastitis tedavisi
icin kullanilan antibiyotiklerin siitte kalinti birakmasidir. Siitteki bu antibiyotik
kalintilar1 siitiin kalitesini etkiledigi gibi insan sagligmi da tehdit etmektedir. Bu
antibiyotik kalintilar1 insanlarda alerjik reaksiyonlara (penisiline duyarli kisilerde

mastitis tedavisinde penisilin kullanilmigsa alerji reaksiyonlarin goriilmesi gibi) ve
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antibiyotiklere direngli suslarin gelisimine yol agmaktadir (Demir, 2004; Ozyurtlu ve
ark., 2011). Ek olarak, bu antibiyotiklerin karaciger, bobrek, pankreas ve dalak gibi
hayati organlar iizerine ciddi zararli etkileri ortaya ¢ikabilmektedir (Hadjazi ve ark.,
2015; Hasan ve ark., 1989). Sagilan siitte bulunan antibiyotik kalintis1 varsa bunun
minimuma inmesi i¢in yasal arinma siirelerinin ge¢gmesi beklendikten sonra tiiketilmesi

gerekmektedir.

2.4. Mastitis Hastahiginin Etiyolojisi

Mastitis olgularinda bir¢ok etken izole ve identifiye edilmistir (Watts ve ark.,
1995; Pitkala ark., 2004). Bu ectkenlerin ¢ok oOnemli bir kismini bakteriler
olusturmaktadir. Mastitis etkeni olarak 130'dan fazla mikroorganizma izole edilmesine
ragmen mastitisli stit 6rneklerinden siklikla Staphylococcus aureus, Streptococcus spp.
ve Enterobactericeae familyasinda yer alan bakteriler (E. coli vb.) izole edilmektedir
(Quinn ark., 1994; Watts ark., 1995). Daha seyrek olarak da, Corynebacterium bovis,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus spp.,Candida albicans, Cryptococcus
spp, Nocardia spp. gibi ¢esitli mantar ve bakterilerin neden oldugu bildirilmistir
(Schalm ark., 1971; Arda ve ark., 1979). Tirkiye'de farkli bolgelerde yapilan
aragtirmalarda da Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp.,Streptococcus spp. ve
Enterobactericeae familyasina ait bakteriler izole ve identifiye edilmistir (Alacam ve

ark., 1986; Tiirlitoglu ve ark., 1995; Tel ve ark., 2009).

Koliform bakterilerin neden oldugu c¢evresel mastitisler bir¢ok iilkede artis
gostermektedir ve bu bakteriler arasinda Escherichia coli 6n sirada gelmektedir. E. coli
ilk kez 1896 yilinda mastitisli siitlerden izole edilmistir ve 1960’11 yillardan itibaren
sigir mastitislerine neden olan etkenler arasinda ikinci sirada yer aldigi bildirilmistir
(Sumathi ve ark., 2008). E. coli, 6zellikle yiiksek verimli siit ineklerinde dogum
donemine yakin veya laktasyonun erken déneminde, lokal ve bazen de siddetli sistemik
semptomlarla seyreden mastitise yol acar. Bu durum yiiksek verimli siit ineklerinde
verim diizeyini ve kalitesini etkileyebildigi gibi enfeksiyonun siddetli oldugu vakalarda

Oliim de sekillenebilir (Burvenich ve ark., 2003; Ding ve ark., 2012).



Diinyada kii¢iik ruminant siiriilerinde mastitis hastaligi, en ciddi ekonomik ve
saglik problemlerinin sebeplerinden biri olarak degerlendirilmektedir (Corrales ve ark.,
2004; Osman ve ark., 2013). Kiicilik ruminant siiriilerinde mastitise neden olan etkenler
goriilme oranlarma gore simiflandirilmistir. En yaygin goriilen patojenlerin sirasiyla S.
aureus, S. agalactiae, koliformlar ve Enterococcus spp. tiirleri oldugu rapor edilmistir.
Daha az siklikta ise Streptococcus spp.,P. aeruginosa, Mannheimia hemolytica,
Corynebacteria spp., CNS patojenlerinin goriildiigii bildirilmistir (Hawari ve ark., 2014;
Contreras ve ark., 2007).

Kecilerde mastitise neden olan mikrobiyolojik ajanlarin yayginliginin bolgelere
gore degisebilecegi goriilmiistiir. En yaygin tanimlanan etkenin S. aureus oldugu ve
daha az olarak sirasiyla P. haemolytica, E. coli, C. perfringens, Streptococcus,
Pseudomonas ve Nocardia cinsi bakterilerin belirlendigi rapor edilmistir (Olechnowicz
ve Jaskowski, 2018).

Koyunlarda meme i¢i enfeksiyonlara neden olan gram negatif bakteri profili
oldukea farklilik gosterebilir. Siit¢ii koyunlardan izole edilen gram negatif bakterilerin
orani tiim mastitis etkenleri i¢erisinde %3 oranina tekabiil etmektedir. Bu bakterilerin
sirasiyla  E.coli, Citrobacter spp.,Enterobacter spp., Klebsiella spp., Pasteurella
multocida, P. aeruginosa, Salmonella spp. ve Yersinia pseudotuberculosis olabilecegi
bildirilmistir (Gelasakis ve ark., 2015).

