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ONSOZ

Mastitis sut veriminde ve kalitesinde azalma ile seyreden, veteriner hekim, laboratuar ve
ilac giderleri gibi ekonomik giderleri olan bir infeksiyondur. Bu infeksiyonu olusturan
pek cok neden vardir ve bakteriler mastitisin olusumunda 6nemli bir yere sahiptir.
Streptokok infeksiyonlar1 da bu bakteriyel nedenler arasinda hem c¢evresel hem de
bulasict bir karaktere sahiptir. Streptokok etkenlerinin bu karakterleri mastitis
infeksiyonlarinin teshisi, tedavisi ve olusturulmak istenen kontrol programlarinin
diizenlenmesinde 6nemli bir etki olusturur. Ulkemizde mastitisle ilgili pek ¢ok calisma
olmasina karsin hem c¢evresel hem de kontagiy6z streptokok etkenlerinin birlikte
degerlendirildigi caligmalar sinirlidir.

Mastitise neden olan streptokok etkenlerinin laboratuar da konvansiyonel olarak
teshisi hem uzun siirede sonu¢ vermekte hem de kullanilan biyokimyasal testlerin
etkenlere baglh farkli reaksiyonlar olusturmasi nedeniyle hatali sonug¢lar alinmaktadir.
Bu nedenle son zamanlarda gelistirilen pek ¢ok molekiiler metot hizli ve giivenilir bir
teshis icin tercih edilmektedir. Bu metodlar streptokok etkenlerinin cins ve tiir
diizeyinde teshisi yaninda, tiir icerisindeki genetik yakinliklari, molekiiler
epidemiyolojileri, diren¢ ve virulens mekanizmalar1 gibi pek ¢ok o6zelligin
belirlenmesini saglamaktadir.
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I.  GIRIS

1.1. Mastitis

Mastitis, meme dokusundaki patolojik degisiklikler ve siitteki somatik hiicre sayisinin
artist ile karakterize, meme bezlerinde olusan yangisal degisiklikler olarak tanimlanir
(Blowey ve Edmondson, 1995a; Khan, 2002; Akan, 2006). insan ve hayvan sagligi,
beslenmesi ve ulusal ekonomide ¢ok Onemli olan siit ve siit iiriinleri, ancak saglikli
hayvanlardan elde edilebilir (Arda ve Istanbulluoglu, 1981). Meme bezinin yangisal
durumuna bagli olarak olusan patolojik degisikliklerin sonucunda siitte bir takim fiziksel
ve kimyasal degisimler de meydana gelir (Tmanova, 2003). Meydana gelen bu
degisimler siit ve siit iriinlerinin kullanilabilirligini sinirlar ve bu nedenle mastitis,

Uzerinde dikkatle durulmasi gereken 6nemli bir problemdir.

1.2. Mastitisin Onemi

Isletme diizeyinde etkin kontrol programlarinin uygulanmasi ile mastitis nedenli
kayiplarin azaltilmasi miimkiin olabilmektedir. Mastitis kontrol programlarinin
uygulanmasi ve bu programlarin devamliliginin saglanmasi, 6zellikle kapasiteleri buytk
olan siit isletmelerinde, ekonomik verimliligin en Onemli gostergesidir. Ancak
ilkemizde ozellikle siit yonlii yetistiricilikte isletme kapasitelerinin kiiclik olmasi ve
heniiz verimlilik merkezli mastitis kontrol programlarinin olusturulamamasi nedeniyle,
stit iiretiminde biiylik ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir (Atasever ve Erdem, 2008;
Topgu, 2008). Saglikli siit, saglikli hayvanlardan elde edildigi i¢in, hayvan sagligini



korumak ve mastitis olgularini erken teshis etmek temel hedeftir. Sit endistrisinde
mastitis nedenli ekonomik kayiplar, stt kalitesinin ve sut veriminin azalmasi, buna bagl
olarak da ilag ve veteriner hizmet kullaniminin artmasi ve yem giderlerinin artisi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Taponen ve Myllys, 1995). Ayn1 zamanda, infeksiyonun
tedavisi icin kullanilan antibiyotiklerin siitte kalinti birakmasi, bilingsiz olarak ilag
kullanimmna bagli gelisen antibiyotik direngli bakteriler, tedavi olanaklarinin
sinirlanmasi gibi olumsuz etkiler olusmaktadir (Meiri-Bendek ve ark., 2002; Ferguson
ve ark., 2007). Diizenli ve bilingli kontrol programlarinin uygulanmasi, klinik mastitis
olgularinin azaltilmasimi ve subklinik infeksiyonlarin da erken teshis edilmesini

saglamaktadir (Cremonesi ve ark., 2006; @steras ve ark., 2006 ).

1.3. Bulasic1 ve Cevresel Mastitis

Mastitise neden olan etkenler arasinda bakteriler 6nemli bir yere sahiptir (Phuektes ve
ark., 2001a; Chotar ve ark., 2006; Unnerstad ve ark., 2009). Memelerdeki anatomik
bozukluklar ve travmalar da infeksiyonun yerlesimini ve olusumunu hizlandirmaktadir
(Blowey ve Edmondson,1995b).

Anatomik bozukluklara bagli mastitis olgularinda; memelerin dogmasal olarak bozuk
anatomik yapisi, hayvanin yasi, irk1 gibi etkiler, sit veriminin fazla olmasi, laktasyonun
donemi (aktif involusyon, peripartum periyot, erken laktasyon vb.), beslenme durumlari
(Se ve Vit. E eksiklikleri), st ineklerini infeksiyona duyarli kilmaktadir (Blowey ve
Edmondson, 1995b; Tmanova, 2003).

Cevresel faktorler arasinda, uygun olmayan g¢evre kosullari, ahir ve barmaklarin saglik
yoniinden uygun olmamasi, yetersiz havalandirma kosullari, altliklarin sert ve kirli
olmasi sayilabilir (Zadoks, 2004; Bray ve Shearer, 2008; Janzekovic ve ark., 2009). Sut
verimini arttirmak amaciyla protein yoniinden zengin besleme mastitise yakalanma

olasiligini arttirmaktadir (Botts ve ark. 1979). Sagimcilarin temizlik ve dezenfeksiyona



dikkat etmemeleri de hayvanlar arasinda infeksiyonun yayilmasini hizlandirmaktadir

(Blowey ve Edmondson, 1995c).

Mikrobiyel nedenlere bakildiginda; pek ¢ok bakteri, mantar ve viral etken mastitisin
olusumuna neden olmaktadir (Arda ve Istanbulluoglu,1981). Mastitis etkenleri, meme ve
meme kanaliyla iligkileri yaninda, 6zellikleri de dikkate alinarak bulasic1 ve c¢evresel
patojenler olarak ayrilmistir (Blowey ve Edmondson, 1995a; Akan, 2006). Mikrobiyel
patojenler, sigir meme bezine yerleserek ¢ogalir ve hayvandan hayvana sagim sirasinda
bulasirlar (Tmanova, 2003; Oliver ve ark., 1997). Cevresel patojen olan Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae ve Escherichia coli gevresel mastitis infeksiyonlarina
neden olmaktadir. Bulasici patojenler olarak Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Mycoplasma tirleri ve Corynebacterium bovis bulunmaktadir. Ayrica
tiberkiloz etkenleri, Proteus, Leptospira, Listeria ve Brucella tlrleri de mastitise neden
olmaktadir (Ferguson ve ark., 2007: Hawari ve Al-Dabbas, 2008; Sampimon ve ark.,
2009).

Cevresel patojenlerin infeksiyon olusturmasi hayvanlar arasinda sagim esnasinda ya da
sagim aralarinda ¢evre temasi ile meydana gelir (Oliver ve ark, 1997). Cogunlukla kuru
donemde, laktasyonun erken evresinde ve hayvan sikliginin arttigi durumlarda, serbest
hayvanciliktan ziyade ahir isletmelerinde, c¢evresel patojenlerin olusturdugu
infeksiyonlara daha sik rastlanir. Bakim ve beslemenin iyi yapildigi durumlarda,
koliform mastitisleri nadiren ortaya ¢ikar ve orani %1-2’de kalirken, streptokokkal
nedenli mastitis oran1 %5’den daha az seyreder, ancak suriide mevcut herhangi bir
problemde bu oran %10 ’u asar. Cevresel streptokoklarin olusturdugu mastitis
infeksiyonlarinin %49-50’sin de klinik semptomlar kendini gosterir. Klinik mastitislerin
sonucuna bagl olarak da sut Uretiminde, reproduktif aktivitede azalma ve isletme

giderlerinin artis1 ile ekonomik kayip sekillenir (Tmanova, 2003).

Bulasic1 mastitis infeksiyonlari ise, bir meme bezinin infeksiyon kaynagi olmasi ve bu
infekte meme bezine sahip hayvandan, saglikli bagka bir hayvana etkenin taginmasi ile

gerceklesir (Zadoks, 2004; Riekerink ve ark., 2006). Meme basi lezyonlari, yetersiz



bakim kosullar1 etkenlerin yerlesimini kolaylastirir (Blowey ve Edmondson, 1995b;
Tmanova, 2003). Bulasici mastitis olgulari siklikla akut, kronik veya subklinik
formlarda goriilebilir. Mikroorganizmanin gecisi sagimcilarin elleri, sagim makineleri
gibi sagim esnasinda yayilma gosterir. Bu sekilde infekte hayvanlardan saglikli

hayvanlara mikroorganizmalarin gegisi gergeklesir (Tmanova, 2003).

1.4. infeksiyonun Klinik ve Subklinik Formlari

Infeksiyonun klinik formlarina bakildiginda; mikroorganizma meme bezini enfekte
ettikten sonra buraya yerleserek hizli bir sekilde ¢ogalmaya baslar ve bunu konak-
patojen iliskisine bagl olarak ¢esitli klinik bulgular takip eder. Konak immun cevabinin
basarisiz, antibiyotik tedavisinin yetersiz oldugu durumda etken meme bezine kolonize
olur ve mastitis sekillenir (Vehmas ve Sandholm, 1995; Tmanova, 2003). Sonug olarak
da yanginin klinik bulgular1 olan siskinlik, renk degisimi, 1s1 artis1 ve agr gelisir. Klinik
semptomlar perakut, akut, subakut ve kronik formlar halinde karakterize edilir. Klinik
mastitis durumlarinda siitteki degisimler (pihti, renk degisimi, kan goriilmesi vb.) aciga
cikar. Ates, anormal sekresyon, istah kaybi, siit iiretiminin azalmasi akut mastitis

durumlarinda goriilen ilave klinik bulgulardir (Sandholm, 1995; Tmanova, 2003).

Klinik mastitis bulgularinin tersine subklinik infeksiyonlarda meme bezi ve sutteki
degisimlere nadiren rastlanir ya da hi¢ rastlanmaz. Semptom gostermeyen hayvanlar
saglikli kabul edilir, bu nedenle subklinik infekte hayvanlarin teshisi zordur (Blowey ve
Edmondson, 1995a). Klinik belirti gostermeyen infekte hayvanlar diger saglikli
hayvanlar igin bir rezervuar gorevi goriir ve saglikli hayvanlar arasinda infeksiyonun

yayilimina neden olurlar (Zadoks, 2004).

Ekonomik yonden mastitis infeksiyonlari, stit veriminin ve kalitesinin azalmasi, tedavi
masraflarina ek olarak somatik hiicre sayisimin artist ve siitiin  kullanilamamasi,

laboratuvar hizmet alimlari, toksemiye bagli sekillenen hayvan oliimleri ile Gretim



maliyetlerini arttirmakta ve yetistiricilik yoniinden 6nemli problemlere neden olmaktadir

(Taponen ve Myllys, 1995).

Mastitis infeksiyonlarinin gelisebilmesi ig¢in, mikroorganizmalarin meme kanalina

girmesi, infeksiyonun baglamasi ve yangisal reaksiyonlarin olusmasi gerekmektedir

(Vehmas ve Sandholm, 1995; Akan, 2006).

1.5. Streptokokkal Mastitisler

Streptokok mastitisleri baslangicta gizli ve yavas seyretmektedir. Klinik olarak
saptanabilecek anormallikler memede hemen goriilmez. Genellikle laktasyon doneminde
infeksiyon sekillenir ve zaman gectikge siitiin memede toplanmasina bagl olarak klinik
bulgular da sekillenmeye baglar (Jain, 1979; Blowey ve Edmondson, 1995a; Philpot ve
Nickerson, 2000).

1.5.1. Streptokoklarin Taksonomisi

Streptokok cinsi bakteriler insan, hayvan ve bitkiler gibi genis bir konak¢1 dagilimina
sahiptirler. Bu cins ilk olarak 1884 yilinda Rosenbach tarafindan tanimlanmig ve 1975
tarihinde Wilson ve Miles tarafindan, 1978 yilinda ise Jones tarafindan bildirimi
yapilmustir. Streptokoklarin smiflandirilmasinda en 6nemli degisimler 1906 yilinda
Andrewes-Horder, 1919 yilinda Orla-Jensen, 1933 yilinda Lancefield ve 1937 yilinda
ise Sherman tarafindan ortaya konmustur (Sherman, 1937; Khan, 2002; Facklam, 2002).
Streptokoklar 1918 yilinda Rebecca Lancefield tarafindan hemolitik 6zellikleri g6z
online alinarak Streptococcus haemolyticus olarak isimlendirilmistir. Arastirict
etkenlerin karbonhidrat antijenlerini spesifik serum kullanarak tiplendirmis ve

streptokoklar gruplara ayrilmistir (Lancefield, 1933).



Streptokoklar Gram pozitif, yuvarlak, zincir seklinde diziler yapan, hareketsiz, sporsuz,
kapsiillii, insan ve hayvanlarda lokal ve genel bir ¢cok hastalifa neden olan ve onlarin
mukoz membranlarinda da normal olarak yasayabilen bakterilerdir. Mikroskobik bakida
sivit besiyerlerinde uzun zincirler halinde goriiliirken, kati besiyerlerinde diplokok
seklinde goriilebilirler. Zenginlestirilmis besiyerlerinde iyi tireme gosterirler (Akan,
2006). Streptokoklar Bergey’s Manual (Garrity, 2001) tarafindan Laktobasiller sinifi

altinda ayr1 bir aile olarak incelenmistir.

1.5.2. Streptokoklarin Mastitis Infeksiyonlarindaki Durumu

Siit sigirciliginda ¢ok yaygin olarak rastlanan ve ekonomik kayiplarin sekillendigi
mastitis infeksiyonlarinda, baslica S. agalactiae, S. dysgalactiae ve S. uberis etkenleri
izole edilmektedir (Phuektes ve ark., 2001a; Kawata ve ark., 2004). Mastitis kontrol
programlari, siit sagimindaki gelismeler, sagim sonrasi hijyen uygulamalari, yaygin
olarak kullanilan antibiyotik tedavileriyle S. agalactiae ve S. dysgalactiae’nin neden
oldugu mastitis infeksiyonlarinda azalma goriilmiis ancak S. uberis’in neden oldugu
infeksiyonlarda belirgin diizeyde bir azalmaya rastlanmamisgtir (Jayarao ve ark., 1991a;
Baseggio ve ark., 1997; Wieliczko ve ark., 2002; Zschdck ve ark., 2005; Sampimon ve
ark., 2009).

Mastitise neden olan etkenlerin bulasic1 ve g¢evresel olarak gruplandirilmasiyla ayrim
yapilarak etkenlerin patogenezi bu gruplama ile izlenmistir. Bulasic1 mastitis
etkenlerinin meme bezinde yasayarak ¢ogalmasi ve sagim esnasinda hayvandan hayvana
gecisi sekillenmistir. Cevresel patojenlerin ise 6zellikle isletmelerin fazla ve isletme igi
hayvan populasyonunun yogun oldugu yerlerde infeksiyon olusturdugu goriilmiistiir.
Infeksiyona neden olan streptokokkal etkenlerin durumuna bakildiginda S. agalactiae
disindaki streptokoklar cevresel patojenler olarak gruplandirilmig, S. agalactiae ise
bulasict bir patojen olarak nitelendirilmistir (Todhunter ve ark.,1995; Oliver ve
ark.,1997).



