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Sigir mastitislerinde Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin
filtrasyon-boyama yontemi ile cabuk tamsi
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Ozet: Bu caligmada, filtrasyon-boyama yonteminin klinik ve subklinik mastitisli siitlerde Gram pozitif ve Gram negatif bakteri
varhigim belirlemedeki etkinligi incelendi. Filtrasyon tekniginde, ayiragla kanstinlan siitler filtrasyon islemlerinden gegirildikten
sonra boyandt ve sonuglar degerlendirildi. Yontemin minimal tan: limitlerini belirlemek i¢in deneysel olarak inokule edilen normal
siit drneklerinde, filtrasyon yontemi ile Gram pozitif bakterilerin 8.96 x 10°-3.80 x 10%ml ve Gram negatif bakterilerin 6.56 x
10°-8.40 x 10°/ml miktarlar1 saptanabildi. Incelenen tiim bakteri tiirleri, filtrasyon yontemi ile referens Gram reaksiyonuna uygun
sonuclar verdi ve bakteri inokule edilmeyen kontrol siit 6rneklerinde filtrasyon ile hatali pozitif sonug alinmadi. Yontemin saha
performansim belirlemek igin klinik mastitisli 66 ve subklinik mastitisli 52 siit rnegi filtrasyon yontemi ile ve bakteriyolojik olarak
incelendi. Incelenen klinik mastitis vakalarinin %95.5’inde ve subklinik mastitis vakalarimin %86.5’inde Kkiiltiir ile uyumlu sonuglar
alindi. Filtrasyon yontemindeki hatali bulgular bakteri varhgimin saptanamamasindan veya boyanmadan kaynaklandi. Mastitis
belirtisi bulunmayan hayvanlara ait 30 siit 6rneginden hatal: sonu¢ alinmadi. Yontemin klinik mastitislerdeki sensitivite ve
spesifitesi, bakteri varlifim saptama yoniinden %96 ve %100, Gram pozitif-negatif ayirma yoniinden %98-100; ayni degerler igin
subklinik mastitislerde sirasiyla %85 ve %100, ve %93-100 olarak bulundu. Sonugta, kolayca uygulanabilen ve kisa siirede sonug
veren filtrasyon yonteminin, saha kosullarinda 6zellikle klinik mastitislerin etiyolojisi hakkinda én bilgiler verebilecegi kamsina
vanldi.

Anahtar kelimeler: ¢abuk tani, Gram negatif, Gram pozitif, mastitis, sigir, siit

Rapid detection of Gram-positive and Gram-negative bacteria in bovine mastitis

Summary: In this study, the ability of a filtration-staining method to detect Gram-positive and —negative bacteria in milk
from cows with mastitis was evaluated. The technique consisted of filtration of milk and concentration of bacteria on filter, followed
by staining and decoloration of filter. In normal milks inoculated with several bacteria, to determine the minimal detection limits of
method, 8.96 x 10°-3.80 x 10%ml of Gram-positive and 6.56 x 10°-8.40 x 10°/ml of Gram-negative bacteria could be detected. No
false-positive result was observed in uninoculated control milks. To evaluate the performance of filtration method in mastitic milk,
technique was applied to 66 samples from clinical mastitis and 52 samples from subclinical mastitis. Filtration method correctly
showed the presence of bacteria in 95.5% of culture-positive milks with clinical mastitis, corresponding to a 96% sensitivity. Bacteria
were correctly detected in 86.5% of milk samples from subclinical mastitis with filtration method, which corresponds to a sensitivity
of 85%. The test correctly identified all milk samples without the presence of bacteria both in clinical and subclinical mastitis,
corresponding to 100% specificity. Gram-positive and -negative bacteria were correctly identified with a sensitivity of 98 and 100%
and specificity of 100 and 98%, in milk samples from clinical mastitis. Sensitivity and specificity for predicting Gram reaction were
between 93 and 100 percent in samples from subclinical mastitis. False-staining reactions were observed only in Gram-positive
bacteria, including two Streptococcus sp. and one Corynebacterium sp.. It was concluded that filtration method may be used to make
a quick decision for gross etiology and treatment of clinical mastitis and with a lesser extent subclinical mastitis, in field conditions.
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Girig