2.5. Mastitis Hastahg ve Antibiyotik Direnc iliskisi

Siit endiistrisinde en ¢ok ekonomik kayiba neden olan mastitislerde koruma ve
tedavi amaciyla antibiyotikler siklikla kullanilmaktadirlar (Srinivasan ve ark., 2007;
Bengtsson ve ark., 2009). Mastitis tedavisinde antibiyotiklerin uygun olmayan
kullanimi, direngli suslarin gelismesine yol agmaktadir. Ayrica, antimikrobiyal direncin
ve virulens faktorlerinin konjugasyonla bir diger bakteriye transferi, patojenik E. coli
suslarinin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina katkida bulunarak problemin biiylimesine

neden olmaktadir (Srinivasan ve ark., 2007; Sumathi ve ark., 2008).

Antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalar1 igerisinde genislemis spektrumlu

beta-laktamazlarin (GSBL) iiretimi en iyi bilinen diren¢ mekanizmalarindan birisidir.
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Bu enzimler beta-laktam antibiyotiklerin, betalaktam halkasindaki amid baglarini
pargalayarak antibakteriyel etkisini ortadan kaldiran enzimlerdir ve giiniimiize dek farkl
Ozellikte en az 340 adet betalaktamaz tamimlanmustir. E. coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp gibi Enterobacteriaceac familyasina ait tiirler en sik beta-laktamaz
tireten mikroorganizmalar arasinda yer almaktadirlar ( Bush ve ark., 2001; Giidiiciioglu
ve ark., 2007). Fakat son yillarda yeni antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin ortaya

¢ikt1ig1 ve ¢oklu antibiyotik direncinin gorildiigi suslarin yayildigr dikkat ¢ekmektedir.

E. coli, ciddi saglik endiselerinin olusturan ¢oklu antibiyotik direnci(birbirinden
bagimsiz dort veya daha fazla antibiyotik gruplarina diren¢ durumu) fenotipine sahip
suslarinin yayginlik gosterdigi onemli bir bakteridir (Alekshun ve Levy, 1997; Ariza ve
ark., 1994; Maynard ve ark. 2003). Integronlarda gen kasetleri, transpozon ve
plasmidleri iceren mobil elemetler araciligiyla direncin yayilmasi séz konusudur
(Carattoli, 2001; Hall ve Collis, 1995). Yine mar bolgesi diizenleyicilerindeki
degisikliklerde ¢oklu ilag direnci gosteren suslarin ortaya ¢ikmasina katki saglamaktadir

(Alekshun ve Levy, 1997; Ariza ve ark., 1994;0ethinger ve ark., 1998).

Integronlar, genleri yakalayan, kesen ve iiretilmelerini saglayan genetik
yapilardir. Ayrica bu olusum siklikla bakteriler arasinda yayilabilmeye izin veren
plasmid gibi mobil yapilarin igerisinde de bulunabilmektedir. Class 1, 2 ve 3 integronlar
antimikrobiyal direncin yayilmasinda 6nemli bir rol oynayabilmektedirler(Partridge ve
ark., 2009). Class 1 integronlar 5 korunmus segment (5°CS) bir integraz gen (intll) ve
3’ korunmus segment (3’-CS) gecE1+ sull genlerini icerir. Bu bolge, dortlii amonyum
bilesiklere ve siilfonamid antibiyotiklere direncin goriilmesini saglamaktadir (Partridge
ve ark., 2009). Ancak, 3’-CS bolgesi kaybina ugramis non- classic class 1 bolgelerine
sahip olunabildigide rapor edilmistir (Liu ve ark., 2009; Saenz ve ark., 2004).

Siilfonamidler, ilk bulunduklar1 giinden itibaren sistemik hastaliklarda ilk
kullanilan antibiyotikler igerisinde degerlendirilmektedir (Skold, 2000). Danimarkada
Siilfonamid ve trimetoprim kombinasyonu, hayvan (6zellikle domuzlarda)
infeksiyonlarin1 ¢ozmek i¢in en ¢ok kullanilan ikinci antibiyotik olarak bildirilmistir.
Ayrica insanlarda, direngli iiriner sistem infeksiyonlarinin tedavisinde de en ¢ok tercih
edilen antibiyotik olmustur. Hayvanlardan insanlara sitilfonamid direngli E. coli

suslarinin gegisinin direkt kontakt veya hayvansal tiriinlere elle temas sonucunda oldugu
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rapor edilmistir (Hammerum ve ark., 2006). Bulasmada dikkat ¢eken diger bir yolda,
kommensal olarak insanlarin ve hayvanlarin bagirsak sistemlerinde yasayan siilfonamid
direngli bakteriler (E. coli vb.) tarafindan plasmid, transpozon ve integronlar araciligiyla

diger bakterilere diren¢ aktarilmasidir (Guerra ve ark., 2003).

