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Ozet: Bu calisma, mastitisli inek siitlerinden izole edilen stafilokok cinsine ait tiirleri
identifiye ederek, bolgedeki dominant stafilokok tiirleri hakkinda epidemiyolojik veriler elde etmek
amactyla yapildi. Calismada, mastitis bulgular1 gosteren vakalardan alinan toplam 448 siit 6rneginden
Micrococcaceae familyasina ait katalaz ve Gram pozitif kok oldugu saptanan 292 bakteri, kiiltiirel ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore identifiye edildi.

Yapilan testler sonucunda, incelenen 292 izolatin 25 (% 8.56)’1 Micrococcus spp, 154 (%
52.7)°u Staphylococcus aureus, 48 (% 16.4)°i S. epidermidis, 32 (% 10.9)’si S. cohnii, 21 (% 7.2)’1 S.
saprophyticus ve 12 (% 4.1)’si S. hyicus olarak identifiye edildi. Stafilokok cinsine ait 267 izolatin
164’1 koagiilaz pozitif (% 61.5) ve 103’1 koagiilaz negatif (% 38.5) olarak bulundu.

Koagiilaz pozitif suslarin 154 (% 94)’i S. aureus, 10 (% 6)’u S. hyicus olarak belirlenirken,
koagiilaz negatif suslarin 48 (% 46.6)’1 S. epidermidis, 32 (% 31.1)’si S. cohnii, 21 (% 20.3)’1 S.
saprophyticus ve 2 (% 1.9)’si de S. hyicus olarak identifiye edildi.

Anahtar Sozciikler: Mastitis, Staphylococcus spp., identifikasyon, inek.

Isolation and identification of Staphylococcus spp. from bovine milk with mastitis
Summary: The aim of this study was to identify the bacterial species belonging to the
Staphylococcus genus and to gain some epidemiological data about the prevalent Stapylococcus spp.

in the region. In this study, a total of 292 isolates, which were the members of Micrococcaceae family



being Gram (+) cocci and having positive catalase activity, were identified based on the cultural and
biochemical properties from bovine milk with mastitis.

Among 292 isolates tested, 25 (8.56 %), 154 (52.7 %), 48 (16.4 %), 32 (10.9 %), 21 (7.2 %)
and 12 (4.1%) isolates were identified as Micrococcus spp, S. aureus, S. epidermidis, S. cohnii, S.
saprophyticus and S. hyicus, respectively. Out of 267 isolates belonging to the Staphyloccocus genus,
164 (61.5 %) were coagulase positive and 103 (38.5 %) were coagulase negative Staphylococci.

Among 164 coagulase positive Staphylococci biotyped, 154 (94%) were S. aureus and 10
(6%) were S. hyicus isolates. Coagulase negative Staphylococci were identifed as follows. 46.6 % S.
epidermidis (48 isolates), 31.1 % S. cohnii (32 isolates), 20.3 % S. saprophyticus (21 isolates) and 1.9
% S. hyicus (2 isolates).
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GIRIS

Mastitis sagmal hayvanlarda degisik mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, meme
kanallari, alveoller ve interstisyel dokunun yangisi ile karekterize meme hastaligidir. Gerek tilkemizde
ve gerekse diger tilkelerde siit sigir1 yetistiriciliginde yol agtig1 ekonomik kayiplarla 6nemli bir sorun
olan mastitis, polimikrobiyel etiyolojisi, lokal etki derecesi, sagaltim ve eradikasyonu gii¢ kompleks
bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. (20, 22). Tirkiye'de yilda 11 milyon ton siit iiretildigi, siit
ineklerinin % 30'unun mastitisli oldugu, mastitis nedeniyle siit verimindeki azalmanin %10 oldugu
belirtilmektedir. (1). Mastitisler toplam sigir hastaliklarmin % 26'smi1 olusturmaktadirlar. Ulkemizde
onceki yillarda yapilan arastirmalarda (1) bir ¢ok mastitis vakasi tespit edilmis, tespit edilen vakalarin
% 21.4"Uiniin klinik , %78.6'sin1n subklinik olarak seyrettigi belirlenmistir.

Son yillarda mastitislerden koagiilaz negatif stafilokoklarda izole edilmis, bunlarin
epidemiyolojik 6nemleri artmaya baslamistir. Bu bakterilerin fazlaca izole edilmelerinin siiriilerdeki

isletme hatalarindan olabilecegi ileri siiriilmektedir. Ulkemiz'de de mastitise neden olan etkenler



iizerinde yapilan bakteriyolojik incelemeler sonucunda da en fazla goriilen bakteriyel mastitislerin
Staphylococus kokenli oldugu bildirilmistir. (4, 5, 6, 9).

