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OZ

Bu calismada, subklinik mastitisli inek siitlerinden izole edilen streptokoklarin
serogruplandirilmasi ve ¢esitli biyokimyasal 6zellikleri incelendi.

Bu amagla, Van ili ve ¢evresinde 3’1 devlet ve 35’1 6zel sektore ait olan toplam
38 farkli isletmeden alinan 4.400 siit 6rnegi arasindan California Mastitis Test (CMT)
pozitif 200 siit 6rnegi kullanildi. Sit Orneklerinden yapilan bakteriyolojik ekimler
sonucunda 92 adet Streptococcus spp. izole ve identifiye edildi. PRO-LAB
DIAGNOSTICS (U.K.) firmasindan temin edilen ve PROLEX™ PL-050
STREPTOCOCCAL GROUPPING LATEX KIT olarak anilan lateks aglutinasyon kitleri
kullanilmak suretiyle yapilan serolojik incelemede, 92 adet streptokok kiiltiiriiniin 15
(%16.3)’1 B, 17 (%18.47)’si C, 1 (%1.08)’i D, 2 (%2.17)’si F serogrubunda bulundu. Grup
B streptokoklarin birinin, grup C grup spesifik antiserumlari ile pozitif reaksiyon verdigi
gozlendi. Grup A ve grup G antiserumlari ile hicbir pozitif reaksiyon alinmadi. Incelenen
92 adet Streptokok kiiltiirtiniin 26 (%28.26)’s1 -, 37 (%40.21)’si a- ve 29 (%31.52)’unun
v- hemolitik (non hemolitik) oldugu tespit edildi. Bunlarin arasinda serogruplandirilabilen
Streptokoklarin 14 (%15.21)’i4 B-, 6 (%6.52)’st a- ve 15 (%16.30)’i y- hemolitik
bulunurken, serogruplandirilamayan Streptokoklarin 12 (%13.04)’si B-, 31 (%33.69)’1 a-
ve 14 (%15.21)’iiniin y- hemolitik oldugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler : Serogruplandirma, subklinik mastitis, inek, Streptococcus.



ABSTRACT
In this study, serogroupping and biochemical characteristics of streptococci
isolated from bovine milk samples performed with latex agglutination and biochemical
reagents.

The 92 streptococcal strains used in this study were isolated from CMT positive
milk samples with subclinic mastitis. Groupping streptococci were performed according to
the latex agglutination method. The latex agglutination reagents for A, B, C, D, F and G
groups were provided from PRO-LAB DIAGNOSTICS (U.K.) called PROLEX™ PL-050
STREPTOCOCCAL GROUPPING LATEX KIT. Other biochemical reagents prepared in
our laboratory. Among 92 isolates, 35 could be serogroupped by Latex Agglutination Test.
Of the 35 isolates 15 (16.3%) in group B, 17 (18.47%) in group C, 1 (1.08%) in group D
and 2 (2.17%) in group F were classified respectively. One of the isolate, reacted with
group B specific antiserum were also found positive with group C specific antiserum.
Among the 92 isolates 26 (28.26%) to B-, 37 (40.21%) to a- and 29 (31.52%) to y-
hemolytic (non hemolytic) were found. Of the 35 isolates 14 (15.21%) to B-, 6 (6.52%) to
o~ and 15 (16.30%) to y- hemolytic, of the 57 which could’nt serogroupped strains 12
(13.04%) to B-, 31 (33.69%) to a- and 14 (%15.21) to y- hemolytic were found.

Key words : Serogroupping, Subclinic Mastitis, Cow, Streptococcus.



ONSOZ

Tiirkiye, hayvan varligi bakimindan diinyada ilk siralarda yer alan iilkeler arasinda
olmasina ragmen, hayvanlardan elde edilen verim ve hayvansal gida maddelerinin tiiketimi
yoniinden ise, tam tersine son siralarda yer almaktadir.

Hayvansal protein ihtiyacinin karsilanmasinda 6dnemli bir kaynak olan siit, yiiksek
degerli olup, kompozisyonuna giren maddelerin farkliligi ile organizmanin ¢ok ¢esitli besin
ihtiyaglarin1  bilyiik 6lciide karsilayabilme ozelligine sahiptir. Ozellikle yeni dogan
yavrularin beslenmesinde temel teskil etmesi yaninda, son yillarda gida endiistrisinin en
onemli hammaddesi konumuna gelmistir. Kaliteli siit tirlinleri 6zellikle yiiksek degerli ¢ig
stitten imal edildigi i¢in, siitiin hayvandan saglikli ve yiliksek degerli olarak elde edilmesi
gereklidir.

Van ve yoresinde kiiltiir irk: siit sigirciligi, halkin elinde bulunan kiigiik isletmeler,
yoredeki ¢ siit fabrikasi ve kiigiik captaki mandiralarin da isletmeye acilmasi ile gittikce
gelismekte ancak, buna ragmen heniiz ihtiyaglara tam olarak cevap verememektedir. Bu
gelisim ile birlikte giin gectikge cesitli problemler de giindeme gelmektedir. Bu
problemlerin basinda, mastitis gelmektedir. Mastitis, yoremizde yerli wrk hayvanlara
nazaran Ozellikle verimi yiiksek olan kiiltiir irk1 sigirlarda siklikla rastlanan bir hastalik
halini almistir.

Mastitis, siit sigir1 yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan bir
meme enfeksiyonudur. Siit¢li ineklerde diinyada yaygin olarak goriilen hastaliklarin
basinda gelmektedir. Subklinik mastitis ise mastitisin 6nemli bir formu olup, meme
dokusunda heniiz 6nemli bir degisiklik sekillenmeden 6zel yontemler kullanilarak
tanimlanabilen ve siit veriminin O6nemli Olc¢lide diismesine sebep olan bir meme
enfeksiyonudur.

Mastitise neden olan biyolojik etkenler ¢ok ¢esitli olmalarina ragmen, etiyolojik
calismalarda hastaligin genellikle koklardan ileri geldigi tespit edilmistir.

Streptokoklar, ineklerde akut veya kronik seyreden mastitislere neden olmaktadir.
Streptokokal mastitis olgularindan ¢ogunlukla Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus pyogenes ve Streptococcus bovis izole
edilmektedir.

Streptokoklarin  tiir  diizeyindeki identifikasyonlar1  biyokimyasal testlerle

yapilmaktadir. Ancak bu yontemler uzun, zaman alict ve her kosulda uygun sonug



vermemeleri nedeniyle arastiricilar, bir ¢ok enfeksiyoz hastalikta oldugu gibi
Streptokoklarin teshisinde de bazi biyokimyasal testlerin yaninda serolojik (presipitasyon,
Counter Immunoelektroforezis, lateks aglutinasyon ve ko-aglutinasyon) testler
gelistirmiglerdir.

Ulkemizde subklinik mastitis olgularmdan izole edilen Streptokok tiirlerinin
identifikasyonu genellikle biyokimyasal yontemlerle yapilmakta ve ¢ok az c¢alismada
serogruplandirmadan yararlanilmaktadir.

Bu calismanin amaci, subklinik mastitis’e sebep olan Streptokoklar’in, ¢esitli
biyokimyasal 6zellikleri yaninda serogruplandirilmasi da yapilarak, epidemiyolojik agidan
subklinik mastitislerin etiyolojisi konusunda yeterli bilgi saglanacaktir.

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum bu c¢alismada, yardimlarindan dolay1
Danisman Hocam sayin Dog¢.Dr. Kemal GURTURK ’e, calismadaki desteklerinden dolayi
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali Bagkani saym Do¢.Dr. Banur BOYNUKARA'’ya,
Yrd.Do¢.Dr. Mehmet CABALAR’a, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Arastirma Gorevlisi
olan arkadaslarima ve esim Ziraat Miihendisi Zehra EKIN’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Ayrica bu arastirmayr maddi olarak destekleyen Y.Y.U. Arastirma Fonu
Baskanligi’na tesekkiirii bir borg bilirim.

ismail Hakki EKIN

Bu arastirma, Y.Y.U. Arastirma Fonu Bagkanhigi 97 VF 034 no’lu proje
kapsaminda gerceklestirildi.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALP : Alkalin Fosfataz

ASO : Anti Streptolizin O

CAMP: Christie Atkins and Munch-Peterson
CMT : California Mastitis Test
dak. : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit
DNase : Deoksiriboniikleaz

ar : Gram

Ig : Immunoglobulin

IgA  : Immunoglobulin A

IgG  : Immunoglobulin G

LDH : Laktat Dehidrojenaz

MAP : M — Associated Protein

mg : Miligram

ml > Mililitre

um  : Mikrometre

n : Incelenen Streptokok sayis1
n’ . Pozitif Streptokok sayisi
NADase : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Glikohidrolaz
NAGase : N — Asetil Glikozaminidaz
SCC : Somatik hiicre sayimi1

S.g. : Serogruplandirilabilenler
S.g.y. : Serogruplandirilamayanlar

SOF : Serum Opasite Faktorii
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER
1.1. Streptokoklarin Patojenik Onemi
1.1.1. Hayvanlardaki enfeksiyonlar
1.1.1.1. Mastitis

Meme dokusunun siit yapan bezleri (alveoller ve meme parankimi) ile sinus ve
kanallarinda meydana gelen enfeksiyona Mastitis ad1 verilir (1,2).

Mastitis, kompleks bir hastalik oldugundan, patogenesisi heniliz tam olarak
aciklanamamustir. Enfeksiyonda o6zellikle iki unsur dikkati ¢eker. Bunlar, bakteri kaynagi
ve memelerdeki tireme ortamidir (3).

Normal inek siitii, icerdigi dogal inhibitdrler vasitasi ile baz1 bakterilerin liremeleri
tizerinde inhibe edici etkiye sahiptir. Bunlar; lizozim, peroksidaz, ksantin oksidaz
aktivitesi, laktoferrin, komplement komponentleri, antikorlar ve fagositik hiicrelerdir (4).
Fagositik hiicreler, mastitise sebep olan mikroorganizmalara karsi, meme i¢indeki savunma
mekanizmasinda 6nemli bir role sahiptir (5).

Enfeksiyonun sekillenmesi ile, oncelikle siit kompartimanlar1 ile kan arasinda
permabilite artis1 gerceklesir. Kandan siite polimorf ¢ekirdekli 16kositler gegmeye baslar ve
bunlar siitle bol miktarda atilir. Ardindan, siit sekresyonunda azalma, vizkozite artisi, siit
komponentlerinde anormallikler, meme bezlerinde 1s1 artis1 gibi sistemik reaksiyonlar
meydana gelir (2). Kandaki bazi komponentlerden hemoglobin, fibrinojen ve serum
albuminleri, mastitisli siite gecer ve bu faktorler, ayn1 zamanda mastitisli slitte bakterilerin
tiremesini belli oranda arttiric1 etki gosterir (4,6).

Mastitiste, enfeksiyonun siddetine gore bes klinik form goriilmektedir. Perakut
olgularda, meme dokusunda agri, siskinlik, 1s1 artis1; akut olgularda, siddetli yangi; subakut
olgularda hafif yangi ve siitiin kompozisyonunda uzun siire gozlenebilen anormallikler;
kronik olgularda, uzun siireli yangi ve siit kompozisyonunda diisiik diizeyli degisiklikler
(2,7) ve subklinik olgularda ise siitte makroskobik bir degisme sekillenmeyip yanginin tek
belirtisi olarak somatik hiicre sayisinda artis goriilmektedir (2,4,5,7,8,9). Siit inekleri
tizerinde yapilan calismalarda, mastitis olgularinin % 93-98’ini subklinik mastitislerin
olusturdugu tespit edilmistir (10,11).

