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OZET

SIGIR MASTITISLERIYLE iLiSKiLi AEROCOCCUS VIRIDANS TURUNUN
MOLEKULER IDENTIFIKASYONU VE ANTIBiYOTiK DUYARLILIKLARININ
BELIiRLENMESI

Oklay MA. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Anabilim
Dal Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Aerococcus tiirleri ¢evrede saprofitik olarak bulunabildigi gibi bir¢ok insan ve hayvan
infeksiyonlarindan da izole edilmistir. Sigirlarda klinik ve subklinik mastitis vakalarinda da tespit
edildigi bildirilmistir. Streptococcus ve Staphylococcus tirleri ile olan benzerligi bilinmekte ve bu
nedenle hatali teshislere neden olabilmektedir. Arastirmamiz i¢in Aydin ilindeki ¢iftliklerden klinik
mastitis tespit edilmis 100 inekten siit numunesi toplanmistir. Numuneler soguk zincirle Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalina getirilmistir. 16S TRNA
geninin dizilimine yonelik genotipik identifikasyon ve otomatize ileri identifikasyon sistemi olan
MALDI-TOF MS ile birlikte, klinik ve subklinik mastitisli sigirlardan 15 adet (%15) Aerococcus
viridans identifikasyonu yapilmistir. Ayrica Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) belirleme
yontemine dayali olarak yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde izolatlarin Siprofloksasin,
Tigesiklin ve Trimetoprim-Sulfometoksazol’e % 100, Vankomisin’e %87, Eritromisin’e % 80,
Tetrasiklin’e % 67, Penisilin ve Linezolide % 53.3 oranlarinda duyarli; Nitrofurantoin’e %93 ve
Teikoplanin’e % 53.3 oranlarinda direncli oldugu saptanmistir. Elde edilen bolgesel verilerin,
ileride yapilacak arastirmalarda 4. viridans etkeninin sigirlarda mastitis hastaligindaki roliiniin

aydinlatilmasi agisindan 1s1k tutmas1 umulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Aerococcus viridans, 16S rRNA, Mastitis, Identiﬁkasyon.
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ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION OF AEROCOCCUS VIRIDANS ASSOCIATED WITH
BOVINE MASTITIS AND DETERMINATION OF ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITIES

Oklay MA. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2018.

Aerococcus species are saprophytic in the environment as well as many human and animal
infections. It has also been reported to be detected in clinical and subclinical mastitis cases in cattle.
The similarity with Streptococcus and Staphylococcus species is known and may lead to
misdiagnosis of Aerococcus speies. In this research, 100 milk samples were collected from the
farms in Aydin where clinical and subclinical mastitis was detected. The samples were brought to
Adnan Menderes University Veterinary Faculty Microbiology Department by cold chain. A total of
15 (15%) Aerococcus viridans isolates were identified from clinical and subclinical mastitis cows
with MALDI-TOF MS which is an automated identification system, and genotypic identification
were performed by the targeting the 16S rRNA gene. In the antimicrobial susceptibility tests based
on Minimal Inhibitor Concentration (MIC), the isolates were 100% sensitive to ciprofloxacin,
tigecycline and trimethoprim-sulfomethoxazole, 87% sensitive to vancomycin, 80% sensitive to
erythromycin, 67% sensitive to tetracycline, Sensitive to 53.3% to Penicillin and Linezolide; 93%
resistant to Nitrofurantoin and 53.3% resistant to Teikoplanin. It is predicted that the obtained
regional data will shed light on the role of 4. viridans in pathogenesis of mastitis disease in the

cattle for future studies.

Keywords: Cattle, Aerococcus viridans, 16S rRNA, Mastitis, Identification.
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1. GIRIS

Aerococcus cinsi, basta karakteristik tetrad goOriinlimii ile streptokoklardan farkl
bazi Gram pozitif, mikroaerofilik, katalaz negatif, kok sekilli organizmalar1 gruplandirmak
icin Williams ve arkadaslar1 tarafindan 1953 yilinda olusturulmustur. Bu cins igerisinde
sadece Aerococcus viridans bulunmaktayd: ve hiicresel morfolojisinden dolayr bu tiiriin
pediokoklara streptokoklardan daha benzer oldugu diisiiniilmekteydi. Aerococcus viridans
ile 1stakoz patojeni "Gaffkya homari" arasinda benzerlikler de gozlemlenmis ve bunlarin
artik tek bir tiire ait oldugu belirlenmistir. Aerococcus urinae, Aerococcus christensenii,
Aerococcus urinaehominis ve Aerococcus sanguinicola olmak tizere dort diger Aerococcus
tiiri insan kaynakli olarak tanimlanmistir. Karsilagtirmali 16S rRNA gen sekansi
caligmalar1 bu genisletilmis Aerococcus cinsinin katalaz negatif Gram pozitif koklar
arasinda gii¢lii bir grup olusturdugunu ve tarihsel olarak iliskili oldugu Streptococcus ve
Pediococcus gibi diger cinslerden filogenetik olarak farkli oldugunu gdstermistir (Vos ve
ark, 2009).

Aerococcus ilk olarak Williams ve arkadaslari1 tarafindan 1953'te kiigiik kiimeler
halinde iireyen, katalaz negatif, gram pozitif kok ve Aerococcus viridans'in tip izolat
olarak tanimlandiktan sonra yaklasik 35 yil kadar, insan aerokoksik infeksiyonlar
hakkinda az sayida rapor yayinlanmistir. Ancak, enfektif endokarditis (EE) ve idrar yollari
infeksiyonlar1 (IYE) vakalarinda Aerococcus benzeri organizmalar (ALO) olarak
adlandirilan 4. viridans disindaki aerokoklara da rastlanmistir. Bu Aerococcus benzeri
organizmalardan daha sonra farkli aerokok tiirii olan A. urinea ayrilmistir. Aerococcus
urinae (Aguirre ve Collins, 1992) ve 4. sanguinicola (Lawson ve ark, 2001), genellikle
insan infeksiyonlarindan izole edilmektedir. Aerococcus christensenii (Collins ve ark,
1999) ve Aerococcus urinaechominis (Lawson ve ark, 2001) insanlardan da izole edilmis
ancak bu tiirler insan infeksiyonlarinin nadiren tespit edilmektedir.

Aerokoklar, ¢ok cesitli ortamlardan izole edilebilmektedir. Aerococcus viridans
genellikle saprofitiktir ve hava, toz, bitki Ortiisii, toprak ve deniz {iriinlerinde
bulunmaktadir. Tiirler, iist solunum yollarinda ve normal insanlarin derisindeki floranin bir
parcasi olarak da bulunabilir (Rasmussen, 2013).

Aerococcus, sekiz tiirden olusan bir cins olup, Aerococcus urinae ve Aerococcus
sanguinicola belirlenmis insan patojenleridir. Aerokoklar, streptokok veya stafilokok

olarak kolaylikla tanimlanamayan gram pozitif koklardir ve tanimlanmalar1 zor oldugu i¢in



aerokoksik infeksiyon vakalar1 gézden kagmaktadir. Matriks yardimli lazer desorpsiyon
iyonizasyonu siiresince kiitle spektrometrisinin (MALDI-TOF MS) kullanima girmesiyle,
klinik mikrobiyologlar aerokoklarin tanimlanmasi i¢in hizli ve dogru bir metoda
ulagmislardir.

Aerococcus cinsi bakterilerin, uzun siiredir insan infeksiyonlarinda nadir olarak
goriildiigli kabul edilmektedir. Bununla birlikte, son bulgular hem Aerococcus urinae hem
de Aerococcus sanguinicolammn, idrar yolu infeksiyonlarinin (IYE) ve enfektif endokardit
(EE) gibi invaziv infeksiyonlarin daha yaygin bir nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir
(Ibler ve ark, 2008; Shelton-Dodge ve ark, 2011) . Bakteriler mikrobiyologlar tarafindan
benzer koloni morfolojisine sahip alfa hemolitik streptokoklar, benzer mikroskobik
goriiniimleri olan stafilokoklar veya kismen benzer antibiyotik direnci mekanizmalarina
sahip enterokoklar gibi yanlis tanimlanabilirler (Cattoir ve ark, 2010). Biyokimyasal
reaksiyonlara dayanan ve yaygimn olarak kullanilan bazi teshis sistemleri, aerokoklari
kolayca tanimlayamamakta ve bu bakterilerin yanlis tanimlanmasina neden olmaktadir.
Yeni teshis araglart iiretildik¢e, aerokoklar giderek daha fazla tanimlanacak ve biiyiik
olasilikla 6nemli insan patojenleri olarak taninacaktir (Rasmussen, 2013).

Sigir mastitisi, siit kalitesi ve miktarin1 azaltmasi1 ve meme bezlerinin dokusunda
yangi olusmasi ile karakterize bir hastaliktir. Siklikla bakteri, virlis ve mantarlar igeren
mikrobik infeksiyonlardan kaynaklanmaktadir (Bradley, 2002; Wellenberg ve ark, 2002).

Woodward ve arkadaglar tarafindan 1987 yilinda yapilan bir ¢alismada A4.
viridans'in, meme derisi lizerinde bulunan diger bakteriler ile birlikte mastitis patojenlerine
kars1 onleyici etkilerini bildirmistir. Bununla birlikte, Slovakya’da yapilan bir ¢alismada
klinik ve subklinik mastitis vakalarindan 12 A. viridans susu izole edildigi icin si8ir
mastitislerinde 6nemli rol oynadiklar1 iddia edilmistir. Bu izolatlarda molekiiler DNA
tabanli yontemlerle belirgin bir genetik degiskenlik saptanamadigi, ancak antibiyotiklere
kars1 direncin bliylik degiskenlik gosterdigi vurgulanmistir (Spakova ve ark, 2012).
Organik giibre iireten ciftlikler ilk olarak Minnesota'da insa edilmistir (Barberg ve ark,
2007). Bu tip bakim sistemleri, inek refah1 ve diskilarin geri doniistimii i¢in Japonya'daki
stit ciftliklerinde kullanilmistir (Saishu ve ark, 2015).