Bu c¢alismada Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii'ne teshis amaciyla getirilen ve
Marmara Bolgesindeki siit isletmelerinden toplanan siit 6rneklerinden stafilokok tiirlerinin izolasyon

ve idendifikasyonu hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Calismada, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Teshis Laboratuvari’na,
Adapazari, Edine, Istanbul, Kocaeli, Tekirdag ili, ilgeleri ve kdylerinden gelen mastitis siipheli 318
siit 6rnegi ile, Istanbul ili cevre kdyleri ve gifliklerden, klinik mastitis bulgular1 gdsteren ve California
Mastitis Test (CMT) ile muayene edilerek pozitiflik saptanan vakalardan alinan 130 siit 6rnegi
tizerinde ¢aligildi. Boylece toplam 448 siitornegi islendi.

Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilen
Staphylococcus spp. Micrococcus spp. suslart kontrol olarak kullanildi.

izolasyon besiyerleri olarak, Mannitol Salt Agar ve % 5 koyun kanli agar; identifikasyon
besiyerleri olarak Mannitol Salt Agar, Christiensen besiyeri, DNAse Test Agar, O/F basal besiyeri,
Nitrat broth, Brom Creosol purple broth, Phenolphthalein Phosphatase Agar kullanildi.

Metot:

izolasyon ve identifikasyon calismalarinda Tablo 1 de belirtilen testlerden yararlanilmustir.



Tablo 1. Siit 6rneklerine uygulanan genel ve biyokimyasal testler.

TESTLER

Genel
identifikasyon

Stafilokoklar:
mikrokoklardan
ayiran testler

Koagiilaz negatif
Stafilokoklarin
identifikasyonu

S. aureus’un
identifikasyon
testleri

Koagiilaz Lam X

Koagiilaz Tiip X

Nitrat Rediiksiyon

Ksiloz
Fermentasyon

Stikroz
Fermentasyon

Trehaloz
Fermentasyon

Maltoz
Fermentasyon

Fruktoz
Fermentasyon
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Laktoz
Fermentasyon

DNAse
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Mannitol
Fermentasyon

Fosfataz X
Fermentasyon

Novabiocin’e X
Duyarlilik

Hemolizis

Ureaz

llalle

Katalaz

Glikoz X

fermantasyonu

Oksidaz

<

Bacitracin’e

duyarhlik

Furazolidon X

duyarhlik

BULGULAR

Bu ¢alismada mastitisli ve mastitis siipheli siitlerden izole edilen Micrococcaceae familyasina
ait 292 izolat kiiltiirel ve biyokimyasal Ozellikleri ile furozolidone, bacitracin ve novobiocin’e

duyarliliklarina gore identifiye edildi. 448 numuneden yapilan kiiltiirel ekimler sonucu, iireyen



kolonilerden Gram boyama yapildi ve mikroskobik muayenede Gram pozitif kok olan ve daha sonra

yapilan katalaz test ile katalaz pozitif kok oldugu saptanan 292 (% 65.1) izolat elde edildi (Tablo 2).

Tablo 2. Orneklerden izole ve identifiye edilen Micrococcaceae spp. ve oranlari

Izole Edilen Bakteriler Klinik Mastitis | Subklinik Mastitis | Toplam %

Micrococcus spp. 11 14 25 % 8.5
S. aureus 56 98 154 % 52.7
S. epidermidis 33 15 48 % 16.4
S. cohnii 19 13 32 % 10.9
S. saprophyticus 14 7 21 % 7.1
S. hyicus 8 4 12 % 4.1
TOPLAM 141 151 292 % 100

Mikrokoklarin ayrimi i¢in bacitracin (0.04U) ve furozolidone (100ug) duyarlik testleri ile
glikoz fermantasyon testi yapildu.

Koagiilaz tiip ile yapilan testlerden ise, 267 stafilokok susunun 164 (% 61.5)1 koagiilaz
pozitif, 103 (% 38.5)’l koagiilaz negatif bulundu. 267 stafilokok susunun koagiilaz lam (clumping

faktor) testinde 154 (% 57.7)’u koagiilaz pozitif, 113 (% 42.3)’ti de koagiilaz negatif olarak tespit

edildi.

