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OzET

Ozbilgi/Amag: Bu calismada Aydin ilinde goriilen sigirlarin yaz mastitislerinden Trueperella pyogenes’in identifikasyonu ve antibi-
yotiklere direngliliklerinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot: Calismada Aydin ili ve cevresinde bulunan cesitli odaklardan yaz aylarinda (Haziran-Temmuz-Agustos) top-
lanan 150 adet mastitisli st 6rnegi incelenmistir. Alinan 6rnekler soguk zincir alinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiltesi Mikrobiyoloji Rutin Teshis laboratuarina getirilmis ve besiyerlerine ekimleri yapilmigtir. Daha sonra 37 2C’de 24 saat
inkubasyona birakilmistir. Yapilan Gram boyama sonrasi Gram pozitif bakteriler ayirt edilmis ve izole edilen bu bakterilerin biyo-
kimyasal yontemlere gére identifikasyonu gergeklestirilmistir. Antibiyotik direngliliklerinin tespiti igin Kirby bauer disk difizyon
metodu kullaniimistir.

Bulgular ve Sonug: Arastirmada kullanilan toplam 150 mastitisli stt érneginden 12 (% 8) adet T. pyogenes susu izole ve identifiye
edilmistir. Izole ve identifiye edilen T. pyogenes suslarina yapilan antibiyotik duyarhlik testleri sonucunda 12 adet susun tamami
(%100) Penisilin/Novobiosin, Danofloksasin, Oksitetrasiklin, Kanamisin/Sefaleksin ve Siilfamethaksasol-Timethoprim’e direngli
bulunmustur. Sefaperazon ve Kolistin stlfat’a 9 ar sus direngli (%75), 3’er sus duyarli (%25), Linkomisin’e 3 sus direncli (%25), 3 sus
orta diizey duyarli (%25) ve 6 sus duyarl (%50), Amoksisilin klovulanik asit’e 3 sus direncli (%25), 6 sus orta dizey duyarli(%50) ve
3 sus duyarli (%25), Eritromisin’e 9 sus direngli (%75), 3 sus orta dlzey duyarli (%25), Seftifor’a 6 sus direngli (%50), 6 sus duyarh
(%50) ve Florfenikol’e ise 6 sug direngli (%50), 3 sug orta diizey duyarl (%25) ve 3 sus ise duyarli (%25) olarak tespit edilmistir.
Sonug olarak Aydin ilinde goériilen yaz mastitislerinden T. pyogenes’in izolasyonu ve identifikasyonlari yapilmistir. Yapilan antibi-
yogram testleri sonucu etkenin bir ¢ok antibiyotige karsi direng gelistirdigi tespit edilmistir. Bu tip mastitis olgularinda sagaltimda
basari elde edilebilmesi igin antibiyogram testlerinin yapilip, bilingli bir antibiyotik segimine gidilmesinin dogru bir yaklasim olacagi
sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direncliligi, Trueperella pyogenes, Yaz Mastitisi,

Identification of Trueperella pyogenes from Bovine Summer Mastitis and

Detection of Antibiotic resistances
ABSTRACT

Background/Aim: The aim of this study were isolation of summer mastitis factor Trueperella pyogenes from mastitic cattles in
Aydin and determination of antibiotic resistances of that isolated factors.

Material and Method: In this study, 150 mastitic milk samples were analyzed in Aydin province in summer season (Jun-July-Au-
gust). Collected samples were brought to The Routine Diagnostic Laboratory of Microbiology Department, Veterinary Faculty,
Adnan Menderes University under cold chain. Then was allowed to incubate for 24 hours at 37 2C. After that, Gram positive bac-
terias are separated by using Gram Staining and isolated bacterias were identified based on biochemical assays. Kirby-Bauer disc
diffusion method was used for the detection of antibiotic resistance.

