SIGIRLARIN STAFILOKOK MASTITiSLERINE
- KARSI ASI HAZIRLANMASI UZERINDE
CALISMALAR

Nedret AYDIN *) Meliha CANBAZOGLU (**)

GiRIS ,
Siit iiretimini ve kalitesini direkt olarak etkileyen mastitis,
siit sigircihginda énemli bir sorun olarak bilinmekte, hastaliga ne-

den olan etken tiirlerini belirlemede ve hayvanlarin asilama yolu
ile bagisik kilinmasi amaciyla degerli arastirmalar yapilmaktadir.

Mastitis'in yapici nedenleri arasinda biyolojik faktorlerden
olan mikroorganizmalarin 6zel bir yeri vardir. Mastitis olgularin-
dan cesitli mikroorganizma cinslerine ait bir ¢cok etken izole ve
identifiye edilmistr.,

" Ancak diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de mastitis ol-
gularindan izole edilen etkenler arasinda Staph. aureus ilk siray:
almaktadir (1, 3, 4, 5, 6, 7, 17, 20). Nitekim Tiirkiye'nin cesitli yo-
relerinde arastinma yapan arastirmacilarin verileri ile birlikte de-
gerlendirildiginde mastitis olgularinin etiyolojisinin de basta ge-
len mikroorganizmanin staph. aureus oldugu goriilmektedir (1, 3,
4,5, 6,7, 20). ’ il

Sigir mastitis olaylarindan izole edilen Staph. aureus’larin
koagulaz, katalaz, hemoliz, bakteriyofaj, yumurta saris1 ve manni-
tollii tuzlu agarda iireme gibi gesitli karakterleri iizerinde cok- sa-
yida arastirma yapilmis olup o6zellikle asi hazirlanmasinda bu 6zel-
liklerin saptanmasi geregi iizerinde durulmustur (8, 11, 13, 14, 18,
21). '

( *). Hayvan {Hastaliklari Arst, Enst, Mastitis Lab, Sefi
(**) Hayvan Hastaliklarn Arst, Enst. Mastitjs Lab, -Uzmani - -
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Giintimiizde ineklerde goriilen mastitis olgularina karsi hay-
vanlar: asilama yolu ile bagisik kilma amaciyla birgok arastirici
tarafindan calismalar yapilmistr. Bugiine kadar yapilan asilama
calismalarindan alinan sonuglara gore sayet hayvanlar laktasyon
doneminde uygun bir yol ve etkili bir as1 ile asilandiklarinda me-
me bezinde bir immun yanitin olusmasinin miimkiin olabilecegi
tizerinde durulmustur (2, 22). Stafilokokal mastitislere kars: cesit-
li asilama caligmalarida yapilmis olup, arastirilan bagisiklik tip-
leri antibakteriyel, antitoksin ve antienzim seklinde olmustur. Ca-
Iisma sonuclarima gore hemolog suslara karsi siirli bir koruma
kaydedilmistir. Dolayisiyle bu sonuglarin yeterli olmayacag: ve
bir siiriide ¢cok genis bir serotip dagiliminin olabilecegi ileri sii-
riilmektedir. Diger taraftan Stafilokokal mastitislerin ¢ogunun sub-
klinik ve kronik karakterde olmasiminda tiim hayvanlarda bagisik-
lik saglanmayacag iizerinde de durulmaktadir (2, 11, 12, 22).

_ Stafilokok mastitislerine kars1 sigir, koyun, keci ve deney hay-
vanlar: iizerinde deneysel olarak bir ¢ok arastirici galismalar yap-
mustir. Bir kisim arastiricilar formollii bakterin, adjuvantli inak-
tif as1, formolize toksoid, adjuvanli toksoid ve formolize bakte-
rin + toksoid seklinde hazirladiklar: asilar koyun, keci ve sigir-
larda denemisler ve farkl: sonuclar elde ettiklerini bildirmislerdir.

. Bir kisim arastiricilar da canli asilarla bu denemelerini ger-
ceklestirmislerdir (9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 19, 23).

Asilanmus ve kontrol olarak birakilan hayvanlarin antikor dii-
zeylerinin saptanmasinda aglutinasyon testinin uygulandig: ve epiir-
vasyon denemelerinin de patogenik bir Staph. aureus susunun 10°
jerm igeren kiiltiirleriyle yapildig: blldlrllmektedlr (8, 9. 10 11 12
13, 15).

‘Bu calismada, diger dilkelerde oldugu gibi yurdumuzda da
mastitis olaylarindan izole edilen etkenler arasinda ilk siralar: alan
Stafilokok mastitislerine karsi hemoliz, koagulaz, yumurta saris
fraksiyonu, bakteriyofaj duyarlilig1 ve karbonhidrat fermantasyonu
(lektoz) gibi karakterleri iyice incelenmis olan Staph, aureuslardan
secilen suslarla aluminyum hidroksitli bakterin ve bakterin <+ tok-
scid asist hazirlanmistir. Hazirlanan asilarin - etkinlikleri gerek
tavsanlar tizerinde yapilan denemeler ve gerekse keciler uzermde
gerceklestirilen denemelerle saptanmaya calisilmistir,
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Izolasyon Calismalar: :

Ankara ve yoresinde bulunan ¢iftliklerde yapilan muayeneler
sonucu tesbit edilen 15 akut klinik mastitis olgular1 ve CMT uy-
gulamasiyle pozitif reaksiyon gosteren subklinik mastitisli hayvan-
larin, hasta meme lobundan alinan toplam 985 adet siit Ornegi
aseptik kosullarda ve steril 6zel tiiplerde laboratuvara getirilmistir.