Aerococcus cinsi bakteriler Staphylococcus ve Streptococcus cinsi bakterilere
fenotipik olarak benzemektedir ve bu da patojenin yanlis tanimlanmasina ve dolayisiyla

Aerococcus infeksiyonlarmin gézden kagmasina neden olabilmektedir (Rasmussen, 2013).



2. GENEL BILGILER

2.1. Aerococcus Tiirleri

Cins siralamasindaki tanimlamanin aksine, aerokoklarm tiir seviyesinde fenotipik

olarak tanimlanmasi sorun olusturmamaktadir. Su anda tanimlanmis olan tiim tiirler,

geleneksel ve API test sistemleri kullanilarak kolayca tanimlanabilmektedir.

Aerococcus viridans. Williams, Hirch ve Cowan 1953, Yesil renk iireten viridans
grubu. DNA G + C igerigi (mol%): rapor edilmemistir. Standart Sus: ATCC 11563,
CCM 1914, CCUG 4311, CIP 54.145, DSM 20340, HAMBI 1583, LMG 17931,
NBRC 12219, NCAIM B.01070, NCTC 8251. GenBank erisim numarasi (16S
rRNA geni): M58797.

Aerococcus christensenii. Collins, Rodriguez Jovita, Hutson, Ohlén ve Falsen 1999,
christensenii Danimarkali1 mikrobiyolog Jens J. Christensen'in adin1 aldi. DNA G +
C igerigi (mol%): 38.5 (Tm). Tip soy: UWO06, CCUG 28831, CIP 106115.
GenBank erigim numarasi (16S rRNA geni): Y17005.

Aerococcus sanguinicola. Lawson, Falsen, Truberg Jensen ve Collins 2001, DNA
G + C igerigi (mol%): rapor edilmemistir. Standart Sus: CCUG 43001, CIP
106533, JCM 11549. GenBank erisim numarasi (16S rRNA geni): AJ276512.
Aerococcus urinae. Aguirre ve Collins 1992, adini idrarla ilgili olmasindan
almistir. Aerococcus urinea’nin iki biyotipi, eskiilin hidrolize etme yeteneklerine
bagli olarak tanimlanmaktadir (Christensen ve ark. 1997). DNA G + C igerigi
(mol%): bilinmiyor. Standart Sus: E2, ATCC 51268, CCUG 29291, CCUG 29564,
CCUG 34223, CCUG 36881, CIP 104688, DSM 7446, NBRC 15544, NCFB 2893,
NCIMB 702893, NCTC 12142. GenBank erisim numaras1 (16S rRNA geni):
M77819.

Aerococcus urinaehominis Lawson, Falsen, Ohlén and Coillins 2001.
Urinaechominis, organizmanin ilk izole edildigi insan idrarindan adini almstir.
DNA G + C igerigi (mol%): rapor edilmemistir. Standart Sus: CCUG 42038B, CIP
106675. GenBank erisim numarasi (16S rRNA geni): AJ278341.

Aerococcus urinaeequi. Giovanna Felis, Sandra Torriani ve Franco Dellaglio 2005.

Pediococcus urinaehominis olarak bilinen bakterinin tekrar isimlendirilmesiyle



olusturulmstur. DNA G + C igerigi (mol%): % 39.5 mol. Standart sus: ATCC
29723, CCUG 28094, CIP 103442, LMG 13989, DSM 20341, NCIMB 701636.

e Aerococcus vaginalis. Tohno ve arkadaslar1 2014. DNA G + C igerigi (% mol): %
44.7 mol Aerococcus tiirleri arasinda gdzlenen aralikta bulunmaktadir (% 37.5-48.4
mol). Standart sus: strain BV2, JCM 19163, DSM 27293.

e Aerococcus suis. Vela ve arkadaglar1 2007. Standart sus: CCUG 52530, CECT
7139, JCM 18035, strain 1821/02, DSM 21500

2.2. Aerococcus Tiirlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

Bakteriler ovoid sekillidir (1-2 mm ¢apinda) ve tetrad veya kiime goriiniimiine yol
acan dik acili iki diizlemde boéliiniirler; Bazilar giftler veya tek sekilde de gozlemlenebilir.
Alfa-hemolitiktir. Gram pozitif ve hareketsizdir. Spor formasyonu yoktur. Fakiiltatif olarak
anaerobiktir. Katalaz negatiftir. Oksidaz negatiftir. % 6.5 NaCl' de iireyebilir. MRS
brothda gaz olusturmaz. Glikozdan ve diger bazi karbonhidratlardan asit olusturulur.
Hippurat ¢ogu sus tarafindan hidroliz edilir. Losin aminopeptidaz ve B-glukuronidaz
tiretilebilir veya tiretmeyebilir. Arginin ¢ogu sus tarafindan deamine edilmez ve iireaz
tiretilmez. Voges-Proskauer-negatiftir. Vankomisin’e duyarlidir (Vos ve ark, 2009).

Aerokoklar, kanli agarda a-hemolitik reaksiyon olusturur ve 37 ° C'de 24 saat
inkubasyondan sonra kiiciik (genellikle 1 mm veya daha az), pigmentsiz koloniler olusturur
(baz1 Aerococcus viridans suslari tarafindan sar1 pigment iiretimi diginda).

Aerokoklar genelde kisa zincirler seklinde goriilen Aerococcus christensenii harig
kiimeler halinde ve tetradlar halinde Gram pozitif koklardan olusur. Fakiiltatif
anaerobiktirler; Aerococcus christensenii anaerobik kosullar1 tercih eder. Aerococcus
katalaz negatiftir, ancak bazi suglar zayif bir katalaz pozitif aktivitesi gosterebilir. Sitokrom
enzimleri yoktur. Aerococcus viridans'n biliylimesi i¢in pantotenik asit, nikotinik asit ve
biyotin gereklidir ya da eklenmesi {iremeyi olumlu yonde uyarir; Guanin veya baska bir
piirin baz da gereklidir. Amino asitler Aerococcus viridans'in bliylimesi i¢in gereklidir,
ancak kesin olarak tanimlanmamistir. Tiim aerokoklar % 6.5 NaCl'de lirer ve Aerococcus
viridans % 10 NaCl'de iiremektedir. Suslarin {ireme sicakliklar1 farklidir. Aerococcus
urinae suslarinin bircogu 45°C° de iirerken A. viridans’ m birgok susu iireyememektedir.
A. urinae ve A. viridans suslar1 10°C’de iireyemedigi bildirilmesine ragmen sonraki

calismalarda tireyebildigi gosterilmistir (Rasmussen ve ark, 2013).



Aerococcus viridans suslarinin ¢cogu ve Aerococcus sanguinicola pozitif bile-
eskiilin reaksiyonu verirken, Aerococcus urinae bile-esculin negatiftir. Aerococcus urinae,
Aerococcus urinaehominis, Aerococcus sanguinicola ve Aerococcus viridans suslarinin
azinlhig B-glukuronidaz iiretir. Aerococcus urinae, 16sin aminopeptidaz iiretir, ancak
pirolidonil aminopeptidaz iiretmemektedir. Aksine, Aerococcus sanguinicola, hem 16sin
aminopeptidaz hem de pirolidonil aminopeptidaz i¢in pozitiftir. Giinlimiizde tanimlanmis
Aerococcus tiirlerinin  higbiri, alanil-fenilalanin-prolin arilamidaz, glisil triptofan
arilamidaz,  pB-mannosidaz,  N-asetil-B-glukosaminidaz =~ veya iireaz  aktivitesi
gostermemektedir. Aerokoklar, jelatini hidroliz etmez ve nitriti nitrit'e indirgemez.

Aerococcus viridans ve Aerococcus christensenii'nin hiicre duvar1 mureini, 1-lisine
dayanmaktadir. Aerococcus viridans’ ta poliaminler bulunmamaktadir.

Aerococcus cinsi filogenetik olarak farkli olmakla birlikte, benzer cinslerden ayirt
etmeye yarayan fenotipik &zellikler oldukga azdir. Ornegin, cins Aerococcus viridans ile
siirlandirildiginda, mikroskobik goriiniim, arginin dehidrolaz (ADH), pirolidonil
arilamidaz (PYRA), l6sin aminopeptidaz (LAP), vankomisin duyarhligr ve 45 ° C'de
biiyiime gibi testler, kiyaslanan cinslerden ayirt edici uygulamalardir. Ornegin Aerococcus
urinae, LAP firetir, PYRA negatiftir ve 45 ° C'de yetisir; oysa Aerococcus viridans buna
zit sonuclar vermektedir. Tetrad / kiime seklinde mikroskobik goriintii aerokoklar1 diger
cogu katalaz negatif Gram pozitif koklardan ayirmaktadir. Aerokoklar, konvansiyonel
testler kullanilarak Pediococcus, Alloiococcus ve Gemella gibi diger zincir seklinde
olmayan Gram pozitif koklardan ayirdedilebilir. Ornegin, aerokoklar vankomisinin duyarlt
olmasindan dolay1 pediokoklardan farklidir. Buna karsilik, pediokoklar bu antibiyotige
direnglidir. Alloiokoklar (birkag istisnai suslar1 hari¢) anaerobik olarak iirememektedir ve
thioglukonat broth ve kanli agar gibi yaygin kullanilan besi yerlerinde de iirememektedir.
Benzer sekilde Gemella,% 6.5 NaCl'de liremeyerek ¢ogu aerokok tiiriinden ayrilmaktadir.

Lawson ve arkadaslarinin 2001 yilinda yapmis olduklari caligmalara dayanan
Aerococcus tiirlerinin biyokimyasal tanimlanmasi i¢in Onerilen bir plan Tablo 1'de
verilmektedir. Glivenilir biyokimyasal tanimlama olduk¢a karmasiktir ve oldukga titiz bir
caligma gerektirir buna ragmen sonuglar her zaman genetik yontemlerle tam anlamiyla

uyumluluk géstermemektedir (Grude ve ark, 2003).