Mastitisi olusturan ¢evresel streptokoklar arasinda S. dysgalactiae, S. uberis, S. equinus
(S. bovis), S. parauberis, S. equi ve S. canis bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda,
cevresel patojen etkenler arasinda S. uberis ve S. dysgalactiae sik olarak izole
edilmektedir (Oliver, 1988; Todhunter ve ark., 1995). Bu etkenlerin yaygin olmasina
karsin patogenezlerinde, virulens faktorleri ile iligkileri net olarak anlasilamadigi ve
etkenlerin heterojen Ozellikler gostermesi nedeniyle olusturulmak istenen kontrol

stratejileri de basarisiz olmustur (Oliver ve ark.,1997).

Mastitis infeksiyonlarina iliskin yapilan prevalans c¢alismalarinda farkli izolasyon
oranlart elde edilmistir. Piepers ve ark. (2007) 178.668 adet siit 6rneginde yaptiklar
bakteriyolojik incelemede %2,3 oraninda S. dysgalactiae, %0,3 oraninda ise S.

agalactiae izole etmislerdir.

Dakman (2000) yaptigi c¢alismada, %12,8 oraninda Streptococcus spp. izolasyonu
gerceklestirmis ve %4,5 oraninda S. agalactiae etkeni identifiye etmistir. Karahan
(2005) ise, %24,3 oraninda streptokok izolasyonu gerceklestirmis ve bu streptokoklar
icerisinde %10,4 oraninda S. agalactiae identifiye ederken, %13,9 oraninda diger

streptokok turlerini identifiye etmistir.

Arda ve Istanbulluoglu, (1981) mastitis etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonlarina
yonelik bir ¢alismada %8,7 oraninda S. agalactiae izole ederken, %4,6 oraninda S.

uberis izolasyonu gergeklestirmistir.

Ulusoy ve ark. (1985) 63 adet siit 6rneginde %28,6 oraninda S. dysgalactiae ve %15,6

oraninda S. agalactiae izolasyonu gergeklestirmisler, S. uberis izole edememislerdir.

Aydin ve Baysal, (1995) yaptiklar1 mastitis miicadele programi kapsaminda 12505 adet
sit ornegine yaptiklari mikrobiyolojik incelemede, 268 adet (%2) streptokok izole
etmislerdir. izole edilen streptokoklarm 210 adedi S. agalactiae, 47 adeti S. uberis ve 11

adeti S. dysgalactiae olarak identifiye edilmisitr.



Tel ve ark. (2009) Urfa yoresinde yaptiklari mastitis taramasinda %8,9 oraninda
streptokok izolasyonu gerceklestirmiglerdir. Sahin ve ark. (1997) ise mastitisli sttlerde
streptokok izolasyon oranini %29,82 olarak bulmuslar ve bunlarin, %14,03’ni S.

agalactiae, %8,77’sini S. dysgalactiae ve %7,02’sini S. uberis olarak belirlemislerdir.

Kanada’da yapilan bir ¢alismada ise, 3033 adet siit 6rneginde %6,3 ile S. uberis en sik
izole edilen streptokok tirti iken, S. dysgalactiae %4, S. agalactiae ise %0,1 oraninda
izole edilmistir (Riekerink ve ark., 2008).

1984-1994 yillar1 arasinda Amerika’da, Ulusal Mastitis Konseyi’nin yaptiglr bir
aragtirma sonucunda cevresel streptokok tirleri %3,9 oraninda izole edilirken, S.

agalactiae %4,3 oraninda izole edilmistir (Oliver ve ark., 1997).

Bulasic1 ve gevresel streptokokkal etkenlerin neden oldugu mastitis infeksiyonlari i¢in
yapilan caligmalarda yillara ve isletme tiplerine gore de farkli sonuclara ulasilmistir.
Unnerstad ve ark. (2009) S. dysgalactiae oranim1 %15,6, S. uberis oranin1 %11,1
bulmuslar, S. agalactiae izole edememislerdir. Arastiricilar S. uberis turlerinin kum
althk kullanan isletmelerde, talas kullanan isletmelere gore daha sik infeksiyon
olusturdugunu belirlemislerdir. Ayrica S. dysgalactiae’nin daha ¢ok Actinomyces

pyogenes ile birlikte yaz mastitislerine neden oldugunu bildirmislerdir.

Sicilya’da yapilan bir ¢alismada ise, siitten yapilan izolasyonda %11,1 oraninda
streptokoklara rastlanirken, bu oranin %2,3’lik kismin1 S. agalactiae’nin olusturdugu
gozlenmistir (Ferguson ve ark., 2007).

@Dsteras ve ark. (2006) S. dysgalactiae etkenlerinin daha ¢ok kis aylarinda ve ahirda
yapilan yetistiricilikte, S. uberis etkenlerinin ise yaz mevsiminde ve daha ¢ok

hayvanlarin meraya ¢iktiklart donemde infeksiyon olusturdugunu bildirmislerdir.

Tenhagen ve ark. (2009) ilk laktasyonunda olan ineklerde streptokok izolasyon oranini
%12,6 olarak tanimlamislar, bu oran iginde S. agalactiae %0,1, S. dysgalactiae %3,4, S.
uberis’i ise %2,3 oraninda identifiye etmislerdir. Geri kalan %7’lik kismin diger

streptokoklar tarafindan olusturuldugunu belirtmislerdir. Daha yasli hayvanlarda izole



edilen streptokoklar %31,8 bulunmus olup bu oranin % 0,1°ni S. agalactiae, %13,6’sin1
S. dysgalactiae ve %8,5’ni ise S. uberis etkenleri olusturmus geri kalani ise diger

streptokok tiirleri olarak bulunmustur.

Sampimon ve ark. (2009) ise, S. uberis prevalansint %]1,1 bulurken, S. dysgalactiae

prevalansini %0,9 olarak bulmus ve S. agalactiae etkenine rastlamamislardir.

Norveg¢’de de Streptokok nedenli infeksiyonlarin dogum sayisi fazla olan yash
hayvanlarda genclere oranla daha sik olustugu belirtilmistir (Reksen ve ark., 2007).

Yeni Zelanda’da klinik mastitislerin %15,2’sinde S. uberis, %0,6’sinda S. dysgalactiae,
%0,3’iinde ise S. agalactiae izole edilmistir (Petrovski ve ark.,2009), Ingiltere’de
yapilan bir ¢aligmada da siitlerdeki bakteriyolojik 6rnekleme sonucunda %23,5 oraninda
S. uberis etkeni izole edilirken S. agalactiae ve S. dysgalactiae etkenlerine

rastlanmamistir (Bradley ve ark.,2007).

1.5.3. S. agalactiae

S. agalactiae, kronik hale gecen, zamanla memelerin kor olmasi ile sonuglanan ¢ok
bulasict mastitise neden olmaktadir (Jain, 1979; Philpot ve Nickerson, 2000; Tmanova
2003). Siv1 kiiltiirlerde zincir seklinde iireme gosteren etken, Streptococcocea ailesine
Streptococcus cinsine ait olan bir bakteridir. Bakteri, meme kanallar1 ve sisternlerinde
yasar. Beta hemolitik olan etkenler hemolitik olmayan etkenlere oranla daha patojenik
suslardir. CAMP testi pozitifdir. Serolojik gruplandirma da identifikasyon prosediiriinde
6nemli bir Ozelliktir ve S. agalactiae Lancefield gruplandirmasinda B grubunda yer alir
(Facklam, 2002; Tmanova, 2003,; Winn ve ark., 2006; Quinn ve ark., 2004).

Bu patojen meme kanalina kolonize olarak, meme epitel hiicrelerine tutunur (Blowey ve
Edmondson, 1995a; Karahan, 2005). Bu 0zellik S. aureus ve S. agalactiae igin
karakteristiktir. S. agalactiae sit kanallarinda ve alveollerinde gogalarak yangisal cevabi

tetikler. Damarlarin genislemesiyle bol miktarda 16kosit siite ve meme dokusuna geger.
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Satun fiziksel ve kimyasal yapisinda bozulmalar sekillenir. Sekretorik dokuda yangisal
duruma kars1 cevap, fibroz doku olusumu ile sekillenir. Tedavi edilmezse siit kanallari
yangisal duruma bagl olarak kapanir ve siit liretimi azalir, somatik hiicre sayisi artar ve
involusyon sekillenir. S. agalactiae penisilin, ampisilin, sefalosporin, eritromisin,

trimetoprim-siilfonomid gibi antibiyotiklere kars1 duyarlidir (Py0drola, 1995).

S. agalactiae mastitislerinin genel olarak subklinik seyir gdstermesi nedeniyle, etkenin
daha kolay ve hizli bir sekilde teshis edilmesi icin sUtln laboratuar ortaminda
incelenmesi gerekmektedir (Meiri-Bendek ve ark., 2002). Teshisin hizli ve dogru bir
sekilde gerceklesmesi igin PCR temelli teknikler, yarar saglamaktadir. Meiri-Bendek ve
ark. (2002) gelistirdikleri spesifik primerler ile PCR tekniklerinin S. agalactiae’nin

teshisinde daha giivenilir oldugunu bildirmislerdir.

Dmitriev ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada B grubu streptokoklarin teshisi i¢in scpB
genini PCR ile tiplendirme i¢in kullanmiglar ve bu primerlerle gergeklestirilen PCR’1n
kiiltiir metoduna gore daha hassas, kolay ve daha kisa siirede sonu¢ verdigini ortaya

koymuslardir.

Chotar ve ark. (2006) S. agalactiae etkenlerini molekiiler olarak teshis etmek icin ylizey
immunojenik proteinini kodlayan sip genini kullanmislar, farkli bélgelerden izole edilen
S. agalactiae suslarinda bu bolgeye spesifik primerler ile yaptiklari PCR sonucunda

etkenlerin tamamini identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Abdulmawjood ve Lammer (1999), B grubu streptokoklarn 16S rRNA bolgesine
yaptiklar1t PCR islemi ile bu gen bolgesinde bulunan degisken V2 bolgesini amplifiye
etmigler ve yaptiklari enzim kesimleri ile etkenler arasinda benzer bantlar
goriintiilemislerdir. Jayarao ve ark. (1992), B grubu streptokoklar da 16S rRNA gen
yapisinin  tlirler arasinda varyasyon gostermedigini ve mastitise neden olan
streptokoklarin identifikasyonunda oldukg¢a yararli oldugunu belirtmislerdir. Ancak PCR
sonrast islemlerin, Ozellikle, enzimle kesim islemlerinin zaman alict ve ek
mandplasyonlar gerektirmesinin dezavantaj oldugunu belirlemislerdir. Forsman ve ark.
(1997), B grubundaki streptokoklarin 16S-23S rRNA gen bolgesinde sekans
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varyasyonunu kullanarak tiir spesifik primerler olusturmuslardir. B grubu streptokoklara
spesifik bir oligoniikleotid primer dizayni i¢in 16S rRNA geninin V2 bolgesinin tiire

spesifik varyasyon yapisi karsilagtirma yapilarak kullanilmistir.

Mastitislerden izole edilen S. agalactiae suslariin molekiiler tiplendirilmesinde RAPD-
PCR teknigi kullanilmaktadir (Bert ve ark., 1996; Gillespie ve ark., 1997). Martinez ve
ark. (2000) ve Sukhnanand ve ark. (2005) RAPD-PCR yontemini insan ve sigir orjinli
infeksiyonlarda teshis amagh kullanmiglardir. RAPD-PCR yontemi ile yapilan
tiplendirme sonrasinda insan infeksiyonlarindan c¢ok sik izole edilen S. agalactiae
serotip 3 etkenlerinin ineklerdeki mastitis infeksiyonlarindan heniiz izole edilmedigi
goriilmistir (Wanger ve Dunny, 1985; Bohnsack ve ark.,2004; Sukhnanad ve ark.,
2005). Bohnsack ve ark. (2004) S. agalactiae 'nin serotip 3 hattindan yaptiklart RAPD-
PCR tiplendirmesinde insan ve sigir S. agalactiae suslarinin birbirinden 6nemli 6lgiide

ayrimlandigini bildirmislerdir.

Dogan ve ark. (2005) S. agalactiae etkenlerinin insan ve sigirlarda farkli yapiya sahip
oldugunu, serotiplendirme ve ribotiplendirme ile sadece 2 izolatin insan izolatlarindan
ayrilamadigini gostermis, nadiren de olsa insan izolatlarinin sigirlara gectigini

bildirmislerdir.

Chatellier ve ark. (1997) S. agalactiae etkenlerine 4 farkli primer ile yaptiklart RAPD-
PCR islemi sonucunda 114 susda 71 adet farkli RAPD-PCR profili saptarken,
serotiplendirme ile 17 farkli profil gozlemislerdir. RAPD-PCR yonteminin tam olarak
anlasilmasi i¢in de virulens 6zelliklerinin baska bir PCR temelli metot ile belirlenmesi
gerektigini  belirtmislerdir. RAPD-PCR  profillerinin  ¢esitliligini  de, cografik
varyasyonlarin S. agalactiae etkenleri iizerindeki genetik yapi degisimlerine neden
olmasi ile agiklamislardir. RAPD-PCR sonuglari, S. agalactiae etkenlerindeki
heterojenitenin sadece farkli serotipler arasinda degil aynt zamanda, ayni serotip

igerisinde de oldugunu gostermektedir (Sukhnanand ve ark., 2005).

S. agalactiae nedenli mastitislerin tedavisinde uygun antibiyotiklerin kullanimi ile

infeksiyon seyri iyilestirilebilir, ancak tedavi etkinliginin iyi olmasi agisindan sagim
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sirasindaki hijyen kurallarina, sagim sonrast meme dezenfeksiyonuna, kuru dénem
tedavisine, kronik enfekte hayvanlarin siiriiden uzaklastirilmasina ve sagim
makinelerindeki optimum performansa dikkat edilmesi gereklidir (Py6rola, 1995;

Blowey ve Edmondson, 1995a).

