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MASTITISLi INEK SUTLERINDEN iZOLE EDILEN CORYNEBACTERIUM
TURLERI VE ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARI

H. Huseyin Hadimli'®  Osman Erganig? Kurgat Kav! Zafer Sayin1

Corynebacterium Species Isolated from Milk Samples of Dairy Cows with Mastitis
and Antibiotic Susceptibilities

Ozet: Bu galigmada, sit ineklerinden izole edilen Corynebacterium tirlerinin identifikasyonu ve antibiyotiklere du-
yarliliklarinin belilenmesi amaglandi. Yedi farkl igletmede bulunan 810 inek California Mastitis testi (CMT) ile tarandi
ve CMT'inde pozitif sonug veren 651 sit drneginden 64 Corynebacterium spp. izole edildi. Corynebacterium izo-
latlarindan 41'i (%64.06) C. amycolatum, 11'i (%17.18) C. xerosis, 7'si (%10.93) C. minutissimum, 3'0 (%4.68) C.
bovis ve 2'si (%3.12) C. pseudotuberculosis olarak identifiye edildi. C. psedotuberculosis izolatlan eritromisin ve lin-
komisine direngli bulunurken, diger Corynebacterium tirlerinin (C. amycolatum, C. xerosis, C. minutissimum, C. bovis)
18 farkh antimikrobiyal ajana degisik oranlarda duyarli olduklan gdziendi.

Anahtar Kelime: Corynebacterium amycolatum, C. xerosis, C. minutissimum, C. bovis, C. pseudotuberculosis, bo-
vine mastitis

Summary: In this study, identification of Corynebacterium spp. isolated from dairy cows and detection of theirs an-
libiotic susceptibilitis were aimed. A total of 810 cattle from 7 dairy herd has been monitered by CMT, from a number
of 651 samples detected positive by CMT and 64 Corynebacterium spp. were isolated. Of Corynebacterium isolates,
41 (64.06%) were idenlified as C. amycolatum, 11 (17.18%) C. xerosis, 7 (10.93%) C. minutissimum, 3 (4.68%) C.
bovis and 2 (3.12%) C. pseudotuberculosis. While C. pseudotuberculosis isolates were found to resistant to
erythromycin and lincomycin, other Corynebacterium species (C. amycolatum, C. xerosis, C. minutissimum, C. bovis)
were differently susceptible to 18 antibacterials agents.
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mastitis

Giris

Dizensiz gekilleri nedeniyle korinebakteri ola-
rak isimlendirilen Gram pozitif ve sporsuz bakteriler
ineklerin meme bezlerinden izole edilmistir (Brooks
ve Barnum1984b, Oliver ve Juneja 1990, Watts ve
ark 2000). Corynebacteri cinsi iginde Kklinik agidan
onemli birgok tir bulunmaktadir. Veteriner klinik
mikrobiyolojide, korinebakterilerin patojenik po-
tansiyelleri fazla dikkate alinmamis ve bu nedenle,
belli bagh tarler diginda izolatlarin identifikasyonu
yapilmamigtir (Huxley ve ark 2003). Subklinik mas-
titislerde stafilokoklar en énemli etiyolojik ajan ola-
rak degerlendiriimesine ragmen korinebakterilerin
izole edildigi belirtilmistir (Ulusoy ve ark 1985, Ni-
zamlioglu ve ark, 1989, Ates ve ark 1991). Mastitis

olgularindan en fazla izole edilen tirler; C. bovis, C.
pseudotuberculosis ve Arcanobacterium pyogenes
(6neeki isimleri; Corynebacterium pyogenes, Ac-
tinomyces pyogenes) olarak beliftilmis, diger tdr-
lerin ise klasik metotlarla identifiye edilmedigi ileri
stUrilmasgtar (Watts ve Rossbach 2000, Watts ve
ark 2000).

Korinebakteri tirleri lipofilik ve nonlipofilik ola-
rak 2 gruba aynimaktadir. Klinik ve subklinik mas-
titislerden 4 tlr nonlipolifik korinebakteriler izole
edilmis ve bu tlrler; C. amycolatum, C. ulcerans, C.
pseudotuberculosis ve C. minutissimum olarak be-
lirrlenmigtir. Bu tlrler arasinda en fazla izole edilen
nonlipofilik korinebakteri tlrintin C. amycolatum
oldugu agiklanmistir (Hommez ve ark 1999, Watts
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ve ark 2000). C. amycolatum ve C. minutissimum
daha ¢ok Insanlardaki hastalik olgularindan izole
edilmig ve C. xerosis veya C. striatum seklinde yan-
Iis identifiye edilmistir (Wauters ve ark 1998).