Tablo 1. Aerococcus tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri

Biyokimyasal  A.viridans  A.christensenii A.sanguicola  A.urinae  A.ureahominis

Testler

Maltoz D* - + - +
Mannitol

Ribose

+ O +

Sucrose
Trehalose
Esculin
PYRA
LAP - +
BE
NacCl %6.,5

+ + O U O -

+ + O+ + + + + o+
1
1

_|_

C + C©

Hippurate
VP - + 4 - -

D*: Degisken. Rasmussen, 2013 ’ten modifiye edilmistir.

2.3. Aerococcus Tiirlerinin Virulans Mekanizmasi

Aerococcus viridans, ¢evrede bulunan ve baslangicta havadan izole edilmis bir
bakteridir (Williams ve ark, 1953). Diger Aerococcus spp.’ler insan viicudunun normal
steril bolgelerinden (Lawson ve ark, 2001) veya vajinadan (Collins ve ark, 1999) izole
edilmistir. Bu tiirler i¢in normal yasam alani bilinmemekle birlikte, aerokoklar tavuklarin
normal bagirsak florasinda bulunur ve insan bagirsak florasinda bulunduklar
diistintilmektedir. Aerococcus viridans hakkinda yayinlanan bir ¢alisma, bu tiiriin normal
floranin diger tiirleriyle rekabet eden bir bakteri oldugunu ve bakteriyosin iiretebilecegini
belirtmistir (Wise ve Siragusa, 2007). Aerokoklarin viriilans mekanizmalar1 hakkinda ¢ok
az sey bilindigi i¢in, farkli Aerococcus spp’ lerin genomlarmin bilinmeyen viriilans

faktorlerinin varligini ortaya koyan ¢alismalar 6nem kazanmaktadir (Rasmussen, 2013).



2.4. Aerococcus Tiirlerinin izolasyon ve Identifikasyonlar

Saishu ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaymlamis oldugu c¢alismada siit
orneklerinden bakterileri izole etmek icin, 100 pl siit, %5 defibrine koyun kanli heart
inflizyon agar, desoksikolat hidrojen stilfat laktoz agar ve manitol salt agarli agarlara ekim
yapmiglardir. Saf kiiltiirden {ireyen koloniler alinmis ve biyokimyasal 6zellikleri API20E,
API20Staph ve API20Strep kullanilarak incelenmistir. Aerococcus viridans, ©nce
API20Strep kullanilarak belirlemis ve hedef 16S rRNA degisken bolgeleri PCR ile
dogrulanmislardir. Giibreye baglh drneklerden bakterileri izole etmek i¢in, islenmis giibre
ve althk numunelerinden 100 pl PBS i¢inde 10 misli seyreltilerek kanli agar petrileri
lizerine yayilmistir.

Moreno ve arkadaglarinin 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisgmada Sao Paulo
Eyaletinde (Brezilya) yer alan ii¢ domuz siiriisiinden alinan idrar 6rnekleri, daha ileri
testlere tabi tutulmus olan ve Aerococcus oldugu diisiiniilen 22 susun izolasyonu
saglanmistir. Idrar yolu infeksiyonu diisiindiiren idrar Ornekleri, dipstik testi tarama
sonuclarina dayanarak secilmistir. Idrar numuneleri (10 ml), 4000 g'da 10 dakika santrifiije
tabi tutulmus ve elde edilen pelet, kanli agara (% 5 defibrine koyun kani) ekilmistir.
Izolatlar, -80 ° C'de gliserol igeren bir stok ortaminda saklanmistir ve 24 saat boyunca 37
°C'de buzagi serumu (% 5) ilave edilmis beyin-kalp inflizyonu (BHI) ortaminda yeniden
canlandirilmis ve saflik kontrolii icin kanli agara (% 5 defibrine koyun kani) tekrar ekim
yapilmugtir.

Sun ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaymlamis oldugu ¢alismada Pekin'de bulunan
2150 Holstein ineginden olusan ticari bir siit siiriisiinden toplam 1145 siit 6rnegi
toplandigini bildirmiglerdir. Bu siirlinlin se¢ilmesinin nedeninin toplu tank siitiinde Real-
Time PCR ile A. viridans varligmin tespit edilmesi ve secilen ineklerin tek meme
baslarinda klinik ve subklinik mastitis ge¢cmisi bulunmasi oldugu vurgulanmistir. Bu
calismada bakteri izolasyonu i¢in 10 mikrolitre (ul) siit 6rnegi,% 5 koyun kami iceren
trypticase soya agar iizerine ekmisler ve daha sonra petrileri 37 °© C'de 24 saat inkube
etmislerdir. A. viridans disindaki bakteriyel izolatlar, Ulusal Mastitis Konseyi (2001)
tarafindan Ongoriilen semay1 izleyen mikrobiyal morfoloji ve biyolojik kimya testi ile
tanimlamislardir. Stipheli 4. viridans kolonilerinin baslangi¢ taramasi, koloni morfolojisi,
hemoliz reaksiyonu ve gram boyamalara gore yapmislardir (Liu ve ark, 2015). A.
viridansin ileri tanimlanmasi, piyasada bulunan API Rapid 20 strep kitleri kullanilarak

yapildig1 bildirilmistir. 4. viridansin tanimlanmasi, evrensel primerlerin kullanildigr 16S



rRNA’ daki 750 basepair’lik parcanin PCR ile ¢ogaltilmasinin ardindan sekanslama ve
ardindan BLAST analizi ile dogrulandigin1 ve A. viridans tirlerinin > % 98 homoloji
seviyesinde tanimlandig bildirilmistir.

Tiim diger izolatlar arasinda A.viridans insidans1 % 16.67 olarak belirlemisler ve
subklinik mastitis vakalarindan saf kiiltiirlerde sadece % 28.67 (80/279) oraninda A.
viridans izolat1 elde edildigini bildirmislerdir.

Aerococcus slpheli iiriner bir Ornekte tani1 laboratuvarma gelirse, bakteriler
mikroskopik olarak muayene edilmedigi siirece, kanli agardaki goriiniimiinden Otiirii, bir
alfa hemolitik Streptococcus olarak siniflandirilmasi muhtemeldir. Eger bir Aerococcus
kan Kkiiltiirii  sisesinde {retilmigse, mikroskopiye dayali 6n tanimlama ile bakteri
Staphylococcus olarak tamimlanacaktir. Laboratuardaki sonraki rutinlere bagli olarak,
dogru taniya ulasilabilir bir¢ok aerokokun farkli bakteri olarak tanimlanmasina yol acan
bircok zorluk mevcuttur (Senneby ve ark, 2012). Kontaminant olarak diisiiniilen
streptokoklarin  IYE’ na neden olan aerokoklar oldugu anlasildigindan beri idrar
kiltiirlerindeki aerokoklarin dogru identifikasyonu 6nemli hale gelmistir. Streptokoklar ve
enterokoklarmm yami sira aerokoklarla bakteremi vakalarinda, enfeksiy6z endokarditis
daima g6z Oniine alinmalidir ve friner sistemde bir aerokoksik bakteremi odagi
aranmalidir (Rasmussen, 2013).

Aerokoklar, gram boyamada ciftler, tetradlar ya da kiimeler olarak goériinmekte,
ancak stafilokoklarin aksine katalaz tiretmemektedirler. Kanli agarda alfa hemolitiktirler ve
streptokoklara benzer sekilde kiigiik yari seffaf koloniler olustururlar. Hem aerobik hem de
anaerobik kosullarda tireyebilmektedirler (Williams ve ark, 1953). Aerococcus viridans
tanimlanan ilk tiirdiir ve daha sonra cinsinin farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip ilave
tiirler bulundugu belirtilmistir (Rasmussen, 2013). Farkli karbonhidratlar1 hidrolize
etmenin yani sira pirolidonil amino-peptidaz ve arginin dihidrolaz aktivitesi de dahil olmak
tizere bir¢cok biyokimyasal testin aerokok tiirler arasinda ayrim yapmak i¢in 6nemli oldugu
tespit edilmistir (Lawson ve ark, 2001).

Piyasada bulunan sistemlerden API sistemi ve BBLCrystal-GP, A4. wurinae'yi
kolaylikla tanimlarken Vitek 2 sistemi genellikle bu tiiriin tanimlanamamasina neden olur.
Hem API hem de Vitek A. sanguinicola'y1 A. viridans olarak yanlis tanimaktadir. Bu da
identifikasyonda bu metodlar kullanildiginda A. viridans kaynakli infeksiyonlarin
sonuglarmi hatali hale getirmektedir (Rasmussen, 2013). Farkli derococcus spp ve ilgili

bakterilerin antibiyogramlar1 da taksonomik amagclar i¢in kullanilmistir. Aerococcus



urinae, siilfametoksazol ve gentamisine direngli ve penisiline duyarlidir, oysa A. viridans

degildir (Christensen ve ark, 1996).

2.5. Klinik ve Subklinik Mastitis Vakalarinda 4erococcus Tirleri

Aerococcus viridans, hastane ortamlarinda yaygin olarak hava kaynakli bir
organizmadir ve nadiren de olsa, endokardit, iiriner sistem infeksiyonlari, septik artrit ve
akut ¢ocukluk menenjiti gibi insan infeksiyonlariyla iliskilidir. Aerococcus viridans, siit
ineklerinde subklinik mastitis infeksiyonlardan izole edilmistir ve 1stakozlarin 6liimciil bir
hastaligindan (gaffkemia) sorumludur.

Aerococcus viridans, Aerococcus cinsi arasinda tanimlanan ilk tiirdiir ve idrar yolu
infeksiyonu, artrit ve endokardit'e neden olan bir insan patojeni olarak bildirilmistir (Razeq
ve ark, 1999; Gopalachar ve ark, 2004; Popescu ve ark, 2005). Klinik veteriner sahada, 4.
viridans, s1gir mastitisiyle (Devriese ve ark, 1999; Liu ve ark, 2015) ve ayrica domuzlarda
artrit, pndmoni ve menenjite neden olan etken olarak tanimlanmistir (Martin ve ark, 2007).
Patojenin hem insan hem de hayvan saghigina yayginligi ve etkisi hakkinda somut bir veri
yoktur. Diger Aerococcus tiirleri, mikrobiyel tanimlama i¢in hizli ve dogru bir yontem
olarak, MALDI-TOF MS kullanilarak daha fazla tanimlanmistir (Rasmussen, 2013;
Senneby ve ark; 2013). A. viridans''n molekiiler karakterizasyonuna deginen birkag
caligma, yiiksek genetik heterojenitenin uygulanan teknikten bagimsiz oldugunu
gozlemlemislerdir (Martin ve ark, 2007; Liu ve ark, 2015). Klinik izolatlar arasinda
antimikrobiyal duyarlilik profilleri arasindaki farkliliklar da bildirilmistir (Popescu ve ark,
2005; Martin ve ark, 2007; Rasmussen, 2013; Liu ve ark, 2015).