Results and Conclusion: Of the 150 analyzed mastitic milk samples, 12 Trueperella pyogenes strains (% 8) were isolated and
identified. All the studied strains were found resistant to Penicillin/Novobiocin, Danofloxacin, Oxytetracycline, Kanamycin/Cep-
halexin and Sulfamethoxazole-Trimethoprim (100 %). Nine strains were found resistant to Cefoperazone and Colistin sulphate
(75%), while three strains were sensitive (25%). Resistant 3 strains (25%), moderately sensitive 3 strains (25%) and sensitive 6
strains (50%) were present against Linmycine/Neomycin. Resistance to Amoxycillin Clavulanic Acid, Erythromycin, Ceftiofur and
Florphenicol occurred in 3(25%), 9(75%), 6 (50%) and 6 strains (50%), respectively. As 6 (50%), 3 (25%) and 3 strains (25%) were
determined moderately sensitive to Amoxycillin Clavulanic Acid, Erythromycin and Florfenicol, in the same order. Sensitive strains
were also existing to Amoxycillin Clavulanic Acid, Ceftiofur and Florfenikol in the amount of 3 (25%), 6 (50%) and 3 (25%). As a
result of this study, isolation and identification of T. pyogenes from summer mastitis cases were performed in Aydin province.
Antibiogram tests showed that T. pyogenes were developed resistance to many antibiotics. It is concluded that for the success in
mastitis treatment, antibiogram tests should be performed before antibiotic decision.
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Giris

Sicak mevsimlerde akut formda seyreden yaz mastitisleri, me-
radaki hayvanlarda gorilmekte ve kuru donemdeki inekler ile
diiveleri etkilemektedir. Bu hastalik siddetli mastitise neden
olur ve genellikle etkilenen meme dokusunun kaybiyla so-
nuglanir. Meme lobunun klasik gérinimi sicak, sert, sismis
ve gerginlesmistir. Durum son derece aci verici ve memeden
gelen salgl yogunlasmis ve pihtilasmis olup karakteristik koti
bir koku halindedir. Genellikle topallik gérilir. Etkilenen birgok
hayvanda viicut sicakligi yliksektir ki buda enfeksiyonun toksin
Uretmesindendir. Kurudaki inek ve diveleri kontrol ederken
ayakta ve hareket halindeki diizenleri hastaligi erken teshis et-
mekte 6nemlidir. Yaz mastitisi nedeniyle abort olusabilir. Eger
hasta olanlar derhal tedavi edilmezse 6lime dahi yol agabilir
(Anonim 2013). Avrupa’da ki strilerin % 60’1 bu enfeksiyonu
yasar ki bu da yaklasik olarak 20000 veya % 1,5’luk kismi etki-
ler (Shearer ve Harmon 1993, Berry ve Booth 1999). Hastalikta
en siklikla izole edilen mikroorganizma olan Trueperella (Arca-
nobacterium - Corynebacterium) pyogenes memede siddetli
doku hasari ve nekrozdan sorumlu olarak izole edilir (Shearer

Materyal ve Metot

Ornekler: Arastirmada, 150 adet mastitisli siit 6rnegi [CMT
(3 +) degerinde] incelenmistir. incelenecek drnekler 2014 yili
Haziran, Temmuz ve Agustos aylarinda 50’ser adet olarak top-
lamda 150 adet alinarak olusturulmustur. Alinan drnekler ince-
lenmek {izere Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina soguk
zincir altinda getirildiler.

Orneklerden T. pyogenes izolasyonu ve identifikasyonu: So-
guk zincir altinda laboratuara getirilen 6rnekler % 5 koyun kan-
I agarlara steril 6ze yardimi ile ekildi. Petri kutular %5 CO,’li
ortamda 37 °C’de 48 saat inkiibe edildiler. inkiibasyon sonrasi
kiiglk, igne ucu buyukligiinde, B-hemoliz yapan koloniler se-
cilerek Gram boyama metodu ile boyandi. Gram pozitif, gram
degisken veya pleomorfik goriinimlu koloniler siipheli kabul
edildi. Rutin biyokimyasal testler; katalaz ve oksidaz, nitrat re-
diiksiyon, eskiilin, jelatin hidroliz, Greaz tGretimi, glikoz, maltoz,
mannitol, sukroz ve ksiloz fermentasyonu, kazein agarda sivi-
lasma gorinimi, oksidasyon-fermentasyon yoniinden ince-

Tablo1: T. pyogenes’ in Biyokimyasal Ozellikleri (Billington ve ark 2002).
Tablel: Biochemical Characteristics of T. pyogenes (Billington et al. 2002).