Mikrobiyal kokenli mastitis, tim diinyada sigircili-
&n en ¢ok ekonomik kayba neden olan hastalify olarak
kabul edilmektedir. Klinik ve subklinik karekterde, akut
ve kronik seyirli olabilen mastitisler, sifirlarda verim dii-
slikliigti, iirtin kaybi ve tedavi masraflan nedeniyle eko-
nomik kayiplara yol acabildigi gibi, insan saghg agi-
sindan da risk olugturabilmektedir (11,18,24). Mastitise
neden olan etkenler arasinda ilk siralar1 Staphylococcus
ve Streptococcus gibi Gram pozitif bakteriler almakta,
bunlan bagta Escherichia coli olmak iizere Gram negatif

e

bakteriler izlemektedir (1,2,4,7,14,19). Mastitis etiyoloji-
sinin incelendigi bir derlemede, mastitis vakalanndan
150’den fazla bakteri tiiriiniin izole edildigi bildirilmisgtir
(22). Mastitisin klinik belirtileri, birkag istisna diginda eti-

" yolojik ajana 6zel olmadigindan, sagaltim agisindan mas-

titisin mikrobiyal kokeninin veya neden olan mik-
roorganizma grubunun ayirt edilmesi 6nem tagimaktadir
(5). Etiyolojik ajamin bulunmasinda en etkili fakat geg
sonug veren bakteriyolojik kiiltiire alternatif olarak ¢esitli
¢abuk tam yontemleri gelistirilmigtir. Bu ydntemlerden
clektriksel konduktivite dl¢iimii (3), flow sitometri (8),
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cabuk hiicre saymm (13), filtrasyon-epiflorasans mik-
roskopi (15), direkt veya indirekt bakteri varlifim gos-
termekte; limulus testi (9) Gram negatif bakterileri; po-
limeraz zincir reaksiyonu (17) spesifik etkenleri; serum-
kan biyokimyasal analizi (20) ve filtrasyon-boyama yon-
temi (25), Gram pozitif ve Gram ncg‘atif bakterileri ayir-
maktadir.

Bu ¢aligmada, filtrasyon-boyama yonteminin klinik
ve subklinik mastitisli siitlerde Gram pozitif ve Gram ne-
gatif bakteri varhgim belirlemedeki etkinliginin in-

Materyal ve Metot

Bakteri suglari: Filtrasyon yt‘)nter!ninin saptayabildigi
minimal bakteri sayisin1 incelemek ic}in, mastitis vakala-
rindan izole edilen asafidaki bakteri suglart kullamldy
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Ar-
canobacterium pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonia. Bakteri suglarinin tire-
tilmesinde ve canli bakteri saylmlz?rmm yapilmasinda

celenmesi amaglanmagtir.

kanl agar kullanild1.

Filtrasyon yontemi: Her bakteri susu, tiire uygun ko-
sullarda iiretildikten sonra, kanli agafda sayim yapilarak
FTS (% 0.85 fizyolojik tuziu su) igilxdc 10° cfu/ml (co-
lony forming unit/ml) canli bakteri ig‘eren stok kiiltiir ha-
zirland1. Stok kiiltiiriin FTS iginde 10’ye kadar 10 katli
sulandirmalan yapildi. Her sulandirmadan 1 ml alinarak,
mastitis belirtisi gostermeyen saglhkli sifirlardan top-

|
lanan, bakteri kiiltiirii negatif ve somatik hiicre saysi

50.000/ml’den az olan siit 6meklerin‘in 9 ml’sine katildi.
Bakteri igermeyen siit Ornekleri neéatif kontrol olarak
kullanildi. Filtrasyon y6ntemi, Yazdlankhah ve ark.(25)
tarafindan bildirilen yontemde yapilan modifikasyonlarla
uygulandi. Hazirlanan 1 ml siit 6rnegine 4 ml A ayiract a
M NaCl, %0.5 Triton X-100, 0.1 M EDTA [pH 12.5]) ¢k-
lendi. On filtrasyon isleminde, siit-ayirag karigim: 0.80
um por ¢aplt polipropilen filtreden gegirildi. Elde edilen
filtrat 0.65 pm por gaph polisulfon filtreden siiziildi. Filt-
re membranimin yikanmasi igin, 1 ml %1 Triton X-100
(Ayrrag B) filtreden gegirildi. Filtre 1 ml C ayirac1 (133
um toludin mavisi) ile 1-2 dakika boy{andlktan sonra 2 ml
B ayiraci ile yikandi (Bu asamada filtre membraninin bo-
yannus olarak kalmasi, siit 6rneginde bakteri varhifni;
membranin  boyanmamas1 bakterinin saptanamadigini
gosterdi). Daha sonra filtre, 1ml D ayirac1 (%10 etanol,
asetik asit ile pH 2.8-3.0’¢ ayarlanhu§) ile dokolorize