Aerococcus viridans, gram pozitif, hareketsiz, mikroaerofilik koklardir (Facklam ve
Elliot, 1995). Sigir mastitisindeki bu organizmanin patojenik énemi belirsiz olsa da, zaman
zaman siit ineklerinde subklinik mastitis infeksiyonlardan tek tiir olarak izole edilmistir
(Devriese ve ark, 1995; Zadoks ve ark, 2004).

S1g1ir mastitisi hala diinyanin pek c¢ok yerinde siit endiistrisi i¢in ¢ok yaygin ve
masrafl1 bir hastaliktir. Mastitis hayvan refahini da etkilemekte (Bradley2002) ve ineklerin
stirliden ¢ikarilmalarinin en 6nemli nedenlerinden biri olarak bilinmektedir. Bakteriyel
infeksiyon, mastitin baslica sebebidir. Aerococcus viridans, Streptococcaceae ailesine aittir
ve saprofitik bir bakteri olarak ¢evrede bulunabilir. Bu mikroorganizma streptokoklara ¢ok
benzer ve yakindan benzerliginden dolayr hatali tanimlanabilmektedir (Rasmussen 2013).

Klinik olarak, bu bakteri bazi insan ve hayvan hastaliklariyla iligkilidir (Chen ve ark, 2012;



Zhou ve ark, 2014). Veteriner sahada, 1stakoz (Stebbing 2007), tilapia balig1 (Ke ve ark,
2012), domuz ve sigirlarda (Guccione ve ark, 2013) infeksiyonlara neden oldugu
bildirilmistir. Aerococcus viridans'm Dogu Asya'daki sigir mastitisiyle iligkili oldugu
bildirilmistir (Liu ve ark, 2015; Saishu ve ark, 2015).

Mastitis klinik ve subklinik formlara ayrilabilir. Klinik mastitiste, siit, meme veya
inekte belirtiler goriilebilir (Fogsgaard ve ark, 2015). Subklinik mastitis, meme veya siitte
gorsel bir anormallik olmaksizin somatik hiicre sayilarinin  (SCC) artmasi ile
karakterizedir. Siit ineklerinde, 200.000 hiicre / mL'den yiiksek bir SCC, subklinik
mastitisin gostergesidir. Subklinik mastitisin prevalansi daha fazla oldugu i¢in ekonomik
kayiplar daha yiiksektir (Halasa ve ark, 2007).

Aerococcus viridans s1g1r mastitis vakalarinda ortaya ¢ikan etiyolojik ajandir. Daha
once sigir mastitisiyle iligkili oldugu bildirilmistir, Bununla birlikte sigir mastitisindeki
kesin rolii ve siit SCC'sinde ve siit kompozisyonunda ortaya ¢ikan degisikliklerin yeterince
arastirilmadig bildirilmistir (Sun ve ark, 2017).

A. viridans 1zolatlarmin 17 farkli antimikrobiyal ajana kars1 antibiyotik duyarliligi,
Klinik Laboratuar Standart Enstitiistiniin (CLSI 2013) kurallarina goére Kirby-Bauer disk
diflizyon metodu kullanilarak gerceklestirmislerdir.

Tiim diger izolatlar arasinda A.viridans insidans1 % 16.67 olarak belirlemisler ve
subklinik mastitis vakalarindan saf kiiltiirlerde sadece % 28.67 oraninda A. viridans izolat1
elde edildigini bildirmiglerdir.

Onceki calismalar, mastitis vakalarinda A4.viridans'in az izole edilmesinin nedeninin
bu bakterinin streptokok veya stafilokok olarak yanlis tanimlamalardan kaynaklanmaktadir
(Rasmussen, 2013). Bununla birlikte, tanimlama tekniklerinin gelistirilmesi, 6zellikle de
molekiiler analizlerin uygulanmasi, 4.viridans'in daha kesin bir sekilde tanimlanmasina yol
actig1 bildirilmistir. Cin (Liu ve ark, 2015) ve Japonya'da (Saishu ve ark, 2015) yapilan son
iki aragtirma, A. viridans'm s1g1r mastitis vakalaridan izole edildigini bildirmistir.

Aerococcus viridans'm s1gir mastitisinin  etiyolojisindeki rolii netlesmemistir
(Zadoks ve ark, 2004). Ote yandan Aerococcus viridans s1gir mastitis vakalarindan izole
edildigi bildirilmistir (Spakova ve ark, 2012). Kasim 2011 ile Subat 2013 arasinda
Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 6 ticari siit ¢iftliginden toplam 1,091 inekten 0-6 giinliik
siitten alinan sagim sonrast siit Ornekleri kullanilarak yapilan ¢alismada, Aerococcus
tiirleri, Koagiilaz negatif Staphylococcus tiiriinden sonra ikinci en sik goriilen tiir olarak

tespit edilmistir (Arruda ve ark, 2013).
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Saishu ve arkadaslarinin 2015 yilinda yayinlanan ¢aligmasinda A. viridans’ 1n sigir
mastitis vakalariyla iligkili olabilecegi belirtilmistir. Bu organizma saf kiiltiirde klinik
mastitisli ineklerden alinan 38 siit 6rneginden izole edildigi belirtilmistir. A. viridans ile
infeksiyona neden olan kaynaklardan biri islenmis giibre ve yatak materyali olabileceginin
diistiniilmesinin nedeni mastitisli, islenmis gilibre ve yatak materyalleri bulunan ineklerden
izole edilen A. viridans suslar’’ nin direng fenotipi, PFGE paternleri ile gosterildigi gibi
yakindan iligkili bulunmustur ve ayni antimikrobik maddeye direng gosterdigi tespit
edilmistir. Hemen hemen tiim izolatlarin, klindamisin harig, test edilen ilaglara duyarl
oldugu vurgulanmistir. Ineklerden izole edilen 4. viridans’lardaki antimikrobiyal direng

konusunda kisitli bilgi bulunmaktadir.

2.6. Aerococcus Tiirlerinde Antibiyotik Direnci

Cogu Aerococcus tiirli, beta-laktam antibiyotiklere ve diger bir¢cok antibiyotik
grubuna duyarlidir. Antibiyotik duyarhiliklar1 farkli tiirler arasindaki bazi Onemli
farkliliklar1 gostermektedir. A. urinae ve A. sanguinicolamin penisilin i¢in ¢ok diisiik MIC
(Minimal Inhibitory Concentration)'leri ve sefalosporinler ve karbapenemler i¢in nispeten
diisiik MIC'leri vardir (Skov ve ark, 2001; Facklam ve ark, 2003). Aerococcus viridans,
penisiline karst yiksek MIC degeri gostermistir ve kazanilan penisilin direnci
belgelenmistir. Aerococcus spp. aminoglikozidlere diisiik veya yiiksek direng gosterirler ve
bu etken maddeye kars1 A.viridans ylksek MIC degerleri gostermektedir (Skov ve ark,
2001; Facklam ve ark, 2003). Endokarditis infeksiyonundan izole edilen iki A. urinae
izolat1 iizerine invitro olarak penisilin ve netilmisin veya gentamisin kombinasyonunun
sinerjik bakterisidal etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Zbinden ve ark, 1999). Aerococcus
tiirlerinin vankomisine duyarli olmasina ragmen, artan MiK degerleri rapor edilmistir (de
Jong ve ark, 2010). Tetrasiklin, eritromisin, klindamisin ve rifampisin gibi antibiyotikler
aerokoklardan kaynaklanan infeksiyonlara kars1 kullanilmaktadir, ancak genellikle in vitro
etkili olmaktadirlar (Skov ve ark, 2001; Facklam ve ark, 2003).

Antibiyotik diren¢ mekanizmasi, IYE tedavisinde kullanilan antibiyotikler i¢in daha
karmagsiktir. Aerococcus urinae, enterokoklar gibi aslen siilfonamidlere direnglidir ve ¢cogu
rapor, A. wrinae'min trimetoprim'e karsit direncli oldugunu iddia etmektedir, bununla
birlikte, trimetoprime olan direncin hangi test ortaminin kullanildigina bagli gériinmektedir
(Humphries ve ark, 2011). Humphries ve arkadaglarinin 2011 yilinda yapmis oldugu bir

caligmada trimetoprimin {iriner sistem tedavisinde gercekten 6nemli etkileri olabilecegi
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belirtilmistir. Aerococcus urinae’nin, E-test kullanilarak ol¢lilen MIC50 degeri
siprofloksasin i¢in 0.125 mg / ml veya 0.5 mg / ml agar dilusyon metodu baz alindiginda 1
mg / ml oldugu bildirilmistir (Rasmussen, 2013). Siprofloksasin i¢in 0.5 mg / ml bu
tiirlerde direng noktas1 oldugu icin, 4. urinae IYE'in tedavisi i¢in siprofloksasinin se¢imi
tartismalidir ve 4. wrinae'nin siprofloksasine karsi diren¢ kazandigi daha sonraki
calismalarda bildirilmistir (Cattoir ve ark, 2011). Aerococcus urinaemin genellikle
levofloksasine duyarli oldugu iddia edilmistir (Sierra-Hoffman ve ark, 2005) ancak yapilan
baska bir arastirmada izolatlarin % 30'unun direngli oldugu bildirilmistir (Shelton-Dodge
ve ark, 2011). Aerococcus sanguinicolanin co-trimoksazol (Cattoir ve ark, 2010) ve
trimetoprime (Facklam ve ark, 2003) duyarli oldugu bildirilmesine ragmen, Senneby ve
arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 4. sanguinicola’ nin trimethoprime direngli
oldugunu bulmustur.

