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Ozet

Hadimli HH, Sayin Z, Kav K, Erganis O, Tiiriitoglu H, Ding¢ DA. Siit
inekleri i¢in hazirlanan kombine mastitis asilarinin farelerde etkinli-
ginin belirlenmesi. Eurasian J Vet Sci, 2013, 29, 3,163-170

Amag: Bu ¢alismada, farkl bakteriyel mastitis (Staphylococcus aure-
us, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, Corynebac-
terium bovis ve Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes) etkenleri-
ne kars1 kombine as1 gelistirilmesi, farelerde agilamanin humoral ba-
g1s1klik izerine etkinliginin ve ¢eling denemelerine karsi hastalik ve
6liim oranlarinin belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Siit ineklerinde klinik ve subklinik mastitisler-
den izole edilen Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis ve Trueperella (Ar-
canobacterium) pyogenes suslarindan iki farkli kombine mastitis agi-
s1 (Ginseng ekstrakli, aliiminyum hidroksit jelli veya mineral yagl)
hazirlandi. Gebe fareler, dogumdan 6nce 5 giin aralikla 2 kez aliimin-
yum hidroksitli veya mineral yagh kombine mastitis asilari ile asi-
land1. Kan 6rnekleri dogumdan sonra 10. giin alind1. Her bir bakte-
riyel etken i¢in ELISA kitleri hazirlandi ve antikor titreleri ELISA ile
olgiildii.

Bulgular: Asilanan farelerin timiiniin serumlarinda her bir etken
icin antikor titreleri kontrollere gore oldukea yiiksekti. Dogumdan
20 giin sonra, ¢eling denemeleri i¢in canl patojen S. aureus, S. epi-
dermidis, Str. agalactiae, C. bovis ve T. pyogenes etkenleri farelere ve-
rildi. Fareler 20 giin boyunca hastalik olusumu ve 6liim yoniinden
gozlendi. Asilanmis fare gruplarinin hi¢birinde hastalik ve 6liim se-
killenmedi.

Oneri: Mastitise sebep olan farkl bakteriyel etkenlerden hazirlanan
kombine mastitis asilarinin farelerde etkili oldugu bulundu.

Anahtar kelimeler: Mastitis, as), fare, siit inegi, bakteriyel etken

Abstract

Hadimli HH, Sayin Z, Kav K, Erganis O, Turutoglu H, Dinc DA. De-
termination of effectiveness of combined mastitis vaccines prepared
for dairy cows in mice. Eurasian J Vet Sci, 2013, 29, 3, 163-170

Aim: In this study, the development of combined mastitis vaccines
for different bacterial mastitis agents (Staphylococcus aureus, Staph-
Yylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bo-
vis and Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes), the determination
of effectiveness of vaccination on humoral immunity and the ratio of
morbidity and mortality against challenge trials in mice was aimed.

Materials and Method: Two combined mastitis vaccines (with gin-
seng extract, aluminium hidroxide or mineral oil adjuvants) were
prepared strains of S. aureus, S. epidermidis, Str. agalactiae, C. bovis
and T. pyogenes isolated from clinical and subclinical mastitis cases
in dairy cows. Mice were vaccinated twice at interval 5 days before
parturition by combined mastitis vaccine with aluminum hydroxide
or mineral oil. Blood samples were taken at 10th days after second
vaccination. ELISA kits for each mastitis agents were prepared and
the antibodies titers were measured by ELISA in samples.

Results: The levels of antibodies for each agents in sera of all vacci-
nated mice were significantly higher than that of controls. S. aureus,
S. epidermidis, Str. agalactiae, C. bovis and T pyogenes were admin-
istered to mice for challenge trials at 10th days after second vacci-
nation. Mice were observed for 20 days for determination of occur-
rence of morbidity and mortality. No mortality and morbidity were
occurred in all vaccinated mice.

Conclusion: Combined mastitis vaccines prepared by different bac-
terial agents causing mastitis were found to be effective in mice.

Keywords: Mastitis, vaccine, mice, dairy cow, bacterial agents
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Giris

Mastitis, oncelikle bakteriyel etkenlerin olusturdugu meme
yangisidir ve siit ineklerinde ciddi ekonomik kayiplara ne-
den olmaktadir. Ayni zamanda, laktasyonun tiim dénemle-
rinde siit liretiminde azalmaya ve siiriiden hayvanlarin ay-
rilmasinda artisa neden olur (Barkema ve ark 2006, Nyman
2007). Mastitis olusturan baslica etkenler Staphylococcus au-
reus, Streptococcus uberis, Str. dysgalactiae, Str. agalactiae ve
Escherichia coli’dir. Farkli patojenlerin olusturdugu enfek-
siyonlarin siklig1 iilkeden tilkeye degisebilmektedir. Hasta-
lik etkenlerinin polimikrobiyal dagilim gostermesi, hayvan-
cevre iliskisi ve kotli yonetim gibi cesitli faktorler mastitisin
eradikasyonunu imkansiz hale getirmektedir (Alagam ve ark
1989, Ates ve ark 1991). Yavrularin beslenmesi ve insan sag-
lig1 agisindan enfekte hayvanlarin siitiiniin kullanilmas: sa-
kincali oldugundan mastitisle miicadelede hayvanlarin ko-
runmasi 6n plana ¢ikmaktadir (Philpot ve Nickerson 1991,
Ding ve ark 1992, Duijkeren ve ark 2004, Guler ve ark 2005).