Inek mastitislerine neden olan lipofilik Cory-
nebacterium tarleri arasinda en fazla izole edilen
Corynebacterium bovis olmustur (Brooks ve Bar-
num 1984b, Oliver ve Juneja 1990, Watts ve ark
2000). Koyun mastitislerinde ise C, mastitidis (Fer-
nandez-Garayzabal ve ark 1997) ve C. cam-
porealensis (Fernandez-Garayzabal ve ark 1998)
turleri izole edilmistir. C. bovis'in meme bezinde bu-
lunmasinin patolojik bir durumdan ziyade, diger
mikroorganizmalardan ileri gelen meme igi en-
feksiyonlanna karsi koruyucu bir durum oldugu be-
litilmig (Huxley ve ark 2003) ve meme hijyeni agi-
sindan, C. bovis'in, meme kanalina Kkolonize
olmasinin, bir indikatdr olarak de§erlendirilebilecegi
ileri sGrilmastir. Yapilan galismalarda (Brooks ve
Barnum 1984a, Pankey ve ark 1985), C. bovis ile
enfekte meme bezinde Staphylococcus aureus'a
karg! direngliligin arttigi, ancak, Streptococcus aga-
lactiae enfeksiyonuna kargi duyarlihigin yaklagik 8.5
kez arthigi belirtilmigtir.

Son yillardaki galismalar (Watts ve Rossbach
2000, Garcia-Crespo ve ark 2005), C. bovis'in
meme bezini enfekte etme yeteneginde oldugunu
gostermistir. C. bovis ile meme bezinin enfekte ol-
masi, meme bezinin sekretorik hiicre fonksiyonunu,
sut verimini ve somatik hicre sayilarini etkiledigi bil-
dirilimis olmasina ragmen (Oliver ve Juneja 1990),
C. bovis'in minor bir patojen olarak dikkate ali-
nabilecegi ileri surdimigtir (Watts ve ark 2000,
Garcia-Crespo ve ark 2005).

Bu galigmada, California Mastitis Testi (CMT)
ile pozitif saptanan inek meme loblanndan alinan
sit orneklerinde Corynebacterium spp. tarlerinin
izole ve identifiye ediimesi ve bu tirlerin an-
tibiyotiklere  kargi  duyarhiliklanmin  belirlenmesi
amagland.. -

Materyal ve Metot

Konya, Kayseri ve Afyon bdlgesinde toplam 7
entegre isletmede bulunan 810 inek CMT (Schalm
ve ark 1971) ile incelenerek CMT'inde pozitif sonug
veren 651 sut érnedi toplandi.

CMT pozitif meme loblarindan, meme baglar -

% 70'lik etil alkolll pamukla silindikten ve ilk st
atildiktan sonra steril tiplere 10 ml st 6rnedi alindi
ve mikrobiyolojik yoklamalar igin en kisa sire ve
sofuk zincir igerisinde Selguk Universitesi Ve-
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teriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali la-
boratuvarina ulastiriidi.

Sat érnekleri % 5 koyun kani igeren kanlh
agara ekildi ve aerobik ortamda 37-C'de 24-72
saal inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden, Gram po-
zitif, katalaz pozitif, sporsuz ve duzensiz basil sek-
lindeki mikroorganizmalar Corynebacterium spp.
yonunden degerlendirildiler. Sipheli izolatlar; sivi
besiyerinde bulaniklik, +20=C'de (reme, +42=C'de
glikoz fermentasyonu, ure, glikoz, nitrat re-
diksiyonu, eskilin, , fruktoz, mannoz, galaktoz,
sakkaroz, trehaloz, maltoz, riboz, alkalin fosfataz,
nisagta indirgeme gibi biyokimyasal o¢zelliklerine
gore identifiye edildi (Wauters ve ark 1998, Hom-
mez ve ark 1999, Watts ve ark 2000).

Corynebacterium izolatlarinin antibiyotik du-
yarlilik testleri; oksitetrasiklin (30 pg; Oxoid, UK),
marbofloksasin (5 pg; Vetoquinol S. A., France),
sulbaktam+ampisilin (30 ug; Oxoid, UK), basitrasin
(10 U; Oxoid, UK), ofloksasin (5 pg; Oxoid, UK),
enrofloksasin (5 pg; Oxoid, UK), cefaperazon (75
ug; Bioanalyse, UK), penisilin G (10 U; Oxoid, UK),
neomisin (30 ung; Oxoid, UK), amok-
sisilin+klavulanik asit (30 pg; Oxoid, UK), erit-
romisin (15 pg; Oxoid, UK), gentamisin (10 ug;
Oxoid, UK), kloksasilin (5 pg; Oxoid, UK), ampisilin
(25 pg; Oxoid, UK), linkomisin (10 pg; Oxoid, UK),
trimethoprim+sulfametaksazol (25 pg; Oxoid, UK),
danofloksasin (5 pg; Pfizer), amoksisilin (25 ug;
Oxoid, UK) disk diffuzyon yontemi ile %5 koyun
kam katilmig Mueller-Hinton agarda (Oxoid) yapildi
(Bauer ve ark 1966). Besiyerleri 37°C'de 48 saat
inkibe edildikten sonra sonuglar degerlendirildi.

