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ABSTRACT

Caseous lymphadenitis (CLA), caused by Corynebacterinm pseundotuberculosis, is a highly prevalent disease of sheep and
goats resulting in significant economic losses in the world. In this study, it was aimed to determine the iz vitro
antimicrobial susceptibility of C. pseudotuberculosis strains isolated from sheep with CLA to vatious antibiotics. A
total of 16 C. psendotuberculosis strains isolated from lung samples of 67 sheep with CLA lesions were tested.
Tetracycline, oxytetracycline, streptomycin, enrofloxacin, cloxacillin, ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic
acid, penicillin/novobiocin, trimethoprim/sulfamethoxazole and neomycin/bacitracin/tetracycline discs were
tested by disc diffusion method. A total of 14 (87.5%) C. pseundotuberculosis strains were susceptible to enrofloxacin,
13 (81.2%) strains to neomycin/bacitracin/tetracycline, 12 (75.0%) strains to penicillin/novobiocin, 11 (68.7%)
strains to oxytetracycline, 11 (68.7%) strains to amoxicillin/clavulanic acid, 10 (62.5%) strains to cloxacillin, 9
(56.2%) strains to tetracycline, 5 (31.2%) strains to ampicillin/sulbactam and 3 (18.7%) strains to
trimethoprim/sulfamethoxazole. None of the isolates were susceptible to streptomycin.
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Kaze6z Lenfadenitisli Koyunlardan zole Edilen
Corynebacterium pseudotuberculosis Suslarinin in-Vitro Antibiyotik Duyarliliklari

oz

Koyun ve kecilerde Corynebacterinm psendotuberculosis taratindan olusturulan kazedz lenfadenitis (KLA), tim diinyada
yaygin olarak gorilmekte ve 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu ¢alismada, KLLA’ koyunlardan
izole edilen C. psendotuberculosis suslarinin cesitli antibiyotiklere 7z vitro duyarliliklarinin belirlenmesi amaglands.
Calismada KLA lezyonlart gosteren toplam 67 adet koyunun akcigerlerinden izole edilen 16 adet C.
psendotuberculosis susu test edildi. Disk diftizyon yontemiyle yapilan degerlendirmede; tetrasiklin, oksitetrasiklin,
streptomisin, enrofloksasin, kloksasilin, ampisilin/sulbaktam, amoksisilin/klavulanik asit, penisilin/novobiosin,
trimetoprim/sulfametaksazol ve neomisin/basitrasin/tetrasiklin diskleri kullanildi. Suslarin 14 (%87.5) adet
enrofloksasine, 13 (%81.2) adeti neomisin/basitrasin/tetrasikline, 12 (%75.0) adeti penisilin/novobiosine, 11
(%68.7) adeti oksitetrasikline, 11 (%068.7) adeti amoksisilin/klavulanik asite, 10 (%062.5) adeti kloksasiline, 9
(%56.2) adeti tetrasikline, 5 (%31.2) adeti ampisilin/sulbaktama ve 3 (%18.7) adeti ise
trimetoprim/sulfametaksazole duyarh bulundu. Izolatlardan higbiri streptomisine duyarh bulunmadi.
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GIRIS