E. coli suslar igerisinde siilfonamid direncinin yayilmasinda gorev alan {i¢ farkli
gen bolgesi bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla sull, sul2 ve sul3 gen bélgeleridir. sull
geni, tipik olarak Class 1 integron bolgesi ile iliskilidir (Partridge ve ark., 2009).sul2
geni, streptomisin direnci genlerine bitisik olarak kesfedilmistir (Bean ve ark., 2009).
sul3 geni ise 3’-CS kaybi1 goriilen class 1 integronlarla baglantili olarak tanimlanmistir

(Sunde ve ark., 2008; Antunes ve ark., 2007).

2.6. Mastitis Hastahginda Teshis Yaklasimlari

Klinik ve subklinik mastitislerin teshisi detayli olarak ele alinmalidir. Mastitisin
teshisinde klinik degerlendirme, bakteriyolojik testler, siitiin sitolojik degerlendirilmesi,
stitiin elektrik iletkenliginin Olgiilmesi ve goriintiileme teknikleri kullanilmaktadir.
Sitolojik degerlendirme teknikleri igerisinde direkt ve indirekt yontemler vardir. Floro-
optoelektronik sayaclari ve mikroskobik hiicre sayimi yontemleri ile direkt mastitis
tanis1 yapilabilmektedir. Indirekt yontemler igerisinde ise California Mastitis test veya
Whiteside testleri bulunmaktadir. Goriintiileme teknikleri igerisinde ultrasonografi,
endoskopi ve infrared termografi yontemleri siklikla kullanilmaktadir. Bu teknikleri
uygulanmasi i¢in meme veya meme basi deri sivaplari, meme kanali materyali, siit,
meme dokusu ve kan gibi 6rnekler alinabilmektedir (Fragkou ve ark., 2014; Gelasakis

ve ark., 2015).

Klinik mastitisin teshisi genellikle basittir. Klinik bulgular, memede sisme ve
agr1, anormal siit, yiiksek rektal sicaklik ve etkilenen meme dokusunun oldugu bolgeye
dogru sekillenen topallik ile kendini gosterir. Klinik bulgularin goriildiigii hayvanlarda,
bakterinin teshisi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasi olduk¢a Onemlidir

(Mavrogianni ve ark., 2011).

Subklinik mastitisin teshisi, giictiir ve sipesifik testlerin kullanilmasini gerektirir.

Subklinik mastitislerin teshisinde siit Orneklerinde bakteriyel izolasyon ile birlik
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somatik hiicre sayimimin iki katina ¢ikmis olmasi “gold standart” olarak kabul
edilmektedir. Somatik hiicre sayimlari sirasinda esik degerleri degisebilir. Subklinik
mastitisin tahmin edilmesi i¢in bazi aragtirmacilar tarafindan ilging bir Oneri ortaya
atilmistir. Buna gore baslangicta somatik hiicrelerin sayiminin yapilmasi ve daha sonra
bakteriyel teshis metodlarinin kullanilmasinin uygun olacagi ortaya atilmistir (Berthelot
ve ark., 2005). Bu arastirmacilar subklinik mastitisin n goriilmesinde,<0,5 X 10°veya
>1 X 10° hiicre/ MI™ somatik hiicre sayim degerlerinin kullanilmasin1 ve daha sonra

bakteriyel tanimlanmanin yapilarak teshisin dogrulanmasi gerektigini vurgulamislardir.

Gelecekte, mastitis hastaliginin teshisinde biyokimyasal analizlerin kullanilmasi
ongoriilmektedir. Baslangic ¢alismalart igerisinde, koyun siitlerinin proteomlari
hakkindaki yayinlar dikkat ¢cekmektedir (Pisanu ve ark., 2011; Anagnostopoulos ve ark.,
2014). Yaki zamanda, koyunlarda S chromogenes kaynakli gelisen meme igi
infeksiyonlarin erken teshisinde uygun potansiyel biomarkerlar rapor edilmistir
(Chiaradia ve ark., 2013). SPA, SPB, C3, Igly, IguC, ALB ve TTR gibi protein
yapidaki biomarkerlarin, infekte meme dokusundan salgilanma oranlarmnin oldukca
arttigr bildirilmistir. Meme i¢i infeksiyonlarin hizli ve dogru teshisine yonelik uygun
molekiillerin belirlenmesine yonelik gelecek arastirmalart igin bereketli bir alan

olabilecektir.

