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ABSTRACT In this study, it was aimed to determine the antibiotic susceptibility of Gram negative bacteria isolated from
milk samples of cows with mastitis that were brought to Burdur Mehmet Akif Ersoy University, Faculty of
Veterinary Medicine, Microbiology Laboratory between 2013 and 2018. A total of 1687 milk samples were
cultured on blood agar and MacConkey agar. While 1708 microorganisms were isolated from 1352 milk
samples, no any microorganisms were isolated from 335 samples. Isolation and identification of bacteria was
made by conventional bacteriological methods and 151 (8.84%) of these bacteria were detected to be Gram
negative. Escherichia coli, which constitutes 54.30% (82/151) of the Gram negative isolates, was the most
isolated bacterium. Other Gram negatives were identified to be 17.88% Klebsiella pneumoniae, 7.95%
Pseudomonas aeruginosa, 7.95% Citrobacter sp., 5.30% Pasteurella sp., 2.64% Enterobacter sp., 1.99% Proteus
sp., 0.66% Flavobacter sp., 0.66% Alcaligenes faecalis and 0.66% Actinobacillus sp. In vitro resistance of these
bacteria against to 9 antibiotics was determined by disk diffusion test. Over all 96.69% of the Gram negatives
were found resistant to cloxacillin, 96.03% to erythromycin, 76.16% to oxytetracycline, 70.86% to
amoxicillin, 54.97% to trimethoprim+sulfamethoxazole, 54.30% to gentamicin, 47.68 % to cefoperazone,
45.03% to amoxicillin+clavulanic acid and 29.80%, to enrofloxacin. All Gram-negative bacteria were resistant
to at least two antibiotics, except for E. coli and Pasteurella sp. isolates. As a result, it was determined that E.
coli was the most isolated Gram negative bacterium from bovine mastitis cases in Burdur province, followed
by Klebsiella sp., Pseudomonas sp. and Citrobacter sp., due to the differences in antibiotic resistance profiles of
Gram-negative bacteria, the treatment should be done according to antibiotic susceptibility test results.
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0z Mastitisli Ineklerden Iizole Edilen Gram Negatif Bakterilerin Antibiyotik
Direnglilikleri

Bu calismada, 2013-2018 yillar1 arasinda Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getirilen mastitisli ineklere ait 1687 siit 6rneginden izole edilen
Gram negatif bakterilerin mastitis tedavisinde kullanilan 9 antibiyotige kars: in vitro direnglilik durumlarinin
belirlenmesi amaglandi. Kanli agar ve MacConkey Agar’a ekimleri yapilan siit 6rneklerinin 1352’sinden 1708
mikroorganizma izole edilirken, 335 ornekten izolasyon yapilamadi. Konvansiyonel bakteriyolojik
yontemlerle izolasyon ve identifikasyonlar1 yapilan etkenlerin 151 (%8.84)’i Gram negatif bakteri olarak
belirlendi. Escherichia coli, Gram negatifler icinde en fazla izole edilen bakteri %54.30 (82/151) oldu. izole
edilen diger Gram negatif bakterilerin %17.88'i Klebsiella pneumoniae, %7.95’i Pseudomonas aeruginosa,
%7.95’i Citrobacter sp., %5.30'u Pasteurella sp., %2.64’0 Enterobacter sp., %1.99'u Proteus sp. %0.66’s1
Flavobacter sp., %0.66’s1 Alcaligenes faecalis ve %0.66’s1 Actinobacillus sp. olarak identifiye edildi. Gram
negatif bakterilerin %96.69’u kloksasiline, %96.03'li eritromisine, %76.16’s1 oksitetrasikline, %70.86’s1
amoksisiline, %54.97’si trimetoprim sulfametoksazole, %54.30'u gentamisine, %47.68’i sefoperazona,
%45.03’1 amoksisilin klavulanik asite, ve %29.80’i enrofloksasine direngli bulundu. E.coli ve Pasteurella sp.
izolatlar1 hari¢, Gram negatif bakterilerin en az iki antibiyotige direncli oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak;
Burdur ilinde mastitisli siitlerden izole edilen Gram negatif bakteriler i¢cinde E. coli’nin ilk siray1 aldigi, bunu
Klebsiella sp., Pseudomonas sp. ve Citrobacter sp.’nin takip ettigi, Gram negatif bakterilerin antibiyotiklere
direngliliklerindeki farkliliklar nedeniyle tedavinin antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gore yapilmasi
gerektigi kanisina varildi.
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GiRiS

Mastitis, tiim dilinyada siit sigircilifl isletmelerinin en
onemli problemlerinden biridir. Siit veriminin azalmasi,
stit kalitesinin bozulmasi, mastitisli siitlerin atilmasi, ilag
ve veteriner hekim giderlerinin fazla olmasi nedeniyle

biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Aydin ve
Paracikoglu 2006; Sabuncuoglu ve Coban 2006).