Mastitisin teshisi, slitte meydana gelen degisikliklerin California Mastitis Test
(CMT) (6), Wisconsin mastitis testi, N-Asetil Glukozaminidaz (NAGase) testi (9,12),
Somatik Hiicre Sayimi (SCC), Laktoz, Laktat Dehidrojenaz(LDH), Aspartat Transferaz,



Alkalin Fosfataz(ALP), Klor, Sodyum, Potasyum, Magnezyum, Protein, Ure, degerleri
(4,7,9,12) gibi testlerle tespitinin yaninda, en giivenli olarak etken izolasyonu ve
identifikasyonu ile miimkiin olmaktadir (13,14,15).

Kapur ve Singh (16), hiicre sayis1 artisin1 dolayli olarak gosteren CMT yardimu ile,
ineklerde  %90.98, mandalarda ise, %97.20 oraninda subklinik mastitisleri
taniyabildiklerini bildirmislerdir.

Bakteriyolojik  inceleme  sonucu izole edilen  Streptokok tiirlerinin
identifikasyonunda, biyokimyasal yontemlerin yan1 sira, serolojik (Lancefield
serogruplandirma) yontemlerden de yararlanilmaktadir (2,7,14,17,18,19,20).

Mastitis ile ilgili yapilan etiyolojik ¢aligmalarda, subklinik mastitis olgularinin
%13-34’linden Streptococcus cinsine bagli bakteriler izole edilmektedir. Bunlar arasinda
ozellikle Streptococcus agalactiae (%10-15) oOnemli bir yer tutmakta (2,13,15,21),
Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, Streptococcus spp., serogrup G ve
Streptococcus equi,  Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus dysgalactiae — gibi
serogrup C streptokoklar ile daha az oranda Streptococcus viridans ve Streptococcus
pneumoniae gibi Streptokoklar da subklinik mastitis olgularindan izole edilmektedir
(22,23,24,25).

Bunlarin arasinda 6nemli ekonomik kayiplara sebep olan Streptococcus agalactiae,
ineklerin kuru donemi gibi sagim yapilmayan donemlerinde, siitte hizla ¢ogalarak klinik
mastitise ve bunun sonucu olarak memenin kdérelmesine sebep olur (26,27). Streptococcus
uberis, subklinik ve akut klinik mastitise sebep olur ancak kisa siire i¢inde iyilesme
goriiliir. Streptococcus dysgalactiae’nin ise meme kanalina adhese olarak, akut ve siddetli
seyreden mastitisler ile uzun siireli subklinik mastitise yol agtig1 tespit edilmistir (28).

Akay ve ark. (15), inek siitlerinden izole ettikleri 295 Streptokok kiiltiiriiniin, ko-
aglutinasyon testi ile yaptiklar1 serogruplandirmasinda, Streptokok kiiltiirlerinin 34
(%11.52)’linilin serogrup A, 107 (%36.27)’sinin serogrup B, 61 (%20.67)’inin serogrup C,
42 191(%14.23)’sinin serogrup D ve 15 (%5.08)’inin de E serogrubunda oldugunu ve 36
(%12.20)’s11n ise serogruplandirilamadigini bildirmislerdir.

Malinowski ve ark. (26), 20 ciftlikte inceledikleri 2084 sigirin 945 tanesinin 1791
lobunda CMT ile yaptiklar1 inceleme sonucunda subklinik mastitis olarak tespit ettikleri
orneklerden izole ettikleri bakterilerin %33.7’sinin Streptococcus spp., digerlerinin ise

%66.3 oraninda oldugunu gbzlemislerdir.



Saxegaard (28), mastitisli olgulardan izole ettigi 200 Streptokok kiiltiiriiniin
serogruplandirmasini ko-aglutinasyon ve presipitasyon yontemleri ile karsilagtirmali olarak
yaptiginda, ko-aglutinasyon yontemi ile 191 susun (%95.5) serogruplandirilabildigini, geri
kalan 9 susun (%4.5) serogruplandirilamadigini gézlemistir. Presipitasyon yontemi ile
serogruplandirilamayan 9 susun 6’siin grup B, 1’inin grup G ve 2’sinin grup L Streptokok
oldugunu tespit etmistir. Bu serogruplar igerisinde grup A ile grup C, grup B ile grup G ve
grup B ile grup L (sadece bir kag sus ile) arasinda kros reaksiyonlarin bulundugunu tespit
etmistir.

Ozbilgin (30), mezbahada kesilen mastitisli sigirlarin - meme  dokularini
incelediginde, yliksek oranda 16kosit inflitrasyonlart bulundugunu ve fibrosis sekillendigini
tespit etmis ve bu tiir patolojik bozukluklarin Streptokokal mastitislerin bir 6zelligi olarak
kabul edildigini bildirmistir. Streptococcus spp. izole ettigi memelerde korelme tespit
edilen 5 olay disinda makroskobik olarak bariz bir lezyona rastlanmadigini, histopatolojik
incelemelerde ise alveol lumenlerinde, degisen derecelerde nétrofil 16kosit inflitrasyonlar:
disinda kronik induratif mastitis tablosu ve siit kanali epitellerinde ise belirgin hiperplaziler
goriildiglinii bildirmistir.

Sandholm ve Mattila (31), siit inekleri {izerinde yaptiklar1 aragtirmada, CMT ile
tespit ettikleri subklinik mastitisli hayvanlarda, meme epitelinin sentez kapasitesinin
azaldigin tespit etmislerdir. Eseri (1) reaksiyonlarda %3, (1+)’lik reaksiyonlarda %11 ve
(2+)’lik reaksiyonlarda ise %26 oraninda siit kaybinin sekillendigini ve alinan siitlerin de
ekonomik kalitesinin diistiigiinii gozlemislerdir.

Mackie ve Logan (32), deneysel olarak olusturduklar1 Streptococcus agalactiae’ya
bagli mastitis olgularinda, Streptococcus agalactiae ile 6nceden agilanan ve asilanmayan
ineklerde, enfeksiyon sonrasinda siitiin kompozisyonunda onemli degisikliklerin ortaya
ciktigini tespit etmislerdir. Radial immunodiffiizyon teknigi ile yaptiklar1 olgiimlerde,
siitlerdeki ~ immunoglobulin ~ konsantrasyonunda  meydana gelen  degisiklikleri
incelemislerdir. Saglikli hayvanlarda normal Ig diizeyi 9 mg/ml” iken, enfekte olduktan 12
saat sonra, agilanmis hayvanlarda Ig diizeyinin 25-32 mg/ml™’e, asilanmayanlarda ise 30-
34 mg/ml™"’e ¢iktigini tespit etmislerdir. Immunoglobulin diizeyini IgA, IgM, 1gG; ve IgG,
yoniinden incelediklerinde, degisikligin daha ¢ok IgG; ve IgG, diizeyinde gerceklestigini
saptamislardir. Enfeksiyon oncesi IgG; diizeyi asilanmayan hayvanlarda 0.29 (£0.08)

mg/ml” ve IgG, diizeyi ise 0.048 (£0.004) iken, enfeksiyonun 4-12 saat sonrasinda, IgG,



diizeyinin 0.8 mg/ml™’e ve IgG, diizeyinin ise 1.8 mg/ml™ e yiikseldigini, enfeksiyon

sonunda da bu diizeylerin normale indigini tespit etmislerdir.

1.1.1.2. Diger enfeksiyonlar

Streptococcus pyogenes (Grup A), neonatal enfeksiyonlar, sinusitis, mastoiditis,
artritis, osteomyelitis, meningitis, endocarditis, cellulitis, omfalitis ve akut
glomerulonefritise, Grup C Streptokoklar, sigir, tavsan, at, domuz ve pet hayvanlarinda
septisemi, atlarda gurm, iist solunum yollar1 ve yara enfeksiyonlari, koyunlarda pneumoni
ve pericarditise, Grup D Streptokoklar, enteritis, iiriner sistem enfeksiyonlari, subakut
endocarditis, apandisit, otitis ve beyinde apselere, Grup E Streptokoklar, ruminantlarda ve
domuzlarda septisemi ile domuzlarda ayrica menigoensefalitise (2,7,33,34), Grup G
Streptokoklar, kopeklerde iirogenital sistem enfeksiyonlarina (2,7,35), ve Streptococcus
pneumoniae, ise s1gir, koyun ve kegilerde pneumoni ve septisemi gibi enfeksiyonlara sebep

olmaktadir(2,7,33,34).

1.1.2. insanlardaki enfeksiyonlar

Streptococcus pyogenes (Grup A), erisipel (yilancik), puerperal sepsis, septisemi,
akut bakteriyel endocarditis, pyoderm, lenfadenitis, akut romatizmal ates, pharyngitis ve
kizil gibi enfeksiyonlara, Streptococcus agalactiae (Grup B), yeni dogan bebeklerde ve
cocuklarda septisemi, pneumoni, meningitis, konjunktivitis ve otitis media gibi
enfeksiyonlara, eriskinlerde ise meningitis, pneumoni, pyelonefritis ve kadinlarda
tirogenital sistem enfeksiyonlarina sebep olur. Grup C Streptokoklar, solunum sistemi, deri
enfeksiyonlari, endocarditis, meningitis ve iiriner sistem enfeksiyonlarina, Grup D
Streptokoklar, enteritis, iiriner sistem enfeksiyonlari, subakut endocarditis, apandisit, otitis
ve beyinde apselerin olusumuna(36,37), Grup G Streptokoklar, alt solunum yollari,
gastrointestinal sistem, disi genital sistemi, deri enfeksiyonlari, puerperal septisemi, akut
endocarditis, neonatal septisemi, artritis, ve  faringitise (2,35,37), Streptococcus
pneumoniae 1se pneumoni, meningitis, otitis media, konjunktivitis, pericarditis ve artritis

gibi enfeksiyonlara sebep olmaktadir (36,37).



1.1.3. Streptokoklarin genel 6zellikleri

Streptokoklar, Gram pozitif koklar grubunda olup genellikle yuvarlak veya oval,
caplari 2 pm’den Kkiiciik, sporsuz, hareketsiz (bazi1 enterokok suslari hareketlidir) ve
katalaz negatif mikroorganizmalardir (34,38).

Optimum ireme sicakliklar1 37°C, ireyebildikleri optimal pH ise 7.4’tiir.
Zenginlestirilmis besi yerlerinde, 0zellikle kanli agarda iyi iirerler. Adi besi yerlerinde
tiremeleri zayiftir. Sivi besi yerlerinde ikili (diplokok) veya zincir (50 kok’tan olusan
zincirler de goriilmiistiir) olusturarak tireme gosterirler (38,39).

Streptokoklarin  biiyiikk ¢ogunlugu,  fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir.
Sitokrom oksidaz enzimi igermediklerinden, canliliklarini ve {iremeleri i¢in gerekli olan
enerjiyi, karbonhidratlar1  heksozdifosfat yoluyla fermente ederek saglarlar.
Karbonhidratlarin fermentasyonu sonucu laktik asit aciga ¢ikar (36,38).

Biitiin Streptokoklar, kanli agarda caplar1 ancak 1 mm’ye ulasan kiigiik, bazilari
mat, bazilar1 ise seffaf ve parlak koloniler olustururlar. Kolonilerin yiizeyleri diizgiin ve
goriinlimleri tam bir daire seklindedir. DNA’larindaki C + G oran1 % 34 - 46 mol’diir
(38,39).

1.1.3.1. Siiflandirma

Gram pozitif koklar grubunda bulunan Streptokoklar, Deinococcaea familyasi,

Streptococcus cinsinde yer almaktadirlar (38).

