Ankara Univ Vet Fak Derg, 59, 85-88, 2012

Sigir mastitislerinden izole edilen Escherichia coli suslarinda
genislemis spektrumlu beta-laktamaz aktivitesi ve antibiyotik
direnclilik profilinin incelenmesi
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Ozet: Bu calismada Ankara, Balikesir ve Corum’daki siit igletmelerinden saglanan mastitis siipheli siitlerden izole edilen 92
adet E. coli susunda genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) aktivitesi ve antibiyotik direng profilinin arastirilmast amaglandi.
E. coli suslarinda Kirby Bauer disk diffiizyon yontemi ile GSBL tarama testi, fenotipik GSBL dogrulama testi ve 12 adet antibiyotik
i¢in in vitro duyarlilik testleri yapildi. Incelenen E. coli suslarinda en yiiksek direnglilik oranlari sirasiyla eritromisine (%69.6),
ampisiline (%39.1), tetrasikline (%34.8), nalidiksik aside (%25.0), kloramfenikole (%22.8), trimetoprim-siilfametaksazole (%21.7)
ve amoksisilin klavulonik aside (%21.7) karsi bulunurken, suslarin %25.0’inin kullanilan tiim antibiyotiklere duyarli oldugu
saptandi. Ayrica E. coli suslarimin %354.3’liniin iki veya daha fazla sayida antibiyotige direngli oldugu belirlendi. Bu calisma ile
iilkemizde mastitis orijinli £. coli suslarinda ilk kez GSBL aktivitesi aragtirildi. Ancak, incelenen E. coli suslarinda GSBL aktivitesi
saptanmadi. Calismada elde edilen bulgular mastitise neden olan E. coli suslarinda yiiksek oranda ¢ogul ilag direncinin gelistigini
gosterdi.

Anahtar sozciikler: Antibiyotik direnglilik, E. coli, GSBL, mastitis.

Investigation of extended-spectrum beta-laktamase activity and antibiotic resistance profile of
Escherichia coli strains isolated from bovine mastitis

Summary: The aim of this study was to investigate the extended-spectrum beta-laktamase activity (ESBL) and antibiotic
resistance profile of 92 Escherichia coli strains isolated from bovine mastitic milk samples. Milk samples were obtained from dairy
farms in Ankara, Balikesir and Corum. ESBL screening test, ESBL phenotypic confirmation test and in vitro susceptibility test for
twelve antibiotics were performed with Kirby Bauer disc diffusion method in E. coli strains. Among the E. coli strains, respectively
the highest resistance rates were detected against to erythromycin (69.6%), ampicillin (39.1%), tetracycline (34.8%), nalidixic acid
(25.0%), chloramphenicol (22.8%), trimethoprim-sulfamethoxazole and amoxicillin-clavulanic acid (21.7%). Of all strains, 25.0%
were found susceptible to all antibiotics and %54.3 of E. coli were resistant to two or more antibiotics.This was the first study that
ESBL activity of E. coli isolated from mastitis was investigated in our country. However among the E. coli isolates, ESBL activity
was not detected. This study showed that high rates of multidrug resistance developed in E. coli strains caused mastitis.

Key words: Antibiotic resistance, beta-laktamase, E. coli, mastitis.

Giris Siit endiistrisinde en ¢ok ekonomik kayiba neden

Koliform bakterilerin neden oldugu cevresel olan enfeksiyon mastitistir ve sigir mastitislerinde koruma
mastitisler birgok iilkede artis gostermektedir ve bu ve tedavi amaciyla antibiyotikler siklikla kullanilmaktadirlar
bakteriler arasinda Escherichia coli 6n sirada gelmektedir. (2, 4, 23). Mastitis tedavisinde antibiyotiklerin uygun
E. coli ilk kez 1896 yilinda mastitisli siitlerden izole olmayan kullanimi, direngli suslarm gelismesine yol
edilmis ve 1960’11 yillardan itibaren sigir mastitislerine agmaktadir. Ayrica, antimikrobiyal direncin ve virulens
neden olan etkenler arasinda ikinci sirada yer aldign  faktorlerinin konjugasyonla bir diger bakteriye transferi,