Mastitise neden olan bir¢ok etken tanimlanmasina
ragmen, en fazla stafilokok ve streptokok tiirleri ile
Escherichia coli'nin izole edildigi bildirilmistir (Aydin ve
Paracikoglu 2006). Mastitis etkenleri, kaynaklar1 ve
bulasma sekillerine gére bulasic1 ve gevresel patojenler
olarak iki kisimda incelenmektedir (Costa ve ark. 1998;
Aydin ve Paracikoglu 2006). Sigirlarda mastitise yol acan
Streptococcus agalactiae disindaki tiim streptokoklar,
Gram negatif bakteriler ve diger mikroorganizmalar
cevresel patojenler olarak tanimlanmistir (Costa ve ark.
1998; Ak 2000; Hogan ve Smith 2003; Schukken ve ark.
2012).

Cevresel patojenlerden koliform bakteriler (E. coli,
Klebsiella sp. ve Enterobacter sp.) sigirlarda mastitise
neden olan en 6nemli Gram negatif bakteriler olarak
tanimlanmis (Costa ve ark. 1998; Silva ve Costa 2001;
Hertl ve ark. 2010; Schukken ve ark. 2012), Serratia,
Pseudomonas ve Proteus gibi bakterilerin de mastitise
neden olabilecegi bildirilmistir =~ (Hogan ve Smith 2003;
Tel ve ark. 2009; Schukken ve ark. 2012). Cevresel Gram
negatif patojenlerden kaynaklanan mastitis vakalarina
daha az siklikla rastlanildigi, ancak sagaltimlarinin zor
olmasi yaninda septisemi ve toksemiye de sebep olmalari
nedeniyle 6nemli olduklar1 bildirilmistir (McLennan ve
ark. 1997; Costa ve ark. 1998; Ribeiro ve ark. 2008;
Schukken ve ark. 2012).

Sigirlar1 mastitisten korumak ve tedavi etmek amaciyla
siklikla antibiyotikler kullanilmaktadir (McLennan ve ark.
1997; Ribeiro ve ark. 2008; Ahmed ve Shimamoto 2011;
Din¢ ve ark. 2012; Hinthong ve ark. 2017). Mastitis
tedavisinde gelisiglizel ve sik antibiyotik kullaniminin
direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina yol
actig1 ve ayrica direncli bakterilerden direnglilik genlerinin
diger bakterilere aktarilmasi sonucu gelisen direngli
bakteri popiilasyonlar1 nedeniyle tedavide zorluklarla
karsilasildig1 bildirilmistir (Ahmed ve Shimamoto 2011;
Ding ve ark. 2012; Hinthong ve ark. 2017).

Bu c¢alismada; Burdur ilinde mastitis siipheli ineklerden
alinarak Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
getirilen siit Orneklerinden izole edilen Gram negatif
bakterilerin mastitis tedavisinde kullanilan 9 antibiyotige
karsi diren¢ durumlarini ortaya koymak amaglandi.

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Gram negatif bakterilerin antibiyotik duyarhlik testi Kirby
Bauer disk difiizyon yontemi ile Miiller-Hinton agar’da
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2013)
kriterlerine uygun olarak yapildi. Test amaciyla
amoksisilin  klavulanik asit (AMC, Oxoid, 30 pg),
amoksisilin (AX, Oxoid, 25 pg), sefoperazon (CFP, Oxoid, 75
ug), gentamisin (CN, Oxoid, 10 pg), eritromisin (E, Oxoid,
15 ug), enrofloksasin (ENR, Oxoid, 5 pg), kloksasilin (OB,
Oxoid,5 pg), oksitetrasiklin (OXY, Oxoid, 30 pg) ve
trimetoprim/sulfametoksazole (SXT, Oxoid, 25 pg) diskleri
kullanildi.

BULGULAR

Sit orneklerinin 1352’sinden 1708 mikroorganizma
izolasyonu yapilirken, 335 érnekten izolasyon yapilmadi.
izole edilen mikroorganizmalarin 151 (% 8.84)’inin Gram
negatif bakteri oldugu belirlendi. Siit érneklerinden en
fazla izole edilen Gram negatif bakteri E. coli (% 54.30)
olarak saptandi izole edilen diger Gram negatifler ve
oranlar1 Tablo1'de verildi.

