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OZET

ESCHERICHIA COLI KAYNAKLI SIGIR MASTITiSLERININ SUT
MIKROBiYOMUNDA MEYDANA GETiRDIiGi DEGIiSIKLiKLERIN
ARASTIRILMASI

Seferoglu Y. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veterinerlik
Mikrobiyolojisi, Doktora Tezi, Aydin, 2026.

Amag: Bu calismada, sigir mastitislerinden izole edilen Escherichia coli suslariin patotipik
karakterizasyonu ve mastitisli siitlerin mikrobiyom profillerindeki degisimlerin belirlenmesi

amagclanmustir.

Gerec ve Yontem: Aydin ilindeki ciftliklerden toplanan 115 mastitisli ve 20 saglikli siit 6rnegi
incelenmistir. Tespit edilen E. coli izolatlarinin patotipleri PCR ile belirlenerek gruplandirilan

stitlerin mikrobiyom analizleri 16S rRNA dizileme yontemiyle gerceklestirilmistir.

Bulgular: Orneklerin %20’sinde (n=23) E. coli tespit edilmistir. Izolatlarin tamami (%100)
ETEC genlerini tasirken, %56,52’sinin (n=13) shiga toksin genleri ve %26,09’unun (n=6) eae
geni tasidig tespit edilmistir. Izolatlarin %60,87’sinin (n=14) hibrit patotip karakterinde oldugu
tespit edilmistir. Mikrobiyom analizlerinde, saglikli siitlerde Pseudomonadota (%42,86) ve
Bacillota (%41,65) filumlarinin dengeli dagilimina karsin, mastitisli siitlerde Pseudomonadota
filumunun (%91,77-%98,58) belirgin bir disbiyozis tablosu olusturdugu ve Enterobacteriaceae
familyasinin baskin hale geldigi saptanmistir. Alfa ve beta cesitlilik analizleri, enfeksiyonun
mikrobiyal ¢esitliligi azalttigin1 ve siitiin ekolojik yapisini tamamen degistiridgini ortaya

koymustur.

Sonug¢: Calisma sonucunda E. coli’nin bolgedeki sigir mastitis vakalarindaki prevalansi ile
beraber silit mikrobiyomunda farkli patotiplerin yarattigi degisiklikler ortaya konarak siit

mikrobiyomunun patotip bazinda degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: 16S rRNA dizileme, Disbiyozis, Escherichia coli, Mikrobiyom, Patotip,

S1gir mastitisi, Siit mikrobiyomu.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHANGES IN MILK MICROBIOME IN BOVINE MASTITIS
CAUSED BY ESCHERICHIA COLI

Seferoglu Y. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Veterinary
Microbiology, Doctorate Thesis, Aydin, 2026.

Objective: This study aimed to determine the pathotypic characterization of Escherichia coli
strains isolated from bovine mastitis and the changes in the microbiome profiles of mastitic

milk.

Materials and Methods: A total of 115 mastitic and 20 healthy milk samples collected from
dairy farms in Aydin province were examined. The pathotypes of the detected E. coli isolates
were identified via PCR, and microbiome analyses of the grouped milk samples were performed

using the 16S rRNA sequencing method.

Results: E. coli was detected in 20% (n=23) of the samples. While all isolates (100%) carried
ETEC genes, 56.52% (n=13) were found to carry shiga toxin genes and 26.09% (n=6) carried
the eae gene. It was determined that 60.87% (n=14) of the isolates exhibited hybrid pathotype
characteristics. In microbiome analyses, in contrast to the balanced distribution of
Pseudomonadota (42.86%) and Bacillota (41.65%) phyla in healthy milk, it was found that the
Pseudomonadota phylum (91.77-98.58%) created a distinct dysbiosis in mastitic milk, and the
Enterobacteriaceae family became dominant. Alpha and beta diversity analyses revealed that
the infection reduced microbial diversity and completely altered the ecological structure of the

milk.

Conclusion: In conclusion, the prevalence of E. coli in bovine mastitis cases in the region was
revealed along with the changes created by different pathotypes in the milk microbiome, leading

to the conclusion that the milk microbiome should be evaluated on a pathotype basis.

Keywords: 16S rRNA Sequencing, Bovine mastitis, Dysbiosis, Escherichia coli, Milk

microbiome, Pathotype.
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1. GIRIS

Siit sigirciligi endiistrisi igin mastitis, kiiresel capta 6nemli hastaliklardan biri olup hayvan
isletmelerinde ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Meme dokusunun inflamasyonu
olarak tamimlanan mastitis, siit veriminde onemli diistislere, siit kalitesinde bozulmalara ve
yiiksek tedavi maliyetlerine yol agarak isletmelerin ekonomisini dogrudan etkilemektedir
(Goulart ve Mellata, 2022). Mastitis etiyolojisi olduk¢a karmasik olup, ¢ok sayida bakteriyel,
cevresel ve yonetimsel faktorden etkilenmektedir. Bu etkenler arasinda, Escherichia coli
ozellikle ¢evre kaynakli klinik mastitis vakalarinda en 6ne ¢ikan bakteriyel etkenlerden biridir.
E. coli kaynakli mastitisler, genellikle perakut ve siddetli seyrederken bakterinin hiicre
duvarindan salinan lipopolisakkarit (LPS) endotoksinleri nedeniyle akut sistemik semptomlara

(endotoksemi) yol agabilmektedir (Germon ve digerleri, 2025).

Onceki yillarda saglikli meme bezi ve siit steril olarak kabul edilirken son yillarda yeni
nesil dizileme teknolojilerinde kaydedilen ilerlemeler ile bdyle olmadigi ispatlanmustir.
Giiniimiizde, saglikli sigir siitiinde dahi, meme fizyolojisinin de bir bileseni olan kompleks bir
mikrobiyal ekosistemin (mikrobiyota) varlig: bilimsel olarak kabul gérmektedir (Oikonomou
ve digerleri, 2020). Bu siit mikrobiyotasi, memenin lokal immiin yanitlarinin modiilasyonunda
ve patojen kolonizasyonuna karsi biyolojik direng mekanizmalarinin olugmasinda Kritik

fonksiyonlar listlenmektedir.

E. coli patojeninin meme igine girisi ve neden oldugu siddetli inflamasyon, mikrobiyal
dengeyi bozarak mikrobiyal ¢esitliligin azalmasina ve patojenik veya firsatci tiirlerin baskin
hale gelmesi ile disbiyozis olarak adlandirilan duruma yol agmaktadir (Hoque ve digerleri,
2022). Son yillarda siit mikrobiyotasi ile ilgili yapilan bilimsel ¢aligmalar mastitisin sadece
patojenin varligiyla degil, ayn1 zamanda memenin dogal mikrobiyal ekosistemindeki koklii

degisimlerle de iligkili oldugunu gostermektedir.

Bu doktora tez ¢alismasinin amaci, farkli patotipteki E. coli etkenlerinin neden oldugu
sigir mastitislerinin siitin mikrobiyal kompozisyonu iizerinde meydana getirdigi spesifik
degisiklikleri ve saghkli sigir siitlerinin mikrobiyal kompozisyonu ile farkliliklarin1 ortaya
koymaktir. Elde edilecek bulgular ile mastitisin patogenez mekanizmalarinin molekiiler

diizeyde aydinlatilmasina katki saglayacak, ayn1 zamanda siit mikrobiyomu temelli yeni tani,



tedavi ve koruyucu stratejilerin  gelistirilmesi i¢in bilimsel bir zemin olusturmasi

amagclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

Mastitis, meme dokusunun parankimasinda meydana gelen inflamatuar bir reaksiyon
olarak tanimlanmaktadir. Genellikle bakteriyel, viral, fungal kaynakli enfeksiyonlar sonucunda
sekillenen bu patolojik durum; siit veriminde azalma, siitiin bilesiminde degisiklikler ve meme
dokusunda patolojik hasarlar ile karakterizedir (Cobirka ve digerleri, 2020). Siit sigircilig
isletmelerinde ekonomik kayiplarin en 6nemli nedenlerinden biri olarak kabul edilen mastitis,
hem hayvan refahini olumsuz etkilemekte hem de halk saglig1 agisindan risk teskil etmektedir

(Cheng ve Han, 2020).

2.1. Sigir Mastitisinin Etiyolojisi ve Patogenezi

Etiyolojik ajanlar, bulagsma yollarina gore baslica bulasici (kontagiydz) ve gevresel (¢cevre
kaynakl1) olarak iki ana gruba ayrilir. E. coli, tipik bir ¢evresel patojen olup, sigir diskisi, altlik
ve toprak gibi ¢evresel rezervuarlardan meme basina bulasir. E. coli mastitisinin patogenezi,
biiyiik dl¢iide bakterinin ¢ogalma hizi ve salgiladigi endotoksinlerin etkisine baglidir. LPS,
meme dokusundaki immiin hiicreler (6zellikle makrofajlar) tarafindan taninir ve bu tanima, pro-
inflamatuar sitokinlerin  (TNF-a, IL-1B, IL-6 gibi) hizla salinmasina neden olur. Bu sitokin
firtinasi, meme igine biiyiik miktarda nétrofil gociinii tetikler ve klinik olarak ates, sislik ve
stitte pihtilasma gibi akut inflamasyon belirtileriyle sonuglanir (Dahlberg ve digerleri, 2023).
Notrofiller, patojeni ve toksinleri temizlemede anahtar rol oynasa da, asir1 inflamatuar yanit

meme dokusunda kalic1 hasara yol agabilir.

2.2. Mastitisin Klinik Siniflandirmasi

Mastitisler, klinik belirtilerin siddetine, siiresine ve siitiin fiziksel goriiniimiindeki
degisikliklere gore subklinik mastitis ve klinik mastitis seklinde temel olarak iki ana grupta
smiflandirilmaktadir (Belay, 2022; Cobirka ve digerleri, 2020).



2.2.1. Subklinik Mastitis

Subklinik mastitis, meme dokusunda veya siitte gozle goriiliir herhangi bir degisikligin
bulunmadigi, ancak siitiin somatik hiicre sayisinda (SHS) artis ve siit veriminde diisiis ile
seyreden enfeksiyon tipidir. Bu form, klinik mastitise oranla 15-40 kat daha yaygin goriilmesi
nedeniyle isletmeler igin gizli bir ekonomik tehdit olusturmaktadir. Teshis genellikle California
Mastitis Test (CMT) gibi saha testleri veya laboratuvar ortaminda SHS o6l¢limii ve
mikrobiyolojik kiiltiir yontemleri ile konulmaktadir (Zigo, 2022).

2.2.2. Klinik Mastitis

Klinik mastitis, memede inflamasyon belirtilerinin (siskinlik, agr1, sicaklik, kizariklik) ve
stitte fiziksel degisikliklerin (pihti, kan, sulu goriiniim) belirgin oldugu durumdur (Belay, 2022).
Klinik mastitisler kendi i¢inde siddet derecelerine gore perakut, akut, subakut ve kronik mastitis

seklinde siniflandirilmaktadir.

2.2.2.1. Perakut Mastitis

Aniden gelisen, sistemik belirtilerin (yiiksek ates, istahsizlik, depresyon, dehidrasyon)
cok siddetli oldugu ve bazen 6liimle sonuglanabilen formdur (Cheng ve Han, 2020).

2.2.2.2. Akut Mastitis

Meme lobunda belirgin inflamasyon belirtileri ve siitte ciddi degisiklikler mevcuttur.
Sistemik belirtiler perakut forma gore daha hafiftir (Cheng ve Han, 2020).



2.2.2.3. Subakut Mastitis

Sistemik belirtilerin goriilmedigi, meme lobundaki degisikliklerin hafif oldugu ve siitiin
fiziksel yapisindaki bozulmanin (kiigiik pithtilar gibi) sinirlt kaldigi formdur (Cheng ve Han,
2020).

2.2.2.4. Kronik Mastitis

Enfeksiyonun uzun siire devam etmesi sonucunda meme dokusunda fibrozis ve sertlesme

sekillenmesiyle karakterizedir. Bu vakalarda zaman zaman klinik alevlenmeler goriilebilir

(Cobirka ve digerleri, 2020).

2.3. Mastitise Neden Olan Bakteriyel Etkenlerin Siniflandirmasi

Mastitise yol acan mikroorganizmalar, bulagma yollar1 ve rezervuar kaynaklarina gore;
bulasic1 (kontagiyoz), ¢evresel patojenler, firsatgr ve diger olmak iizere dort ana grupta

incelenmektedir.

2.3.1. Bulasic1 (Kontagiyo6z) Patojenler

Bu gruptaki etkenlerin temel kaynagi enfekte meme loblaridir. Bulasma genellikle sagim
sirasinda sagimct elleri, ortak kullanilan havlular veya sagim bagliklarn aracilifiyla
gerceklesmektedir (Cobirka ve digerleri, 2020). Onemli bulasic1 patojenler olarak
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis ve Corynebacterium
bovis belirtilmektedir (Haxhiaj, 2022; Gonal, 2025).

Bu etkenler genellikle subklinik ve kronik enfeksiyonlara neden olma egilimindedirler ve

stirli igerisinde hizla yayilabilirler.



2.3.2. Cevresel Patojenler

Cevresel patojenlerin kaynagi hayvanin yasadigi ortamdir (altlik, giibre, su, toprak). Bu
mikroorganizmalar genellikle sagim aralarinda, meme bas1 kanalinin agik oldugu dénemlerde
memeye giris yaparlar (Cobirka ve digerleri, 2020). Cevresel patojenler koliform ve ¢evresel

streptokoklar olmak tizere iki sinifta incelenmektedirler.

2.3.2.1. Koliform Bakteriler

Escherichia coli, Klebsiella spp. ve Enterobacter spp. bu grubun en yaygin iiyeleridir ve

genellikle siddetli klinik mastitis tablolarina yol acarlar (Haxhiaj, 2022).

2.3.2.2. Cevresel Streptokoklar

Streptococcus uberis ve Streptococcus dysgalactiae hem gevresel hem de bazen bulasici

karakter sergileyebilen firsat¢i patojenlerdir (Cobirka ve digerleri, 2020).

2.3.3. Diger Bakteriyel Etkenler

Son yillarda mindr patojenler olarak adlandirilan Koagiilaz Negatif Stafilokoklar (KNS),
hem subklinik vakalarda hem de hafif seyirli klinik vakalarda sik¢a izole edilmeye baslanmistir
(Lopes, 2022). Bunun disinda bu grupta Trueperella pyogenes, Nocardia spp. ve Bacillus spp.

de bulunmaktadir.

Bakteriyel mastitis patojenleri genel siniflandirmasi Tablo 1’de belirtilmistir.