Bulgular

isletmelere gére Corynebacterium spp.'lerin
izolasyon dagiimi Tablo 1'de verilmistir. Cory-
nebacterium spp.'lerin izolasyonlar igletme ba-
zinda ele alindijinda; C. amycolatum 7 igletmenin
hepsinde, C. xerosis 4'Unde, C. minutissimum
3'inde, C. bovis 2'sinde ve C. psedoluberculosis
1'inde izole edilmistir. Toplam 64 adet izolatin 41'i
(%64.06) C. amycolatum, 11'i (%17.18) C. xerosis,
7'si (%10.93) C. minutissimum, 3'0 (%4.68) C.
bovis ve 2'si (%3.12) C. pseudotuberculosis olarak
identifiye edilmigtir.

Corynebacterium izolatlannin. 18 farkli an-
timikrobiyal ajana kargi duyarliliklari Tablo 2'de ve-

rimigtir. TUm  Corynebacterium tirleri; mar-
bofloksasin, sulbaktam+ampisilin,  basitrasin,
ofloksasin, enrofloksasin, neomisin, amok-



Mastitisli inek Siitlerinden izole Edilen...

sisilin+klavulanik asit, danofloksasin ve amok-
sisilin’e kargi duyarli (%100) olduklari belirlendi. Ay-
rica, cefaperazon ve penisiline %98.43, ampisiline
%96.88, kloksasilin %95.32, gentamisine %92.19,
eritromisine %64.07, trimetoprim+sulfametaksazol
ve linkomisine %60.94 oranlarinda duyarh olduklar
gdzlendi.

Bununla birlikte, Corynebacterium tarleri ayr
olarak degerlendirildiginde; C. xerosis ve C. bovis
izolatlan trimetoprium+sulfametaksazola %63.63
ve 66.63; C. minutissimum izolatlan eritromisine
%57.14 oranlarinda ve C. pseudotuberculosis izo-
latlari; eritromisin ve linkomisine bltlintyle (%100)
direngli bulundu.

Tartigma ve Sonug

Ineklerin meme bezlerinden izole edilen ko-
rinebakterilerin identifikasyonu ¢ogunlukla Gram
boyama, koloni morfolojisi, hemoliz ve bi-
yokimyasal 6zelliklerine gbre yapilmaktadir (Brooks
ve Bamum 1984b). Orneklerin 48 saatlik in-
kibasyonundan sonra kiglk, B-hemolitik koloniler
¢odunlukla A. pyogenes (C. pyogenes, A. pyo-
genes) olarak degerlendiriimektedir (Hommez ve
ark 1999). C. bovis identifikasyonu ise, % 5 koyun
kanli agarda 48 saat inkUbasyon sonrasi ¢o-
gunlukla kiglk beyaz hemolizsiz kolonilerin var-
hgina dayanmaktadir (Watts ve ark 2000).

inek mastitislerinden C. amycolatum ve C. mi-
nutissimum izole edilmistir (Watts ve ark 2000). Ay-
rica, C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis tarleri
de hayvanlardaki mastitis olgularnyla ilgili bu-
lunmugtur (Hommez ve ark 1999). Kegilerin subk-
linik mastitislerinden C. bovis ve C. ulserans izo-
lasyonlari bildirilmigtir (Wakwoya ve ark 20086).
Israil’de, bir suride 32 inek ve divede C. pse-

Tablo 1. Isletmelere gére Corynebacterium tirlerinin dagilimi

dotuberculosis teshis edilmig, ineklerin %25’inin sut
érneklerinden etken izolasyonu yapildigi rapor edil-
mistir (Yeruham ve ark 2004). Ulkemizde, mastitis
lzerine yapilan ¢alismalarda C. bovis ve A. pyo-
genes haricinde diger tirlerle ilgili bilgiler ve-
rilmemistir (Arda ve Istanbulluoglu 1980, Ulusoy ve
ark 1985, Nizamloglu ve ark 1989, Ates ve ark
1991, Hadimli ve Ugar 1999). Bu galigmada, 64
Corynebacterium izolatlar arasinda en yaygin tur
ornekleme yapilan tim igletmelerden izole edilen
C. amycolatum olarak tespit edilmistir. Bununla bir-
likte, sadece 1 igletmede C. psedotuberculosis, ve
2 igletmede C. bovis izole edilmigtir.