S. aureus mastitisleri siit hayvanlarinin en 6énemli problemi-
dir. Klinik mastitislerin %60-65’ini ve subklinik mastitislerin
%80-85’ini stafilokoklar olusturmaktadir (Nizamlioglu ve
ark 1989, Ates ve ark 1991, Erganis ve ark 1993, Fox ve Gay
1993, Erganis ve ark 1995). S. aureus"un sebep oldugu subk-
linik mastitislerde siit liretiminde kayip, stit ve siit iiriinleri-
nin kalitesinde bozulma meydana gelmektedir (Degraves ve
Fetrow 1993, Jones 1993). Konak¢l savunma mekanizmala-
rindan kacabilme yeteneklerinin bulunmasi ve bakteriye ait
cesitli virulens faktorlerine sahip olmasi nedeniyle S. aureus
mastitislerin kontrolii oldukea giictiir. Koagulaz negatif sta-
filokoklar (KNS) ikincil mastitis patojenleri olarak degerlen-
dirilmektedir. Ciinkii KNS’lar daha hafif ve ¢ogunlukla subk-
linik mastitis olusturmaktadir (Erganis ve ark 1995, Pengov
2001, Zadoks ve Watts 2009). Birgok tilkede yaygin mastitis
olusturan etkenler olmaya baslamasindan dolay1 KNS'larin
onemlerinin yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir (Pyo6-
rala ve Tanopen 2008). Str. agalactiae ¢ok bulasici ve ¢cogun-
lukla hayvan bakicilar: tarafindan tespit edilemeyen subkli-
nik mastitise sebep olmaktadir. Dolayisiyla siit verim kayit-
larinin incelenmesi sonucu siit verimindeki azalma ile tes-
his edilebilmektedir (Meiri-Bendek ve ark. 2001, Merl ve ark
2003). Mastitis vakalarindan izole edilen Corynebacterium
ssp. tiirlerinin patojenik potansiyelleri fazla dikkate alinma-
mis ve belli bash tiirler disinda identifikasyonu yapilmamis-
tir (Nizamlhoglu ve ark 1989, Ates ve ark 1991, Hommez ve
ark 1999, Huxley ve ark 2003, Hadimli ve ark 2006). Mastitis
olgularindan en fazla izole edilen Corynebacterium ssp. tiir-
leri C. bovis, C. pseudotuberculosis ve Arcanobacterium pyo-
genes olarak belirtilmistir (Watts ve Rossbach 2000, Watts
ve ark 2000). Trueperella pyogenes, dnceleri Arcanobacteri-
um pyogenes, Corynebacterium pyogenes, Actynomyces pyoge-
nes olarak isimlendirilen firsatgi bir patojendir (Silva ve ark
2008, Hadimli ve ark 2010). Etken, mastitis, atiklar, pyomet-
ra, artritis, orsitis vakalarindan, evcil hayvanlarin ve kanatli-
larin ayak apselerinden tek basina ya da karisik kiiltiirler ola-
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rak izole edilebilmektedir (Watts ve ark 2000, Nolte ve ark
2001, Jost ve Billington 2005).

Ginseng, Asya lilkelerinde uzun yillardan beri kullanilan Pa-
nax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae) kokiinden elde edilen
bir ekstraktir. Ginsengin kuru ekstraktinda bir ¢esit saponin
olan ginsenosidler, kimyasal olarak da tri-terpenoid glikozid-
ler belirlenmistir. Aslinda, ginseng daha ¢ok enfeksiyonla-
ra karsi dogal direnci artirmak icin immiinmodulator olarak
onerilmektedir (Hu ve ark 2003, Rivera ve ark 2003).

Bu calismada, Tiirkiye’de farkl ticari siit isletmelerindeki kli-
nik ve subklinik mastitisli siit ineklerine ait siit 6rneklerin-
den izole edilen S. aureus, S. epidermidis, Str. agalactiae, C.
bovis ve T pyogenes suslarindan kombine mastitis asilarini
(ginseng ilaveli aliminyum hidroksit ve mineral yagh kombi-
ne) gelistirmek ve farelerde etkinliklerini (kan serum 6rnek-
lerinde antikor titreleri 6l¢mek ve koruma testlerinde mikro-
biyolojik yoklamalari) belirlemek amaglandi.