Stit orneklerinde, direkt olarak bakteriyel niikleik asidin tanimlanmast icin
metodlar (real-time PCR) gelistirilmeye devam etmektedir. Bu ¢alismalarda mastitise
neden olan bakterilerin etiyolojik 6zellikleri ile birlikte daha az zaman harcanarak
teshise gidilmesi planlanmaktadir. Burada S. aureus igin test denemeleri mevcut
olmasina ragmen koyun Orneklerinde kullanilan hizli ve finansal olarak uygun rutin
testlerin gelistirilmesine yonelik cabalarin daha da artmasi gerektigi goriilmektedir
(Viguier ve ark., 2009). Ornegin koyun siiriilerinde kullanilan test tekniklerinin, sigir
mastitisinin teshisine uygun yapilmis olmasi énemli bir problem yaratmaktadir. Sigir
mastitisinde, M. haemolytica daha az 6énemli bir meme dokusu patojeni iken koyun

stiriilerinde teshisi oldukca 6nem arz etmektedir (Galesakis ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bakteri Izolasyonu, Identifikasyonu ve Antibiyogram Testi

Van ili koy isletmelerinden 100 koyun ve 100 ke¢i olmak iizere toplam 200 siit
ornegi toplandi. 200 siit 6rnegi klinik veya subklinik mastitis’li hayvanlardan temin
edildi. Siitlerin tamamina California Mastitis Testi (CMT) uyguland: (Pirzada ve ark.,
2016). Pozitif olan siitlerin tamamindan %35 koyun kanli agara (Acumedia, USA),
McConkey agara (MC, Oxoid, UK) ve Eosin Methylene Blue (EMB, Oxoid, UK) agara
ekimler yapildi. Kiiltiirler, 24 saat 37C’de inkubasyona birakildi. Kiiltiirlerin koloni
morfolojileri degerlendirildi. Katalaz testi, oksidaz testi ve gram boyama gibi
biyokimyasal testleri yapildi. Bakterilerin identifikasyonu ve antibiyogram testi
degerlendirmesi i¢in Vitek 2 Compact (Biomerieux, USA) cihaz1 kullanildi. E. coli

olarak tanimlanan bakteriler -20°C’de stokland.
3.2. Genomik Dna Ekstraksiyonu ve Amplifikasyonu

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bakterilerin DNA ekstraksiyonu yapildi. -20C’de stoklanmig bakteriler
oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Trypton Soy Agara (Acumedia, USA) bakterilerin ekimi
yapildi ve 37C’de 24 saat inkube edildi. E. coli suslarinin DNA’lari, G-SpinTM Total
DNAEXxtraction kit (IntronBio, Korea) protokolii kullanilarak elde edildi. DNA
ornekleri -200C’de stoklandi.

Siilfonamid direnci anlamli bulunan E. coli suslarmm DNA amplifikasyonu
gerceklestirildi. Sul genlerine uygun primerler Tablo 1°de verildi. mPCR ig¢in 50 ul final
soliisyonu olacak sekilde 5 ul kalip DNA; 200 uM her bir deoksiniikleotid trifosfat
(Life Tecnologies); 1.5 U Tag DNA polymerase (abm, Canada); buffer (20 mMTris-
HCL, 50 mM KCL) ve 3 mM MgCL;(Biotools) ayarlandi. mPCR sartlari; 94C’de 2 dk,
94C’de 20 sn, 54C’de 45 sn, 72C’de 60 sn, 72C’de 5 dk, 40 siklus olacak sekilde
ayarlandi. Amplikon {iiriinleri Thermo EC300XL2 elektroforez cihazinda 100 Voltta 2
saat boyunca %1.5’luk agaroz jel iizerinde yiiritiildi. Bio-Print- ST4 (VilberLourmant,

France) cihazi kallanilarak amplikonlar goriintiilendi.
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Tablo 1. Calismada kullanilan referans oligoniikletoid dizileri

sull F: 5-CGGCGTGGGCTACCTGAACG -3’ 433 bp Urumova, 2016
R: 5’-GCCGATCGCGTGAAGTTCCG -3’

sul2 F: 5°- CGGCATCGTCAACATAACCT -3’ 721 bp Urumova, 2016
R: 5’- TGTGCGGATGAAGTCAGCTC -3’

sul3 F: 5- CATTCTAGAAAACAGTCGTAGTTCG -3’ 990 bp Saenz  ve ark,
R: 5’- CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA -3’ 2004
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri izolasyonu, identifikasyonu ve Antibiyogram Testi Sonuclar

Van ili ve ¢evresindeki koy isletmelerinden toplam 100 koyun ve 100 kegi siitii
analiz edildi. Klinik muayene ile CMT sonuglarina gére 36 (%18; 26 koyun ve 10 kegi)
klinik mastitis ve 164 (%82; 74 koyun ve 90 kegi) subklinik mastitis vakasi tespit edildi.
200 mastitis vakasindan alinan siit 6rneklerinden 36 (%18) E. coli izolasyonu yapildi. E.
coli suslarinin dagilimlarinin 25 koyun (17 subklinik ve 8 klinik mastitis vakasi) ve 11
kegiden (9 subklinik ve 2 klinik mastitis vakasi) oldugu goriildii. Klinik ve Subklinik
mastitis vakalarindan izole edilen E. coli suslarinin Vitek 2 cihazina gore antibiyotik

diren¢ dagilimlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Klinik ve Subklinik mastitisli kii¢iik ruminantlardan izole edilen E. coli