1.5.4. S. dysgalactiae

S. dysgalactiae, akut seyirli ve memelerin korlesmesine de neden olan mastitis etkenidir.
Streptokoklarin genel ozelliklerini tagimaktadir. S. agalactiae’ya c¢ok benzer, ancak
metilen mavisini koagule edip, sodyum hippurati hidrolize etmemesiyle ayrilir. S.
dysgalactiae bulasic1 6zellige sahip tigiincll blylk patojen olarak kabul edilir (Blowey
ve Edmondson, 1995a). Cevresel bir etken olarak tanimlanmasina karsin yari bulasici
yar1 gevresel bir etken olarak bulunur (Oliver, 1997). En sik olarak meme derisinde,
ozellikle sagim aletlerinin hijyenik olarak kullanilmadigi durumlarda sagim aletleri
yuzeylerinde, meme yaralarinda, kesiklerde ve ¢i¢ek yaralarindan izole edilmistir. Meme
bezleri infeksiyonun taginmasinda daha az Oneme sahiptir. Etken ayni zamanda
tonsillerde bulundugu i¢in memelerin yalanmasi esnasinda da gecis miimkiin
olabilmektedir (Colque ve ark., 1993; Quinn ve ark.,, 2004). Bu durum S.
dysgalactiae’nin diive mastitislerinde ve kuru donemdeki hayvanlarda goriilme nedenini
aciklamaktadir (Blowey ve Edmondson, 1995a). Meme irritasyonuna neden olan ucan
hasere, soguk hava etkisi gibi durumlarda memelerin yalanmasi1 klinik belirtiler
olusuncaya kadar etkenin Ozellikle meme kanalina kolonize olmasina neden olur
(Blowey ve Edmondson, 1995a). Lancefield serogruplandirmasinda C grubunda yer alan
etken (Garvie ve ark. 1983; Facklam, 2002) taksonomik g¢alismalarda grup L igerisinde
S. equisimilis, insan infeksiyonlarinda ise G grubu igerisinde S. dysgalactiae olarak
isimlendirilmistir. Biyokimyasal testler ve hiicre duvari yapisinin degerlendirilmesi
temel alinarak, hayvan infeksiyonlarinda serogrup C ve L ye ait oldugu bulunarak S.
dysgalactiae subsp. dysgalactiae olarak tiplendirilmistir. Insan infeksiyonlarinda C ve G

serogruplarina ait olan etken S. dysgalactiae subsp. equisimilis olarak tanimlanmustir. L
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grubu streptokoklarin, S. equisimilis 'in ve G grubun da yer alan insan infeksiyonlarindan
sorumlu streptokok tdrlerinin sigir meme bezlerine yerleserek infeksiyon yaptigina
nadiren rastlanmistir. Sigirlarda infeksiyona neden olan S. dysgalactiae etkenleri non
hemolitik ya da alfa hemolitik grup streptokoklar olup homojen yap1 gosterir ve bu
Ozellikleri ile L grubunda yer alan beta hemolitik suslardan, insan G grup
streptokoklardan ve S. equisimilis’den ayrilmistir (Watts 1988, Devriese 1991). S.
dysgalactiae’nin sigirlarin tonsillerinde, agiz ve vagina mukozasinda olduk¢a fazla
miktarda bulundugu ve kuru donemde herhangi bir S. dysgalactiae infeksiyonu
bulunmadigi halde laktasyon doneminde infeksiyonun gorilmesinin, etkenin cevresel
bulagsma yolunu daha ¢ok kullandigin1 gostermistir (Colque ve ark., 1993; Oliver ve ark.,
1997).

Hassan ve ark. (2003) PCR yontemi ile Lancefield serogruplandirmasinda C, G ve L
gruplarina ait S. dysgalactiae suslarii1 16S-23S rDNA ya gore tiplendirmis ve serolojik
olarak heterojenite gosteren farkli serogruplardaki S. dysgalactiae etkenlerini capraz

reaksiyon gostermeden PCR yontemi ile identifiye etmislerdir.

1.5.5. S. uberis

S. uberis’in mastitis infeksiyonu ile iliskisi ilk olarak 1932 yilinda Diernhofer tarafindan
ortaya konmustur (Oliver ve ark.,1997). Bu c¢alismalara gore enterokok ailesine ait
oldugu diisiiniilen S. uberis’in Enterococcus ailesine ait olmadigi, piyojenik streptokok
ailesine benzerlikler gosterdigi goriilmiistiir. Roguinsky 1972 yilinda S. uberis’in bazi
fizyolojik Ozelliklerini ayn1 habitatta bulunan diger 7 tiir ile karsilastirmis ve S. uberis’in
iyi tanimlanmis ayri bir tiir oldugunu bulmustur (Roguinsky, 1977; Jayarao ve ark.,
1991a). Facklam 1977 yilinda Streptokok ailesini S. pyogenes, S. viridans, S. lactis ve
enterokoklar ailesi olarak 4 biiylik gruba ayirmistir. S. uberis bu ¢alisma da viridans grup
igerisine girmistir. Her iki ¢alismada da biyokimyasal testler ve serolojik yontemler

kullanilmistir (Garvie ve Bramley, 1979).
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S. uberis’in olusturdugu mastitislerde ise kronik hafif seyirli, siitte hafif degisikliklere
neden olan bir infeksiyon sekli gozlenmektedir (Philpot ve Nickerson, 2000; Akan,
2006). S. uberis cevresel bir patojen olarak Kklinik vakalardan yiiksek oranda izole
edilirken, subklinik mastitis vakalarinda laktasyondaki hayvanlarda ve kuru dénem
periyodunda predominant bir etken olarak izole edilir (Douglas ve ark., 2000; Odierno
ve ark., 2006). S. uberis nedenli mastitislerde stri icerisinde infeksiyon oraninda artis
goraldr. S. uberis, streptokok nedenli dive mastitislerinde laktasyonun ilk 5 giniinde
gorulen infeksiyonlarda sik olarak rastlanan bir etkendir. S. uberis nedenli mastitislerin
diger streptokok nedenli mastitislerden farki, etkenin meme yuzeylerinde ve inegin diger
viicut bolgelerinde bulunabilme 6zelligidir (Colque ve ark., 1993; Phuektes ve ark.,
2001b). Bu yuzden S. uberis nedenli mastitis olgulariin biiyiik oranda nedeni, teat
dipping ve kuru doénem antibiyotik tedavisinin yetersiz ve uygun olmayisi olarak
bildirilmistir (Jayarao ve ark., 1991b; Khan, 2002).

Kronik mastitise neden olan S. uberis etkenlerinin bulasici etkenlerle de yakin iligkide
olabilecegi tahmin edilmektedir. Etkenin sagim esnasinda inekten inege gecisi de SOz
konusudur. Serbest yetistiricilikte S. uberis suslarimin hayvanlar arasindaki gegisi,
ineklerin memelerini yalamasi ya da sinekler araciligi ile s6z konusu olmaktadir.
Ozellikle yaz aylarinda, enfekte hayvanlarla saglikli hayvanlarin aym yere yatma
egilimleri etkenin ge¢isini arttirmaktadir (Blowey ve Edmondson, 1995a). S. uberis
etkenleri siit isletmesi, ahir, altlik ve su yalaklari, meralar ve digki ile kontamine olan her
yerde sik olarak bulunur. Meme bezlerinin buralarla temasi sonucu etken alinmis olur
(Zadoks, 2004; Khan, 2002). Etkenin ayn1 zamanda ineklerde sindirim sistemine, genital
sisteme ve meme bezine kolonize olabildigi goriilmektedir (Oliver ve ark., 1997; Khan
ve ark., 2003, Quinn ve ark., 2004).

Etkenin bu sekilde pek ¢cok ortama adapte olmasi biyolojik olarak incelenmis ve pek cok
pseudogen yapisina sahip oldugu, yapisinda bakteriyofaj adalar1 ve genomik adalar
bulundurdugu goriilmiistiir. Bu durum da S. uberis’in farkli ekolojik ortamlara nasil
uyum sagladigini agiklamaktadir (Ward ve ark., 2009). Diger streptokok tiirleri ile

yapilan karsilastirmalarda en fazla S. agalactiae ve S. zooepidemicus ile benzerlik
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gosterdigi bulunmustur (Hulbert ve ark.,2007). Phuektes ve ark. (2001b), S. uberis
etkenlerinin  bulunduklar1 isletmelere gore farklilik gosterdigini belirlemisler,
predominant olan etkenlerin daha fazla virulens 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir

(Zadoks ve ark., 2003)

S. uberis mastitislerinde ¢ogunlukla infeksiyon aniden baslar ve memede sisme, siitte
pihtt olusumu, genel durum bozuklugu ve ates goriilir. Meme bezinde bakterinin
opsonizasyonu zayif sekillenir ve buna bagl olarak da fagositoz olayinda l6kositler
tarafindan yikimlanma da zorlasir. Antimikrobiyel tedavi olduk¢a 6nemlidir ve ¢ogu
vakada seyir iyi goriiniirken bazi durumlarda infeksiyon tekrarlayabilir. Kuru donemdeki
hayvanlarda yaygin olarak infeksiyonu sekillendiren etkene kars1 sagaltim kuru donemin
ilk 2 ve son 2 haftasinda onemlidir ve 6zellikle son iki haftada uygulanan tedavi,

basariy1 arttirir (Blowey ve Edmondson, 1995a; Khan, 2002).

Bazi S. uberis suslar1 16kositler tarafindan gergeklestirilen fagositoza diger suslara oranla
daha fazla diren¢ gosterir (Oliver ve ark., 1997). Bu durum, o6zellikle S. uberis
etkenlerinin kazein varliginda gosterdikleri fagositoz direnci ile agiklanmaktadir.
Yapilan deneysel c¢aligmalarda, S. uberis etkenlerinin kazeinli ve kazeinsiz ortamlarda
fagositoza gosterdigi dirence bakilmis, kazein bulundugu durumlarda fagositoza karsi

direncin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Blowey ve Edmondson, 1995a).

Yapilan bir ¢alismada da, S. uberis etkenlerinin meme bezinde duktular dokuda ve
sekretorik alveoliin luminal bélgesinde tireme gosterdigi gozlenmistir (Taylor ve ark.,
2003). Almeida ve ark. (2007), S. uberis etkenlerinin uzun sire meme epitelyum
hiicresinde herhangi bir etki olmaksizin kalabildigini ve hiicre i¢i bu yerlesimi ile
infeksiyonun meme dokusunun derinliklerine yayilarak persiste bir infeksiyon haline

geldigini belirtmislerdir.

Mastitise neden olan Streptokoklarin cins ve tiir diizeyinde tiplendirilmesi, virulens
ozelliklerinin belirlenmesi, antibiyotik direncliliklerinin ortaya cikarilmasi, etkenlerin

birbirlerine epidemiyolojik ve genetik anlamda yakinliklariin tayini i¢in pek cok
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calisma yapilmis ve bu calismalarin sonucunda da her gegen giin yeni veriler elde

edilmistir (Phuektes ve ark.,2001b; Zadoks ve ark., 2003; Pitkala ve ark., 2008).

Mastitis etkeni olan S. uberis ve S. parauberis’in serolojik ve biyokimyasal testlerle
ayrimint yapmak neredeyse miimkiin olmadigi icin bu etkenlerin ayriminda da
molekiiler teshis metotlarinin kullanimi saglanmis ve DNA hibridizasyon metotlari, 16S
rRNA sekans analizi gibi yontemlerin gelistirilmesiyle 2 etken arasindaki ayrim

yapilmistir (Jayarao ve ark.,1993; Pitkala ve ark., 2008).

Williams ve Collins, (1991), S. uberis’in rRNA yapisini kodlayan DNA yapisinin
polimorfizmini temel alarak etkeni molekiiler yontemlerle incelemis S. uberis’in
ribozomal RNA yapisin1 kodlayan DNA’y1 rastgele primerlerle ¢cogaltarak enzimlerle
kesmis ve S. uberis etkenlerinin tur i¢inde varyasyonlarini belirlemislerdir. S. uberis tip
1 ve tip 2 olarak ayrilan etkenlerden S. uberis tip 2°nin S. parauberis olarak ayrilmasini
saglamislardir. Taksonomik degerlendirmenin yaninda epidemiyolojik degerlendirmede

de bu gen profillerini kullanarak ayrim yapmiglardir (Williams ve Collins, 1990).

Garvie ve Bramley (1979), Williams ve Collins, (1990), S. uberis’in 16S rRNA
niikleotid sekansini genotip 1 ve genotip 2 olarak ayirarak, S. uberis genotip 2’yi S.
parauberis olarak isimlendirmisdir. S. uberis ve S. parauberis’in 2 yakin tiir olmasi
yaninda kiiltiirel, morfolojik, biokimyasal ve serolojik olarak ayrimi yapilamadigi i¢in
etkenlerin birbirinden sadece DNA hibridizasyon yontemleri ile ayrilabileceklerini

bildirmislerdir.

Khan (2002) ve Jayarao ve ark. (1991b) S. uberis ve S. parauberis etkenleri arasindaki
molekiiler farkliligit RFLP-PCR analizi ile ortaya koymuslardir. Hassan ve ark. (2001)
konvansiyonel olarak ayrimi yapilamayan S. uberis ve S. parauberis suslarma 16S
rRNA, 23S rRNA ve 16S-23S rRNA genlerine spesifik primerler ile yaptiklar1 PCR

islemi ile ayrimi saglamislardir.

Son yapilan molekiiler ¢alismalarda S. uberis’in tek tip bir organizma olmadigi ve

molekiiler olarak farklilik gosterdigi goriilmiistiir (Jayarao ve ark., 1991a; Jayarao ve
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ark., 1993; Douglas ve ark., 2000; Phuektes ve ark., 2001b; Odierno ve ark.,2006).
Baseggio ve ark. (1997), mastitise neden olan 3 streptokokkal etken arasinda S. uberis’in
en heterojen grup oldugunu gostermis, 10 isletmede 21 alt tip bulmus ve sadece bir
isletmede benzer 2 bant profili gézlemlemislerdir. Jayarao ve ark. (1992) S. uberis’in
klinik mastitis durumlart disinda bir siiriideki suslarin klonal olarak benzerlik oranini %
20-100 gibi degisen oranda bulmuslardir. Gilbert ve ark. (2006) S. uberis nedenli
mastitis infeksiyonlarinin olusumunda isletmeler arasinda farklilik oldugunu
belirlemislerdir. McDonald ve ark. (2005) farklilik gésteren S. uberis suslarini S. uberis

varyanti olarak tanimlamislardir.

Jayarao ve ark. (1991a) 42 adet S. uberis etkenini 6nce konvansiyonel metotlar ile
tiplendirmeye calismislar ve 27 adet S. uberis etkeninin spesifik biokimyasal 6zellikleri
gosterdigini  saptarken 15 susun farkli biyokimyasal karakterler gosterdigini
belirlemislerdir. Restriksiyon kesimleri ile ayn1 hayvandan farkl laktasyon zamanlarinda
alinan siitlerde ise yakin iliskili S. uberis suslarin1 tamamen identifiye etmislerdir. Ancak
biokimyasal testlerin yakin iliskili S. uberis etkenlerinin ayriminda yetersiz kaldigi
belirtilmis ve enzim kesimlerinin ise farklilasmay1 etkili bir sekilde sagladig

gorilmiistiir.

Buddle ve ark. (1988), S. uberis etkenlerinde ayni bolgeden ve ayni hayvanlardan
yaptiklar1 orneklemelerde farkli profillerin goriildiiglini belirtmislerdir. Tomita ve ark.
(2008) S. uberis izolatlar1 arasinda genetik olarak genis bir farklilik bulmus, dominant
bir S. uberis etkenine rastlayamamiglardir. Farkli hayvanlardan izole edilen birkag
benzer klon yapisini ise hayvanlar arasinda gecis sonucu sekillenen bakteri yapisina

baglamiglardir.

Etkenlerin heterojen bir yap1 gostermesine ragmen bazen tek bir ¢iftlikteki hayvanlarda
es bantlarin goriilmesi de infeksiyonun seyri esnasinda hayvandan hayvana bulagmanin
olabilecegini gostermistir (Khan ve ark.,2003; Zadoks ve ark., 2003). Zadoks ve ark.
(2005) farkli ortamlardan izole edilen S. uberis etkenlerine yapilan tiplendirme

sonucunda etkenlerin ayni1 yapida olduklarin1 gérmiislerdir. Jayarao ve ark. (1992) bir
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siriide farkli hayvanlardan ve laktasyonun farkli zamanlarindan toplanan meme
sekresyonlarinda benzer DNA izlerinin yaygin oldugunu da géstermislerdir. S. uberis’in
subklinik olgularinda etkenler arasinda heterojenite oldugu, klinik olgulardaki etkenlerde

ise bu heterojenitenin daha az oldugunu belirlemislerdir.

Rato ve ark. (2007), 30 S. uberis susunda 18 farkli profil belirlemis, 3 profil yapisini
izolatlarin yarisinda gérmiis ve ortak profil yapisini hayvandan hayvana gegen veya ayni
orijinli sus olarak belirtmiglerdir. Douglas ve ark. (2000), aym ¢iftlik orijinli S. uberis
etkenlerinde genetik olarak birbirinden bagimsiz ve benzerlik gdstermeyen bantlarla

karsilasmis, ¢ok az benzerlik bulmustur.