Gereg¢ ve Yontem
Hayvan materyali

Mikroorganizmalarin patojenitelerinin belirlenmesi i¢in (se-
cilen her bir bakteri susu i¢in 10’ar adet) 6-8 haftalik ve asi-
larin etkinlik denemeleri i¢in (her bir as1 i¢in 10’ar adet) ise
12-14 haftalik Swiss albino beyaz fareler kullanildi. Bu ¢alis-
ma Selguk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
26.04.2005 tarih ve 2005/010 nolu karari ile “Etik Kurul Y6-
nergesi” ilkelerine uygundur.

Bakteriler

Asi antijenlerinin ve ELISA kitlerinin hazirlanmasinda kul-
lanilan S. aureus, S. epidermidis, Str. agalactaie, C. bovis ve T.
pyogenes suslari subklinik ve/veya klinik mastitisli stit inek-
lerinin siit 6rneklerinden izole edildi. S. aureus izolatlar1 ka-
talaz, koagulaz, hemoliz ve diger biyokimyasal dzelliklerine,
koagulaz geni (coa gen), spa geni ve rRNA spacer typing mo-
lekiiler 6zelliklerine gore secildi (Lipman ve ark 1996, Anne-
muller ve ark 1999, Raimundo ve ark 1999, Karahan ve Cetin-
kaya 2004). S. epidermidis, Str. agalactaie, C. bovis ve T. pyoge-
nes izolatlar kiiltiirel ve biyokimyasal 6zelliklerine gore se-
c¢ildi (Erganis ve ark 1995, Devriese ve ark 1999, Hommez ve
ark 1999). T pyogenes izolat1 plo geni spesifik primerler kul-
lanilarak PCR ile dogrulandi (Hadimli ve ark 2010).

As1 antijenlerinin tiretilmesi

S. aureus ve S. epidermidis’in Uretilmesi: S. aureus ve S. epi-
dermidis suslar1 Brain-Heart Infusion Broth’a (BHI) ekildi ve
37 °C’'de 24 saat inkiibe edildi. Ureyen kiiltiir 5000 rpm’de
30’ar dk santrifiijle toplandi ve FTS ile 3 kez yikandi. Bakte-
riyel konsantrasyonlar1 1.2x10° bakteri/mL dozunda hazir-
land1 ve formalin (%0.5) katilarak inaktive edildi (Nickerson
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ve ark 1993, Calzolari ve ark 1997, Hadimli ve Erganis 2001,
Hadimli ve ark 2005).

Str. agalactiae, C. bovis ve T. pyogenes’in liretilmesi: Str. aga-
lactiae, C. bovis ve T. pyogenes suslar1 Todd-Hewit Broth’a ekil-
di ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Ureyen kiiltiirler 10000
rpm’de 30 dk santrifiijle toplandi ve FTS ile 3 kez yikandi.
Bakteri konsantrasyonlari 1.2x10° bakteri/mL dozunda ha-
zirlandi ve formalin (%0.5) katilarak inaktive edildi (Devrie-
se ve ark 1999, Hommez ve ark 1999, Hadimli ve ark 2010).

Etkenlerin patojenitelerinin belirlenmesi

Secilen S. aureus (10 adet), S. epidermidis (1 adet), Str. aga-
lactiae (1 adet), C. bovis (1 adet) ve T pyogenes (1 adet) izo-
latlarinin farkh konsantrasyonlar1 (1x107, 1x10% ve 1x10°
bakteri/mL) 10’ar fareye kas ic¢i yolla verildi. Fareler, farkl
klinik semptomlar (artrit, halsizlik, vb) ve 6liim yoniinden 20
glin boyunca gozlendi (Honkonen-Buzalski ve ark 1985, Leit-
ner ve ark 2003a).

Agilarin hazirlanmasi

S. aureus, S. epidermidis, Str. agalactiae, C. bovis ve T pyoge-
nes asi antijenleri esit oranlarda karistirildi. Kombine mas-
titis antijenleri %4 aliiminyum hidroksit jeli veya esit oran-
da mineral yagl adjuvantla (Montanid ISA 50) ile karistirildi
(Hadimli ve Erganis 2001, Hadimli ve ark 2005). Ayrica, alii-
minyum hiksoksit jelli asiya 4 mg/mL Ginseng ekstrakti ila-
ve edildi.

Hazirlanan asilarin saflik ve sterilite testleri

Kombine mastitis asi materyalleri (1 mL) kanh agar, MacCon-
key agar, sabouroud dextrose agar, mikoplazma agara ekim-
leri yapildi. Asilarin mikrobiyolojik saflik ve sterilite (aero-
bik, mikroaerofilik ve anaerobik bakteriler ile mikoplazma
ve mantar yoniinden) kontrolleri yapildi1 (Hadimli ve Erganis
2001, Hadimli ve ark 2005).

Hazirlanan agilarin zararsizlik testi

Kombine mastitis asilar1 8’er fareye periton ici ve deri alt1
yolla verildi ve asilamadan sonraki 10 giin boyunca hastalik
(lokal reaksiyon, ates, apse, anafilaksi, vb) ve 6liim yoniinden
gozlendi (Hadimli ve Erganis 2001, Hadimli ve ark 2005).

