T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
MIKROBIYOLOJi ANABILIiM DALI YUKSEK LISANS PROGRAMI

SIGIR MASTITIiSLERINE NEDEN OLAN STAFILOKOK
TURLERININ MALDI-TOF MS iLE
IDENTIFIKASYONLARININ YAPILMASI

TANSU TANIR

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Siikrii KIRKAN

Bu tez Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan VTF-
17010 nolu proje numarasi ile desteklenmistir.

AYDIN-2017



KABUL VE ONAY SAYFASI

T.C. Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi ......................
Anabilim Dali ...................... Programi cercevesinde ..................ceeelln. tarafindan
hazirlanan “................... ... ” baglikli tez, asagidaki jiiri tarafindan Doktora/Yiiksek
Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: ...... [ooii.. [ooi..

Uye
............. *(Unvani, Ad1 Soyadi)(Universite)(Imza)

Uye
.............. *(Unvani, Ad1 Soyadi)(Universite)(imza)

Uye
.............. *(Unvani, Ad1 Soyadi)(Universite)(Imza)

Uye
.............. *(Unvani, Ad1 Soyadi)(Universite)(imza)

ONAY:

Bu tez Adnan Menderes Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Yo6netmeliginin
ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Saglik Bilimleri
Enstitlistiniin ......... tarih ve ...... sayili oturumunda alman ......... nolu Yonetim Kurulu
karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ahmet CEYLAN
Enstiti Mudiira



TESEKKUR

Yiiksek Lisans 6grenimim ve tez caligmam siiresince destek ve yardimlarini
gordiigim danismanim Anabilim Dal1 Baskani Prof. Dr. Siikrii KIRKAN’a, ayrica ilgi ve
yardimlarini higbir zaman eksik etmeyen Anabilim Dali Ogretim Uyeleri ve Arastirma
Gorevlilerine tesekkiirlerimi sunarim.

En sikintili anlarimda bana anlayis gosteren, her zaman destek olan, ne olursa olsun

bana sevgi, sefkat ve giiler yiiz ile yaklagan aileme ¢ok tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

KABUL ONAY .ottt ettt sttt ettt e st e ste st e b e enaesseeseentesseenseeneesaeensesneans i
TESEKKUR ..ottt enanananans ii
TCINDEKILER ...t iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI......ccooiiiiiiiiniiniiecneeeeeiseeseneseseeienene vi
SEKILLER DIZINT ....oiiiiiioioioeeeeeeeeeeeee e vii
TABLOLAR DIZINT ..o viii
OZET oottt ix
ABSTRACT ..ottt sttt et b e et st e bttt et e b e be st X
L GIRIS ettt 1
2. GENEL BILGILER ......coviiiiiiieieeeeeeeeee et nnas 3
B B\ 1] 712 OO OO OSSR P PSP 3
2.2. Bulasicl ve CevreSel MAStItiS ........ccccveeeiuiieiiiiieeiiieeereeeeireeeeiteeetaeeeveeeeveeesaeeesveeenaseeens 4
2.3. Infeksiyonun Klinik ve Subklinik FOrMIATT ............cocoevevevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 5
2.4. Mastitis Infeksiyonlarnda TAND ...........ccoovvvvveeieiieeeeeeeeeeeeeeeee e 6
2.5. Stafilokok Kaynaklt MASHILIS ......c.cceevuieeiiieeiiieeiiieeiiieeeieeeeieeesteeesveeeseveeeseveeesneeenaeens 7
2.6. Stafilok Kaynakli Mastitislerinin Patogenezi ve Tanist ..........ccccoeeeveriienieneniieneennennn 7
2.6.1. KaAtalazZ TSt c..eeueeriieiiiieiieieeeetee ettt ettt 8
2.6.2. KOAGUIAZ TESL .uveeeeiieiiiieeiiiecie ettt e e ae e e tae e st e e s sae e ssaeeesnsaeensseeenseens 8
TR T D 10Ty b1 7 Tod T Tl 1S SRR S 10
2.6.3.1. Deoksiriboniikleaz (DNAZ) TSt ...cccveeeviieeciieeeciieecieeeeiee et 10
2.6.3.2. Termostabil Endoniikleaz TeSti ........c.cccoevieriiriieniiniiienieiccie e 11
2.6.3.3. Mannitol FermentasyonU...........ccccueeeuieeriieeiiieeiiee e eeeeeiee e eee e e eevee e e e 11
2.6.3.4. DIZET TESHIET ...eeiuviieiiieeiiie ettt ettt e et e e eae e eta e e s e e e ssveeesnseeennseeenneeas 12
2.6.3.5. SIaYM OIUSUMU ..ooviiiiiiieiieeii ettt ettt et e e st e e bt esaaeebeessbeenseessneesaens 12
2.6.3.5.1. Christensen Yontemi (Kalitatif Tlip Testi, TT)....cccoevvieviieiieniieiienieeieeeieeieene 12
2.6.3.5.2. Kantitatif Mikrodiliisyon Plak Testi (MT) .....ccceeeiiiieiiiiieiiieieeeee e 12
2.6.3.5.3. Kongo Kirmizili Agar Yontemi (KKA) ..ocoveeiieiiiiieeieeeeeeecee e 13
2.7. S. epidermidis 1dentifikasyonunda Fosfataz Uretimi ..........c...cccoeevrveverererrrerieennnns 13
2.8. S. epidermidis ve S. hominis’in Identifikasyonunda Desferrioksamin Duyarliligi ..... 14
2.9. S. saprophyticus’un Identifikasyonu I¢in Novobiosin Duyarlilig1 ...........cccccevevevnnn.. 15

