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SUT INEKLERINDE STAFILOKOKKAL MASTITISLER iCIN ASI CALISMALARI*

H. Huseyin Hadimli1@ Osman Erganis’

Studies on Staphylococcal Vaccines for Mastitis in Dairy Cows

Ozet: Bu caligmada, Otojen Staphylococcus aureus asilan ile st ineklerinde stafilokokkal mastitislerin insidensinin
azaltilmasi amaglandi. Klinik ve subklinik mastitisierden izole edilen S. aureus suslan kullanilarak aliminyum hidroksit
veya mineral yag adjuvanth otojen S. aureus bakterin ve bakterin+toksoid (kombine) asilar hazirlandi. Otojen S. au-
reus asgilannin saha sartlannda kurudaki inek ve divelerin kan ve sit serumlanindaki imminojenik etkinlikleri (an-
tistafilokokkal, anti «- ve [;-hemolizin antikorlann olugumu), sitteki somatik hicre sayilan ve meme i¢i S, aureus en-
feksiyonlan tzerine etkileri belirlenmeye calisildi. Denemeler, 7-8 aylik gebe 15 bag kurudaki Holstein inek ve 12 bag
Holstein diive olmak Gzere toplam 27 hayvan Gzerinde gergeklestirildi. Otojen S. aureus (bakterin ve kombine) asilari,
meme ustu lenf diglmu bélgesinden deri alti veya sag uyluk bélgesinden kas igi yolla 2 kez uygulandi. Kontrol grubu
hayvanlara gore agilanan kurudaki inek ve divelerin kan ve st serumlannda ylksek titrede antistafilokokkal
(P<0.001), anti u-hemolizin (P<0.05) ve anti B-hemolizin (P<0.05) antikorlar belirlendi. Ayni zamanda, asili gruplarin
sutlerindeki somatik hicre sayilan kontrol gruplarina gére daha disiik bulundu (P<0.05). Bir laktasyondaki S. aureus
mastitisleri: agili kurudaki ineklerde % 9.3-12.5 oranlarinda iken kontrol grubunda % 15.6 oraninda tespit edildi. Asili
duvelerde ise S. aureus mastitisleri % 8.3-12.5 oranlarinda bulunurken asgisiz divelerde % 33.3 oraninda belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Mastitis, Staphylococcus aureus, asi, sitgil inek

Summary: The aim of the study was to investigate autogenous Staphylococcus aureus vaccines in control of mastitis
in dairy cows. Selected strains of S. aureus isolated from both clinical and subclinical cases were used to prepare au-
togenous S. aureus vaccines (bacterin and bacterin + toxoid) in aluminium hydroxide or mineral oil adjuvants, Sera
and milk samples collected from dry cows and heifers were analysed for immunogenic activity of S. aureus vaccines
by detection of antibody titers to staphylocoocal antigens, a- and [3-haemolysines, influence on somatic cell counts
and intramammary S. aureus incidence. Experimental studies were carried out on a total 27 animals (pregnant for 7-8
months 15 dry cows and 12 heifers). Autogenous S. aureus vaccines were administered to cows by subcutaneous
route in the area of supramammary lymph node or intramuscular route to semitendinous muscle. In comparison with
control groups, antibody levels to staphyloccal antigens, and to the «- and f3- haemolisines were significantly higher
(P<0.001, P<0.05 and P<0.05, respectively) in the sera and whey from vaccinated cows. The average somatic cell
count in the milk samples of vaccinated cows were also found to be significantly less (P<0.05) than nonvaccinated
cows. The ratio for the S. aureus mastitis in a lactating period, in dry cows vaccinated bacterin and combined vac-
cines was 12.5 % and 8.3 %, respectively, 15.6 % in nonvaccinated dry cows. For the vaccinated heifers, the ratios
were 9.3 %, 12.5 %, while 33.3 % in nonvaccinated heifers.

Key Words: Mastitis, Staphylococcus aureus, vaccine, dairy cow
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Mastitis, buttn dunyada st hayvanlarinin meme
bezinde yangl ile karakterize, sut veriminin azal-
masina, sut kalitesinin bozulmasina ve énemli de-
recede ekonomik kayiplara sebep olan bir hastaliktir
(Bramley ve Dodd 1984, Philpot 1984).

insan saghg agisindan mastitisli sGt kullaniminin sa-
kincall olmasi mastitisle mucadelede hayvanlarn ko-
runmasini 6n plana ¢ikarmaktadir (Colditz ve Watson
1985). Ulkemizde (Arda ve Istanbulluoglu 1979, Arda
ve Istanbulluoglu 1980, Ates ve ark 1991, Erganis ve
ark 1993, Erganis ve ark 1995, Sezen ve ark 1986)
ve dinyada (Craven ve ark 1986, Francis ve Caroll

Hastalik etkenlerinin polimikrobiyal dagiim gos-
lermesi, hayvan-cevre iligkisi ve kota yonetim gibi ge-
sitli faktorler mastitisin eradikasyonunu imkansiz hale
getirmektedir (Smith 1983). Yavrularin beslenmesi ve

1986, Jones 1993, Jonsson ve ark 1991) yapilan ca-
hismalara gore klinik mastitislerin % 60-65'ini ve subk-
linik mastitislerin % 80-85'ini  stafilokoklar olus-
turmaktadir. Ozellikle Staphylococcus aureus st
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veriminde 6nemli diglide azalmaya, somatik hucre sa-
yisinda artig ile sonuglanan, tedavisi sinirli ve maliyeti
ylksek mastitislere sebep olmaktadir (DeGraves ve
Fetrow 1993, Francis 1989).