suslarinin antibiyotik diren¢ oranlari

Klinik Mastitis (n=10, %) Subklinik Mastitis (n=26, %)
Antibiyotikler R I S R I S
Ampisilin 3 (30) 2 (20) 5 (50) 11 (42,3) | 1(3,8) 14 (53,9)
A/K* 2 (20) - 8 (80) 6(23,1) |3(115) |17(65,4)
P/T* 4 (40) 1 (10) 5 (50) 4(154) |- 22 (84,6)
Sefazolin 6 (60) 1 (10) 3 (30) 16 (61,5) | 1(3,8) 9 (34,7)
Sefuroksim 6 (60) - 4 (40) 17 (65,4) | 2 (7,7) 7 (26,9)
Sefuroksim 4 (40) 2 (20) 4 (40) 12 (46,2) | 1(3,8) 13 (50)
Aksetil
Sefoksitin 3 (30) 2 (20) 5 (50) 15 (57,7) | 3(11,5) |8(30,8)
Seftazidim 4 (40) 6 (60) 14 (53,9) | 1(3,8) 11 (42,3)
Seftriakson 1 (10) 2 (20) 7 (70) 8(30,8) |4(154) |14(53)9)
Sefepim 8 (80) 1 (10) 1 (10) 11(42,3) | 1(3,8) 14 (53,9)
Ertapenem 7 (70) 1 (10) 2 (20) 8(30,8) |- 18 (69,2)
Imipenem 7 (70) - 3(30) 9(34,7) |1(3,8) 16 (61,5)
Meropenem 6 (60) - 4 (40) 934,7) |2(1,7) 15 (57,7)
Amikasin 4 (40) - 6 (60) 13 (50) - 13 (50)
Gentamisin 6 (60) 2 (20) 2 (20) 19 (73,1) | - 7 (26,9)
Siprofloksasin | 5 (50) 1 (10) 4 (40) 14 (53,9) | - 12 (46,2)
Levofloksasin | 4 (40) 2 (20) 4 (40) 94,7 |- 17 (65,4)
Tigesiklin 3 (30) 1 (10) 6 (60) 4(154) |- 22 (84,6)
Kolistin - - 10 (100) | - - 26 (100)
SXT* 4 (40) - 6 (60) 17 (65,4) | - 9 (34,7)

* A/K: Amoksisilin/ Klavulanik Asit; P/T: Piperasilin/ Tazobaktam; SXT: Trimetoprim/ Siilfametaksazol;
R: Diregli; I: Orta Duyarli; S: Duyarl
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Klinik mastitis vakalarindan izole edilen 10 E. coli izolatinin antibiyotik
duyarlilik analizine gore en yiiksek direnci %80 oraninda sefepime gosterdigi belirlendi.
E. coli suslarinin en yiiksek duyarliligi sirasiyla kolistin  (%100) ve A/K (80)
antibiyotiklerine gosterdigi ortaya konuldu. E. coli izolatlarinin %40 (4) oraninda

SXT’e direncli oldugu bulundu.

Subklinik mastitis vakalarindan izole edilen 26 E. coli susunun en yiiksek
direnci gentamisine (%73,1) gosterdigi belirlendi. E. coli izolatlarinin en yiiksek
duyarlilign  sirasiyla  kolisitin - (%100), P/T (%84,6) ve tigesiklin (%84,6)
antibiyotiklerine gosterdigi ortaya konuldu. SXT direncinin %65,4 (17) oraninda oldugu
tespit edildi.

4.2. Genomik Dna Ekstraksiyon ve Amplifikasyon Sonug¢lari

Klinik ve Subklinik mastitisli vakalardan toplam 21 (%58,3) E. coli izolatinin
SXT direngli oldugu belirlendi. Bu izolatlarmn mPCR ile sull, sul2 ve sul3 geni
tastyiciliklar analiz edildi. 21 E. coli izolatinin sirastyla 17’sinin sull, 3’tiniin sul2 ve

1’inin sul3 geni tagiyiciliginin pozitif oldugu belirlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gida elde etmeye yonelik yetistirilen c¢iftlik hayvanlarinda, bakteriyel
infeksiyonlardan korunma ve tedavi amagli antimikrobiyal ilaglaryaygin olarak
kullanilmaktadir (McEwen ve Fedorka-Cray, 2002). Ancak, bu tiir hayvanlarda
kullanilan antimikrobiyal ilaglara karsi gelisen flora ve patojen bakterilerindeki
direncten kaynakli dikkatli olunmasi 6nem arz etmektedir (Landers ve ark., 2012).
Mastitis tedavisinde antibiyotiklerin uygun olmayan kullanimi, direngli suslarin
gelismesine yol agmaktadir. Esherichia coli, kii¢iik ruminantlarda infeksiyonlardan en
yaygin izole edilen patojen bakterilerden biri olarak bildirilmistir (Sawant ve ark., 2007;
Carballo ve ark., 2013). E. coli diger patojen bakteri ve viruslarla karsilastirildigi zaman
birincil enfeksiyon nedeni olarak tamimlanmiskommensal bir bakteri olarak
smiflandirilmaktadir (Tadesse ve ark., 2012). Ayrica, antimikrobiyal direncin ve
virulens faktorlerinin konjugasyonla bir diger bakteriye transferi, patojenik E. coli
suslarinin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina katkida bulunarak problemin biiyiimesine

neden olmaktadir (Srinivasan ve ark., 2007; Sumathi ve ark., 2008).