Tablo 1. Bakteriyel mastitis patojenlerinin siniflandirilmasi (Cobirka ve digerleri 2020);
Haxhiaj (2022); Yu (2025).

Patojen Baslica Etkenler Temel Bulasma Yolu

Grubu Rezervuar

Bulasici S. aureus, S. agalactiae, Enfekte Meme Sagim Siireci
Mycoplasma spp.

Cevresel E. coli, Klebsiella spp, S. uberis Altlik, Giibre, Su ~ Sagim Arasi /

Cevre

Firsatc1 Koagiilaz Negatif Stafilokoklar Meme Derisi Yaralanma /
(KNS) Sagim

Spesifik Trueperella pyogenes, Bacillus spp, Cevre / Diger Travma /
Nocardia spp. Dokular Sinekler

Bu siniflandirma, mastitis kontrol programlarinin ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde

kritik bir 6neme sahiptir.

2.4. Escherichia coli Kaynakh Mastitis

Escherichia coli, gram negatif, fakiiltatif anaerob bir bakteri olup, gevresel mastitis
etkenlerinin basinda gelmektedir. Enfeksiyon genellikle diski, altlik veya kirli su kaynakli
kontaminasyon yoluyla meme basi kanali araciligi ile gergeklesmekte olup E. coli kaynakli
mastitis vakalarinin siddeti, bakterinin viriilans faktorleri ile konagin inflamatuar yanitinin hizi

ve biiyiikliigii ile olusmaktadir (Burvenich ve digerleri, 2003).

Si1gir mastitisi olgularindan izole edilen Escherichia coli suslari, genetik ve fenotipik
acidan olduk¢a heterojen bir yapi1 sergilemektedir. Geleneksel olarak E. coli, bagirsak
enfeksiyonlarina neden olan enteropatojenik (InPEC) ve bagirsak disi enfeksiyonlara yol acan
ekstraintestinal patojenik (ExPEC) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Ancak mastitis
olgularindan izole edilen suslarin kendine 6zgii 6zellikleri, bilim diinyasinda meme patojenik
Escherichia coli (MPEC) olarak adlandirilan yeni bir patotip kavramimin dogmasina yol
acmustir (Blum ve digerleri, 2015; Campos ve digerleri, 2022; Goulart ve Mellata, 2022; Orsi
ve digerleri, 2023; Richards ve digerleri, 2015).

MPEC, meme dokusuna adapte olmus ve burada klinik enfeksiyon olusturma yetenegine

sahip E. coli suslarini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Diger EXPEC gruplarindan farkli



olarak MPEC suslarinin, meme bezi epiteline tutunma ve burada hayatta kalma stratejilerinin
gelistirmis oldugu belirtilmektedir (Blum ve digerleri, 2015). MPEC suslarinin siniflandiriimasi
ve bir patotip olarak kabul edilmesi hala tartismali bir konu olsa da, genomik ¢aligsmalar bu
suslarin genellikle ¢evresel suslardan ve bagirsak komensallerinden farkli genetik kiimelere
sahip oldugunu gostermektedir. Bazi arastirmacilar bu suslarin spesifik viriilans faktorlerinden
ziyade, meme dokusundaki demir gibi baz1 kaynaklari efektif kullanabilme yetenekleri
sayesinde patojenite kazandigin1 savunmaktadir (Blum ve digerleri, 2018; Jung ve digerleri,
2025; Olson ve digerleri, 2018; Orsi ve digerleri, 2023; Rahmani ve digerleri, 2021; Richards
ve digerleri, 2015).

Meme dokusuna giren E. coli, hizla ¢ogalarak hiicre duvarindaki endotoksinleri (LPS)
serbest birakir. LPS, meme dokusundaki makrofajlar ve epitel hiicreleri tizerindeki Toll benzeri
reseptorler (TLR4) tarafindan tanimir. Bu etkilesim, pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-
1B, IL-6) yogun salinimina ve nétrofillerin hizla meme igine gé¢ etmesine (kemotaksi) neden
olur. Bu asirt inflamatuar yanit, siitiin somatik hiicre sayisint (SHS) milyonlara ¢ikarirken,
siddetli olgularda sistemik sok, yiiksek ates ve hatta 6liim ile sonuglanabilir (Petzl ve digerleri,
2012). Mastitis gelisiminde 6zellikle primer ¢evresel mastitis patojeni olarak tanimlanan E. coli
kaynakl1 klinik mastitis olgularinda siit mikrobiyal cesitliliginde belirgin bir azalma yaganir ve
mikrobiyota E.coli baskinligi altina girmesi sonucu disbiyozis sekillenmektedir (Vasquez ve
digerleri 2019). Calismalar, E. coli mastitisi tespit edilen ineklerde enfeksiyon Oncesinde
mikrobiyal ¢esitliligin diger mastitis etkenlerine kiyasla daha diisiik oldugunu ve bu durumun
hayvani enfeksiyona yatkin hale getirerek patogenezi dnemli 6l¢iide etkiledigini gostermektedir
(Falentin ve digerleri, 2016). Dahlberg ve digerleri (2023), E. coli’nin sadece siit
mikrobiyotasin1 degistirmekle kalmadigimi ayni zamanda meme i¢i ortamin biyokimyasal
yapisini da bozdugu tespit etmislerdir. LPS kaynakli inflamasyon, siit pH'in1 yilikseltmekte ve
laktoz konsantrasyonunu diistirmektedir. Bu degisim, Lactobacillus gibi kommensal
bakterilerin 6nemli 6l¢iide inhibisyonuna sebep olmaktadir. Son yillarda E. coli gibi gevresel
mastitis etkenlerinin enfeksiyon riskini arttirdigi bildirilen bagirsak-meme aksi (gut-mammary
axis) hipotezi ilizerinde daha fazla durulmaktadir. Sigirlarda bagirsak mikrobiyotasindaki
disbiyozisin sistemik inflamasyonu tetikleyerek meme dokusunun patojenlere karsi direncini
zayiflattig1 ve bu hayvan digkilarinin agik meme kanali ile kontaminasyonu sonucunda gevresel

mastitis etkenlerinin enfeksiyon riskini arttirdig1 belirtilmektedir (Wang ve digerleri, 2025).

Sigir mastitisi olgularinda her ne kadar MPEC kavrami 6n planda olsa da meme igi

enfeksiyonlarda sindirim sistemi kaynakli genel patotiplerin varligi halk sagligi a¢isindan



onemli yer tutmaktadir (Niiesch-Inderbinen ve digerleri, 2019). Shiga toksin iireten E. coli
(STEC), insanlarda kanl1 diyare ve Hemolitik Uremik Sendrom (HUS) gibi ciddi tablolara yol
acabilen 6nemli bir gida kaynakli patojendir. Sigirlar, STEC suslarinin (6zellikle O157:H7
serotipi) ana rezervuari olarak kabul edilmekte olup STEC suslari, mastitisli ineklerin siitiinden
de izole edilebilmektedir. Caligmalar, mastitisli siitlerde stx1 ve stx2 (shiga toksin) genlerini
tastyan suslarin varligini ortaya koymaktadir (Lira ve digerleri, 2004; Momtaz ve digerleri,
2012; Murinda ve digerleri, 2019). Bu suslarin meme dokusunda klinik olarak semptom
olusturma riski tasidiklar1 intimin (eae) gibi adezyon faktorlerine baghidir. Mastitisli bir
memeden salgilanan STEC, ¢ig siit tilketimi veya siit Giriinleri yoluyla insanlara bulasarak
zoonotik bir risk olusturmaktadir. Ozellikle subklinik seyreden STEC enfeksiyonlari, siitiin

kalitesini bozmadan patojeni yayma potansiyeline sahiptir (Murinda ve digerleri, 2019).

EPEC, shiga toksini liretme yeteneginden yoksun olmasina ragmen, genomunda tasidigi
eae (intimin) geni aracilifiyla bagirsak epitel hiicrelerinde karakteristik baglanma 6zelligi
gostermesi ile tanimlanan bir patotiptir. Baz1 arastirmalar, klinik mastitis olgularindan izole
edilen E. coli suslarinin bir kisminin atipik EPEC (aEPEC) 6zellikleri tasidigini gostermektedir
(Dego ve digerleri, 2012; Pereira ve digerleri, 2024; Rangel ve Marin, 2009). aEPEC suslari,
meme epitel hiicrelerine tutunma yetenekleri sayesinde meme i¢inde kolonize olabilir ve
inflamatuar yaniti tetikleyebilir. Mastitis kaynakli EPEC suglarinda eae geninin yani sira, ¢esitli
fimbrial yapilarin ve demir kazanim sistemlerinin varligi, bu patotipin meme dokusuna

adaptasyonunda rol oynamaktadir (Campos ve digerleri, 2022).

ETEC'in patojenitesi, temel olarak konak hiicresine tutunmay1 saglayan kolonizasyon
faktorleri ve salgilanan enterotoksinlere (LT ve ST) dayanir. ETEC suslari, bagirsak epitelinde
kullandiklar1 F5, F41 veya F17 gibi fimbrial adezinleri, meme bas1 kanalindan giris yaptiktan
sonra meme epiteline tutunmak i¢in de kullanabilirler. Bu tutunma ile etken siitiin disar
atilmasini engelleyerek enfeksiyonun olugmasini saglamaktadir (Goulart ve Mellata, 2022).
Yapisal olarak kolera toksinine benzeyen LT (1siya duyarli enterotoksin), adenilat siklaz
aktivitesini artirarak hiicre i¢i cAMP (siklik adenozin monofosfat) seviyelerini yiikseltir.
Bagirsaklarda sivi kaybina yol agcan bu mekanizma meme epitel hiicrelerinde de iyon dengesini
bozarak siitlin ozmotik basincini ve bilesimini degistirmektedir (Osman ve digerleri, 2012;
Shpigel ve digerleri, 2008). Guanilat siklaz aktivasyonu iizerinden cGMP (siklik guanozin
monofosfat) artisina neden olmaktadir (Weiglmeier ve digerleri, 2010). Meme dokusunda ST
(1stya dayanikli enterotoksin) varligi, lokal inflamatuar yanitin siddetlenmesine ve vaskiiler

gecirgenligin artmasina neden olmaktadir. Bazi ¢alismalar, ETEC kaynakli mastitislerde



gozlenen perakut seyirli ddemin bu toksinlerle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Weiglmeier
ve digerleri, 2010).

Karakteristik adezyon modeli sergileyen EAEC patotipi kronik diyare ile iliskilidir.
Mastitisli siitlerde izolasyonu nadir olsa da, gevresel kaynakli bulagmalar sonucunda siit

mikrobiyotasinda tespit edilebilmektedir (Goulart ve Mellata, 2022).

Kolon epitelini istila ederek dizanteri benzeri tablo olusturan EIEC grubu genetik olarak
Shigella spp. ile yakindan iligkilidir. Sigir mastitislerinde patojenik potansiyeli diisiik ve
genellikle insan kaynakli kontaminasyon gostergesi olarak kabul edilir (Leimbach ve digerleri,

2017).

2.5. Siit Mikrobiyotasi

Siit mikrobiyolojisi, uzun yillar boyunca siitiin meme bezinde steril oldugu ve yalnizca
sagim sirasinda ¢evresel kontaminasyonla mikroorganizma kazandig1 paradigmasi iizerine inga
edilmistir. Ancak son on yilda bakteriyolojik kiiltiirden bagimsiz yontemlerin 6zellikle gelisen
yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi bu anlayisi degistirmistir. Gliniimiizde s1gir siitii, kendine
0zgli taksonomik ¢esitliligi, genetik kapasitesiyle beraber konakgi ile siirekli etkilesim halinde

olan dinamik bir mikrobiyal ekosistem olarak tanimlanmaktadir (Oikonomou ve digerleri,

2020).

Siit, temel olarak yag globiilleri ve kazeinden (toplam siit proteininin %80'ini olusturan
birincil siit protein grubu) olusan karmasik bir biyolojik iceriktir. Kazeinlerin ¢oktiiriilmesinden
sonra s1v1 fazda slispansiyon halinde bulunan diger tiim proteinler, peynir alt1 suyu proteinleri
adi altinda gruplandirilmaktadir (Dalgleish ve Corredig, 2012). Coziinilir kazein olmayan
proteinlere ek olarak, peynir alt1 suyu siipernatani (siit serumu) ayrica su ve laktoz igerir; sigir
stitiindeki serum proteinlerinin iki ana bileseni o-laktalbiimin ve B-laktoglobulindir. Tipik
olarak, siit orneklerinden DNA izolasyonu kazeinin peletlenmesiyle ger¢eklestirilmektedir
(Quigley ve digerleri, 2012). Quigley ve digerleri (2012), ¢ig siit ve tiirevlerinden DNA
izolasyonu i¢in yedi farkli yontemi, DNA verimi ve safliginin yani sira asagi akis PCR igin
sablon kalitesi agisindan goreceli basarilarini degerlendirmislerdir. Ayni1 ¢alismada, DNA,
farkli enzimatik ve mekanik hiicre lizis protokollerine tabi tutulan kazein peletinin yeniden

slispansiyonuyla izole edilmistir. Ancak, bazi bakteri tiirleri siit ortaminda ¢esitlendirilmis bir
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yasam dongiisiine sahiptir ve bakteri kolonilerinin siit {irlinlerindeki biiylimesi, konumu ve

dagilimu siit gida endiistrisi igin 6nemli faktorlerdir (Lima ve digerleri, 2018).

Siit mikrobiyotasi iizerine yapilan arastirmalar ¢ogunlukla kadinlarda (Fitzstevens ve
digerleri, 2016; Hunt ve digerleri, 2011; Jost ve digerleri, 2013) ve ineklerde (Addis ve
digerleri, 2016; Falentin ve digerleri, 2016; Oikonomou ve digerleri, 2014) yiirtitilmiistiir.
Sonrasinda kegi, koyun, esek, manda, su geyigi, ren geyigi veya fare gibi diger memelilerde de
bazi ¢alismalar yapilmistir (Catozzi ve digerleri, 2017; Li ve digerleri, 2017; Mclnnis ve
digerleri, 2015; Quigley ve digerleri, 2013; Soto Del Rio ve digerleri, 2017; Treven ve digerleri,
2015). Siit mikrobiyotas1 iizerine yapilan ¢ogu calisma, genellikle meme uglarmin veya
memelerin dikkatlice temizlenmesini takiben manuel sagim yoluyla toplanan siitii incelemistir

(Boix-Amoros ve digerleri, 2016; Jost ve digerleri, 2013; Oikonomou ve digerleri, 2012).