Tablo 1. Mastitisli inek siitlerinden izole edilen Gram
negatif bakteriler

Table 1. Gram negative bacteria isolated from bovine milk
samples with mastitis

izole Edilen Say1 (n) Orani

Mikroorganizmalar (%)
E. coli 82 54.30
K. pneumoniae 27 17.88
P. aeruginosa 12 7.95
Citrobacter sp. 12 7.95
Pasteurella sp. 8 5.30
Enterobacter sp. 4 2.64
Proteus sp. 3 1.99
A. faecalis 1 0.66
Flavobacter sp. 1 0.66
Actinobacillus sp. 1 0.66
TOPLAM 151 100

MATERYAL ve METOT
Siit Ornekleri

Calismada Ocak 2013-Aralik 2018 yillar1 arasinda mastitis
slipheli ineklerden alinan ve Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarina teshis amaciyla getirilen 1687 siit
orneginden yararlanildi.

Bakteriyolojik Kiiltiir

Siit 6rneklerinden % 5 koyun kanli agar (Oxoid) ve
MacConkey agar’a (Oxoid) ekimler yapildi ve petriler
37°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
olusan koloniler Gram boyama metodu ile boyandi ve
Gram negatif bakterilerin konvansiyonel yodntemlerle
izolasyon ve identifikasyonlar1 yapildi (Winn ve ark. 2006).
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Izole edilen Gram negatif bakterilerin mastitis tedavisinde
kullanilan 9 antibiyotige direnglilikleri belirlendi. Buna
gore; Gram negatiflerin %96.69'u kloksasiline, %96.03’ii
eritromisine, %76.16’s1  oksitetrasikline, %70.86’s1
amoksisiline, %54.97’si trimetoprim-sulfametoksazole,
%54.30’u gentamisine, % 47.68'i sefoperazona, % 45.03"1
amoksisilin klavulanik asite ve %29.80'i enrofloksasine
direncgli bulundu. Mastitisli siitlerden en fazla izole edilen
E. coli izolatlarinin %98.78’i eritromisin ve kloksasiline,
%73.17’si amoksisiline, % 50’si gentamisine direngli
bulundu. izole edilen diger Gram negatif bakterilerin
antibiyotiklere duyarliliklarinin farkli oranlarda oldugu
belirlendi (Tablo2). E. coli ve Pasteurella sp. izolatlar1
harig, siitlerden izole edilen Gram negatif bakterilerin, en
az iki antibiyotige diren¢li oldugu belirlendi. K
pneumoniae, Citrobacter sp. ve Enterobacter sp.
izolatlarinin 2, P. aeruginosa, Proteus sp. ve Actinobacillus
sp. izolatlarinin 3 ve A. faecalis ve Flavobacterium sp.
izolatlarinin ise 6 antibiyotige direncli oldugu saptandi
(Tablo 2).
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Tablo 2. Mastitisli inek siitlerinden izole edilen Gram negatif bakteriler ve antibiyotik direnglilikleri

Table 2. The antibiotic resistance and Gram negative bacteria isolated from bovine milk samples with mastitis

izolatlar AMC AX CFP CN E ENR OB 0):4'¢ SXT
(n=150) R % R % R % R % R % R % R % R % R %
E. coli 37 45.12 60 73.17 38 46.34 41 50 81 98.78 19 23.17 81 98.78 62 75.61 32 39.02
(n=82)

K.pneumoniae 9 33.33 16 59.26 12 45.25 14 51.85 27 100 8 29.63 27 100 19 70.37 19 70.37
(n=27)

P. aeruginosa 7 58.33 8 66.67 6 50 5 41.67 12 100 5 41.67 10 83.33 12 100 12 100
(n=12)

Citrobacter 9 75 10 83.33 10 83.33 11 91.67 12 100 9 75 12 100 11 91.67 10 83.33
sp.(n=12)

Pasteurella sp. 2 25 5 62.5 4 50 7 87.5 3 375 2 25 7 87.5 3 37.5 5 62.5
(n=8)

Enterobacter 0 0 3 75 0 0 3 75 4 100 0 0 4 100 3 75 0 0
sp.(n=4)

Proteus sp. 2 66.67 3 100 2 66.67 1 33.33 3 100 2 66.67 2 66.67 3 100 2 66.67
(n=3)