Mastitis, toplam sig@ir hastaliklannin % 26'sini
olugturmaktadir (Philpot 1984, DeGraves ve Fetrow
1993). Ekonomik kaybin % 70-80'ini subklinik mas-
ltisler. % 20-30'unu da klinik mastitisler olus-
turmaktadir (Vestweber 1993, Miller ve ark 1993).
Mastitis kontrol programlari mastitislerin insidensini
azaltmayi amaglamakla beraber, kullanilan metotlarin
maliyetinin yUksek olmasi, sut bilesimini ve kalitesini
bozmas| ve bazen yetersiz kalmasi sebebiyle zaman
zaman istenilen sonuglar alinamamaktadir (Craven ve
Williams 1985, John ve Dodd 1984). Bu ylzden,
maslitisle mucadelede hem koruma hem de tedavide
yeni metotlann gelistiriimesi zorunlu olmaktadir (Vest-
weber 1994),

Stafilokokkal subklinik mastitislerin en az % 30'u
antibiyotikler ile tedavi edilememekte ve/veya mastitis
kontrol programiari etkisiz kalabilmektedir (Gudding
ve ark 1984, Moore ve Heider 1984). Bununla birlikte,
stafilokoklarin meme dokusunda olusturdukian mik-
roapselerin gegici olarak kapanmasi ile subklinik en-
feksiyonlarin yaklasik % 20'sinde herhangi bir tedavi
uygulameksizin,  kendiliginden  iyilesme  go-
rulebilmektedir (Yancey 1993). Meme i¢i en-
feksiyonlann kendiliginden iyilesmesi, cevredeki mik-
roorganizmalann immiin sistemi uyarmasi ile belirli
olgude meme bezinde ve sUt sekresyonlarinda hu-
moral ve hicresel bagisikhgin olusmasi ile agik-
lanabilmektedir (Nickerson 1993b).

Ruminantiarin meme bezi savunma sistemlerini
desteklemek icin spesifik mikroorganizmalardan ha-
zirlanan asilarin tek bagina veya kombine sekilde ve-
rimeleri ile kan ve sut serumlaninda yeterli seviyede
antikor olusturuimasi amaglanmaktadir (Nickerson ve
ark 1991). Mastitis'te kullanilan veya geligtirilecek agi-
lar; (Buddle ve Pulford 1983, Colditz ve Watson 1985,
Widel 1994, Hadimli 1996, Calzolari ve ark 1997)
mastitis sikligini ve siddetini azaltmali, yeni meme igi
enfeksiyonlan engellemeli ve mevcut enfeksiyonlari
lyllegtirebilmelidir.  Stafilokokkal mastitislerin  olus-

turdugu kayiplann yuksek olmasi sebebiyle daha ¢ok
S. aureus ag ¢alismalan yapilmigsa da, E. coll, Strep-
tococcus ssp. ve Corynebacterium ssp.ler ile ilgili
arastirmalarda bulunmaktadir (Colditz ve ark 1985).

Asi caligmalarinda, antiien kaynad: olarak kul-
lanilacak susun yanlis sec¢imi, asi materyalinin uygun
yol ve kompozisyonda verilmemesi, uygun epitoplarin
secilememesi gibi unsurlar bagisiklamada basansiz
olunmasina sebep olmaktadir (Nickerson ve ark 1985,
Firat ve Uysal 1988, Watson 1988). Ayrica, asinin ko-
ruma siresi ve agilama sonras! olusabilecek yan et-
kilerinin - bilinmesi gerekmektedir (Yancey 1993).
Meme ustl lenf digumu bolgesine agilarn deri alti uy-
gulanmasi, lenfatik dagiimdan dolayr burada sen-
tezlenen antikorlarin meme sekresyonlarina yiksek
seviyede gegisine izin vermesi nedeniyle lokal humoral
ve hucresel badigikli§l daha iyi uyarmaktadir (Calzolan
ve ark 1997, Giraudo ve ark 1997, Nonnecke ve ark
1986).

Stafilokokkal mastitis asi calismalarinda; ¢o-
gunlukla klinik ve subklinik mastitislerden izole edilen
S. aureus suslan kullaniimaktadir (Watson 1988, Nic-
kerson ve ark 1993, Nordhaug ve ark 1994a, Calzolar
ve ark 1997, Giraduo ve ark 1997). Bununla birlikte,
koagulaz negatif stafilokoklarin kullanildigr asi ca-
lismalannda, S. aureus mastitislere karsi belirgin bir
koruma saglanamazken, koagulaz negatif stafilokokkal
mastitislerin  kontrolunde basarli sonuglarin alindig
ifade edilmektedir (Buddle ve Pulford 1983).

Bu calismada, stafilokokokkal mastitislerin kont-
rold icin aliminyum hidroksit veya mineral yagh ad-
juvantlaria kombine edilen otojen S. aureus (bakterin
ve bakterin+toksoid) asilan ile st inekleri asiland..
Saha sartlarinda asih hayvanlarin kan ve sit se-
rumiarinda antistafilokokkal, anti «— ve p-hemolizin an-
tikor titreleri, sttteki somatik hicre sayilar ve meme ici
enfeksiyonlann oranlari Gzerine asilamanin etkilerinin
belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Caligma, 7-8 ayhk gebe 15 bas kuru dénemdeki
Holstein inek ve 12 bag Holstein diive olmak Uzere 27
sigir Gzerinde gergeklestirildi (Tablo 1).

Tablo 1. Caligmaya alinan sigirlann laktasyon durumu, otojen S. aureus ast tirlen, uygulama yerleri ve sayilan

Deneme Asi Turl Enjeksiyon Asili Kontrol Laktasyon
Gruplan Sekli Grup Grup Dénemi
Deneme 1a AI{OH)3 Bakterin Deri alti 4 Kuru

1b Al(OH)3 Bakterin Deri alti 3 Duve
Deneme 2 Mineral Yagh Bakterin Deri alti 6 3 Dive
Deneme 3 Al(OH)3 Bakt,+Toksoid Kas i¢i 8 Kuru
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Sut ineklerinde stafilokokkal mastitisler...