Gram Pozitif Kok

v v

Familya Micrococcaceae Familya Deinococcaceae
Cins Micrococcus Cins Deinococcus
Cins Stomatococcus Cins Streptococcus
Cins Planococcus Cins Leuconostoc
Cins Staphylococcus Cins Pediococcus

Cins Aerococcus

Cins Gemella

Cins Peptococcus

Cins Peptostreptococcus
Cins Ruminococcus
Cins Coprococcus

Cins Sarcina

Cizelge 1 : Streptokoklarin Gram pozitif koklar arasindaki klasifikasyonu



Bugiin gecerli olan klasifikasyona gore Streptokoklar, hemolitik 6zelliklerine,
tireyebildikleri 1s1 derecelerine, baz1 biyokimyasal 6zelliklerine ve antijen yapilarina gore,
Pyojenik, viridans (oral), laktik, enterokok, anaerobik ve diger grup Streptokoklar olmak
lizere alt1 ana grupta incelenmektedir (38).

Pyojenik Streptokoklar, kanli agarda genellikle B- hemoliz olusturur ve polisakkarit
yapida hiicre duvarina sahiptirler. Ancak bazi suslar, o- hemolitik veya non hemolitik
ozellik gosterebilir. Optimal ireme sicakliklart 37°C  olup ¢ogunlukla aerobik
karakterdedirler. Bu grupta, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
zooepidemicus, Streptococcus pneumoniae ve Streptococcus iniae bulunur.

Viridans (Oral) Streptokoklar, kanli agarda a-, - ve y- hemoliz yaparlar. Istya daha
dayaniklidirlar. Insanlarin agiz boslugu, iist solunum yolu ve barsaklarinda bulunan
Streptococcus salivarus ve Streptococcus mitis (mitior), bu grupta yer alir. Hayvanlardan
izole edilen ve saprofit karakterde olan diger oral Streptokoklar da, Streptococcus sanguis,
Streptococcus milleri, Streptococcus mutans, Streptococcus rattus, Streptococcus cricetus,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus ferus’dur.

Laktik Streptokoklar, patojen olmayan, siitteki laktozdan laktik asit yaparak onu
pihtilastiran ve yiiksek 1s1 derecesine dayanikli streptokoklardir. Bu grupta, Streptococcus
lactis ve Streptococcus raffinolactis yer alir.

Enterokoklar, insan ve hayvan barsaklarinda normal florada yer alip, sporadik
enfeksiyonlara sebep olurlar. Bazi suslar, motildir. Bu grupta, Streptococcus faecalis,
Streptococcus faecium, Streptococcus avium ve Streptococcus gallinarum bulunmaktadir
(38,40).

Anaerobik Streptokoklar, hayvanlarda 6nemli enfeksiyonlar olusturmamaktadirlar.
Bu grupta, Streptococcus morbillorum, Streptococcus hansenii, Streptococcus
pleomorphus ve Streptococcus parvulus bulunmaktadir (38).

Diger Streptokoklar grubunda Streptococcus uberis ve Streptococcus bovis,
Streptococcus acidominimus, Streptococcus equinus ve Streptococcus termophilus bulunur
(38).

Bu gruplarda smiflandirilan tiirler ise, hemoliz, hidrolize ettikleri (eskulin, Na-

hippurat ve arginin) maddeler ve degisik ortamlarda (pH 9.6’da, 10°C’de, 45°C’de, %6.5



NaCl’lii ve %40 safrali ortamda) lireme 6zelliklerine gore (Cizelge 2) birbirlerinden ayirt

edilmektedir (38).

Cizelge 2. Streptokoklarin siiflandirilmasi ve bazi ayirt edici reaksiyonlart™®

Hemoliz Hidroliz Ureme
Ait s £
oldugu & % 2 pH %6.5 %40

Tiirler grup Serogrup o By T = 9.6 10°C 45°C NaCl Safra
S.pyogenes Pyojenik A -+ - - d + - - - - -
S.agalactiae Pyojenik B + + + |+ - 4+ - D - d d
S.equi Pyojenik C -+ - - 4 - - - - - -
S.equisimilis Pyojenik C - + - - d + - - - - R
S.dysgalactiae Pyojenik C S s = - - - - -
S.zooepidemicus  Pyojenik C -+ - - -+ - - - - -
S.pneumoniae Pyojenik ? + - - - d 4+ - - - - -
S.iniae Pyojenik ? + + - | - + NT| - + - - -
S.salivarius Oral K - -+ -+ - - - D - -
S.sanguis Oral H + - - - d + - - D - -
S.mitis (mitior) Oral ? + - - - - - - - D - -
S.milleri Oral ? - - + - d d - - d - d
S.mutans Oral ? - -+ -+ - - - d - d
S.rattus Oral ? - -+ -+ o+ - - d - d
S.cricetus Oral ? - - 4+ |- 4 - - - d d d
S.sobrinus Oral ? - - 4+ - d - - - d d d
S.ferus Oral ? - -+ -+ - - - - - NT
S.faecalis Enterokok D -+ -+ + + + + + +
S.faecium Enterokok D d - - d + + + + + + +
S.avium Enterokok Q d - - - + - + + + + +
S.gallinarum Enterokok D + - -|1d + d - + - - +
S.lactis Laktik N + - -|1d d d - + - - +
S.raffinolactis Laktik N - - 4+l d + - - - - - +
S.morbillorum Anaerobik ? d - -]1- - - | NT NI NT NT -
S.hansenii Anaerobik ? - - +]1-d - |NT - + - NT
S.pleomorphus Anaerobik ? - - 4+ | - NT NT| NT - + NT NT
S.parvulus Anaerobik ? - -+ | - - - | NT - + - -
S.acidominimus  Diger ? d - -+ - - - - - NT NT
S.uberis Diger ? + -+ |+ + 4+ - + - - d
S.bovis Diger D + - - - + - D - d - n
S.equinus Diger D + - - -+ - - - + - +
S.thermophilus ~ Diger ? D - -|- - d - - + - -

* Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1986)’den alinmustir.
+:9%90 Pozitif , -: %90 Negatif, d:%11-89 Pozitif, NT : Test edilmemistir, ? : Serogruplandirilamamaistir.




1.1.3.2. Hiicresel ozellikler
1.1.3.2.1. Hiicre duvarimin yapisi

Streptokoklar, tipik bir hiicre duvaria sahiptirler. Ozellikle bazi patojen Streptokok
tiirlerinde, hiicre duvarmin {izerini kaplayan, hyaluronik asit veya polisakkarit karakterinde
belirgin bir kapsiil bulunur. Hiicre duvarinda ayrica protein tabakadan kdken alip disar

dogru uzanan ve lipoteikoik karakterindeki piluslar bulunmaktadir.
Hiicre duvari, distan ige dogru 3 tabakadan olusmustur :

1. Protein Tabaka : Streptokoklarin en 6nemli kismidir ve bazi streptokok tiirlerinin
tiplendirilmesinde 6nemli rol oynar. Bu tabakada bulunan baslica proteinler, M, T , R, X

ve G proteinleridir.

2. Karbonhidrat Tabaka : Bu tabakada, grup spesifik C- polisakkariti bulunur.
Streptokoklar, C- polisakkaritinin yapisina gore Lancefield tarafindan serolojik olarak

A’dan V’ye kadar serogruplara ayrilmislardir.

3. Mukopeptid ya da Peptidoglikan Tabaka : Bu tabaka, hiicrenin seklini korumada énemli

rol alir ve hiicre duvarimin %50 - 90’1n1 olusturur (34,38).

Stoplazmik membran Stoplazma

Mukopeptid (Peptidoglikan) tabaka

Karbonhidrat tabaka (C- Polisakkarit)

Protein tabaka

Kapsul

Sekil 1. Streptokoklarin hiicre duvari yapisi



1.1.3.1.1. Hiicre duvar antijenleri

1.1.3.1.1.1. Protein antijenleri
1.1.3.1.1.1.1. M-protein

M-protein, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, grup C ve grup G
Streptokoklarin hiicre duvarinda, fimbria ile yakin iligki igcerisinde bulunan, protein yapida
ve tip spesifik bir antijendir (33,35,37). Bakteri virulensinin temel komponenti (41) olup,
ayn1 zamanda antifagositik 6zelligi ile polimorfoniikeer leukositlere karsi bakteriyi korur
(35). M proteininin yapisinda, kovalent bagl polipeptidlerden olusan alt {initeler bulunur.
Bunlarin bir kismi, amino asit zincirlerine sahiptir ve bu yapida bazi oranlarda meydana
gelen farkliliklarin her biri, bir immunodominant grubu olusturur (35,37,38). M1’den
M75’e kadar, birbirinden farkli tiplerin bulundugu ve her bir M-protein tipinin, farkl
antijenik 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir (37,42). Sicaga kars1 direngli, tripsine ve
diger proteolitik enzimlere kars1 duyarlidir. Sentezlenebilmesi i¢in, ortamda proteinazlarin
bulunmamas1 ve yeterli miktarda proteinin bulunmast gereklidir (38). Grup G
Streptokoklarin bazi suslari, grup A Streptokoklarin protein yapidaki M-6, M-12 , M-16 ve
M-28 tipleri ile ortak 6zelliklere sahiptir (35,38).

1.1.3.1.1.1.2. Diger protein antijenleri

M Associated Protein (MAP), grup A, B, C, E ve G Streptokoklarda bulunmaktadir
(38,43). Bir hiicre duvar antijeni olup, diger M- proteini ile yakin iliski gosterdiginden,
bunlarin birbirlerinden ayrimlar1 oldukga giictiir. Cogu MAP proteinlerinin, gecikmis tip
asir1 duyarlilik reaksiyonlarindan sorumlu olduklari kabul edilmektedir (38).

T- antijeninin yapis1 tam olarak aciklik kazanmamistir. Grup A, B, C ve G
Streptokoklarda bulunmaktadir (35,37). Protein yapida oldugu kabul edilmektedir. Tripsine
kars1 direngli olan bu tip antijenler, M- protein tipleri ile yakin iliski i¢indedir. Grup G
Streptokoklarin T2 ve T4 antijenleri ve grup C Streptokoklarin bazi suslari, grup A
Streptokoklardaki T- protein antijenlerinden 2, 4, 8, 25 ve R 28 tip antijenleri ile ortak
ozelliklere sahiptir (35,37,38).

Fc -Reaktif Faktor, stafilokoklarda protein -A (tip I), grup A Streptokoklarda Fc
Reaktif Faktor (tip II), grup C ve grup G (grup A Streptokoklarin Fc reseptoriinden ve
stafilokoklarin protein-A Fc reseptoriinden farkli yapida) Streptokoklarda protein -G (tip
III), yine sigirlardan izole edilen grup G Streptokoklarda farkli yapida oldugu tespit edilen



tip IV olarak bilinir (35,44). Insanlardan izole edilen Streptokoklarin yiizey
komponentlerinde bulunan ve protein -G olarak tanimlanan Fc reaktif faktorii (Grup C
Streptokoklarda bulunan Fc reaktif faktor ile aym 6zellik gosterir), nonspesifik olarak Ig
G’lerin degisik siniflariin Fc fragmenti ile baglanabilme 6zelligine sahip bir hiicre duvari
proteinidir. Insan, fare, rat, tavsan, sigir, koyun, keci ve atlarm Ig G’leri ile farkh
reaksiyonlar verir (38,45).

Ic-, X- ve R- antijenleri, hiicre duvarinda lokalize olmuslardir. Protein yapida
olup, tripsin ve pepsine kars1 gosterdikleri farkli direng ile birbirlerinden ayrilirlar. R- ve
X- antijenleri, polisakkarit antijenlerinden II ve III ile ¢ogunlukla kombine halde bulunur.
X antijeninin grup B, G ve L streptokoklarda bulundugu tespit edilmistir (35,46). R-
antijeni, M- antijenine benzer fakat M-antijeni gibi koruyucu 6zelligi yoktur (38). R-
antijeninin grup B, C ve G Streptokoklar ile grup A Streptokoklarin tip 2, 3, 28, 33, 43 ve
48’de bulundugu tespit edilmistir (47).