Mian ve ark. (2002), S. uberis etkenlerine OPA primerleri ile yaptiklart RAPD-PCR
caligmasinda ayn1 ve farkli giftliklerdeki farkli hayvanlardan saglanan S. uberis
etkenlerinde benzer profiller gormiislerdir. Profiller incelendiginde Grneklerin
orijinlerinin farkli olsa bile ayn1 RAPD-PCR profillerini olusturdugu gozlenmistir.
Kullanilan OPA primerlerinden ikisi tum S. uberis suslarinda ayni profilleri verirken, bir
OPA primeri ise sadece bir S. uberis susunda farkli bant profili olusturmustur.
Aragstiricilar bakterinin DNA yapisindaki kiigiik bir mutasyonun bu etkiyi yaratabilecegi

gorlisiine varmiglardir.

Zadoks ve ark. (2003), persiste infeksiyonlarin ¢ogunlukla tek bir sus tarafindan, tekrarl
infeksiyonlarin ise farkli suslar tarafindan olusturuldugunu belirtmislerdir. Bir hayvanda
birden fazla meme lobunun enfekte oldugu durumlarda ise tiim infeksiyonun tek bir sus
tarafindan olusturuldugu ve dominant suslardan ileri gelen infeksiyonlarda kronik bir
karakterin olustugunu gézlemlemislerdir. Yaptiklart RAPD-PCR tiplendirmesinde 111
S. uberis’den 12 tanesini, 41 izolattan ise 7 adetini tiplendirmislerdir. Etkenlerin
yakinliklarina baktiklarinda ise 17 adet farkli profil goriintiilemisler ve 17 adet farkli
profilden sadece 2 profili dominant olarak belirlemislerdir.

S. uberis etkenlerinde varyasyonun bu derece yiiksek olmasi, S. uberis’in gevrede
opurtinistik bir etken olarak bulunmasma baglanmistir. Bu heterojenik yapinin

olusmasinda ayni zamanda cografi bolgelere bagli farkliliklarinda etkili oldugu
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belirtilmistir (Gilbert ve ark., 2006). Farkli profillerin olmasi etkenlerin farkli gevre
orijinli oldugunu ve etkenlerin etkili bir sekilde kontrol edilebilmesi i¢in de siiriiler arasi
ve cografik alanlara baglh farkliliklarin g6z Oniline alinmasinin gerekliligi iizerinde
durulmustur.

Zadoks ve ark. (2003) S. uberis etkenlerinin mastitis kontrol programlar1 olusturmada
onemli bir bariyer oldugunu belirtmis bunun nedenini de etkenlerin epidemiyolojisinin
belirlenememis olmasi ile agiklamiglardir. Arastiricilar S. uberis infeksiyonlariin
epidemiyolojilerinin anlasilmasi i¢in daha fazla caligmaya gerek oldugunu, 6zellikle
RAPD-PCR yonteminde kompleks bant profillerinin gortilmesi nedeni ile bu yontemi
standart hale getirmenin zor oldugunu belirtmislerdir (Wieliczko ve ark., 2002;
Schukken, 2003; Zadoks ve ark., 2003).

1.6. Streptokok Mastitislerinin Laboratuar Tanisi

Streptokoklara bagli mastitis infeksiyonlarinin belirlenmesi igin laboratuvar teshis
metotlart uygulanmalidir. Bunun igin siit 6rnekleri, kanli agara (%5-7 koyun kanli) ekilir
ve 37°C’de 24-48 saat inkilbasyondan sonra Ureme meydana gelen besiyerlerindeki
kolonilere Gram boyama, katalaz ve oksidaz testi uygulanarak Gram pozitif kok, katalaz
ve oksidaz testi negatif Ozellik gosteren etkenler Streptococcus spp. olarak identifiye
edilir (Winn ve ark., 2006). Tiir diizeyinde ayrim yapmak i¢in, CAMP, eskulin, sodyum-
hippurat ve karbonhidrat fermentasyon testleri uygulanir (Quinn ve ark., 2004).

S. agalactiae etkenleri mikroskobik bakida uzun zincirler halinde goriiliir. Lancefield
gruplandirmasinda B grubunda yer alan etkenler, CAMP testi pozitif, eskulin negatif,
sodyum-hippurat testi pozitiftir. S. dysgalactiae etkenleri Lancefield gruplandirmasinda
C grubunda bulunurlar ve sodyum hippurati hidrolize etmezler, bu ozellikleri ile S.
agalactiae’dan ayrilirlar. S. uberis eskulin ve sodyum-hippurat testi pozitiftir ve bazi
suslart CAMP pozitif 6zellik gosterir (Cizelge 1.1.). S. uberis etkenleri serolojik olarak
heterojenite gosterir ( NMC, 1990, Quinn ve ark. 2004).
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Cizelge 1.1..S. agalactiae, S. dysgalactiae ve S. uberis etkenlerinin konvansiyonel ayirim1. (Quinn ve ark.,

2004)
CAMP Eskulin Na-Hippurat MacConkey Lancefield
S. agalactiae + _ + _ B
S. dysgalactiae | _ _ _ _ C
S. uberis + +

Streptokoklarin  hemagliitinasyon olusturma 06zellikleri Wibawan ve ark. (1993)
tarafindan arastirllmig, yapilan calismada B grubu streptokoklarda %43,4 oraninda
hemagliitinasyon o6zelligine rastlanmistir. Bu 6zelligin daha yaygin olarak G grubu
streptokoklarda goriildiigii géze ¢arparken daha az oranda C ve D grubu streptokok
tirlerinde belirlenmistir. EKin ve Girtirk, (2006) B grubu streptokoklarin %11,6’sinda
hemaglltinasyon pozitifligi saptamislardir. Kurl ve ark. (1989) 130 adet B grubu
streptokok etkeninde sadece bir izolatta hemagliitinasyon 6zelligini pozitif bulurken, C
grubuna ait 35 izolattan 5’inde bu 6zelligi pozitif olarak tespit etmislerdir. Arastiricilar,
hemaglitinasyon ozelliginin bakterinin mukozal yiizeylere tutunmasinda etkili oldugu
ancak test sonuglarmin bakterilerin in vitro ortamda uretildigi kosullar ve besiyerinden
etkilendigini saptamiglardir.

Henslera ve ark. (2008) CAMP faktor gen yapisinin homolog bir sekilde A, C ve G
grubu streptokoklarda da bulundugunu gostermislerdir. McDonald ve ark. (2005) CAMP
pozitif 6zelliginin S. uberis etkenlerinde %9 oraninda goriilebilecegini belirtmislerdir.
Jiang ve ark. (1996) S. agalactiae ve S. uberis etkenlerinde bulunan CAMP yapisini
karsilastirdiklari arastirmada, her iki etkende bulunan CAMP fakt6r yapisinin ve CAMP
faktor yapisina karsi olusan antikorlarin benzer oldugunu gostermislerdir. S. uberis
etkenlerinin CAMP testinde %19’unun pozitif oldugu ve eskulin testinde ise %11
oraninda negatif oldugu belirlenmistir (Odierno ve ark., 2006). Hassan ve ark. (2002)
CAMP ozelligi negatif olan S. agalactiae suslarini molekiiler olarak incelemisler ve
ilgili primer ile yaptiklar1 PCR sonucunda genotipik olarak CAMP pozitifligi
saptamislardir. Arastiricilar bu farkliligi ekspresyon hatasina baglamislardir. S. uberis, S.
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canis ve S. pyogenes etkenlerinde fenotipik olarak belirlenen CAMP pozitifligi
molekiler olarak da dogrulanmis ve bu gen bolgesinin S. agalactiae ile yakin iliskili
oldugu gosterilmistir (Hassan ve ark., 2000).

Akay ve ark. (1993) streptokoklara uyguladiklari serotiplendirmede % 11,52 oraninda A
grubu, %36,27 oraninda B grubu, %20,67 oraninda C grubu yoniinde pozitiflik elde
etmis, %14,23 oraninda etkeni D grubu pozitif olarak tiplendirirken %12,20 oraninda

etken herhangi bir grup yoniinden tiplendirilememistir.

Zschock ve ark. (2005), streptokoklarin ayiriminda Lancefield serogruplandirmasinin
tm streptokok tarlerini dogru siniflandiramadigini, ¢linkii grup spesifik antijenlerin her
zaman bulunmadigini, farkli tiirler arasinda benzer antijenlerin oldugunu ya da tek bir
tir icerisinde birden fazla antijenin bulunabilecegini belirtmislerdir. Kawata ve ark.
(2004) Lancefield serogruplandirmasinin daima tiire spesifik sonuglar vermedigini, bazi
durumlarda atipik reaksiyonlarla karsilasildigini bildirmislerdir. Fortin ve ark.(2003),
izole ettikleri streptokoklara wuyguladiklart Lancefield gruplandirmasinda hatali

identifikasyon sonuglar1 almiglardir.

Devriese (1991), Lancefield serogruplandirmasini genellikle beta hemolitik 6zellik
gosteren streptokok tirleri i¢in tanimlamig, hemoliz 6zelligi bulunmayan ya da alfa
hemoliz gdsteren streptokok tlrlerinin serogruplandirmasi i¢in kullanimda grup spesifik
antijenlerin bulunmamas1 gibi durumlarda kullaniminin hatali sonuglar verecegini
belirtmistir. Arastirict bu serotiplendirme yonteminde ayni grup spesifik antijenlerin
farkli streptokok tiirleri iizerinde olabilecegi gibi farkli antijenik yapilarinda ayni

streptokok tlirleri lizerinde bulunabilecegini belirtmistir.

Kawata ve ark. (2004), streptokoklarin identifikasyonunda kullanilan Lancefield
gruplandirmasinin daima tiire spesifik sonuglar vermedigini bazi durumlarda atipik
reaksiyonlarla karsilagildigini belirlemis, PCR temeline dayali teshis metotlarinin
laboratuarlarda uygulanmasi ile her tiiriin kisa zamanda daha az maliyetle daha dogru

identifiye edilebilecegini bildirmiglerdir.
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Oliver ve ark. (1998), PCR temelli teshis metotlarinin kullanimi ile bir laktasyonda
infeksiyon olusturan etkenlerin gelecek laktasyondaki durumlarinin veya olusabilecek
yeni infeksiyonlarin belirlenebilecegini bildirmislerdir. Ayni zamanda PCR temelli
yontemler ile etkenlerin alttiplerinin, infeksiyon epidemiyolojisinin, as1 ve ilag

uygulamalarinin belirlenebilecegini bildirmislerdir.

Mastitis infeksiyonlarinda molekiiler metotlarin kullanimi ile arastirmalar bir veya
birka¢ etken yoniinde olurken bazi ¢alismalarda mastitise neden olan streptokoklarin
yani sira E. coli, S. aureus gibi bakterilerde teshis edilebilmektedir. Ayn1 zamanda siitten
yapilan ekstraksiyon metodlar1 da gelistirilerek PCR etkinliginin artisi amaglanmigtir
(Riffon ve ark., 2001).

Molekiiler temelli teshis metotlarinin farkli uygulama sekilleri ile mastitis
infeksiyonlarinda streptokoklarin teshisi daha hizli ve uygulanabilir hale gelmistir.
Rastgele primerlerin kullanimi ile yapilan RAPD-PCR testi ile etken identifikasyonu ve
etkenin  epidemiyolojik  durumu  belirlenebilmistir.  Etkenlerin  sitten  direkt

identifikasyonunda bu yontem basarili sonuglar vermistir (Gillespie ve ark. 1997).

Cremonasi ve ark. (2006), mastitis infeksiyonlarinda hizli bir teshis i¢in DNA
amplifikasyonunu temel alan molekiiler teknikler kullanmiglar ve etkinligi arttirmak i¢in
ekstraksiyon asamasinda da inhibitérleri ortadan kaldirmanin sonug spesifitesini

arttirdigini gérmiislerdir.

Duarte ve ark. (2004), B grubu streptokoklar icin uyguladiklari RAPD-PCR
prosediriinde mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde bu ydntemin kullanilabilecegini,
ancak sonuglarin yorumlanmasinda ek tiplendirme metotlarinin kullanilmasinin
giivenilirligi arttirdigini gostermislerdir. Genel olarak farkli serotipler arasindaki ayrimi
yiiksek oranda bulmuslardir. Arastiricilar molekiiler yontemlerin kullaniminin fenotipik
metotlara oranla daha iyi sonuglar verdigini bildirmislerdir. McDonald ve ark. (2005),
Jayarao ve ark. (1992) farkli enzim kesimleri ile streptokoklarin tir diizeyinde ayirimini
yapmiglardir. Tek reaksiyonda daha kisa siirede uygulanan RFLP-PCR metodunu

konvansiyonel metotlara goére daha etkin bulmuslardir.
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Forsman ve ark. (1997), stafilokok ve streptokoklar i¢in gelistirdikleri spesifik primerler
ile etkene yonelik teshis yapmislardir. Phuektes ve ark. (2003) mastitis infeksiyonlarinin
teshisinde multiplex PCR testini bir tarama testi olarak kullandiklarinda S. agalactiae, S.
uberis ve S. dysgalactiae etkenleri yaninda S. aureus’u da bu test ile hizli bir sekilde
teshis etmislerdir. Ayni1 zamanda somatik hiicre sayilari ile etken izolasyonu
kargilagtirmast yapmis ve somatik hiicre sayisinin yiiksek oldugu durumlarda S.
agalactiae etkenlerinin paralel olarak daha fazla izole edildigi daha sonra da S.

dysgalactiae ve S. uberis etkenlerinin gozlendigini bildirmislerdir.

Martinez ve ark. (2001), S. agalactiae etkenlerinin teshisi i¢in 16S rRNA bdlgesine
yaptiklar1 PCR ve enzim kesimleri ile hedef bantlarin sekans analizlerini yaparak
spesifik primerler gelistirmislerdir. Bu spesifik primerler ile siitten direkt streptokok

teshisini yapmislardir.

Estuningsih ve ark. (2002), farkli bolgelerden izole ettikleri mastitis orijinli S. agalactiae
suslarma 16S rRNA ve 16S-23S rDNA bolgeleri icin yaptiklart PCR testleri sonucunda
etkenler arasinda bu gen bolgeleri bakimindan {iniformite ve genetik yakinlik bulmuslar,
bu sonucu yaptiklart RFLP-PCR analizi ile de dogrulamislardir. Ancak Zschock ve ark.
(2005), tarafindan yapilan ¢alismada farkli bolgelerdeki S. agalactiae etkenlerini genetik
olarak birbirinden bagimsiz bulmuslar, Martinez ve ark. (2000) S. agalactiae etkenleri

arasinda yiiksek oranda genetik farklilik oldugunu belirtmislerdir.

Baseggio ve ark. (1997), PFGE ile yaptiklar1 streptokok tiplendirmesinde farkli
isletmelerden izole edilen etkenlere bakildiginda S. agalactiae izolatlar1 arasinda
birbirine es ve benzer bantlar bulurken, S. dysgalactiae suslarinin restriksiyon
orneklerinin S. agalactiae’dan daha kompleks ve farkli oldugunu, en biiyiik farkliliga ise
S. uberis etkenlerinin sahip oldugu ve etken izolatlarinin restriksiyon kesimlerinin de
biiytik farklilik gosterdigini gormiislerdir. Ayrica PFGE sonuglarina gore S. agalactiae
ve S. dysgalactiae etkenlerinin farkli isletmelerde siirii bazinda benzer profillere sahip
oldugu goriilirken S. uberis etkenlerinin igletmeler arasi ve isletme i¢in de en fazla

varyasyon gosteren etken oldugunu belirtmislerdir.
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Gillespie ve ark. (2003), farkli bolgelerden izole ettikleri 41 adet S. uberis susuna
yaptiklar1 genotiplendirme ¢alismalarinda kullandiklar1 OPE4 primeri ile 41 etkende 19
adet farkli profil yapisi1 gozlemlemisler, 2 adet etkende ise benzer profil bulmuslar ancak
bu oOrmneklere yapilan PFGE tiplendirmesinde etkenlerin farkli  olduklarim

goriintlilemisglerdir.