Klinik ve subklinik mastitislerden izole edilen
(Henslyl 1994) ve « ve [}- hemolizin titreleri yuksek
olan S. aureus'lar otojen asilann hazirlanmasinda
antijen kayna@i olarak kullaniidi.

Asilama Oncesi ve sonrasi, 25. haftaya kadar 4
haftalik araliklarla her hayvandan ayn ayr kan ve sut
omeklen toplandi. SOt drmekleri; somatik hiicre sayisi
ve bakteriyolojik yonden muayene edildi (Shalm
1871). Kan ve sut serumilari, antistafilokokkal, anti «—
ve [i- hemolizin antikorlar yoninden incelendi.

S. aureus lzolatlannin hemolizin Ozelliklerinin
Belirlenmesi: S. aureus izolatlan (her Unite igin ayn
ayri) Brain-Heart Infusion Broth (BHIB)'a ekilip 16-18
saat 37"C'de dretildi. Daha sonra 2500 rpm'de 30 da-
kika santriflj edildi ve Ustteki sipernatant sivi alindi.
Fizyolojik tuziu su (FTS) ile supernatant sivi 1/2, 1/
4......1/1024 seklinde sulandinidi

«« Hemolizin aktivitelerinin belirenmesi igin; (ize-
rilerine esit miktarda % 1'lik yikanmig tavsan eritrositi
lave edildi. 37°C'lik su banyosunda 1 saat tutularak
tam hemoliz veren dilusyon tespit edildi (Firat ve
Uysal 1988).

[\ Hemolizin aktivitelerinin belirenmesi igin; Oze-
rilerine esit miktarda % 1'lik yikanmis koyun eritrositi
llave edildi. 37°C’lik su banyosunda 1 saat ve 4°C'de
bir gece tutularak tam hemoliz veren dilusyon tespit
edildi (Firat ve Uysal 1988).

Otojen Asilann Hazilanmasi : Agi izolati olarak
belifenen S. aureus suglanndan (her Unite igin ayr)
otojen asilar hazirlandi.

Bakterin Agilann Hazirlanmasi : Agl susu S. au-
reus izolatlan % 7 koyun kanh agara ekilip 37°C'de
16-18 saat.inkube edilerek saf olarak Uretildi, Uretilen
taze Kultlrden birka¢ koloni %10 steril st serumu
(yagsiz inek sutu rennin ile presipite edildi ve Ust sivi
0.45 mm'lik milipor filtreden suzilerek elde edildi) ige-
ren Nutrient Broth'a ekildi ve 37 “C'de 24 saat inkibe
edildi. Ureyen kultur 6000 rpm'de 1'er saat santrifij
edilerek 3 kez PBS ile ykand.. Bakteriyel kon-
santrasyonu speklrofotometre ve bakteri koloni sayim
yontemi ile karsilastinlarak 1x109 bakter/ml ayar-
landi. Bakteriyel sUspansiyonun igerisine son kon-
santrasyonu % 0.3-0.5 olacak sekilde (% 37ik for-
maldehit (Merck) % 1000k kabul edilerek
hazirlanan) formalin katilarak Inaktive edildi (Op-
debeeck ve Norcross 1985, Watson 1988, Watson
1992, Nickerson ve ark 1993, Nordhaug ve ark
1994b, Erganis ve Istanbulluogiu 1999). Otojen asi-
larin kullanim solUsyonlari igin; 1 kisim (1 ml) bakterin
asl materyali + 1 kisim {1 ml) mineral yag ad;uvant
(Span80 7.42 kisim+Span20 2.16 kisim+Tween80
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(SpanB0 7.42 kisim+Span20 2.16 kisim+Tween80
2.37 kisim+Marcol 84.05 kisim) ile mekanik bir ka-
ngtincida (mikser) homojenize edildi. Bir kissm (1 mi)
bakterin ag1 materyali + 1 kisim (1 ml) alGminyum hid-
roksit jeli (% 20'lik) alinarak manyetik kanstincida ho-
mojenize edildi.

Kombine (Bakterin+Toksoid) Asilann  Ha-
zilanmasi : Agl susu S. aureus izolatlan BHIB'a ekilip
37°C'de 48 saat inkibe edildi. Ureyen kultur santrifuj
edilerek toplandi ve Ustteki supernatant sivinin «- ve
j-hemolizin titreleri belirendikten sonra son kon-
santrasyonu % 0.3-0.5 olacak sekilde (% 37'lik for-
maldehit (Merck) % 100'luk kabul edilerek hazirlanan)
formalinle inaktive edilerek toksoid as1 hazirland: (Firat
ve Uysal 1987, Watson 1988, Watson 1992). Kom-
bine asinin kullanim solusyonu igin; 1 kisim (1 ml)
bakterin agi materyali + 1 kisim (1 ml) S. aureus - ve
fi-toksoidi + 2 kisim (2 ml) aluminyum hidroksit jeli
(%20'llk) alinarak manyetik kanstincida homojenize
edildi.

Asilann Sterilite, Zararsizlik ve Toksisite Kont-
rolleri : Bir ml ag1 materyali BHIB'a ekildi ve 37°C'de 1
hafta etiivde tutuldu. BHIB'dan preparat hazirlanarak
gram boyama yapildi ve farkh kat besiyerierine ekim
yapilarak Uremenin olup olmadig: tespit edildi. Za-
rarsizlik ve toksisite kontrolleri ise; 3 yetiskin beyaz fa-
reye 0.2 ml asi materyali deri alti enjekte edildi ve 1
hafta gozlendi. Farelerde klinikk semptomlar go-
rulmemesi ve canli kalmasi sonucu asilann guvenili ol-
dugu kanaatine vanidi (Sears 1984, Erganis ve lIs-
tanbulluoglu 1999).