Besi Yerleri :

Akut mastitis olgularindan ve toplanan diger siit drneklerinden
izolasyon ve identifikasyon icin genel ve selektif besi yerlerinden
yararlanilmistir, Bunlar da zenginlestirilmis eskiilinli kanli agar,
Nitrient agar, Mac Conkey agar, Nutrient buyyon, serumlu buyyon,
Medium No: 110, Mannitol salt agardir. Ayrica asi hazirlanmasin-
da beyin-kalp infiizyon buyyon (Difco) kullanilmistir.

Tavgan Plazmasi :

Stafilokoklarin koagulaz olusturma durumlarini incelemede
taze tavsan plazmasi kullanilmistir.

Diger Test Ayraclari ve Ortamilari :

izole edilen Stafilokoklarin identifikasyonunda kapbon!hvdr'at
fesmantasyonu, yumurta saris1 fraksiyonu kullanildi.

Bakteriyofaj :

~ Calismada kullanilan stafilokok faj seti (Bovine set) ve konak-
¢1 suglar1 Veteriner Danisman C.D., Wilson, Ingiltere’den temin
edilmistir. Denemelerde Watson A.L. and Lee C.G. (1978) blldlrdlgl
yontemden yararlanilmistir.

Faj iiretme ve tiplendirme 1 ml.’sinde 400 Mg. CaCl, bulunan
triptoz soy buyyon, Stafilokok agar: ve Stafilokok faj agari kul-
lanilmistir, Konakgr suslar, kanli agar, niitrient agar ve buyyon-
da tretilerek kiiltiire edilmistir.
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Fajlarin Uretilmesi ve Titraji :

10! lik 1 ml. faj siispansiyonu 1 ml, % 4liikk CaCl, solusyonu
ve 0,1-0,2 ml. miktarindaki 4 saatlik konak¢i susunun nutrient
buyyondaki kiiltiirii karistirilmis ve bu karisima 10 ml. stafilokok
agar ilave edilmistir. Bu karisim 15 dakika 40°C’lik benmaride bi-
rakilmis ve sonra bundan 2 stafilokok faj agan yiizeyine yayilmis-
tir.

Daha sonra plaklar 37°C'de 18 saat inkiibe edildikten sonra
plaklara 4 ml. nutrient buyyon ilave edilerek iist tabaka toplanip
santrifiij tiipiine alinmistir, Tiipler 2000 devirde 20 dakika santri-
fiije edilmistir ve 0,20 mm. poorsize milipor filtrelerden siiziilerek
sterilite kontrolu yapildiktan sonra kullamilmak iizere + 4°C de
saklanmistir.

Faj titraji icin, stafilokok faj agar besiyerine konakci sus ya-
yilmis ve agarin yiizeyi kuruduktan sonra fajin degisik dilusyon-
Iar1 (10— — 109 isaretli bolgelere damlatilmistir. Agar yiizeyi ku-
ruduktan sonra plaklar 30°C de 24 saat tutulmus ve konjluent tam
bir erime meydana getiren en yiiksek dilusyon RTD olarak deger-
lendirilmistir.

Faij ile Tiplendirme :

Nutrient buyyone kanli agardaki tiplendirilecek Stafilokok
kiiltiiniinden ekim yapilmis ve hafifce calkalanarak 37°C de 4 saat
inkube edilmistir. Sonra Stafilokok faj agar besiyerine inkube edi-
Ien buyyon kiiltiiriinden 1 ml. yayilmis 30 dakika kurumas: bek-
letilmistir. Daha sonra faj suspansiyonundan belirli bolgelere dam-
latilmis ve petriler 30°C de 20 saat inkube edilmislerdir. Bu siire-
nin sonunda erimenin olup olmadigina bakilarak sonuclar deger-
lendirilmistir.

Test edilen Stafilokok suslari 6nce 1 x RTD’de, bundan sonug
vermeyenler ise 1000 x RTD’de denenmislerdir.
Deney Hayvanlarn :

Asilama calismalarinda, Enstitiimiiz deneme hayvanlar: iinite-
sinde yetistirilen 24 adet 3,5-4 aylik disi Yeni Zelanda tavsanlar
ile Cubuk’tan satin alman 1,5 yasl 14 adet disi ve sagmal keciler-
den yararlanilmistir. Ayrica zararsizlik kontrollerinin yapilmasinda
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da gene Enstitii deneme hayvanlar: iinitesindeki kobaylardan ya-
rarlanilmistir.

Asi Susunun Secimi :

izole ve identifiye edilen Staph. aureus suslarindan koagulaz
pozitif, beta hemolitik, laktoz pozitif, yumurta sarisi reaksiyonu
pozitif ve sigir faj setinde 117 tipine dahil olan 4 sus, asi hazirlan-
masinda kullamilmistir. Bu suslardan 2’si subklinik mastitis ve 2'si
de klinik mastitis olgusundan izole edilmistir.