Aerococcus sanguinicola'nin fluorokinolonlara karsi direng seviyesi sonuglari
arasinda farklilik gostermesine karsin, bu tiiriin daha yiiksek MIC degerine sahip oldugu ve
A. urinae'ya gore fluorokinolonlara daha direngli oldugu goriilmiistiir (Cattoir ve ark,
2010;Shelton-Dodge ve ark, 2011). Idrar yollar1 infeksiyonu tedavisinde kullanilan diger
antibiyotikler arasinda, fosfomisin 4. urinae'ya kars1 etkili oldugu ancak 4. sanguinicola'ya
karsi etkili olmadig1 belirtilmistir (Cattoir ve ark, 2010). Aerococcus urinae'nin
nitrofurantoine duyarli oldugu kabul edilirken, nitrofurantoinin 4. sanguinicola'ya etkisi
hakkindaki verileri yayinlanmamistir (Schuur ve ark, 1997). Rasmussen 2013 yilinda
yayinladigr derlemesinde idrar yollar1 infeksiyonu tedavisinde kullanilan pivmecillinam,
sefadroksil ve seftibuten icin aerokoklarin MIC'leri iizerinde yapilan ¢alismalarin yetersiz
oldugunu belirtmistir.

Aerococcus urinae, B-laktamlar da dahil olmak {izere genis bir antimikrobiyallere
duyarhdir, ancak siilfonamidlere ve aminoglikozitlere direnglidir. Christensen 2012 yilinda
yapmis oldugu calismada, Aerococcus viridans’ 1n penisilin, ampisilin, sefalosporinler,
tetrasiklin, doksisiklin, kloramfenikol, furazolidon, eritromisin, klindamisin, vankomisin,
teikoplanin, daptomisin, rifampin, klavulanatta karsi duyarli ancak aminoglikozidlere,
siilfonamidlere, trimetoprim'e, nalidixik asit'e, kolistin, aztreonam, sulbaktam ve
basitrasin'e direncli oldugunu tespit etmistir. Aerococcus viridans, basitrasin, klavulanat,
kolistin, furazolidon, penisilin ve tobramisine duyarlt degildir. Penicillin'e duyarl izolatlar1
bildiren raporlar bulunmasina ragmen, Aerococcus viridans suslar1 arasindaki penisilin
direnci bildirilmistir. Kern ve Vanek (1987), bazi Aerococcus viridans suslariin

trimetoprim-metoksazol ve ofloksasine direnc¢li oldugunu bildirmistir.
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Arastirmamizda mastitisli ineklerden elde edilen siitlerde Aerococcus tiirlerinin
varliginin tespit edilmesi ve yapilacak antibiyotik duyarlilik testi ile etkene yonelik dogru
antibiyotik sec¢iminin yapilmasi amaglanmistir. Boylelikle; siit sigircilign  yapilan
isletmelerde mastitise yol agan etkenlerden biri olan Aerococcus viridans tiiriiniin hizli bir
sekilde identifikasyonunun miimkiin hale getirilmesi ve etkin tedavi protokollerinin tavsiye

edilmesi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Arastirma materyalini olusturan numuneler, Aydin ilinde yer alan, siit sigircilig
yapilan 6zel ciftliklerden 2018 yili Mart ve Agustos aylari arasinda gergeklestirilmistir. Bu
ciftlikler serbest sistem yar1 acik yapida olup, standart rasyon programi uygulanmakta ve
makine ile sagim yapilmaktadir. Arastirmamizda, 25-250 baslik hayvan kapasitesine sahip
6 ciftlikteki klinik mastitisli ineklerden, uzman veteriner hekim tarafindan alinmig 100 siit
ornegi kullanilmistir. Calismaya hepsi laktasyon doneminde olan, son bir ayda antibiyotik
tedavisi uygulanmamis, en az bir dogum yapmus, 2-8 yasli, Holstein 1irki1 hayvanlar dahil
edilmistir. Klinik mastitisin belirlenmesinde son 3 giin icinde meme bolgesinde goriilen
yangt semptomlariyla (agri, hassasiyet, kizariklik, sicaklik artis1 ve fibrindz doku
olusumu), siitte goriilen degisiklikler (siit veriminin azalmasi, stitte kotii koku, siitiin kanli,
irinli, pihtili olmasi) dikkate alinmistir. Ayrica klinik mastitis tanist CMT (California
Mastitis Test) ile dogrulanmistir. Toplanan siitlerin  Aerococcus sp. yoniinden
mikrobiyolojik analizleri, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 Teshis ve Analiz Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1.1. Besiyerleri ve Ayiraglar

3.1.1.1. Besiyerleri

3.1.1.1.1. Blood Agar (Merck 1. 10886)

Blood Agar 40 ¢
Distile su 1000 ml

2500 ml distile su i¢cine 100 gr besiyeri ilave edildi ve karisimin pH’s1 7,2—7,4’e ayarlandi,
15 dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye kadar sogutulup, icine % 7 oraninda steril

insan kani ilave edildi.
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3.1.1.1.2. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM 129)

Mueller-Hinton Broth 38¢g
Distile su 1000 ml
pH: 7,3+0,2

Besiyeri 38 g olacak sekilde distile su iginde eritilip 121 °C'de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi. 45-50 °C'a sogutulup steril petri kutularina 12,5 ml dokiildii.

3.1.1.1.3. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (% 20 Gliserinli) (Oxoid CM 0225)
BHIB 8g

Gliserin 20 ml

Distile su 80 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildiktan sonra
121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.1.1.4. Trypton Soya Broth (TSB) (Oxoid CM 129)
TSB 8¢g

NaCl 75 g

Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi. 5 ml miktarda steril tiiplere dagitildi. 121°C’de onbes
dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.2. Kaliforniya Mastitis Test Ayraci (Immucell®)

Alkil Benzen Siilfonat
pH indikatorii
Ayraglar, siit ile karigtirilarak infeksiyonun derecesine gore klinik mastitis siiphesi

tasiyan hayvanlarin siitleri toplanda.
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3.1.3. Primerler

Aerococcus sp. 16S rRNA primerleri olan P.s ve P14 ya ait oligoniikleotid dizisi ve

referans1 Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Aerococcus spp. 16S rRNA primerleri

Primer Oligoniikleotid dizisi ( 5°-3’) Hedef bolge Referans
PLs 5'AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3’ Ke ve ark., 2012
1400 bp
P4 5"TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T -3’ Ke ve ark., 2012

ait oligoniikleotid dizisi ve referansi Tablo 3’de verilmistir.

Aerococcus viridans tiir spesifik 16S ¥rRNA primer dizilimleri olan AC2 ve AC4 ‘e

Tablo 3. Aerococcus viridans tir spesifik primerleri

Primer | Oligoniikleotid dizisi ( 5°-3°) Hedef bolge | Referans
AC2 5’-GTG CTT GCA CTT CTG ACG TTA GC- 3’ Martin ve ark.,
2007
540 bp
ACH4 5’- TGA GCC GTG GGC TTT CAC AT- 3’ Martin ve ark.,
2007
3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Alinmasi

Her siit 6rnegi alinirken, meme baslar1 dezenfekte edilip kurulandi ve %70’lik alkol

ile silindi. Meme basindaki saprofit bakterileri uzaklagtirmak i¢in ilk birka¢ ml siit atild1.

Steril enjektorler igine 10 ml miktarda alindi. Alinan 100 mastitisli siit ornekleri soguk

zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dal1 Rutin Teshis Laboratuvarma ayn1 giin getirilip laboratuvar ¢caligmalarina baglandi.
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3.2.2. Aerococcus sp. izolasyonu

Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri % 7 koyun kani igeren kanli agara ekilmis ve
24 saat inkubasyon sonunda 1 mm c¢apinda, pigmentsiz veya sar1 pigmentli, alfa hemoliz
yaptig1 belirlenen koloniler identifikasyon i¢in gram boyama yapilarak gram pozitif kok
olarak degerlendirilen suslarin biyokimyasal ozellikleri konvansiyonel yoOntemlerle

degerlendirilmistir.

3.2.3. Aerococcus sp. Mikroskopisi

Elde edilen kolonilerin Gram (+) Aerococcus cinsine ait olup olmadiginin tespiti
amaciyla Gram boyama uygulanmistir. Gram boyama i¢in, temiz bir lam {izerine steril 6ze
ile 2-3 6ze dolusu fizyolojik tuzlu su konulmus ve 24 saat inkube edilmis koloni 6ze ile
alinarak karistirilarak lam iizerine yayilmistir. Lam havada kurutulduktan sonra alevden
gecirilerek fikse edilmis ve sogumaya birakilmistir. Kristal viyole boyasi ile 1 dakika
muamele edildikten sonra boya dokiilmiis ve lam iizerine lugol soliisyonu damlatilarak 1
dakika beklenmis ve sonrasinda liigol ¢6zeltisi dokiilerek kurutma kagidi ile kurulanmigtir.
Lam % 96’lik etil alkole daldirilip ¢ikarilarak 10-15 saniye siireyle alkol ile dekolorize
edilmis daha sonra ise distile su ile yikanarak kurutma kagidi ile kurulanmistir. Son olarak
lam {izerine safranin damlatilarak 30 saniye siireyle boyanmis ve numune distile su ile
yikanarak kurutulmaya birakildiktan sonra 151k mikroskobunda incelenmistir. Mikroskopta

Gram pozitif 6zellik gosteren yuvarlak sekilli bakteriler aranmistir (Winn ve ark, 2006).