Serum Opasite Faktorii (SOF), tripsine duyarli ve protein yapida bir antijenik
determinanttir. Grup A streptokoklarda bulunur (35). M-proteini ile iligkisi olup spesifik

M-tip antiserumlari ile reaksiyon verir. Serumun bulanik hal almasina sebep olur (35,38).

1.1.3.1.1.2. C-polisakarit antijeni

Streptokoklarin  giinlimiizde kullanilan serolojik klasifikasyonu, ilk olarak
Lancefield tarafindan yapilmistir. Lancefield, Streptokoklar1 hiicre duvarlarindaki
karbonhidrat tabakada bulunan C- Polisakkarit antijenine gore, A’dan V’ye kadar degisik
harflerle adlandirilan ve diger arastirmacilar tarafindan gelistirilen serogruplara
ayrrmigtir. Veteriner hekimlikte klinik yonden 6nem arz eden Streptokoklar, grup A, B,
C, D, E, F, G, L ve M Streptokoklar ile serogruplandirilamayan streptokoklardan

Streptococcus uberis ve Streptococcus pneumonia’dir (34,36,38,40).

Serogruplandirmada, grup spesifik C- polisakkaritin ekstraksiyonu amaciyla ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bunlar; otoklav yontemiyle, sicak formamid ile, lizozim enzim

ile, sicak HCl ile ve nitrik asit ile yapilan ekstraksiyonlardir.
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C- polisakkariti iki sekilde teshis edilmektedir
1. Aglutinasyon yontemi
a. Lateks aglutinasyon
b. Ko-aglutinasyon
2. Presipitasyon yontemi

Lancefield’in yaptig1 serogruplandirmada, serogruplara 0zgii grup spesifik C-
polisakkarit antijenlerinin yapilar1 birbirlerinden farkli olmakla birlikte, baz1 gruplar

arasinda kros reaksiyonlarin bulundugu tespit edilmistir (34,36,38). Buna gore;

Grup A Streptokoklarda, tek tiir olan Streptococcus pyogenes bulunur. Hiicre duvari
yapisina lipoteikoik asit girer (38). Hiicre duvarindaki grup spesifik C- polisakkarit
antijeni, % 60 L- rhamnoz, %30 N- Asetil D- glikozamin (immunodominant antijen)’den
olusur (34,37). G-grubu Streptokoklarin sentezledigi M6 proteini, grup A Streptokoklarin

spesifik antiserumlart ile kros reaksiyon verir (38).

Grup B’de, tek tiir olarak Streptococcus agalactiae bulunur. Hiicre duvarindaki grup
spesifik C- polisakkarit antijeni, % 50.5 L-rhamnoz (immunodominant antijen), % 15 D-
galaktoz ve % 12 N-Asetil-D-glikozamin’den olusur (34,37). Bu yapi, grup G
Streptokoklar ile pneumokoklarin Tip 23 spesifik antiserumlari ile kros reaksiyon verir ve

burada rhamnoz rol oynar (33,38).

Grup C’de, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus
equisimilis ve Streptococcus equi bulunur. Hiicre duvarlarindaki grup spesifik C-
polisakkarit antijeni, L-rhamnoz ve % 50 oraninda da N- Asetil-D-galaktozamin

(Immunodominant antijen)’den olusur (34,37,38).

Grup D’de, enterokoklar yer almaktadir. Bu grubun baslica tiirleri, Streptococcus
faecalis (subsp. faecalis, subsp. liquefaciens, subsp. zymogenes), Streptococcus faecium,
Streptococcus gallinarum, Streptococcus bovis, Streptococcus durans, ve Streptococcus
equinus’tur. Hiicre duvarlarindaki grup spesifik C-polisakkarit antijeni, glikozamin, D-
alanin ve galaktozamin (amino sekerler) yaninda muramik asit, thamnoz, glikoz ve
galaktoz’dan olusur. Enterokoklarda, diger Streptokoklarin aksine, grup spesifik C-

polisakkarit antijeni, hiicre duvarinda bulunmayip, hiicre duvari ile plazma membrani
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arasina veya plazma membranina lokalize olmustur. Enterokoklarmn tip antijenleri

hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (37,38).

Grup E’de, Streptococcus infrequens, Streptococcus subacidus, Streptococcus lentis
ve Streptococcus suis bulunur. Hiicre duvarlarinda bulunan grup spesifik C- polisakkarit
antijeni, thamnoz ve glikoz (immunodominant antijen)’dan olusur. Grup spesifik C-
polisakkarit antijeninde, bes polisakkarit tipi ayirt edilmistir. Bu tiplerde, farkli
miktarlarda D- glikoz, L- rhamnoz ve D- galaktoz bulunur. Bu antijenler zayif bir yapiya
sahip olduklarindan, asit ortamda bu yapilar1 hemen bozulur. Domuzlarda ayrica Tip 4
izole edilmistir. Grup E Streptokoklar, grup P ve grup U spesifik antiserumlar: ile kros
reaksiyon verirler. Ayrica Streptococcus uberis, grup E, Streptococcus suis Tip 2 ve grup
R streptokoklarin spesifik antiserumlar1 ile reaksiyon verebilmektedir. Arastirmalar
sonucunda bu Streptokoklarin, immunolojik olarak ortak antijenlere sahip olduklari

ortaya ¢ikarilmistir (34,38).

Grup F’de, Streptococcus anginosus ve Streptococcus minutus bulunur. Hiicre
duvarlarinda bulunan grup spesifik C- polisakkarit antijeni, rhamnoz, glikoz,
galaktozamin ve az miktarda glikozamin’den olusur. Immunodominant antijen olarak,

disakkarit veya tetrasakkarit ile - glikozit komponentleri belirlenmistir (38).

Grup G’de, Streptococcus canis bulunur. Hiicre duvarinda bulunan grup spesifik C-
polisakkarit antijeni, % 40.7 rhamnoz (Immunodominant antijen), % 23 galaktoz, %
20.6 N- Asetilgalaktozamin’den olusur. Baz1 Grup G Streptokoklar, grup A tip 12M ve
grup B Streptokoklarin grup spesifik antiserumlari ile kros reaksiyon verirler

(34,35,37,38).

Grup H’de, Streptococcus sanguis bulunur. Hiicre duvarinda bulunan grup spesifik

C- polisakkarit antijeni, gliserol, fosfat ve glikoz igeren gliserol teikoik asittir (34).

Grup K’da, Streptococcus salivarius bulunur. Grup spesifik antijenlerinin yapisi

heniiz tespit edilememistir (38).

Grup L’de, grup L Streptococcus spp.bulunur. Hiicre duvarinda bulunan grup
spesifik C- polisakkarit antijeni,%30 rhamnoz, % 24 N- Asetilglikozamin ile bazi
oranlarda N-Asetilgalaktozamin ve galaktoz’dan olusur. Bu gruptaki Streptokoklar, grup

A streptokoklar ile ortak 6zelliklere sahiptir (34).
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Grup M’de, grup M Streptococcus spp. bulunur. Grup M Streptokoklarin, grup
spesifik antijenlerinin yapist heniiz agiklanmamistir. Hiicre duvarinda, rhamnoz, glikoz
ve galaktoz’un varoldugu diisiinlilmektedir. Grup M Streptokoklar, grup K

Streptokoklarin spesifik antiserumlar1 ile kros reaksiyon verirler (34).

Grup N’de, Streptococcus lactis (Streptococcus lactis subsp. lactis, Streptococcus
lactis subsp. diacetilactis ve Streptococcus lactis subsp. cremoris) ve Streptococcus
raffinolactis bulunur. Hiicre duvarlarinda bulunan grup spesifik C- polisakkarit antijeni,
galaktoz fosfat igeren gliserol teikoik asit’ten olusur. Teikoik asit, tip spesifik

antipneumonokok serumlarla reaksiyon verir.

Grup O’da, grup O Streptococcus spp. bulunur. Grup spesifik antijenlerinin yapisi
heniiz tespit edilmemistir. Bu gruptaki Streptokoklarda rhamnoz yoktur. 2 / 3 oraninda
glikozamin ve galaktozamin, az oranda da glikoz ve galaktoz vardir. Streptococcus

viridans, grup O Streptokoklarin spesifik antiserumlari ile kros reaksiyon verir (34,38).

Grup P’de, Streptococcus infrequens bulunur. Grup spesifik antijenlerinin yapisi
heniiz tespit edilmemistir. Spesifik hiicre duvar1 antijeni, grup E ve grup U

Streptokoklarin spesifik antiserumlari ile kros reaksiyon verir (38).

Grup Q’da, Streptococcus avium bulunur. Hiicre duvarinda bulunan grup spesifik C-
polisakkarit antijeni, thamnoz, glikoz ve galaktoz’dan olusur. Kiiltiirel ve biyokimyasal
ozelliginden dolay1, bu yap1 tespit edilebilir. Antijenik komponentleri, enterokoklarda

oldugu gibi hiicre duvari ile plazma membrani arasinda yer almaktadir.

Grup R’de, grup R Streptococcus spp. bulunur. Hiicre duvarinda bulunan grup
spesifik C- polisakkarit antijeni, glikoz, galaktoz, rhamnoz ve glikozamin’den olusur

(34,38).

Grup S’de, grup S Streptococcus spp. bulunur. Hiicre duvarinda bulunan grup

spesifik C- polisakkarit antijeni, glikoz, galaktoz, rhamnoz ve glikozamin’den olusur.

Grup T’de, grup T Streptococcus spp. bulunur. Hiicre duvarinda bulunan grup

spesifik C- polisakkarit antijeni, glikoz, galaktoz, rhamnoz ve glikozamin’den olusur.

Grup U’da, grup U Streptococcus spp. bulunur. Grup spesifik antijenlerinin yapisi
heniiz tespit edilmemistir. Grup U Streptokoklar, grup P Streptokoklarin spesifik

antiserumlari ile kros reaksiyon verirler (34).
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Grup V’de, grup V Streptococcus spp. bulunur. Grup spesifik antijenlerinin tapisi
heniiz tespit edilmemistir. Biyokimyasal karakterleri bakimindan grup E, P ve U

Streptokoklar ile ortak 6zellikleri vardir (34,38).

Bu serogruplarin disinda, serogruplandirilamayan diger Streptokok tiirleri de

bulunmaktadir.

Streptococcus pneumoniae, pyojenik Streptokoklar grubundadir. Hiicre duvarinda
bulunan tip spesifik antijenleri, peptidoglikan, kolin-fosfat ve ribitol teikoik asit
kompleksidir. Bu giine kadar yapilan bilimsel c¢alismalarda, Streptococcus

pneumonia’larin 80°den fazla serotipinin ayirt edildigi bildirilmistir (33,38).

Streptococcus uberis, pyojenik Streptokoklar grubundadir. Grup spesifik
antijenlerinin yapisi heniiz tespit edilmemistir. Genel 6zellikleri, grup E Streptokoklar ile
benzerlik gosterir. Ancak hiicre duvar1 yapisinda muramik asit, glikozamin, rhamnoz,
glikoz ve galaktoz bulundugundan, grup E Streptokoklardan ayrilir. Bununla birlikte, bazi
suslar grup C, D, E, G ve P Streptokoklarin grup spesifik antiserumlar ile kros reaksiyon
vermektedir (34,38)

Streptococcus  mutans, oral Streptokoklar grubundadir. Grup spesifik
antijenlerinin yapist heniiz tespit edilmemistir. Hiicre duvarlarindaki peptidoglikan

tabakasi, glutamik asit, alanin, lizin, glikozamin ve muramik asit icermektedir.