edildi (Bu asamada, filtrede agik-mavi rengin kalmast

siitte Gram pozitif bakterilerin bulundugunu, renk kal-
mamast Gram negatif bakterilerin bul!undugunu gosterdi).
Tiim asamalarda filtrasyon iglemi enjektor basinc ile ger-

ceklestirildi. Dilue bakterileri igeren siit Srneklerinden

elde edilen bulgulan kargilagtirmak igin, islemden ge-
¢irilmemis deneysel inokule siitlerden 3 adet kanl agar
tizerinde bakteri sayimi yapildi.

Mastitisli siit drnekleri: Filtrasyon yéntemi])in klinik
mastitis vakalarindaki gegerliligini saptamak igin, me-
mesinde agn, lokal 1s1 artig, siskinlik, sertlik ve anormal
sekresyon belirtileri bulunan sifirlar saptand1| Mastitis
belirtileri gosteren ve CMT (California Mastitis Test) ile
siitte yiiksek hiicre say1s1 bulunan 48 s1finn 66 meme lo-
bundan siit 6rekleri alindi. CMT ile yiiksek hiicre igerigi
saptanan subklinik mastitisli 43 hayvandan 52 siit 6rnegi
toplandi. Ayrica, mastitis belirtisi gostermeyen, CMT ne-
gatif olan ve bakteri tiretilemeyen 30 hayvana ait 30 siit
odrnegi kontrol amaciyla kullanild. Her meme lobuna ait
siit ornedi, ayn steril kaplara alinarak sahada |incelendi
veya +4°C’de saklanarak 6 saat i¢inde incelendi.

Mastitisli siit rneklerinin incelenmesinde, asagida
belirtilen degisiklikler ile filtrasyon yontemi uygulandi.
Islemin baglangicinda,-1 ml mastitisli siit ornedi dogrudan
4 ml A ayrracina katilarak, 50-55°C su banyosunda 2 da-
kika bekletildi. On filtrasyon isleminde, Srnek{ 150 mg
hidrofobik poliurethan igeren 10 ml’lik enjektore g¢e-
kilerek, monte edilmis filtreden gegirildi. Kontrol amach
normal siit omeklerinde poliurethanl enjektor kul-
lanilmadi. Sonuglar, yukarda belitilen gekilde degerlendi-
rildi. ’

Bakteriyolojik inceleme: Mastitisli ve normal siit 6r-
neklerinden kalibre 6ze ile 50 pl alinarak kanli agara
ekim yapildi. Besiyerleri 37°C’de 24-48 saat inkube edil-
di. Izole edilen bakteriler morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklerine gore cins veya tiir diizeyinde identifiye edil-
di (16). Izole edilen bakterilerin Gram boyanma &zel-
likleri belirlendi.

Spesifite ve sensitivite: Klinik ve subklinik mastitisli
siit orneklerinden elde edilen bulgular, filtrasyon yon-
teminin kiiltiir yontemine kars1. spesifite, sensitivite ve
prediktif degerlerinin hesaplanmasinda kullanildj (21). Bu
degerler, filtrasyon yonteminin bakteri varlifim gos-
termesi, Gram pozitif bakterileri ayirmasi ve Gram ne-

gatif bakterileri ayirmasi yoniinden incelendi.

Bulgular

Filtrasyon yonteminin minimal tam limitlerini be-
lirlemek igin yapilan ¢aligmalarda, Gram negatif bak-
terilerden E.coli’nin en diisitk 7.16x10°, P.aerugtinosa’nm
6.56 x 10° ve K.pneumonia’mn 8.40 x 10° sayilart 1 ml
siitte saptanabildi (Tablo 1). Gram pozitif bakterilerden
S.aureus, S.agalactiae ve A.pyogenes’in filtrasyon yon-
temiyle 1 ml siitte saptanabilen minimal sayilari sirasiyla
8.96 x 10%, 2.83 x 10° ve 3.80 x 10° olarak bulundu. Bak-
teri ile inokule edilmeyen kontrol siit 6rneklerinde, filt-




Ankara Univ Vet Fak Derg, 51, 2004 31

rasyon ile hatali pozitif sonu¢ alinmadi. Filtrasyon yén-
temi ile incelenen tiim bakteri tiirleri, referens Gram re-
aksiyonuna uygun sonuglar verdi. Islemler sonunda po-
lisulfon filtreler Gram pozitif tiirlerde mavi renkte
kalirken, Gram negatif tiirlerde dekolore olarak filtrenin
beyaz rengini aldi.