Indirek ELISA

As1 antijenlerine karsi sekillenen antikorlar, her etken (S.
aureus, S. epidermidis, Str. agalactiae, C. bovis, T. pyogenes)
icin ayr1 ayr1 gelistirilen modifiye ELISA kitleri ile 6l¢iildii.
On calismalarda antijen, serum ve konjugatin optimal su-
landirmalarin standardizasyonu yapildi. Farelerin kan se-
rumlar1 1/200 oraninda sulandirildi. Mikropleytler S. aure-
us, S. epidermidis, Str. agalactiae, C. bovis ve T. pyogenes anti-
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jenleri ile kaplandi. Immulon II mikropleytlere (Nunc C bot-
tom Immunplate 96 well, 446612) karbonat-bikarbonat buf-
fer soliisyonda (pH 9.6) homojenize edilen 100 pL antijen
(her bir antijenin protein miktarlari belirlendi) konuldu, 37
°C'de 1 saat ve +4 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Mikropleyt-
ler fosfat buffer soliisyonu (PBS-T; 0.15 m NaCl, %0.05 Twe-
en 20, pH 7.2) ile 3 kez yikandi. Daha sonra spesifik olma-
yan baglanmalar1 6nlemek amaciyla 100 pL %3’liik si8ir se-
rum alblimin (BSA) kondu, 37 °C’'de 1 saat inkiibe edildi ve 3
kez PBS-T ile yikandi (Leitner ve ark 2003a, Leitner ve ark.
2004b). Sulandirilmis kontrol ve test serumlarindan 100 pL
alinarak mikropleytin ilgili gozlere ilave edilerek 37 °C’de 1
saat inkiibe edildi. Pleytler 5 kez yikama sollisyonu ile yikan-
di. Anti-mouse IgG HRPO ile isaretlenmis konjugat (goat anti-
mouse IgG horseradish peroxidase conjugate, 1:8000, who-
le molecule, Sigma A 4416, St. Louis, MO, USA) 1/10000 ora-
ninda 6rnek sulandirma soliisyonu ile sulandirildi, mikrop-
leytin tiim gozlerine 100 pL ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Pleytler 3-5 kez yikama soliisyonu ile yikan-
di. Tiim gozlere 100 pL fosfat-sitrat buffer (phosphate-citrate
buffer with sodium perborate capsules, Sigma, St. Louis, MO,
USA)’da taze hazirlanan §-Fenildiamin (8-Phenylenediamine
Tablets, Sigma, St. Louis, MO, USA) kondu. Stop soliisyonun-
dan (2M H2S04) 100 pL ilave edilerek ELISA okuyucusunda
450 nm’de mikropleytlerin optik dansite degerleri (OD) oku-
tuldu (Leitner ve ark 2003a, Leitner ve ark 2003b, Hadim-
li ve ark 2005).

Farelerin asilanmasi

Stafilokokkal ve kombine mastitis asilarinin immiinolojik et-
kinlikleri gebe farelerde (12-14 haftalik) belirlendi. Her bir
mastitis asist i¢cin 10’ar (40 fare) ve kontrol grubu i¢in 10 fare
kullanildi. Gebe fareler dogum 6ncesi 5’er gilin arayla deri alti
veya kas ici yolla 0.1 mL dozunda 2 kez asilandi (Leitner ve
ark 2003b).

Hazirlanan agilarin koruma/celing denemeleri

Patojenitesi bilinen ve as1 antijenleri olarak kullanilan can-
11 S. aureus (1x107 bakteri/mL), S. epidermidis (1x107 bakte-
ri/mL), Str. agalactiae (1x10® bakteri/mL), C. bovis (1x10°
bakteri/mL) ve T pyogenes (1x107 bakteri/mL) izolatlarinin
farkli konsantrasyonlari ile asili fareler dogumlar1 takiben
celing yapildi. Fareler, farkli klinik semptomlar (artrit, halsiz-
lik, mastitis, vb) ve 6liim yoniinden 20 giin boyunca gézlendi
(Leitner ve ark 2003a).

Mikrobiyolojik muayene

Asilanan ve canli etkenlerle celing yapilan fareler 6ldiikten
veya uyutulduktan sonra i¢ organlarindan ekimler yapilarak,
celing denemeleri yapilan mikroorganizmalarin tekrar izo-

lasyon oranlari tespit edildi (Hadimli ve ark 2005).

Istatistiksel analizler
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SPSS ile gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesinde vari-
yans analizi, farkliliklarin 6énem diizeyinin belirlenmesi i¢in
Tukey ¢oklu karsilastirma testi yapild. Istatistiki 6nem sinir1
olarak p<0.05 degeri kabul edildi.