Otojen Asilarin Uygulanmasi : Kurudaki Inekler;
dojuma 8 ve 4 hafta kala alUminyum hidroksit (Alp
(OH)3) jelli otojen bakterin agi 5 ml miktaninda meme
Ustl lenf dogomu bélgesinde deri alti ve otojen kom-
bine agi sag uyluk bolgesinde kas igi yolla 2 kez uy-
gulandi (Nickerson ve ark 1993, Nordhaug ve ark
1994b). '

Duveler; doguma 8 ve 4 hafta kala mineral yagl
ve aliminyum hidroksit jeli igeren otojen bakterin agi-
lar 5 mi miktannda meme Ust lenf dGgumu bol-
gesinde deri alti yolla 2 kez uygulandi (Watson 1984,
Watson 1992).

Asilann ineklerdeki imminojenitelerinin Serolojik Test-
lerie Belirlenmesi

Antistafilokokkal Titrelerin  Mikro Serum Ag-
litinasyon Testi (MSAT) ile Belirlenmesi : Dogum son-
rasi 25, haftaya kadar asili ve agisiz ineklerin kan ve
sOt serumlanndaki antistafilokokkal antikor ftitrelen
mSAT ile belirlendi. (Nickerson ve ark 1993, Erganis
ve ark 1997). mSAT; 96 gozlu U tabani mikropleytier
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lerine 50 ml FTS daditildi. Daha sonra birinci géze 20
ml kan veya sut serumu kondu, homojen sekilde ka-
nstirildi, Birinci gbzden 2. goze 50 ml dilusyon ak-
tanimak suretiyle son géze kadar serumun 2 kath su-
landirmasi yapildi. Serum sulandirmalannin Uzerine
(her Gnite icin ayn ayn asi suslarindan hazirlanan)
stafilokokkal tup aglUtinasyon antijeninden 50 mil
ilave edildikten sonra mikropleytler 37°C'de 24 saat
inkube edildi. Cikan sonuglar normal sayilara gevrildi
(6rmegin, 1/10=0, 1/20=1, 1/40=2,....... 1/10240=11)
ve geometrik ortalamalan alinarak degerlendirildi
(Nickerson ve ark 1993, Erganis ve ark 1997).

Anti Hemolizin Titrelerinin Belirlenmesi @ Mik-
ropleytlerin tim gozlerine 50 ml FTS dagitildi ve 1.
goze 50 ml kan veya sUt serumu ilave edildi. Daha
sonra 1. gbzden 2. gbze 50 ml dilusyon aktanimak
suretiyle son gbze kadar serumun 2 kath su-
landirmalarn yapildi (Firat ve Uysal 1988).

Anti «—hemolizin Titrelerinin Belirlenmesi; serum
sulandirmalarn (zerine (her (nite igin ayr ayr kul-

lanilan asl suslarindan hazirlanan) titresi belli «— he-
molizin ilave edildi ve oda isisinda 20 dakika bek-
lendi. Surenin sonunda tim godzlere 50 ml % 1'lik
yikanmis tavsan eritrositi ilave edildi ve 37 “C'ye
ayarlanmig su banyosunda 1 saat bekletildi {Firat ve
Uysal 1988). Cikan sonuglar normal sayilara (6r-
negin, serumun kendisi=1, 1/2=2, 1/4=3,.....1/
1024=11) gevrildi ve geometrik ortalamalar alinarak
degerlendirildi (Erganig ve ark 1997).

Anti ~hemolizin Titrelerinin Belirenmesi: serum
sulandirmalar Gzerine (her Gnite igin ayn ayn kul-
lanilan ag! suglanndan hazirlanan) titresi belli p-
hemolizin ilave edildi ve oda isisinda 20 dakika bek-
lendi. Strenin sonunda tum gozlere 50 ml % 1'lik yi1-
kanmis koyun eritrositi ilave edildi ve 37 “C'ye ayar-
lanmis su banyosunda 1 saat ve 4°C'de 1 gece

bekletildi (Firat ve Uysal 1988). Cikan sonuglar nor-
mal sayilara (6rmegin, serumun kendisi=1, 1/2=2, 1/
4=3.....1/1024=11) cevrildi ve geometrik ortalamalar
alinarak degerlendirildi (Erganis ve ark 1997).

Asilann Sutteki Somatik Hicre Sayilari (SHS)
Uzerine Etkilerinin Beliflenmesi : Dogum sonrasi 25.
haftaya kadar asili ve asisiz ineklerin her meme lo-
bundan ayn ayr toplanan sutlerinden hazirlanan pre-
paratlar SHS boyama solusyonu (metilen mavisi 0,6
gr, %95 Etil alkol 54 ml, Glasiyal asetik asit 6 ml, Ase-
tonitril (Tetrakloretan) 40 ml) ile boyandi ve 1 mi'deki
SHS belirlendi (IDF 1981, Erganis ve Hadimli 1996).

Asllarin Meme Igi Enfeksiyonlar Uzerine Et-
kilerinin Belirlenmesi : Dogum sonrasi 25. haftaya
kadar asili ve asisiz ineklerden alinan sut 6rekierinin
bakteriyolojik muayenesi ile bir laktasyon do-
nemindeki mastitislerin oranlar belirlendi,

Istatistiksel Analizler : Calismanin verilerinin is-
tatistiksel analizi Minitab programinda "two samples "
testi ile (Jarvis 1993) yapild.

Bulgular

Asi Suglarinin Segimi : Deneme gruplarnndaki kli-
nik ve subklinik mastitisli ineklerden izole edilen S
aureus suslan arasinda «— ve [f—-hemolizin titreleri en
yiksek bulunan suslar (her unite i¢in ayr ayn) otojen
astlanin hazilanmasinda antijen kaynadi olarak kul-
lanildi (Tablo 2).