Diinya c¢apinda E. coli nedenli olusan mastitisler ile ilgili gesitli raporlar
paylasilmistir (Albenzio ve ark., 2002; Hawari ve ark., 2014). 2017 yilinda Urdiin’de
yapilan bir calismada Ivesi koyunlarindan alinan 220 siit drneginin 122’sinin CMT
pozitif oldugu bildirilmistir. Yapilan identifikasyonda 20 E. coli izolat1 izole edildigi
rapor edilmigtir. E. coli izolatlarinin %]15’inin sulfanamid direngli oldugu ortaya
konulmustur (Hawari ve ark., 2014). Portekiz de yapilan bir calismada 18 koyun
stiriisiinde belirlenen subklinik mastitisli hastalardan alinan siitlerden 2 E. coli izole
ettiklerini bildirmislerdir (Queiroga, 2017). Pirzada ve ark. (2016) Pakistanda yaptiklar
bir calismada kegilerden 200 siit 6rnegi topladiklarini ve bunlarin %38’nin subklinik
mastitis’li oldugunu bildirmislerdir. Yapilan identifikasyonda siitlerden %5,26 oraninda
E. coli izolasyonu yapildigi rapor edilmistir. Norveg¢’de yapilan bir ¢alismada klinik
mastitis goriilen koyunlarda 547 meme lobundan alinan siit 6rneklerinden 35 E. coli
izole edildigi bildirilmistir (Mork ve ark., 2007). italya’da yapilan bir calismada
Comisana koyunlarindan 60 E. coli izole edildigi rapor edilmistir (Albenzio ve ark.,
2002). Cezayir’de yapilan bir ¢alismada 845 keginin 30’unun klinik mastitisli oldugu

gorilmistiir. 815 keginin CMT ile subkilinik mastitis durumlar1 degerlendirilerek 46
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kecinin pozitif oldugu ortaya konulmustur. Fakat bu vakalarin higbirinden E. coli
izolasyonu yapilmadigi rapor edilmistir (Gabli ve ark., 2019). Hindistan’da Barbari (95)
ve Jamunapari (86) kecilerinden 181 siit 6rnegi toplanarak subkilinik mastitis varligi
CMT ile arastirilmistir. Kegilerden toplanan siitlerin tamaminin 36 tanesinin CMT testi
sonuglarinin +2 ve daha fazla skora sahip oldugu belirlenmistir. Bu siitlerin yapilan
mikrobiyolojik degerlendirmesinde her iki kegi tiiriinden toplam 2 E. coli izole edildigi
bildirilmistir (Mishra ve ark., 2018). Misir’in li¢ farkli bolgesinden, 189 koyun ve 100
keciden olmak iizere 289 siit 6rnegi toplanarak CMT testi ile subkilinik mastitis orani ve
bakterilerin rolii arastirllmistir. %5,88 koyun ve %7 ke¢inin klink mastitisli oldugu
belirlenmistir. Koyunlarin ve kegilerin yapilan CMT testi sonuglarina gore sirasiyla
%13,23 (25) ve %10 (11)’unun subklinik mastitis pozitif oldugu rapor edilmistir
(Abdalhamed ve ark., 2018). Bu ¢alismada, klinik muayene ile CMT sonuglarina gore
36 (%18; 26 koyun ve 10 keci) klinik mastitis ve 164 (%82; 74 koyun ve 90 kegi)
subklinik mastitis vakasi tespit edildi. 200 mastitis vakasindan alinan siit drneklerinden
36 (%18) E. coli izolasyonu yapildi. E. coli suslarinin dagilimlarinin 25 koyun (17
subklinik ve 8 klinik mastitis vakasi) ve 11 kegiden (9 subklinik ve 2 klinik mastitis
vakasi) oldugu belirlendi. Bolgemizde klinik ve subklinik vakalardan izole edilen E.
coli oraninin 6nemli bir diizeyde oldugu goriildii. Sagim yapan Kkisilerin, kiigiik
ruminant meme temizligi ve sanitasyon kurallarina uyma aligkanliklarinin
gelistirilmesinin  6nemli oldugu diisiintildii. Cografyamizda, kiiglik ruminantlarda
mastitis oranmin 6nemli diizeyde oldugu ve koyunlarin daha yatkinlik gosterdigi
belirlendi. Olumsuz hava ve ortam sartlarindan kegilerin meme dokularinin daha az

etkilendigi goriildii.