Bulgular
Agili farelerin kan serumlarindaki antikor titreleri

Asis1z farelere gore mastitis asilari ile asilanan farelerin kan
serumlarinin 1/200 sulandirmalarinda her bir as1 antijenine
karsi antikorlar sekillendigi tespit edildi. OD degerleri kar-
silastirildiginda, en yiiksek degerin mineral yag adjuvantl
kombine mastitis asisinda ve S. aureus antijenlerine karsi se-
killendigi gozlendi (Tablo 1).

Agili farelerde mastitis asilarinin koruma diizeyleri

Kontrol grubunda mastitis antijenleri verilen farelerin i¢ or-
ganlarindan tiim etkenler tekrar izole edildi. Bununla birlik-
te, her iki kombine ag1 ile asilanan ve ¢eling yapilan farelerin
i¢c organlarindan S. epidermidis ve C. bovis geri izolasyonu ya-
pilmazken, Str. agalactiae sadece AI(OH3)’li kombine asil1 bir
farenin akcigerinden tekrar izole edildi. Ayrica, kontrol gru-
bundaki farelere gore diisiik olmakla birlikte, asili gruplarda-
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ki farelerin i¢ organlarindan S. aureus’un geri izolasyonu ya-
pildi. Her iki kombine asi ile asilanan farelerin i¢ organlarin-
dan T pyogenes’in tekrar izolasyonu yapilirken, kontrol gru-
bundaki hayvanlara gére mineral yagh mastitis as1 grubunda
daha diistik bulunurken aliiminyum hidroksit grubu fareler-
de ise daha yliksek tespit edildi (Tablo 2).

Mastitis as1 etkenleri ile ¢eling yapilan farelerde hastalik ve
0liim gozlenirken her iki kombine mastitis asilari ile asilanan
farelerde asilama sonrasi 20 giin boyunca herhangi bir has-
talik ve 6liim gozlenmedi (Tablo 3). Sadece aliiminyum hid-
roksit adjuvanth mastitis asisi ile asilanan ve ¢eling yapilan
farelerin 2’sinde canl etkenlerin verilmesinden kisa bir siire
sonra 0liim gozlendi ve asir1 duyarlilik reaksiyonu olarak de-
gerlendirildi.

Tartisma

Mastitis, bir veya daha fazla mikroorganizma ile meme bezi-
nin yangisinin sebep oldugu klinik semptomlarin bir kombi-
nasyonudur (Barkema ve ark 2006, Nyman 2007). Mastitis-
lere kars1 asilama tizerine iyimser raporlar olmasina ragmen,
stit ineklerini mastitislerden biitiiniiyle koruyan hem hiicre-
sel hem de humoral cevap olusturan bir as1 yoktur (Nicker-
son ve ark 1993, Calzolari ve ark 1997, Hadimli ve Erganis

Tablo 1. Kombine mastitis agilari ile asilanan farelerin serumlarinda antikor titreleri.

Mineral Yagh Al(OH)3 Ad,j. Kontrol
S. aureus 2.443+0.11124 2.195+0.224A 0.192+0,230>*
S. epidermidis 1.700+£0.25928 1.336+0.1802¢ 0.145+0.016>"
Str. agalactiae 1.928+0.067>8 1.698+0.236*F 0.122+0.017>*
C. bovis 2,136+0.128** 1.829+0.2788 0.147+0.028**
T pyogenes 1.224+0.085¢ 0.835+0.070bP 0.135+0.019<*
Ayni satir (a, b, c) ve siitundaki (A, B, C, D) farkl harf tasiyan gruplar arasi farkhiliklar 6nemlidir (P<0.01).
Tablo 2.
Patojen S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae, C. bovis ve T pyogenes suslari ile ¢eling yapilan asili farelerde mikrobiyolojik sonuglari.
) Mineral Yagh Al(OH), Adj. Kontrol
[¢ organlar “ v “ ) “© )
%) BS 'E 8 2] iS 'E 8 %] = 'S 8
3 g S g 2 3 g S g 2 R g S ) 2
g S < S 3 £ 5 = S 3 S g S D S
S = S = '8 S = S = 'S g = S Y 'S
v g o - v & o o 2 & o o
Karaciger 0/10* o0/10 0/10 1/10 0/10 | 4/10 o0/10 0/10 3/10 0/10 | 6/10 7/10 3/10 4/10 5/10
Dalak 4/10 0/10 0/10 2/10 o0/10 | 3/10 0/10 0/10 5/10 0/10 | 4/10 3/10 4/10 5/10 5/10
Kalp 4/10 0/10 0/10 1/10 o0/10 | 3/10 o0/10 0/10 4/10 0/10 | 2/10 1/10 0/10 1710 0/10
Bobrek 2/10 o0/10 0/10 2/10 o0O/10 | 3/10 o0/10 O0/10 4/10 0/10 | 1/10 o0/10 O0/10 2/10 1/10
Akciger 2/10 o0/10 o0/10 2/10 o0/10 | 3/10 0/10 1/10 4/10 2/10 | 5/10 4/10 1/10 2/10 2/10
Toplam 12/50 0/50 0/50 8/50 0/50 |[16/50 0/50 1/50 20/50 0/50 |18/50 15/50 8/50 14/50 13/50

*Etken tespit edilen fare sayisi/incelenen fare sayisi.