bildirilmistir (15, 24). E. coli, 6zellikle yiiksek verimli ~ patojenik . coli suslarimn ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina
siit ineklerinde dogum dénemine yakin veya laktasyonun katkida bulunarak problemin biiyiimesine neden olmaktadir

erken doneminde, lokal ve bazen de siddetli sistemik (23, 24). Antibiyotiklere karst direng mekanizmalari
semptomlarla seyreden mastitise yol agar. Bu durum  igerisinde genislemis spektrumlu  beta-laktamazlarin
yikksek verimli siit ineklerinde verim diizeyini ve (GSBL) iiretimi en iyi bilinen diren¢ mekanizmalarindan

kalitesini etkileyebildigi gibi enfeksiyonun siddetli oldugu ~ birisidir. Bu enzimler beta-laktam antibiyotiklerin, beta-
vakalarda liim de sekillenebilir (8, 11). laktam  halkasindaki amid baglarmi parcalayarak
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antibakteriyel etkisini ortadan kaldiran enzimlerdir ve
giiniimiize dek farkli 6zellikte en az 340 adet beta-
laktamaz tammlanmustir. E. coli, Klebsiella spp, Enterobacter
spp gibi Enterobacteriaceae familyasina ait tiirler en sik
beta-laktamaz iireten mikroorganizmalar arasinda yer
almaktadirlar (9, 13, 19). Son yillarda yalnizca beseri
hekimlikte degil, veteriner hekimlikte de GSBL enzimleri
konusunda artan bir ilgi s6z konusudur. Ozellikle ¢iftlik
hayvanlarinda antibakteriyel diren¢ genlerini tasiyan
kommensal Dbakterilerin izole edilmesi ve direng
mekanizmasinda rol oynayan bu tip enzimlerin varligi
nedeniyle, farkli ¢evrelerden izole edilen E. coli suslarinda
GSBL aktivitesinin arastirildigi epidemiyolojik calismalar
onem kazanmaktadir. Cilinkii bu enzimler insanlarla temas
halinde olan ev hayvanlarindan, ¢iftlik hayvanlarindan ve
yasadiklart ortamlardan izole edilen etkenlerde artan
oranlarda rapor edilmeye baslanmustir (5, 7, 14, 17, 20).
Hayvanlarda bulunabilen bu tip mikroorganizmalar
hayvan sahipleri, ciftlik calisanlar1 ve hayvansal gida
tiiketenler i¢in tehdit olusturmaktadirlar (5, 20).

Beta-laktamaz iireten bakteriler, genis spektrumlu
beta-laktam antibiyotikler basta olmak iizere farklh
gruptan antibiyotiklere de direng gostermektedirler. Bu
nedenle bakterilerin GSBL aktivitelerinin ve antibiyotik
diren¢ profillerinin arastirtlmasi, enfeksiyonlarin etkin
antibiyotiklerle hizli bir sekilde tedavisini saglayacaktir
(5). Bu galismada mastitis siipheli siitlerden izole edilmis
olan E. coli suslarinda GSBL aktivitesi ve 12 farkli
antibiyotik i¢in antibiyotik direnclilik profilinin arastiriimasi
amaclanmistir.

Materyal ve Metod

Caligmada 2005-2008 yillar1 arasinda Ankara,
Balikesir ve Corumdaki siit isletmelerinden toplanan
mastitis slipheli inek siitlerinden daha once rutin
konvansiyonel yontemlerle izole ve identifiye edilerek
-80 °C’de saklanmakta olan 92 adet E. coli susu incelendi.
E. coli suslar1 Tripticase Soy Agarda (TSA; Oxoid,
Ingiltere) subkiiltire edilerek bakteri siispansiyonu
hazirlanmasinda kullanildi. Antibiyotik duyarlilik ve
GSBL dogrulama testlerinde Mueller-Hinton Agardan
(MH; Oxoid, Ingiltere) yararlanildi. Testlerde standart
olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanildi (23).