3.2.4. Aerococcus sp. Konvansiyonel identifikasyonu

Izolatlarm fenotipik identifikasyonlarinda kullanilan katalaz testi asagidaki

anlatildig1 sekilde yapilarak gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. Katalaz Testi

Test icin besiyerine iireyen koloniler steril 6ze ile alinip temiz bir lam {izerine
aktarildiktan sonra iizerine 1-2 damla % 3’liik hidrojen peroksit damlatilmigtir. Katalaz
enzimi olusturan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayrigtirdigr i¢in ortamdaki

oksijen ¢ikis1 kabarcik olusumu ile belirlenmistir. Bu nedenle test sonucu kabarciklar
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meydana geldiginde katalaz pozitif, kabarciklar olusmadiginda ise katalaz negatif olarak

degerlendirilmistir. Aerococcus sp. katalaz negatiftir (Bilgehan, 2000).

3.2.5. Aerococcus sp. VITEK MS (MALDI-TOF MS) ile identifikasyon

Calismamizda VITEK MS/IVD/V.3.0 (bioM¢érieux, France) veritabani kullanildi ve
iireticinin talimat1 dogrultusunda gergeklestirilen biitiin islemler asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. On testler ile Gram pozitif, kok ve katalaz pozitif olarak saptanan
Aerococcus sp. olarak 6n identifikasyonu yapilan izolatlardan kanli agara pasaj yapildi. 18-
24 saat sonrasindaki taze kolonilerden birer koloni 1 pl’lik 6ze ile alinarak VITEK MS
slaytlarina ince bir tabaka halinde yayildi. Bir slaytta ayn1 anda 15 adet izolat hazirlandi.
Hazirlanan slaytta her 16 kuyucuk ortasinda yer alan kalibrasyon kuyucuguna kalite
kontrol ve kalibrasyon amaciyla kiitle spektrum profili ¢ok iyi bilinen E. coli ATCC 8739
ince bir tabaka halinde yayildi. Hazirlanan slayttaki kuyucuklarin her birinin {izerine 1’er
ul matriks soliisyonu CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) eklendi ve oda i1sinda
kurumaya birakildi. 2 Dakika beklenildikten sonra slayt cihaz icine yerlesitirilerek calisma
baglatildi. Cihaz ilk calistirildiginda vakum ve kalibrasyon isleminin yaklasik 10 dakika
stirmesinin ardindan izolatlarin her birinin spektrumlart alinmaya baslandi. 15 adet 6rnek
ve 3 adet kalibrasyon spotunun yer aldig1 slaytimizin toplam raporlama siiresi 57 dakika
olarak 6lciildii (Ornek basima yaklasik 1.7 Dakika). Calismada kullanilan VITEK MS slayti

Resim 1’de sunulmustur.

Resim 1. VITEK MS Slayt1
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3.2.6. Aerococcus Izolatlarinin Genotipik Identifikasyonu

3.2.6.1. DNA Ekstraksiyonu

Oncelikle Aerococcus sp. izolatlarindan PCR’da kullanilmak iizere izolatlardan
total DNA ekstraksiyonu, Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification esktraksiyon

kiti ile gerceklestirildi.

Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit Prosediirii:

*Bir 6ze dolusu kiiltiir 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5 dk
inkube edildi.

*600 ul kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi.
Stipernatant atildu.

*800 pl presipitasyon solusyonu pelet {izerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl
solusyonunda ¢ozdiiriildii.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile
suda ¢6ziildi. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanildi.

3.2.6.2. PCR

3.2.6.2.1. Aerococcus sp 16S rRNA PCR Asamasi

16S rRNA primerine spesifik tirlinlerin aranmasi i¢in yapilan PCR reaksiyonlarinda
bir ornek i¢in PCR amplifikasyonu toplam 25 pl toplam hacimde, olacak sekilde

gergeklestirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 4°de belirtilmistir.
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Tablo 4. Mastermiks hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

MASTER Mix 10uL

(Genet Bio® ExPrime Taq Premix (2X), Cat no.G-

5000N)

Forward Primer (10pmol) 0,5uL

Reverse Primer (10pmol) 0,5uL

DNA 3uL

ddH20 11 ulL
TOPLAM 25 ul

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 22’ser pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan i¢in 3’ser pl alinip ilgili tiiplerin igerisine eklendi ve
agizlan sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra Applied Biosystems GeneAmp®
PCR System 9700 termal dongiileme cihazina yiiklenip programlandi. Aerococcus sp. 16S
rRNA analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 5’de

gosterilmistir.

Tablo 5. Aerococcus sp. 16S rRNA PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siiresi
Baslangi¢c Denatiirasyon 1 94°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 1 dk
Baglanma 31 59°C 1 dk
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.2.6.2.2. Aerococcus viridans tiir spesifik PCR Asamasi

Aerococcus viridans tir spesifik primerine spesifik {irlinlerin aranmasi i¢in yapilan
PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢cin PCR amplifikasyonu toplam 25 pl toplam hacimde,
olacak sekilde gergeklestirildi. Kullanilan malzemeler ve hacimleri Tablo 6’da

belirtilmistir.
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Tablo 6. Mastermiks hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Kullanilan Hacim

MASTER Mix 10uL

(Genet Bio® ExPrime Taq Premix (2X), Cat no.G-5000N)

Forward Primer (10pmol) 0,5uL

Reverse Primer (10pmol) 0,5uL

DNA 3uL

ddH20 11 pL
TOPLAM 25 ul

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, ornek adedi kadar
numaralandirilip, iglerine Aerococcus viridans tir spesifik primeri bulunan 22’ser pl
hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra, ekstraksiyonu yapilan DNA’dan i¢in
3’ser ul alinip ilgili tiiplerin igerisine eklendi ve agizlari sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler
daha sonra Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 9700 termal dongilileme cihazina
yiiklenip, programlandi. Aerococcus viridans tiir spesifik analizlerinde kullanilan PCR

islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Aerococcus viridans tiir spesifik geni PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire
diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 1 dk
Baglanma 31 62°C 1 dk
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.2.6.3. PCR Uriin Jel Elektroforezi

0,2 mL tiiplerde olusturulan 25 pl’lik PCR iirlinlerinden 10’ar ul pipet yardimiyla
alinip, 3 pul 6x loading dye ile karistirildi. Olusturulan karistmin tamami alinarak, jeldeki
uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi. Hazirlanmis olan jele, istenilen Ornekler ve
markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar
uygun pozisyonda baglandiktan sonra 80V 500A akimda 60 dakika yiiriitiildii. Elektroforez

isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez tankindan ¢ikarildi. Siire
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sonunda ylriitiilen jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator cihazindaki odaciga
yerlestirildi. UV 15181 ile fotograflandiktan sonra, bant uzunluklari her PCR i¢in ayri
degerlendirildi.

PCR analizi degerlendirmesinde, Aerococcus spp. 16S rRNA primeri i¢in 1400 bp,
Aerococcus viridans tir spesifik primerleri i¢cin 540 bp uzunlugunda bant olusumlari

gbzlemlendi.

3.3. Antibiyogram

Antibiyogram ¢aligmamizda 418591 referans numarali VITEK AST-P641 kartlari

kullanildi. Tablo 8’de VITEK AST-P641 kartinda yer alan antibiyotikler,

konsantrasyonlar1 ve raporlanabilir araliklar1 belirtilmistir.

Tablo 8. VITEK AST-P641 kartinda yer alan antibiyotikler, konsantrasyonlar1 ve
raporlanabilir araliklar

Raporlanabilir Aralhk
Antimikrobiyel Ajan Konsantrasyon
< z
Penisilin (P) 0.125,0.25,1,2,8,64 0.12 8
Siprofloksasin (CIP) 1,2,4 0.5 8
Eritromisin (E) 1,2,4,8 0.25 8
Klindamisin (CM) 0.06, 0.25, 1 0.125 4
Linezolid (LNZ) 0.5,1,2 0.5 8
Teicoplanin (TEC) 0.5,2,8,32 0.5 32
Vankomisin (VA) 1,2,4,8,16 0.5 32
Tetrasiklin (TE) 0.5,1,2 1 16
Tigesiklin (TGC) 0.25,0.5,1 0.12 2
Trimetoprim/Sulfametoksazol (SXT) | 8/152, 16/304, 32/608| 10(0.5/9.5) | 320(16/304)
Nitrofurantoin 05,1,2 64 64

VITEK GP kartlar1 ile yapilan identifikasyon ¢alismasinda hazirlanan 0.50 — 0.63
McFarland yogunlugundaki bakteri stispansiyonundan 280 pl alinarak steril baska bir 3 ml’
lik salin sollisyonuna aktarild1 ve otomatik pipet vasitasi ile numunenin homojen sekilde
karisimi saglandi. VITEK Kartlar ile identifikasyon isleminde oldugu gibi 6nce cihaz
tarafindan dolumu sonrasinda da inkiibatér modiiliine aktarimi yapildi. Sonuglar 8 saat

icinde cihaz tarafindan alindu.
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4. BULGULAR

Bu calismada Aydin ili ve ¢evresindeki siit sigirciligi isletmelerinde bulunan
hayvanlardan klinik bulgular ve California Mastitis Test ile mastitis problemi gosterdigi
belirlenen hayvanlara ait siitler steril kosullarda alinan, toplam 100 adet siit Grnegi
konvansiyonel yontemler ile Aerococcus viridans yoniinden incelenmistir. Izole edilen
Aerococcus sp. izolatlart MALDI-TOF MS ve 16S rRNA genotipik identifikasyon
yontemleri ile tanimlanarak metodolojik karsilastirmalari yapilmistir.  izolatlarin
antibiyotik duyarliliklari1 VITEK2 cihazinda VITEK AST-P641 kartlar1 kullanilarak
yapilmugtir.

4.1. Konvansiyonel Yéntemler ile Aerococcus sp. Izolasyon Bulgular

Arastirmamizda incelenen 100 siit 6rneginin 15 (% 15,0)” inden Aerococcus sp.
izolasyonu yapilmistir. Izole edilen Aerococcus sp. suslarinm katalaz testi sonucunda 15

(% 100) adedi negatif olarak belirlenmistir.