Corynebacterium — psendotuberculosis ~ Gram  pozitif,
hareketsiz, sporsuz, kapsilsiiz, kokoid veya ¢omak
morfolojisinde, fakiltatif intraseliler bir bakteridir.
Bakteri 37°C’de, aerobik veya fakiltatif anaerobik
ortamlarda, 2-4 ginde kicik, yuvarlak, sarimst veya
gri-beyaz renkte, agar yiizeyinde kayan koloniler
olusturmaktadir. Proteolitik etkisi olmayan etkenin,
biyokimyasal aktivitesi zayif ve degiskendir. C.
pseudotubercnlosisin - nitrata olan etkisi bakimindan,
nitrat negatif ve pozitif olmak tzere farkli suslari
bulunmaktadir. Genel olarak koyun ve kegi orijinli
suslar nitrat negatif, at ve sigir orijinliler ise nitrat
porzitiftir (Dorella ve ark. 2006, Quinn ve ark. 2011).
C. psendotuberculosis insan dahil cesitli canlt tirlerinde
degisik enfeksiyonlara neden olmaktadir (Kuria ve
Holstad 1989, Dorella ve ark. 2006, Bastos ve ark.
2012). Bakteri daha ¢ok koyun ve kecilerde kazetz
lenfadenitis  (KLA)’in  spesifik  etkeni olarak
bilinmektedir. KLLA, 6zellikle eksternal lenf yumrular
(eksternal form) ve akcigerler bagta olmak tizere cesitli
ic organlarda  kapsilli  apselerin  olusumuyla
karakterize (internal form), kronik bir enfeksiyondur.
Dinyanin bir¢ok bélgesinde yaygin olarak gorilen
enfeksiyonda apselesmeyle birlikte erken dogum,
yavru atma, deri ve yapagi kalitesinde bozulma, ileri
derecede zayiflamaya bagli olarak et verimi ve
kalitesinde disme, genc hayvanlarda daha fazla olmak
tzere nadiren de olsa Olimler gorilebilmektedir
(Middleton ve ark. 1991, ilhan 2001, Dorella ve ark.
2000, Parin ve ark. 2018).

KLA’in tedavisinde ¢esitli antimikrobiyal maddeler
kullanilmaktadir. Etkenin cesitli antibiyotiklere 7 vitro
duyarliligina  yonelik bazi  calismalar  yapilmuistur.
Kanada’da yapilan bir calismada, KLA’li kegilerden
izole edilen toplam 26 adet C. pseudotuberculosis susu
test edilmis ve izolatlardan 3’Gniin neomisine,
tamamunin ise ampisilin, kloramfenikol, linkomisin,
gentamisin, tetrasiklin, penisilin G ve
trimetoprim/sulfametaksazole duyarlt oldugu rapor
edilmistit.  Aymt  calisgmada  tim  izolatlarin
streptomisine ise direngli oldugu bildirilmistir (Muckle
ve Gyles 1982). Fransa’da 6 farkhi cografi bolgede
yetistirilen KLA’li koyun ve kegilerden elde edilen 22
adet C. pseundotubercnlosis susuyla yapilan calismada,
izolatlardan birinin yliksek dizeyde streptomisine
direngli oldugu ifade edilmistir (Pepin ve ark. 1989).
Ispanya’da subklinik mastitisli koyun orijinli 10 adet
C. psendotuberculosis susunun incelendigi arastirmada;
amoksisilin, penisilin, tetrasiklin, kanamisin,
gentamisin,  eritromisin, rifampisin, linkomisin,
siprofloksasin, doksisilin ve kloramfenikol test
edilmistir. Arastirmada sonuc¢ olarak, izolatlarin
tamaminin MIK degerlerinin oldukea yiksek oldugu
rapor edilmistir (Fernandez ve ark. 2001). Sa ve atk.
(2013), Brezilya’da KLA’li koyun ve kegilerden izole
ettikleri toplam 398 adet C. pesudotuberculosis susuyla
yaptiklart  antibiyogram ~ testinde;  izolatlarin
%100anin flotfenikol ve tetrasikline, %099.2’sinin