Tavsanlarda Hazirlanan Hiperimmuin Se-
rumlarin Titreleri : Tavsanlarda her Unite igin ayn ayn
hazirlanan antistafilokokkal, anti «— ve [~hemolizin
antikor titreleri Tablo 3'de gosterilmigtir.  An-
tistafilokokkal, anti «— ve f3~hemolizin hiperimmun se-
rumlarin sonuglan serolojik testlerde pozitif kontrol
olarak kullanildi.

Kurudaki inek ve Diivelerde Antistafilokokkal Antikor Tit-
relerin Varhgi

Tablo 2. Otojen as! susu segilen Staphylococcus aureus izolatlarinin «— ve [}-hemolizin titreleri

Deneme Her Deneme Grubundan' a—hemolizin Ji-hemolizin
Gruplan Izole Edilen S. aureus Secilen S. aureus®

1 (n10) 6 No 5 1/64 1/32

2 (n8) 5 No 4 1/32 1/32

3 (n10) 5 No 4 1128 1/64

1 Calisma 6ncesi klinik ve subklinik mastitisli st érneklerinden izole edilen ve segilen S. aureus suslari.
2 S aureus suglar her deneme grubu igerisinde ayrt ayr numaralandinldi.
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Siit ineklerinde stafilokokkal mastitisler...

Tablo 3. Otojen aslI susu S. aureus izolatlaninin tavsanlardaki antistafilokokkal, - ve [3- antihemolizin hiperimmiin serumlarin tit-

releri ' (Her Unite igin 3'er tavsan kullanildi)

Deneme Antistafilokokkal Titreler Anti hemolizin Titreler
Gruplan mSAT LAT a— Hemolizin [~ Hemolizin
1 1/2560 b+ 1/16 1/16
2 1/1280 ++ 1/8 1/8
3 1/5120 +++ 1/64 1116

! Tavsanlara stafilokokkal antijenler ve « ve [3 hemolizinlerin son kez verildikten 15 giin sonra alinan serumlarin titrelerin or-

talamalan

Dogumdan 8 ve 4 hafta 6nce, aluminyum hid-
roksitli bakterin asi (Deneme 1a) ile deri alti ve kom-
bine asi ile kas i¢ci (Deneme 3) agilanan kurudaki
ineklerin; agilama oncesi kan ve dogumu takiben 1.,
5., 9., 13, 17., 21. ve 25, haftalarda alinan kan ve st
serumlarnindaki antistafilokokkal antikor titreleri Sekil
1 ve 2'de gosteriimigtir. Bakterin (Deneme 1a) ve
kombine (Deneme 3) asilar ile asilanan kurudaki
ineklerin kan ve sut serumlarinda mSAT ile an-
tistafilokokkal antikor titreleri kontrol gruplanna gére
(P<0.001) daha yiiksek belirlendi (Sekil 1 ve 2). Bu-
nunia birlikte, asili ineklerin kan ve st serumlarinda
antistafilokokkal titreleri arasinda farkliliklar bu-
lunmakla birlikte istatistiksel olarak Onemsizdi
(P>0.05).

Aluminyum hidroksitli (Deneme 1b) ve mineral
yagl (Deneme 2) bakterin asilar ile doguma 8 ve 4
hafta kala deri alti agilanan divelerin, agilama éncesi
kan ve dogumu takiben 1., 5., 9., 13., 17., 21. ve 25.
haftalarda alnan kan ve st serumlarnda an-
listafilokokkal antikor titreleri Sekil 1 ve 2'de gés-
terilmistir. Kontrol grubu dluvelere gore asili divelerin
kan ve sut serumlarinda antistafilokokkal antikor tit-
releri (P<0.001) daha yiksek tespit edildi (Sekil 1 ve
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Sekil 1. Otojen S. aureus Agilan ile Asgilanan Ku-
rudaki Inek ve Davelerin Kan Serumlarindaki An-
tistafilokokkal Antikor Titreleri

2).

Asili kurudaki inek ve dlvelerin kan ve sit se-
rumlanindaki antistafilokokkal titrelerdeki farkliliklar is-
tatistiksel olarak 6nemsizdi (P>0.05). Kuru inek ve du-
velerde; sitte en yuksek antistafilokokkal antikor titreleri
dogumdan sonra 1. haftada alinan 6rneklerde (ko-
lostrumda) gézlendi. ileriki haftalardaki ¢rneklemelerde
belirli dusUslerle karsilasildi (Sekil 1 ve 2).

Kurudaki inek ve Diivelerde Anti a—hemolizin Antikor Tit-
relerinin Varhigi

Bakterin asi (Deneme 1a) ve kombine asi (De-
neme 3) ile asilanan kurudaki ineklerin kan ve sut se-
rumlarinda agilama ile olusan anti a—hemolizin antikor
titreleri Sekil 3 ve 4'de gosteriimistir. Bakterin asi (De-
neme 1a) ve kombine agi (Deneme 3) ile agilanan ku-
rudaki ineklerin kan ve sut serumlarinda agilama on-
cesi ve kontrol grubu ineklere gore yuksek titrede anti
a~hemolizin antikor olusumu tespit edildi (P<0.05)
(Sekil 3 ve 4). Bakterin agili ineklere gére kombine asi
ile agilanan kurudaki ineklerin kan ve sit serumiarinda
anti a~hemolizin antikor titrelerinin daha yiksek ol-
dugu belirlendi.