2.10. S. saprophyticus ve S. epidermidis Identifikasyonunda Trehaloz-Mannitol-
FOSTAtaZ AGAT ..oooviiiiiieiiece et ettt ettt e enneas 15



2.11. 8. aureus, S. epidermidis ve S. saprophyticus’un

Identifikasyonunda Florojenik/Kromojenik Metotlar ..............ccccoevevevruevereerevcreriennenans 15
20 B B B 2 o 16 Lol 7 ') o SRS 15
2.12. Konvansiyonel Identifikasyon Prosediirleri .............cococoevveeereeeeeeeeeeeeeeeeeesereeerenenenns 16
2.13. Ticari Identifikasyon SIStEMIETT ............cccoovueviveveieeeeeeeeeeceeeeeeeee e, 17
2.13.1. APT Staph-Id@nt .....cc.coooiiiiiiiiieiie ettt et e s 17
2.13.2. APTSEAPN oottt ettt nneens 17
2.13.3. ID32 StAPN .ottt ettt e et te e nneens 17
2.13.4. MicroScan Rapid Pos Combo Paneli ..........cccocceeeiiiniiiiiiiniiiiieiecieeeeeee e 18
2.13.5. Staph-Sistem 18-R ......ccooiiiiiiiiiiiii e 18
2.13.6. VITEK Gram Pozitif Identifikasyon (GPI) Kartl ..........cccccoceeveeeeeeeeereeeeeenenn, 18
2.13.7. MALDI-TOF MS YONEIMI ...eoouieiiiiieriieiieiiesieeie ettt eee st see e sseeeesnens 18
2.14. Sanger Sekans YONTEIMI .....cc.eeviiiiiiiniieiierie ettt ettt ettt ebeeseaeeseens 21
2.15. Staphylococcus aureus Kaynakli Mastitislerin Tedavisi, Koruma ve Kontrol ......... 21
2.16. Koruma ve KONIIOL .......ooiiiiiiiiii et 22
3. GEREC VE YONTEM ......coiiiiiiiiieieeeeeeeeee et 23
I € <) (<SPS PRPRRRRPPPPRt 23
3.1.2. Besiyerleri Ve AYITACIAr .......cccuieiiiiiiiiiieie et 23
R I B B 1) <) (<) o APPSR 23
3.1.2.1.1. Blood Agar (Merck 1. 10886) .....ccueeevuiieeiiieeiiieeiie ettt e 23
3.1.2.1.2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA) (Merck 1.05404) .......cccvevveriienvennnnne. 24
3.1.2.1.3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Ox0id CM 129) ....c.coiiiiiiiininireeieieieeene 24
3.1.2.1.4. Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (% 20 Gliserinli) (Oxoid CM 0225)........... 24
3.1.2.1.5. Trypton Soya Broth (TSB) (% 7,5 Tuzlu) (Oxoid CM 129) ......ccceveieereienene 24
3.1.2.1.6. DNAse Test Agar (Merck 1.10449) ......coouvieeiiieieeeee e 25
3.1.2.2. Kaliforniya Mastitis Test Ayract (Immucell®)...........cccccceevviiiniiniiieniinieeiiee, 25
3130 PLIMETIET ottt st sttt sttt 25
R I o) 117<) 1 o L OSSO P U PP PPPPRUPPRROPP 25
3.2.1. OrneKIerin aliNmaSI ...........c.coeeueveviveeceeeeeeeeeeeeeeeee e e e se e es s ses s 25
3.2.2. Staphylococcus sp. 1ZOIASYONU .........cccocoviveveveeeeeeeeieeeeeeeeeee e 26
3.2.3. Staphylococcus sp. BaKteriyOSKOPIST .....ecuvervieriiieiiiiieeiieiie ettt 26
3.2.4. Staphylococcus sp. Konvansiyonel 1dentifikasyonu ............cccocoovvveveieveievieereeenennn. 26
3.2.4.1. Katalaz TS ..eevuveeiieiiieiie ettt et ettt ettt 27
3.2.4.2. Basitrasin DUYarlilifl ........cccooeiiiiiiiiiiie e 27