linkomisin,  enrofloksasin ~ ve  siprofloksasine,
%98.9’unun sefalotine, %98.7’sinin  norfloksasine,
%97.7’sinin  gentamisine, %94.2’sinin  ampisiline,
%91.2’sinin penisilin G’ye ve %89.2’sinin neomisine
duyarl;  %100’inin ise novobiyosine direncli
oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan calisgmalar  dikkate alindiginda, KLA’l
hayvanlardan izole edilen C. pseudotubercnlosis suslarinin
in vitro antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde,
cesitli antimikrobiyal maddelerin kullanildigi ve bu
calismalardan  olduk¢a farkli sonuclarin  alindigi
gorilmektedir. Bu calismada, Balikesir ilinde KLA’l
koyunlardan izole edilen C. pseudotuberculosis suslarinin
cesitli antimikrobiyal maddelere in vitro
duyarliliklarinin belirlenmesi amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Calisma kapsaminda toplam 67 adet koyun akciger
ornegi materyal olarak kullaniddi. Materyaller, Bigadi¢
Belediye Mezbahasinda Eylil 2018-Nisan 2019
tarihleri arasinda kesimi yapilan koyunlardan toplandi.
Kesimi yapilan hayvanlarin akcigerleri, veteriner
hekimler tarafindan  kontrol edildi. Ornekler,
makroskopik olarak pnéymoni belirtileri gbzlenen ve
apselesmis lenf yumrulart (bronsiyal ve mediastinal)
saptanan hayvanlardan alindi. Kesim sonrasinda
yaklastk 10-15 gr. agithginda temiz plastik kaplara
konulan Ornekler, soguk zincirde ve kisa siirede

Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  Laboratuvarina
ulastirild.

Izolasyon

Akciger 6rneklerinden steril svaplarla %5-7 defibrine
koyun kanli agara (1.10886, Merck, Darmstadt,
Germany) ekimler yapildt. Petri kutulari 37°C’de ve
aerobik ortamda 1-3 glin inkube edildi. Besiyerinde
sekillenen koloniler makroskopik ve mikroskopik
morfolojileriyle  birlikte,  gesitli  biyokimyasal
Ozelliklerine gbre C. psendotuberculvsis olarak identifiye
edildi (Dorella ve ark. 2006, Quinn ve ark. 2011).

Antibiyotik duyarlilik testi

Bu amagla, akciger 6rneklerinden identifiye edilen C.
psendotuberculosis suslart brain heart infusion brotta
(CM1135, Oxoid, Basingstoke, England) aerobik
atmosferde, 37°C’de dretildi (McFarland Standart
Tip No: 0.5). Test, plate count agarda (105463,
Merck), Kirby-Bauer Disk Diftizyon Yo6ntemime gore
yapildt (Bauer ve ark. 19606). Teste; tetrasiklin (30 pg,
Oxoid), oksitetrasiklin -~ (30 png, Bioanalyse),
streptomisin (10 pg, Bioanalyse), enrofloksasin (5 ug,
Bioanalyse), kloksasilin @ ug, Oxoid),
ampisilin/sulbaktam ~ (10/10  pg)  (Bioanalyse),
amoksisilin/klavulanik asit (2/1) (30 pg, Oxoid),
penisilin/novobiosin (40 ug, Oxoid),
trimetoprim/sulfametaksazol  (1.25 pg/23.75 g,
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BBC) ve neomisin/basitrasin/tetrasiklin (30 pg/10
IU/30 pg, Mast Diagnostic) diskleri kullanidi.
Sonuglar, besiyetleri 37°C’de 24 saat inkube edildikten
sonra degerlendirildi (CLSI 2013).

BULGULAR

Izolasyon

Incelen 67 adet akciger 6rneginin 16 (%23.8)’sindan
C. pseudotubercnlosis izole edildi. Etken 9 (%56.2)
ornekte saf kiltir olarak, 7 (%43.8) 6rnekte ise ¢esitli

Gram pozitif ve negatif bakteriyel etkenlerle birlikte
tredi.

Antibiyotik duyarhilik testi

Toplam 16 adet C. pseudotubercnlosis  susunun
kullanildig1 bu calismada, test edilen antimikrobiyal
maddeler arasinda en yitksek duyarhilik (%87.5)
enrofloksasine ~ karst  saptanirken,  izolatlarin

tamaminin  streptomisine direncli oldugu goruldi
(Tablo 1).

Tablo 1: C. pseudotuberculosis suglarinun in vitro antimikrobiyal duyarlili.
Table 1. In vitro antimicrobial susceptibility of C. pseudotuberculosis strains.