Siit DNA ekstraksiyon protokollerinde fiziksel islemler (boncukla lizis gibi) bu islemi
icermeyen yontemlere kiyasla mikrobiyal DNA izolasyonunda daha yiiksek dogruluk saglamis
olup sonuglarda orjinal bakteri popiilasyonunu daha net temsil eden bir topluluk sunmustur.
(Yuan ve digerleri, 2012). Ayrica, boncuk ile mekanik lizis (bead-beating) tabanli kitler son
zamanlarda saglikli ve mastitisli siit 6rneklerinin yani sira kolostrum gibi daha zorlu siit
orneklerinden DNA izolasyonunda da uygulanmistir (Bonsaglia ve digerleri, 2017; Ganda ve

digerleri, 2016; Lima ve digerleri, 2017).

Siitten DNA ekstraksiyonunda, siitiin yag globiilleri ve kazeinden olusan karmagik bir
biyolojik icerik olmasindan dolay1 yapilan ¢alismalarda fraksiyonel dagilimin mikrobiyota
temsili lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla ve mikrobiyotanin daha saglikli ortaya
cikarilmasi igin santrifiij ve ayirma islemleri uygulanmaktadir. Geleneksel kazein peleti eldesi
icin ornekler standart hizlarda santrifiij edilerek, slipernatant faz (siit serumu) uzaklastirilarak
¢oken kazein matrisi DNA izolasyonu i¢in ana sablon olarak belirlenmektedir (Quigley ve
digerleri, 2012). Yag faz1 analizlerinde, krema veya siit yagi globiillerine de siklikla baglanan
bakterilerin (6zellikle Stafilokok tiirleri) izolasyonu hedeflenmistir (Lima ve digerleri, 2018).
Optimize edilmis kombine protokollerde ise, PCR hassasiyetini artirmak amaciyla siitiin yag
faz1 ve kazein peleti birlestirilerek tek bir sablon haline getirilmistir (Gao ve digerleri, 2007).
Boncuk ile yapilan mekanik lizis (bead-beating) igeren protokoller mikrobiyal hiicre
duvarlarinin, 6zellikle Gram pozitif bakterilerin etkin bir sekilde parcalanmasimi saglamak
amaciyla siitten DNA ekstraksiyonlarinda uygulanmaktadir. Bu islemde, farkli ¢aplardaki
(genellikle 0.1 mm ile 0.5 mm aras1) steril zitkonyum veya silika boncuklar kullanilarak yiiksek

hizl1 vibrasyon ile hiicre parcalanmasi gerceklestirilmektedir. Yapilan ¢alismalar, bu mekanik
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islemin kimyasal veya enzimatik lizis yontemlerine kiyasla daha yiiksek DNA verimi ve saflig
sagladigini, dolayisiyla orijinal bakteri popiilasyonunu daha dogru temsil eden bir genomik
kiitiiphane olusturdugunu gostermistir (Lima ve digerleri, 2017; Xue ve digerleri, 2018). Lizis
sonrast serbest kalan DNA, ticari kit protokollerine (6rnegin; Qiagen DNeasy veya benzeri
kolon tabanli sistemler) uygun olarak saflastirilmaktadir. Izolasyon siirecinde protein
kontaminasyonunu minimize etmek amaciyla proteinaz K uygulamasi ve ardindan %99 etanol
ile ¢oktiirme veya spin kolon filtrasyon adimlari bir ¢ok ticari ekstraksiyon kitinde
uygulanmaktadir. Ekstraksiyon yontemlerinin basarisi; amplikon konsantrasyonu, protokoller
arast uyum, mikrobiyal temsil kabiliyeti ve sonuglarin tekrarlanabilirligi (reproducibility)
kriterlerine gore istatistiksel olarak analiz edilmistir. Ozellikle saglikli ve mastitisli meme
loblarindan elde edilen 6rneklerde E. coli, Klebsiella spp. ve Streptococcus spp. gibi
patojenlerin tespit dogrulugu, secilen ekstraksiyon yonteminin etkinligini belirleyen temel
parametre olarak kabul edilmektedir (Lima ve digerleri, 2018; Schwenker ve digerleri, 2022;

Taponen ve digerleri, 2019).

Murphy ve digerleri (2017) 10 anne ve bebegi inceleyerek insan siitii mikrobiyotasinda
207'den fazla bakteri cinsi tanimlamistir. Bu ¢alismada, siit mikrobiyotasi bebek diskisina
kiyasla daha yiiksek bir ¢esitlilik sergilemistir. Parndnen ve digerleri (2018), ise shotgun
metagenomik analiz ile bebek diskisina kiyasla siitte daha diisiik bir bakteriyel cesitlilik
bildirmislerdir. Hoque ve digerleri (2019), saglikli sigir siitiinde; shotgun metagenomik

dizileme ile 146 bakteri susu tanimlamiglardir.

Siit mikrobiyotasi iizerine yapilan ¢alismalarda yapilan genel degerlendirmede insan ve
inek siitli arasinda ortak taksonlarin bulundugu goriilmektedir (Sekil 1). Staphylococcus,
Streptococcus,  Pseudomonas,  Bifidobacterium,  Propionibacterium,  Bacteroides,
Corynebacterium ve Enterococcus, hem insan hem de sigir siitii mikrobiyotast {izerine yapilan
calismalarda en ¢ok bulunan baskin cinsler arasinda oldugu belirtilmektedir (Addis ve digerleri,
2016; Boix-Amoros ve digerleri, 2016; Derakhshani ve digerleri, 2018a; Jiménez ve digerleri,
2015; Murphy ve digerleri, 2017; Oikonomou ve digerleri, 2014; Urbaniak ve digerleri, 2016).
Bununla beraber Metzger ve digerleri (2018) Pseudomonas cinsinin tespitini negatif kontrol
orneklerinde de yiiksek oranda bulduklarindan dolayr kontaminasyon olarak da

degerlendirilebilecegini belirtmiglerdir.
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Sekil 1. Insan ve hayvan tiirlerinde siit mikrobiyotas1 (Oikonomou ve digerleri, 2020).

Yapilan caligmalarda siit sigirlarinda, insanlara goére siit emme periyodunun ¢ok daha
erken olmasi inek ve buzag arasindaki etkilesimin ¢ok sinirli oldugu belirtilmektedir. Bununla
birlikte, sigir siitii mikrobiyotasinin da hem asama hem de laktasyon sayisi ile zamanla degistigi
bulunmustur. Lima ve digerleri (2018), kolostrumun karmasik ve c¢esitli bir mikrobiyota
barindirdigi ve bu mikrobiyota zenginliginin, ¢oklu dogum yapmis sigirlara kiyasla ilk dogum
yapanlarda onemli 6lglide daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Taksonomik profiller ve
alfa cesitliligi de laktasyon evresiyle iligkili olup, laktasyonun ilk haftasinda degisiklik
gosterdigi belirtilmektedir (Derakhshani ve digerleri, 2018b). Ayrica, klinik olarak saglikli
Holstein siit ineklerinde, kuru déonem ve dogumdan hemen sonraki zamanlarda meme kanali ve
meme salgilarinin (siit veya kolostrum) mikrobiyotasi arasinda farkliliklar gozlemlendigi tespit

edilmistir (Derakhshani ve digerleri, 2018c).

Cografyanin farkli mikrobiyota modellerinde rol oynadigi ¢alismalarda belirtilmektedir.
Siit mikrobiyotasi ile ilgili cografi etkiye dair bir calismada Ispanyol, Fin, Giiney Afrikali ve
Cinli kadinlarin siit mikrobiyotalar1 arasinda iilkeler arast onemli farkliliklar oldugunu
gostermistir (Kumar ve digerleri, 2016). Ancak bu cografi farkliliklarin ¢evre, diyet ve hatta
genetik gibi cesitli faktdrlerden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Sigirlarda, cografyanin
etkisi direkt olarak incelenmemis olsa da, siit mikrobiyotasinin ¢iftlik ortami ve ydnetim

uygulamalariyla iliskili oldugu g¢alismalarla ortaya konulmustur (Derakhshani ve digerleri,
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2018a; Doyle ve digerleri, 2017; Frétin ve digerleri, 2018; Metzger ve digerleri, 2018). Metzger
ve digerleri (2018), altlik materyali ile sigir siitii mikrobiyota profilleri arasinda bir iliski
bildirmislerdir. Altlik olarak giibre, talas, kum ve geri doniisimden elde edilen kum
materyallerini incelemislerdir. Gram negatif bakteri yogunlugu, koliform grubu bakteriler,
Klebsiella ve Streptococcus tiirleri yoniinden gruplandirarak yaptiklari incelemede gruplarin
hepsi giibrede en yogun olarak tespit edilirken; geri ddiisimden elde edilen kum o6rnekleri
gruplarin en diisiik olarak tespit edildigi materyal oldugunu belirlemislerdir. Altliklara gore
yaptiklar siit 6rneklemelerinde mikrobiyotanin altlik materyali ile iligkili oldugunu ortaya
koymuslardir. Doyle ve digerleri (2017) ise sagim dncesi meme basi temizligi dahil olmak iizere

sagim uygulamalarinin siit mikrobiyotasini etkiledigini bildirmislerdir.

Beslenmenin de hem insanlarda hem sigirlarda siit mikrobiyotasini etkiledigi
bildirilmistir. insan siitii bakteri popiilasyonunun belirli yag asidi profilleriyle iliskili olmas1
diyet ile siit bilesimi arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir (Kumar ve digerleri, 2016).
Maternal besin alimiyla bu iligki, Williams ve digerleri (2017) tarafindan da bildirilmis, doymus
ve tekli doymamis yag asitleri, karbonhidratlar ve protein alimi ile siitiin bakteriyel
populasyonundaki ¢esitli taksonlarin bollugu arasinda iliski gozlemlemislerdir. Benzer sekilde,
sigirlarda Zhang ve digerleri (2015) de diyetin sigir siitii mikrobiyotasi tizerinde olasi bir etkisi
oldugunu 6ne stirmiislerdir. Bu ¢alismada yiiksek konsantre diyet, siitteki bazi mastitise neden

olan patojenlerin daha yiiksek yogunlugu ile iligkilendirilmistir.

Lima ve digerleri (2018), saglikli sigir siitli 6rneklerinin farkli fraksiyonlarinda (siit, siit
yagi, pelet) yapilan sekans dizi analizleri sonucunda Bacillota (%57,7) ve Pseudomonata (%26)
filumlarmin baskin oldugunu; Ruminococaceae, Enterobacteriaceae, Staphylococcaceae,
Bacillaceae, Streptococcaceae ve Pseudomonadaceae’nin de tespit edilen en yaygin bakteri

familyalar1 oldugunu tespit etmislerdir.

Porcellato ve digerleri (2020), saglikli sigirlarda siitiin esas olarak Corynebacteriaceae
ve Staphylococcaceae familyalarinin olusturdugu karmasik bir mikrobiyotaya sahip oldugunu
belirterek bu iki familyay: tiim ineklerde tespit ettiklerinden dolayr meme sagligi i¢in potansiyel
etkileri olan ¢ekirdek mikrobiyotanin bir pargasi olarak tanimlamislardir. Ruminococcaceae ve
Aerococcaceae’nin yogunluk olarak bu familyalar1 takip ettigini bildirmislerdir. Sekans
sonuglarina gore Corynebacteriaceae familyasinin baskin olarak Corynebacterium bovis’den
olustugunu; Staphylococcaceae familyasinda ise en diisiik oranda (%1,29) mastitis ile iligkili
patojen tiir olan Staphylococcus aureus olarak tespit ederlerken baskin olarak S. epidermidis,

S. haemolyticus, S. simulans, S. chromogenes ve S. xylosus'dan olustugunu tespit etmislerdir.
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Sadece Corynebacterium cinsini iceren Corynebacteriaceae ailesi, daha 6nce insanlarda
deriyle iligkili mikrobiyomun bir parg¢asi olarak tanimlanmis ve ayrica meme kanali ve rahim
gibi sigirlarin viicut bolgelerinde de bulunmustur (Ballas ve digerleri, 2020; Braem ve digerleri,
2012; Callewaert ve digerleri, 2013; Dimitriu ve digerleri, 2019). Bu sebeple saglikli siit
orneklerinde Corynebacteriaceae’nin yiliksek yogunlukta bulunmasi biiyiik oranda deriyle ile
iliskili mikrobiyom ile iligkilendirilebilir. Corynebacterium tiirlerinin meme igindeki rolii hala
bilinmemekle birlikte mastitis patojenlerine karsi koruyucu bir rolii olabilecegi
diistiniilmektedir. Corynebacterium ve diger genuslar arasinda denge i¢in rekabet ve patojen
bakterilerin inhibisyonu, daha 6nce mikrobiyom c¢alismalarinda bildirilmistir (Bomar ve
digerleri, 2016; Hardy ve digerleri, 2019).

Glincel bir ¢ok siit mikrobiyomu ¢alismasindan farkli olarak saglikli meme bezlerinin
mikrobiyotasi lizerindeki kuru donem tedavisinin etkilerinin arastirildig bir ¢alismada, en bol
bulunan cinsler Corynebacterium, Acinetobacter, Arthrobacter, Staphylococcus ve
Psychrobacter olarak tanimlanmig, yani Corynebacterium cinsi haricinde diger alintilanan
calismalarda bildirilenlerden farkli cinsler oldugu ortaya konulmustur. Calisma sonucunda
antimikrobiyal kuru donem tedavisi siit mikrobiyomunda herhangi bir etkiye sahip olmadigi
belirtilmistir (Bonsaglia ve digerleri, 2017). Derakhshani ve digerleri (2018c) ise penisilin ve
novobiosin kombinasyonu kullanilarak yapilan kuru donem tedavisinden sonra siit ve
kolostrum orneklerinde oldukga baskin olarak Pseudomonata filumuna ait bakteri cinslerinin

arttigini raporlamiglardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekler

Arastirmamizda Aydin ili siirlart icerisinde 100 bas ve ilizeri hayvan varligina sahip
belirlenen 4 ¢iftlikten meme bolgesinde kizariklik, sislik ve siitlerinde pihtilagma gibi mastitis
semptomlar1 gozlenen 115 adet mastitisli inek siitii ve aym g¢iftliklerden mastitis gegmisi
olmayan 20 saglikli inek siitii olmak tizere toplamda 135 adet siit 6rnegi toplandi. Siit 6rnekleri
National Mastitis Council (NMC) tarafindan bildirilen sartlarda aseptik sartlarda toplanmustir.
Hayvanlarin meme baslar1 %70 etanol ile dezenfekte edildikten sonra mastitisli memelerden
yaklasik 10 ml siit koruyucu igermeyen steril plastik siselere alindi1 (National Mastitis Council
[NMC], 2016). Alinan siit rnekleri strafor igerisinde kuru buz ile Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Veterinerlik Mikrobiyolojisi Anabilim Dalina en kisa siirede getirilerek

analiz islemine kadar -20 °C'de saklanmuistir.