Asinin Hazirlanmasi :

Ilk etapta tavsanlarda deneysel calismalarda kullanilmak iize-
re iki tlir as1 hazirlanmistir. As1 hazirlanmasinda Blobel ve ark.
(8) ve Derbyshire (11)’in bildirdikleri yontemlerden yararlanilmistir,

a) Bakterin + Toksoid Asisi :

Secilen suslarin 24 saatlik buyyon kiiltiirlerini nherbirinden 1
ml. miktarinda 200 ml. erlenmayer igindeki kalp-beyin infiizyon
buyyonuna ekimler yapilarak 48 saat siire ile giinde iki kez calka-
lamak suretiyle 37°C de inkube edilmislerdir. Bu siire sonunda
bakteri say:mi yapilmis ve 1 ml’de 1,7 x 10°a yakin bir deger
(2 x 10% elde edilmistir. Daha sonra kiiltiire final konsantrasyonu
% 05 olacak sekilde formalin katilmistir, Inaktivasyon ve detok-
sikasyon amacryle formiillii kiiltiir 3 hafta siire ile 37°C de inkube
edilmistir. Bu siire sonunda etiivden alinarak besi yerlerine ekim-
ler yapilmistir. Sterilite kontrolleri yapildiktan sonra Sap Ensti-
tiisiinden temin edilen Aluminyum hidroksitten % 10 oraninda ka-
tilarak absorbsiyon islemi yapilmistir. Daha sonra prezervatif mad-
de olarak % 001 oraninda mertiyolet katilmistir. Sterilite ve za-
rarsizlik kontrolleri yapildiktan sonra kullanilmak tizere + 4°C de
muhafaza edilmistir.

b) Bakterin Asisi :

Yukarida bildirildigi sekilde kalp-beyin infuzyon buyyonuna
ekim yapilan suslarin 48 saatlik kiiltiirlerine, bakteri saymm yapil-
diktan sonra, final konsantrasyonu % 0,5 olacak sekilde formalin
katilmis ve 24 saat 37°C de bekletildikten -sonra 3000 devirde 30
dakika santriifiijje edilmistir. Daha sonra iist kisim atilarak dip-
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teki tortu steril fizyolojik tuzlu su ile Meferland 10"a tekabiil ede-
cek sekilde sulandirilmistir. Bundan sonra % 10 oraninda Alumin-
yum hidroksit adsorbsiyon islemi yapilmis ve nihayet prezervatif
madde olarak % 001 oranminda Mertiyolet katilmistir. Sterilite ve
zararsizlik kontrolii yapildiktan sonra kullamilmak iizere 4 4°C de
muhafaza edilmistir. - '

Asilama Denemelerj :

ilk etapta hazirlanan asilari bagisiklik kontrollerinde tavsan-
lar gruplara ayrilarak kullanilmistir. 10 tavsana subkutan olarak
dnce 0,5'er ml. ve 3 hafta sonra 1 ml. miktarinda Bakterin asisin-
dan, 10 tavsana ise ayni miktarlarda Bakterin + Toksocid asisindan
siringa edilmistir. 4 tavsan kontrol olarak birakilmistir.

ikinci etapta tavsanlarda etkinligi belirlenen Bakterin asisi
kullamilmustir. 12 disi ve sagmal keciden 8'ine kas ici yolla ikiser
giin araliklarla 2 ml, 5 ml, ve 5 ml. ilk siringadan 3 hafta sonrada
5 ml. miktarinda 4 siringa yapilmistir. Mukayese amaciyle 2 kegi-
ye deri alt1 yolla 2 ml., 3 ml. ve 3 ml. ilk siringadan 3 hafta sonra
da 3 ml. miktarinda ve 2 keciye de ayni miktarda meme derisi al-
tina bakterin asisindan siringa edilmistir. 2 kegi ise kontrol olarak
birakilmigtir.

Epriivasyon :

Klinik mastitis olgusundan izole ve identifiye edilen 5. siit no.lu
patojenik Staph. aureus susu epriivasyon denemelerinde kullanil-
mustir. Tavsanlarda epriivasyon asilamadan sonraki 3,6 ve 8 aylar-
da yapilmis olup epriive dozu olarak ml.sinde 1,5 x 10° bakteri ice-
ren kiiltiirden 1 ml. subkutan yolla siringa edilerek denemeler ger-
ceklestirilmistir.

Kecilerin epriivasyon denemeleri ise aym patojenik susla ya-
pilmustir. Epriivasyonda ml.sinde 1,5 x 10° bakteri iceren beyin -
kalp infuzyon buyyonunda iki meme lobundan birine meme ici yol-
la 2,5 ml. inokule edilmistir. inokulasyondan sonra memedekj de-
gisiklikler (sisme, kizarma, akint: v.s.) ve hayvanlarin dereceleri
alinarak saglik durumlar: hergiin gézlem altinda tutulmustur. Sag-
mal hayvanlarda siitiin pH durumu incelenmis ve inokulasyondan
12 giin sonra hayvanlar kesilerek memelerin histopatolojik ve bak-
teriyolojik muayeneleri yapilmistir.
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Serolojik Testler :

Asili hayvanlarda antikor diizeyinin saptanmasinda ve asisiz
hayvanlarin kanlarinda antikor varligimin arastirilmasinda cabuk
(lam) aglutinasyon testinden yararlanilmistir. Morfolojik ve kiiltii-
rel ozellikleri belirlenmis olan stok suslardan biri (No : 4) antijen
hazirlanmasinda kullanilmistir. Secilen susun nutrient agardaki 24
saatlik iireyen kolonileri izotonik fizyolojik tuzlu su iginde toplan-
mis, 2.500 - 3.000 devirde 15 dakika santrufiije edildikten sonra,
kesif bir emilsiyon hazirlanmis ve 70°C de yarim saat benmaride
birakilarak bakterilerin dldiiriilmesi saglanmistir. Daha sonra bu
kesif suspansiyon Mc. Ferland 1'in 50 misli kesafette olacak sekil-
de ayarlanarak testte kullanilmak tizere + 4°C de saklanmuistir.