166




Mastitis agilar

Hadimli ve ark

Tablo 3.
Patojen S. aureus, S. epidermidis, Str. agalactiae, C. bovis ve T. pyogenes suslari ile ¢celin¢ yapilan asili farelerde 6liim ve hastalik diizeyleri.
Mineral Yagh Al(OH), Adj. Kontrol
2 8 ¢ 8 ¢ 8
=S S 0 = S 0 RS S “
£ S £ S £ S
s s ¢ £ £ 3 2 3§ g2 028 s ¢ og o3
“ QU S U S 1% QU S QU S 5 Q S U )
Q g ) Q K = © s B
(5 & v & i A
Oliim? o/10 o0/10 0/10 0/10 0/10 |*2/10 oO/10 O/10 0/10 0/10 | 5/10 5/10 4/10 5/10 4/10
Hastabk® 0/10 o0/10 o0/10 0/10 o0/10 | 0/10 o0/10 0/10 0/10 0/10 | 5/10 5/10 4/10 4/10 4/10

*Oliimler S. aureus suslar verildikten sonraki 1 saat igerisinde sekillendi, aKas i¢i bakteri verilmesi sonrasi 20 giin boyunca élen hayvan sayisi,

bKas i¢i bakteri verilmesi sonrasi 20 giin boyunca enfekte olan hayvan sayisi.

2001). Bagisiklik olusturularak siirii direncliligini artirmak
ve mastitisin klinik etkilerini azaltmak icin ¢esitli tipte asi-
lar gelistirilmistir (Nickerson ve ark 1993, Calzolari ve ark
1997, Leitner ve ark 2003b, Buzzola ve ark 2006). Mastitis-
lerin kontrolil icin etkili as1 ve metotlarinin gelistirilmesin-
de maliyetin/zararlarin azaltilmasi ve verimin artirilmasi 6n
planda tutulmalidir (Philpot 1984).

Mastitisin kontroliinde; teshis, ayirma, hijyen ve tedavi uy-
gulamalar ile vaka sayisinda tedrici bir azalma saglanabil-
mektedir. Bununla birlikte, bu tiir uygulamalar her zaman
pratik olmayabilir ve maliyeti de pahali olabilmektedir (Phil-
pot 1984, Degraves ve Fetrow 1993). Bundan dolay1 masti-
tisle miicadelede alternatif uygulamalar (antibiyoterapi ve
asillama gibi) aranmaktadir. Antibiyotikler ve dezenfektanlar
streptokokkal mastitislerin kontroliinde ¢ok etkili olmasina
ragmen S. aureus, Arcanobacterium ve Gram negatif bakte-
rilerin kontroliinde daha az etkinlige sahiptirler (Ziv 1995).

Son donemlerde, S. aureus, Str. agalactiae, Str. uberis, Str.
dysgalactiae ve E. coli mastitislerinin 6nlenmesi i¢in bircok
as1 uretilmistir. Yapilan ¢alismalar imit verici olsa da sinir-
I1 bir etkiye sahip olduklar1 belirtilmistir (Gonzales ve ark
1989, Nickerson ve ark 1993, Calzolari ve ark 1997, Hadimli
ve Erganis 2001, Hu ve ark 2003, Leitner ve ark 2003b, Buz-
zola ve ark 2006, Pereira ve ark 2011). Molekiiler biyoloji ve
genetik alanindaki ilerlemeler, sig1ir immiin sistemi ve meme
bezinin savunma mekanizmalarindaki yeni gelismeler asi1 ve
asilamalar lehine yeni ¢alismalara sevk etmektedir. Asilama-
ya karsi1 olusan bagisiklik tiir spesifik olabilmekle beraber is-
letme spesifik yada boélgesel farkliliklar asinin etkinliginde
onemli olabilmektedir (Barkema ve ark 2006). Otojen asi-
lar, bireysel, kronik yada tekrarlayan enfeksiyonlarda stirii-
niin tedavisi icin hastaliga sebep olan mikroorganizma(lar)
dan hazirlanan asilardir. Otojen asilar veteriner hekimlik-
te yaygin kullanilmasina ragmen, verilmelerinden sonra ak-
tive olan immiinolojik etki mekanizmasi gibi aksiyon meka-
nizmalari yeterince incelenmemistir (Hadimli ve ark 2012).