3.1.2. Cihazlar

Calisma kapsaminda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Anabilim Dali’nda bulunan spektrofotometreler (Nanodrop
Maestro, Maestrogen; Qubit 2.0 Fluorometer, Thermo Fisher Scientific), termal kuru blok 1sitc1
(HB120-S, DragonLab), santrifiij (Minispin Plus, Eppendorf), sogutmali santrifiij (NF 800R,
Niive), doku pargaliyict (TissueLyser 11, Qiagen), distile su cihaz1 (ND 12, Niive), etiiv (EN
500, Niive), termal dongiileyici (Prima-Trio, Himedia), giivenlik kabini (S2020, Thermo
Scientific) elektroforez gii¢ kaynagi (250-90, Thermo Scientific), oxford nanopore dizileme
cihaz1 (Nanopore MinlON), otoklav (NC 90M, Niive), hassas terazi (Basiclite, Sartorius), UV
jel goriiniitiileme sistemi (Infinity VX2 1100-26MX, Vilber Lourmat) ve vorteks (MX-S,
DragonLab) kullanildi.
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3.1.3. Kullanilan Soliisyonlar ve Besiyerleri

3.1.3.1. Kanh Agar (HiMedia M073)

Blood Agar 40 gr
Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dakika sterilizasyon isleminden sonra 50°C’ye kadar sogutulup, i¢ine %5

oraninda defibrine koyun kani ilave edilerek 12,5 ml steril plastik petrilere dokiildii.

3.1.3.2. Eosin Methylen-Blue Lactose Sucrose (EMB) Agar (HiMedia M022S)

Eosin Methylene Blue Agar 37,5 gr
Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dakika sterilizasyon isleminden sonra 50°C’ye kadar sogutulup 12,5 ml
steril plastik petrilere dokiildii.

3.1.3.3. Tryptic Soy Agar (Merck 1.05458.0500)

Tryptic Soy Agar 40 gr
Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dakika sterilizasyon isleminden sonra 50°C’ye kadar sogutulup 12,5 ml
steril plastik petrilere dokiildii.

3.1.3.4. Triple Sugar Iron (TSI) Agar (Merck 1.03915.0500)

Triple Sugar Iron Agar 65 gr

Distile su 1000 ml
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Hazirlanan karisim cam tiiplere 7’°ser ml aktarilip portiiplere yerlestirildikten sonra 121

°C’de 15 dakika sterilizasyon sonrasi tlipler yatik sekilde oda sicakliginda soguymaya birakildi.

3.1.3.5. Urea Broth (Merck 1.08483.0500)

Urea Broth 38.5gr

Distile su 1000 ml

Yiiksek 1siya maruz birakilmadan hazirlanan karisim dnceden sterilizasyonu yapilmis
cam tiiplere 0.22 pm enjektor filtre (Minisart High Flow PES, Sartorius) ile 4’er ml aktarilarak

hazir hale getirildi.

3.1.3.6. Kovac’s Indol Ayirac1 (Merck 1.11350.0001)

Ure broth igerisindeki kiiltiirlerin her birine 0.5 ml damlatilarak test gerceklestirildi.

3.1.3.7. Oksidaz Testi (Merck 1.00181.0002)

Test edilecek bakteri kiiltiirleri test stripleri izerinde uygulandi.

3.1.3.8. Gram Boyama (HiMedia K001L)

Kristal viyole, distile su, lugol ¢ozeltisi, %95 ethanol, sulu fuksin kullanilmistir.
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3.1.3.9. Primerler

Enteropatojenik E.coli (EPEC) (bfpB); EPEC/Enterohemorajik E.coli (EHEC) (eae);
Enterotoksijenik E.coli (ETEC) (estlb); Enteroagregatif E.coli (EAEC) (pic); Enteroagregatif
E.coli (EAEC) (aafll); Enteroinvaziv E.coli (EIEC) (ipaH); Enteroinvaziv E.coli (EIEC) (virF);
Diffuz adherent E.coli (DAEC) (daaE); diger patotipler (astA) ve E.coli kontrol i¢in uidA

primerleri ile PCR islemleri yapildi. Kullanilan primer dizilimleri, konsantrasyonlari, patotip

belirlenmesindeki hedef genler, gen bdlgeleri, hedeflenen amplikon boyutlart Tablo 2’de

belirtilmistir.

Tablo 2. E. coli izolatlarimin genotipik identifikasyonu ve patotiplerinin belirlenmesinde

kullanilan primerler (Chandra ve digerleri, 2013).

Patoti Hedef Driin Gen Primer Amplikon Konsanstrasyon
P Gen Bilgesi 5_3 Boyutu (=M)
Bundle i F 5-GACACCTCATTGCTGAAGTCG-3'
EPEC bfpB forming pilus Plazmid 910 bp 0.2
protein R 5'-CCAGAACACCTCCGTTATGC-3'
EPEC/ I Kromozo  F5.TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT-3'
eae Intimin 482 bp 0.2
EHEC m
R 5-GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG-3'
st shica toksin 1 Faj F 5’-CGATGTTACGGTTTGTTACTGTGACAGC-3' 244 bp 0.2
EHEC g R 5'-AATGCCACGCTTCCCAGAATTG-3'
stz shica toksin 2 Faj F5-GTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAG-3' 324bp 0.2
9 R 5'-AGCGTAAGGCTTCTGCTGTGAC-3'
ETEC estlh Istya dayanikls Plazmid F5-TGTCTTTTTCACCTTTCGCTC-3 171bp 0.2
toksin R 5-CGGTACAAGCAGGATTACAACAC-3'
ipaH i;l\;zr%/%n Plazmid F5-CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGG-3' 933 bp 0.3
EIEC antijeni R 5-GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC-3'
W Transkripsyone  Plazmid  © 9 -AGCTCAGGCAATGAAACTTTGAC-3 618 bp 02
1 regiilator virF R 5-TGGGCTTGATATTCCGATAAGTC-3'
. ) Kromozo  F5-AGCCGTTTCCGCAGAAGCC-3'
pic Serin proteaz 1111 bp 0.2
EAEC tastyict m R 5'-AAATGTCAGTGAACCGACGATTGG-3'
aafll ade/l:\fr:se%?r:tf)ria Plazmid F 5-CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG-3' 378bp 01
111 protein R 5-ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC-3'
Kromozo F 5-GAACGTTGGTTAATGTGGGGTAA-3'
DAEC daaE Dr adhezin 542 bp 0.1
protein m R 5-TATTCACCGGTCGGTTATCAGT-3'
Diger Plazmid / F5-TGCCATCAACACAGTATATCCG-3'
Patotiol astA Enteroagregatif | =" - 102 bp 0.3
atotipler toksin n R 5-ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT-3'
F 5’-ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGC-3’
E. coli B-d- Kromozo
) 1487 bp 0.2
Kontrol glukuronidaz m

R 5’-AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG-3’
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3.1.3.10. Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (Thermo Fisher Scientific B49)

50X TAE Tamponu 10 ml

Distile su 490 ml

Agaroz jel elektroforezi igin 50x Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu kullanildi.

3.1.3.11. Jel Agaroz (invitrogen 16500100)

Hazirlanan TAE tampon ¢ozeltisi ile jel elektroforezis islemi i¢in %2 oraninda jel agaroz

eklendi.

3.1.3.12. DNA lsaretleyicisi (GeneRuler 100 - 10.000 bp Ready-to-use SM1173)

Jel elektroforezinde amplikon boyutlarinin tespiti i¢in 3 pl kullanildi.

3.1.3.13. Jel Yiikleme Boyasi (Hibrigen 6x Mavi MG-YBM-01)

1 pl 6x jel ylikleme boyast 5 ul DNA 6rnegi ve DNA Ladder i¢in kullanildi.

3.1.4. DNA Ekstraksiyonu (FUJIFILM QuickGene DNA Tissue Kit S 637-23559)

Mastitisli ve saglikli siit 6rneklerin DNA ekstraksiyonu FUJIFILM QuickGene DNA
Tissue Kit S ile gergeklestirildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Escherichia coli Fenotipik izolasyon

Mastitisli siit 6rneklerinin (n=115) %5 Koyun Kanli Agar ve Eosin Methylen-blue
Lactose Sucrose (EMB) Agar’a inokulasyanlar1 gergeklestirildi. inokulasyonu gerceklestirilen
ornekler 37 °C’de 24-48 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyona birakilan petriler 24 ve 48
saat sonucunda kontrol edilerek Kanli Agar’da gram negatif siipheli koloniler ve EMB Agar
besiyerinde siyah koloni ile beraber metalik refle tespit edilen koloniler Tryptic Soy Agar
(TSA)’da saflastirildi. Saflastirilan kolonilerden yapilan gram boyama sonucunda Gram negatif
basil mikroskobik teshisi konulanlara oksidaz testi uygulandi. Oksidaz testi negatif tespit edilen
izolatlar sonrasinda Mannitol fermentasyon besiyeri, Triple Sugar iron Agar (TSIA), Ure broth
besiyerlerine inokulasyonlar1 gergeklestirildi. Mannitol fermentasyon besiyerinde pozitif
reaksiyon, TSIA besiyerinin tamaminda asit olusumu sonrast sar1 renk olusumu goriilen ve Ure
broth besiyerinde reaksiyon negatif izolatlara yine Ure broth besiyerinde indol testi uygulandi.
Son olarak indol testi pozitif olarak tespit edilen izolatlarin fenotipik Escherichia coli olarak

identifikasyonu yapildi (Hogan ve digerleri, 1999).

Saglikli siit 6rnekleri (n=20) %5 Koyun Kanli Agar’a inokulasyonlar1 gergeklestirildi.
Inkubasyona birakilan petriler 24 ve 48 saat sonucunda kontrol edilerek bakteriyel {ireme tespit

edilen 6rnekler ¢calismadan ¢ikarildi.

3.2.2. Genotipik E. coli izolasyonu

Fenotipik olarak tamimlanan E. coli izolatlarindan kaynatma yoluyla DNA
ekstraksiyonu gerceklestirildi. izolatlardan bir 6ze dolusu koloni 0.5 ml steril distile su bulunan
ependorf tiipe aktarildi. Vorteks yardimi ile homojenizasyon yapildiktan sonra termal blokta
100 °C’de 15 dakika inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasinda hiicre kalmtilarim ve
denatiire olmus proteinleri ¢oktiirmek amaciyla 13.500 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapildi.
Santrifiij sonrasinda serbest kalan genomik DNA’y1 ig¢eren iist faz (siipernatant) yeni steril
eppendorf tiiplere aktarilarak molekiiler analiz islemine kadar -20 °C'de saklandi1 (Dashti ve
digerleri, 2009).
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DNA &rneklerinin tiir spesifik identifikasyonu amaciyla /8 -d-glucoronidase kromozom
gen bolgesinden elde edilen uidA genine spesifik primer ile yapilan PCR islemi gergeklestirildi.
PCR reaksiyonu 25 pL toplam hacimde gergeklestirilmistir. 23 6rnek ile birlikte E. coli ATCC
25922 izolat1 pozitif kontrol olarak kullanildi. Reaksiyon karisiminin son konsantrasyonu 10
uL 2X Taq master miks, 0,5 pL. 50 mM magnezyum kloriir (MgCl,), 12,5 uL deiyonize su ve
1 uL kalip DNA igerecek sekilde ayarlanmistir.Hazirlanan master mikslere eklenecek uidA
primer konsantrasyonu 0.2 puM olarak belirlenmistir. Tablo 3’de PCR termal dongi

kondisyonlar1 belirtilmistir.

Tablo 3. E. coli 16S rRNA uidA gen bolgesi PCR 1s1l dongii ve siire diyagrami (Miiller ve
digerleri, 2007).

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangig 1 94°C 5dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 30 62°C 30 sn
Uzama 72°C 90 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C 0

PCR iriinleri %2 agaroz jelde yiirlitme islemi ic¢in olusturulan 25 pl> lik PCR
iirinlerinden 10’ar pl pipet yardimiyla alinip, 3 pl 6x loading dye ile karistirilarak jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucuga yiiklendi. Jele, ornekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglanarak 80V 500A
akimda 40 dakika yiiriitiildii. Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, Vilber Lourmat
jel goriintiileme sisteminde incelenerek UV 15181 altinda bant uzunluklar degerlendirildi.
sonrasinda 1487 bp’de amplikon uzunluklarinda bant olusturan 6rnekler E. coli olarak tespit
edildi (Miiller ve digerleri, 2007). Fenotipik olarak Escherichia coli identifikasyonu yapilan
izolatlarin tamami genotipik olarak bu sekilde 16S PCR ile dogruland.
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3.2.3. E. coli Patotip identifikasyonu

Genotipik olarak da Escherichia coli olarak tespit edilen izolat DNA’lari ile patotiplerinin
belirlenmesi i¢in; Enteropatojenik E.coli (EPEC) (bfpB), EPEC/ Enterohemorajik E.coli
(EHEC) (eae), Enterotoksijenik E.coli (ETEC) (estlb), Enteroagregatif E.coli (EAEC) (pic,
aafll), Enteroinvaziv E.coli (EIEC) (ipaH, virF), Diffuz adherent E.coli (DAEC) (daaE), diger
patotipler (astA) primerleri kullanilarak PCR islemleri yapildi. PCR reaksiyonu 25 pL toplam
hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisiminin son konsantrasyonu 10 pL 2X Taq master
miks, 1 uL. 50 mM magnezyum kloriir (MgClz), 11 pL deiyonize su ve 1 pL kalip DNA icerecek
sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan master mikslere eklenecek primer konsantrasyonlart bfpB,
eae, estlb, pic, virF, stx1, stx2 i¢in 0.2 uM; aafll, daak i¢in 0.1 uM; astA ve ipaH i¢in 0.3 uM
olarak belirlenmistir. PCR termal dongii kondisyonlari asagidaki Tablo 4’de belirtilmistir.

Tablo 4. Multipleks PCR 1s1l dongii ve siire diyagrami (Chandra ve digerleri 2013).