A. faecalis 1 100 1 100 0 0 0 0 1 100 0 0 1 100 1 100 1 100
(n=1)

Flavobacter 1 100 1 100 0 0 0 0 1 100 0 0 1 100 1 100 1 100
sp.(n=1)

Actinobacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100 0 0 1 100 0 0 1 100

sp. (n=1)

Toplam (151) 68 45.03 107 70.86 72 47.68 82 5430 145 96.03 45 29.80 146 96.69 115 76.16 83 54.97

(AMC: amoksisilin klavulanik asit, AX: amoksisilin, CFP: sefoperazon, CN: gentamisin, E:eritromisin ENR: enrofloksasin, OB: kloksasilin, OXY: oksitetrasiklin, SXT: trimetoprim/
sulfametoksazol)
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TARTISMA ve SONUC

Gram negatif bakterilerin yol ac¢tigi klinik mastitisler,
nadiren goriilmesine karsin, tedavisinin zor olmasi,
septisemi ve toksemiden dolay1r o6liimlere yol agmasi
nedeniyle biliyilk 6neme sahiptir (Ak 2000). Yapilan
calismalarda mastitisli siitlerden izole edilen Gram negatif
bakteriler icinde en fazla E. coli, Klebsiella sp. ve
Enterobacter sp.’nin izole edildigi, diger Gram negatif
bakterilerin de mastitise neden olabilecekleri bildirilmistir
(Costa ve ark. 1998; Tiriitoglu ve ark. 1995; Gilirtiirk ve
ark. 1998; Turutoglu ve ark. 2002; Giilcii ve Ertas 2004;
McConnen ve ark. 2005; Tel ve ark. 2009). Tiirkiye’de ve
diinyada yapilan calismalarda mastitisli siit 6rneklerinde
E. coli izolasyon oraninin % 4.8 ile % 11.57 arasinda
degistigi, E. coli’'nin en sik izole edilen Gram negatif oldugu
bildirilmistir (Giirtiirk ve ark. 1998; Costa ve ark. 1998; Ak
2000; Turutoglu ve ark. 2002; Giilcli ve Ertas 2004; El-
Zubeir ve ark. 2006; Turutoglu ve Ozturk 2007; Tel ve ark.
2009; Tiirkyillmaz ve ark. 2010; Biiyiikcangaz ve ark. 2012;
Giilhan ve ark. 2011; Cokal ve Konus 2012; Yesilmen ve
ark. 2012). Burdur’da yapilan bu calismada benzer
bicimde basta E. coli (% 54.30) ve K. pneumoniae (%
17.88) olmak tizere, diger Gram negatif bakterilerin de
izolasyonu yapildl. Gram negatif bakteri izolasyon orani
(% 8.84), diger ¢alismalarla (Tiirtitoglu ve ark. 1995; Costa
ve ark. 1998; Giilcii ve Ertas 2004; Dereje ve ark. 2018; Tel
ve ark. 2009; Tirkyillmaz ve ark. 2010; Biiyiikcangaz ve
ark. 2012; Yesilmen ve ark. 2012) karsilastirildiginda
oldukca diisiik bulundu. Koliform ya da cevresel mastitis
patojenleri olarak tanimlanan bakterilerin ¢evre, toprak ve
diskida bulunabilecegi, 6zellikle kuru donem antibiyotik
uygulamalari, sagim sirasinda kullanilan kontamine
sulardan ve sagim ekipmanlarindan veya kontamine
enjektorlerle meme i¢i uygulamalar sonrasinda mastitise
yol acabilecegi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Osborne
ve ark. 1981; Silva ve Costa 2001; Ribeiro ve ark. 2008).
Mastitis tedavisinde antibiyotikler siklikla
kullanilmaktadir. Ancak, Gram negatif bakterilerin neden
oldugu mastitis vakalarinda hayvanlar antibiyotiklerle
tedavi edilmesine ragmen, genellikle septisemi ve toksemi
nedeniyle olirler (McLennan ve ark. 1997; Ribeiro ve ark.
2008). Sunulan ¢alismada; Gram negatif bakteriler
kloksasilin, eritromisin, oksitetrasiklin ve amoksisiline,
sirasiyla %96.69, %96.03, %76.16 ve %70.86 oranlarinda
direncli saptanirken, diger antibiyotiklere kars1 da degisen
oranlarda direngli bulundu. Yapilan ¢alismalarda E. coli
izolatlarinin amoksisilin klavulanik asite %25.7-%87.5,
gentamisine %0-% 62.5, eritromisine %23.53-% 93,
enrofloksasine %10.9-% 60, oksitetrasikline %33.7- %96,
trimetoprim sulfametoksazol % 0-% 80 arasinda direngli