Hareket
B — Hemoliz
Katalaz

Oksidaz

Nitrat rediksiyonu
Eskilin

Jelatin hidroliz

Ureaz tiretimi

Glukoz

Maltoz

indol

Mannitol

Sukroz

Ksiloz fermentasyonu
Casein agarda sivilasma

ve ark 1993). Trueperella pyogenes, sigir, koyun, kegi gibi evcil
hayvanlardan siklikla izole edilebilen gram pozitif, pleomorfik,
basil gorintimli, faklltatif anaerobik bir bakteridir (Vinicius
ve Rodrigo 2014). Etken, 6nceleri Corynebacterium pyogenes,
sonralari ise Actynomyces pyogenes olarak isimlendirilmistir
(Narayanan ve ark 1998, Silva ve ark 2008). Son zamanlarda
ise ozellikle yaz aylarinda goriilen mastitislerin nedeni olan bu
bakteri tekrar klasifiye edilerek Trueperella pyogenes olarak
adlandirilmistir. Bununla birlikte, etkenin ismi veteriner sahada
hala Corynebacterium pyogenes veya Actinomyces pyogenes
olarak kullanilmaktadir (Zastempowska ve Lassa 2012). Canlila-
rin normal florasinda bulunan etkenin zaman zaman ekonomik
olarak ciddi kayipli enfeksiyonlar olusturmasina ragmen, etke-
nin patojenitesi, patogenezisi ve miicadele yollarinin yeterince
bilinmemektedir. Dolayisiyla, laboratuarlarda rutin teshiste goz
ardi edilebilmektedir. Cesitli hayvan tirlerinde abort, mastitis,
pyometra, artritis, ayaklar, karaciger ve bobreklerdeki apseler-
den T. pyogenes’in izole edilmesi konunun ciddiyetini goster-
mektedir (Jousimies-Somer ve ark 1996, Nolte ve ark 2001).

Calismamizda sigirlarda gorilen yaz mastitislerinin bir etke-
ni olan Trueperella pyogenes’in identifikasyonu ve identifiye
edilen etkenlerin antibiyotiklere direngliliklerinin saptanmasi
amagclanmistir.

lendi (Billington ve ark 2002, Ertas ve ark 2005, Gouletsou ve
ark 2006, Nagaraja ve ark 1998). T. pyogenes’ in biyokimyasal
ozellikleri (Billington ve ark 2002) Tablo 1’ de gosterilmektedir.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri: izole edilen suslarin antibiyotik
duyarhlk testleri Kirby Bauer Disk Difflizyon yontemine goére
vapildi. Ticari firmalardan temin edilen; Trimethoprim- Sulfa-
methoksasol (STX), Florfenikol (FFC), Ceftiofur (CFT), Eritro-
misin (E), Colistin Silfat (CT), Cefaperazon (CFP), Linkomisin
Neomisin (LN), Kanamisin Sefaleksin (KCX), Oksitetrasiklin (OT),
Amoksisilin klavulonik asit (AMC), Danofloksasin (DFX), Peni-
sillin/Novobiosin (Pen/Novo), etken maddelerini igeren antibi-
yotik diskleri kullanildi (Bilgehan H 1995). Calismada kullanilan
antibiyotiklerin standart zon gaplari Tablo 2’de verilmistir (CLSI
2002, 2003).

Bulgular

Arastirmada toplam 150 mastitisli siit 6rneginden 12 (% 8) adet
T. pyogenes susu izole ve identifiye edilmistir. izole ve identi-
fiye edilen T. pyogenes suslarina yapilan antibiyotik duyarlilik
testleri sonucunda 12 adet susun tamami (% 100) Penisilin/
Novobiosin, Danofloksasin, Oksitetrasiklin, Kanamisin/Sefalek-
sin ve Silfamethaksasol-Timethoprim’e direngli bulunmustur.
Sefaperazon ve Kolistin siilfat’a 9 (%75) ar sus direngli, 3’er sus
duyarl (%25), Linkomisin’e 3 sus direngli (%25), 3 sus orta di-
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Tablo2: Standart Zon Caplari (CLSI 2002, 2003).
Table2: Standard Zone Diameters (CLSI 2002, 2003).