Basamak Dong Sicaklhik Siire
Sayis1

Baslangig 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 35 62°C 30 sn
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C 00

PCR iirlinlerine %2 agaroz jelde yiiriitme islemi gerceklestirildi. Olusturulan 25 pl’ lik
PCR iirlinlerinden 10’ar ul pipet yardimiyla alinip, 3 pl 6x loading dye ile karistirilarak jeldeki
uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi. Jele, 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglanarak 80V
500A akimda 40 dakika yiiriitiildii. Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, Vilber
Lourmat jel goriintiileme sisteminde incelenerek UV 15181 altinda bant uzunluklar1 her biri i¢in

ayri ayri degerlendirildi. Yiriitme sonrasinda 1111 bp (pic) ve 378 bp (aafll) amplikon
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seviyesinde tespit edilen 6rnekler EAEC; 618 bp (virF) ve 933 bp (ipaH) amplikon seviyesinde
tespit edilen ornekler EIEC; 244 bp (stx1) ve 324 (stx2) bp amplikon seviyesinde tespit edilen
ornekler EHEC; 910 bp (bfpB) amplikon seviyesinde tespit edilen 6rnekler EPEC; 482 bp (eae)
amplikon seviyesinde tespit edilen drnekler EPEC/EHEC; 171 bp (est1b) amplikon seviyesinde
tespit edilen 6rnekler ETEC; 542 bp (daaE) amplikon seviyesinde tespit edilen 6rnekler DAEC;
102 bp (astA) amplikon seviyesinde tespit edilen ornekler diger patotipler olarak
degerlendirildi.

3.2.4. Siit Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in mastitisli ve normal siit drneklerinden 5 ml kullanild. Tlk olarak
steril falkon tiliplerine alinan siit ornekleri trigliserit, yag globiilleri ile siit serumu olarak
adlandirilan protein olarak zengin kismin bakteri ve somatik hiicrelerden ayrilmasi amaciyla
sogutmali santrifiijde 4°C’de 6.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 bakteri
ve somatik hiicrelerin bulundugu pelet kismi ve yag kisminin bulundugu en iist kisim arasindaki
stit serumu olarak adlandirilan yar1 saydam sivi yag boliimii karistirilmadan dikkatlice alinarak
uzaklastirildi (JerSek, 2014; Lima ve digerleri, 2018). Elde edilen pelet, yag karisimina 200 pl
phosphate-buffered saline (PBS) eklenerek vorteks islemiyle homojen karigim elde edildi ve

sonrasinda steril eppendorf tiipe aktarildi.

Siit serumunda bulunan proteinlerin ayrilmasi i¢in yapilan 6n santrifiij sonrasinda PBS
ile sulandirilan pelet-yag karisimina DNA ekstraksiyonu i¢in Fujifilm QuickGene DNA Tissue
Kit S protokolii firmanin talimatlari dogrultusunda modifiye edilerek uygulanmaya baglandi.
[k olarak homojenizasyon i¢in 6rnek iizerine 250 ul MDT tamponu ile birlikte mekanik
pargalama i¢in 6rneklere, 3 adet cam boncuk (0.1 mm ¢apinda) eklenerek doku par¢alama
(Qiagen - TissueLyser II) cihazinda 3.000 rpm hizda, 120 saniye siireyle 2 kez homojenizasyon
islemi gergeklestirildi. Lizis i¢in homojenize edilen karisima 25 ul EDT tamponu eklenerek
ornekler 55°C'de 60 dakika siireyle termal blokta (DLAB HB120-S Dry Bath) inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 13.500 rpm hizda 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen
iist fazdan (slipernatant) 200 ul alinarak yeni bir 1.5 ml'lik eppendorf tiipe aktarildi. RNA
kontaminasyonunu gidermek amaciyla 6rnege 20 pl RNaz A eklenerek vorteks islemi
gerceklestirildi. Sonrasinda kapaklarda kalan sivilar1 gidermek amaciyla kisa siireli santrifiij

(flash spin down) yapilmustir. Ornekler oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildikten sonra 180
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ul LDT tamponu eklenerek ornekler tekrar maksimum hizda 15 saniye boyunca vortekslendi
ve ardindan kisa siireli santrifiij (flash spin down) islemi uygulandi ve termal blokta 70 °C'de
10 dakika siireyle inkiibe edildi.inkiibasyon sonrasinda yine vorteks ile flash spin down
uygulamasi yapilarak lizat elde edildi ve Fujifilm press cihazi (QC-Mini 480) kartuslara
yerlestirilen eppendorf tiip icerisindeki ekstraksiyon filtrelerine transfer edildi. Filtrelerde
bulunan lizatlara cihaz hava basinci iglemi uygulandi. Sonrasinda cihaz igerisindeki filtrede
bulunan lizatlara yikama islemi i¢in 750 ul WDT soliisyonu eklenerek hava basinci islemi
uygulandi. Yikama islemi 3 kez ayni sekilde yapildiktan sonra eliisyon islemi i¢in filtrelerin
bulundugu eppendorf tiipler atilarak yeni steril tiipler yerlestirildi. 40 pl CDT soliisyonu
filtrelere eklenerek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda tekrar hava basinci
uygulanarak elde edilen DNA’lar yeni eppendorf tiiplere alindi. DNA 6rneklerinin Qubit 2.0
fluorometer ile oOlglimleri yapildi. DNA miktarlar1 kayit altina alinan Ornekler patotip
tayinlerinden sonra gruplandirilarak mikrobiyom analizinde kullanilincaya kadar -20 derin

dondurucuda saklandi (Tablo 5).
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Tablo 5. Secilen 6rneklerin DNA Slglimleri.

Nl'l(');ll:;l;s] DNA élgiimleri (ng/pl)
Vi 54,60
v2 94,20
v3 63,40
va 16,50
ve 116,00
Vs 80,60
V7 10,98
Y10 19,50
e 32,60
s 54,40
K1 25,40
Ko 13,50
K3 18,20
K4 16,40
KS 14,80
K6 20,40

3.2.5. Mikrobiyom Analizi

Mikrobiyom analizleri i¢in E. coli patotiplendirmeleri yapilmis siitlerden DNA izole
edilen 10 6rnedi iceren 6 ¢alisma grubu ve saglikli siitlerden DNA izole edilen 6 6rnedi iceren
1 kontrol grubu olusturuldu. Gruplardaki 6rnekler Y1, Y2 (Grup 1); Y3 (Grup 2); Y4 (Grup 3);
Y9 (Grup 4); Y5, Y7, Y10 (Grup 5); Y6, Y8 (Grup 6); K1, K2, K3, K4, K5, K6 (Kontrol grubu)
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olacak sekilde olusturuldu (Tablo 6). Gruplarda bulunan 6rnekler igin 16S rRNA barkoding kit
protokolii uygulandi.

Tablo 6. Mikrobiyom analizleri i¢in 6rneklerin grup dagilimlari.

G Ornek
rup
Numarasi

Grup 1 Y1

Y2

Grup 2 Y3

Grup 3 Y4

Grup 4 Y9

Y5

Grup 5 Y7

Y10

Grup 6 Y6

Y8

K1

K2

Kontrol K3

K4

K5

K6

Bu gruplar igerisinde bulunan 10 E. coli patotipine sahiplendirilmesi ig¢in tespit edilen
farkli patotipler ve saglikli siitlerden izole edilen DNA oOrnekleri gruplandirilarak 16 adet

havuzda toplanmig drneklere barkod numarasi verilmek tizere PCR islemi yapildi. Amplikon
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kiitiiphanelerinin olusturulmast i¢in kullanilacak primer c¢ifti 16S rRNA geninin V1-V9
bolgesini kapsayan yaklasik 1500 bp’lik bolge hedeflenmistir (Klindworth ve digerleri, 2013;
Zeng ve digerleri, 2013). Hedef spesifik primer ciftlerinin 5° ucuna, olusturulan kiitiiphanenin
Oxford Nanopore Technologies Nanopore barkod DNA dizileri eklenmistir. 16S rRNA’ya 6zgi
hedef spesifik primer-konnektor sekanslari ileri primer icin 5’-
TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC - AGRGTTTGATYHTGGCTCAG -3’ ve geri primer igin
5°- ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC - TACCTTGTTAYGACTT -3’ seklindedir. ilk PCR
Proof Reading DNA Polymerase 2x Reaction Mix ve her bir primerden 200 nm kullanilarak
uygulanmistir. PCR {irlinli agaroz jelde yiiriitiilerek boyutu (~1450 bp) dogrulandi. Barkod
primerlerinin kuyruklara baglanmasi amaciyla yapilan PCR isleminden sonra DNA yogunluk
Ol¢timii gergeklestirildi. 1ml’de en az 20 ng DNA icermesi hedeflendi. Siit 6rrneklerinden elde
edilen DNA’lar Qubit 2.0 fluorometer ile olgiilerek 16S Barcoding Kit 24 V14 (SQK-
16S114.24) protokoliinde belirtildigi sekilde yogunluklar1 ayarlandi1 ve sonrasinda barkodlama
PCR islemi gerceklestirildi (Tablo 7, Tablo 8).

Tablo 7. Barkod PCR karisim oranlari.

Bilesen Miktar (ul)
LongAmp Tag 2X Master Mix 25 ul
Barcod Primer 10 ul
ddH.0 5ul

Kalip DNA 10 pl
Toplam 50 pl
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Tablo 8. Barkod PCR 1s1l dongii ve siire diyagrami.

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangic 1 95°C 3dk
Denattirasyon

Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 55°C 30 sn

25

Uzama 72°C 90 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C 0

PCR isleminden sonra iirinler PCR iiriinii purifikasyon kiti kullanilarak saflagtirildi.
Amplikon kiitiiphanesi hazirlanmasi igin Ligation sequencing kit (SQK-LSK109; Oxford
Nanopore Technologies) ve Native barcoding kit (EXP-NBD104-114; Oxford Nanopore
Technologies) protokolleri kullanildi. ik olarak 60 uL son hacimdeki &rneklerin (100-200
fmol) uglar1 hazirlanip, dA kuyruk eklenmis ve tamir islemi gercgeklestirildikten sonra
saflastirma islemi i¢in i¢in 0.5X MagBeads (MobiomX) kiti kullanildi. Native barkodlarin,
hazirlanmis uglara baglanmasi igin oda sicakliginda 10 dakika boyunca bekletildi. Numuneler
daha sonra saflastirilmis ve spektroflorimetrik olarak o6lgiildii. Barkodlanmis numunelerin her
birinden esit miktarda DNA alinarak tek bir tiipte 35 uL nihai hacime ulasilacak sekilde
birlestirildi. Adaptorler, barkodlu numunelerin uglarina baglanmis, saflastirilmis ve 6l¢timii
yapilmistir. Hazirlama iglemlerinden sonra 50 fmol kiitiiphane bir Spot-On akis hiicresine
(FLO-MIN106D) yiiklenmistir. Sekanslama ¢alismasi, Mk1C™ cihazinda (Oxford Nanopore
Technologies) MinKNOW™ yazilimi1 kullanilarak baglatildi. Yeterli veri elde edildiginde veya
72 saatlik maksimum ¢aligma siiresi tamamlandiginda sekanslama durdurularak elde edilen

veriler biyoinformatik analizine tabi tutuldu.

3.2.6. Biyoinformatik Analiz

Sekanslama isleminden sonra fast5 formatinda elde edilen sonuglar guppy yazilimi (base-
calling ve de-multiplexing) kullanilarak fastq formatina dondstiiriildii. 16S rRNA bdlgesi

ortalama 1500 bp oldugundan dolayi, 1250-1750 bp uzunlugundaki okumalar Trimmomatic
29



kullanilarak filtrelendi ve geri kalan okumalar analizin disinda tutuldu. Temizlenen okumalar,
python programlama dili kullanilarak 6zellestirilmis bir is akisiyla analiz edildi. Bu is akisi ile
filtreleme islemi sirasinda her sekans BLAST algoritmasi ile eslestirildi. Eslestirme
sonuglarinda %060'tan fazla referans1 kapsama ve %80 ikili benzerlige sahip dizilerin
taksonomik verileri alinarak bir OTU'lar olusturuldu. Olusturulan OTU (.biom) dosyasi ile
filogenetik analizlerin yapilabilmesi i¢in qiime2 platformunun sagladig: araclarla birlikte farkli
indexler kullanilarak alfa gesitlilik analizi, PCA (Temel Komponent Analiz), PCoA, beta
cesitlilik analizleri, biyobelirte¢ ve fenotip analizleri yapilmistir. Taksonomik siniflandirmalari
diizenlemek ve dinamik krona g¢izelgeleri hazirlamak i¢cin Mothur platformu kullanildi.
Analizlerde yer alan grafik ve tablolar python programlama dilinin kiitiiphaneleri ile yapildi.
Elde edilen kapsamli verilerden c¢ekirdek mikrobiyotay1 saptamak icin goriilen taksonlarin

%1°den fazla goriilmiis olanlar degerlendirildi (O’Donnell ve digerleri, 2017).
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Aragtirmamizda Aydin ili sinirlart igerisindeki ¢iftliklerden 115 adet inekten mastiitisli

ve ayni ¢iftliklerden toplamda 20 adet saglikli siit 6rnegi toplanmustir.

4.1.1. Fenotipik Bulgular

Mastitisli 115 siit 6rneginde tireyen Gram negatif siipheli koloniler ve EMB Agar’da
siyah ya da metalik refle olusturan kolonilerin saflastirilmasi sonrasinda Gram negatif basil
mikroskobik teshisi konulanlara ilk olarak oksidaz testi uygulandi. Oksidaz testi negatif tespit
edilen izolatlar sonrasinda Mannitol fermentasyon besiyeri, Triple Sugar Iron Agar (TSIA) ve
Ure broth besiyerlerine inokulasyonlar1 gergeklestirildi. Mannitol fermentasyon testi pozitif,
TSIA’da besiyerinin tamaminda asit olusumu sonrasi sar1 renk olusumu goriilen ve Ure broth
besiyerinde negatif reaksiyon, indol testi pozitif olarak tespit edilen izolatlarin fenotipik
Escherichia coli olarak identifikasyonu yapildi. Mastitisli 115 siit 6rneginin 23’iinde (%20) E.
coli tespit edildi.
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Resim 1. EMB Agar’da E. coli izolati.

4.1.2. Genotipik Bulgular

Fenotipik olarak tespit edilen 23 Escherichia coli izolat DNA’lar1 ile uidA gen bolgesi
primeri kullanilarak yapilan PCR islemi sonucunda %2'lik agaroz jel elektroforezi ile analiz
edildi. 23 Escherichia coli izolatinin tamaminda uidA i¢in 1487 bp hedeflenen amplikon

bolgesinde bantlar tespit edilerek genotipik olarak da dogrulandi.
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Resim 2. E. coli 16S rRNA uidA gen bolgesi PCR goriintiisii. M: 100 bp DNA isaretleyicisi; P:
Pozitif kontrol; N: Negatif kontrol; 1-12: uidA PCR pozitif 6rnekler.