oldugu bildirilmistir (Mekonnen ve ark. 2005; El-Zubeir ve
ark. 2006; Turutoglu ve Ozturk 2007; Tel ve ark. 2009;
Ahmed ve Shimamoto 2011; Biiyiikcangaz ve ark. 2012;
Alekish ve ark. 2013; Dereje ve ark. 2018; Saglam ve ark.
2018). Ayrica mastitisli slitlerden izole edilen E. coli
izolatlarinin amoksisiline %40 (Biiyiikcangaz ve ark. 2012)
ve sefoperazona %46.2 (Saglam ve ark. 2018) direncli
bulundugu rapor edilmistir. Bu calismada ise, E. coli
izolatlarinin %98.78’inin eritromisin ve Kloksasiline,
%75.61’sinin oksitetrasikline, %73.17’sinin amoksisiline
direngli  oldugu  belirlendi. Yapilan c¢alismalarla
karsilastirildiginda, bu c¢alismada elde edilen E. coli
izolatlarmin eritromisin ve amoksisiline yiiksek oranda
direncli, sefoperazona direncin ise Saglam ve ark. (2018)’
nin buldugu orana benzer oldugu saptanmistir. Test edilen
diger antibiyotiklere ise c¢alismalarda belirlenen
araliklarda direng¢ saptanmistir. Farkl bélgelerde mastitisli
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stitlerden izole edilen E. coli izolatlarinin antibiyotiklere
direngliligindeki farkliliklar, antibiyotiklerin bilingsiz ve
sik kullanimina bagl olarak degiskenlik gosterebilir.
Burdur'da 2000-2005 yillar1 arasinda yapilan bir
calismada (Turutoglu ve Ozturk 2007), izole edilen E. coli
izolatlarinin enrofloksasin, amoksisilin klavulanik asit,
gentamisin, oksitetrasiklin, ve trimetoprim
sulfamethoxazole direnglilik oranlar1 sirasiyla %10.9,
%25.7, %33.7, %51.5 ve %64.4 bildirilmistir. Sunulan bu
calisma verileri ile karsilastirildiginda, Burdur’da 10-15 yil
icinde enrofloksasin, amoksisilin  klavulanik asit,
gentamisin ve oksitetrasikline direnglilik oranlarinda
oldukg¢a ylksek artis olurken, trimetoprim
sulfamethoxazole direncinde azalma saptanmistir. Bu
yliksek direng, Burdur ilinde antibiyotiklerin veteriner
hekimler ve hayvan sahipleri tarafindan sik ve gelisigiizel
kullanimindan kaynaklanmig olabilir. Nitekim,
antibiyotiklerin uygun olmayan sekillerde siklikla
kullanimi direngli bakterilerin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir (Ding¢ ve ark. 2012; Hinthong ve ark. 2017).
Ge¢mis yillarda, tiim Tiirkiye’de oldugu gibi Burdur’da da
antibiyotikler  kolaylikla temin edilip, gelisigiizel
kullanilmaktaydi. Ancak son yillarda antibiyotiklerin
recetelendirilmesi ile tedavide antibiyotik kullaniminda
sinirlandirma  getirilmistir.  E.  coli  izolatlarinda
trimetoprim sulfametoksazol direncinde azalma ise,
tedavide bu antibiyotigin 6nceki yillara gore fazla tercih
edilmemesine bagh olabilir.

Mastitisli siitlerden izole edilen diger Gram negatif
bakterilerin (E.coli ve Pasteurella sp. izolatlar1 harig)
calismada kullanilan antibiyotiklerden en az ikisine
(eritromisin ve kloksasilin), en fazla altisina (amoksisilin
klavulanik asit, amoksisilin, eritromisin, kloksasilin,
oksitetrasiklin  ve siilphamethaksazol trimetoprim)
direncli oldugu belirlendi.

Sonu¢ olarak; Burdur ilinde mastitisli stitlerden izole
edilen Gram negatif bakteriler icinde E. coli’nin ilk siray1
aldigy, bunu Klebsiella sp., Pseudomonas sp. ve Citrobacter
sp.nin takip ettigi, bu bakterilerin kloksasilin, eritromisin,
amoksisilin ve oksitetrasikline yiiksek oranda direngli
oldugu, Gram negatif bakterilerin antibiyotiklere
direncliliklerindeki  farkliliklar nedeniyle tedavinin
antibiyotik duyarlhlik test sonuglarina gore yapilmasi
gerektigi kanisina varildi.
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