Antimikrobiyal Madde Izolat Sayis1 (%)
Orta

Duyarlt Duyarlt Direncli

Enrofloksasin 14(87.5) 1(6.2) 1(6.2)

Neomisin/basitrasin/tetrasiklin 13(81.2) 2(12.5) 1(6.2)
Penisilin/novobiosin 12(75.0) 0(0.0) 4(25.0)
Oksitetrasiklin 11(68.7) 1(6.2) 4(25.0)
Amoksisilin/klavulanik asit 11(68.7) 2(12.5) 3(18.7)
Kloksasilin 10(62.5) 3(18.7) 3(18.7)
Tetrasiklin 9(56.2) 4(25.0) 3(18.7)
Ampisilin/sulbaktam 5(31.2) 0(0.0) 11(68.7)
Trimetoprim/sulfametaksazol 3(18.7) 1(6.2) 12(75.0)
Streptomisin 0(0.0) 1(6.2) 15(93.7)

TARTISMA nedenleriyle, gercek  prevalans  degeri  olarak

KLA tim dunyada yaygin olarak gorilen ve kigik
ruminant endistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan bir enfeksiyondur. OIE’nin raporuna gore
1996-2004 yillart arasinda 201 farkl ilkeden alinan
veriler degerlendirilmis ve 64 ilkede enfeksiyonun
varhg bildirilmistir. Bu dlkelerin  19’u  Amerika
Kitasinda, 181 Afrika Kitasinda, 140 Avrupa
Kitasinda, 11 Asya Kitasinda ve 2’si de Okyanusya’da
bulunmaktadir ~ (OIE ~ 2009).  Ulkelere  gére
enfeksiyonun  prevalanstyla ilgili olduk¢a farklt
degerler bulunmaktadir. Bu degerler yaklagik %08-90
arasinda degismektedir (Kuria ve Holstad 1989,
Middleton ve ark. 1991, Stanford ve ark. 1998, Ali ve
ark 20106). KLA’in prevalanstyle ilgili
degerlendirmeler, genellikle enfeksiyonun eksternal
formunda goérilen lezyonlara goére yapilmaktadir.
Ancak hastaligin gercek prevalansinin saptanmasinda
internal forma ait lezyonlarin da mutlaka dikkate
alinmast gerektigi bildirilmektedir (Abebe ve Tessema
2015). Gergeklestirilen bu  ¢alismada, Balikesir
Ilindeki koyunlarda KILA’in prevalanst %23.8 olarak
saptanmistir. Bu bulgu; incelenen hayvan sayisinin az
olmasi, istatistiksel bir 6rnekleme yonteminin/lerin
uygulanmamast  ve  bazt nedenlerden  dolay1
enfeksiyonun eksternal formuna ait semptom ve
lezyonlarin ~ yeteri  diizeyde  incelenememesi

gorillmeyebilir. Yine de bulgunun, konuyla ilgili bir 6n
calisma olarak degerlendirilmesi olasidur.