Taylor ve ark.(2003), streptokoklarin identifikasyonunda RNA yapilarini amplifiye
ederek enzim kesimi uygulamiglar, boylece etkenlerin tiir bazinda identifikasyonunda

RFLP-PCR yontemini kullanmislardir.

Odierno ve ark. (2006), S. uberis suslari i¢in uyguladiklart RFLP-PCR ve konvansiyonel
testler sonucunda RFLP-PCR yonteminin %100 oraninda dogru identifikasyon yaptigi
ancak konvansiyonel test sonuglarmmin etkene bagl olarak PCR yontemini

desteklemedigini bildirmislerdir.

Wieliczko ve ark. (2002) S. uberis etkenlerine OPE4 primeri ile yaptiklart RAPD-PCR
sonucunda etkenler arasindaki profil farkliliklarini belirlemisler ve bazi bantlari
goriintiileyememisglerdir. Bu durumu da kullanilan DNA miktarindaki ve termal cycler
programindaki farklilia dayandirmislar ve ayni zamanda bulgularin tekrar
edilebilirliginin diisik oldugunu bu nedenle RAPD-PCR yonteminde optimizasyon

sartinin oldugunu vurgulamislardir.

Zadoks ve ark (2003), da yaptiklar1t RAPD-PCR testinde, farkli profiller belirlemisler ve
bu yontemde kompleks bant profillerinin gortlmesinden kaynaklanan standardizasyon

zorlugunu belirtmiglerdir.

Jayarao ve Oliver, (1994) yaptiklari RAPD-PCR degerlendirmesinde sonuglar1 klasik
biyokimyasal sonuglarla karsilastirmislar ve konvansiyonel yontem ile ayrilamayan
yakin genotipli etkenleri bu yontem ile ayirabilmislerdir. Arastiricilar bu RAPD-PCR
yonteminin kilturel ve biokimyasal testlere bagl atipik reaksiyonlardan etkilenmedigini
de ortaya koymuslardir. Arastiricilar 1996 yilinda yaptiklari ¢calismada ise, 40 adet farkli
primerden OPE4 ve OPA20 primerlerini secerek bu primerleri streptokok tirlerinin
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identifikasyonunda kullanmislardir. RAPD-PCR sonucuna gore olusan birden fazla bant
profili icerisinde ortak bantlar bulunarak etkenlerin tir diizeyinde identifikasyonu

yapilmustir.

1.7. Koruma ve Kontrol

Mastitisli bir inegi tedavi etmek yerine o inegi mastitise karst korumak ¢ok daha
ekonomiktir. Bu nedenle isletmelerdeki inekleri koruma altina alan bir program
uygulanmalidir. Bu programlar ile daha az mastitis olgusu, daha az siit kaybi, daha az is
gucl olmakta ve tedavi masraflar1 asgariye inmektedir (Bastan, 2009). Streptokok
infeksiyonlarinin kontrol edilmesi i¢inde belirli kritik kontrol noktalar1 olusturulmustur.
Sagim sirasindaki hijyen kurallari, kuru donem tedavisi, sagim Oncesi ve sonrasi meme
dezenfeksiyonu, kronik infekte hayvanlarin siriiden uzaklagtirilmasi, sagim
makinelerinin optimum sartlarda kullanim1 bu kontrol noktalarini olusturur (Blowey ve

Edmondson, 1995a).

Streptokokkal infeksiyonlarin tedavisi i¢in etkenlerin duyarli oldugu penisilin grubu
antibiyotikler kullanilabilir. Hem laktasyon déneminde hem de kuru donemde bu sekilde
sagaltim ile %60- 90 oraninda basar1 saglanir. Alinacak diger koruyucu 6nlemler etkenin
cevresel veya kontagiydz yapisina bagli olarak segilir. Cevresel streptokok

infeksiyonlarinda gevresel sartlar iyilestirilmelidir (Pydrola, 1995).

Bu calismada, mastitisli siitlerden etken izolasyonu yapilarak, Streptokoklarin
mastitis etiyolojisindeki rolleri klasik kiltur yontemi ile belirlenecektir. Ayrica izole
edilen Streptokok suslarinin molekiiler tekniklerle (polimeraz zincir reaksiyonu; PCR)
tiplendirilmesi ve molekiiler epidemiyolojileri ile ilgili temel bilgilerin saglanmasi
amaglanmistir. Bu ¢aligsma Tiirkiye’de, mastitislerden izole edilen Streptokoklar ile ilgili

detayli molekiiler analizler igermesi nedeniyle orijinal bir nitelik tagimaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Gereg

Bu ¢alismada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’na getirilen mastitis problemi gosteren hayvanlara ait sttler ile ¢esitli isletmelerden
steril kosullarda, uygun 6rnekleme ile alinan, toplam 1135 adet siit 6rnegi konvansiyonel
metotlarla streptokoklar yoniinden incelendi. Orneklerin saglandig1 isletmeler Cizelge
2.1.’de verilmistir. isletme 1°de 1-10 inekten olusan 11 aile isletmesinden saglanan
ornekler yer almustir. Isletme 5 ise, el ile sagim yapilan diisiik kapasiteli bir siit
isletmesidir. Isletme 2, 3, 4 ve 6 olarak kodlanan isletmeler ise, biiyiik kapasiteli modern

siit isletmeleridir.

2.1.1. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Siit orneklerinden streptokoklarin izolasyon ve identifikasyonunda kanli agar ( Oxoid),
Edwards medium (Oxoid CM27), Todd-Hewitt Broth, Hippurat soliisyonu (Merck
820648), Ninhidrin ayraci (Merck 7484659662) kullamldi. Izole edilen suslarin
Lancefield serogruplandirilmasi spesifik ticari antiserumlar (BBL) ile ger¢eklestirildi.
Todd-Hewitt Broth icerigi asagida verilmistir.



Cizelge.2.1. Ornek saglanan isletmeler
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ISLETME ADI YER ADET

Isletme 1 Ankara 125

Isletme 2 Balikesir 194

Isletme 3 Ankara 284

Isletme 4 Corum 100

Isletme 5 Yozgat 16

Isletme 6 Balikesir 416

TOPLAM 1135

Todd- Hewitt Broth

Meat extract 10g (Atabay kimya sanayi-tic.istanbul)
Tryptone 20g (Merck 1158219)
Glucose 29  (Merck 1187206)
NaHCO; 20 (Merck 2481381)
NaCl 20 (Merck K23313400 639)
Na;HPO, 049 (Merck 1183996)

Kimyasallar tartilip, 1 L distile su igerisinde hazirlandiktan sonra 5’er ml olacak sekilde
cam tiiplere bolindl ve 121°C°de 15-20 dak. otoklavlandi.

Izole edilen Streptokok suslarmni saklamak amaciyla Todd-Hewitt Broth kimyasallart

yukaridaki formiile gore hazirlandi. Bunlara %30 oraninda gliserin eklendi. Brothlar 500
ul olacak sekilde ependorflara boliinerek, 121 °C de 15-20 dk. otoklavland.
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2.1.2. PCR’da Kullamilan Buffer, Soltsyon, Primer ve Enzimler

izole edilen streptokoklarin PCR temelli tekniklerle identifikasyonu ve tiplendirilmesi
amaciyla, Tagq Polimeraz (Fermentas 4835, Litvanya), 10X PCR buffer (Fermentas
8303, Litvanya), 25 mM MgCl, (Fermentas 6703, Litvanya), 10 mM dNTP set
(Fermentas 00018519, Litvanya), DNA marker (Fermentas 00028313, Litvanya),
Agaroz ( Prono agaroz 091629PR), 6X Loading dye (Fermentas 00032454, Litvanya ),
Ethidium Bromide, DNA Ekstraksiyon Kiti (MoBio Ultra clean Microbial DNA
isolation kit), Dietilpirokarbonatli su (Fermentas, Litvanya), TBE sollsyonu, primerler
(Cizelge 2.2), restriksiyon enzimleri [Hhal (00034240), Mspl (00042007), Rsal
(00028695), Alul (00042825) ve Haelll (00022508); Fermentas, Litvanya] kullanildu.

Cizelge. 2.2. Kullanilan primerlerin ilgili gen bolgeleri ve baz dizilimleri.

Primer Spesifite Gen Sekans Kaynak
bolgesi
5’ primer Streptococcus 16S rDNA 5’-CCAAGCTTGCTCAGGACGAACGCT-3’ (Jayarao  ve
3’ primer spp 5-‘CGGGATCCCGCCCGGGAACGTATTCAC-3’ ark. 1992)
OPE-04 Random 5’-GTGACATGCC-3’ (Gillespie ve
ark. 1997)
F primer 16SL Streptococcus 16S-23S 5’ACGATGAGTGCTAGGTGTTAGG-3’ (McDonald ve
spp rDNA 5°-CTCACGGTACTGGTTCACTAT-3’ ark. 2005)
R primer 23SR

2.1.3. PCR’da Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

DNA Thermal Cycler (Biometra, Germany), elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Wealtec
elite 3000 plus ABD), UV transilliiminatorlii bilgisayarli jel dokiimantasyon sistemi
(Gene Genius, Bio Imaging System, England), 1sitma blogu (Bio TDB 100, Letonya),
sogutmalr santrifiij (Hettich), steril kabin (Bioair Instruments, Aura 2000, Mac, italya),

vorteks (Fine vortex), hassas terazi (Scaltec sbc41, Almanya) kullanildi.
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2.2. Yontem

2.2.1.1zolasyon ve identifikasyon

Laboratuara getirilen st érneklerinden kanli agarlara ekimler yapilarak 37°C°de 24-48
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinde yapilan
degerlendirmelerde 1-3 mm c¢apinda, S tipli koloniler segilerek Gram boyama yo6ntemi
ile boyandi. Mikroskobik olarak Gram pozitif kok seklinde olan kolonilere katalaz testi
yapildi ve katalaz negatif koloniler Streptococcus spp. olarak kabul edildi (Akan, 2006,
Winn ve ark.,2006). Tur diizeyinde identifikasyon amaciyla CAMP, eskulin, sodyum-
hippurat testleri kullanildi (Quinn ve ark. 2004). izole edilen streptokoklarin saklanmasi
amaciyla gliserinli Todd-Hewitt Broth kiiltiirleri -20 °C" ye kaldirldi (Fortin ve ark.
2003; McDonald ve ark. 2005).

2.2.1.1. Eskulin Testi: Bu testte icerisinde eskulin bulunan Edward’s medium
kullanildi. Izole edilen streptokok kolonilerinden Edward’s mediuma ekimler yapilarak
37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda koyu kahve-siyah renkli
koloniler S. uberis igin pozitif, agik kahve renkli ya da renksiz koloniler negatif olarak
kabul edildi ve diger streptokok tiirleri bakimindan degerlendirildi. (Quinn ve ark.,
2004).

2.2.1.2. CAMP Testi: S. agalactiae etkenlerini belirlemek icin CAMP testi yapildi.
Kanli agarin ortasina S. aureus Cowan 1 susu ekildi. Bu ekim hattina dik ve temas
etmeyecek sekilde izole edilen streptokok kolonilerinin ekimleri yapildi. 37°C’de 24-48
saat inkubasyona birakilan kanli agarlar da iki bakterinin kesistigi noktada semsiye
tarzinda goriilen hemoliz CAMP pozitif olarak degerlendirilirken bu suslar S. agalactiae
olarak ayrildi (Quinn ve ark., 2004).



30

2.2.1.3. Na-Hippurat Testi: Bu test i¢in %1 oranindaki Na-hippurat soliisyonu 0,5
ml’lik tiiplere boliindii. Hazirlanan Na-hippurat soltisyonuna streptokok kolonilerinden
ekimler yapildi. Negatif kontrol i¢in bir adet Na-hippurat solisyonuna herhangi bir sey
eklenmedi. Tum tlpler 37°C’lik su banyosunda 2 saat inkiibe edildi. Stire sonunda her
tip Gzerine 0,2 ml ninhidrin aywract eklendi ve 37°C’lik su banyosunda 10 dk. daha
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda mor menekse renk olugmasi testin pozitif, acik
leylak rengi testin sonucunun negatif oldugunu gdosterdi. Negatif sonug¢ veren suslar, S.

dysgalactiae olarak ayrildi (Quinn ve ark.; 2004; Winn ve ark., 2006)

2.2.1.4. Hemaglutinasyon Testi: Hemagldtinasyon testi Wibawan ve ark. (1993)‘nin
bildirdikleri yonteme gore yapildi. Test i¢in sitratli enjektore tavsan kani alindi. Kan
1500 rpm de 10 dk. santriftj edildi ve %0,9’luk fizyolojik tuzlu su ile 2 defa yikanarak
%2’lik eritrosit siispansiyonu hazirlandi. Test edilecek streptokok suslar1 2 ml’lik Todd
Hewitt Broth iginde 24 saat inkiibe edildi. Temiz bir lam {izerine esit miktarlarda
buyyon kiiltiirii ile yikanmis tavsan eritrositi eklenerek karistirildi. Lamdaki karisimda
30 sn. iginde kiimelesme olup olmadigina bakilarak degerlendirme yapildi.
Kiimelesmenin olmas1 testin pozitif oldugunu, kiimelesme olmamasi testin negatif

oldugunu gosterdi.

2.2.1.5. Hemoliz: Streptokok suslarinin olusturdugu hemoliz oOzellikleri koloniler
etrafinda bulunan hemoliz yapilarina gore kaydedildi. Buna gore koloni etrafinda seffaf
ve tam bir hemolizin olmasi beta hemoliz, yesil renkli bir hemoliz goriilmesi alfa
hemoliz, hi¢ hemoliz olmamas1 gama hemoliz olarak tanimlanarak kaydedildi (NMC,

1990).

2.2.1.6. Lancefield Serogruplandirmasi: Gruplandirma igin liyofilize haldeki
ekstraksiyon enzimi, 12 ml steril distile su ile sulandirildi. Sulandirilan enzim soliisyonu

100 pl lik hacimlerde steril ependorflara béliindii. izole edilen her susdan birkag koloni
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6ze yardimiyla alinarak enzim soliisyonu ile stispanse edildi. Stspansiyon 37°C’de 10
dk. bekledikten sonra identifikasyon kartlarinin her bir géziine birer damla damlatildi. 6
farkli (A, B, C, D, F, G) gruptaki spesifik serumlar ilgili gézlere dagitilarak her bir géz
ayr1 karistirma ¢ubuklar ile karistirildi. Bir kag dk. bekletildikten sonra hangi g6zde
agliitinasyon goriiliiyorsa o goze ait grup ilgili bakteri susu igin pozitif olarak

degerlendirildi (Lancefield, 1938; Ruoff, 1995).

2.2.2. Molekiler Analiz

Konvansiyonel yontemlerle cins ve tir dizeyinde identifiye edilen streptokoklarin
molekiler yontemlerle de identifikasyonu ve tiplendirilmesi icin RFLP-PCR (Restriction
Fragment Length Polymorphism) ve RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic
Deoxyribonucleic Acid) islemleri gerceklestirildi. Her iki PCR yonteminin DNA
ekstraksiyon islemi asagidaki gibi gerceklestirildi.