Bu testle tavsanlarda antikor aranmas: 8 ay, kecilerde ise 10
ay siire ile stirdiiriilmustiir. Hayvanlardan alinan serumlarin ¢ift
katli sulandirilmasi (1/2'den 1/64’e kadar) yapilmis ve temiz ciz-
gisiz lamlar iizerinde esit miktardaki antijenle birer damla mik-
tarinda karistirilarak 2-3 dakika icindeki partikiiller halindeki ag-
lutinasyonun goriilmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

izclasyon Sonugclar :

Calisma siiresince 15 klinik akut mastitis olgusu ve subklinik
mastitisli hayvanlardan alinan toplam 985 adet siit Grneginden 128
Staph. aureus ile 38 Staph. epidermitis izole ve identifiye edilerek
diger denemelerimizde bu suslardan yararlamilmistir. Izole edilen
Staph. aureus suslarimin bazi 6zelliklerine gore dagilimlar: Tablo
I'de gosterilmistir.
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Tablo : 1. izole edilen Staph. aureus’larin bazi &zelliklerine gére dagihimiari.

Test Edilen Koagulaz Testi Mannitol Yumurta Hemoliz
Sus Sayisi Pozitif Negatif Fermantasyonu Sarisi Beta - Diger
: Pozitif Negatif Pozitif Negatif

128 62 66 %4 34 38 90 102 26
(%48,4) (%51,5) (%73,4) (%26,5) (%29,6) (%70,3) (%79,6) (%20,3)

Bakteriycfaj Tiplendirme Sonuclar :

‘Sigir faj setinde bulunan 7 tip susa karsi izole ve identifiye
edilen tiim Stafilokoklarin duyarliliklar: incelenmis olup alinan so-
nuclar Tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo : 2, Bakteriyofa] Tiplendirme Sonuglar

incelenen Si§ir faj seti sus no: Tiplendiril-
Sus meyen sus

ve sayisi 78 102 116 107 117 118 119 sayisi

Staph.au- 37 26 58 2 98 46 24 30

reus (128) (%28,9) (%20,3) (%5,3) (%1,5) (%76,5) (%358) (%18,7) (%23,4)

Tablodan anlasilacag: gibi incelenen 128 Staph. aureus susu-
nun % 76,5.117 no.lu faja duyarh cikmis olup tiplendirilmeyen sus-
larin orani ise % 23,4 kadar olmustur., Elde edilebilen fajlarla ca-
lisilmistir.

Asilama Sonuclari :

- 11k etapta hazirlanan bakterin ve bakterin + toksoid asisinin
tavsanlardaki uygulamalar1 gerceklestirilmistir. Asilanan tavsanlar
3, 6 ve 8 aylarda epriive edilmisler ve 8 aya kadar gruplardaki tav-
sanlardan alinan kan orneklerinden elde edilen serumlarla agluti-
nasyon titrelerine bakilmistir. Asili hayvanlarda 1/4 ile 1/32 ara-

76



e e wwy mimecaaws a-walye AT U\ A J

sinda degisen titrelerde pozitif reaksiyon goriilmesine karsilik kont-
rollerde sonug¢ negatif bulunmustur.

Bakterin asisinin tavsanlardaki bagisiklik denemelerinde tav-
sanlarin aylara gére lam aglutinasyon titreleri Grafik-1 ve 2'de gos-
terilmistir ve log, tabanina gore ortalamalarin aylara dagilimi ise
Grafik-3'de verilmistir. Grafiklerin incelenmesinden anlasilacagi
iizere 5 aydan itibaren antikor diizeyleri diismeye baslamaktadir.

Baktérin + Toksoid asisinin bagisikitk denemelerinde tavsan-
larin aylara gore lam aglutinasyon titreleri Grafik-4 ve 5'de gos-
terilmis ve log, tabanina gore ortalamalarin aylara dagilimi ise
Grafik-6'da verilmistir. Grafiklerin incelenmesinden anlasilacagi
gibi antikor diizeyleri 3 aydan itibaren diismeye baslamaktadir,

iki asimin karsilastirilmasinda bakterin asisimin  bakterin +
toksoid asisina oranla daha yiiksek diizeyde ve daha uzun siire an-
tikor olusturdugu gonilmektedir. Bakterin asisi ile asilanmis olan
kecilerden son asilamadan 21 giin sonra kan alinarak lam agluti-
nasyonu ile antikor titrelerine bakilmis ve asili hayvanlarin 1/4 ile
1/32 arasindaki degisik titrelerde pozitif reaksiyon gosterdikleri
gozlenmistir, Asili ve kontrol kecilerden her ay kan alinarak anti-
kor diizeyleri incelenmistir. Sonuglar Tablo-3’de gosterilmistir.

Epriivasyon Scnuglari :
a) Tavsanlarin Eprﬁva‘syonu -

Bakterin ve bakterin + toksoid asilar jle asili tavsanlarin ep-
riivasyon denemeleri 3, 6 ve 8 aylarda yapilmistir.