Tablo 3. Koagiilaz pozitif stafilokok tiirlerinin say1 ve oranlari

Stafilokok tiirii Say1 Oran

S. aureus 154 % 94
S. hyicus 10 % 6
Toplam 164 % 100

Tablo 4. Koagiilaz negatif stafilokok tiirlerinin say1 ve oranlari

Stafilokok tiirii Say1 Oran

S. epidermidis 48 % 46.6
S. cohnii 32 % 31.1
S. saprophyticus 21 % 20.3
S. hyicus 2 % 1.9
Toplam 103 % 100

Lam agliitinasyon testi ile koagiilaz pozitif bulunan 154 (% 57.7) stafilokok susunun tamamu,

nitrat rediiksiyon, sukroz, trehaloz, maltoz, fruktoz, laktoz, DNAse, mannitol, fosfataz biyokimyasal



testlerinde pozitif, xylose negatif, novobiocin'e duyarli, kanli agarda hemoliz ve iireaz'da pozitif sonug
verdi. Bu testlerin degerlendirilmesi sonucu, 154 (% 57.7) S. aureus identifiye edildi. 103 koagiilaz
negatif stafilokok susun 48 (% 46.6)’1 nitrat rediiksiyon, sukroz, maltoz, fruktoz, DNAse, fosfataz,
ireaz pozitif olarak, novobiocin'e duyarli, xylose, mannitol, hemoliziz, negatif, fakat koagiilaz negatif
103 stafilokok susunun 48 (46.6)’1 trehaloz negatif olarak bulunurken, 65 (53.4)’i pozitif olarak
bulundu. Bu testlerin degerlendirilmesi sonucu 103 koagiilaz negatif stafilokok susun 48 (% 46.6)°L S.
epidermidis olarak identifiye edildi. 16's1 ise nitrat rediiksiyon, sukroz, fruktoz, laktoz, DNAse,
fosfataz ve iireazda pozitif, xylose, mannitol negatif olarak bulundu, 267 stafilokok susunun maltoz
fermentasyonunda 251 (% 94)’1 pozitif, 16's1 da (% 6) negatif bulundu. Bu 16 stafilokok susunun,
12'si koagiilaz tiip testlerinde ve maltoz fermentasyonunda negatif sonug verirken, 4'ii koagiilaz tiip
testlerinde pozitif bulundu. Biyokimyasal testlerin degerlendirilmesinde 267 stafilokok susunun, 12
(% 4.1)’s1 S. hyicus olarak identifiye edildi.

267 stafilokok susunun 235 (% 88.1)’i sukroz fermentasyon testinde pozitif reaksiyon
verirken, 32'si negatif olarak bulundu. Yine 267 stafilokok susunun 214 (% 80)’ii novobiocin'e duyarl
ve DNAse pozitif, 53 (% 20)’ii novobiocin'e direncli ve DNAse, nitrat rediiksiyonu negatif, fakat 32
(% 12)’si DNAse ve nitrat rediiksiyonu negatif, novobiocin'e direnclilik gosterirken, sukroz
fermentasyon testinde negatif sonug¢ verdi. 267 stafilokok susunun 235 (% 88.1)’i sukroz pozitif, 32
(% 11.9)’si sukroz negatif bulundu. Bu testlerin degerlendirimesi sonucu, 267 stafilokok susunun 32
(% 11.9)’s1 S. cohnii olarak identifiye edildi.

103 (% 38.5) koagiilaz negatif olarak bulunan stafilokok susunun 92 (% 81.4)’si fosfataz
fermentasyonda pozitif reaksiyon verirken, 21 (% 18.5)’1 ise fosfataz fermentasyona negatif reaksiyon
verdi. Koagiilaz lam (clumping faktor) testi ile tespit edilen 113 koagiilaz negatif stafilokok susunun
60’nin (% 53) novobiocine duyarli, nitrat rediiksiyon ve DNAse pozitif fakat mannitolda negatif
reaksiyon verdigi gorildi. 53 (% 46.9)’l ise novobiocine direncli, DNAse, nitrat rediiksiyonda

negatif, mannitolda pozitif reaksiyon verdi. 53 (% 46.9) koagiilaz negatif stafilokok susunun



novobiocine direncgli, mannitolde pozitif, DNAse ve nitrat rediiksiyonda negatif reaksiyon vermesine
karsin, 53 (% 46.9) koagiilaz negatif stafilokok susunun 21 (% 39.6)’nin fosfataz fermetasyonda
negatif, lireaz ve laktoz’da pozitif bulundu. Koagiilaz lam (clumping faktdr) testi ile tesbit edilen 113
koagiilaz negatif stafilokok susunun 92 (81.4)’si fosfataz testinde pozitif, 21 (18.5)’inin fosfataz
testinin negatif bulunmasi ve diger testlerinde degerlendirilmesi sonucu 267 stafilokok susunun 21 (%
7.8)’nin koagiilaz negatif S. saprophyticus olarak identifiye edildi.