4.2. E. coli Patotip Bulgular:

23 E. coli izolatinin patotiplerinin tespiti i¢in uygulanan PCR islemleri sonrasi,
amplikonlar %2'lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Analiz sonucunda 9 izolat ETEC,
8 izolat ETEC+EHEC (stx1), 3 izolat ETEC+EPEC/EHEC(eae)+EHEC (stx1), 1 izolat
ETEC+EPEC/EHEC(eae), 1 izolat ETEC+EPEC/EHEC(eae)+EHEC(stx2), 1 izolat
ETEC+EPEC/EHEC(eae)+EHEC(stx1)+EHEC(stx2) olarak tespit edildi (Sekil 2).
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WETEC

B ETEC+EHEC (stx1)

M ETECHEPEC/EHEC(eae)

¥ ETEC+EPEC/EHEC(eae)+ EHEC (stx1)
B ETEC+EPEC/EHEC( eae)+EHEC (stx2)

B ETEC+EPEC/EHEC{eae)+EHEC (stkl}+EHEC (stx2)

Sekil 2. E.coli izolatlarinin patotiplerinin diyagrami.

4.3. Mikrobiyom Bulgular1

Arastirmamizda kullanilan saglikli siitlerden elde edilen DNA’lar kontrol grubu (K1-K6)
olarak ve mastitisli siit drneklerinden (Y1-Y10) izole edilen E. coli patotiplerinden elde edilen
DNA’lar kontrol gruplarini olusturmustur. Arastirmamizda 1 kontrol ve 6 aragtirma grubu
olmak tizere gore toplam 7 grupta mikrobiyom analizleri yapilmistir. Analiz i¢in segilen
orneklerin grup bilgileri, ekstraksiyon yapilan 6rneklerin ve PCR iiriinlerinin Qubit 2.0

fluorometer ile 6lgiilen DNA yogunluklar1 Tablo 9’da belirtilmistir.
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Tablo 9. Mikrobiyom analiz gruplari.

Ornek DNA PCRiiriinii
Grup Patotipler ol¢iimleri ol¢iimleri
Numarasi
(ng/pl) (ng/pl)
Y1 54,60 79,60
Grup 1 ETEC+EPEC/EHEC(eae)+EHEC ' '
(stx1) Y2 94,20 60,60
ETEC+EPEC/EHEC(eae)+EHEC
Grup 2 (stx1)+EHEC (stx2) Y3 63,40 67,20
Grup 3 ETEC+EPEC/EHEC(eae) Y4 16,50 78,80
Grup 4 ETEC+EPEC/EHEC(eae)+EHEC Y9 116,00 104,00
(stx2)
Y5 80,60 61,00
Grup 5 ETEC Y7 10,98 110
Y10 19,50 97,00
Y6 32,60 79,40
Grup 6 ETEC+EHEC (stx1) ' ’
Y8 54,40 89,40
K1 25,40 52,20
K2 13,50 67,80
Kontrol Saglikli K3 18,20 50,10
K4 16,40 47,60
K5 14,80 53,40
K6 20,40 58,70
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4.3.1. OTU Temelli Benzerlik Analiz Bulgulari

Calismada kontrol grubunun tamaminda 1.520.384; E. coli mastitis grubunun
tamaminda 3.582.136 okuma gergeklestirilerek toplamda 5.102.520 OTU tespit edildi.

E. coli mastitis enfeksiyonlu sigirlardan alinan siit numuneleri (Y grubu) ile saglikli
kontrol grubu (K grubu) arasindaki OTU benzerlik mesafeleri Sekil 3’deki 1s1 haritast ile
gosterilmektedir. Bu analize gore, E. coli mastitis enfeksiyonunun siitiin mikrobiyal yapisinda
onemli degisikliklere yol actig1 ve iki grup arasinda belirgin bir farklilik oldugu dengeli bir
sekilde goriilmektedir.

Similarity Distance of Samples by OTU

%Y5

%Y6

%Y10

%Y7

%Y8

%Y2

%Y1

%Y4

%Y3

%Y9

%K1

%K2

%K3

Y%oK4

%K5

%K6

%Y5
%Y6
%Y7
%Y8
%Y2
%Y1
%Y4
%Y3
%Y9
%K1
%K2
%K3
%K4
%K5
%Ko

%Y10

Sekil 3. E. coli mastitisli ve saglikli siit orneklerinin OTU’larinin benzerlik analiz grafigi.
Y1-Y10: E. coli mastitisli siit 6rnekleri; K1-K6: Saglikli siit 6rnekleri
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4.3.2. Temel Komponent Analiz (PCA) Bulgulari

Kontrol grubu ve mastitis grubu arasindaki iki boyutlu (2D) temel komponent analizi
(PCA), E. coli mastitis enfeksiyonunun siitiin mikrobiyom yapisinda meydana getirdigi belirgin
ayriligi ortaya koymaktadir. Kontrol grubu 6rnekleri PC1 (Birinci Temel Bilesen) X ekseni
tizerinde pozitif degerlerde (ortalama 19.08) konumlanirken, mastitis grubu 6rnekleri PC1
ekseni iizerinde negatif degerlerde (ortalama -11.45) konumlanmustir. Iki grup arasindaki PC1
ekseni lizerindeki fark yaklagik 30.53 birim olup, bu fark E. coli enfeksiyonunun siitiin
mikrobiyom yapisinda meydana getirdigi belirgin disbiyozisi gostermektedir. Ayrica, kontrol
grubu 6rnekleri PC2 (ikinci Temel Bilesen) y ekseni iizerinde genis bir aralikta dagilmis (-22.52
ile 24.73) olup, mastitis grubu 6rnekleri ise dar bir aralikta (-9.17 ile -7.61) konumlanmistir. Bu
durum, saglikli siitlin mikrobiyomunun bireysel farkliliklar gosterirken, E. coli mastitis
enfeksiyonunun siitiin mikrobiyomunu daha homojen bir sekilde degistirdigini gostermektedir

(Sekil 4).

Alt1 patotip grubunun 2 boyutlu PCA analizi sonucunda, E. coli mastitis enfeksiyonunun
patotip-spesifik olarak kiiciik farklar ile siitiin mikrobiyom yapisini degistirdigi belirlenmistir.
Grup 1 ornekleri PC1 ekseni lizerinde -11.72 ile -11.59 araliginda (ortalama -11.65), Grup 2
PC1 ekseni tizerinde -12.02'de, Grup 3 -11.17'de, grup 4 -11.62'de konumlanmistir. Grup 5 PC1
ekseni tizerinde -11.54 ile -10.71 araliginda (ortalama -11.16), Grup 6 6rnekleri ise -11.56 ile -
11.33 araliginda (ortalama -11.44) konumlanmistir. Tiim patotip gruplar1 PC1 ekseni iizerinde
benzer negatif degerlerde konumlanmis olup, bu durum alti patotip grubunun siitiin
mikrobiyomunda birbirine benzer degisiklikleri meydana getirdigini gostermektedir. Ancak,
PC2 ekseni 1lizerindeki dagilim incelendiginde, gruplar arasinda anlamli farkliliklar
g6zlenmistir. Grup 5 ornekleri PC2 ekseni tizerinde ortalama -7.84 konumlanirken; grup 2 PC2
ekseni lizerinde -9.17°de konumlanmistir. Grup 5 ile Grup 2 arasindaki PC2 fark: 1.33 birim
olup, bu fark mastitis gruplar1 arasinda gézlenen en biiyiik farki temsil etmektedir. Grup 3 PC2
ekseni tlizerinde -8.19, grup 6 -8.27, grup 4 -8.42 ve grup 1 ortalama -8.53 iizerinde
konumlanmustir. Grup 5 ile grup 2 arasindaki PC2 farki mastitis gruplari arasinda gézlenen en
biiyiik fark: temsil etmektedir. Grup 2’nin en diisiik PC2 degerine sahip olmasi, bu patotipinin
stitiin mikrobiyomunda diger patotiplerden farkli bir ikincil mikrobiyom degisikligi meydana
getirdigini gostermektedir. Buna karsin, grup 5’de daha yiliksek PC2 degerlerine sahip olmasi

ve grup Orneklerinin aralarinda daha genis bir aralik (0.69 birim) gostermesi, bu patotiplerin
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sitin mikrobiyomunda daha heterojen bir ikincil degisiklik profili olusturdugunu

gostermektedir (Sekil 4).

pC2

PC1

Sekil 4. Orneklerin 2 boyutlu Temel Komponent Analiz (PCA) grafigi.
B E. coli mastitisli siitler; ® Saglikls siitler; *: Genel ortalama

Alt1 patotip grubunun 3D PCA analizi sonucunda, E. coli mastitis enfeksiyonunun
patotip-spesifik olarak siitiin mikrobiyom yapisini degistirdigi belirlenmistir. PC3 (Ugiincii
Temel Bilesen) ekseni tizerindeki dagilim incelendiginde grup 3 en yiiksek degerde (-2.46)
konumlanirken, grup 2 en diisiik degerde (-3.17) konumlanmustir. Grup 1 -2.80, grup 4 -2.64,
grup 5 -2.88 ve Grup 6 ortalama -2.82 biriminde konumlanmustir. Grup 2 ile grup 5 arasindaki
PC3 farki 0.29 birim olup, bu fark 2D analizde gozlenen PC2 farkina benzer sekilde, bu iki
patotip grubunun siitiin mikrobiyomunda farkli profiller olusturdugunu gostermektedir. Grup 3
ile grup 2 arasindaki PC3 farki ise 0.71 birim olup, mastitis gruplar1 arasinda gézlenen en biiyiik
PC3 farkidir. PC3 ekseni {izerindeki bu farklar, farkli E. coli patotiplerinin siitiin

mikrobiyomunda ti¢lincii seviye degisiklikleri meydana getirdigini gostermektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Orneklerin 3 boyutlu Temel Komponent Analiz (PCA) grafigi.
W E. coli mastitisli siitler; L Sagliklu siitler; % Genel ortalama

4.3.3. Alfa Cesitlilik Analizi Bulgulari

Kontrol grubu 6rneklerinin Shannon indeks degeri ortalamasi 5,49 olarak saptanmustir.
Bu yiiksek Shannon indeks degerleri, saglikli siitiin mikrobiyomunun yiiksek mikrobiyal

cesitliligine ve dengeli bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir.

Mastitis gruplart Shannon indeks degerlerine gore yiiksekten diisiige dogru
siralandiginda; grup 6 (1,25), grup 5 (1,10), grup 2 (0,84), grup 4 (0,53), grup 1 (0,50), grup 3
(0,47) seklinde bir dagilim ortaya ¢ikmaktadir. Grup 6 ve grup 3 arasindaki Shannon index farki
0,77 olup, bu fark patotiplerin ¢esitlilik agisindan farkli profiller gosterdigini gostermektedir.

E. coli mastitis gruplarindaki drnekler kendi aralarinda incelendiginde; grup 5 ve grup 6
ornekleri, grup iginde belirgin Shannon indeks varyasyonu gostermektedir. Grup 5'te 6rnekler
arasinda Shannon index farki 1,74 olup, grup 6'da ise 1,87 olmustur. Buna karsin, diger grup

ornekleri kendi gruplari igerisinde daha homojen bir Shannon index profili gostermektedir.

Kontrol grubu ornekleri incelendiginde ise en yiiksek Shannon indeks degeri 6,05 ile
K1’de, ikinci en yiiksek deger ise 5,81 ile K2 6rneginde tespit edilmistir. Diger 4 6rnegin
degerleri 5,2-5,3 seviyesinde saptanmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Orneklerin Shannon indeks grafigi.
¥ E. coli mastitisli siitler; ® : Saglikl siitler

Kontrol grubu &rneklerinin Chaol ortalamasi 227,33 olarak saptanmistir. Bu yiiksek
Chaol degerleri, saglikli siitiin mikrobiyomunun zengin bir mikrobiyal cesitlilige ve yiiksek

takson zenginligine sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 7).

Mastitis gruplari Chaol indeks degerlerine gore yiiksekten diisiige dogru siralandiginda;
grup 6 (47,50), grup 3 (47,00), grup 2 (39,00), grup 5 (36,33), grup 1 (30,00), grup 4 (23,00)
seklinde bir dagilim ortaya ¢ikmaktadir. Grup 6 ile grup 4 arasindaki Chaol farki 24,50 olup,
bu fark patotiplerin farkli profiller gosterdigini gostermektedir.

E. coli mastitis gruplarindaki drnekler kendi aralarinda incelendiginde; grup 5 ve grup 6
ornekleri, grup i¢inde belirgin Chaol varyasyonu gostermektedir. Grup 5'te Chaol farki 23,00
olup, grup 6'da ise 35,00 olmustur. Buna karsin, diger grup 6rnekleri kendi gruplari igerisinde
daha homojen bir Chaol profili gostermektedir. E. coli mastitis 6rneklerinde grup bazinda
ortalama degerler incelendiginde Shannon index ve Chaol verilerinin uyumlu oldugu

goriilmektedir.
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Kontrol grubu ornekleri incelendiginde ise en yliksek Chaol degeri 505 ile K2’de, en
diisiik deger ise 58 ile K1 orneginde tespit edilmistir. Diger 4 6rnegin degerleri 180-198

arasinda saptanmistir (Sekil 7).

K1 6rneginin kontrol grubu igerisinde en yiiksek Shannon indeks degerine sahipken;
Chaol degerinin kontrol grubu igerisinde en diisiik degerde bulunmasi tiir sayisinin az oldugunu

ama mevcut olan tiirlerin birbirine ¢ok yakin oranda yani dengeli olarak bulundugu seklinde

yorumlanmustir.
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Sekil 7. Orneklerin Chaol indeks grafigi.
#: E. coli mastitisli siitler; ® : Saglikli siitler
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4.3.4. Beta Cesitlilik Analizi Bulgular:

Saglikli siit 6rnekleri incelendiginde, K2, K3, K4, K5 ve K6 6rneklerinin arlarindaki
arasindaki Bray-Curtis mesafe araligi 0,37 ile 0,50 araliginda tespit edilmistir. Buna karsin, K1
orneginin diger saglikli siit orneklerine olan Bray-Curtis mesafe araligi 0,68 ile 0,73 olarak
bulunmustur. Bu bulgu, K1 6rneginin kontrol grubu i¢inde diger 6rneklerden dnemli derecede
farkli bir mikrobiyom yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Grafikte K1 6rneginin PC1
degeri 0,40 olarak hesaplanmistir. K2, K3, K4, K5 ve K6 o6rneklerinin PC1 ortalamasi 0,66
olup, aralik 0,62 ile 0,70 arasinda degismektedir. K1'in PC1 degeri (0,40), K2-K6 6rneklerinin
PC1 ortalamasindan 0,26 birim daha diisiiktiir. Bu 0,26 birimlik fark, K1 6rneginin PC1 ekseni
iizerinde diger kontrol 6rneklerinden sol tarafta (daha diisiik PC1 degerinde) konumlandigini
gostermektedir. K1 6rneginin PC2 degeri 0,08 olarak hesaplanmistir. K2, K3, K4, K5 ve K6
orneklerinin PC2 ortalamasi 0,046 olup, aralik 0,03 ile 0,06 arasinda degismektedir. K1'in PC2
degeri (0,08), K2-K6 6rneklerinin PC2 ortalamasindan 0,034 birim daha yiiksektir. Bu fark, K1
orneginin PC2 ekseni ilizerinde diger kontrol Orneklerinden yukarida (daha yiiksek PC2
degerinde) konumlandigini gostermektedir (Sekil 8).