3.2.4.3. KOAGUIAZ TS ..veeiieeiiieiie ettt ettt ettt et e ssbeessaeenbeenanaens 27

3.2.4.4. Mannitol FErmentasyonU ...........ccceerieeiiieniiieiiieniieeieenie e eseeeeae e sveeseaesveesaea e 27
3.2.4.5. DNAZ TESEL wouvieuieiieieeieeiete ettt ettt sttt et et e e eseesaeenseenaesseenseeneensnens 28
3.2.5. Staphylococcus sp. API Staph ile Identifikasyon ............cccccoveveveveveveveieeereiieeeeeenenan, 28
3.2.6. Staphylococcus sp. VITEK 2 Compact ile Identifikasyon ...............cccccovveveverernnnen. 29
3.2.7. Staphylococcus sp. VITEK MS (MALDI-TOF MS) ile identifikasyon .................. 31
3.2.8. Staphylococcus sp. 16S rRNA ile Genotipik identifikasyon ve Sekans Yéntemi .... 32
3.2.8.1. DNA EKStrakSIYONU .....cccceeiiiieiiieeiiieeiiee et eiee et esvee e sveeesreeesnveeeseveeenveeenneas 32
3.2.8. 2. PCR ettt ettt et naeen 33
3.2.8.3. PCR Uriin PUrifikaSYONU .........c.oevevieieieeieieeeeeeeeeeeeeeceee e, 34
3.2.8.4. SeKans PCR TSI .....oovvveieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 34
3.2.8.5. Sekans PCR Purifikasyon Protokolii ..........ccccceovieiiiieniiieiieeeeeeeee e 35
3.3 ANEIDIYOZIAIM ..eiiuiiiiiieiieeiiieeiie ettt et e tee et e bt e ebeestaeeateessteesseenseeenseanseeanseenseesnseeseanns 36
4. BULGULAR .ottt sttt ettt et sttt eaeen 37
4.1. Konvansiyonel Yontemler ile Staphylococcus sp. izolasyon Bulgulari ...................... 37
4.2. API Staph ile Staphylococcus 1zolasyon ve Identifikasyon Bulgulart ........................ 38
4.3. VITEK 2 Compact ile Staphylococcus 1zolasyon ve Identifikasyon Bulgulari .......... 40
4.4. VITEK MS (MALDI-TOF MS) ile Staphylococcus Izolasyon ve

[dentifikasyon BUIGUIATIT ...........c.oveviviviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 41
4.5. Staphylococcus sp. 16S rRNA ile Genotipik Identifikasyon ve Sekans Bulgulari ...... 43
4.6. Antibiyogram Bul@UIArt ..........ccociiiiiiiiiiiiieiieeeee e 47
S.TARTISMA oottt sttt ettt et sbe b et sbe et et 55
6. SONUC ve ONERILER ........cooviiiuiuiieieieeececeee et 64
KAYNAKLAR ettt ettt ettt et st e st et e eseesaeeteeneesseenneas 65
OZGECMIS oottt 74