4.2. VITEK MS (MALDI-TOF MS) ile Aerococcus viridans identifikasyon Bulgulari

Arastirmamizda Aerococcus sp. izolatlari, VITEK MS (MALDI-TOF MS) cihazi
ile identifiye edilmistir. VITEK MS (MALDI-TOF MS) cihaz ile yapilan identifikasyon

caligmalar1 sonucunda, izolatlarin 15 (% 100)’1 Aerococcus viridans olarak tiplendirilmistir

(Tablo 9).
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Tablo 9. VITEK MS (MALDI-TOF MS) identifikasyon sonuglari

Sira Numune  Katalaz VITEK MS (MALDI-TOF MS) ile VITEK MS

No Sonucu izole Edilen Aerococcus viridans Yiizdesi
Tiirleri
1 Al-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
2 A2-2 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
3 A4-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
4 All-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
5 Al2-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
6 Al12-2 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
7 Al13-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
8 A22-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
9 A22-2 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
10 A27-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
11 A36-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
12 A37-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
13 A38-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
14 A38-2 Negatif Aerococcus viridans 99,9%
15 AS50-1 Negatif Aerococcus viridans 99,9%

4.3. Aerococcus sp. 16S rRNA ve Tiir Spesifik PCR ile Genotipik identifikasyon
Bulgular:

Arastirmamizda VITEK MS (MALDI-TOF MS) cihaz1 ile identifikasyonlari
yapilan 15 (% 15) adet izolat, ilk olarak 16S rRNA primerleri kullanilarak Aerococcus sp.
olarak identifiye edilmisler ve daha sonra tiir spesifik primerler ile yapilan PCR sonucunda
Aerococcus viridans olarak dogrulanmistir Elde edilen elektroforez goriintiileri Resim 2 ve
Resim 3’de sunulmustur. PCR sonucunda elde edilen sonuglar incelendiginde, 15
Aerococcus viridans izolatinin VITEK MS (MALDI-TOF MS) sonuglarina paralel olarak
tiplendirildigi goriilmektedir (Tablo 10).
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Resim 2. 16S rRNA spesifik primerler ile yapilan PCR elektroforez goriintiisti
M: Marker (Low range), N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol, 1-12: Aerococcus sp.
pozitif 6rnekler

MNP 402G 3eedaasiibe s s 8009 Onad 142

Resim 3. Tiir spesifik primerler ile yapilan PCR elektroforez goriintiisti
M: Marker (100 bp’lik), N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol, 1-12: Aerococcus viridans
pozitif 6rnekler
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Tablo 10. PCR ile identifiye Edilen Aderococcus viridans tiirleri

- Al-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A2-2 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A4-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- All-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- Al2-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- Al2-2 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- Al3-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A22-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A22-2 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A27-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A36-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A37-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A38-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- A38-2 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans
- AS50-1 Negatif Aerococcus sp. Aerococcus viridans

Arastirmamiz  sonucunda elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde,
identifikasyonlar1 yapilan katalaz negatif tiim izolatlarin VITEK MS (MALDI-TOF MS)
ve PCR sonuglar1 dogrultusunda ayni Aerococcus viridans olarak identifiye edildigi

goriilmektedir.
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4.4. Antibiyogram Bulgular

Calismamizda tiplendirilmeleri yapilmis Aerococcus viridans suslarina 418591

referans numarali VITEK AST-P641 kartlar ile VITEK 2 Compact cihazi ile antibiyogram

yapilmistir. Antibiyogram sonucunda izolatlardan elde edilen MIC diizeyindeki sonuglar

Tablo 11°de gdsterilmektedir. izolatlarin CLSI (2017) standartlarma gore degerlendirilen

(Tablo 12) antibiyogram sonuglar1 Tablo 13’de belirtilmektedir.

Tablo 11. A. viridans izolatlarinin MIC diizeyindeki sonuglar1

S;;a N";‘:“e P | CcP| E CM |LNZ| TEC | VA | TE | TGC | SXT | Nitrofuran
1 | Al-l 32 I [<=025| >=4 | 2 [>=32[<=05] 2 [<=0,12]<=10 256
2 | A2-2 <=0,12 | <=0,5 | >=8 >=4 2 >=32 | <=0,5 | >=16 | <=0,12 | <=10 <16
3 | A4l <=0,12 | 1 [<=025[<=0,12] 2 [>=32[<=0,5]| <=1 [<=0,12] <=10 256
4 | All-1 >=64 1| <=025| >= >=8 | >=32 | 4 4 0,25 | <=10 256
5 | Al2-1 >=64 1 <=0,25 | <=0,12 | >=8 | <=0,5 4 >=16 | 0,25 | <=10 256
6 | Al22 | >=64 [<=05[<=025] >=4 | >=8 [>=32| 16 [>=16| 025 | 20 ~=512
7 | Al3-1 <=0,12 1 <=0,25| 0,25 2 <=0,5 | <=0,5 | <=1 | <=0,12 | <=10 256
8 | A22-1 1 1 <=025| >= >=8 | >=32 | <=0,5 | 2 0,5 | <=10 256
9 | A22-2 0,25 | <=0,5 2 0,25 2 <=0,5 | <=0,5 | <=1 | <=0,12 | <=10 128
10 | A27-1 | >=64 [<=0,5]<=025] >=4 [ >=8 [>=32] 16 |[>=16|<=0,12 ] <=10 256
11 | A36-1 32 1 <=0,25| >= 2 <=0,5 4 2 <=0,12 | <=10 256
12 | A37-1 16 1 [ <=025]<=0,12| 2 |<=05| 4 | <=1 [<=0,12] 20 256
13 | A38-1 <=0,12 1 <=0,25| 0,25 2 | <=0,5]<=0,5]| <=1 | <=0,12 | <=10 256
14 | A382 | 025 1 >=8 | >=4 | 4 [>=32]<=05] <=1 [<=0,12|<=10 256
15 | ASO-1 | >=64 1 [<=025] >=4 [ >=8 [<=05] 4 8 [<=0,12]<=10 256
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Tablo 12. CLSI standart MIC degerleri

Antibiyotikler S | R
Penisilin <0.12 >0.25
Siprofloksasin (CIP) <1 2 >4
Eritromisin (E) <0.5 1-4 >8
Klindamisin (CM) <0.5 1-2 >4
Linezolid (LNZ) <4 >8
Teicoplanin (TEC) <8 16 >32
Vankomisin (VA) <4 8-16 >32
Tetrasiklin (TE) <4 8 >16
Tigesiklin (TGC) <0.5
Trimetoprim/Sulfametoksazol (SXT) <2/38 >4/76
Nitrofurantoin 64 64

CLSI (2017)’den modifiye edilmistir.

Tablo 13. Arastirmamizda izole edilen Aerococcus viridans suslarinin antibiyogram
sonuglarmin degerlendirilmesi
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Arastirmamizda identifiye edilen 15 Aerococcus viridans izolatinin Siprofloksasin,
Tigesiklin ve Trimetoprim-Sulfometoksazol’e % 100, Vankomisin’e %87, Eritromisin’e %
80, Tetrasiklin’e % 67, Penisilin ve Linezolide % 53.3 oranlarinda duyarls;
Nitrofurantoin’e %93 ve Teikoplanin’e % 53.3 oranlarinda direncli oldugu goriilmektedir

(Tablo 14).

Tablo 14. Arastirmamizda izole edilen 4. viridans suslarinin antibiyogram sonuglarinin
yiizde degerleri

) ANTIBiYOTIKLER
1zolat
| CIP E CM LNZ TEC VA TE TGC SXT | Nitrofurantoin
%53.3S | %100S | %80S | %40S | %53.3S | %46.7S | %87 S | %67S | %100S | %100 S %7 S
Aerococcus
viridans %46.7 R %I3R | %60 R | %39.7R | %53.3 R %26 R %93 R
=15

@=15) %71 %71 w131 | %71
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5. TARTISMA

Daha 6nceki yapilan ¢caligmalarda mastitis vakalarindan Streptokok veya Stafilokok
tiirleri olarak yanlislikla identifiye edildiklerinden dolay1, 4. viridans izolasyon oranlarinin
minimum seviyede oldugu tahmin edilmektedir (Rasmussen 2013). Bununla birlikte,
tanimlama tekniklerindeki gelismeler, 6zellikle molekiiler analizlerin uygulanmasi A.
viridans'in daha giivenilir bir sekilde tespit edilmesine yol agmuistir.

Aerococcus'un tiir tanimlanmasinda altin standart, 16S rRNA kodlayan genin
dizilimine dayanir. Bu sekanslar, aerokok tanimlamasinda giivenilirdir ve onlar1 diger
cinslerden ve ayni cinsin tiirlerini birbirlerinden ayirmaktadir (Lawson ve ark, 2001).
Ancak bu yontem, rutin kullanim i¢in zaman alic1 ve pratik degildir. Bu nedenle, matriks
yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyon kiitle spektrometrisinin (MALDI-TOF MS)
Aerococcus tiirlerinin tayini i¢in iyi sonuglar verdigi bildirilmistir. Otuzbes Aerococcus
tiiriinden birinin tayini i¢in kullanildiginda, MALDI-TOF MS bu izolatlarin hepsini tiir
diizeyine dogru olarak tanimlamistir (Christensen ve ark, 2012).

Moreno ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada MALDI-TOF
MS tanimlamasi icin bakteriyel proteinler bir etanol / formik asit protokolii kullanilarak
ekstrakte edilmistir (Hijazin ve ark, 2012). Protein siispansiyonu (1 pl) parlak c¢elik bir
plakaya aktarilmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Numune, 1 ml matrisle (%
50 asetonitril /% 2.5 trifloroasetik asit igerisinde 10 mg a-siyano-4-hidroksi-sinnamik asit
mL1) kaplanmis ve kiitle spektrumlari bir Microflex ™ TM kitle spektrometresi
kullanilarak oOl¢tilmiistiir. Spektrumlar MALDI BioTyperTM 3.0'a yiiklenmis ve iiretici
firmanin  patentli kiitiiphanesi ile karsilastinlmistir ve log (skor) degeriyle
sonuglandirilmistir. Calisma sonucuna gore 22 izolatin tamami Aerococcus viridans igin
log (skor) degerlerinin >2.0 oldugu MALDI BioTyperTM ile tanimlanmistir. Kismi 16S
rRNA gen siralama, U45, U62 ve U83 izolatlari ile gergeklestirildi; Sekanslari, 4. viridans
ATCC 11563'e % 99 ozdeslik gosterdigi bildirilmistir. Streptococcaceae familyasinin
diger cinsleri i¢in gosterildigi gibi MALDI-TOF MS, A. viridans tanisi i¢in giivenilir bir
yontem oldugu kanitlanmistir (Cherkaoui ve ark, 2011; Kudirkiene ve ark, 2015; Moreno
ve ark, 2015).