Antibiyotik  duyarhilik testi: Suslarin in  vitro
antibiyotik duyarliliklar1 “Kirby-Bauer disk diffiizyon
metodu” ile Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) standartlarma goére yapildi (3, 10). Antibiyotik
duyarlilik testinde gentamisin (10 pg), eritromisin (15
pg), amoksisilin-klavulonik asid (20/10 pg), ampisilin
(10 pg), tetrasiklin (30 pg) ve trimetoprim-siilfometaksazol
(1.25 /23.75 pg), nalidiksik asid (30 pg), enrofloksasin
(5 pg), kloramfenikol (30 pg), sefotaksim (30 pg),
seftazidim (30 pg), streptomisin (10 pg) olmak {izere
toplam 12 farkli antibiyotik diski (Oxoid, Ingiltere)
kullanildi. Elde edilen sonuglar CLSI kriterlerine gore
yorumlandi (10).

GSBL tarama ve fenotipik dogrulama testi: Suslarin
GSBL iiretimi, CLSI 6nerilerine gore “Kirby Bauer disk
diffizyon metodu” ile GSBL tarama ve fenotipik
dogrulama testleri ile aragtirildi (3, 10). E. coli suslarinda
GSBL taramasi amaciyla yapilan duyarlilik testlerinde
sefotaksim zon ¢ap1 <27 mm ve/veya seftazidim zon cap1
<22 mm bulunan suslarda fenotipik dogrulama testi
gerceklestirildi. Dogrulama testinde suslar sefotaksim (30
pg) ile sefotaksim-klavulonik asid (30/10 pg; Oxoid,
Ingiltere) ve seftazidim (30 pg) ile seftazidim-klavulonik
asid (30/10 pg; Oxoid, Ingiltere) diskleri ile test edildi.
Zon capinin klavulonik asitli kombinasyonlar ile >5 mm
artmas1 GSBL aktivitesi pozitif olarak degerlendirildi

(10).

Bulgular

Bu caligmada 12 farkli antibiyotige kars1 direnglilik
durumu incelenen 92 adet E. coli susunun %75’inin en az
bir antibiyotige, %54.3 liniin ise iki ve daha fazla sayida
antibiyotige direncli oldugu saptandi. E. coli suslarinda
en yiliksek direnclilik oranlar1 sirasiyla eritromisine
(%69.6), ampisiline (%39.1), tetrasikline (%34.8), nalidiksik
aside (%25.0), kloramfenikole (%22.8), trimetoprim-
stilfometaksazole (%21.7) ve amoksisilin-klavulonik
aside (%21.7) kars1 bulunurken streptomisin, sefotaksim,
seftazidim ve enrofloksasinin en etkili antibiyotikler
oldugu belirlendi. Tiim antibiyotiklere karsi belirlenen
direnglilik oranlar1 Tablo 1°de sunuldu. incelenen 92 adet
E. coli susunun 19’unun (%20.6) bir antibiyotige,
17’sinin (%18.4) iki antibiyotige, 4’inlin (%4.3) g
antibiyotige, 7’sinin (%7.6) dort antibiyotige, 6’sinin
(%6.5) bes antibiyotige, 5’inin (%5.4) alt1 antibiyotige,
8’inin (8.7) yedi antibiyotige, 1’inin (%1) sekiz
antibiyotige, 2’sinin (%2.1) dokuz antibiyotige direngli
oldugu saptandi. Incelenen suslarin hi¢ birisinde GSBL
aktivitesi bulunmadi.

Tablo 1. E. coli suslarinin antibiyotik direng profilleri
Table 1. Antibiotic resistance profiles of £ .coli strains

Direng profili
Antibiyotik diski W

Sayist (%)
Eritromisin (15 pg) 64 69.6
Ampisilin (10 pg) 36 39.1
Tetrasiklin (30 ug) 32 34.8
Nalidiksik asid (30 ug) 23 25.0
Kloramfenikol (30 png) 21 22.8
Trimetoprim-siilfometoksazol (1.25/23.75 ug) 20 21.7
Amoksisilin-klavulonik asid (20/10 pg) 20 21.7
Gentamisin (10 pg) 7 7.6
Enrofloksasilin (5 pg) 3 33
Seftazidim (30 ug) 2 2.0
Sefotaksim (30 pug) 1 1.0
Streptomisin (10 pg) 1 1.0
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Tartisma ve Sonuc¢