2.2.2.1. DNA Eldesi (Ekstraksiyon)

PCR testinde kullanilacak DNA ig¢in kit ekstraksiyon yontemi kullanildi. Kit
ekstraksiyon yonteminde Uretici firmanin prosediirine uyuldu (MO BIO Ultraclean
Microbial DNA Isolation Kit-Carslbad, Kalifornia, USA). Bu prosediire gore 2 ml’lik
koleksiyon tiipiine 1,8 ml kadar bakteri sivi kiiltiirii alindi. 10000 rpm’de 30 sn. santrifj
edildi. Siipernatant uzaklastirilarak santrifiij islemi tekrarlandi ve sivi kisim tamamen
uzaklastirildi. TUp dibinde kalan tortu Gizerine 300 pl microbead solusyonu eklenerek
vortekslendi. Karigim microbead tiiplerine aktarildi. Tiip igerisine 50 ul MD1 soliisyonu
eklendi. DNA eldesinin fazla olmasi i¢in bu karisim 65°C°de 10 dk. inkibe edilerek 2
dk. vortekslendi. Ardindan 10000 rpm’de 30 sn. santrifuj edildi. Supernatant yeni bir
ependorfa alindi. Stipernatant tizerine 100 ul MD2 soliisyonu eklendi ve 5 sn.
vortekslendi. Sonra 4°C’de 5 dk. inkiibe edildi ve 10000 rpm de 1 dk. santrifiij edildi.
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Pelete dokunmadan siipernatant tekrar yeni bir ependorfa alindi ve 900 pl MD3
solusyonu eklendi, 5 sn. vortekslendi. 700 pl’lik kisim spin filtre bulunan santrifij
tiptine alind1 ve 10000 rpm’de 30 sn. santriftj edildi (bu islem ependorftaki tim sivi
kisim bitene kadar tekrarlandi). Filtrenin altinda kalan sivi kisim her defasinda atild1 ve
filtre tizerine 300 pul MD4 soliisyonu eklendi ve tekrar santrifiij islemi tekrarlandi. Spin
filtre yeni bir ependorfa takildi ve iizerine 50 ul MD5 soltsyonu eklendi. 30 sn. 10000
rpm de tekrar santriflij edildikten sonra ependorf dibinde kalan sivida DNA toplandi.
PCR agsamasinda kullanmak igin -20 °C’de sakland1 (Beare ve ark., 2009)

2.2.2.2. RFLP-PCR: Ekstraksiyonu gerceklestirilen streptokok suslarinin cins ve tiir
diizeyinde identifikasyonlarinin yapilmast i¢in 2 farkli RFLP-PCR uygulamasi
kullanildi. Jayarao ve ark. (1992) tarafindan kullanilan prosediirde, streptokoklarin cins
diizeyinde identifikasyonlar1 yapilarak, etkenlerin tek enzim kesimleri ile tiir diizeyinde
ayrimlart yapildi. McDonald ve ark. (2005) kullandiklar1 RFLP-PCR prosediriinde ise

¢ift enzim kombinasyonlari ile cins ve tur diizeyinde identifikasyon yapildi.

Jayarao ve ark. (1992)’nin kullandig1 prosediire gore 100 pl lik toplam hacim igin
primerlerden 0,5 ul, Tag DNA polimeraz 0,5 pl, dNTP mix 1ul, PCR buffer 10 pl,
MgCl, 8 pl, DNA 5ul ve DEPC 74,5 pl olarak kullanildi. PCR sikluslar1 93 °C de 90 sn.,
56 °C’de 90 sn. ve 75 °C’de 90 sn. toplam 35 siklus seklinde programlandi. Amplikonlar
Hhal, Rsal ve Mspl enzimleri ile kesildi. Enzim kesiminde 5 pl amplikon 20 pl enzim

ile 2 saat 37°C’de tutularak kesim saglandh.

McDonald ve ark. (2005)’nin kullandig1 protokolde 10xPCR buffer 5 ul, MgCl; 4 ul,
dNTP 1pl, F primer 16SL 0,25 ul, R primer 23SR 0,25 pl, taq polimeraz 0,5 pl, DEPC
34 ul ve DNA 5 pl miktarinda toplam hacim 50 pl olacak seklinde kullanildi. PCR
sikluslar1 95 °C’de 3 dk. ardindan 35 siklus olacak sekilde 94 °C’de 1 dk., 50 °C’de 1
dk., 72 °C’de 2 dk. ve final ekstensiyon 72 °C’de 10 dk. olarak programlandi.
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Amplifikasyon asamasindan sonra her amplikonun Haelll-Rsal, Haelll-Alul enzim
ciftleriyle kesimi gerceklestirildi. Kesim esnasinda 10xTaq buffer 2 pl, enzim (1 U/ul) 1
ul, amplikon 7 ul, DEPC 10 ul miktarlarinda kullamildi. 37 °C’de 3 saat kesime
birakildi. Enzim kesimleri gergeklestirildikten sonra elektroforez asamalarina gegildi ve

ilgili bantlar yénunden incelendi.

2.2.2.3. RAPD-PCR: Izole edilen Streptokoklarin molekiiler tiplendirilmesi icin
Gillespie ve ark.(1997) tarafindan bildirilen RAPD-PCR yontemi uygulandi. Bu PCR
prosedurine gore; 10XPCR buffer 2,5 pl, 25 mM MgCl, 2 pl, dNTP 1 ul, TE buffer
11,8 pl, OPE-04 primer 2 pl, DNA 5 pl total hacim 25 pl olacak sekilde hazirlandi.
PCR sikluslar1 94,5 °C’de 120 sn., 35 siklus olacak sekilde 94,5 °C’de 70 sn., 33 °C’de
60 sn. ve 72°C’de 130 sn. olacak sekilde programlandi. Amplikonlar elektroforez

islemine tabi tutuldu.

2.2.2.4. Elektroforez

RFLP-PCR ve RAPD-PCR sonucunda 0Orneklerin elektroforezinde %2’lik agaroz jel
kullanildi. Bu islem icin 4 g agaroz (Basica Le Agarose, Prona, ispanya) tartilarak steril
bir erlene konuldu. Uzerine tris borate EDTA (TBE) buffer (x0,5 konsantrasyonda)’dan
200 ml eklenerek karigtirildi. Mikrodalga firinda 1 dk. 45 sn. tutularak eritildi. Eriyen
agaroz sogutulduktan sonra icerisine ethidium bromide (0,5 pg/ml) eklenerek karistirildi
ve yatay DNA elektroforez cihazinin kalibina dokiildi. Hemen tarak yerlestirilerek
orneklerin eklenecegi gozler agar iizerinde agildi. Agar iyice katilastiktan sonra tarak
cikartildi. Agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankina jelin
yiizeyini kaplayacak sekilde 0,5 x TBE buffer konuldu. Her bir amplikondan 10pl
alinarak 3pl 6X loading dye ile karistirildi ve jel gozlerine yiikleme yapildi. Elektroforez

cihaz1 gli¢ kaynagma baglanarak sabit akimda 150 voltta 2 saat elektroforez edildi.



Sonuglar  UV-transilluminator da incelenerek Genius
goruntiileme tinitesinde fotograflandi (Gillespie ve ark., 1997).
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marka (Syngene,ABD)
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na
getirilen mastitis problemi gosteren hayvanlara ait siitler ile cesitli isletmelerden
saglanan toplam 1135 adet siit 6rnegi streptokoklar ydniinden incelendi. izole edilen
etkenlerin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 fenotipik ve molekiiler 6zellikleri incelenerek
gerceklestirildi. Ayrica izole edilen Streptokoklarin molekiiler benzerlikleri de

degerlendirildi.

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Incelenen 1135 siit Orneginin 68 (%6)’inden Streptococcus spp. izolasyonu
gerceklestirildi. Izole edilen suslarin 13 (%19,1)’ii S. agalactiae, 14 (%20,6)’i S.
dysgalactiae ve 41 (%60,3)’i S. uberis olarak identifiye edildi. Fenotipik 0zelliklerine
gore, en yiksek dizeyde S. uberis izole edilirken, S. agalactiae ve S. dysgalactiae
izolasyon oranlarmn birbirine yakin oldugu belirlendi. izole edilen Streptokoklarin 9
(%13,2)’'unda CAMP pozitifligi bulundu. Tir diizeyinde identifikasyonda kullanilan
fenotipik Ozelliklerine gore Ozellikle S. agalactiae suslarinda CAMP pozitifliginin (%
30,8) degisken oldugu goriildii ve Na-hippurat pozitif sonug veren suslar S. agalactiae
olarak degerlendirildi (Cizelge 3.1.). Ayrica S. uberis suslarinda da CAMP pozitifligi
(%12,2) saptandi.

Izole edilen etkenlerin hemagliitinasyon ozelliginin diisiik diizeyde (%7,3) oldugu
belirlendi (Cizelge 3.2.). Bu 6zellik S. agalactiae’da %15,4, S.dysgalactiae’de %7,1 ve
S. uberis’te %4,8 olarak tespit edildi.

Streptokok suslarinda hemoliz 6zellikleri incelendiginde; S. agalactiae’de alfa hemoliz
% 23,1, beta hemoliz % 61,5, gama hemoliz % 15,4, S. dysgalactiae’de alfa hemoliz %
64,3, beta hemoliz % 14,3, gama hemoliz % 21,4 ve S. uberis’te alfa hemoliz % 75,6,
gama hemoliz % 24,4 bulunurken beta hemoliz gorilmedi (Cizelge 3.2.). S.
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agalactiae’de en yiiksek diizeyde (% 6,5) beta hemoliz, S. dysgalactiae’de alfa hemoliz
(% 64,3) ve S. uberis’te de alfa hemoliz (% 75,6) gozlendi. S. uberis suslarinin

higbirinde beta hemoliz saptanmadi.

Lancefield serogruplandirmasinda, identifiye edilen 13 S. agalactiae susunun 12 (%
92,3)’sinin B grubunda yer aldig1 belirlenirken bir sus tiplendirilemedi. S. dysgalactiae
suslarmin tamammin C serogrubunda oldugu belirlendi. Incelenen 41 adet S. uberis
susunun 16 (% 39)’s1 C serogrubunda, 7 (% 17,1)’si B serogrubunda ve 6 (% 14,6)’s1 D
grubunda yer alirken 12 (% 29,3) S. uberis susu serogruplandirilamadi. Bu bulgular, S.
uberis suslarinin Lancefield serogruplandirmasinin heterojenite gosterdigini ortaya

koydu.

Gizelge.3.1. izole edilen Streptokoklarin identifikasyonunda kullanilan test bulgulart

Turler CAMP Eskulin Hidrolizi Na-Hippurat Hidrolizi

S. agalactiae (n:13) 4 (% 30,8) - 13 (% 100)

S. dysgalactiae (n:14) | - - -

S. uberis (n:41) 5(% 12,2) 41(%100) 41 (% 100)

Cizelge.3.2..izole edilen Streptokoklarda hemagliitinasyon, hemoliz ve Lancefield serogruplandirma
bulgulari

Tdrler Hemaglitinasyon | Hemoliz Lancefield

Alfa Beta | Gama | B C D | TG
S. agalactiae (n:13) 2 3 8 2 12 - - 1
S. dysgalactiae (n:14) 1 9 2 3 - 14 | - -
S. uberis (n:41) 2 31 - 10 7 16 |6 12
Toplam (n:68) 5 43 10 15 19 |30 |6 |13

TG: Tiplendirilemeyen streptokoklar.
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3.2. Molekiiler Analiz Bulgulari

RFLP-PCR Bulgulari: Farkli isletmelerden izole edilen 68 adet Streptokok etkeninin
16S rDNA boélgesinin amplifikasyonu sonucunda tiim suslarda 1400-1500 bp’lik spesifik
bantlar gozlendi (Sekil 3.2.1). Bu suslarin Hhal enzimi ile yapilan RFLP-PCR
analizinde; tim streptokok suslarin da ortak olan 280, 550 ve 600 bp biiyiikligiindeki
bantlar gortntiilendi (Sekil 3.2.2). Molekiiler diizeyde tiir diizeyinde identifikasyon
amactyla Rsal enzimi ile yapilan RFLP-PCR analizinde; incelenen suslarda 200 bp
biiytikligiinde bantlarin goriilmesi, bu suslarin S. uberis ve S. parauberis; 270 bp’lik
bantlarin goériilmesi S. agalactiae ve S. dysgalactiae olarak ayrilmasini sagladi. Ayrica
bu analizde; S. uberis ve S. parauberis etkenlerinin ayrimina ilave olarak 240 bp’lik
bandin S. uberis, 370 bp’lik bandin S. parauberis’de saptanmasi ile S. uberis’in S.
parauberis’ten ayrilmasii sagladi (Sekil 3.2.3). S. agalactiae ve S. dysgalactiae
etkenlerinin tur duzeyinde identifikasyonu igin Mspl enzimi ile gerceklestirilen RFLP-
PCR’de 570 bp’lik bant S. agalactiae ve 490 bp’lik bant S. dysgalactiae igin spesifik
kabul edildi ve bu iki tiir arasinda ayrim gerceklestirildi (Sekil 3.2.4). 16S rDNA
bolgesinin RFLP-PCR analiz sonuglarina gore, konvansiyonel tekniklerle Streptococcus
spp. olarak identifiye edilen 68 adet susun tamami1 Streptococcus spp. olarak tanimlandi.
Tiir diizeyinde identifikasyonda ise, 68 adet susun 9 (%13,2)’u S. uberis,13 (%19,1)i S.
agalactiae, 14 (%20,6)’t S. dysgalactiae ve 32 (%47,1)’si S. parauberis olarak
identifiye edildi. Bu sonug, konvansiyonel yontemlerle S. agalactiae ve S. dysgalactiae
identifikasyonu ile tamamen uyumlu olmasina karsin; S. uberis olarak identifiye edilen

suslardan S. parauberis’in ayrilmasini sagladi.
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Sekil 3.2.1.RFLP-PCR bulgular: (16S rDNA kesim yapilmamis). M: Molekiiler agirlik marker
(Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Litvanya) 1-10: Streptococcaceae ailesi.

Sekil 3.2.2.RFLP-PCR bulgular1 (Hhal ile kesilmis 16S rDNA). M: Molekiiler agirlik marker
(Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Litvanya) 1-10: Streptococcus spp. 1-3: S.
agalactiae, 4-5: S. dysgalactiae, 6-10: S. uberis.

Sekil 3.2.3. RFLP-PCR bulgularn (Rsal ile kesilmis 16S rDNA). M: M:Molekiiler agirlik
marker (GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Litvanya) 1-5: S. agalactiae ve S.
dysgalactiae, 6-8: S. parauberis, 9-10: S. uberis
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Sekil 3.2.4. RFLP-PCRbulgular1 (Msplile kesilmis 16S rDNA). M:Molekiiler agirlik marker
(Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Litvanya) 1-3: S. agalactiae, 4-5: S.
dysgalactiae, 6-8: S. parauberis, 9-11: S. uberis
Streptokoklarda 16S-23S rDNA’nin RFLP-PCR analizinde tiim suslarda 1460-1590
bp’lik bantlar gozlendi (Sekil 3.2.5). Hae3-Rsal, Hae3-Alul enzim kombinasyonlari ile
yapilan RFLP-PCR analizinde; Hae3-Rsal kesiminden sonra elde edilen bant
profillerinin farklilik gosterdigi saptandi (Sekil 3.2.6). Bu sonuglar, 16S rDNA ile

yapilan RFLP-PCR bulgular ile birlikte degerlendirildi.

4 5 6 7 8 9 101112 1314 M

P - - o -

Sekil 3.2.5.RFLP-PCR bulgular1 (16S-23S rDNA kesim yapilmamus) M:Molekiler agirlik
marker (Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Litvanya)l-14: Streptococcaceae
ailesi.
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1031 bp
500 bp

Sekil 3.2.6. RFLP-PCR bulgular1 (Hae3-Rsal ile kesilmis16S-23S rDNA) M:Molekiler
agirlik  marker (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Litvanya) 1-3: S. agalactiae,
4-7: S. dysgalactiae, 8-9: S. parauberis, 10-13: S. uberis

RAPD-PCR Bulgulari: OPE-04 primeri ile yapilan RAPD-PCR analizinde; S.
agalactiae’da 3; S. dysgalactiae’da 2; S. uberis’te 5 ve. S. parauberis’te 9 farkli bant
patterni saptandi (Sekil 3.2.7). RAPD-PCR bant patternlerinin isletme diizeyinde
degerlendirilmesi sonucunda, isletmelere spesifik ortak bir bant patterninin olmadig1 ve
suslarin degiskenlik gosterdigi belirlendi. Bu bulgu, Streptokok tiirlerinin tiir diizeyinde
identifikasyonu igin OPE-04 primerinin kullanildigi RAPD-PCR y6nteminin uygun
olmadigimmi ve sadece ayni isletmeden izole edilen suslar arasinda farkli patternleri

saptamak i¢in kullanilabilecegini gosterdi.