Uclincii aydaki epriivasyonda toksoid + bakterin asis1 uygu-
lanan gruptan 4 tavsan patojenik Staph. aureus’la epriive edilmis
ve 2 tavsanda herhangi bir patolojik bozukluk goriilmemesine kar-
sihik 2 tavsan 1 hafta icinde hastalanarak Slmiislerdir. Olen hay-
vanlarin otopsisinden sonra alinan materyallerden etken izole edil-
mistir. Ayn1 zamanda bakterin asisi ile asilanmis gruptak; 4 tav-
san da epriive edilmis ve tiim hayvanlarin saglikli kaldiklari goz-
lenmistir,
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Tablo : 3, Lam aglutinasyonunda Bakterinle asili kecilerde antikor titreleri,

Kas: Tl asi Vagilan hep, o Subkutan Meme derialt

AYLAR Asili No. asilt no. Kontrol no.

969 971 974 973 980 ' 976 6647 981 986 G668 6636 6633 6631 977
2. ay 116 1/32 1/32 1/8 1/32 1/32 1/16 1/32 1/32 1/8 174  1/32 — —
3. ay 1/16 1/32 1/32 1/4 1/32° 1/32 1/16 1/32 1/32 1/3 174  1/32 — -
4, ay 1/16 1/16 1/32 1/4 1/16 1/16 1/16 1/32 1/32 1/8 174 1/32 — —
5. ay /16 1/4 /32 1/2 1/8 1/16 1/156 1/32 1/32 1/4 172 1/16 — —
6, ay 1716 1/4 1/32 1/2 1/8 1/16 1/16 1/16 1/32 1/4 172 1/16 — —
7. ay 1716 1/2 1/32 — 174 1/16 1/16 1/16 1/32 1/4 172  1/16 —r =
8. ay 1/8 — 1/32 — 174 1/16 1/8 — 1/6 -/4 — 1/16 — e

nigozeauen -. UIDAVY - ISISV SNIISEIAL



Altinc1 ayda bakterin -+ toksoid asisi uygulanan gruptaki 4
tavsan epriive edilmis ve sonugta 2 tavsan 1 hafta icinde 6lmiis ve
2 hayvan canli kalmistir. Olen hayvanlardan etken izole edilmistir.
Bakterin asis1 ile asilanmis gruptaki 4 tavsanin epriivasyonunda
hayvanlarda higbir patolojik bozukluk goriilmedigi gibi dlen hay-
van da olmamistir.

Sckizinci ayda bakterin + toksoid asisi uygulanan gruptaki 2
tavsanin epriivasyonunda hayvanlar 3 giin icinde komaya girerek
gldiikleri halde bakterin asisi ile asilanan gruptaki 2 tavsandan biri
hastalanarak 1 hafta icinde Olmiis, 1 hayvan ise canli kalmistir.
Olen hayvanlardan etken izole edilmistir.

Kontrol grubunda bulunan 4 tavsanin = epriivasyonunda hay-
vanlar 3 giin i¢inde komaya girerek Slmiislerdir. Olen hayvanlarin
otopsisi sonucu alinan materyallerden etken izole edilmistir.

Tavsanlarin agilama denemelerinde gesitli zamanlarda gercek-
lestirilen epriivasyon sonuclar: Tablo 4’de gdsterilmistir, Tablonun
incelenmesinden anlasilacag: iizere bakterin wasis1 6. aya kadar
% 100 bir korunma sagladigi halde bakterin + toksoid asis1 % 50

bir korunma saglamistir. Sekizinci ayda bakterin asisinda korun-
ma degeri % 50'ye diismesine karsin bakterin + toksoid asisinda
korunma olmamistir. Bu nedenle kegilerin asilamalarinda bakterin

asis1 tercih edilmistir,

f Tablo : 4, Tavsanlarda cesitli zamanlarda yapilan epriivasyon
sonuclari ve asilarin koruma dederleri,

. Bakterin Bakterin + Toksoid Kontrol
Eprivasyon korun- korun- korun-
Zamani Oli Cani ma % Oli Cani ma % Oli Cani ma %
3. ay 0/4 4/4 100 2/4 2/4 50 4/4 0/4 0
6. ay 0/4 4/4 100 2/4 2/4 50 —_ — —
8. ay 172 1/2 50 2/0 0/2 Y — — —

79



AVAADLILID 311 = MAyUlll T CRuUdausiu

Bakterinle asili kecilerde yapilan epriivasyon denemeleri asi-
lamadan sonra 8, 9 ve 10. aylarda patojenik Staph. aureus’un me-
me icine verilmesiyle gerceklestirilmistir. Tablo 3’de aglutinasyon
titreleri belirtilen kegilerden antikor diizeyi yiiksek olan hayvanla-
rin meme loblarinda higbir patolojik degisiklik olmamasina karsi-
Iik antikor diizeyi diisiik olan hayvanlarda memeden bir akint1 ve
hafif bir siskinlik gozlenmistir.

8. ayda epriive edilen aglutinasyon titresi en yiiksek olan 2 ke-
cide (Kulak no : 974-986) inokulasyondan 11 giin sonrasina kadar
hi¢ bir klinik septomla karsilasilmadig: gibi memede de herhangi
bir degisiklige rastlanilmamistir. 12 giin sonra kesilen hayvanlarin
meme materyalinden bakteriyolojik ve histopatolojik muayeneler
sonucu Stafilokokal mastitis saptanmamuistir.

9. ayda epriive edilen yine antikor diizeyi yiiksek olan 2 kegi-
den de (Kulak no: 976-6633) ayn1 bulgular elde edilmistir.