Yapilan ¢aligmalarda hayvanlardan izole edilen E. coli suslarmm antibiyotik
direclilikleri farkliliklar gostermektedir. Kalmus ve ark., 2006 yilinda yaptiklari
calismada mastitisli ineklerden izole ettikleri E. coli suslarinin %24.3’linlin ampisiline,
%15.6’simin  streptomisine, %13.5’inin  tetrasikline, %12’sinin  trimetoprim-
stilfometaksazol %2.2’sinin gentamisine, %1.6’sinin enrofloksasine direngli oldugunu
tiim suglarin ise sefaperazona duyarli oldugunu saptamislardir. Bengtsson ve ark., izole
ettikleri mastitis orijinli  E.coli suslarimin  %]11’inin  streptomisine, %38.6’sinin
siilffometaksazol  %7.4’linlin  ampisiline, %4.9’unun tetrasikline, %3.1’inin

enrofloksasine, %3.1’inin nalidiksik aside, %1.8’inin kloramfenikole, %6.1’inin tiim
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antibiyotiklere kars1 direngli oldugunu, seftiofur ile gentamisine ise tiim suglarin duyarl
oldugunu bildirmislerdir. Avrupa ve kuzey Amerika’da,mastitise neden olan enterik
kokenli E. coli tirlerinde en yiiksek direncin oksitetrasiklin ve streptomisin
antibiyotiklerine gosterdigi rapor edilmistir (Guerra, 2003; Checkley ve ark.,
2010;Tadesse ve ark., 2012). Amerika’da yapilan bazi ¢aligmalarda, ¢oklu ilag direngli
E. coli suslarinda seftiofur ve florfenikol direncinin oldukga diisiik oldugu bildirilmistir
(Tadesse ve ark., 2012; Cummings ve ark., 2013). 1993 ile 2013 yillar1 arasinda
mastitisli kiiciik ruminantlardan elde edilmis respiratorik ve enterik 6rneklerden izole
edilen E. coli izolatlarinin en yiiksek direnci neomisin ve oksitetrasiklin
antibiyotiklerine gosterdikleri ortaya konulmustur. E. coli suslarinda SXT duyarliliginin
ise %95,9 gibi oldukea diisiik bir oranda oldugu bildirilmistir (Awosile ve ark., 2018).
Hindistan’da subklinik mastitisli 30 kegiden toplam 2 E. coli izole edildigi ve SXT
direncinin belirlenmedigi rapor edilmistir (Mishra ve ark., 2018). Bizim ¢alismamizda,
klinik mastitis vakalarindan izole edilen 10 E. coli izolatinin antibiyotik duyarlilik
analizine gore en yiiksek direnci %80 oraninda sefepime gosterdigi belirlendi. E. coli
suglarinin en yiiksek duyarliligi sirastyla kolistin (%100) ve A/K (80) antibiyotiklerine
gosterdigi ortaya konuldu. E. coli izolatlarinin %40 (4) oraninda SXT’e direngli oldugu
bulundu. Subklinik mastitis vakalarinda ise, izole edilen 26 E. coli susunun en yiiksek
direnci gentamisine (%73,1) gosterdigi belirlendi. E. coli izolatlarinin en yiiksek
duyarliligt sirasiyla  kolisitin = (%100), P/T (%84,6) ve tigesiklin (%84,6)
antibiyotiklerine gosterdigi ortaya konuldu. SXT direncinin %65,4 (17) oraninda oldugu
tespit edildi. Mastitisli koyun ve kegilerden izole ettigimiz E. coli izolatlarinin
antibiyotik direncinin birbirinden farkli oldugu ortaya konuldu. Bu farkliligin maruz
kalinan ortamadaki kolonize E. coli bakterisinin Ozelliklerinin birbirinden farkli

olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir.

1932 yilinda ilk olarak siilfonamid kesfedilmistir ve 1935 yilinda bir yayinla
diinyaya bildirilmistir (Domagk, 1935). 1962 yilinda ise, Ingiltere’de trimetoprim
kesfedilmistir (Huovinen, 1987). Siilfonamidler, bulunduklar1 giinden itibaren sistemik
infeksiyonlarin tedavisine yonelik tercih edilen antibiyotiklerin basinda gelmektedir.
2000°1i yillarin basinda, siilfonamid direng genleri olarak sull ve sul2 genleri
bilinmekteydi. Bu genlerin plazmidler aracilifiyla aktarildigi ve dihydropteroate sentez