Antibiyotiklere karst gelisen diren¢ nedeniyle
hayvanlarda ve insanlarda antibiyotik kullaniminda
problemler yasanmaktadir. Beta-laktamazlara veya cesitli
diren¢ mekanizmalaria bagl olarak ortaya ¢ikan direng,
enfeksiyonlarin  tedavisinde zorluklara yol acgarak
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (1, 14, 24). Bu
calismada siitlerden izole edilen E. coli suslarinda,
antibiyotik direnclilik durumu ve klinik mikrobiyoloji
alaninda 6nemli dlgiide ¢aligilmakta olan GSBL aktivitesi
arastirilmistir.

Mastitislerden izole edilen E. coli suslarinin farkli
antibiyotiklere kars1 in vitro direnglilik durumlart gesitli
caligmalar ile bildirilmistir (6, 16, 22, 23, 25). Yapilan
caligmalarda E. coli suslarmim antibiyotik direclilikleri
farkliliklar gostermektedir. Kalmus ve ark. (16), mastitisli
ineklerden izole ettikleri E. coli suglarmin %24.3’iiniin
ampisiline, %15.6’smin  streptomisine, %13.5’inin
tetrasikline, %12’sinin  trimetoprim-siilfometaksazol
%2.2’sinin gentamisine, %]1.6’smin enrofloksasine direngli
oldugunu tiim suslarin ise sefaperazona duyarli oldugunu
saptamiglardir. Bengtsson ve ark. (4), izole ettikleri
mastitis orijinli £.coli suslarinin %11 inin streptomisine,
%8.6’smin  siilffometaksazol %7.4’liniin  ampisiline,
%4.9’unun tetrasikline, %3.1’inin enrofloksasine, %3.1’inin
nalidiksik aside, %1.8’inin kloramfenikole, %6.1’inin
tim antibiyotiklere kars1 direngli oldugunu, seftiofur ile
gentamisine ise tiim suslarin duyarl oldugunu bildirmis-
lerdir. Lehtolainen ve ark. (18), Israil’deki mastitislerden
izole ettikleri E. coli suslarinin %15’inin tetrasikline,
%13’liniin dihidrostreptomisine, %10’unun ampisiline,
%4 liniin trimethoprim-siilfometaksazole direncli oldugunu,
Finlandiya’daki olgulardan izole ettikleri suslarda ise bu
oranlarin sirasiyla %14, %9 %7, %2 oldugunu ve
suslarin %27’sinin bir ve daha fazla sayida antibiyotige
direngli oldugunu, tiim suslarin ise seftazidime, gentamisine,
siprofloksasiline duyarli oldugunu saptamislardir. Srinivasan
ve ark. (23), antibiyotik duyarlilik testi yaptiklari E. coli
suslarmm %98.4’iintin ampisiline, %40.3’iiniin streptomisine,
%24.8’inin tetrasikline, %3.1’inin sefotaksime, %?2.3{iniin
nalidiksik aside direngli oldugunu, %29.5’inin yediden
fazla antibiyotige, %18.6’smimn alt1 ve %25’inin 5
antibiyotige direngli oldugunu belirlemislerdir. Makovec
ve ark. (21), 1994-2001 yillar1 arasinda inceledikleri
mastitis orijinli £. coli suglarinda eritromisine direnglilik
oraninin arttigini bildirmislerdir. Guérin-Faublée ve ark.
(12), mastitisli sigirlardan izole ettikleri E. coli suslarmin
%9.8’inin bir veya daha fazla sefalosporin tiirevi
antibiyotige direncli oldugunu belirtmislerdir. Tel ve ark.
(25), mastitis olgularindan izole ettikleri E. coli
suslarmin ampisilin, amoksisilin, eritromisin, gentamisin,
streptomisin, tetrasiklin, trimetoprim-siilfometaksazole
kars1 direnglilik oranlarint sirasiyla %62.5, %87.5, %75,
9%62.5, %37.5, %37.5, %25 olarak saptamislardir. Bu
calismada da bildirilen diger ¢aligmalara benzer olarak