10. ayda once 4 asili keci (Kulak no: 969, 971, 973, 6647) ep-
riive edilmis. Bunlardan birinde klinik olarak mastitis olgusuna
rastlanmis ve 12 giin sonra yapilan otopside bakteriyolojik olarak
etken izole edildigi gibi histopatolojik olarak da Stafilokokal mas-
titis saptanmistir., Bu hayvan diisiik antikor tasiyan hayvanlar ara-
smda idi. (Kulak no : 973). Diger hayvanlarda klinik araz goriilme-
digi gibi, bakteriyolojik ve histopatolojik bulgulara rastlanilma-
mistir.

Ayni ay icerisinde geri kalan 4 asili (Kulak no: 981, 980, 6636,
968) ve 2 kontrol hayvan (Kulak no: 6631, 977) epriive edilmistir.
Asili hayvanlarin birinde patolojik olarak mastitis olgusu saptan-
mis ancak klinik araz goriilmemis ve bakteriyolojik etken iiretile-
memistir. Diger iic kegide normal bulgular elde edilmistir.

Kontro] grubu hayvanlarin epriivasyonunda ise inokulasyon-
dan 5 giin sonra memede tipik mastitis belirtileri saptanmis ve 12
giin sonra kesilen kontrol hayvanlarin histopatolojik yoklamalarin-
da Stafilokokal mastitis saptandigi gibi bakteriyolojik olarak et-
ken iiretilmistir.
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Tablo 5'in incelenmesinden anlasilacag: iizere kas ici yolla asi-
lanan 8 keciden 1'inde hem klinik olarak mastitis goriilmiis ve ge-
rek bakteriyolojik olarak etken izole edilmis, gerekse histopatolo-
jik olarak stafilokokal mastitis saptanmistir, Bu gruptaki bir hay-
vanda da sadece histopatolojik olarak mastitis saptanmistir. Do-
layisiyle bu grupta korunma % 80 olmustur. Subkutan ve meme
derisi alt1 asili keciler ise epiirvasyon sonuglarina gére normal bu-
lunmus olup % 100 korunmuslardir, ancak 7. aydan itibaren an-

tikor titrelerinin diistisiine bagl

olarak korunma diizeyide diis-

miistiir.
Tablo : 5. Bokterinli asili kegilerde eplirvasyon sonuglar
Asilt Keci No. Klinik Mastiti Bakterivoloiik Hi (oiik
ve Gruplar ini iastitis akieriyoloji istepatoloji
9e3 Gortlmedi Etken uremedi —_
97! » » —_
S S74 » » —_
= 973 Goruldi Etken Uredi Staphylococcal mastitis
2 9870 Gorulmedi Etken Uremedi Staphylococcal mastitis
= 9743 » » _
6647 » » _
981 » » -
:(_'..
= 935 » » —
<
2 958 » » —
17}
‘©
|
[a) E 6636 » » -
W
E 8633 » » —
=
. |
O
& 6631 Goruldu Etken (redi Staphylococcal mastitis
Z
2 977 Gérildu Etken ({iredi Staphylococcal mastitis
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TARTISMA

Calisma siiresince izole ve identifiye edilen 128 Staph. aureus
susunun cesitli ozellikleri incelenmis ve asi hazirlanmasinda seci-
‘len suslarda Tablo 1'de belirlenen bu 6zelliklerin bulunmas: sag-
lanmistir. Ayrica bu suglarin sigir faj seti (78-102-116-107-117-118-
119) ile tiplendirilmeleri yapilmis ve 98 susun (% 76.,5) 117 faj ti-
pine ait olduklar1 belirlenmistir. -

Nitekim bu konuda calisan arastiricilar da sus seciminde bu
ozelliklerin belirlenmesi geregi iizerinde durmuslardir (8, 9, 11, 12,
13). .

Asilama calismalarinda hazirlanan aliiminyum hidroksitli bak-
terin ve bakterin -+ toksoid asisimin tavsanlar {izerindeki deneme-
lerinde bakterin asisinin bakterin + toksoid asisina oranla daha
yiiksek diizeyde ve daha uzun siire antikor olusturduklari goril-
miistiir (Grafik 1, 2, 3, 4, 5 ve 6).

Tavsanlarda 3, 6 ve 8. aylarda yapilan epriivasyon denemele-
rinde hayvanlarin bakterin asis1 ile 3 ve 6 ayda % 100, 8. ayda ise
% 50 bir korunma sagladiklar: halde bakterin + tcksoid asisinda
korunma 3 ve 6 aylarda % 50, 8. ayda ise % 50 olmustur (Tablo 4).

Tavsanlarda etkinligi saptanan bakterin asisi ile kegiler asilan-
diginda ise hayvanlarin serumlarinda 10 aya kadar degisik titre-
lerde antikor saptanmistir (Tablo 3).

Kecilerin kas ici, subkutan ve meme derisi altina bakterinle
yapilan asilamalarinda; kas ici yolla asilanan 8 keciden 1'inde hem
klinik olarak mastitis goriilmiis ve hem bakteriyolojik muayene
sonucunda etken izole edilmis  ve hem de histopatolojik olarak
Stafilokokal mastitis saptanmustir. Yine bu grupda bulunan 1 hay-
vanda sadece histopatolojik olarak mastitis saptanmistir, Subku-
tan ve meme derisi alt1 asilanan kecilerde epriivasyonda direncli
bulunmustur. Dolayisiyle kontrol hayvanlara oranla kegilerde 6nem-
li bir diizeyde korunma saglanmistir (Tablo 5).