Saishu ve arkadaglar1 (2015) ayrica, Japonya'da klinik mastitis vakalarindan A.
viridans'm %8'inin varligimi bildirmistir. Bu nedenle, bu ¢alismada, 4. viridansn neden

oldugu mastit insidansi, daha once bildirilenlerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Caligmadan oOnce, siit hayvanlarinda hijyenik sagim uygulamalarinda bir gelisme
gozlenmis ve bunun da S. aureus gibi bulasic1 patojenlerin neden oldugu mastitis
insidansinda belirgin bir diisiis ile sonuglanabilecegi belirtilmistir (Azevedo ve ark, 2016).
Bununla birlikte, bu uygulama, iyi yonetilen siiriilerde c¢evresel streptokoklar,
A.viridans’lar ve firsat¢1 bakteri olan koagulaz negatif stafilokok gibi diger patojenlerin
insidansinda da diisiise neden oldugu bildirilmistir (Ruegg, 2009). Buna ek olarak, ¢esitli
yonetim uygulamalar1 mastitis insidansin1 6nemli Slgiide etkileyebilmektedir (Ali ve ark,
2014). Kanisik bakteri kiiltiirlerinde izole edilmemis 99 farkli bakteri ve 80 A. viridans
subklinik mastitis ile ortaya ¢ikan inek siitiiniin saf kiiltiirlerinde toplanmistir. Bu veriler,
A. viridans'in s1@1ir mastitisinde 6nemli bir rol oynayabildigini ve subklinik mastitis
vakalarinda sekonder olarak bulunma olasiligin1 vurgulamaktadir.

Sun ve arkadaslarinin 2015 yilinda yayimnladigi ¢alismanin bulgularn A. viridans'm,
y1l i¢inde subklinik mastitis olgularindan izole edilen en yaygin ikinci bakteri oldugunu ve
kis aylarinda artig goriildiiglinii ortaya koymustur. Liu ve arkadaglar1 2015 yilinda Kuzey
Cin'de yaptiklar1 ¢calismada A4. viridansin kaynakli subklinik mastitis izolasyon oraninin
%6.1 oldugunu bildirmislerdir.

Hadimli ve arkadaglarinin 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada CMT testi ile
tespit edilmis 651 subklinikli mastitis drnegiyle calisilmistir. Toplam 104 Katalaz Negatif
Gram Pozitif kok izolat; S. agalactiae (%12.50), S. uberis (%10.57), E. faecalis (%30.76),
E. faecium (%1.30), A. viridans (%20.19), L. lactis subsp lactis (%1.92), L. garvieae
(%0.96) ve L. garvieae/lactis subsp. lactis (%2.88) olarak identifiye edilmis 3 izolatin
(%2.88) ise identifiye edilemedigi bildirilmistir.

Arastirmamizda klinik ve subklinik mastitis goriilen siit sigirlarindan toplanan
numunelerden yapilan izolasyon calismalar1 sonucunda yeni nesil identifikasyon sistemleri
ve genotipik identifikasyon yontemleri kullanilarak daha 6nce yapilmis ¢alismalara paralel
olarak %15 oraninda A. viridans izole ve identifiye edilmistir. Bu sayede, diger patojen
koklar ile identifikasyonu karisabilen ve tanida gézden kagan bir etken olan ve mastitisteki
patogenezi ve rolii literatlir verilerine gore tam olarak aydinlatilamamis olan A. viridans
tiirlerinin varlig1 ortaya konulmustur.

Sun ve arkadaglarinin 2017 yilinda yayinladigit calismada Aerococcus viridans
izolatlarinin ¢ogunlugunun, test edilen antimikrobiyal ajanlarin ¢oguna iyi ile orta derecede
arasinda duyarlilik gosterdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, izolatlarin trimetoprim /
siilfametoksazole karst oldukca direngli oldugu ve kismen tetrasiklin, kanamisin,

streptomisin, amikasin, klindamisin ve gentamisine direncli oldugu bulunmustur. Bu
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calismanin sonuglari, A. viridans'n hayvan kokenli izolatlarin [-laktamlara ve
vankomisine oldukc¢a duyarli oldugunu (Martin ve digerleri, 2007; Liu ve ark, 2015)
gosteren bir ¢alismanin bulgulariyla uyumlu bulunmustur (Spakova ve digerleri 2012).
Trimetoprim / siilfametoksazol, tetrasiklin, klindamisin ve streptomisine diren¢ de 6nceki
caligmalarda bildirilmistir (Martin ve ark, 2007; Liu ve ark, 2015).

Saishu ve arkadaglarimin 2015 yilinda yaptigi calismada 13 antimikrobiyel
maddenin antimikrobiyal duyarliligi, Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisti
kilavuzundaki M31-A3'e gore disk diflizyon yontemi ile %5 defibrine koyun kani ilave
edilmis Mueller-Hinton Agar kullanilarak belirlenmistir. Calismada  kullanilan
antimikrobik maddeler ve disk igerigi: penisilin (10 IU), ampisilin (10 pg), amoksisilin-
klavulanik asit (20/10 pg), sefazolin (30 pg), sefuroksim (30 pg), streptomisin 10 pg),
gentamisin (10 pg), eritromisin (15 pg), klindamisin (2 pg), vankomisin (30 pg),
siprofloksasin (5 pg), kloramfenikol (30 pg) ve tetrasiklin (30 pg) olarak secilmistir.
Escherichia coli ATCC25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 kalite kontrol suslari
olarak kullanmilmistir. Inhibisyon bolgesi caplari onceki calismada tanimlanan direng
kirilma noktalar1 ve CLSI belgesi M31-A3 kullanilarak yorumlanmastir.

Owens ve arkadaglarmin 1990 yilinda ve Spakova ve arkadaslarinin 2012 yillarinda
yayinlanan arastirmalarinda, sigir meme infeksiyonundan elde edilen A. viridans
izolatlarinin 6nemli bir kismi1 streptomisin, tetrasiklin, eritromisin ve beta-laktamlara karsi
direngli oldugunu belirtmislerdir. Penisiline direncgli 4. viridans suslari, insan vakalarindan
izole edilmistir (Uh ve ark, 2002). Saishu ve arkadaslarinin 2015 yilinda yayimlanan
calismasinda A. viridans izolatlarinin ¢ogunda (% 89.7) klindamisine kars1 direng tespit
edilmistir. Klindamisin’in Japonya'daki klinik uygulamalarda veya inek yemlerinde
kullanilmadig1 i¢in direncin kesin nedeni tespit edilememistir.

Hadimli ve arkadaslarinin 2013 yilinda yapmis olduklari ¢calismada A. viridans
izolatlarinin; oksitetrasiklin, ampisilin, penisilin G, amoksilin, kanamisin+sefaloksin,
oksasilin ve amoksisilintklavulanik asite %100 ve sefaperazona %90.4 duyarli olduklar
saptanmis, kloksasilin, linkomisin, linkomisin+spektinomisine ise %100 oraninda direngli
olduklar tespit edilmistir.

Arastirmamizda identifiye edilen 4. viridans suslarinda literatiir verilerine paralel
olarak Tigesiklin, Vankomisin ve makrolidlere duyarlilik; Nitrofurantoin ve Teikoplanin’e
kars1 ise direnglilik tespit edilmistir. S6z konusu bulgulara ve gelisen ¢oklu ilag direncine

bagl olarak, 4. viridans kaynakli mastitis olgularinda, etken identifikasyonu ile birlikte

32



antibiyogram muayenelerinin etkene yonelik olarak mutlaka yapilmasi gerektigi ortaya

konulmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Yillarca Aerococcus tiirleri sadece bu bakterilere 6zel ilgi duyan laboratuvarlar
tarafindan tanimlanmistir. Giinlimiizde Aerococcus infeksiyonlarinin farkindaligimin
artmasi, Aerococcus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in gelistirilmis araglar ile birlesince, insan
ve hayvan patojenleri olarak daha dogru bir sekilde degerlendirilmeye baslanmistir.
Aerococcus tiirlerinin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in biyokimyasal yontemlerin yerine
MALDI-TOF MS kullanilmaktadir. Identifikasyonlarda yapilan hatalardan dolay1 mastitis
vakalarinda gézden kagmis olabilmesine ragmen, Aerococcus viridans gerek klinik gerekse
subklinik mastitis olgularindan izole edilebilen bir bakteri tiirtidiir.

Altin standart olarak arastirmamizda da kullanilan 16S rRNA geninin dizilimine
yonelik genotipik identifikasyon ve otomatize ileri identifikasyon sistemi olan MALDI-
TOF MS ile birlikte, klinik ve subklinik mastitisli sigirlardan 15 adet (%15) A. viridans
identifikasyonu yapilmistir. Ayrica Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) belirleme
yontemine dayali olarak yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde, identifiye edilen suslarda
coklu antibiyotik direnci gelistigi saptanmistir.

Siit sigirciligi yapilan isletmelerde ciddi ekonomik kayiplara neden olan mastitis
teshisinin titizlikle yapilmasi gerektigi bilinmektedir. A. viridans izolasyon ve
identifikasyonunda yapilan hatalarin en aza indirilmesi amaciyla rutin muayene
prosediirleri arasina PCR testleri ve MALDI-TOF MS analizlerinin eklenmesi, identifiye
edilen etkene yonelik antibiyotiklerin belirlenmesi 6nem kazanmistir. Elde edilen verilerin,
ileride yapilacak aragtirmalara A4. viridans etkeninin sigirlarda gerek klinik, gerekse
subklinik mastitis hastaliginda oynadigi roliin aydinlatilmasi agisindan 1s1k tutmasi

umulmaktadir.
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