Aluminyum hidroksit (Deneme 1b) ve mineral

Sekil 2. Otojen S. aureus Agilar ile Asilanan Kurudaki
inek ve Diivelerin St Serumlarindaki Antistafilokokkal
Antikor Titreleri
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Sekil 3. Otojen S. aureus Asilar ile Agilanan Kurudaki
Inek ve Duvelerin Kan Serumlarindaki Anti Alfa-
hemolizin Antikor Titreleri

yad (Deneme 2) adjuvantl Bakterin asilan ile asgi-
lanan duvelerin kan ve sut serumlanndaki anti a—
hemolizin antikor ftitreleri grafik 3 ve 4'de gos-
terilmistir. Asilama oOncesi ve kontrol grubu hay-
vanlara gore yuksek titrede antikor olusumu be-
lifendi (P<0.05). Bununla birlikte asili duvelerin
(Deneme 1b ve 2) kan ve sut serumianndaki de-
gerler arasindaki farkliliklar istatistiksel acidan 6nem-
sizdi (P>0.05; Sekil 3 ve 4).

Kurudaki inek ve Diivelerde Anti ~-hemolizin Antikor
Titrelerinin Varhgi

Bakterin asi (Deneme 1a) ve kombine (De-
neme 3) ile agllanan kurudaki ineklerin kan ve st
serumlannda agilama ile olugsan anti B-hemolizin an-
tikor titreleri $ekil 5 ve 6'da gosterilmigtir. Bakterin agi
(Deneme 1a) ve kombine agt (Deneme 3) ile asi-
lanan kurudaki ineklerin kan serum ve st serum 6r-
neklerinde agilama oncesi ve kontrol grubu ineklere

gore yuksek titrede anti B—hemolizin antikorlar be-
lirendi (P<0.05; $ekil 5 ve 6).

Aliminyum hidroksit (Deneme 1b) ve mineral
yag (Deneme 2) adjuvantli bakterin agilan ile asi-
lanan duvelerin kan ve sit serumlanndaki anti -
hemolizin antikor titreleri Sekil 5 ve 6'da gos-
teriimigtir. Agilama oncesi ve kontrol grubu hay-
vanlara gobre yuksek titrede antikorlar belifendi
(P<0.05). Mineral yag adjuvantli asi ile agilanan du-
velerin (Deneme 2) sUt serum Omeklerinde daha
yuksek titrede antikor tespit edildi ($ekil 6). Bununla
birlikte, agili divelerin degerleri arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu (P>0.05).

_ Otojen S. aureus Agilarin Somatik Hiicre Sayilan (SHS)
Uzerine Etkileri

Otojen S. aureus asilari ile asilanan kurudaki
nek (Deneme 1a ve 3) ve duvelerin (Deneme 1b ve
2) kolostrum &rneklerinde ylksek degerlerdeki so-
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Sekil 4. Otojen S. aureus Agilar ile Agilanan Kurudaki
Inek ve Divelerin Sit Serumlarindaki Anti Alfa-hemolizin
Antikor Titreleri

matik hicre sayilar fizyolojik olarak normal kabul edil-
di.

Asill ve kontrol grubu ineklerin sttlerindeki so-
matik hicre sayilan (SHS) Sekil 7'de gosterilmistir.
Kontrol grubu ineklere gore bakterin asi ile asili (De-
neme 1a) ineklerden alinan st 6rneklerindeki somatik
hucre sayilannin 9. haftadan itibaren daha dusuk de-
gerlerde belirlendi (Sekil 7) (P<0.05). Bununla birlikte,
kombine asi ile asili (Deneme 3) ve kontrol grubu
ineklerin sttlerindeki somatik hicre sayilan arasinda
istatistiksel bir farkhgin olmadigt gérildi (P>0.05)
(Sekil 7).

Bakterin agis! ile agilanan duvelerin (Deneme 1b
ve 2) ve kontrol grubu divelerin sutierindeki somatik
hicre sayilan Sekil 7'de gosterilmistir. Kontrol grubu
duvelere gbére asih divelerin sutlerindeki somatik
hiicre sayilar 5. haftadan itibaren daha dustk oldugu
gozlendi (P<0.05).

Otojen S. aureus Asilarin Kurudaki Inek ve Du-
velerde Meme I¢i Enfeksiyonlan Uzerine Etkileri
Bakterin (Deneme 1a) ast ve kombine (Deneme 3) asi
ile agilanan kurudaki ineklerde; dogum sonrasi bir lak-
tasyondaki S. aureus mastitisleri; % 9.3-12.5 oran-
larinda belirlendi (Tablo 4). Bununla birlikte, asisiz
ineklerde ise bir laktasyondaki S. aureus mastitisi %
15.6 oraninda bulundu. Ayrica, Koagulaz Negatit Sta-
filokoklar (KNS), E. coli, Sreptococcus ssp., En-
terobacter ssp., Bacillus ssp. Act. pyogenes ve Pse-
udomonas ssp. tur(l mikroorganizmalarda izole edildi
(Tablo 4). Bakterin agilar ile asilanan duvelerde (De-
neme 1b ve 2) dogum sonras! bir laktasyondaki S. au-
reus mastitisleri; % 8.3-12.5 oranlarninda belirlendi
(Tablo 5). Bununla birlikte, asisiz diivelerde ise bir lak-
tasyondaki S. aureus mastitisi % 33.3 oraninda bu-
lundu. Ayrica, KNS, E. coli, Sreptococcus ssp., En-
terobacter ssp., Act. pyogenes, Pseudomonas ssp.,
Corynebacterium ssp., Bacillus ssp. ve Aspergillus
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Sekil 5. Otojen 8. aureus Asilan ile Agilanan Kurudaki
Inek ve Divelerin Kan Serumlarindaki Anti Beta-
hemolizin Antikor Titreleri

ssp. turu mikoorganizmalarda izole edildi (Tablo 5).
Tartisma ve Sonug

Mastitis, sut ureticiligi yapilan diinyanin her ye-
rnde gorulebildigi gibi Glkemizde de sikhikla kar-
silagiimaktadir (Erganis ve Ugan 2001). Mastitisi
olugturan etkenler polimikrobiyel bir dadiim gés-
termekle birlikte klinik mastitislerin % 60-65'ini ve
subklinik mastitislerin % 80-85'ini stafilokoklar olug-
turmaktadir. Ozellikle S. aureus dnemli dlgude st
veriminde azalma, somatik hiicre sayilarinda artis, te-
davisi sinifl ve maliyeti ylksek mastitisleri olug-
turmaktadir. Mastitislerin insidensini azaltmak iin ge-
listirilen mastitis kontrol programlanna ragmen S.
aureus’'lar daima bir problem tegkil etmektedir (Ates
ve ark 1991, Erganis ve ark 1993, Francis ve Caroll
1986, Moore ve Heider 1984).