Asilama calismalarindaki bulgularimiz arastiricilarin bulgula-
rina uygunluk gostermektedir (2, 8, 9, 11, 16, 19).
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SONUC ve ONERILER :

Tiim diinyada oldugu gibi yurdumuzda da sigirlardaki mastitis
olgularinda ilk siray: alan Stafilokokal mastitislere karsi as1 ile
korunmanin miimkiin olabilecegi goriilmektedir. Ancak polimikro-
biyel etyolojiye sahip olan mastitisin minimum diizeye indirilmesi
s6z konusu degildir. Her nekadar bu calismada deneysel olarak
tavsan ve keciler iizerinde denenen bakterin asisinin etkinligi or-
taya konulmus ise de sahada bizzat sigirlar tizerinde de bu asmn
denenmesi gerektigi kanisina varilmistir. Sayet inekler laktasyon
donemindeyken uygun bir yol ile ve etkili bir as1 ile asilandikla-
rinda yeterli bir bagisiklik saglanabilecegi diistiniilmektedir. Ancak
as1 ile korunmadan ©nce yetistiricinin egitimi gézoniine almmarak
ahir hijyeni, meme hijyeni ve teat-deepping’e 6nem verilmelidir.

OZET

Bu calismada as1 hazirlanmasi amaciyla 15 klinik akut masti-
tis olgusu ve 985 supklinik mastitisli ineklerden alinan siit drne-
ginden 128 staph. aureus izole ve identifiye edilmistir. Asi hazirlan-
masinda koagulaz pozitif, beta hemolitik laktoz pozitif, mannitol
pozitif, yumurta saris1 fraksiyonu pozitif ve bakteriyofaj tiplendir-
mede Bovine-117 grubunda bulunan 4 sus kullamilmistir. Bu sus-
larin karisimindan ibaret olan aliiminyum hidrokside adsorbe bak-
terin ve bakterin + toksoid asisi hazirlanmistir,

. Tavsanlarda yapilan asilama denemelerinde Aliiminyum hid-
roksitli bakterin ve bakterin + toksoid asisindan ilk asilama 0,5
ml. ve bundan 3 hafta sonra 1 ml. miktarinda subkutan olarak ya-
pilmistir. Kecilerde ise aliiminywm hidroksitli asidan ikiser giin
araliklarla 2 ml., 5 ml. ve 5ml. ilk asilamadan 3 hafta sonra 5 ml.
miktarinda kas ici, meme derisi ve deri ath yolla asilama yapil-
mistir. Asili hayvanlardan birer ay ara ile kan alinmis ve ¢abuk
lam aglutinasyonla antikor diizeyleri saptanmistir,

-~ Gerek-asili tavsanlar gerekse kecilerin 8-10 aya kadar 1/4-1/32
oraninda titre gosterdikleri belirlenmistir., Epiirvasyon denemeleri
sonucunda tavsanlarin aliiminyum hidroksitli bakterin asis1 ile 3
ve 6. ayda % 100, 8. ayda ise % 50 bir korunma sagladiklar: halde
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aliminyum hidroksitli bakterin + toksoid asismmda koruma 3 ve
6. aylarda % 50, ve 8. ayda da + 0 olmustur.

Aliiminyum hidroksitli bakterinle asilanan kecilerin epiirvas-
yonunda kas i¢i yolla asilanan kegilerin % 80 korunduklari, meme
derisi alt1 ve subkutan asilanan hayvanlarda ise tam bir korunma
saglandigr goniilmiistiir. Kontrol hayvanlarin tiimiinde de korunma
saglanmadigi saptanmistir.,

SUMMARY

In this survey, with the aim of preparing an efficient vaccine
128 Staph. aureus strains were isolated and identified from cows
with 15 clinical and 985 subclinical mastitis respectively. 4 strains,
which were B-haemolytic, coagulase, lactose and mannitole posi-
tive, egg yolk fraction positive and found to be included in Bovine
117 group by bacteriophage grouping were used in the preparation
of this vaccine, ‘Aluminium hydroxide adsorbed bacterine and bac-
terine + toxoid vaccines possessing the combination of these stra-
ins were prepared.

3 weeks: after the first vaccination in which 0,5 ml. of bacterine
with Aluminium hydroxide and bacterine + toxoid was injected
simultaneously, 1 ml. of the same vaccine was reinjected to rabbits
subcutaneously. Goats were vaccinated 2 m!. and 5 ml. With 2 day
interwals and 3 weeks after the first vaccination, they were in-
jected 5 ml. subcutaneously to the vadder skin, intramuscularly
and subcutaneously alone. Blood-samples were collected from the
vaccinated animals with monthly interwals and their antibody tit-
res were detected by slide agglutination method. It is noted that
both the vaccinated rabbits and the goats show titres of 1/4-1/32
opto 8th --10th months.

The challange studes stated that, bacterine with Aluminium
hydroxide vaccines elicited 100 % and 50 % protection during 3rd
and 6th, and 8th months respectively. While bacterine with Alu-
minium hydroxide + toxoid vaccine elicited 50 % during the 3rd
and 6th months and so protection (0 %) was obtained during the
8th month. ol i :
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-In the challange of goats which were vaccinated with bacterine
adsorben to Aluminium hydroxide, the ones that received an intra-
muscularly vaccine had a protection of 80 %, but the ones that
received either a subcutaneously to the vadder skin or a subcu-
taneously injection a lone had no sifnificanat protection. All the
control animals also didn’t have any significant protection.