Streptococcus mitis (mitior), oral Streptokoklar grubundadir. Grup spesifik
antijenlerinin yapis1 heniiz tespit edilmemistir. Ancak presipitasyon testi ile bir ¢ok
serotipi tespit edilmis ve bazi suslarin, aglutinasyon testi ile de grup O ve N

Streptokoklarin grup spesifik antiserumlari ile pozitif sonug verdigi tespit edilmistir.

Streptococcus milleri, oral Streptokoklar grubundadir. Grup spesifik antijenlerinin
yapisi heniiz tespit edilmemistir. Hiicre duvarindaki antijenik kompozisyonlari kompleks
ve heterojen 6zelliktedir. Baz1 suslar, ¢ogunlukla grup F, bazilar1 da grup A, C, G ve K

Streptokoklarin grup spesifik antiserumlart ile kros reaksiyon vermektedir.

Streptococcus thermophilus, oral Streptokoklar grubundadir. Grup spesifik
antijenlerinin yapisi heniiz tespit edilememistir. Hiicre duvarindaki peptidoglikan

tabakasi, Streptococcus faecalis ile uyum gosterir.
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Streptococcus acidominimus, diger Streptokoklar grubundadir. Grup spesifik
antijenlerinin yapisi heniiz tespit edilmemistir (38).
1.1.3.1.1.3. Diger polisakkarit antijenleri

Bu tiir antijenler, grup B Streptokoklarda bulunur ve koruyucu 6zelliktedir. Grup
B Streptokoklarin, Ia, Ib, Ic, II, III, IV, R ve X olarak adlandirilan sekiz antijenik tipi ayirt
edilmistir. Lancefield’e gore, tip Ia, Ib, II, III (ilaveten glikoz igerirler) ve IV antijenleri
polisakkarit yapida olup, kapsiilde lokalize olmuslardir. Bu antijenler, tripsin ve pepsin’e

kars1 gostermis olduklari farkli direng ile birbirlerinden ayrilirlar (38).

1.1.3.2.Ekstraselliiler substanslar

Streptokoklar, organizma iizeride etkili olabilecek, 20°den ¢ok ve ¢esitli 6zellige
sahip toksin salgilarlar. Bunlarin bir kismi, hiicre disina salinir. Diger bir kismi ise hiicre
icinde olusup, bakteri eridikten sonra bulundugu ortama salinir (49).
1.1.3.2.1. Streptolizin

Streptokoklar, %8-10 koyun kani katilmis kanli agarda iireme sekillerine gore,
sentezledikleri soluble yapida ve tilirlere gore farkli antijenik tipte olan hemolizinleri
(Streptolizin-O ve Streptolizin-S) vasitasiyla, eritrositleri degisik derecelerde (a-,3-,y-) lize
ederler (35,48).

Kanli agarda meydana getirdikleri B- hemolizde, olusan kolonilerin etrafinda
eritrositlerin biitiiniiyle lize olmalar1 sonucu, dar alanda seffaf bir zon meydana gelir ve
tam hemoliz gerceklesir. a- hemolizde, eritrosit tam parcalanamaz ve met-hemoglobin
asamasinda kaldigindan, koloni etrafinda yesil renkte bir hemoliz zonu olusur. Y-

hemolizde ise hemoliz goriilmez (36).

Streptolizin O, grup A, C ve G Streptokoklar tarafindan sentezlenir (35,37).
Protein yapida bir toksin olup, bakteri virulensinde 6nemli bir role oynar. Leukositler ve
trombositler i¢in toksik oldugu gibi, oOzellikle kardiyotoksik etkisinin bulunmasi
bakimindan biiylik 6nem tasir. Kanli agar i¢indeki Streptokok kolonilerinin etrafinda
olusan hemoliz, streptolizin O tarafindan olusturulur (37,38,49). Oksijene karst duyarl
olup hizla inaktive olur. Oksitlenmis halde iken inaktif durumda olan streptolizin O,
thiol’tin disiilfit baglar1 arasindaki boslukta, sistein, sodyum thioglikonat veya 2-
metakaptoetanol’e indirgenmesi sonucunda yeniden aktivite kazanir. Streptolizin O,

oksijene duyarli ve thiol ile aktive olan tetanolizin, cereolizin, listeriolizin, perfringolizin
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gibi diger gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen, toksinlerin prototipidir. Bu
toksinler, hiicre membranindaki kolesterol ile reaksiyona girerek, eritrositler ve diger
hiicreler iizerinde sitolitik ve sitotoksik etki gosterirler. Streptolizin O, kuvvetli antijenik
Ozellikte olup organizmada, kendisine karsi olusan ve Anti-Streptolizin O (ASO) olarak
tanimlanan spesifik antikorlar ile nétralize edilebilir (33,35,37,49).

Streptolizin S ise oksijene direngli olup, kanli agarda ylizeydeki Streptokok
kolonileri etrafinda meydana gelen hemoliz zonunun olusumunu saglayan hemolizindir.
Antijenik 6zelligi yoktur. Daha az olmakla birlikte, streptolizin O gibi patojeniteye
sahiptir. Ayrica leukositlerin toksik aktivitelerine karsi, bakteriyi bir miktar korur

(35,37,38,49).

1.1.3.2.2. Hyaluronidaz

Streptococcus suis, Streptococcus pneumonia ve Grup A, B, C Streptokoklar
tarafindan sentezlenen bu enzim, bag dokusunun esasini olusturan hyaluronik asidi
depolimerize eden bir enzimdir. Bu etki, bakterinin doku i¢ine kolayca yayilmasini saglar.
Antijenik yapida olup, hemolitik Streptokoklarin biiyiik bir kismi tarafindan sentezlenir.
Hyaluronidaz sentezleyemeyen bazi hemolitik Streptokoklar, hyaluronik asitten olusan bir

kapstile sahip olduklar1 i¢in, patojeniteleri kaybolmamaktadir (33,35,49).

1.1.3.2.3. Streptokinaz

Grup A, B, C, D, F ve G Streptokoklar tarafindan sentezlenen bu enzim,
Streptokoklarin doku i¢inde kolayca yayilmalar1 bakimindan, hyaluronidaz ve DNase ile
ortak Ozellige sahiptir (33,35,49). Streptokinaz’lar, 06zel antijen yapisinda olup
organizmada bunlara karsi meydana gelen antikorlar ile spesifik olarak inaktive

edilebilirler (38).

1.1.3.2.4. Neuroaminidaz

Grup A ve grup B Streptokoklar tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda ve
ozellikle insanlarda Streptococcus pneumoniae’nin neden oldugu bakteriyel meningitis
olgularinda, anormal konsantrasyonlarda N-Asetilneuraminik asidin tespiti, bu enzimin
sentezlendigini gostermektedir. Ayrica neuroaminidaz, IgG’lerin kimyasal yapisinda

degisikliklere neden olur (33,35,49).
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1.1.3.2.5. Deoksiriboniikleaz (DNase)

Grup A, B, C, D, E ve kismen de grup F, G ve L Streptokoklar tarafindan
sentezlenen ve deoksiriboniikleik asidi (DNA) pargalayan enzimdir. Irinin koyulugunu
olusturan deoksiriboniikleo proteinleri depolimerize ederek, ortami akici yapar. DNase’lar,
A, B, C ve D olmak tizere dort farkli yapidadirlar. Streptokok enfeksiyonlarinin serolojik
tanisinda, B’ye karsit olusan antikor tespitinin 6nemli bir yeri vardir. Bu enzimler,
streptokinaz ve streptodornaz ile birlikte kullanilarak, ser6z bosluk iltihaplanmalarinda
olusan yapisikliklarin ayrilmasi ve koyu irinin akiskan hale getirilerek, bosaltilmasi amaci

ile sagaltimda kullanilmaktadir (35,37,49,50).

1.1.3.2.6. Nikotinamid Adenin Diniikleotid Glikohidrolaz (NADase)

Grup A, C, G Streptokoklar tarafindan sentezlenen ve virulens ile énemli 1ilgisi
bulunan bu enzim, antijenik karakterde olup organizmada bunlara kars1 meydana gelen
antikorlar ile spesifik olarak ndtralize edilebilir. Granulositler {izerinde leukotoksik etki
gosterir. Bu etki, Streptokoklarin fagosite edilmelerinden kisa bir siire sonra leukositlerin

sismesi ve degraniile olarak biitiinliiklerini kaybetmesi seklinde gergeklesir (49).

1.1.3.2.7. CAMP (Christie Atkins and Munch-Peterson) reaksiyonu

CAMP reaksiyonu, grup B Streptokoklarin (Streptococcus agalactiae) %95’ inin
sahip oldugu ve CAMP faktor olarak bilinen ekstraselliiler substans tarafindan olusturulur.
Reaksiyon, stafilokokal B-lizin (sfingomyelinaz) varliginda Streptokoklarin hemolitik
etkilerinin artmas1 esasina dayanmaktadir (17,51,52). Streptococcus agalactiae’nin
identifikasyonunda 6nemli rol oynayan bir faktor (51,53) olup, reaksiyonun grup U ve grup
V streptokoklar ile bazt Grup A ve grup G streptokok tiirleri, Streptococcus uberis ve

Streptococcus suis tarafindan da olusturuldugu tespit edilmistir (51,54).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak, Van ili ve ¢gevresinde 3’1 devlet ve 35’1 6zel sektore
ait olan toplam 38 farkli isletmeden alinan 4.400 siit 6rneginden izole edilen 92 Streptokok
kiiltiirti kullanilda.

2.2.  Metot
2.2.1. ineklerde subklinik mastitis teshisi

Alinan siit 6rneklerinin subklinik mastitis yoniinden incelenmesi amaciyla, Schalm
ve ark. (6)’min tarif ettigi sekilde California Mastitis Test (CMT) kullanildi. Bu test,
ayiracta bulunan NaOH ve aniyonik deterjanin, mastitisli siitte bozuklugun derecesine gore
memelere sizmis olan I6kositlerin hiicre zarin1 pargalayip DNA’lari ile birleserek jelatin bir
kitle olusturmasi esasina dayanmaktadir (1).

Ayrrag hazirlanirken, 1/300°lik Brom creosol purpure soliisyonundan 50 ml ve
%3’liik Aniyonik deterjandan 100 ml. alinarak 900 ml distile su ile karistirildi ve NaOH ile
karisimin pH’s1 6.8’e ayarlandi (1,6).