KLA’Li koyun ve kecilerden izole edilen C.
psendotuberculosis  suslartnun  in pitro  antimikrobiyal
maddelere duyarliliklarinin belirlenmesinde,
Tirkiye’de daha az olmak tzere, baz iilkelerde degisik
calismalar yapilmistir. Konya’da KLA’li koyunlardan
izole edilen C. psendotuberculosis — suslatinun in vitro
antimikrobiyal duyarliliginin arastirildigy bir calismada;
izolatlarin florfenikol (%98.6), telitromisin (%91.6),
enrofloksasin ~ (%83.3), penisiin = G (%83.3),
oksitetrasiklin (%81.9), rifampisin (%81.9), gentamisin
(%81.9), amoksisilin (%77.7), ampisilin/sulbaktam
(%706.3), eritromisin  (%69.4), spiramisin (%58.3),
kloksasilin (%55.5) ve ampisiline (%37.5) duyath
oldugu ifade edilmistir (Sakmanoglu ve ark. 2015).
Misir’da yapilan bir calismada, klinik olarak KLA
semptomlart gosteren 80 adet koyun ve 46 adet
kecinin  ekstermal lenf yumrularindan  alinan
Orneklerin  analizinden elde edilen 52 adet C.
psendotucerculosis susu  test edilmistit. En  ylksek
duyarhiligin siprofloksasin (%96.2), amikasin (%90.4),
neomisin (%88.5) ve streptomisine (%80.8) karsi
oldugu calismada; penisilin (%96.2) ve eritromisine
(%92.3) karst ise en yiksek direncliligin saptandigt
rapor edilmistir (Algammal 2016). Etiyopya’da 82 adet
koyun ve keciden alinan Orneklerin bakteriyolojik
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analizinde, 59 (%71.9) hayvandan C. pseudotuberculosis
izole edilmistir. Yapilan antibiyogram  testinde
izolatlarin 46’s1 (%77.9) norfloksasine, 434 (%72.8)
doksisilin ve tetrasikline, 41’1 (%69.4) kanamisin ve
vankomisine, 351 (%59.3) ise ampisilin  ve
klindamisine duyarli bulunmustur (Abebe ve Tessema
2015). Sudan’da koyun ve kegilerden izole edilen
toplam 66 adet C. pseudotubercnlosis  susunun disk
difizyon yo6ntemiyle yapilan degerlendirilmesinde;
%386.7’sinin nitrofurantaine, %78.8’inin kloramfenikol
ve rifampisine, %72.1’inin eritromisine, %066.2’sinin
ampisiline, %065.2’sinin gentamisine, % 59.1’inin ise
tetrasikline duyarli oldugu bildirilirken; izolatlarin
%100’untn nalidiksik asit ve kolistine, %87.9’unun
penisiline ve %72.7’sinin ise streptomisine direncli
oldugu ifade edilmistir (Abdel Wahab ve Shigidi
2013). Robaj ve ark. (2017), Kosova’da 284 adet
hayvandan olusan bir koyun sirlsiinde klinik olarak
KLA semptomlari gdsteren 38 hayvandan aldiklar
ornekleri kiltire ederek, 32 (%84.2) hayvandan C.
psendotuberculosis  izole  ettiklerini  bildirmislerdir.
Aragtiricilar - yaptiklart - antibiyogram  testinde;
izolatlarin amoksisilin/klavulanik asit ve
oksitetrasikline %100, kloksasiline %095.8, gentamisine
%91.7, trimetoprim/sulfametaksazole  %83.3 ve
streptomisine %16.7 oraninda duyarli oldugunu rapor
etmislerdir. Gerceklestirilen bu calismada, izolatlarin
%87.5’1 enrofloksasine, %81.2’s1
neomisin/basitrasin/tetrasikline, %75.0%1
penisilin/novobiosine, %068.7’si  oksitetrasiklin ile
amoksisilin/klavulanik  asite, %062.5’i kloksasine,
%56.2’si tetrasikline, %31.2’si ampisilin/sulbaktama
ve %18.7’si ise trimetoprim/sulfametaksazole duyatl
bulunurken; tamaminin ise streptomisine direncli
olduklar1 saptanmustir. Konuyla ilgili calismalar
birlikte  degetrlendirildiginde, C.  pesudotuberculosis
suslarinin cesitli antibiyotiklere olan
duyarlik/direncliliginin olduke¢a farkliliklar gosterdigi
gorilmektedir. Bu durum, ¢alismanin yapildig iilke ve
bolgelerin  farklt olmastyla  aciklanabilecegi  gibi
izolasyon vyapilan hayvanlara yonelik antibiyotik
uygulamalari ve calismalarda uygulanan yoéntemlerin
farkliligiyla da (degisik besiyerlerinin kullanilmast gibi)
ilgili olabilir.