LITERATUR

1 — ALIBASOGLU, M., DOGANELi, M.Z, ve KESKINTEPE, H. (1969) : Siit inek-
lerinde mastitislerin insan ve hayvan sadh¢ yoniinden arastiriimas, A.U.
Vet, Fak, Derg. 16, 122-145. :

2 —— ANDERSON, J.C. (1978) : The problem of immunization against, - Staphy-
lococcal mastitis, Br, Vet, J. 134, 412-420.

3 — ARDA, M, ve ISTANBULLUOGLU, E, (1979) : Mastitislere sebep olan earob
ve anaerob, Mycoplasma ve mantarlarin  izolasyonu, bunlara karsi etkili
olan antibiyotik ve fungisitlerin saptanmasi, VHAG-Proje No: 254, TUBITAK,

4 — ARDA, M, ve iSTANBULLUOGLU, E. (1980) : Mastitislere sebep olan ae-
robik, mikroaerofilik, anaerobik bakterilerin  izolasyon ve identifikasyonu
tizerinde calismalar. VHAG-Proje- No, 304, TUBITAK..

5 — AYDIN, N, ve COSKUNER, M.R, (1981-1983) : Ankara bdlgesinde klinik
ve subklinik . mastitislere neden olan aerobik mikroorganizmalarin ve
mantarlarin izolasyon, identifikasyon ve antibiyotiklere 'karsi duyarllikla-
rinin saptanmasi Uzerinde caligmalar, Etlik Vet, Mikrobiyol. Enst, Derg,,
5 (4-5), 7-28, . LT CoEe T

6 — BATU, A., DURAK, O, ve FIRAT, G, (1979) : Marmara ve-T%qkya_ bolgesi
ineklerinde klinik ve subklinik mastitisle rve etkenleri ile bu etkenlerin
antibiyotiklere duyarliliklarinin tesbiti (zerinde arastirma, Pendik Vet Mik-
robiyol, Enst. Derg, 1, 25-40,

7 — BATU, A. ve FIRAT, G, (1981) : Trakya ve Marmara bélgesinde koyunlarda
klinik ve subklinik mastitisler ve etkenleri lzerine arastirma, VHAG-Proje
No. 458, TUBITAK,

8 — BLOBEL, H, and BERMAN, D.T, (1962) : Vaccination of dairy cattle aga-
inst Staphylococcic mastitis. Am, J, Vet, Res, 23, 7-14,

9 — BROCK, J.H., STEEL, E.D. and REITHER, B. (1975) : The effect of intra-
muscular a nd intramammary vaccination of cows on antibody levels and
cai cell-toxoid vaccine, Res, Vet, Sci. 9, 416-423,
resistance to intramammary infection by Staphylococcus aureus, Res, in
Vet, Sci, 19, 152-158.

87



Mastitis Asis1 - Aydin - Canbazoglu

10 — COLDITZ, 1.G. and WATSON, D.L, (1982) : Effect of immunisation on the
early influx of neutrophils during Staphylococcal mastitis in ewes. Res,
in Vet, Sci. 33, 146-151,

11 — DERBTSHIRE, J.B. (1960) : Studies in immunity to experimental Staphy-
lococcal mastitis in the goat and cow, J, Path, 70, 222-231,

12 — DERBYSHIRE, J.B, (1860) : Experimental studies on the occurence of
Staphylococcal antitoxin in the whey of cows. Res, Vet, Sci, 1, 350-354,

13 — DERBYESHIRE, J.B, and HELLIWELL, B.I, (1962) : Immunity to experimen-
tal Staphylococcal mastitis in goats produced by alpha lysin, coagulase
and leucocidin, Res, Vet, Sci.,, 3, 56-62,

14 — GILLESPIE, W.A, and ALDER, V.G, (1952) : Production of the opacity in
egg yolk media by coagulase positive Staphylococci, J, Pathol, Bacterial,
64, 187-200,

15 — 8EL JACSZEWICZ, J. et all (1976) : Staphylococci and Stahpylococcal di-
seases Gustav Fisher Verlag, Stuttgart-Newyork,

16 — KORNITZER, R.T, and WINKLER, M. (1975) : Immunization of mice with
Staphylococcus aureus isolated from case of ovine mastitis, Refuah Vet,
32, 125-136,

17 — LEE, C.S, and FROST, AJ, (1970) : Mastitis in Slaughtered dairy cows,
1— Udder Infection, Aust. Vet, J., 46, 201-203,

18 — UOLTE, F.S. and KAPRAL, F.A, (1881) : Immunogenicity of Staphylococ-
cus aureus delta-toxin. Inf, and immun, 31, 1251-1260,

19 — . OUTTERIDGE, M.P,, WILLIAMS, R, and LASCELLES, KA, (1968) : Local
immunity in the mammary gland following the infusion of a Staphylococ-

20 — OKTEM, B. ve ANTEPLIOGLU, H. (1962) : Ankara bélgesi ineklerinde go-
_rillen mastitisin tedavisi {izerindeki mukayeseli incelemeler, A,U. Vet, Fak.
Yay, No: 85,

21 — PARGAONKER, V.N, et all (1962) : Phage typing of Stapyhlococcus aureus
associated with case of bovine mastitis, Am. J, Vet. Res, 23, 1205-1212,

22 — POUTREL, B. (1982) : Susceptibility to mastitis: A review of factor rela-
ted to the cow, Ann, Rech, Vet,, 13, 85-99.

23 — WATSON, D.L. and LEE C.G, (1978) : Immunity to experimental Staphylo-
coccal mastitis comparasion of live and killed vaccines. Aust, Vet J
54, 374-378,

¥

38