Testte, dort haneli 6zel mastitis kabina, her meme lobundan yaklagik 2-3 ml olacak
sekilde siit 6rnegi alind1 ve her bir siit 6rneginin {izerine yine ayn1 miktarda CMT ayiraci
ilave edildi. Dairesel hareketlerle iyice karistirmak suretiyle, 5-10 sn’de gerceklesen
reaksiyon gozlendi. Pozitif olgularda, enfeksiyonun derecesine gore karigimin mukoid
olusum, jellesme, jel’nin kivami ve hafif gri-mordan koyu menekse rengine kadar degisen
renk degisikligine gore, (£), (+1), (+2) ve (+3) seklinde degerlendirme yapildi. Higbir
degisiklik goriilmeyen, hafif gri renkte ve sivi olarak kalan karisim, negatif olarak
degerlendirildi (6).
2.2.1.1. Numune alinmasi

Numuneler, CMT’de pozitif sonu¢ veren ve klinik mastitis bulgular1 saptanmayan
meme loplarindan alindi. Bunun i¢in 6nce meme baslar1 %70 alkollii pamukla silindi ve
meme kanalindaki saprofit bakterilerin giderilmesi amaciyla iki-ii¢ sikimlik siit disar
sagildi. Sonra, 6nceden numaralandirilan plastik kapakli steril tiiplere 8-10 ml miktarinda

stit ornekleri alinarak kisa siirede ve uygun kosullarda laboratuvara getirildi.
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2.2.2. lizolasyon ve identifikasyon

Streptokoklarin izolasyonu igin siit 6rneklerinden 2.2.2.1°de belirtilen besi yerlerine
daha once belirtilen standart yontemlere gdre ekim yapildi. izole edilen Streptokoklarm
identifikasyonu, 2.2.2.2. ve 2.2.2.3.’te belirtilen yontemlere gore yapildi.
2.2.2.1.Besi yerleri

- Kanli Agar (%8-10 defibrine koyun kam katilmis) (OXOID®),

- Edwards Besi Yeri (%5-7 defibrine koyun kani katilmis) (OXOID®)
2.2.2.2. Serogruplandirma

Serogruplandirmada, A, B, C, D, F, G grup spesifik antikorlar1 ile kaplanmig

lateks partikiillerinin hazir kitleri (PROLEX™ PL.050 STREPTOCOCCAL GROUPPING
LATEX KIT) kullanild1 ve test, dnerildigi gibi uygulandi.
2.2.2.3.Biyokimyasal testler
2.2.2.3.1. Hemoliz testi

Izole edilen Streptokok Kkiiltiirlerinin %8-10 defibrine koyun kami katilmis kanlt
agara ekimi yapildi ve 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek olusturduklar1 hemoliz tipi
(a-,B-,y-) incelendi (39,55,56).
2.2.2.3.2. Eskulin hidrolizi

Streptokoklarin eskulini hidrolize edip etmediklerini arastirmak i¢in %5-7 defibrine
koyun kanmi ilave edilmis Edward besi yerine Streptokoklarin ekimi yapildi. Koloni
etrafinda koyu kahverengi bir zon olusumu pozitif, renk degisikligin goriilmemesi ise
negatif olarak degerlendirildi (17,39,40).
2.2.2.3.3. Hippurat hidrolizi

Bunun i¢in 6nce, 1 gr Sodyum hippurat, 99 ml distile suda eritilerek %1’lik sodyum
hippurat soliisyonu hazirlandi ve tiiplere 0.4’ er ml dagitildi. Ninhidrin ayiract hazirlanirken
50 ml butanol ve 50 ml aseton karisimina 3.5 gr ninhidrin ilave edilerek iyice karigtirildi ve
testte kullanildi.

Test i¢in, 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden %1 sodyum hippurat igeren test tiiplerine
inokulasyon yapildi ve 35°C’de 2-3 saat inkiibe edildi. Sonra iizerine 0.2 ml ninhidrin
ayiraci ilave edilerek iyice karistirildi ve 35°C’de 10 dakika i¢inde olusan reaksiyon
degerlendirildi. Karisitmin koyu mavi veya lacivert rengini aldigi test tiiplerinde sonug
pozitif, renk degisikliginin olmadig1 veya agik mavi rengin goriildiigii tiiplerde ise sonug

negatif olarak degerlendirildi (17,35,57).
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2.2.2.3.4. Arginin hidrolizi
Bu test i¢in besi yeri hazirlanirken,
- Tripton (5 gr.),
- Maya ekstrakti (2.5 gr.),
- D-glukoz (0.5 gr.),
- Ky;HPOq4 (2.0 gr.),
- L-Arginin monohidroklorid (3.0 gr.),

Karigimi1 1000 ml. distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra, tiiplere beser ml dagitildi ve
121°C’de 15 dak. sterilize edildi.

Nessler ayiract hazirlanirken 7 gr KI ve 10 gr Hgl, 40 ml distile suda iyice
¢ozdiiriildii. Ayrica 10 gr KOH, 50 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve sogumaya birakildi. Bu
iki ¢ozelti karistirilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti, ¢cokelme olusuncaya
kadar bekletildi ve iistteki siv1 alinarak testte kullanildu.

Test icin, 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden besi yerine inokulasyonlar yapildi ve 35-
37°C’de 2-7 giin inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonucunda tiipler, vorteks ile iyice karistirildi. Tiiplerin her birine 0.1
ml nessler ayiract damlatildi. Ayn1 anda gozlenen ve test ortaminda portakal sarisindan
kahverengiye kadar degisen renk degisikliginde reaksiyon pozitif, renk degisiminin
goriilmemesinde ise reaksiyon negatif olarak degerlendirildi (58).
2.2.2.3.5. CAMP (Christie, Atkins and Munch-Peterson) testi

Test i¢in %8-10 defibrine koyun kani katilmis kanli agar besi yerine Staphylococcus
aureus COWAN I susu, ¢ap boyunca ¢izgi seklinde ekildi. CAMP pozitif ve CAMP negatif
oldugu bilinen Streptokok kiiltiirleri ile test edilecek Streptokok kiiltiirlerinin ise bu
¢izginin her iki yanina temas etmeksizin 2-5 mm yakinindan baslayarak ve dik olarak
uzaklasan ¢izgi hatt1 boyunca ekimi yapildi. Plaklar, 35-37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.
Degerlendirmede belirgin olmayan Staphylococcus aureus COWAN I kiiltiiriniin hemoliz
alaninda yarim ay seklinde tam bir hemolizin gerceklesmesi pozitif, yarim ay
sekillenmeyen kiiltiirler ise negatif olarak degerlendirildi (17,52,53).
2.2.2.3.6. %6.5 NaCl ortaminda iireme

Bu amagla, BHI buyyona son konsantrasyonu %6.5 olacak sekilde NaCl ilave
edildi ve tiiplere ticer ml. dagitilarak 121°C’de 15 dak. sterilize edildi. Tiiplere 24 saatlik
Streptokok kiiltiirlerinin ekimi yapildiktan sonra, 37°C’de 24-48 saat inkiibe edildi.
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Tiiplerin dibinde ¢okelti veya karigtirma sonucu bulanikligin olugsmasi pozitif, tiipiin berrak
kalmasi ise negatif olarak degerlendirildi (17,56).
2.2.2.3.7. %U0.1 Metilen mavili siitte iireme

Test i¢in, 10 gr. yagsiz siit tozu (Skim Milk Powder- Oxo0id®-L31) distile su
icerisinde ¢ozdiiriildii ve 100 ml’ye tamamland1 (%10 w/v). pH 7.4’e ayarlandiktan sonra
114°C’de 15 dak. sterilize edildi ve aseptik kosullarda suda ¢ozdiiriilmiis 100 ml %]1°lik
metilen mavisi ilave edildi. Karigim, aseptik kosullarda tiiplere 5’er ml. dagitildiktan sonra
0.1’er ml. 24 saatlik Streptokok kiiltiirleri inokule edilerek 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Normalde agik mavi renkli besi yerinde meydana gelen beyazlagsma
ve pihtilasma pozitif, herhangi bir degisikligin olmamasi ise negatif olarak degerlendirildi
(40).
2.2.23.8. 45°C’de iireme

Bu amagla Streptokok kiiltiirlerinin BHI buyyona ekimi yapildi ve 45°C’de 24-48
saat inkiibe edildi. Tiipiin dibinde ¢okelti veya ¢alkalama sonucu sekillenen bulaniklik
pozitif, berrak kalan tiipler ise negatif olarak degerlendirildi (17).
2.2.2.3.9. Karbonhidrat fermentasyon testleri

C grubu Streptokoklarda tiir ayrimi i¢in kullanilacak besi yeri hazirlanirken, 10 gr.
bakteriyolojik pepton ve 5 gr NaCl, 1000 ml distile su i¢inde 1sitilmak suretiyle iyice
eritildikten sonra pH 7.2’ye ayarland1 ve indikator olarak son konsantrasyon %0.0025
olacak sekilde brom fenol mavisi ilave edildi. Besi yeri, tiiplere 5’er ml. dagitildi ve
121 °C’de 15 dak. sterilize edildi. Sonra her tiipe son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
%10’luk seker (trehaloz ve sorbitol) solusyonu ilave edildi ve her tiipe 0.1 ml 24 saatlik
Streptokok kiiltiirleri inokule edilerek 37°C’de 2-10 giin inkiibe edildi. Besi yerinin sar1

renk almasi pozitif, renk degisiminin olmamasi negatif olarak degerlendirildi (17,56).
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3. BULGULAR

California Mastitis Test (CMT) ile incelenen 4.400 meme lobunun 200’iinde
subklinik mastitis olgusu teshis edildi.

Yapilan bakteriyolojik incelemelerde, 200 siit 6rneginin 161’inde ¢esitli bakteri
tiirleri izole edildi. Bu 6rneklerden izole edilen toplam 239 bakterinin 92 (%38.5)’si Gram
pozitif, zincir formunda ve katalaz negatif Streptococcus spp. olarak identifiye edildi.

Incelenen 92 adet Streptokok, kanli agarda 37°C’de 18-24 saatte yaklagik 1 mm
capinda seffaf, parlak ve diizgiin kenarli koloniler olusturdu. Kanli agarda olusturduklar:
hemoliz tiplerine gore a-, B- ve y- hemolitik (non hemolitik) olarak ayirt edildiler.

Streptokoklarin Lateks aglutinasyon testi ile yapilan serolojik incelemelerinde, 92
adet Streptokok’un 35 (%38.04)’1 serogruplandirilabildi.  Serogruplandirilabilen
Streptokoklarin 15 (9%16.3)’1 B, 17 (%18.47)’s1 C, 1 (%1.08)’1 D ve 2 (%2.17)’si F grup
spesifik antiserumlar ile ayr1 ayr1 pozitif reaksiyon verdi. Tiim Streptokok kiiltiirleri, A ve
G grup spesifik antiserumlar ile negatif bulundu (Tablo 1). Grup B olarak identifiye edilen
bir Streptokok, ayn1 zamanda grup C spesifik antiserumu ile pozitif reaksiyon verdi.

Tablo 2’de Streptokok kiiltiirlerinin hemolitik 6zeliklerine gore dagilimi gosterildi.
Buna gore incelenen 92 adet Streptokok’un 26 (%28.26)’s1 B-, 37 (%40.21)’s1 a- ve 29
(%31.52)’unun - hemolitik (non hemolitik) oldugu tespit edildi. Bunlarin arasinda
serogruplandirilabilen Streptokoklarin 14 (%15.21)’1 B-, 6 (%6.52)’s1 a- ve 15 (%16.30)’1
v- hemolitik bulunurken, serogruplandirilamayan Streptokoklarin 12 (%13.04)’si B-, 31
(%33.69)’1 a- ve 14 (%15.21)’iiniin y- hemolitik oldugu tespit edildi.

Tablo 1. incelenen tiim Streptokoklarin Lateks aglutinasyon testinde A, B, C, D, F ve G

grup spesifik antiserumlarla yapilan serogruplandirilmasinda elde edilen sonuglar.

Pozitif reaksiyon (%)

n A B C D F G s.g.y.

92 0 15%(16.3) 17(1847) 1(1.08) 2 (2.17) 0 57 (61.96)

s.g.y. : Serogruplandirilamayanlar, n : Incelenen Streptokok sayisi

* ¢ Bir Streptokok, ayn1 zamanda grup C spesifik antiserumlar1 ile pozitif reaksiyon verdi.
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Resim 1.

Tablo 2. incelenen tiim Streptokok kiiltiirlerinin hemolitik 6zelliklerinin dagilimi

Hemoliz
B o Y Toplam
Grup n % n % n % n
s.g. 14 15.21 6 6.52 15 16.3 35
s.g.y 12 13.04 31 33.69 14 15.21 57
Toplam 26 28.26 37 40.21 29 31.52 92

s.g. : Serogruplandirilanlar, s.g.y. : Serogruplandirilamayanlar, n : Incelen Streptokok sayisi

Tablo 3’te, incelenen Streptokoklarin cesitli biyokimyasal 6zellikleri gosterildi.
Incelenen 15 adet B grubu Streptokok’un 3 (%20)’ii eskulin, 10 (%66.6)’u Na Hippurat ve
15 (%100)’i arginini hidrolize ederken, 11 (%73.3)’i de CAMP pozitif bulundu. Incelenen
17 adet C grubu Streptokok’un 4 (%23.5)’i eskulin, 1 (%5.8)’i Na hippurat ve 16
(%94.1)’s1 da arginini hidrolizinde ederken, CAMP testinde hepsi negatif bulundu. Bir adet
Grup D Streptokok, sadece Na hippurati, 2 adet F grubu Streptokok’un 2 (%100)’si

eskulini, 1 (%50)’1 de arginini hidrolize etti.