Mastitislerin kontrolQ igin; geligtirimis sdri ye-
tigtirme programlarn, sagim ve sagim ekipmani hij-
yeni, teat dipping uygulamalari, kuru dénem ve/veya
laktasyonda doneminde olusan mastitislerin an-
tibiyotiklerle tedavisi, surUlerdeki hayvanlann belirli
donemlerde muayeneleri ile saglikli ve hasta hay-
vanlann belirenmesi gibi kontrol programian kul-
laniimaktadir (Philpot 1984). Ayrica, sagmal ineklerin
meme bezi igensine spiral takilmasi, kuru déneme
gecerken meme bezinin involusyonunun hiz-
landinimasi. immunmoddlator preparatlann  (Le-
vamizol, Baypamun, vs), vitamin ve mineral mad-
deler ilavesi ve sitokinlerin kullaniimasi ile meme
bezinin savunma sistemleri non-spesifik olarak art-
tinimaya galigiimaktadir (Craven ve Colditz 1985, Nic-
kerson 1993a, Nickerson 1993b).

Mastitislerin agilama ile eradikasyonu veya kont-
rolu aragtincilar i¢in daima ulagiimas! gug bir hedef
olarak gorulmektedir (Yancey 1993). Asilama ile lep-
tospiroz, bruselloz vb sistemik hastaliklanin era-
dikasyonu mumkun olabilirken, mastitiste ise yeni
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Sekil 6. Otojen S. aureus Asilar ile Agilanan Kurudaki
Inek ve Davelerin St Serumlarindaki Anti Beta-hemolizin

Antikor Titreleri

meme i¢i enfeksiyonlann oranlarinin azaltilmasi, mas-
titis siddetinin hafifletimesi ve stresinin kisaltimas: is-
tenmektedir (Hadimli 1996, Widel 1994, Yancey
1983).

Opdebeeck ve Norcross (1985), S. aureus bak-
terin agi ile doguma 7 gin kala deri alti agilanan ku-
rudaki ineklerin ELISA ile kan ve sut (serum 1.750,
kolostrumda 12.338) serumlarinda kontrol gruplarnina
(serum 128 ve kolostrum 700) gore anti-stafilokokkal
antikorlann daha yuksek oldugunu rapor etmislerdir.
Nickerson ve ark (1993), S. aureus bakterin asi ile 6
hafta arayla 2 kez kas igi ve deri alti asilanan kurudaki
Jersey ineklerin kan ve sut serumlarinda ELISA ile
asisiz ineklere gore 4.7 kat daha ylUksek an-
tistafilokokkal antikor titrelerini, 2. asilama ile titrelerin
daha da yukseldigini ve kas ici ve deri alti asilamanin
antikor titrelerinde istatistiksel bir farklilik olus-
turmadigini belintmiglerdir, Arastiricilar (Nickerson ve
ark 1993), asili ve kontrol grubu ineklerin sutlerindeki
somatik hucre sayilan arasinda istatistiksel bir farklilik
olmamakla birlikte deri alti agilanan ineklerde daha
diigtik oldugunu ifade etmislerdir. Ikinci agilamadan 4
hafta sonra yapilan S. aureus epriivasyonunda; kont-
rol grubu ineklerin % 91.7'sinde ve asili ineklerin (kas
i¢i % 36.4 ve deri alt| % 60.0) % 47.6'sinda yeni S. au-
reus mastitisi olustugunu ve mastitislerin asili grup-
larda % 48.1 (kas i¢i % 60.3 ve deri alti % 34.7) ora-
ninda iyillegme rapor edilmigtir.

Bu galismada, kontrol grubu ineklere (2.14 ve
0.25) gdre aluminyum hidroksitli bakterin asi ile deri
alti agilanan kurudaki ineklerin (Deneme 1a) kan ve
sut serumlannda (7.31 ve 2,43) daha yiksek titrede
antistafilokokkal antikorlar tespit edildi (P<0.001)
(Sekil 1 ve 2). Opdebeek ve Norcross (1985a) asili
ineklerin kolostrum ve serumunda yuksek titre, Nic-
kerson ve ark (1993) ise kontrollere gore agili ineklerin
kan ve st serumlarinda 4.7 kat daha yuksek an-
tistafilokokkal antikorlan belirlemislerdir. Bu ¢alisma ile
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Sekil 7. Otojen S. aureus Agilan ile Agilanan Kurudaki
Inek ve Davelerin Shtlerindeki Somatik Hlcre Sayilan

il

arastiricilann (Opdebeek ve Norcross 1985a, Nic-
kerson ve ark 1993) calismalannda asili ineklerin
ozellikle kolostumda antikor titrelerinin daha yuksek
oldugu belirlenmigtir,

Asili kurudaki ineklerin kan ve sut serumlannda
antistafilokokkal ~ (P<0.001), anti a-hemolizin

(P<0.05) ve anti f—hemolizin (P<0.05) titreleri ol-
dukga ylksek bulundu (Sekil 3-6). Asili kurudaki
ineklerin sutlerindeki somatik hicre sayilannin daha
dustk oldugu gézlendi (Sekil 7). Nickerson ve ark
(1993), asili ve asisiz ineklerin sitlerindeki somatik
hucre sayilan arasinda istatistiksel bir farklihgin ol-
madigini bildirircken, bu galismada kontrol ve asili
gruplar arasinda istatistiksel farkliik beliflendi
(P<0.05).