Tablo 1. Inokule edilen normal siitlerde, filtrasyon yéntemi ile
saptanabilen en diisiik bakteri sayilar.

Table 1. Minimal detection limits in milks experimentally ino-
culated with bacteria.

Bakteri Tiirii Bakteri Sayisi Standart Sapma
(cfu/ml) (cfu/ml)
S.aureus 8.96 x 10° 1,98 x 10°
S.agalactiae 2.83 x 108 1.61 x 108
A.pyogenes 3.80x 108 2.26 x 10°
E.coli 7.16 x 10° 1.33x 108
P.aeruginosa 6.56 x 10° 1.72 x 10°
K.pneumonia 8.40x 105 0.70 x 10°

Filtrasyon yonteminin dogal olarak infekte siit-
lerdeki performansini incelemek igin 66 adet klinik mas-
titisli ve 52 adet subklinik mastitisli siit 5rnegi toplandi.
Bu orneklere filtrasyon yontemi uyguland: ve bakteri kiil-
tiirit yapildi. Kiiltiir bulgulan referens alindiginda, filt-
rasyon yonteminin klinik mastitisli siitlerde bakteri var-
i ve grubunu %95.5 oraninda dogru olarak belirledigi
bulundu (Tablo 2). Bu &rneklerde saptanan 3 hatal so-
nugtan 2°si bakterilerin saptanamamasindan, biri yanhs
bakteri grubunu gostermesinden kaynaklandi. Filtrasyon
yontemi ile incelenen 52 subklinik mastitisli Srnegin
45’inde (%86.5) kiiltiir ile uyumlu sonug alinirken, 7
(%13.5) ornekte hatali sonuglar saptandr (Tablo 2). Bu
orneklerin 5’inde bakteri varhfimin saptanamamasi ve
2’sinde farkli grubun bulunmasi, hatal sonuglarin ne-
denini olugturdu. Filtrasyon yonteminde, klinik ve subk-
linik mastitisli siit rneklerindeki hatali sonuglarin timi
Gram pozitif bakteriler ile iligkili bulundu; Gram negatif
bakterilerden kaynaklanan hatali sonuca rastlanmadi. Kli-
nik veya subklinik mastitis belirtisi bulunmayan hay-
vanlara ait 30 siit 6rneginde hatali pozitif sonug alinmadi.

Tablo 2. Bakteri kiiltiiriine gore filtrasyon yontemi ile alinan
dogru ve hatah sonuglar.

Table 2. True and false results in filtration method on the basis
of culture in mastitic milk samples.

Filtrasyon Yontemi Sonuclar: (%)

Kiiltiir Kilinik Mastitis Sublinik Mastitis Normal Siit
sonucu (n=66) (n=52) (n=30)
Dogru Hatali Dogru  Hatali Hatals
Bakteri var 54 3 27 7 0
Gram (+) 46 3 25 7
Gram (-) 8 0 2 0
Bakteri yok 9 0 18 0 0
Toplam 63(95.5) 3(4.5) 45(86.5) 7(13.5) 0

Incelenen 66 klinik mastitisli siit 6meginden 31
Staphylococcus, 15 Streptococcus, 3 Corynebacterium
bovis, 5 E.coli, 2 Pseudomonas ve 1 Klebsiella susu izole
edildi (birden fazla bakteri tiiriiniin izole edildigi or-
neklerde, mutlaka bir tiir baskin bulundu ve de-
gerlendirmeye bu tiir alindi). Streptococcus ve C.bovis
izole edilen birer Srnekte filtrasyon yontemi ile bakteri
varlig1 saptanamadi. Streptococcus izole edilen bir siitte
ise, filtrasyon yontemi hatal olarak Gram negatif bakteri
bulgusu verdi. Izole edilen diger bakteri tiirleri ile ilgili
hatali sonuglar gézlenmedi. Incelenen 52 subklinik mas-
titisli siit Orneginden 22 Staphylococcus, 8 Streptococcus,
2 Cbovis ve 2 Klebsiella sugu izole edildi. Staph-
ylococcus izole edilen 4 ve Streptococcus izole edilen bir
ornekte filtrasyon yontemi ile bakteri varlifi saptanamadi.
Streptococcus ve C.bovis izole edilen birer 6rnekte, filt-
rasyon yontemi hatali olarak Gram negatif bakteri bul-
gusu verdi. Filtrasyon yonteminde farkli boyanma hatasi
veren 2 Streptococcus ve bir C.bovis susunun kat1 kiil-
tiirinden lam tizerinde yapilan Gram boyamada, bu sus-
larin daha kolay dekolore olduklan ve degisken Gram re-
aksiyonu gosterdikleri gozlendi. Caligmada izole edilen
diger suglar, tipik Gram boyanma 6zelliklerini gosterdiler.