Sekil 3.2.7. OPE-04 RAPD-PCR bulgulann (RFLP-PCR’a gére tiplendirilmis
Streptokoklarin RAPD-PCR analizi) M:Molekiiler agirlik marker (Gene Ruler 100bp DNA
Ladder Plus, Fermentas, Litvanya) 1-2-4-5-6-8: S. parauberis, 3-7-9-10: S. agalactiae, 11-
12: S. uberis, 13-14-15: S. dysgalactiae
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3.3. Konvansiyonel ve Molekuler Tekniklerin Karsilastirmah Degerlendirilmesi

Siit Orneklerinden Streptokoklarin izolasyon ve identifikasyonu i¢in kullanilan
konvansiyonel ~ve molekuler tekniklerle elde edilen bulgular birlikte
degerlendirildiginde, tiir diizeyinde identifikasyonda farkliliklar belirlendi (Cizelge 3.3.).
Konvansiyonel yontemlerle S. uberis olarak identifiye edilen 41 susun 9 (%22)’u S.
uberis olarak identifiye edilirken 32 (%78)’sinin S. parauberis oldugu belirlendi. Bu
sonug, molekiiler yontemlerin Streptokoklarin tiir diizeyinde identifikasyonu igin

oldukga yararl oldugunu ortaya koydu.

Konvansiyonel ve molekiiler tekniklerin birlikte kullanilmas1 sonrasinda, siitlerden izole
edilen Streptokoklarin tiirlere dagilimiin isletmelere gore dagilimlart Cizelge 3.4.’de
verilmistir. Isletmelere gore Streptokok izolasyonunun farklilik gosterdigi ve %2 ile
%22,4 arasinda degistigi saptandi. En yiiksek izolasyon orani, aile tipi igletmelerden
olusan grupta (Isletme 1; 1-10 inek arasi) ve kapasitesi diisiik Isletme 5°te goriilmesi,
yetistirme ve sagim sekli ile iligkili problemlerin streptokok mastitislerinde rol
oynadigmi ortaya koydu. Izolasyon oranlarmin isletmelere gore degerlendirilmesi
sonrasinda, bir igletme disinda S. parauberis’in tamaminda izole edildigi ve tig isletmede
dominant tiir oldugu belirlendi. Diger isletmelerin ikisinde S. dysgalactiae ve birinde S.
uberis diger etkenlere gore daha yiiksek oranda izole edildi. Bu sonug, mastitis

etiyolojisinde S. parauberis’in de 6nemli rol oynayabilecegini ortaya koydu.

Cizelge 3.3.. Konvansiyonel ve molekiiler tekniklerle elde edilen karsilagtirmali identifikasyon bulgulari

Streptococcus spp.
Konvansiyonel test sonuglari RFLP-PCR sonuglari
(n:68)
S. agalactiae 13 13
S. dysgalactiae 14 14
S. uberis 41 9
S. parauberis - 32




Cizelge 3.4. Streptokok tiirlerinin neden oldugu mastitislerin isletmelere gére dagilimi
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isletme Ornek | Streptococcus | S. S. S. uberis S.

sayisi spp. agalactiae dysgalactiae parauberis
Isletme 1 | 125 28 (%22,4) 7 (%25) 4 (%14) 4 (%14) 13 (%47)
isletme 2 | 194 8 (%4,1) - 1 (%13) - 7 (%87)
isletme 3 | 284 10 (%3,5) 3 (%30) 5 (% 50) - 2 (%20)
Isletme 4 | 100 2 (%2) - - 2 (%100) | -
Isletme 5 | 16 3(18,7) - 2 (%67) - 1 (% 33)
Isletme 6 | 416 17 (%4) 3 (%18) 2 (%12) 3 (%18) 9 (%52)
TOPLAM | 1135 68 (966) 13 (%19,1) | 14 (9620,6) 9 (%13,2) | 32 (%47,1)
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4. TARTISMA

Bakteriyel nedenler basta olmak {izere cesitli nedenlere baglh olarak sekillenen meme
dokusu yangis1 mastitis olarak tanimlanir. Mastitis infeksiyonuna bagli olarak siit
veriminde azalma ve buna bagli olusan ¢esitli sonuglara bagli olarak bu infeksiyon siit
yonlii yetistiricilik yapan bir isletme i¢in olduk¢a Onemli ekonomik kayiplar
sekillendirir. Streptokoklar mastitise neden olan 6nemli bakteriyel patojenlerdir. Bu
patojen etkenlerin kendi aralarinda cevresel ve bulasici olarak siniflandirilmalari,
mastitis probleminin ¢oziminde etkene spesifik yoOnetim prosedurii ve tedavi
uygulamalarinin basarisini artirir. Bu nedenle streptokokkal mastitislerin identifikasyon
prosediiriinde izlenecek islemler olduk¢a onemlidir. Bu c¢alismada, mastitisli siitlerden
etken izolasyonu ve Streptokoklarin mastitis etiyolojisindeki rolleri klasik kiiltiir
yontemi ile belirlenerek, izole edilen Streptokok suslarinin molekiiler tekniklerle
(polimeraz zincir reaksiyonu; PCR) tiplendirilmesi ve molekdler epidemiyolojileri ile

ilgili temel bilgilerin saglanmasi amaglanmustir.

Siit 6rneklerinden streptokoklarin izolasyon oranlar: farklilik gostermektedir. Piepers ve
ark. (2007), inceledikleri siit 6rneklerinin %2,3’iinden S. dysgalactiae, %0,3’iinden S.
uberis ve S. agalactiae izole etmisler ve izolasyon oranmin diisiik olmasini ¢iftlikte
yapilan diizenli bakteriyolojik yoklamaya baglamislardir. Sampimon ve ark. (2009) S.
uberis prevalansin1 %1,1 bulurken, S. dysgalactiae prevalansini % 0,9 olarak bulmus ve
S. agalactiae etkenine rastlamamiglardir. Tenhagen ve ark. (2009) inek sitlerinden izole
ettikleri streptokoklarin %0,1°ni S. agalactiae, %3.,4’nu S. dysgalactiae, %2,3’nu S.
uberis olarak identifiye etmislerdir. Unnerstad ve ark. (2009) inek siitlerinde S.
dysgalactiae oranini %15,6, S. uberis oranin1 % 11,1 bulmuslar ancak S. agalactiae izole
edememislerdir. Ingiltere’de yapilan bir calismada (Bradley ve ark.,2007) siitlerdeki
bakteriyolojik 6rnekleme sonucunda %23,5 oraninda S. uberis etkeni izole edilirken S.

agalactiae ve S. dysgalactiae etkenlerine rastlanilmamastir.

Bentley ve ark. (1993) mastitisli sttlerden izole edilen 206 Gram pozitif kokun sadece

Ucliniin S. parauberis oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, S. parauberis etkenlerinin
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S. uberis’den ayriminin zor oldugunu ve buna bagh olarak epidemiyolojileri hakkinda
siirli bilgi bulundugunu belirtmislerdir. Pitkala ve ark. (2008) Finlandiya’da yaptiklar
calismada 137 adet S. uberis izolatinin ikisini S. parauberis olarak identifiye etmisler ve
S. parauberis suslarinin antibiyotik direncliliklerinin S. uberis ile benzerlik gésterdigini
belirlemiglerdir. Devriese ve ark. (1999) klinik ve subklinik mastitislerden izole edilen
katalaz negatif ve eskulin pozitif Gram pozitif koklarin, ¢ogunlukla S. uberis olarak

identifiye edildigini ve yeterince dogru identifikasyona gidilmedigini bildirmislerdir.

Tiirkiye’de yapilan g¢aligmalarda, Dakman (2000) inek mastitis olgularindan %12,8
oraninda Streptococcus spp. izolasyonu gerceklestirmis ve bu streptokoklarin %4,5’inin
S. agalactiae oldugunu bildirmistir. Karahan (2005) inceledigi mastitisli sut
orneklerinden % 24,3 oraninda Streptococcus spp. izole etmis ve izole edilen etkenlerin
%10,4°1 S. agalactiae ve %13,9’unu diger streptokoklar olarak identifiye etmistir. Arda
ve Istanbulluoglu, (1981) ise mastitisli stitlerde %8,7 S. agalactiae ve % 4,6 S. uberis
izolasyonu gergeklestirmistir. Sahin ve ark. (1997) ise, sltlerden streptokok izolasyon
oranini %29,82 olarak bulmus, ve bunlarin %14,03 S. agalactiae, %8,77 S. dysgalactiae
ve %7,02 S. uberis olarak identifiye edilmistir.

Bu tez calismasinda incelenen 1135 adet siit Orneginin 68 (%6)’inden
Streptococcus spp. izole edildi. Izole edilen suslarin konvansiyonel testler ve PCR
sonuglarina gore 13 (%19,1)’u S. agalactiae, 14 (%20,6)’u S. dysgalactiae, 9 (%13,2)u
S. uberis ve 32 (%47,1)’si S. parauberis olarak identifiye edildi.

Bu calismadaki elde edilen ortalama izolasyon orani, daha 6nce Tiirkiye’de yapilan
calismalardan elde edilen bulgulara gore diisik diizeyde bulunmustur. Bu bulgu,
ortalama streptokok izolasyon oran: tizerinden degerlendirildiginde siit inek¢iligi yapan
isletmelerde mastitis kontrol programlarmin uygulanmasindan kaynaklanabilir. Diger
caligmalarda elde edilen izolasyon oranlari oldukca farkli diizeylerdedir. Mastitisin
olugmasinda bakteriyolojik nedenler disinda ¢ok sayida parametrenin rol oynamasinin,
direkt olarak streptokok izolasyon oranlari iizerinde etki yaptigi bildirilmektedir

(Tenhagen ve ark., 2009). Bu durum bu calismada, isletme diizeyinde elde edilen
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bulgularla desteklenmistir. Bu ¢alismada isletmelerde streptokok izolasyon oranlari %2
ile %22,4 oranlar1 arasinda bulunmustur ve en yiiksek streptokok izolasyon oranina
sahip sutlerin aile tipi isletme olan ¢iftliklerden saglandig1 ortaya konmustur. Bu bulgu,
isletmelerde sagim sekilleri basta olmak iizere uygulanan mastitis kontrol programlarinin

streptokok nedenli mastitis olgularinin azaltilmasinda etkili oldugunu gostermektedir.

Bu ¢aligmada diger ¢alismalardan farkli olarak PCR ile S. uberis ile S. parauberis ayrimi
yapilarak mastitisli siit orneklerinde S. parauberis prevalansi da belirlendi. Mastitisli
stlerde S. parauberis izolasyon oraninin %47,1 diizeyinde olmasi ve ii¢ isletmede en

yuksek diizeyde izole edilmesi, bu triin mastitisin olusumunda énemini gosterdi.

Streptokok tiirlerinde, CAMP 6zelligi B grubu streptokoklar tarafindan olusturulan ve bu
etkenlerin ayriminda kullanilan testlerden biri olarak tanimlanmistir. Ancak son
zamanlarda bu 6zelligi kodlayan cfb gen yapisinin farkli bakterilere klonlanarak gecis
yaptigl ve bu cfb gen yapisinin homolog bir sekilde A, C ve G grubu streptokoklar
yaninda S. uberis, Actinomyces pleuropneumonia ve Propionibacterium acnes’de de
identifiye edildigi belirlenmistir. Ayrica bu 6zelligi deneysel olarak kaybeden suslarda
plazmid aracilig ile tekrar geri kazanilabildigi gozlenmistir (Henslera ve ark., 2008).
Jiang ve ark. (1996) S. agalactiae ve S. uberis etkenlerinde bulunan CAMP yapisini
karsilagtirmiglar, her iki etkende bulunan CAMP faktér yapisininda benzerlik
gosterdigini belirlemiglerdir. Odierno ve ark. (2006) CAMP testinde S. uberis etkenleri
icin %19 oraninda CAMP pozitiflige rastlamiglardir. Khan ve ark. (2003) 130 adet S.
uberis etkeninde 5 adet CAMP pozitif sus bulmuslardir. Hassan ve ark. (2002) CAMP
ozelligini molekiiler olarak incelemisler ve bu 6zelligi, CAMP testi negatif olan S.
agalactiae yaninda S. uberis, S. canis ve S. pyogenes’de de saptamiglardir. McDonald ve
ark. (2005) CAMP pozitif ozelliginin S. uberis etkenlerinde %9 oraninda

goriilebilecegini belirtmislerdir.

Bu calismada, izole edilen 68 adet Streptokok susunun CAMP 6zelligi
konvansiyonel olarak incelendi. incelenen 68 adet susun 9 (%13,2)’'unda CAMP testi

pozitif sonug verdi ve bunlardan 4’ii S. agalactiae ve 5’i S. uberis suslarinda saptandi.
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Bu bulgu streptokok suslarinda identifikasyonda kullanilan ve S. agalactiae’nin
identifikasyonunda 6nemli bir test olan CAMP pozitifligi hakkinda klasik bilgilerden
farkli bir bulgu olarak degerlendirildi. S. agalactiae ve S. uberis suslarinda CAMP test
sonuglari, Henslera ve ark. (2008), Jiang ve ark. (1996), McDonald ve ark. (2005),
Odierno ve ark. (2006) ve Hassan ve ark. (2002)’nin bulgularini destekler niteliktedir.

Streptokoklarin  hemaglitinasyon olusturma ozellikleri farkli arastiricilar tarafindan
incelenmistir. Wibawan ve ark. (1993), B grubu streptokoklarda %43,4 hemaglitinasyon
pozitifligi saptamistir. Arastiricilar, bu 6zelligin G grubu streptokoklar ile C ve D grubu
streptokoklarda da belirlemis ve hemagliitinasyon pozitifligi ile bakterinin iretildigi
laboratuar kosullar1 ve besiyeri bileseninin etkili oldugunu ileri siirmiislerdir. Kurl ve
ark. (1989) 130 adet B grubu streptokok etkeninde sadece bir izolatta hemaglitinasyon
ozelligini pozitif bulurken, C grubuna ait 35 susun besinde bu 6zelligi pozitif tespit
etmiglerdir. Tirkiye’de yapilan calismalarda; Ekin ve Giirtiirk, (2006), B grubu
streptokoklarin %11,6’sinda ve Dakman (2000) 119 adet S. agalactiae susunun 18
(%]15,1)’inde hemagliitinasyon pozitifligi saptamiglardir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan hemagliitinasyon testinde incelenen 68 Streptokok
susunun 5 (%7,3)’inde pozitif sonug alinirken S. agalactiae suslarinda %15,4 diizeyinde
pozitiflik bulunmustur. Ayrica S. dysgalactiae ve S. uberis etkenlerinde de

hemagliitinasyon pozitifligi belirlenmistir.

Calismada izole edilen streptokok suslarinda ortalama olarak elde edilen %7,3 pozitiflik
orani, diger caligmalarda elde edilen bulgulara benzer diizeydedir. S. agalactiae
suslarinda belirlenen %15,4 pozitiflik orani, EKin ve Gurtlrk, (2006) ve Dakman (2000)
tarafindan bildirilen oranlara benzerlik gostermektedir. Ancak Wibawan ve ark. (1993)
bildirdigi orandan diisiik; Kurl ve ark. (1989) tarafindan bildirilen degerden ise yiiksek
bulunmustur. Bu farklilik, izole edilen suslarin orijinlerinin farkli olmasi ile
aciklanmistir.  S. dysgalactiae, S. uberis ve S. parauberis etkenlerinde de
hemaglutinasyon pozitiflik gorulmesi, Wibawan ve ark.(1993) ile Kurl ve ark.
(1989)’nin bulgularini destekler niteliktedir.
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Akay ve ark. (1993) mastitislerden izole ettikleri streptokok suslarini, laboratuarda
hazirlanan koaglitinasyon testi ile Lancefield serogruplandirmasinda, %11,52 oraninda
A grubu, %36,27 oraninda B grubu, %20,67 oraninda C grubu, % 14,23 oraninda D

grubunda oldugunu ve suslarin %12,2’sini serogruplandiramadiklarini bildirmiglerdir.