TARTISMA

Mastitis sagmal hayvanlarda siit miktarinin azalmasi ve bilesiminin degismesi ile karakterize
multifaktoriyel bir hastaliktir. Gerek iilkemizde gerekse diger tilkelerde siit sigir1 yetistiriciliginde yol
actig1 ekonomik kayiplarla 6nemli bir sorun olan mastitisler, polimikrobiyel etiyolojisi, lokal etki
derecesi ile sagaltimi ve eradikasyonu gii¢, kompleks bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (5, 8).

Mastitislerin sekillenmesine degisik bircok mikroorganizma tiirii neden olmakla birlikte, en
yaygin olanlar1 stafilokoklar (S.aureus, S.epidermidis), streptokoklar (Str.agalactiae, Str.
dysgalactiae, Str. uberis, Str. bovis) ve koliformlardir (7, 22).

Mastitisin etyolojisinde rol oynayan mikrobiyal etkenlerin onemleri iilkelere ve ayni iilke
icinde degisik bolgelere gore farklilik gosterse de, gerek iilkemizde ve gerekse diinyada klinik ve
subklinik mastitis olgularindan izole edilen mikroorganizmalar arasinda S. aureus’un ilk siralarda
oldugu yapilan bir ¢cok arastirmada ortaya konmustur (2, 4, 9, 11, 12, 14, 23, 26, 27, 29). Buna paralel
olarak arastirmada incelenen mastitis ve mastitis slipheli 448 siit 6rneginden yapilan ekimlerde % 34.4
izolasyon orani ile S. aureus izole edilen etkenler arasinda ilk sirada yer almustir.

Koagiilaz testi patojen stafilokoklarin ayiriminda kullanilan bir testtir (6, 19). Stafilokokal
mastitisler konusunda yapilan yogun aragtirmalar son yillarda koagiilaz negatif stafilokoklarin (CNS)
onemini epidemiyolojik olarak ortaya koymus ve bu tiirlerin de ¢esitli infeksiyonlara neden oldugunu
ve silitten en fazla izole edilen mikroorganizmalar oldugunu gostermistir. (15, 16, 25). Brezilya’da siit

orneklerinden ve ¢esitli meme dokularindan yapilan bir bakteriyolojik yoklamada, CNS suslarinin en



fazla oranda izole edildigi (% 35.7) ve bunu koagiilaz pozitif stafilokoklarin izledigi (% 12.2)
bildirilmektedir (10).

Bu ¢aligmada, stafilokok cinsine ait 267 izolatin 164’{ koagiilaz pozitif (% 61.5) ve 103’1
koagiilaz negatif (% 38.5) olarak bulundu. Yapilan ¢esitli arastirmalarda, (8, 13, 14, 17, 27 ) koagiilaz
pozitif ve negatif stafilokoklarin izolasyon oranlarindaki bu farkliliklar cografik bolgeler arasindaki
ve identifikasyonda kullanilan yontem farkliliklarindan kaynaklanabilir.

Polanya'da klinik mastitis olgular ilizerinde yapilan calismada, S. epidermidis't % 29.2
oraninda izole ve identifiye edilmistir (21). S. epidermidis, S. chromogenes ve S. simulans gibi tiirlerin
sigirlarda  klinik ve subklinik mastitis vakalarindan en ¢ok izole edilen CNS’ler oldugu
bildirilmektedir (28).

Bu calismada incelenen 103 koagiilaz negatif stafilokok izolatinin % 46.6’s1 (48 izolat) S.
epidermidis, % 31.1°1 (32 izolat) S. cohnii, % 20.3’1 (21 izolat) S. saprophyticus ve % 1.9’u (2 izolat)
S. hyicus olarak identifiye edildi. Diinyada ve iilkemizde klinik ve subklinik mastitis olaylarindan
izole ve identifiye edilen CNS suslar1 arasinda bolgelere, kullanilan identifikasyon ve ornek alinig
yontemlerine bagl farkliliklar gézlenmesine ragmen, S. epidermis ve S. saprophyticus tiirlerinin en
fazla izole edilen CNS tiirleri oldugu goriilmekte ve bu calismada da bu tiirlerin en fazla izole edilen
tiirler olmasi yapilan diger ¢aligmalar (11, 13, 16, 17, 31) ile uyum gostermektedir.