inhibisyon Zon Caplari / mm

Antimikrobiyal Madde Disk Igerigi
(mcg) Direngli Orta Duyarli Duyarli

Penisillin/Novobiosin (Pen/Novo) 10U/30 pg <16 - >17
Danofloksasin (DFX) 5ug - - 222
Amoksisilin klavulonik asit (AMC) 20/10 pg <13 14 -17 >18
Oksitetrasiklin (OT) 30 ug <14 15-18 219
Kanamisin Sefaleksin (KCX) 75 pg <18 18-20 >20
Linkomisin Neomisin (LN) 75 pg <12 13-16 217
Cefaperazon (CFP) 75 pg <15 16 - 20 >21
Colistin Sulfat (CT) 10 g <10 - 211
Eritromisin (E) 15 ug <13 14-22 >23
Ceftiofur (EFT) 30 ug <17 18-20 221
Florfenikol (FFC) 30 ug <14 15-18 >19
Trimethoprim- Stlfamethoksasol 1.25+

(STX) 23.75 <10 11-15 216

zey duyarli (%25) ve 6 sus duyarli (%50), Amoksisilin klavulanik
asit’e 3 sus direngli (%25), 6 sus orta duzey duyarl (%50) ve 3
sus duyarli (%25), Eritromisin’e 9 sus direngli (%75), 3 sus orta
diizey duyarli (%25), Seftifor’a 6 sus direngli (%50), 6 sus duyarh
(%50) ve Florfenikol’e ise 6 sus direngli (%50), 3 sus orta diizey
duyarli (%25) ve 3 sus ise duyarli (%25) olarak tespit edilmistir
(Tablo 3).

Tartisma ve Sonug

Mastitis; belki de sigirlarin evcillestirilmesinden bu yana goz-
lemlenen, sit inegi yetistiriciliginin en dnemli hastaliklarindan

Tablo3: izole Edilen T: pyogenes izolatlarinin Antibiyogram Sonuglari
Table3: Antibiogram Results of Isolated . pyogenes Isolats.

nomyces pyogenes olarak kullanilmaktadir (Zastempowska ve
Lassa 2012).

Adnan Menderes Universitesi’nin bulunmus oldugu Aydin ilin-
de de Tirkiye ve diger Ulkelerde oldugu gibi mastitis hastaligi
onemli bir problem teskil etmekle birlikte ekonomik kayiplara
sebebiyet vermektedir. Yapilmis olan bu ¢alismada Aydin ilinde-
ki sigirlarda gorilen yaz mastitislerinin bir etkeni olan Truepe-
rella pyogenes’in identifikasyonu ve identifiye edilen etkenlerin
antibiyotiklere direngliliklerinin saptanmasi amaglanmistir.

Arastirmamiz sonuglarina gore toplam 150 mastitisli st 6rne-

NTiBiYOTIiKLER

PEN/ NOVO DFX AMC ot KCX LN CFpP cT E EFT SXT FFC
R IS R I s R 1 S R IS R IS ! S R 1 S R ! S R IS R h 8 I S R ! 51
T.pyogenes 12 = = 12 = = 3 6 3 12 e B 12 = 3 6 9 3 9 3 9 3 6 6 12 6 3 3
n=12
PEN/NOVO:Penisilin/ iosin, DFX:D: in, AMC: ik asit, OT:Oksi iklin, KCX:| in LN:Linkomisi isin, CFP: 1, CT:Colistin Siilfat, E:Eritromisin, EFT:Seftiofur,

SXT:Timethoprim-Siilfamethaksasol, FFC:Florfenikol - S = Duyarli, | = Orta Duyarli, R = Direngli

biridir. Clinki sit, 6zellikle insan beslenmesindeki en dnemli
gida kaynaklarindan birisi olarak bilinmektedir ve siittin baglica
kaynagi olarak ilk sirada sit ineklerinin gelmesi, sigir mastiti-
sini diger hayvanlarda goriilen mastitislere kiyasla daha fazla
onemli kilmaktadir.