CMT

KNS

PCR

ELISA

MIC
MALDI-TOF MS

°C
DNA
RNA

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: California Mastitis Testi

: Koagulaz Negatif Stafilokok

: Polymerase Chain Reaction

: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

: Minimal Inhibitory Concentration

: Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization with Time-of-Flight
Mass Spectrometry

: Santigrat Derece

: Deoksiriboniikleik Asit

: Riboniikleik Asit

Vi



SEKILLER DiZiNI

Sekil 1. Izole kiiltiirden identifikasyon yéntemini kullanan MALDI-TOF MS

tarafindan yapilan bakteri ve maya saptanmasinin genel semast ................... 19
Sekil 2. Iyonize edilmis mikrobiyolojik izolatlarin ve klinik numunenin MS
ANAlIZININ GENEIL SEIMAST..ceuviiiiiiieiiieeciieeeiee et et e et e et e e et e e s teeesbaeessseeesnseeensseeesseesnses 20
Sekil 3. Sanger SeKans YONEEIMI.........ccvieruieriiiiiiieiieeiieeie ettt e e e e e 21
Sekil 4. VITEK MS SLAYEL oottt 32

Vi



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo 15.

Tablo 16.

Tablo 17.

Tablo 18.

Tablo 19.

TABLOLAR DiZiNi

Staphylococcus sp. identifikasyonu i¢in kullanilan universal primerler......... 25
API Staph test kiti i¢in degerlendirme Kriterleri..........cocevvveviineniicnienennene. 29
VITEK 2 Compact cihazi veritabaninda yer alan Stafilokok tiirleri .............. 30
VITEK GP kart1 igeriginde yer alan substratlar..............ccccceevevveenciieencieeennnn. 30
Mastermiks hazirlanma oranlart ............cooeiiiiiiiiiiiiiie, 33

Staphylococcus sp. 16 S TRNA PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve stire

QIYAGTAIMNT ..viiiiieeciie ettt e re e et e e et e e s teeesstaeesnbee e saeeensseeesseeessaennns 33
Sekans PCR bileSenleri.......c..cooviiieiiiiiiieeiec e 35
Sekans PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami .............ccceevvennenn. 35

VITEK AST-P641 kartinda yer alan antibiyotikler, konsantrasyonlar1 ve
raporlanabilir araltkIart ............cccooouiiiiiiiiiiiie e 36

Orneklerden konvansiyonel yontemlerle izole edilen Staphylococcus tiirlerinin

AGIIML Lo e e e e e e e e aaeeeaes 38
API Staph identifikasyon SONUGIATT ..........cceeeviiieeiiiieeiieecie e 39
VITEK 2 Compact identifikasyon sonuglart ............cceceeverieniiniinicneencnnene. 40
VITEK MS (MALDI-TOF MS) identifikasyon sonuglari............c.cccecuvennenn. 42
Sekans identifikasyon SONUGLATL...........ceevieeiiiriiiiieieceee e 43
Aragtirma sonuglarinin degerlendirilmesi.........cecveeeeieerciieeecie e 45
Staphylococcus izolatlarinin MIC diizeyindeki sonuglari ..........ccceeeuveennnee. 48
CLSI standart MIC degerleri .......ccooveeiieniieeiieiieeieeieeee e 50

Arastirmamizda izole edilen Stafilokok suslarinin antibiyogram sonuglarinin
degerlendirilmesi ......cc.eeeiiiiiieiiieie s 51