S. epidermidis ve S. saprophyticus siklikla izole edilen iki koagiilaz negatif stafilok tiirii olup,
dogada yaygin kommensal olarak bulunan, insanlarda ve nadiren hayvanlarda firsat¢1 infeksiyonlar
yapan ve genellikle “non-pathojen ,, olarak degerlendirilen tiirlerdir (24). Calismamizda izole edilen
S. epidermidis (% 16.4), S. cohnii (% 10.9), S. saprophyticus (% 7.2) gibi koagiilaz negatif suslarin
nadirende olsa firsat¢1 infeksiyonlar yapabilmesine ragmen aslinda bu suslarin ¢ogunlukla insan
orijinli suslar olmas1 menagement hatalarini diisiindiirmektedir (15, 18, 19).

Onemli bir domuz patojeni olan S. hyicus’un bazi suslar1 koagiilaz ve fibrinolizin

uretmektedirler. S. hyicus, domuzlarin derisinde ve saglikli kanatlilarin burun deliklerinde siklikla



bulunmakta ve daha az siklikla olmak tiizere, sigirlarin deri ve siitlerinde de bulunmakta ve diisiik
patojeniteli deri ve meme infeksiyonu sekillendirmektedir (24).

Bu caligmada koagiilaz pozitif stafilokoklarin % 6’sm1 ve koagiilaz negatif stafiloklarin %
1.9’unu S. Ayicus olusturmustur. Bu sonuglar S. Ayicus’u koagiilaz pozititif stafilokoklardan % 1 ve
negatif stafilokoklardan % 10.7 oraninda izole eden (Erganis ve ark. 1995)’larinin bulgulan ile
celismekte, S. hyicus’u koagiilaz negatif stafiloklardan % 1.4 oraninda izole eden (Yavuz ve Esendal.
2002)’1n bulgular1 ile uyum gostermektedir. Ancak ayn1 arastiricilarin koagiilaz pozitif olan hig bir S.
hyicus izole etmemis olmalar1 bulgularimizla bir diger ¢eliskiyi olusturmaktadir. Ulkemizde S.
hyicus’un izolasyon oranlari hakkinda fazla yaym bulunmadigindan bu celiskilerin cografik
farklardan m1 kullanilan identifikasyon metotlarindan m1 ya da etkenin koagiilaz aktivitesinin ¢ok
degisken mi olmasindan kaynaklandigi konusu ¢ok agik degildir.

Sonu¢ olarak bu arastrmada mastitis ve mastitis siipheli sigir siitlerinden yapilan
izolasyonlarda % 59.5 izolasyon oram ile stafilokoklarin mastitis vakalarinin en 6nemli etkenleri
oldugu anlasilmistir. Bélgede goriilen dominant tiirlerin sirasi ile S. aureus (% 34.4), S. epidermidis
(% 10.7) ve S. cohnii (% 7.14) oldugu saptanmaistir.

Koagiilaz negatif stafilokoklar insan ve hayvanlarin normal florasinda ve dogada kommensal
olarak bulunabilen ve ayni zamanda hafif dereceli firsat¢1 infeksiyonlar yapabilen bakteri tiirlerinin
(18, 19). Bunlarin mastitis vakalarindan izole edilmeleri her zaman miimkiin olabilmektedir.
Boylelikle bu tiirlerin hastaligin gercek etkeni olup olmadiklarinin belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Bu
durumda s6zkonusu tiirlerin ayn1 vakalardan tekrarlayan izolasyonlarinin yapilmasi ve bu tiirlerde
virulans faktorlerinin arastirilmasina iliskin ¢alismalar konuya 151k tutacaktir. Ayrica CNS suslariin
cogunlukla insan orijinli suslar olmasi igletme hatalarin1 diisiindiirebileceginden, gerekli hijyenik
onlemlerin ve koruyucu tedbirlerin alinmasimin mastitisin insidensinde 6nemli Ol¢iide azalma
saglayacagi sonucuna varildu.
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