Divelerde klinik mastitis “yaz mastitisi sendromu” olarak da
bilinmektedir ve yaz mastitisi ile diive mastitisi es anlamh kulla-
nilmaktadir. Sicak mevsimlerde akut formda seyreden yaz mas-
titisleri, meradaki hayvanlarda gorilmekte ve kuru donemdeki
inekler ile duiveleri etkilemektedir. Hastaliga genelde Truperella
(Arcanobacterium - Corynebacterium) pyogenes neden olup,
siddetli doku hasari ve nekrozdan sorumlu olarak izole edilir
(Shearer ve ark 1993).

Trueperella pyogenes; sigir, koyun, kegi gibi evcil hayvanlardan
siklikla izole edilebilen gram pozitif, pleomorfik, basil gériiniim-
|U, fakultatif anaerobik bir bakteridir. Etken, dnceleri Coryneba-
cterium pyogenes, sonralari ise Actynomyces pyogenes olarak
isimlendirilmistir (Narayanan ve ark 1998, Silva ve ark 2008).
Son zamanlarda ise 6zellikle yaz aylarinda goriilen mastitisle-
rin nedeni olan bu bakteri tekrar klasifiye edilerek Trueperella
pyogenes olarak adlandirilmistir. Bununla birlikte, etkenin ismi
veteriner sahada hala Corynebacterium pyogenes veya Acti-

ginden 12 (% 8) adet T. pyogenes susu izole ve identifiye edil-
mistir.

Bademkiran ve ark (2005) glnlik sagim sayisinin st verimine
Uzerine etkilerini inceledikleri bir calismada mastitis vakalari-
ni degerlendirmisler ve arastirma sonuglarinda klinik mastitis
olgularinin etkenleri géz 6nline alindiginda bunlarin % 47.45’i
S. aureus, % 15.25’i S. epidermis, % 3.38'i Strep. agalactiae, %
10.16'i Strep. dysgalactiae, % 5.08'i Strep. uberis, % 5.08'i T.
pyogenes ve % 8.47'sinin E. coli tarafindan olusturuldugunu bil-
dirmislerdir.

Trakya bolgesinde 77 mastitisli siit 6rnegi ile yuritilen bir ¢a-
lismada 105 etken izole edilmis, bu 6rneklerin % 2,9’u T. pyoge-
nesis olarak tanimlanmigtir (Ak 2000).

Tel ve ark (2009) Sanliurfa yoresinde bulunan ineklerde, subk-
linik mastitis olgularinin prevalansinin belirlenmesi, mastitise
neden olan etkenlerin izolasyonu, identifikasyonu ve bunlarin
antibiyotiklere duyarliliklarinin saptanmasi amagladiklari ¢alis-
malarinda izole ettikleri diger bakterilerin yani sira 15 adet (%
5.8) T. pyogenes izole etmislerdir. Tiirltoglu ve ark (1995) ise
Marmara boélgesinde incelemis olduklari 1126 sit 6rneginden
% 0.6 oraninda T. pyogenes tespit etmislerdir. Konya yoresinde
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yapilan bir galismada CMT pozitif 125 meme lobundan alinan
sut 6rneklerinden % 16.3 (Ates ve ark 1991), Elazig’da yapilan
bir calismada (Muz ve ark. 1992) mastitisli 94 siit numunesin-
den % 5.3 T. pyogenes izole ve identifiye edilmistir.

Norveg'te 1040 klinik mastitisli slit¢li sigir tizerinde yapilan bir
calismada izole edilen etkenler arasinda T. pyogenesis’in yiz-
desi 3.5 olarak tespit edilmistir. Waage’nin yaptigi ¢alisma so-
nuglarina gore dogumdan o6nce gorilen mastitlerde T. pyoge-
nesis’in goriilme sikhg1 % 8,2 iken dogumdan sonra bu yiizde %
2,7 seviyelerine gerilemektedir. Yaptiklari ¢calisma sonuglarina
gbre Staphylococcus aureus ve T. pyogenesis’e bagh mastitler
agustos sonundan kisa gegis aylarina kadar gorilmektedir (Wa-
age ve ark 1999).