23



Incelenen 57 adet serogruplandirilamayan Streptokok’un 20 (%35.08)’si eskulini,
19 (%33.3)’u Na hippurat1 ve 15 (%26.31)’1 de arginini hidrolize ederken, 7 (%12.28)’si
CAMP testinde pozitif bulundu.

Streptokok kiiltiirlerinin 45°C’de, %6.5 NaCl’lii ortamda ve %0.1 metilen mavisi
katilmig siitte iiremeleri ile ilgili sonuglar Tablo 4’te verildi. Buna gore, B grubu
Streptokoklarin sadece 3 (%20)’1 %6.5 NaCl’lii otamda iiredi. C grubu Streptokoklarin 2
(%11.76)’s1 45°C’de, 4 (%23.52)’ii %6.5 NaCl'li ortamda ve 1 (%5.88)’inin de %0.1
metilen mavili siitte {iredigi tespit edildi. incelenen 1 adet D grubu Streptokok’un her ii¢
ortamda da ve 2 adet F grubu Streptokok’un ise sadece 1 (%50)’inin 45°C’de tiredigi tespit
edildi. Serogruplandirilamayan 57 adet Streptokok kiiltiiriiniin ise 33 (%57.89)’i 45°C’de
tirerken, 23 (%40.35)i %6.5 NaCl’li ortamda, 23 (%40.35)’li de %0.1 metilen mavili

siitte uredi.

Tablo 3. Incelenen 92 adet Streptokok Kkiiltiiriiniin biyokimyasal ozelliklerine iliskin

sonugclar.
Test* (%)
n  Eskulin Na Hippurat Arginin  CAMP Testi

Serogrup

B 15  3(20) 10 (66.6) 15 (100) 11 (73.3)

C 17  4(23.5) 1(5.8) 16 (94.1) 0

D 1 0 1 (100) 0 0

F 2 2(100) 0 1 0
Serogruplandirilamayanlar 57 20 (35.08) 19 (33.3) 15 (26.31) 7 (12.28)

* : Pozitif Streptokok sayisi, n : Incelenen Streptokok sayisi
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Tablo 4. incelenen 92 adet Streptokok kiiltiiriiniin baz1 ortamlarda iireme 6zelliklerine

iligkin sonuglar.

Test* (%)

45°C’de %6.5 NaCl’de  %0.1 Met. Mavili

Grup n iireme ureme siitte iireme
Serogrup

B 15 0 3 (20) 0

C 17 2 (11.76) 4 (23.52) 1 (5.88)

D 1 1 (100) 1 (100) 1 (100)

F 2 1 (50) 0 0
Serogruplandirilamayanlar 57 33(7.89) 23 (40.35) 23 (40.35)

* : Pozitif Streptokok sayisi, n : Incelenen Streptokok sayisi

Tablo 5. Incelenen 92 adet Streptokok kiiltiiriiniin serogrup ve hemoliz 6zellikleri ile

eskulin hidrolizi ve CAMP testinden elde edilen sonuglarin karsilagtiriimasi.

Test (%)

CAMP poz. CAMPpoz. CAMPneg. CAMP neg.
Hemoliz Grup n’ % Eskulin neg. Eskulin poz. Eskulin poz. Eskulin neg.

B 6 2307 1(16.6) 2(33.3) 1 (16.6) 2(33.3)
B-Hemoliz C 7 2692 - - 3 (42.85) 4 (57.14)
n:26 F 1 3.84 - - 1 (100)
s.gy. 12 4615  4(33.33) - - 8 (66.66)
B 1 27 1 (100) ; ) .
a-Hemoliz C 3 8.1 - - 1 (33.33) 2 (66.66)
n:37 D 1 27 - - - 1 (100)
F 1 27 - - 1 (100) -
s.gy. 31 8378 16 (51.61) - - 15 (48.3)
y-Hemoliz B 8 2758  7(87.50) - - 1 (12.5)
n:29 C 7 2413 - - - 7 (100)
s.gy. 14 4827 - - 7 (50) 7 (50)

s.g.y. = Serogruplandirilamayanlar, n: Incelenen Streptokok sayis1, n': Pozitif Streptokok sayist
poz. : Pozitif reaksiyon, neg. : Negatif reaksiyon
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Tablo 5’te, incelenen 92 adet Streptokok kiiltiiriiniin serogrup ve hemoliz 6zellikleri
ile Eskulin hidrolizi ve CAMP testlerinden elde edilen sonuglar karsilastirildi. Grup B
Streptokoklarin 6 (%23.07)’s1 B- hemolitik, 1 (%2.7)’1 a- hemolitik ve 8 (%27.58)’inin vy-
hemolitik, grup C Streptokoklarin ise 7 (9%26.92)’si - hemolitik, 3 (%8.1)’ili a- hemolitik
ve 7 (%24.13)’sinin Y- hemolitik oldugu tespit edildi. Serogruplandirilamayan
Streptokoklarin 12 (%46.15)’si B- hemolitik, 31 (%83.78)’1 a- hemolitik ve 14
(%48.27)linlin y- hemolitik oldugu gorildii. F grubu Streptokoklardan 1 (%3.84)’1 B-
hemolitik 1 (%2.7)’i de a- hemolitik o6zellik gosterirken, 1 (%2.7) adet grup D
Streptokok’un a- hemolitik oldugu tespit edildi.

v- hemolitik grup B Streptokoklarin 7 (%87.5)’si ve 1 (%100) adet a- hemolitik B
grubu Streptokok CAMP pozitif-Eskulin negatif bulunurken, B- hemolitik grup B
Streptokoklardan sadece 1 (%16.6)’1 benzer reaksiyon verdi. Serogruplandirilamayan o-
hemolitik Streptokoklarin 16 (%51.61)’s1 ve B- hemolitik olanlardan sadece 4 (%33.3)’i
benzer reaksiyon verdi.

Incelenen B-hemolitik B grubu Streptokoklarin sadece 2 (%33.3)’si CAMP pozitif-
Eskulin pozitif bulundu.

C grubu y- hemolitik Streptokoklarin tamami CAMP negatif-Eskulin negatif
reaksiyon verirken, o- hemolitik C grubu Streptokoklarin 2 (%66.66)’si ve 3- hemolitik
grup C Streptokoklarin 4 (%57.14)’1 her iki testte negatif bulundu. B grubu y- hemolitik
streptokoklarin sadece 1 (%12.5)’t ve B- hemolitik B grubu Streptokoklarin da 2
(%33.33)’s1 benzer reaksiyon verdi. Serogruplandirilamayan o- hemolitik Streptokoklarin
15 (%48.38)’1, y- hemolitik olanlarin 7 (%50)’si ve B- hemolitik olanlarin da 8 (%66.66)’1
her iki testte negatif bulundu.

Serogruplandirilamayan y- hemolitik Streptokoklarin 7 (%50)’si CAMP negatif-
Eskulin pozitif bulundu. Serogruplandirilamayan o- ve - hemolitik Streptokoklarda bu
ozellik goriilmedi. Sadece 1 (%16.6) adet B- hemolitik B grubu Streptokok, CAMP
negatif-Eskulin pozitif reaksiyon verirken, 3 (%42.85) adet - hemolitik ve 1 (%33.33)
adet a- hemolitik C grubu Streptokok benzer reaksiyon verdi. a- ve - hemolitik 2 adet F
grubu Streptokok’un her biri CAMP negatif-Eskulin pozitif bulundu.
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Tablo 6. Grup C Streptokoklarin 6zellikleri

Hemoliz
Tiir n GrupC ¢ B Y Trehaloz Sorbitol
S. dysgalactiae 11 11 3 4 4 11 0
S. zooepidemicus 3 3 - - 3 0 3
S. equisimilis 3 3 - 3 - 0 0

n : Incelenen Streptokok sayisi

Tablo 6°da, C grubu olarak serogruplandirilan 17 adet Streptokok’un 11(%64.70)’1
Streptococcus dysgalactiae, 3 (%17.64)’1 Streptococcus zooepidemicus ve 3 (%17.64)’1
de Streptococcus equisimilis olarak identifiye edildi. Streptococcus equisimilis’in tamami
B- hemolitik, Streptococcus zooepidemicus’un tamami y- hemolitik ve Streptococcus

dysgalactiae’nin 3’1 a-, 4’1 B- ve 4’1linilin de y- hemolitik oldugu tespit edildi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Mastitis, ekonomik agidan oldugu kadar, insan ve hayvan sagligi agisindan da
bliyiik bir 6neme sahiptir. Yapilan arastirmalarda subklinik mastitisin olusumunda etkili
olan etkenlerin cok g¢esitli olmasi yaninda c¢ogunlukla koklardan ileri geldigi tespit
edilmistir (15).

Stit inekleri iizerinde yapilan c¢alismalarda, mastitis olgularmin % 93-98’ini
subklinik mastitislerin olusturdugu tespit edilmistir (10,11). Subklinik mastitis olgularinin
%13-34 gibi 6nemli bir boliimiinden de Streptococcus cinsine bagli bakteriler izole
edilmektedir (15,26).

Malinowski ve ark. (26), 20 ciftlikte CMT ile incelemeye aldiklar1 2084 sigirin
945’inin 1791 lobunda subklinik mastitis olgusu tespit etmislerdir. Bu olgulardan
bakteriyolojik inceleme sonucu; %33.7 oraninda Streptococcus spp. izole etmislerdir.

Martel ve ark.(59), 1984 ve 1985 yillar1 arasinda Fransa’da, mastitisli ineklerden
izole ettikleri 488 streptokok susunun %35’ini Streptococcus uberis, %?22’sini
Streptococcus agalactiae, %29’unu Streptococcus dysgalactiae ve %5’ini Streptococcus
bovis olarak identifiye etmiglerdir.

Strehle (60), Stuttgart yoresinde 30.000 inek iizerinde yaptigi caligmada, %67 sinin
normal, %21’inin subklinik mastitisli ve %12’sinin klinik mastitisli oldugunu tespit
etmistir. Bunlarin bakteriyolojik incelemesi sonucunda %4.3’tinden Streptococcus spp.
izole edildigini, bu streptokoklarin %28’inin Streptococcus uberis, %27’sinin
Streptococcus dysgalactiae ve %12’sinin Streptococcus agalactiae oldugunu bildirmistir.

Arastirmada, CMT pozitif 200 siit 6rneginin bakteriyolojik incelemesinde 92
(%38.5) adet Streptococcus spp. izole ve identifiye edildi. Izolasyon oranmin bu konuda
yapilan ¢alismalarla uyumlu oldugu gozlendi.

Streptokoklarin identifikasyonlar1 amaci ile genellikle biyokimyasal (2,17,18,36,38)
ve serolojik (2,14,15,17,20,29,57,61,62,63) yontemler kullanilmaktadir.