Tablo 3. Izole edilen bakterilere gore filtrasyon yontemi ile be-
lirlenen dogru ve hatali sonuglar.

Table 3. True and false results in filtration method on the basis
of cultured bacteria.

Klinik Mastitis Subklinik Mastitis
(n=66) (n=52)
Bakteri . filtrasyon | filtrasyon
izolasyon ————— izolasyon —————

~ dogru hatal: dogru hatal
Staphylococcus 31 31 0 22 18 4
Streptococcus 15 13 2 8 6 2
C.bovis 3 2 1 2 1 1
E.coli 5 5 0 0 - 0
Pseudomonas 2 2 0 0 - 0
Klebsiella 1 1 0 2 2 0

Tablo 4. Filtrasyon yo6nteminin Kkiiltiir yéntemine karst sen-
sitivite, spesifite ve prediktif degerleri (PD- pozitif sonug, ne-
gatif sonug).

Table 4. Sensitivity, specificity and predicitive values (PD- po-
sitive and negative results) of filtration method against bacterial
culture.

Istatisitik Bakteri Gram (+) Gram (-)
Belirti  Deger Varhfi Ayrmm  Ayrm
sensitivite %96 %98 %100
Klinik spesifite %100 %100 %98
Mastitis  PD(pozitif sonug) %100 %100 %89
PD(negatif sonug) %82 %89 %100
sensitivite %85 %93 %100
Subklinik spesifite %100 %100 %93
Mastitis  PD(pozitif sonug) %100 %100 %50
PD(negatif sonug) %78 %50 %100

L
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Tartigma ve Sonug

Sigar mastitisi, ekonomik agxdaq en O6nemli hayvan
hastaliklarinin baginda gelmektedir. Tiim diinyada mas-
titislerden ileri gelen ekonomik kaybin yilhik 35 milyar
dolara ulagtig hesaplanmustir (24). Bu hesaplamanin te-
meli olan bilgilere gore, diinyanin gesitli bolgelerinde
mastitisin s1gir bagina yillik maliyeti 5:9 euro ile 200 dolar
arasinda degismektedir (11,18). Sigir mastitisine neden
olan etiyolojik ajan spektrumu gok genistir. S.aureus,
S.agalactiae, S.dysgalactiae gibi primer patojenler ya-
mnda, C.bovis, A.pyogenes, E.coli, Enterococcus spp.,

koagulaz negatif stafilokoklar ve enterobakteriler 6zel ko-

sullarda veya ozel tipte mastitislerc‘ neden olmaktadir
(1,4,7). Ayrica, hayvanlarda komensal veya gevresel ola-
rak bulunan mikroorganizmalarin helmen tiimii mastitis
vakalarindan izole edilmigtir (2,14,19,22). Tiim koruma
onlemlerine ragmen ortaya ¢ikan mastitis vakalarinda
basvurulan baghca segenek antimikrobiyal sagaltimdur.
Ancak, ¢ok cesitli ve farkh bakteriletin neden olabildigi
mastitislerin sagalumu igin ortak bir antimikrobiyal uy-
gulama s6z konusu olamamaktadir (5). Bu nedenle, mas-