enzimlerini sitiimile ederek siilfonamid direncini ortaya ¢ikardig1 belirlenmistir (Skold,
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2000). 2003 yillinda, domuzdan izole edilen E. coli susunda {igiincii bir siilfonamid
diren¢ geninin (sul3) varligi ortaya konulmustur (Perreten ve Boerlin, 2003). sul3
geninin ortaya c¢ikmasi ile birlikte bircok Tllkede siilfonamid antibiyotiklerin
kullaniminin siirlandirilmasina ragmen yayilimin pozitif yonde ilerledigi gorilmiistiir.
Bu durumun ortaya cikmasinda, Veteriner hekimlikte trimetoprim/sulfametoksazol
ilacinin kullaniminin oldukg¢a fazla olmasinin etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir (Liu ve
ark., 2009). Yapilan arastirmalar sonucunda mastitisli koyun ve kegilerden izole edilen
E. coli izolatlarinda sul direng genleri ile ilgili herhangi detayli bir bilgiye
ulagilamamistir. Bu genlerin varligi ve yaygmlig: ile ilgili farkli literatiir bilgilerin
paylasilmasit sonucunda konunun Onemi aktarilacaktir. sul genlerinin varligi ve
yaygmligr ile ilgili insan ve hayvanlarda yapilan farkli ¢aligmalar bildirilmistir (Vinue
ve ark., 2010; Yin ve ark., 2017). Ispanyada insanlardan alinan kan kiiltiir 6rneklerinden
135 E. coli izole edilmistir. Bunlarin 71 tanesinin fenotipik olarak sulfanamid direnci
gosterdigi ve 63 tanesinin ise en az bir sul geni tasidigi bildirilmistir (Vinue ve ark.,
2010). Poeta ve ark.’nin (2010) yaptiklar1 ¢alismada 52 E. coli susu izole ettiklerini
bildirmislerdir. Bunlarin 22 tanesinin enteropatojenik E. coli oldugunu tespit
etmislerdir. 22 izolattan 9 tanesinin trimetoprim- suphamethoxazole (%40,1) direncli
oldugunu bildirmislerdir. 4 izolatin sull, 2 izolatin sul2 ve 3 izolatin ise sull/sul2/sul3
genlerinden en az iki tanesini ayni anda tasidig bildirilmistir. Antibiyotiklerin 1930°dan
itibaren kullanilmasi ile birlikte gelisen direng genleri toplum iizerinde endise verici
diizeylere ulagsmistir. Son yillarda bu endiselerin artmasindaki en biiyiik faktérlerden bir
taneside aquatik ¢evrede yapilan caligmalar olmustur (Yang ve ark., 2017; Yang ve ark.,
2018). Fabrikalar, hastaneler, bitki ilaglar1 ve ¢iftliklerden ortama salinan atik sularin
onemli bir antibiyotik diren¢ geni tasiyicist oldugu bildirilmistir (Zhu ve ark., 2013).
Cinde, 15 farkli golde yapilan analizde sull ve sul2 genlerinin 6nemli l¢iide yayginlik
gosterdigi bildirilmistir. Sul3 genlerinin ise daha az oranda gorildiigiini rapor
etmislerdir (Yang ve ark., 2017). Insanlardan, hayvanlardan ve cevreden toplanan
materyallerden yapilan bir calismada E. coli izolatlarinin sul geni tasiyiciligi analiz
edilmistir. 11 izolatin sull geni ve 12 izolatin sul2 geni tasidig1 bildirilmistir. 8 izolatin
ise her iki geni ayn1 anda tagidig1 rapor edilmistir. sul3 geni analizinde 6 izolatin tasiyici
oldugu goriilmiistiir (Saenz ve ark., 2004). Bulgaristan’da yapilan bir ¢aligmada

domuzlardan elde edilen 540 E. coli izolatinin sulfamethoxazole direncinin %57,7 (312)
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oldugu bildirilmistir. sull ve sul2 gen analizlerinde sirasiyla %20,3 ve %21,2 oldugu
ortaya konulmustur. Calismamizda, Klinik ve Subklinik mastitisli vakalardan toplam 21
(%58,3) E. coli izolatinin SXT direngli oldugu belirlendi. Bu izolatlarin mPCR ile sull,
sul2 ve sul3 geni tasiyiciliklar analiz edildi. 21 E. coli izolatinin sirasiyla 17’sinin sull,
3’liniin Sul2 ve 1’inin sul3 geni tastyiciliginin pozitif oldugu belirlendi. Bolgemizde, E.
coli izolatlarinda sull geni aktivitesinin diger genlere gore daha yiiksek oranda
yayilabildigi goriildii. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda, bélgemizde insan ve hayvanlarda
sull geni pozitif E. coli kolonizasyon oranmin ve ¢evre kontaminasyonunun yiiksek

olmasinin bir sonucu oldugu diisiiniildii.

Sonug olarak, Van ili ve g¢evresinde kdy isletmelerinde yetistirilen koyun ile
kecilerde subklinik mastitis oraninin yiiksek oldugu tespit edildi. Subklinik mastitis
olgularindan en etkili antibiyotiklerin kolisitin, P/T ve tigesiklin oldugu ortaya konuldu.
Klinik mastitis vakalarinda ise kolistin ve A/K tedavide en etkili antibiyotikler oldugu
belirlendi. Subklinik mastitisin ekonomik kaybin azaltilmasi i¢in daha fazla bilimsel
calisma yapilmasi, yetistiricilerin sagim hijyeni ve kuru donem tedavisindeki bilgi
eksiklerinin giderilmesi ve kuru donem tedavisinin nasil saglanacagi konularinda
egitilmesi gerektigi kanisina varildi.insanlarda ise birgok enfeksiyona neden olan E.coli
bakterisinin dogru tanimlanmasinin ve buna gore tedavi planlanmasinin yapilmasinin

olusacak riskli kolonizasyonunun 6nlenmesinde etkili olacagi kanaatine varildi.
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