Akay, O. ve ark. (15), Ko-aglutinasyon yontemiyle yaptiklari serolojik calismada
295 streptokok susunun 34 (%11,52)’tnlin grup A, 107 (%36,27)’sinin grup B, 61
(%20,67)’inin grup C, 42 (%14,23)’sinin grup D ve 15 (%5,8)’inin grup E Streptokok
olarak serogruplandirildigini, 36 (%12,20) susun ise serogruplandirilamadigini

bildirmislerdir.
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Son zamanlarda yaygin olarak kullanilan Lateks aglutinasyon yontemi ile giivenilir
sonuglar alinmaktadir (61,64,65,66). Bu yontemde, grup spesifik antikorlar ile kaplanmig
lateks partikiilleri kullanilmaktadir. Test, Streptokoklarin hiicre duvarinda bulunan grup
spesifik C-polisakkaritinin, bu antiseumlarla reaksiyon vermesi esasina dayanir.

Banzhaf ve ark. (64), inek siitlerinden izole ettikleri 355 Streptokok susunu grup B
lateks aglutinasyon reagenti ve CAMP testi ile incelediklerinde, 183 (%98)’{iniin grup B
spesifik antiserumu ile reaksiyon verdigini, 5’inin ise reaksiyon vermedigini tespit etmis,
reaksiyon veren tim suslarin %94’tniin ise CAMP pozitif olduklarin1 ve Lateks
aglutinasyon test kitlerinin rutin olarak mastitis etkenlerinin identifikasyonunda giivenle
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Inzana ve ark. (65), 10 farkli hayvan tiiriiniin degisik bolgelerinden aldiklar1 109
swaptan izole ettikleri Streptokoklart grup C lateks aglutinasyon reagenti ile
incelediklerinde, testin duyarlilifinin %78, spesifitesinin ise %97.6 oldugunu tespit
etmislerdir.

Watts ve ark. (66), inek siitlerinden izole ettikleri 267 Streptokok kiiltiiriinii lateks
aglutinasyon testi ile incelediklerinde, tiim Streptococcus agalactiae suslarmin pozitif
reaksiyon verdigini, bir Streptococcus dysgalactiae ve i¢ Streptococcus uberis kiiltiirliniin
kros reaksiyon verdigini tespit etmis ve lateks aglutinasyon testinin inek siitlerinden izole
edilen Streptokoklarin identifikasyonunda giivenle kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Hogan ve ark. (61), inek siitlerinden izole ettikleri 98 Streptokok kiiltiiriinii grup B
lateks aglutinasyon reagenti ile incelediklerinde, testin duyarliliginin %97.6-98.2 oraninda
oldugunu tespit etmiglerdir.

Arastirmada, Streptococcus spp. olarak identifiye edilen 92 kiiltiir, grup A, B, C, D,
F ve G spesifik antiserumlar1 igeren lateks aglutinasyon kitleri ile incelendi ve 92 adet
Streptokok’un 35 (9%38.04)’1 serogruplandirilabildi. Serogruplandirilabilen Streptokoklarin
15 (%16.3)’1 B, 17 (%18.47)’si C, 1 (%1.08)’t D ve 2 (%2.17)’si F grup spesifik
antiserumlar ile ayr1 ayr pozitif reaksiyon verdi. Tiim Streptokok kiiltiirleri, A ve G grup
spesifik antiserumlar ile negatif bulundu. Grup B olarak identifiye edilen bir Streptokok,
aym1 zamanda grup C spesifik antiserumu ile pozitif reaksiyon verdi. Lateks aglutinasyon
testi ile serogruplandirilan Streptokok kiiltlirlerinin reaksiyon oranlarinda (%92.85) genel
olarak literatiir bilgilerine (2,13,15,21) gore bir uyumun s6z konusu oldugu goézlendi.

Ancak serogruplandirilamayan kiiltiir oraninin (%61.95) yiiksek oldugu, Grup A ve grup G
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Streptokoklarin ise ineklerde sporadik mastitise neden olmalar1 itibariyla izole
edilemedikleri tespit edildi.

Streptococcus agalactiae, CAMP pozitif ve eskulin negatif streptokok tiirii olarak
bilinmektedir (2,7,17,34,36,38,39,40,61). Bu o6zellikler, normal sartlarda identifikasyon
icin yeterli kriterlerdir. Lateks Aglutinasyon Testi ise duyarlilik oran1 (%97.6-98.2) yiiksek,
alternatif bir testtir (61,64,65,60). Streptococcus agalactiae’nin serolojik incelemesinde,
eskulin pozitif olan suslarin hi¢ birinde CAMP reaksiyonu goriilmeyip sadece 1 tanesinde
serolojik olarak pozitif sonu¢ alinmasi itibariyle Lateks Aglutinasyon ydnteminin
Streptococcus agalactiae’nin dogru identifikasyonu agisindan uygun bir alternatif metot
oldugu kabul edilmektedir (61).

Arastirmada, grup B streptokoklar iizerinde yapilan biyokimyasal incelemelerde, [3-
hemoliz oraninin %40, a-hemoliz oraninin %6.6, y-hemoliz oraninin % 53.3 ve eskulin
hidrolizinin % 20 oraninda oldugu ve bu konuda yapilan ¢alismalarla uyusmadigi, ancak
CAMP reaksiyonu (%73.3), hippurat (%66.6) ve arginin (%100) hidrolizinin uygun
oldugu, CAMP pozitif-eskulin negatif reaksiyonlarin da (%53.3) cogunlukla y-hemolitik
kiiltiirlerde bulundugu tespit edildi.

Arastirmada alinan sonuglar, lateks aglutinasyon testinin, mastitise neden olan
streptokok suslarinin ¢abuk identifikasyonu acisindan 6nemli sonuglar verdigini ortaya
koydu. Bu calismada patojen nitelikteki streptokok serogruplarinin (A, B, C, D, F, G)
bulundugu alt1 antiserumla yapilan incelemede 92 streptokok susunun 35 (%38.43)’1
serogruplandirilabildi. Serolojik testlerin, identifikasyonda istenilen diizeyde sonug
verebilmesi icin kullanilacak grup spesifik ve tip spesifik antiserum sayilarinin arttirilmas,

identifikasyon oranini 6nemli dl¢iide arttiracaktir.
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OZET

Bu ¢alismada, Van sehir merkezi, ¢cevre kdyler ve ilgelerinde, 1.100 adet sagmal
inekten alinan siit 6rnekleri, subklinik mastitis yoniinden California Mastitis Test (CMT)
ile incelendi. Subklinik mastitis oldugu tespit edilen 200 siit Orneginde yapilan
bakteriyolojik inceleme sonucunda, 92 (%38.5) adet Streptokok izole ve identifiye edildi.
Izole edilen Streptokoklarin 35 (%38.04) tanesi, Lateks aglutinasyon testi ile
serogruplandirilabildi. Yapilan serogruplandirmada, Streptokoklarin 15 (%16.3)’1 B, 17
(18.47)’si C, 1 (%1.08)’1 D ve 2 (2.17)’st F serogrup spesifik antiserumlar ile pozitif
reaksiyon verdi. Grup B spesifik antiserum ile reaksiyon veren bir Streptokok, ayni
zamanda grup C serogrup spesifik antiserumu ile pozitif reaksiyon verdi. Incelenen 92 adet
Streptokok’un 26 (%28.26)’s1 B-, 37 (%40.21)’si a- ve 29 (%31.52)’unun y- hemolitik
(non hemolitik) oldugu tespit edildi. Bunlarin arasinda serogruplandirilabilen
Streptokoklarin 14 (%15.21)’4 B-, 6 (%6.52)’s1 a- ve 15 (%16.30)’1 y- hemolitik
bulunurken, serogruplandirilamayan Streptokoklarin 12 (%13.04)’si B-, 31 (%33.69)’i a-
ve 14 (%15.21)’linilin y- hemolitik oldugu tespit edildi. C grubu olarak serogruplandirilan
17 adet Streptokok’un 11 (%64.70)’1 Streptococcus dysgalactiae, 3 (%17.64)1
Streptococcus zooepidemicus ve 3 (%17.64)’0 de Streptococcus equisimilis olarak
identifiye edildi.

Streptokoklarin gesitli biyokimyasal 6zellikleri Incelendiginde, 15 adet B grubu
Streptokok’un 3 (%20)’1 eskulini, 10 (%66.6)’u Na-Hippurati, 15 (%100)’i arginini
hidrolize ederken, 11 (%73.3)’i de CAMP pozitif bulundu. Incelenen 17 adet C grubu
Streptokok’un 4 (%23.5)’1 eskulini, 1 (%5.8)’1 Na-hippurat1 ve 16 (%94.1)’s1 da arginini
hidrolize ederken, CAMP testinde hepsi negatif bulundu. Bir adet Grup D Streptokok,
sadece Na-Hippurati, 2 adet F grubu Streptokok’un 2 (%100)’si eskulini, 1 (%50)’i de
arginini hidrolize etti. Incelenen 57 adet serogruplandirilamayan Streptokok’un 20
(%35.08)’s1 eskulini, 19 (%33.3)’u Na-Hippurat1 ve 15 (%26.31)’1 de arginini hidrolize
ederken, 7 (%12.28)’si CAMP testinde pozitif bulundu.

Streptokok kiiltiirlerinin 45°C’de, %6.5 NaCl’lii ortamda ve %0.1 metilen mavisi
katilmis siitte iiremeleri ile ilgili incelemede, B grubu Streptokoklarin sadece 3 (%20)’liniin
%6.5 NaCl'li ortamda, C grubu Streptokoklarin 2 (%11.76)’sinin 45°C’de, 4
(%23.52)’liniin %6.5 NaCl’lii ortamda ve 1 (%5.88)’inin de %0.1 metilen mavili siitte

iiredigi tespit edildi. Incelenen 1 adet D grubu Streptokok’un her ii¢ ortamda da ve 2 adet F
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grubu Streptokok’un ise sadece 1 (%50)’inin 45°C’de {iredigi tespit edildi.
Serogruplandirilamayan 57 adet Streptokok kiiltiiriiniin 33 (%57.89)’ii 45°C’de {iirerken, 23
(%40.35)’1 %6.5 NaCl’li ortamda, 23 (%40.35) 1 de %0.1 metilen mavili siitte tiredi.

Streptokok kiiltiirlerinin serogrup, hemoliz 6zellikleri, eskulin hidrolizi ve CAMP
testleri karsilastirildiginda, y- hemolitik grup B Streptokoklarin 7 (%87.5)’si ve 1 (%100)
adet a- hemolitik B grubu Streptokok CAMP pozitif-eskulin negatif bulunurken, -
hemolitik grup B Streptokoklardan sadece 1 (%16.6)’i benzer reaksiyon verdi.
Serogruplandirilamayan a- hemolitik Streptokoklarin 16 (%51.61)’s1 ve B- hemolitik
olanlardan sadece 4 (9%33.3)’li benzer reaksiyon verdi.

Incelenen 92 adet Streptokok’tan sadece 2 (%33.3) adet B- hemolitik grup B
Streptokok, CAMP pozitif-eskulin pozitif bulundu.

32



SUMMARY

In this study, 1100 dairy cow’s milk samples were examined for subclinic mastitis
with CMT around Van. The 200 milk samples which were found to be positive with CMT,
were examined bacteriologically and 92 streptococcal strains isolated and identified.
Among 92 isolates, 35 could be serogroupped by Latex Agglutination Test. Of the 35
isolates 15 (16.3%) in group B, 17 (18.47%) in group C, 1 (1.08%) in group D and 2
(2.17%) in group F were classified respectively. One of the isolate, reacted with group B
specific antiserum, also found positive with group C specific antiserum. Among the 92
isolates 26 (28.26%) to B-, 37 (40.21%) to a- and 29 (31.52%) to y- hemolytic (non
hemolytic) were found. Of the 35 isolates 14 (15.21%) to B-, 6 (6.52%) to a- and 15
(16.30%) to y- hemolytic, of the 57 which couldn’t serogroupped strains 12 (13.04%) to -,
31 (33.69%) to a- and 14 (%15.21) to y- hemolytic were found.
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