titise neden olan etiyolojik ajanlarlﬁ saha kosullarinda

cabuk teshisi 6nem kazanmaktadir. %ﬁtleki bakterilerin

hizl: tamst amaciyla gesitli teknik1|cr geligtirilmig ol-
masina kargin, 6zel cihazlara gereksinim duyulmasi, ma-
liyetinin yiiksek olmasi, tek bir bakteri grubunu sap-
tayabilmesi veya major gruplan ayiramamasi, mastitisli
siitlerde ve saha kosullarinda uygulanamamast gibi de-
zavantajlart tagimaktadirlar (3,8,9,13,15,17,20). Bu ¢a-
lismada, saha kosullarinda ok kisa siirede uygulanabilen
ve antimikrobiyal sagaltima temel olusturabilecek bil-
gileri saglayan filtrasyon-boyama tekniginin (25), labora-
tuvar ve saha kosullarindaki performansi incelenmistir.
Bu ¢aligmada kullanlan filtrasyon ydnteminin me-
kanizmas: bakterilerin Ozel filtrelerde tutulmasi, Gram

pozitif ve negatif bakterilerin filire iizerinde boyanmasi

1

esasina dayanmaktadir (25). A aymacindaki Triton X-

100, EDTA, NaCl, bazik pH ve 151t+a islemi siitiin eri-

yebilirligini arttrmakta ve siv1 faz ile bakterilerin filt-
reden gegisini kolaylagtirmaktadir. Ciinkii mastitisli stit
cok sayida hiicre, fibrin kitleleri ve filtereden gegiste
sorun yaratan bir ¢ok madde igermektedir. On filtrasyon

isleminde kullanilan hidrofobik ozellikteki polipropilen

filtre, hiicre gibi kati faz maddelerini t‘utarken bakterilerin

gecisini saglamaktadir. Kiigiik por ¢aph ikinci filtrasyon

ile polisulfon filtre lizerinde tutulan bakterilerin bo-

yanmasinda kullanilan toludin mavisi| asidik ortamda ne-

gatif yiizey yiikline sahip olan Grarr!l pozitif ve negatif

bakterileri boyayabilmektedir (12). Ayrica, toludin ma-

visi ile polisulfon filtrenin uyumu, dekolorasyon is-
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leminden sonra reaksiyonun kolayca ayirt edilmesini sag-
lamaktadir. Siit orneklerinde filtrasyon ile bakteri sap-
tanmasina yonelik diger teknikler de geligtirilmesine kar-
sin, bunlarda akridin boyast ve epiflorasan mikroskop
kullamlmas1 uygulanabilirligini giiclestirmektedir (6,15).
Caligmada deneysel olarak inokule edilen normal siit
Srneklerinde, filtrasyon yontemi ile Gram pozitif bak-
terilerin 8.96 x 105-3.80 x 10%ml, Gram negatif bak-
terilerin 6.56 x 105-8.40 x 10%/ml miktarlan saptanabildi.
Klinik mastitisli siitlerde, genellikle 105-10¢ bakteri/ml
bulundugu goz oniine ahmirsa, yontemin bu sii lerin ¢o-
gunda sonug verecegini s6ylemek miimkiindiir [(10). Bu
orneklere uygulanan filtrasyon islemi sonunda, bak-
terilerin tiimii tiire spesifik Gram reaksiyonu verdi; bu da
islemin boyanma ile ilgili kisminda bir sorun olmadigim
gosterdi. Bu ¢aligmada filtrasyon yonteminin | minimal
tam limiti S.qureus ve E.coli igin sirastyla 8.96(x 10° ve

7.16 x 10° olarak bulunurken, Yazdankhah ve ark.(25)5x .

106 ve 1 x 10° olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada siitte
daha az sayidaki bakterinin saptanabilmesi, ikinci filt-
rasyon agamasinda daha kiigiik porlu filtre kullanilmasina
ve dolayisiyla filtrede daha gok bakteri tutulmasina bag-
lanabilir. Filtrasyon igleminde kullamlan A ayiraci bak-
terileri 6ldiirdiigii i¢in, boyama Oncesi agamada bakteri
sayisin tesbiti ve orijinal inokulum ile kargllagtmlmam
miimkiin olmadi.