Arastirmamizda izole edilen Stafilokok suslarinin antibiyogram sonuglarinin
YVUZAC AEGETICII ... eeeveieiieeiieeii ettt sbe e 54

viii



OZET

SIGIR MASTITISLERINE NEDEN OLAN STAFILOKOK
TURLERININ MALDI-TOF MS ILE IDENTIFIKASYONLARININ
YAPILMASI

Tamr T. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Bu c¢alismada, mastitisli siitlerden Stafilokok tiirlerinin izolasyonu ve antibiyotik
duyarhiliklarinin belirlenmesi, izole edilen suslarin API, VITEK, MALDI-TOF MS gibi
ticari identifikasyon metodlariyla tiplendirilmeleri ve sonuglarin karsilagtirilmas,
tiplendirmenin ardindan 16S rRNA primerleri ile yapilacak olan PCR sonucu Stafilokokal
etkenlerin sekans analizi ile birlikte dogrulanmasi amaglanmistir. Aydin ili ve ¢evresindeki
siit sigirciligr isletmelerinde bulunan hayvanlardan klinik mastitis problemi gosterdigi
belirlenen hayvanlara ait siitler steril kosullarda alinan, toplam 100 adet siit Grnegi
Stafilokok varligi yonilinden incelenmistir. Stafilokok tiirlerinin identifikasyonlari
biyokimyasal yontemlere ilave olarak VITEK 2, VITEK (MALDI-TOF) MS, PCR ve
Sekanslama ile yapilmistir. Siit 6rneklerinin % 34’iinden Stafilokok izolasyonu yapilmistir.
Yapilan identifikasyon caligmalar1 sonucunda, izolatlarin 7 (% 20,60)’si Staphylococcus
aureus, 10 (% 29,40)’u Staphylococcus simulans, 8 (% 23,50)’1 Staphylococcus
epidermidis, 4 (% 11,80)’0 Staphylococcus saprophyticus, 2 (% 5,90)’st Staphylococcus
chromogenes, 2 (% 5,90)’si Staphylococcus hyicus ve 1 (% 2,95) Staphylococcus arlettae
olarak tiplendirilmistir. Yapilan antibiyogram testi sonucunda identifiye edilen 34
Staphylococcus sp. izolatinin Cefoxitin, Siprofloksasin, Vankomisin, Tigesiklin ve
Fosfomisine % 100 ve Linezolide % 85.2 oranlarinda duyarli; Klindamisine %100 ve
Tetrasikline %82.4 oranlarinda direngli oldugu goriilmektedir. Sonug olarak; MALDI-TOF
MS proteomik biyokiitle spektrofotometri yonteminin giivenilirligi dogrulanmis ve

uygulanabilir oldugu ortaya koyulmustur.

Anahtar sozciikler: Mastitis, S. aureus, Koagulaz Negatif Stafilokok, MALDI-TOF MS,
PCR, Sekans



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF THE STAPHYLOCOCCUS SPECIES WHICH
CAUSE CATTLE MASTITIS WITH MALDI-TOF MS

Tanir, T. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2017.

The aim of this study was identification and antibiotic susceptibility of Staphylococcus
species from mastitic milk, comparison of results by using commercial identification
methods such as API, VITEK, MALDI-TOF MS, PCR and confirmed Staphylococcal
agents with sequence analysis. A total of 100 milk samples taken in sterile conditions were
investigated for the presence of Staphylococcus, which were found to have clinical mastitis
problems in animals in the milk province of Aydin province and surrounding areas.
Identification of Staphylococcus species was performed by VITEK 2, VITEK (MALDI-
TOF) MS, PCR and sequencing in addition to biochemical methods. Staphylococcus sp.
was isolated from 34 % of the milk samples. Seven (20.60 %) of the isolates were
Staphylococcus aureus, 10 (29.40 %) were Staphylococcus simulans, 8 (23.50%) were
Staphylococcus epidermidis and 4 (11.80 %) Staphylococcus saprophyticus, 2 (5.90 %)
were Staphylococcus chromogenes, 2 (5.90 %) were Staphylococcus hyicus and 1 (2.95 %)
were Staphylococcus arlettae. As a result of the antibiogram test, 34 Staphylococcus sp.
isolates were sensitive to Cefoxitin, Ciprofloxacin, Vancomycin, Tigecycline and
Phosphomycin in the ratio of 100 % and resistant to Linezolide, Clindamycin and
Tetracycline in the ratio of 85.2%, 100 % and 82.4% respectively. As a result; the
reliability of the MALDI-TOF MS proteomic biomass spectrophotometry method has been

demonstrated to be verifiable and feasible.

Key Words: Mastitis, S. aureus, Coagulase Negative Staphylococcus, MALDI-TOF MS,
PCR, Sequencing