Dogum sonrasi bir laktasyon déneminde se-
killenen toplam S. aureus mastitis oranlari; bakterin
(Deneme 1a) ve kombine (Deneme 3) aslli ineklerde
% 12.5-9.3 ve kontrol grubu ineklerde % 15.6 olarak
belirlendi (Tablo 4). Bakterin agt ile agilanan ineklere
gore (Deneme 1a %12.5) kombine as! ile agilanan
ineklerde (Deneme 3 % 9.3) S. aureus mastitisleri
daha dislk oranda belirlendi. Nickerson ve ark
(1993), eprlvasyon sonrasi agili gruplarda yeni S.
aureus mastitis oranlarnini diistk (% 47.6), iyilesen S.
aureus mastitis oranini daha ylksek ve ézellikle deri
alti asilamaya (% 34.7) gore kas i¢i agllamanin (%
60.3) daha iyi oldugunu ifade etmislerdir. Bu ca-
lismada, deri alti agilanan ineklerdeki (% 12.5) S. au-
reus mastitis orani kontrol grubu (% 15.6) ve arag-
tincilann (Nickerson ve ark 1993) sonuglarindan daha
duslk bulundu.

Watson (1984), klinik mastitisten izole edilen,
hemoliz 6zelligini kaybedinceye kadar pasajlayip at-
tenue ettigi S. aureus'u (1x1010 bakteri/ml) divelere
deri alti verdigini, asilama oncesi ve agisiz hay-
vanlara gére asili divelerin kan ve sut serumlarnnda
anti-stafilokokkal IgG, antikor titresini 2.7 kat daha

fazla bildirilmistir. Aynca, S. aureus'un epruvasyon
sonras! sut serumlarinda antikor seviyesinin 8 kat art-
ugini, asih grupta da S. aureus mastitisinin olus-
madigini  belitmistir. Arastinci (Watson 1984), ep-
rivasyon sonrasi somatik hlicre sayilarinda gegici bir
yukselme oldugu, fakat gruplar arasinda belirgin fark-
ik olmadigini rapor etmistir. Nourdhaug ve ark
(1994b), inaktif pseudokapstilli, a ve b toksoid ihtiva
eden, mineral yagh as! ile dogumdan 8 ve 4 hafta
once gebe duveleri deri alti asiladiklanni; 1, ve 2. asi-
lama sonrasi ELISA ile S aureus pseudokapstle
karsi (6zellikle kolostrumda) yUksek titrede IgG, ve

IgG, (toplam IgG) antikorlari, a ve b toksoide kars

olusan IgG antikorlari belirlemigler ve yaklagik 120.
gune kadar titreleri tespit etmislerdir. Arastiricilar (No-
urdhaug ve ark1994b)2. asilamanin antikor titrelerinin
daha uzun sureli olmasinda etkili oldugunu bil-
dirmiglerdir. Ayni galismada, agil duvelerin % 5.2'si ve
kontrol grubu dlvelerin % 14.0'G 2500.000 hucre/m
iken, asili divelerin % 51.7'si ve asisiz dlvelerin %
40.0'min <100.000 htcre/ml altinda oldugunu rapor et-
mislerdir. Bununla birlikte, asilama sonrasi S. aureus
mastitisleri asil divelerde % 10.8 kontrol grubunda %
14.5 oranlarinda belirtilmistir. Giraudo ve ark (1997),
klinik mastitislerden izole edilen S. aureus inaktif kap-
slllt S. aureus, subklinik mastitislerden izole edilen
kapstlllsiz S. aureus hucreler, S. aureus ek-
sopolisakkarit ekstrakti ve Streptococcus ssp. hic-
relerini ihtiva eden asgi ile dogum oncesi 8. ve 4. hafta
ve dogum sonrasi 1. ve 5. haftalarda deri alti asi-
ladiklan ve kontrol grubu divelerin sut drneklerindeki
somatik hucre sayilan arasinda farkliigin olmadigini
ifade etmislerdir. Arastiricilar (Giraudo ve ark 1997),
dogum sonrasi 7 ay boyunca alinan st érneklerinde
S. aureus mastitisleri dogum o6ncesi % 6.7, dogum
sonrasl % 6.0 agih divelerde ve agisiz divelerde %
18.8 oranlarinda bulmuslardir.

Bu galismada, Kontrol grubuna gore aliminyum
hidroksitli veya mineral yagl bakterin asilar ile deri alti
asllanan divelerin kan ve sit serumlarinda daha yik-
sek titrede antistafilokokkal, anti «—~hemolizin ve anti

ff—hemolizin titreleri belirendi ($ekil 3-6). Nourdhaug
ve ark (1994b) kontrol gruplarina gére asili duvelerin
kan ve sut serumlarinda ELISA ile antistafilokkal, anti
o~ ve f3~hemolizin antikorlannin belidendigi ¢calisma
ile bu galigsmanin sonuglan benzerlik gostermektedir.
Bununla birlikte, aluminyum hidroksitli ve mineral yagli
bakterin asi ile kas ici ve den alt asilanan sagmal, ku-
rudaki inek ve duvelerin kan ve sut serumlan arasinda
antistafilokkal, anti «— ve f~hemolizin antikorlar yo-
nunden farkliliklar istatistiksel olarak Gnemsizdi
(P>0.05). Asili kurudaki inek ve duvelerin kolostrum
(1. hafta) orneklerinde en yuksek seviyede antikor tit-