Fare ve diger sigirlarda klinik semptomlar arasinda farklilik-
lar olmasina ragmen fare modeli hastalik vakalarindan izo-
le edilen izolatlarinin virulenslerinin degerlendirilmesinde
faydali olabilmektedir (Leitner ve ark 2003a, Hadimli ve ark
2011). Sigir mastitis vakalarindan izole edilen etkenler fare
modelinde ¢eling denemelerinde kullanildig1 gibi bir asida
as1 tohumu olarak ta kullanilabilirler (Leitner ve ark 2003b).
Leitner ve ark (2003a) sigir mastitislerinden izole edilen S.
aureus ve KNS suslarinin virulensini degerlendirmek i¢in fa-
relerde septik artritisi bir model olarak kullanmislardir. Ayri-
ca, ayn1 modeli heterolog antikorlar ile ¢capraz korumayi de-
gerlendirmek icin de degerlendirmislerdir. Virulenslerini be-
lirlemek i¢in S. aureus ve KNS suslarinin seri bakteriyel doz-
lari farelere kas i¢i verilmis ve 20 giin boyunca artritis, gang-
ren ve 0liim yoniinden gozlenmistir. Test edilen suslardan
o-hemoliz yapan S. aureus susunun en patojen olarak belir-
lendigini, en az patojen olarak ta hemolizsiz S. auerus susu-
nun (test edilen KNS suslarina gore daha patojen) oldugunu
ve S. aureus izole edilen farelerin hepsinde 3 S. aureus susu-
na kars1 da ELISA ile antikor tespit ettiklerini bildirmisler-
dir. Homolog ve heterolog suslar ile ¢elin¢ dncesi o veya a+f3
pozitif suslarin diisiik dozda inokulasyonu farelerde koruma
sagladigini ifade etmislerdir. Ancak 2 8 suslarin kismi koru-
ma sagladigini da bildirmislerdir. Bununla birlikte, hemoliz-
siz S. aureus ve KNS suslar1 herhangi bir koruma gercgekles-
tirememislerdir. Sonuglar géstermistir ki, celing 6ncesi fare-
lere S. aureus suslarinin diisiik dozlarinin inokiilasyonu bile
koruma saglayabilmekte ve tiretilen antikorlar énemli bir ko-
ruyucu rola sahip olabilmektedir.

Bu calismada, antijen kaynagi olarak secilen subklinik mas-
titis vakalarindan izole edilen bakterilerin hepsinin fareler-
de yapilan patojenite denemelerinde patojen olduklari tespit
edildi. Mastitis etkenlerinin farkli konsantrasyonlari ile ya-
pilan denemelerinde S. aureus’un %80-100, S. epidermidis’in
%90, Str. agalactiae’'nin %60, C. bovis'in %40 ve T. pyogenes’in
%90 oranlarinda 6liim yaptiklar1 gézlendi. Patojenite dene-
melerinde belirlenen yaklasik LD50 degerlerine gére masti-
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tis etkenleri ile celing denemeleri yapilmistir. Fare modeli, et-
kenlerin patojenitelerinin belirlenmesi ve ¢eling denemele-
rinin yani sira as1 denemelerinde (spesifik antikor tretimi-
nin ve korumanin degerlendirilmesinde) de kullanilabilir. S.
aureus susundan hazirlanan mastitis asisi ile asilanan fare-
lerin homolog ve heterolog S. aureus suslari ile ¢eling dene-
melerinde genis spektrumlu antijenik ve immiinojenik 6zel-
likleri gosterdigi belirtilmektedir (Leitner ve ark 2003b, Ha-
dimli ve ark 2007). Leitner ve Krifucks (2007) koyun ve keci
stirilerinde sporadik olarak Pseudomonas aeruginosa masti-
tis vakalari ile karsilagtiklarini ve segtikleri izolatlardan mo-
novalan ve bivalan bakterin as1 hazirladiklarini bildirmisler-
dir. Monovalan bakterin agsilar ile asilanan farelerde sadece
homolog ¢elinca karsi koruma gergeklesirken, bivalan asi ile
asilanan farelerde hem homolog hem de heterolog koruma
gozlendigini ifade etmislerdir. Ayrica, sectikleri izolatlarin
patojenitelerini ve LD50 degerlerini belirlediklerini ve kegi-
den izole edilen susun daha patojen oldugunu bildirmisler-
dir. Monovalan ve bivalan bakterin asilarla agilama sonrasin-
da antikorlar sentezlendigi, monovalan asilar ile asilanan fa-
relerde iki izolat arasinda ¢apraz reaksiyonlarin diisiik oldu-
gu ve monovalan agsilar ile asilanan farelerde izolatlara karsi
sekillenen antikorlar ile bivalan asilar ile asilanan farelerdeki
antikor degerleri arasinda fark olmadigi belirtilmistir. Ayrica,
bivalan asilar ile asilananlarda mortalite orani %0-30 iken,
farkli izolatlardan herhangi biri ile yapilan ¢eling sonrasinda
ise 6liim orani %75’in lizerinde oldugu bildirilmistir.