eritromisine (%69.6), ampisiline (%39.1), tetrasikline
(%34.8), trimetoprim-siilfametaksazole ve kloramfenikole
(%22.8) kars1 direnglilik oranlar1 diger antibiyotiklere
gore daha yiiksek bulunmustur. Enrofloksasin, sefotaksim
ve seftazidimin ise diger c¢aligmalara benzer olarak
mastitisden izole edien E. coli suslart tizerinde en etkili
antibiyotikler oldugu belirlenmistir. Antibiyotiklere kars1
direnclilik oranlar1 arasinda farkliliklarin bulunmasi,
bolgesel sus dagilimindan ve farkli bolgelerde farkli
antibiyotiklerin oncelikli olarak kullanimindan kaynak-
landigin1 diistindiirmektedir.

Sigir mastitislerinden izole edilen Staphylococcus
spp. ve Streptoccus spp. suslarinda birden fazla
antibiyotige karg1 diren¢ gelisimi nadirken, E. coli
suslarinda bu durumun daha yiiksek oranda gozlendigi ve
birden fazla antibiyotige karsi diren¢ gelisiminin “gogul
ilag direnci” olarak tanimlandig: bildirilmektedir (4, 16,
23). Lehtolainen ve ark. (18), inceledikleri mastitis
orijinli E. coli suslarmin %]11’inin, Bengston ve ark. (4),
%12.3’liniin, Srinivasan ve ark. (23), %100’{iniin ¢ogul
ilag direngli oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmada da
incelenen E. coli suslarinin %54,3’inde birden fazla
antibiyotige kars1 diren¢ gelistigi ve dolayistyla bu
suslarin ¢ogul ilag direngli suglar oldugu belirlenmistir.

Penisilin ve iigiincii, dordiincii kusak sefalosporinlere
kars1 direng gelisiminde rol oynayan GSBL enzimlerinin
klinige yatirilan evcil hayvanlarin, atlarin ve kiimes
hayvanlari, besi sigirlari, tavsan ve domuz gibi ¢iftlik
hayvanlarmin digkisindan, idrarmndan ve kan 6rneklerinden
izole edilen E. coli suglarinda saptandigi ¢esitli
calismalarda bildirilmistir ( 5, 7, 17, 20). Fakat, mastitis
orijinli E. coli suslarinda GSBL aktivitesinin incelendigi
yeterli caliyma yoktur. Ancak Italya’da yapilan bir
calismada sigir mastitislerinden izole edilen 22 E. coli
susunun 5’inde fenotipik olarak GSBL aktivitesi
saptandigi bildirilmistir (20). Bu g¢alismada ise incelenen
E. coli suglarinda GSBL aktivitesi belirlenememistir. E.
coli suglarmin  %99’unun sefotaksime ve %98’inin
seftazidime duyarli olmasi ve direngli olan suglarda da
GSBL aktivitesinin saptanmamasi ile bu suslarda farkl
bir direnglilik mekanizmasimin olabilecegi kanisina
varilmistir.

Uygun ve etkin ilag¢ tedavisinin secilmesi ve tedavi
protokoliine tam olarak uyulmasi antibiyotik direng
genlerini tasiyan bakterilerin ortaya ¢ikmasmi 6nlemek
acisindan son derece Onemlidir (20). Bu c¢alisma
iilkemizde mastitisli inek siitlerinden izole edilen E. coli
suslarinda GSBL aktivitesinin aragtirildigi ilk ¢alismadir.
Ancak, incelenen E. coli suslarinda GSBL aktivitesi
saptanmazken, suslarin birgok antibiyotige karsi yiiksek
oranda direnclilik gdsterdigi ve biiyiik bir kisminda ¢ogul
ilag direncinin gelistigi belirlenmistir. Elde edilen bu
bulgular hatali antibiyotik kullaniminin antibiyotik
direncinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasinda 6nemli 6l¢iide
role sahip oldugunu ve mastitise neden olan etkenlerin
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antibiyotik direnclilik durumlarinin periyodik olarak
kontrol edilmesinin, basarili bir tedavi igin gerekli
oldugunu diistindiirmiistiir.
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