Deneysel kosullarda normal siitteki tam limiti be-
lirlenen filtrasyon yontemi ile klinik ve subklinik mas-
titisli siit ornekleri incelendi. Filtrasyon yonteminin de-
gerlendirilmesinde, bakteri kiiltiirii referens veri olarak
kabul edildi. Filtrasyon yontemi, klinik mastitisli 66 siit
drneginin 63’linde (%95.5) bakteri varligim ve Gram tip-
lerini dogru olarak ayirdi. Yazdankhah ve ark (25), aym
yontemle bu oram %95 olarak belirlemislerdir: Jonsson
ve ark. (9) ise Limulus test ile mastitisli siitlerdeki Gram
negatiflerin %100 dogrulukla saptanabildigini  bil-
dirmiglerdir. Bu c¢alismada, Streptococcus ve C.bovis
izole edilen birer 6rnekte filtrasyon yontemi ile bakteri
varliginin saptanamamasi, siitteki bakteri sayismnin tam fi-
mitlerinin altinda olmasina baglandi. Yazdankhah ve ark
(25), benzer durumun ¢ok yogun hiicre ve debris iceren
siitlerde gozlendigini bildirmiglerdir. Ayni arastirmacilar,
kiiltiir negatif siit rneginde, kanh igerikten dolay1 hatali
pozitiflik belirlerken, bu gahsmada hatal pozitiflik sap-
tanmada.

Filtrasyon yontemi, subklinik mastitisli 52 siit or-
neginin 45’inde (%86.5) bakteri varligim ve Gram tip-
lerini dogru olarak ayirdi. Beg siit drneginde bakteri izo-
lasyonu yapihirken, filtrasyon yontemi ile hatal negatiflik
bulundu. Subklinik mastitislerde klinik mastitislere gore




daha yiiksek hatali negatiflik oranimin bulunmasi, bu iki
hastalik formuna neden olabilen bakteri sayilarinin fark-
hligindan kaynaklanmig olabilir (10). Subklinik mas-
titislerin ayn1 yontemle incelendigi baska bir ¢aligma ol-
madi1 i¢in, bulgulan karsilagtirmak miimkiin olmadi.
Klinik ve subklinik mastitisli siitlere uygulanan filt-

rasyon yonteminde, Gram pozitif bakterilerin negatif bo-
yanmasindan kaynaklanan 3 hatali sonu¢ bulundu. Bu
bakterilerin besiyerinde iiretildikten sonra Gram yontemi
ile boyanmalar1 sonucunda, normale gore daha c¢ok de-
kolorize olduklann gozlendi. Kiiltiir boyamada da de-
Zisken Gram reaksiyonun saptanmasi, hatanin yontemden
degil bu bakterilerin zelliginden kaynaklandifim gos-
terdi. Yazdankhah ve ark (25), filtrasyon yo6nteminde
Streptococcus spp. ile ilgili hatali boyanmanin goz-
lenebilecegini bildirmigler ve inceledikleri streptokok
kiildirlerinin %15’inde degisken Gram reaksiyonu sap-
tamiglardir. Filtrasyon yontemi ile, Gram negatif bakteri
izole edilen siitlerin ve normal kontrol siitlerinin hig-
birinde hatali boyanma belirlenmedi, bu da testin yiiksek
spesifiteli bulunmasini sagladi.

~ Sonug olarak, bu ¢alijmada kullanilan filtrasyon
yonteminin, ozellikle klinik mastitisli siitlerdeki bakteri
varligim (%96 sensitivite, %100 spesifite) ve Gram tipini
(%98-100 spesisifte ve sensitivite) yiiksek dogruluk orani
ile gosterebildigi belirlendi. Gram pozitif ve negatif in-
feksiyonlarda uygulanan antimikrobiyal rejim farkli ol-
dugundan, filtrasyon yontemi ile bu ayrimin kisa siirede
yapilabilmesi 6nem tagimaktadir. Cesitli aragtirmalarda
klinik mastitis vakalarinin %20-35’inde bakteriyel eti-
yolojiye rastlanmadif: gdz oOniine ahindifinda (1,23),
Gram tipini ayirmasi1 yaminda bakteri varhiini gos-
termesi, yontemin 6nemli bir avantaji olarak kabul edildi.
Boylece, filtrasyon yontemi ile antimikrobiyal kullanma
gereksinimi olup olmadigim kisa siirede anlamak, an-
tibiyotik se¢iminde Onemli hata yapmamak ve gereksiz
antibiyotik kullammin: 6nlemek miimkiin olacakur. Filt-
rasyon yonteminin en 6nemli ve diger yontemlerde bu-
lunmayan avantaji, onceden hazirlanmig ayraglar kul-
lanarak saha kosullarinda uygulanabilmesi ve 7 dakika
gibi ¢ok kisa siirede sonug vermesidir. Ayrica, yéntemin
subklinik mastitisli siitlere de uygulanabilecegi, ancak ha-
tali sonug oraninin géz Oniinde bulundurulmasi gerektigi
kanisina varildi.
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