E. coli mastitis orneklerinin tamami ve kontrol grubu 6rnekleri arasinda PC1 ekseni
tizerinde 0,88 birim fark belirlenmis olup, bu fark mastitis enfeksiyonunun siitiin mikrobiyom
yapisinda meydana getirdigi net degisikligi gostermektedir. Mastitis grubu PC1 ortalamast -
0,26 iken, kontrol grubu PC1 ortalamasi 0,61 olarak belirlenmistir. PC2 ekseni tizerinde ise
mastitis grubu ve kontrol grubu arasinda 0,18 birim fark gézlenmistir. Mastitis grubu PC2
ortalamasi -0,13 iken, kontrol grubu PC2 ortalamasi 0,05 olarak belirlenmistir. Bu fark, mastitis
enfeksiyonunun siitlin mikrobiyomunda ikincil seviyede de degisikliklere neden oldugunu

gostermektedir.

E. coli mastitis gruplar1 ise kendi aralarinda karsilastirildiginda PC1 ekseni tizerindeKi
gruplarin farklarmin 0,03-0,07 arasinda seyrettigi belirlendi. Grup 3 ve grup 4, PC1 ekseni
tizerinde ayn1 degere (-0,26) sahip oldugu tespit edildi. PC2 ekseni degerlendirildiginde ise grup
1 ve grup 4 ornekleri tizerinde pozitif degerlerde (0,01 ile 0,02) konumlanmisken; grup 5 ve
grup 6 ornekleri ise negatif degerlerde (-0,24 ile -0,32) konumlanmustir. Bu ayrilik, E. coli
mastitis patotiplerinin siitlin mikrobiyom yapisinda farkli karakteristikler meydana getirdigini

gostermektedir.
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Sekil 8. Orneklerin Bray-Curtis, 2 boyutlu Temel Koordinat Analiz (PcoA) grafigi.
#: Saglikli siitler; ® : E. coli mastitisli siitler

Saglikli siit orneklerinin Weighted UniFrac mesafesi tablosuna dayali PCoA analizi
sonucunda, kontrol grubu 6rneklerinin PC1 ekseni iizerinde 0,15 ile 0,80 araliginda (ortalama
0,47) genis bir dagilim gosterdigi goriilmektedir. PC2 ekseni iizerinde ise kontrol grubu
ornekleri -0,33 ile 0,13 araliginda (ortalama -0,006) konumlanmis olup, bu dagilim Bray-Curtis
analizine kiyasla daha heterojen bir yap1 gostermektedir. Kontrol grubu ornekleri PCoA
grafiginde sag tarafta (kirmizi kare) konumlanmis olup, PC1 ve PC2 eksenleri iizerinde belirgin

farkliliklar gozlenmistir (Sekil 9).

Mastitis grubu ve kontrol grubu 6rnekleri arasinda PC1 ekseni tlizerinde 0,75 birim fark
tespit edilmis olup, bu fark mastitis enfeksiyonunun siitiin mikrobiyom yapisinda meydana
getirdigi net degisikligi gostermektedir. PC2 ekseni iizerinde ise mastitis grubu ve kontrol grubu
arasinda 0,003 birim fark gézlenmistir. Mastitis grubu PC2 ortalamasi -0,01 iken, kontrol grubu
PC2 ortalamas1 -0,006 olarak belirlenmistir. Bu ¢ok kiiclik fark, Weighted UniFrac analizi
acisindan PC2 ekseninin mastitis ve kontrol gruplarin1 ayirmada Bray Courtis kadar etkili

olmadigini géstermektedir.

Weighted UniFrac analizi agisindan, K1 6rneginin kontrol grubu i¢indeki konumu, Bray-

Curtis analizinden 6nemli 6l¢tide farklidir. Bray-Curtis analizinde K1'in ortalama mesafesi 0,70
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olup, tlim kontrol drnekleri arasi ortalama mesafeden 0,19 birim daha yiiksek iken; Weighted
UniFrac analizinde K1'in ortalama mesafesi 0,50 olup, tiim kontrol ornekleri arasi ortalama
mesafeden sadece 0,046 birim daha yiiksektir. Bu fark, K1 6rneginin takson bilesimi agisindan

cok farkli olsa da, filogenetik agidan orta diizey farkli oldugunu gostermektedir.

Mastitis grubu iginde grup 1 ve grup 4 ornekleri PC1 ekseni tizerinde -0,32 ile -0,28 araliginda
sik1 bir kiime olusturmus olup, grup 5 ve grup 6 6rnekleri PC1 ekseni tizerinde -0,30 ile -0,20
araliginda konumlanmistir. Bu verilerin sonucunda Weighted UniFrac analizinin, Bray-Curtis

analizine kiyasla patotip gruplar1 arasinda daha az farklilik gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 9. Orneklerin Weighted Unifrac 2 boyutlu Temel Koordinat Analiz (PCoA) grafigi.
@ Saghkli siitler; ®: E. coli mastitisli sitler

4.3.5. Filum Diizeyinde Taksonomik Dagilim Bulgular:

Kontrol grubu oOrneklerinin filum diizeyinde mikrobiyom analizi sonucunda, saglikli
stitiin mikrobiyom yapis1 belirlenmistir. Kontrol grubunda baskin filumlar Bacillota (%41,65),
Pseudomonadota (%42,86) ve Bacteroidota (%11,58) olarak saptanmistir. Bu {i¢ filum, kontrol

grubu orneklerinin toplam mikrobiyomunun %96,10'unu olusturmaktadir. Kontrol grubu
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orneklerinde Bacillota ve Pseudomonadota filumlarinin neredeyse esit oranlarda bulunmasi,

saglikli siitiin mikrobiyomunun dengeli bir filum yapisina sahip oldugunu géstermektedir.

E. coli mastitis enfeksiyonu ile iliskili 6 patotip grubu 6rneklerinin filum diizeyinde
analizi sonucunda, enfeksiyonun siitiin mikrobiyom yapisinda belirgin degisiklikleri meydana
getirdigi belirlenmistir. Mastitis grubu Orneklerinde baskin filumlar Pseudomonadota
(%94,94), Bacillota (%4,33) ve Bacteroidota (%0,72) olarak saptanmustir. Bu ii¢ filum, mastitis
grubu oOrneklerinin toplam mikrobiyomunun %99,99'unu olusturmaktadir. Mastitis grubu
orneklerinde Pseudomonadota filumunun baskin hale gelmesi, E. coli mastitis enfeksiyonunun

siitiin filum diizeyinde mikrobiyom yapisinda ciddi degisiklige neden oldugunu gostermektedir.

Grup 1 Orneklerinin filum diizeyinde analizi sonucunda, %98,58 Pseudomonadota,
%1,15 Bacillota ve %0,24 Bacteroidota olarak saptanmustir. Pseudomonadota orani kontrol
grubu ile karsilastirildiginda %55,71 puan artarken Bacillota orani ise %40,51 puan azalmistir.
Grup 2 oOrneklerinin filum diizeyinde analizi sonucunda, %98,06 Pseudomonadota, %1,64
Bacillota ve %0,29 Bacteroidota olarak saptanmistir. Pseudomonadota orani kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda %55,20 puan artmistir. Grup 3 Orneklerinin filum diizeyinde analizi
sonucunda, Grup 1 ve Grup 2'ye benzer filum profili gézlenmistir. Grup 3 6rneklerinde %97,99
Pseudomonadota, %1,64 Bacillota ve %0,34 Bacteroidota olarak saptanmustir.
Pseudomonadota orani kontrol grubu ile karsilastirildiginda %55,13 puan artmistir. Grup 4
orneklerinin filum diizeyinde analizi sonucunda, %95,13 Pseudomonadota, %4,76 Bacillota ve
%0,11 Bacteroidota olarak saptanmistir. Pseudomonadota orami kontrol grubu ile
karsilastinldiginda %52,27 puan artmistir. Grup 5 Orneklerinin filum diizeyinde analizi
sonucunda, %91,77 Pseudomonadota, %6,49 Bacillota ve %1,74 Bacteroidota olarak
saptanmistir. Pseudomonadota orani kontrol grubu ile karsilastirildiginda %48,91 puan
artmistir. Grup 5, Bacillota ve Bacteroidota oranlar agisindan diger mastitis gruplarindan daha
yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Grup 6 6rneklerinin filum diizeyinde analizi
sonucunda, %92,89 Pseudomonadota, %6,74 Bacillota ve %0,36 Bacteroidota olarak
saptanmigtir. Pseudomonadota orani kontrol grubu ile karsilagtirildiginda %50,03 puan
artmistir. Bu verilere gore filum bazinda en belirgin fark olarak, grup 5 ve grup 6’da
Pseudomonadota filumundaki artis diger 4 gruba gére %5-6 daha diisiik olarak saptanmustir.
Diger baskin filumlardaki diisme oranlar1 incelendiginde ise Bacillota filum yogunlugu grup 5
ve grup 6’da %6, grup 4’de %4 seviyelerinde seyrederken diger 3 grupta %1 seviyelerinde
tespit edilmistir (Sekil 10).

45



Filum %

Grup 6

Grup 5

Grup 4

Grup 3

Grup 2

Grup 1

Kontrol

0% 10% 20% 30% 40% 50%

B Pseudomonadota M Bacillota
B Campylobacterota B Mycoplasmatota

B Thermodesulfobacteriota W Kiritimatiellota

B Deinococcota B Chloroflexota
M Spirochaetota H Fibrobacterota
M Aquificota B Myxococcota

W Candidatus Cloacimonadota

60%

70% 80% 90%

H Bacteroidota

H Actinomycetota

B Verrucomicrobiota
M Bdellovibrionota

i Lentisphaerota

i Chlamydiota

Sekil 10. Patotip ve kontrol gruplarinin filumlarinin yiizde olarak dagilimu.
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Bu calismada gruplar arasinda en yiiksek ylizde oranlarina sahip filumlar Tablo 10°da

gosterilmektedir.

Tablo 10. Kontrol grubu ve E. coli mastitis gruplarinda en yiiksek tespit edilen filumlarin

karsilastirma tablosu.

Filum Kontrol Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grupb6

% % % % % % %
Pseudomonadota 42,86 98,57 98,06 97,98 9513 91,77 92,89
Bacillota 41,65 1,14 1,643 1,64 4,75 6,48 6,74
Bacteroidota 11,58 0,24 0,29 0,34 0,11 1,73 0,36
Campylobacterota 1,53 0,03 - - - - -
Mycoplasmatota 0,68 - - 0,03 - - -
Actinomycetota 0,51 - - - - - -
Thermodesulfobacteriota 0,26 - - - - - -

Saglikli siit 6rneklerinde (kontrol grubu) mikrobiyom %42,86 Pseudomonadota, %41,65
Bacillota ve %11,58 Bacteroidota filumlarindan olusmaktadir. Bununla birlikte, Escherichia
coli mastitisli inek siitlerinde mikrobiyom profili keskin bir sekilde degismistir. Mastitis
gruplarinda Pseudomonadota filumunun orant %91,77 ile %98,57 arasinda degiserek kontrol
grubuna kiyasla 2,1 ile 2,3 kat artmustir. Ozellikle grup 1 ve grup 2'de bu oran sirastyla %98,57
ve %98,06 olarak tespit edilmistir. Buna karsilik, saglikli siit florasinin 6nemli bileseni olan
Bacillota filumunun orani1 mastitis gruplarinda %1,14 ile %6,74 arasinda degiserek kontrol
grubunun %41,65'ine kiyasla 6 ile 36 kat azalmistir. Bacteroidota filumu da benzer sekilde
%0,24 ile %1,73 arasinda degiserek kontrol grubunun %11,58'ine kiyasla 6,7 ile 48 kat
azalmigtir. Campylobacterota, Mycoplasmatota ve Actinomycetota filumlar1 ise kontrol
grubunda sirastyla %1,53, %0,68 ve %0,51 oraninda bulunmasina ragmen, mastitis gruplarinda
neredeyse tamamen ortadan kaybolmustur. Bu bulgular, E. coli enfeksiyonunun patojenin ait
oldugu Pseudomonadota filumunun dominasyonunu saglarken, saglikli meme florasinin temel
bilesenlerini baskiladigini agikca gostermektedir. Mastitis gruplar arasinda da filum diizeyinde

degiskenlik gbzlenmistir; Grup 5'te Pseudomonadota orani %91,77 olup diger gruplara kiyasla
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biraz daha disiikken, Bacillota (%6,48) ve Bacteroidota (%1,73) oranlari daha yiiksek
bulunmustur. Bu farkliliklar, enfeksiyonun siddeti, hastaligin siiresi ve hayvan bireysel

faktorleri gibi degiskenlerin mikrobiyom kompozisyonunu etkileyebilecegini gostermektedir.

4.3.6. Familya Bazinda Taksonomik Dagilim Bulgulari

Saglikl1 siitiin mikrobiyomu (kontrol) grubunda Leuconostocaceae (%22,89) en yiiksek
orana sahiptir. Bu grupta Pseudomonadaceae (%18,70) ve Moraxellaceae (%18,18) de 6nemli
yer tutarken, Enterobacteriaceae ailesi minimal diizeyde (%2,59) bulunmaktadir. E. coli
mastitis gruplarinda ise Enterobacteriaceae ailesinin baskinligi tiim gruplarda belirgindir.
Monomikrobiyel enfeksiyonlar olarak siniflandirilan grup 1 (%97,36), grup 2 (%96,93) ve grup
3 (%96,14) yiiksek Enterobacteriaceae oranlari ile karakterize edilmektedir. Grup 6 en
heterojen profili gostermektedir. Grup 6'da Enterobacteriaceae (%81,91)’nin yaninda
Moraxellaceae (%6,14), Streptococcaceae (%5,15) ve Pseudomonadaceae (%4,51) gibi
onemli sekonder patojenlerin bulundugu familyalar yer almaktadir. Siit mikrobiyomunda
familyalarin, kontrol grubu ve E. coli mastitis gruplari arasinda 6nemli farkliliklar1 Sekil 11°de

gosterilmektedir.
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Sekil 11. Patotip ve kontrol gruplarinin familyalarinin yiizde olarak dagilima.
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Sigir siitii orneklerinde tespit edilen mikrobiyom profili, kontrol grubu ile mastitis
gruplar1 arasinda belirgin farkliliklar gdéstermektedir. Kontrol grubunda Leuconostocaceae
(%22,89), Pseudomonadaceae (%18,70) ve Moraxellaceae (%18,18) en baskin familyalar
olarak tespit edilirken, Enterobacteriaceae orant %2,59 diizeyinde tespit edilmistir. Buna
karsilik, E. coli mastitis gruplarinda Enterobacteriaceae en baskin familya olaral tespit edilmis
olup, bu oran %81,91 ile %97,36 arasinda degismektedir. E. coli mastitis gruplarinda en yiiksek
oranda Enterobacteriaceae familyas1 %97,36 ile grup 1’de; en diisiik oranda ise %81,91 ile
grup 6°da tespit edildi (Tablo 11).