Bu calismada yapilan Lancefield serogruplandirilmasinda, izole edilen 68 adet
streptokok susunun 19 (%27,9)’u B grubu, 30 (%44,1)’u C grubu, 6 (%8,8)’s1 D
grubunda belirlenirken 13 (%19,2)1 gruplandirilamadi. Lancefield
serogruplandirmasinda, 13 S. agalactiae susunun 12 (%92,3)’sinin B grubunda yer
aldig1 belirlenirken bir sus tiplendirilemedi. S. dysgalactiae suslarinin tamaminin C
serogrubunda oldugu belirlendi. Incelenen 41 adet S. uberis susunun 16 (%39)’s1 C
serogrubunda, 7 (%17,1)’si B serogrubunda ve 6 (%14,6)’s1 D grubunda yer alirken 12
(%29,3) S. uberis susu serogruplandirilamadi. Bu bulgular, Akay ve ark. (1993)
tarafindan bildirilen serogruplandirma bulgularindan farkliliklar géstermektedir. Bu
farklilik ve elde edilen serogruplandirma bulgulari; Zschock ve ark. (2005)
streptokoklarin ayriminda Lancefield serogruplandirmasinin tiim streptokoklar: dogru
simiflandiramadigini, farkl tiirler arasinda benzer antijenlerin oldugunu ya da tek bir tur
icerisinde birden fazla antijenin bulunabilecegini; Kawata ve ark. (2004) Lancefield
serogruplandirmasinin daima tiire spesifik sonuglar vermedigini, baz1 durumlarda atipik

reaksiyonlarla karsilasildigini bildiren degerlendirmelerini destekler niteliktedir.

Streptokoklarin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 icin farkli molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler 6zellikle S. uberis’in tiplendirilmesinde kullanilmaktadir
ve restriksiyon enzimlerini kullanarak yapilan molekiiler ¢alismalarda konvansiyonel
tekniklerle S. uberis olarak identifiye edilen suslardan S. parauberis’in ayrilmasini
saglamaktadir (Jayarao ve ark.,1991b; Williams ve Collins,1991; Hassan ve ark.,2001;
Khan ve ark., 2003).

Duarte ve ark. (2005), RFLP-PCR yontemini konvansiyonel metotlara gore tek
reaksiyonda daha kisa siirede teshis saglamasi bakimindan etkin bir metot olarak

belirlemislerdir. Odierno ve ark. (2006) RFLP-PCR metotu ile konvansiyonel testlerin
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uygulanmas1 sonrasinda RFLP-PCR yonteminin %100 dogru identifikasyon yaptigini,
ancak konvansiyonel test sonuglarinin RFLP-PCR yo6ntemini tam olarak

desteklemedigini bildirmislerdir.

Jayarao ve ark. (1992) RFLP-PCR yonteminde 11 farkli enzim kullanarak tek enzim

kesimleri ile mastitise neden olan streptokoklari tiir diizeyinde identifiye etmislerdir.

McDonald ve ark. (2005) RFLP-PCR yonteminde ikili enzim kombinasyonlarini tek
reaksiyonda  kullanarak  streptokoklarin  tir  dizeyinde identifikasyonlarini

gerceklestirmislerdir.

Bu calismada RFLP-PCR analizinde, konvansiyonel tekniklerle Streptococcus
spp. olarak identifiye edilen 68 adet susun tamami Streptococcus spp. olarak tanimlandi.
Tiir diizeyinde identifikasyonda ise, 68 adet susun 9 (%13,2)’u S. uberis,13 (%19,1)’i S.
agalactiae, 14 (%20,6)’t S. dysgalactiae ve 32 (%47,1)’si S. parauberis olarak
identifiye edildi. Bu sonug, konvansiyonel yontemlerle S. agalactiae ve S. dysgalactiae
identifikasyonu ile tamamen uyumlu olmasina karsin; S. uberis olarak identifiye edilen

suslardan S. parauberis’in ayrilmasini sagladi.

Bu calismada elde edilen bulgular, streptokoklarin tiir diizeyinde identifikasyonu ile
ilgili olarak Jayarao ve ark. (1992), Odierno ve ark. (2006) ve Duarte ve ark. (2005)
tarafindan bildirilen sonuglar1 destekler niteliktedir. Bu ¢alisma ile ozellikle S. uberis
suslarindan S. parauberis’in ayrilmasinda RFLP-PCR analizinin oldukca etkin olarak

kullanilabilirligi ortaya konmustur.

Jayarao ve Oliver, (1994) RAPD-PCR degerlendirmesinde sonuglari klasik
biyokimyasal sonuglarla karsilagtirmis ve konvansiyonel yontem ile ayrilamayan yakin

genotipli etkenleri bu yontem ile ayirmistir.

Duarte ve ark. (2004), B grubu streptokoklar i¢in uyguladiklar1 RAPD-PCR
prosediiriinde mikroorganizmalarin tiplendirilmesinde bu yontemin kullanilabilecegini
ancak sonuclarin yorumlanmasinda ek tiplendirme metotlarinin kullanilmasinin

giivenilirligi arttirdigini gostermislerdir.
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Chatellier ve ark. (1997), S. agalactiae etkenleri i¢in yaptiklart RAPD-PCR yonteminde
114 susda 71 adet profil saptamislar ve bu profil farkliliklarinin isletmelerin

bulunduklar1 cografik alanlardan kaynaklanabilecegini belirlemislerdir.

Bu c¢alismada RAPD-PCR analizinde S. agalactiae suslarinda 3, S.
dysgalactiae 'da 2, S. uberis’te 5 ve S. parauberis 'de 9 farkli bant patterni elde edildi. Bu
bulgular, RAPD-PCR’nin streptokoklarin tiplendirilmesi i¢in uygun bir ydntem
olmadigin1 ortaya koydu.

Bu ¢alismada RAPD-PCR analiz bulgular1 Jayarao ve ark. (1994), Chatellier ve ark.
(1997) ve Duarte ve ark. (2004) ile uyumlu bulundu. RAPD-PCR analiz bulgulari, bu
yontemin tekrarlanabilirligi ve standart hale getirilmesi i¢in ilave molekiiler yontemlere

ihtiya¢ duyuldugunu bildiren Duarte ve ark. (2004) goriislerini destekler niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Mastitis siipheli siitlerden streptokoklarin izolasyonu, identifikasyonu ve molekiiler

tiplendirilmesi amaciyla yapilan bu tez ¢alismasinda asagidaki sonuglara varilmistir.

e incelenen siitlerin %6’sindan Streptococcus spp. izole edildi. Bu sonug, genel
olarak streptokoklarin mastitis etiyolojisinde diisiik diizeyde rol oynadigimi

gosterdi.

e Bu calismada, S. uberis ile S. parauberis ayrimi yapilarak mastitisli siit
orneklerinde S. parauberis prevalanst da belirlendi. Mastitisli siitlerde S.
parauberis izolasyon oranmin %47,1 diizeyinde olmasi ve {i¢ isletmede en
yiksek diizeyde izole edilmesi, bu tiriin mastitiste roliinii ortaya koymasi

bakimindan 6nemli bulundu.

e Bu calismada isletmelerde streptokok izolasyon oranlarinin %2 ile %22,4
diizeyleri arasinda oldugu belirlendi. Bu bulgu, 06zellikle yiiksek oranda
streptokok nedenli mastitislerin goriildiigii isletmelerde yetistirme ve sagim

seklinin degerlendirilmesinin yararli oldugunu diisiindiirdii.

¢ Bu ¢alismada, S. agalactiae’nin identifikasyonunda 6nemli olan CAMP testinde,
bazi S. uberis suslarinda da pozitif sonug alinmasi, streptokoklarin konvansiyonel

identifikasyonunda ilave testlerin de yapilmasi gerektigini ortaya koydu.

e Bu calismada yapilan Lancefield serogruplandiriimasinda, gruplandirilamayan
suglarin ~ ¢ogunlugunun  (%29,3) S.  uberis  olmasi,  Lancefield
serogruplandirilmasinin  6zellikle S. uberis suslarinda yeterince bir ayrim

yapamadigini ortaya koydu.

e Bu c¢alismada RFLP-PCR analizinde, konvansiyonel tekniklerle Streptococcus
spp. olarak identifiye edilen 68 adet susun tamami Streptococcus spp. olarak

tanimlandi. Bu ¢alisma RFLP-PCR analizinin streptokoklarin hem cins hem de
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tlr dlzeyinde ve oOzellikle S. uberis suslarindan S. parauberis’in ayrilmasinda
oldukga etkin oldugunu gosterdi.

Bu c¢alismada RAPD-PCR analizinde S. agalactiae suslarinda 3, S.
dysgalactiae'da 2, S. uberis’te 5 ve S. parauberis’de 9 farkli bant patterni elde
edilmesi, RAPD-PCR analizinin streptokoklarin tiplendirilmesi i¢in uygun bir

yontem olmadigini ortaya koydu.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular gergevesinde, mastitis etiyolojinin iyi
belirlenmesi ve isletme yapisina bagli olarak diizenlenecek mastitis kontrol
programlari, hem streptokok hem de diger nedenlere bagli mastitis probleminin

¢cozlimiine 6nemli katkilar saglayacaktir.
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OZET

Sigir  Mastitislerinden ~ Streptokok — Turlerinin  izolasyonu ve Molekiler

Tiplendirilmesi

Bu calismanin amaci, mastitisli siitlerden etken izolasyonu ve Streptokoklarin mastitis
etiyolojisindeki rollerini klasik kultlr yoéntemi ile belirlemek, ayrica izole edilen
Streptokok suglarinin  molekiiler tekniklerle (polimeraz zincir reaksiyonu; PCR)
tiplendirilmesi ve molekdler epidemiyolojilerinin belirlenmesini saglamaktir.

Bu caligmada incelenen 1135 siit drneginin 68 (%06)’sinden Streptococcus spp.
izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen suslarin 13 (%19,1)’ii S. agalactiae, 14
(%20,6)’ii S. dysgalactiae ve 41 (%60,3)’i S. uberis olarak identifiye edildi. Izole edilen
Streptokoklarm 9 (%13,2)’unda  CAMP pozitiflik belirlendi. Tir dizeyinde
identifikasyonda kullanilan fenotipik 6zelliklerine gore 6zellikle S. agalactiae suslarinda
CAMP pozitifliginin (%30,8) degisken oldugu belirlendi ve Na-hippurat pozitif sonug
veren suglar S. agalactiae olarak degerlendirildi. Ayrica S. uberis suslarinda da CAMP
pozitifligi (%12,2) saptandi.

Izole edilen etkenlerin hemagliitinasyon 6zellikleri %7,3 oraninda bulunurken, S.
agalactiae’da %15,4, S.dysgalactiae’de %7,1 ve S.uberis’te %4,8 olarak tespit edildi.
Streptokok suslarinda hemoliz 6zellikleri incelendiginde; S. agalactiae’de alfa hemoliz
%23,1, beta hemoliz %61,5, gama hemoliz %15,4, S. dysgalactiae’de alfa hemoliz
%64,3, beta hemoliz %14,3, gama hemoliz % 21,4 ve S. uberis’te alfa hemoliz %75,6,
gama hemoliz %24,4 bulunurken beta hemoliz gértlmedi.

Lancefield serogruplandirmasinda, identifiye edilen 13 S. agalactiae susunun 12
(%92,3)’sinin B grubunda yer aldigi belirlenirken bir sus tiplendirilemedi. S.
dysgalactiae suslarmin tamaminin C serogrubunda oldugu belirlendi. incelenen 41 adet
S. uberis susunun 16 (%39)’s1 C serogrubunda, 7 (%17,1)’si B serogrubunda ve 6
(%14,6)’s1 D grubunda yer alirken 12 (% 9,3) S. uberis susu serogruplandirilamadi.

Izole edilen streptokoklarmn RFLP-PCR analizinde, 68 susun 9 (%13,2)’u S.
uberis, 13 (%19,1)’i S. agalactiae, 14 (%20,6)’i S. dysgalactiae ve 32 (%47,1)’si S.
parauberis olarak identifiye edildi. OPE-04 primeri ile yapilan RAPD-PCR analizinde;
S. agalactiae’da 3, S. dysgalactiae’da 2, S. uberis’te 5 ve S. parauberis’te 9 farkli bant
patterni saptandi.

Sonug olarak, siit 6rneklerinden Streptokoklarin izolasyon ve identifikasyonu
icin kullanilan konvansiyonel ve molekiiler tekniklerle elde edilen bulgular birlikte
degerlendirildiginde, tiir diizeyinde identifikasyonda farkliliklar  belirlendi.
Konvansiyonel yontemlerle S. uberis olarak identifiye edilen 41 susun 9 (%22)’u S.
uberis olarak identifiye edilirken 32 (%78)’sinin S. parauberis oldugu belirlendi. Bu
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sonug, molekiiler yontemlerin Streptokoklarin tiir diizeyinde identifikasyonu ig¢in
oldukga yararli oldugunu ortaya koydu.

Anahtar sozcikler: Mastitis, PCR, Sigir, Streptokok
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SUMMARY

Molecular Typing of Streptococcus Species Isolated From Cow’s Mastitis

The aim of study, isolation Streptococcus spp. from milk samples according to
conventional and than evaluate of these samples according to molecular test and
detecting of Streptococcus spp. strains. Additionally detection of molecular
epidemiology in mastitis cases.

In this study, Streptococcus spp. were isolated from 68 of 1135 (6%) milk
samples thirteen (19,1%), 14 (20,6%) and 41 (60,3%) strains were identified as S.
agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis, respectively. CAMP test was positive for 9 of all
Streptococcus spp. (13,2%). The CAMP positive property that used for differentiation of
strains was S. agalactiae variable (30,8%) especially for S. agalactiae strains.
Additionally, the strains were named as S. agalactiae if they had Na-Hippurate positive
results. On the other hand CAMP positive property was found in S. uberis strains
(12,2%).

Haemagglutination properties were detected 7,3%, 15,4%, 7,1% and 4,8% for
isolated strains, S. agalactiae, S. dysgalactiae and S. uberis, respectively. According to
haemolysis properties, 23,1% alpha, 61,5% beta, 15,4% gamma haemolysis were
observed for S. agalactiae. In S. dysgalactiae strains 64,3% alpha, 14,3% beta, 21,4%
gamma haemolysis were detected. Although, 75,6% alpha and 24,4% gamma
haemolysis were seen, beta haemolysis was not found for S. uberis.

Twelve of 13 strains of were placed into Lancefield serogroup B. One strain of S.
agalactiae could not be classfied. All strains of S. dysgalactiae were placed into group
C. Sixteen (39%) , 7 (17,1%) and 6 (14,6%) of 41 strains of S. uberis were placed into
serogroup C, B and D respectively. But 12 strains (9,3%) couldn’t be classified.

Nine (13,2%), 13 (19,1%), 14 (20,6%) and 32 (47,1%) of 68 strains were
identified as S. uberis, S. agalactiae, S. dysgalactiae and S. parauberis by using RFLP-
PCR analysis method respectively.

According to the RAPD-PCR method with OPE-04 primer, different 3, 2, 5 and
9 patterns were identifed for S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis and S. parauberis,
respectively.

Nine of 41 strains were detected as S. uberis and 32 strains were S. parauberis by
molecular methods although all strains were evaluated as S. uberis by the conventional
methods. This result showed that the molecular methods were beneficial for
identification of Streptococcus species.

Key Words: Cow, Mastitis, PCR, Streptococcus
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