Arastirma sonuglarimiza gore elde edile % 8'lik izolasyon orani-
nin, Glkemizde yapilan diger arastirmalar ile karsilastirildiginda
ylksek olmasinin sebebi, Bélgemiz hava kosullarinda yaz ayla-
rinin diger yorelere oranla daha sicak ve nemli gegmesinden
kaynaklanmaktadir.

Jousimies-Somer (1996) yaptiklari bir arastirmada yaz mastiti-
sine yakalanan 20 inek ve 3 dlive den 32 aerobik, 37 de anaero-
bik bakteri izole etmisler, bunlardan da 16 sinin T. pyogenes ol-
dugunu ortaya koymuslardir. Calismalarinda izole ettikleri tim
aerobik bakteriler yapmis olduklari antibiyotik duyarlilik testle-
rinde penisilin G, amoksisilin, amoksisilin-klovulanat, sefositin,
klindamisin ve kloramfenikol’e karsi duyarl bulunmuslardir.
Zastempowska ve Lassa (2012) ise Yaz mastitis etkeni olan T.
pyogenes’in genotipik karakterizasyonu ve antimikrobiyallere
karsi direngliliklerini inceledikleri aragtirmalarinda kullandiklari
55 izolatin % 74.5i (41 izolat) tetrasiklin’e karsi direngli bulun-
mus, eritromisin’e karsi % 9.1’i (5 izolat) tam direngli, 1 izolat ise
orta diizey direngli olarak tespit edilmistir. Bunun yaninda aras-
tirmada kullanilan izolatlardan higbirisinin penisilin, ampisilin,
sefalotin, ceftiofur ve penisilin-novobiosin kombinasyonu gibi
B-lactam grubu antibiyotiklere karsi direng gostermedigi rapor
edilmistir. izolatlardan 6 tanesinin (% 10.9) ise eritromisin-pirli-
misin-tetrasiklin ¢coklu ilag direncine sahip oldugu bildirilmistir.

Arastirmamiz sonuglarina gore ise 12 adet susun tamami
(%100) Penisilin/Novobiosin, Danofloksasin, Oksitetrasiklin,
Kanamisin/Sefaleksin ve Silfamethaksasol-Timethoprim’e di-
rencli bulunmustur. Sefaperazon ve Kolistin siilfat’a 9 ar sus di-
rengli (%75), 3’er sus duyarh, Linkomisin’e 3 sus direngli (%25),
3 sus orta diizey duyarli (%25) ve 6 sus duyarli (%25), Amoksisi-
lin klovulanik asit’e 3 sus direngli (%25), 6 sus orta diizey duyarli
(%50) ve 3 sus duyarh (%25), Eritromisin’e 9 sus direngli (%75),
3 sus orta diizey duyarh (%25), Seftifor’a 6 sus direngli (%50), 6
sus duyarli(%50) ve Florfenikol’e ise 6 sus direngli (%50), 3 sus
orta diizey duyarli (%25) ve 3 sus ise duyarl (%25) olarak tespit
edilmistir.

Literatdr incelemesi yapildiginda arastirmamizda odaklandigi-
miz ve yaz mastitislerinden sorumlu tutulan T. pyogenes bak-
terisinin direkt olarak incelenerek antibiyotik duyarliliklarinin
degerlendirildigi calisma sayisi oldukga azdir. Bunun nedeninin
etkene ¢ok fazla miktarlarda rastlaniimamis olmasindan kay-
naklandigi distinilmektedir. Hayvan sagligi acisindan deger-
lendirildiginde etkene az sayida rastlanilsa bile hastalik nedeni
oldugu igin dGnemsenmektedir.

Sonug olarak yapilan arastirma ile sigirlarda yaz aylarinda go-
rilen ve inatgl mastitis vakalarina sebep olan T. pyogenes bak-
terisinin ilimizde goérilme orani hakkinda fikir elde dilmis olup,
yapilan antibiyogramlarda izole edilen etkenlerin veteriner sa-
hada kullanilan birgcok antibiyotige karsi oldukga direngli oldugu

ortaya konmustur.
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