Bu ¢alismada, mineral yagh ve aliiminyum hidroksit jelli
kombine mastitis asilari ile asilanan farelerde patojen S. au-
reus, S. epidermidis, Str. agalactiae, C. bovis ve T. pyogenes sus-
lar1ile yapilan ¢eling denemelerinde; 61iim ve hastalik diizey-
lerine kars1 %100 bir koruma elde edildi. Aliminyum hidrok-
sitli kombine mastitis asisi ile asilanan farelerde, S. aureus
susu ile ¢eling sonrasi 1 saat icerisinde 2’sinin 6lmesi, mik-
roorganizma kaynakli olmasindan ziyade bir asir1 duyarlilik
reaksiyonu oldugu kanaatine varildi. inaktif T. pyogenes asi-
sinin deney hayvanlarinda tam koruma saglamasina (Hadim-
li ve ark 2012) ragmen konakgilarda yeterli koruma saglama-
dig1 belirtilmektedir (Jost ve Billongton 2005).

Farelerdeki zararsizlik ve toksisite kontrollerinde asilarin
herhangi bir yan etkilerinin olmadig1 gorildi. Hayvan dav-
ranislar1 dikkate alindiginda, gézlem ve bulgulara gore asi-
larin ve adjuvantlarin hayvanlarda kullanilmasinin sakincasi
olmadig1 kanaatine varildi. Farelerde asilama sonrasi homo-
log mastitis etkenlerine yiiksek titrede antikorlarin belirlen-
mesi ve koruma oranlarinin ytiksek olmasi asilarin etkinlik-
lerinin bir sonucudur.

Asilama sonrasi sekillenen immiin bagisikligin daha ytiksek
ve uzun slrdiriilmesi i¢in as1 antijenler cesitli adjuvantlar
ile birlikte verilmektedir. Mineral yagh adjuvantlarin as1 an-
tijenlerinin daha ge¢ emilimini ve kan/siit serum drneklerin-
de antikorlarin daha uzun siire kalmasini sagladiklarini bil-
dirilmektedir (Guidry ve ark 1991, Watson ve Davies 1993).
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Bununla birlikte, as1 antijenlerinin alliminyum hidroksit ve
mineral yag adjuvantlari ile kombine edilmesinin sekillenen
antikor titreleri arasinda istatistiksel bir farklilik olustur-
mamakla birlikte, mineral yag adjuvantin antikorlarin daha
uzun siire yiiksek titrede kalmasini sagladig1 belirtilmekte-
dir (Hadimli ve Erganis 2001).

Asilara ginseng ekstrakti ilave edilmesinin, asilama sonrasi
daha yiiksek titrede antikorlarin olusturdugunu ve aliimin-
yum hidroksitli asilar IgG1’'in sentezini uyarirken, Ginseng
ilaveli asilarin IgG2'nin sentezini sagladigini belirtmislerdir
(Hu ve ark 2003, Rivera ve ark 2003, Hadimli ve ark 2007).
Siit ineklerinde Ginseng ekstrakti ve Rb1 ginsenoidini ile
kombine edilen S. aureus bakterin ve ovalbuminin; tek bas-
larina verilmelerine gére daha yliksek titrede antikor belirle-
mislerdir. Sonucta, saha denemelerinde, Ginseng ekstrakti ve
Rb1 ginsenoidini adjuvant olarak mastitis asilarina katilma-
s1 meme i¢i enfeksiyonlara karsi korunmada etkili olduklari-
n1 ifade etmislerdir (Hu ve ark 2003).

Bu calismada, kombine mastitis asilari ile asilanan fare kan
serumlarinda asisiz hayvanlara gore asi antijenlerine karsi
sekillenen antikorlar yiiksek titrede tespit edildi. Aliminyum
hidroksit jelli asida kontrol grubuna gore S. aureus, S. epide-
midis, Str. agalactiae, C. bovis ve T. pyogenes’e karsi olusan an-
tikorlar sirasiyla 11, 9,5, 14, 13 ve 6 kat daha yliksek bulun-
du. Mineral yagh adjuvanth asida ise kontrol grubuna gore S.
aureus, S. epidemidis, Str. agalactiae, C. bovis ve T pyogenes’e
kars1 olusan antikorlar sirasiyla 12, 12, 16, 15 ve 9 kat daha
ylksek bulundu. Mineral yagh adjuvantl asi ile olusan anti-
kor titrelerinin aliminyum hidroksit jelli as1 ile olusan titre-
lere gore daha yiiksek oldugu gozlendi.

Oneriler

Klinik ve subklinik mastitislerden izole edilen S. aureus, S.
epidermidis, St. agalactiae, C. bovis ve T. pyogenes izolatlari-
nin patojen olduklari, hastalik ve 6liim olusturduklar: fare-
lerde gosterilmistir. Ayni suslardan hazirlanan mineral yag-
l1 ve ginseng ekstrati ilaveli aliminyum hidroksit jelli kombi-
ne mastitis asilar1 ile immiinize edilen farelerde, homolog et-
kenlere karsi yiiksek titrede antikor sekillendigi ve koruma
saglandig1 belirlenmistir. Fare modeli baz alindiginda hedef
hayvan olarak siit ineklerinde de kombine mastitis asilarinin
degerlendirilmesi gerektigi kanaatine varilmistir.
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