Diger bakteriyel enfeksiyonlarda oldugu gibi KILLA’in
tedavisinde de en Onemli roli antibiyotikler
stlenmektedir. Tlk  antibiyotik olan penisilinin
kesfinden itibaren hem beseri hem de veteriner
hekimlikte — enfeksiyéz  hastaliklarla  miucadelede
antibiyotiklerle 6nemli basarilar elde edilmistir. Ancak
ik antibiyotigin kullanimiyla birlikte, muhtemelen ilk
antimikrobiyal diren¢ de gorilmeye baglamistir.
Giiniimiizde Diinya Saglik Orgiiti (WHO) basta
olmak tzere, konuyla ilgili bircok kurulus ve bilim
insant tarafindan gelisen antibiyotik direngliligine
dikkat cekilerek, gelecekte yeni antibakteriyellerin
bulunmamasi halinde, bazi bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde ¢ok oOnemli sorunlarin yasanabilecegi
bildirilmektedir (Lee ve ark. 2012, WHO 2020).
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesinde

cesitli faktorler rol oynamaktadir. Bunlardan belki de
en Onemlisi bilingsizce ve rastgele antibiyotik
kullanimidir. Gergeklestirilen bu calismada, KILLA’in
internal formundan izole edilen C. pseudotuberculosis
suslarinin - oldukga yiiksek oranlarda streptomisin
(%93.7), trimetoprim/sulfametaksazol (%75.0) ve
ampisilin/sulbaktama (%68.7) direncli bulunmast,
bolgede koyunlara test yapimadan antibiyotik
uygulanmastyla ilgili olabilir. Diger yandan bu durum,
koyun orijinli C. psendotuberculosis  suslarinda  s6z
konusu antibiyotiklere karst cogul direng gelisimiyle
de aciklanabilir.

Streptomisin 1943 yilinda Streptomyces grisens’tan elde
edilen bir antibiyotik olup, daha ¢ok Brucella spp. ve
Mycobacterium spp. gibi fakultatif intraseliiler bakteri
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Quinn
ve ark. 2001; Alavi ve Alavi 2013). Bu c¢alismada,
fakiltatif — intraseliler  bir  bakteri olan C.
pesudotubercnlosisin - streptomisine  yiksek  oranda
(%93.7) direncli olmasi, dikkat ¢ekici bulunmustur.
Benzer durum, Kanada’da kegi orijinli (Muckle ve
Gyles 1982), Fransa’da ise koyun ve keci orijinli
(Pepin ve ark. 1989) C. pesudotuberculosis suslartyla
yapilan c¢alismalarda da gorilmektedir. Muckle ve
Gyles (1982) ile Pepin ve ark. (1989) tarafindan
yapilan calismalarin yapildiklari dénemler dikkate
alindiginda, antibiyotiklere wulasim ve kullanim
oranlarinin giniimiz ve yakin ge¢mise gére oldukea
distik dizeyde oldugu distnilebilir. Bu hipotezden
hareketle, koyun ve keci orijinli C. pesudotuberculosis
suslarinin  streptomisine  yitksek diizeyde direngli
olmast, s6z konusu bakterinin streptomisine dogal
direncli olabilecegi seklinde degerlendirilebilir.

C. psendotuberculosis bir hayvan siristine bulastiginda,
enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda  ¢esitli
sorunlar yasanmaktadir. Bunlar arasinda, hastaligin
bazi vakalarda sub-klinik formda seyretmesi nedeniyle
fazla sayida hayvanin kisa stirede enfekte olmasi ve
bakterinin hiicre duvarindaki kalin lipit tabakas:
nedeniyle bazi antibiyotiklere direngli olmasi sayilabilir
(Abebe ve Tessema 2015). Bu durum dikkate
alindiginda, koyunlardaki KLLA’in tedavisinde mutlaka
antibiyotik duyarhlik test sonuglarina gore tedavi
stratejilerinin belirlemesi gerekmektedir. Sonug olarak,
rastgele ve uygunsuz antibiyotik kullanimi direncli
suslarin  yayllmasina neden olabildigi gibi tedavi
giderlerinin de artmasina yol acmaktadir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar, ¢ikar catismast olmadigint
beyan eder
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