Mastitislerden izole edilen bakterilerin an-
tibakteriyel duyarlilik bilgileri daha gok S. aureus,
Streptococcus spp. ve koliformlarla ilgilidir (Kaya ve
ark 1993, Hadimli ve Ugar 1999). Corynebacterium
spp. ve A. pyogenes turleri de énemli etkenleri ol-
masina ragmen korinebakteri turlerinin ve an-
timikrobiyal maddelere duyarlliklar konusunda bil-
giler sinirhdir (Watts ve Rossbach 2000, Fernandez
ve ark 2001). Bu galismada, izole edilen Cory-
nebacterium turlerin marbofloksasin, sul-
baktam+ampisilin, basitrasin, ofloksasin, en-
rofloksasin, neomisin, amoksisilin+klavulanik asit,
danofloksasin, amoksisilin, cefaperazon, penisilin,
kloksasilin, ampisilin ve gentamisine du-
yarliliklaninin oldukga yiiksek oldugu belirlendi. Izole
edilen korinebakterilerin; oksitetrasiklin, eritromisin,
trimetoprim+ sulfametaksazol ve linkomisine du-
yarhiliklan nispeten az ya da direngli olarak tespit
edildi. Ozellikle, C. xerosis ve C. bovis izolatlarinin
trimetoprim+ sulfametaksazola %63.63 ve %66.66,
C. minutissimum izolatlarinin eritromisine %57.14
ve'C. pseudotuberculosis izolatlarinin eritromisin ve
linkomisine direngli (%100) olduklari saptandi.

Sonug olarak, ineklerin st érneklerinden farkl
oranlarda izole ve 5 farkh (C. amycolatum, C. xe-

Isletme No C. amycolatum C. xerosis C. minutissimum C. bovis C. pseudotuberculosis
1 13 3 2 -

2 6 - 2

3 1 3 .

4 13 1 2 1 2

5 2 - . .

6 1 . . = .

7 3 - - - -

Toplam 41 11 7 3 2
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Tablo 2. Corynebacterium turlerinin antibiyotiklere duyarhliklan

Antibiyotik C.amycolatum C.xerosis C.minutissimum C.bovis C.pseudotuberculosis Toplam
(n=41) (n=11) (n=7) (n=3) (n=2) (n=64)
R S R S R S R s R S R % S %
Oksitetrasiklin 9 32 2 9 2 - 2 13 20.31 51 79.69
Marbofloksasin 41 - 1 - 7 - 2 - - 64 100
Sulbaktam+
Ampisilin - 41 - 11 - 7 - 3 - 2 - - 64 100
Basitrasin - 41 - 11 - 7 3 - 2 64 100
Ofloksasin - 41 - 11 - F - 3 2 64 100
Enrofloksasin - 41 - i1 7 - 3 2 64 100
Cefaperazon - 41 - 1 7 1 2 - 2 1 1.57 63 98.43
Penisilin 1 40 - 1 7 - 3 - 2 1 1.57 63 9843
Neomisin - 41 ~ 1 7 - 3 - 2 - - 64 100
Amoksisilin+
Klavulanik asit - 41 - 11 7 2 2 64 100
Eritromisin 13 28 4 7 4 3 3 2 - 23 3593 41 64.07
Gentamisin 3 38 1 10 1 6 3 - 2 5 7.81 59 9219
Kloksasilin 1 40 - 11 1 6 1 2 2 8 468 61 9532
Ampisilin 1 40 1 10 - 7 - 3 - 2 2 312 62 96.88
Linkomisin 16 25 5 6 2 5 - 3 2 - 25 39.06 39 60.94
Trimethoprim+
Sulfametaksazol 14 27 7 4 2 5 2 1 - 2 25 39.06 39 60.94
Danofloksasin - 41 - 11 - 7 - 3 - 2 - - 64 100
Amoksisilin - 41 - 1 - 7 - - - 64 100
R= Direngli, S=Duyarlh
rosis, C. minutissimum, C. bovis ve C. pse- Kaynaklar

dotuberculosis) tirde identifiye edilmesi, A. pyo-
genes ve C. bovis diginda diger Corynebacterium
turlerinin de mastitis etkenleri olarak dikkate alin-
masi gerektigini gostermistir. Ayrica, izole edilen
korinebakteri tUrlerinin antimikrobiyal maddelere
karsl oldukga duyarli oldugu tespit edilmistir, Bi-
yokimyasal oOzelliklerine goére korinebakteri tir-
lerinin identifikasyonunda yaniimalara sebep ol-
mamak igin, izolatlarin molekiler tiplendirmelerinin
de yapilmasinda yarar olabilecedi kanaatine va-
rilmistir, )
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