Tablo 11. Kontrol grubu ve E. coli mastitis gruplarinda en yiiksek tespit edilen familyalarin

karsilastirma tablosu.

Kontrol Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grupb6

Familya % % % % % % %

Bacillaceae 9,57 0,26 0,20 0,43 0,19 0,73 0,38
Enterobacteriaceae 2,59 97,36 96,93 96,14 94,13 91,84 81,91
Lachnospiraceae 7,61 - - - - - -
Lactobacillaceae 0,7 - - - 3,69 3,25 -
Leuconostocaceae 22,89 0,92 0,76 1,16 0,88 0,45 1,03
Moraxellaceae 18,18 0,51 0,45 0,73 0,43 1,29 6,14
Peptostreptococcaceae 1,02 - - - - - -
Pseudomonadaceae 18,70 0,64 0,63 0,97 0,56 0,38 4,51
Streptococcaceae 0,1 - 0,73 - - - 5,15

Weeksellaceae 4,74 0,17 0,21 0,18 - 1,74 0,23

Grup 1: ETEC+EPEC/EHEC+EHEC; Grup 2: ETEC+EPEC/EHEC+EHEC+EHEC; Grup 3:
ETEC+EPEC/EHEC; Grup 4: ETEC+EPEC/EHEC+EHEC; Grup 5: ETEC; Grup 6: ETEC+EHEC
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4.3.7. Genus Bazinda Taksonomik Dagilim Bulgular

Saglikli siitiin mikrobiyom profili, ¢esitli bakteriyel tlirlerin dengeli bir sekilde bulunmasi
ile karakterize edilmektedir. Kontrol grubunda en baskin genuslar sirasiyla Leuconostoc
(%22,89), Pseudomonas (%18,70) ve Acinetobacter (%16,59) olarak tespit edilmistir.
Escherichia coli, saglikli siitiin mikrobiyomunda minimal diizeyde bulunmakta (%2,47), bu da
dogal siit mikrobiyomunda E. coli'nin belirli seviyede bulunmasia karsin bir enfeksiyona
sebep olmadigin1 gostermektedir. Kontrol grubunun homojen ve dengeli mikrobiyom yapisi,
stitiin dogal bagisiklik mekanizmalarinin etkin bir sekilde ¢alistigin1 ve mikrobiyal dengenin
kontrol altinda tutuldugunu gostermektedir (Sekil 12).

E. coli mastitis enfeksiyonlu numunelerde siitiin bakteriyel dengesinde keskin bir degisim
gbzlenmistir. Mastitis gruplarinda Escherichia coli, %88,24 oraninda baskin hale gelerek, siitiin
mikrobiyom yapisin1 tamamen degistirmistir. Bu bulgu, E. coli enfeksiyonunun siitiin
bakteriyel dengesini bozarak, baskin bir disbiyozis tablosuna ve kommensal bakterilerin

baskilanmasina yol agtigini gostermektedir.

E. coli mastitisli siitlerde kontrol grubuna gore en fazla artis gosteren genuslar sirasiyla;
Escherichia (E. coli), Streptococcus, Klebsiella ve Shigella olarak tespit edildi. E. coli kontrol
grubunda %2,47 iken yaklasik 33 katlik artisla mastitis gruplarinda %88,24'e yiikselmistir.
Streptococcus kontrol grubunda %0,1 iken, mastitis gruplarinda %2,91'e ¢ikmistir. Klebsiella
kontrol grubunda tespit edilmezken, mastitis gruplarinda %1,60 oraninda bulunmustur. Shigella

kontrol grubunda tespit edilmezken, mastitis gruplarinda %0,36 oraninda tespit edildi.

Kontrol grubu ve 6 adet E. coli mastitis gruplarinda tespit edilen genuslarin Sekil 13’de
yizde grafigi verilmistir. Grafige gore, kontrol grubu tarafindan baskin olan Leuconostoc,
mastitis gruplarinda 6nemli dl¢lide azalmistir. Leuconostoc yiizdesi kontrol grubunda %22,88
iken, mastitis gruplarinda ortalama % 0,86 olarak bulunarak %22 oranindak azalma mastitis
enfeksiyonunun siitlin dogal laktik asit bakteri florasini baskiladigint net bir sekilde
gostermektedir. Benzer sekilde, Pseudomonas kontrol grubunda %18,69 iken mastitis
gruplarinda ortalama %1,24 ve Acinetobacter kontrol grubunda %16,59 iken mastitis
gruplarinda ortalama %0,59’a diistiigii goriilmektedir. Mastitis gruplar1 arasinda genus
bilesimleri agisindan bazi farklhiliklar goriilmistiir. Grup 2 %6,33, grup 1 %2,26 Klebsiella
yiizdelerine sahip oldugu tespit edilirken; diger mastitis gruplarinda Klebsiella genusu tespit
edilmemistir. Grup 6, diger mastitis gruplarindan farkli olarak, Psychrobacter (%5,51),
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Streptococcus (%5,14) ve Pseudomonas (%4,24) gibi ek Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerin daha yiiksek yiizde oranlarda igerdigi belirlendi. Patotipler arasindaki farkliliklar,
E. coli'nin farkli viriilens faktorleri tasiyan suslarinin siitiin mikrobiyom yapisinda yarattigi

disbiyozis ile farkli sekonder enfeksiyonlara neden olabilecegi seklinde de yorumlanabilir.

E. coli mastitis gruplarinda tespit edilen en yiikksek 5 genus laktik asit bakterileri
(Leuconostoc, Pseudolactococcus) yoniinden incelendiginde en diisiik oranda igeren gruplar

%0,75 ile grup 2 ve %0,92 ile grup 1 olmustur.
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e ——— 1% I g W Paenalcaligenes L
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Sekil 12. Mastitis ve kontrol grubu érneklerinin genus diizeyinde mikrobiyom profili.
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Sekil 13. Patotip ve kontrol gruplarinin genuslarinin ytizde olarak dagilimi.
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E. coli mastitis gruplarinda Escherichia genusu en yiiksek grup 3 (%95,59)de

bulunurken; en diisiik grup 6 (%81,38)’da tespit edildi.

Gruplar arasinda Tablo 12°de belirtilen en yiiksek 5 genus gruplarda tiim mikrobiyom

yapisinin; grup 1’de %98,6; grup 2°de %97,6; grup 3’de %98,5; grup 4’de %99,2; grup 5’de

%97,5, grup 6’da %97,3’iinii olusturdugu saptandi. Kontrol grubunda ise belirtilen en yiiksek

5 genus kontrol grubunun tiim mikrobiyomunun %65,3’iinii olusturdugu tespit edildi. En

yiiksek tespit edilen genuslarin E. coli mastitis gruplarinda ve saglikli kontrol 6rneklerinde tiim

mikrobiyomu kapsadigi oranlar arasindaki bu yiiksek fark infeksiyonun siit mikrobiyotasindaki

cesitliligi cok yliksek oranda diisiirdiigiinii gostermektedir.

Tablo 12. Kontrol grubu ve E. coli mastitis gruplarinda en yiiksek tespit edilen genuslarin

karsilastirma tablosu.

Genus Kontrol Gr(;op 1 Gr;op 2 Gr;J/Op 3 Gr(;op 4 Gr;op 5 Gréj/op 6
Leuconostoc 22,89 0,92 0,76 1,16 0,88 1,00 1,03
Pseudomonas 18,70 0,64 0,63 0,97 0,56 2,38 4,25
Acinetobacter 16,59 0,50 0,45 0,66 0,43 1,01 0,63
Chryseobacterium 474 0,17 0,21 0,18 - 1,27 0,23
Escherichia 2,47 94,30 89,03 95,59 93,68 84,26 81,38
Kaistella 1,92 - - 0,1 - 0,37 -
Psychrobacter 1,58 - - - - 3,32 5,51
Klebsiella - 2,26 6,34 - - - -
Shigella - 0,56 0,82 0,21 0,21 0,19 0,16
Streptococcus 0,1 - 0,73 - - 3,11 5,15
Serratia 0,11 - - 0,15 - - -
Pseudolactococcus 0,70 - - - 3,69 2,19 -
Clostridium 1,04 - - - - - -
Ectopseudomonas - - - - - 0,10 0,26
Grup 1. ETEC+EPEC/EHEC+EHEC; 2: ETEC+EPEC/EHEC+EHEC+EHEC; Grup 3:

ETEC+EPEC/EHEC,; Grup 4: ETEC+EPEC/EHEC+EHEC; Grup 5: ETEC; Grup 6: ETEC+EHEC
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4.3.8. Krona Analiz Bulgulari

Krona analizlerinde kontrol grubu saglikli siit 6rnekleri (K1-K6) ve E. coli mastitis siit
orneklerinin patotip gruplar1 grup 1 (Y1,Y2), grup 2 (Y3) taksonomik bilesimi Sekil 14‘de
krona analizleri ile gosterilmistir. Kontrol grubu ornekleri Leuconostoc (%22,88),
Pseudomonas (%18,69) ve Acinetobacter (%16,59) gibi ¢esitli laktik asit bakterileri ve gram
negatif bakterileri icermekte olup genis ve heterojen bir mikrobiyom profili gostermektedir.
Buna karsin, kontrol grubunda Escherichia coli ortalama oran1 %2,47 iken; grup 1 6rneklerinde
%94,29 oraninda baskin oldugu dar ve homojen bir siit mikrobiyom profili goriiliirken, grup
2’de %89,02 olarak belirlenmistir. Kontrol grubu iginde K1 6rnegi, diger kontrol 6rneklerinden
farklt bir mikrobiyom profili sergilemektedir. Bu bulgular, mastitis enfeksiyonunun siitiin
mikrobiyom yapisin1 net sekilde degistirerek, mikrobiyal dengenin bozulmasi sonucu siitteki

biyogesitliligi azalttigin1 gostermektedir.

Saglikli siit 6rnekleri (K1-K6) ve E. coli mastitis siit 6rneklerinin patotip gruplart grup 3
(Y4) ve grup 4 (Y9) taksonomik bilesimi Sekil 15°de krona analizleri ile gosterilmistir. Kontrol
grubu Orneklerinde; Leuconostoc, Pseudomonas ve Acinetobacter'in yogun miktarda
bulundugu ¢esitli bir mikrobiyom profili gostermektedir. Kontrol grubunda Escherichia coli
ortalama oran1 %2,47 iken; grup 3’de %95,59, grup 4’de %93,68 olarak tespit edilmistir. Grup
4 %3,68 seviyesinde Pseudolactococcus tespit edilirken kontrol grubunda bu oranin %0,7

olmasi dikkat ¢ekmektedir.

Saglikli siit 6rnekleri (K1-K6) ve E. coli mastitis siit 6rneklerinin patotip gruplart grup 5
(Y5, Y7,Y10) ve grup 6 (Y6,Y8) taksonomik bilesimi Sekil 16 ve Sekil 17‘de krona analizleri
ile gosterilmistir. Grup 5° de Escherichia coli ortalama orani %84,25 grup 6 drneklerinde ise
%81,37 olarak belirlenirken diger mastitis gruplarindan farkli olarak, Psychrobacter (%11) ve
Streptococcus (%5,14) gibi sekonder patojenlerin yiiksek oranlarinda bulundugu tespit
edilmistir. Grup 6'min heterojen mikrobiyom profili, bu patotip grubunun polimikrobiyal
enfeksiyonlar ile iligkili olabilecegini ve farkli viriilens mekanizmalari tasiyabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 14. Kontrol grubu ile E. coli mastitis grup 1 ve grup 2 nin Krona analizleri.

filii
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Sekil 15. Kontrol grubu ile E. coli mastitis grup 3 ve grup 4’iin Krona analizleri.
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Sekil 16. Kontrol grubu ile E. coli mastitis grup 5’in Krona analizleri.
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Sekil 17. Kontrol grubu ile E. coli mastitis grup 6’nin Krona analizleri.
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GRUP 6
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Kontrol grubu K1 6rnegi, saglikli siit 6rnekleri iginde en farkli mikrobiyom profiline
sahip olup, Escherichia coli (%11), Leuconostoc (%7), Pseudomonas (%6), Acinetobacter
(%5), Staphylococcus (%5), Aristaeella (%4,3) ve Romboutsia (%4,6) gibi farkli etkenlerin bir
arada oldugu bir 6rnek olarak bulunmustur. Krona grafiginde gortildiigi iizere, K1 6rneginin
mikrobiyomu K2 ve diger kontrol grubu siit 6rneklerinden farkli bir taksonomik yap1
gostermektedir. Bray-Curtis mesafe analizi sonucunda da tespit edilen Kl'in diger kontrol

orneklerinden farkli oldugu krona grafiginde de agikca goriilmektedir (Sekil 18).

Kontrol
grubu K1
ornegi

1

Sekil 18. Kontrol grubu K1 6rnegi Krona analiz grafigi.
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Kontrol grubu K2 6rnegi, saglikli siit mikrobiyomunun tipik profilini yansitmakta olup,
Leuconostoc (%25), Pseudomonas (%20,5) ve Acinetobacter (%18) gibi laktik asit ve gram
negatif proteobakterilerin baskin oldugu gozlenmistir. Krona grafiginde gorildiigi lizere,
saglikli siitin mikrobiyomu ¢ok ¢esitli bakteri tiirlerinden olusmakta olup Bacillaceae,
Lactobacillaceae, Enterobacteriaceae ve Tissierellaceae gibi farkl aileler tarafindan temsil
edilmektedir. Bu ¢esitlilik, saglikli siitiin dogal savunma mekanizmalarinin gii¢lii oldugunu ve
patojenik bakterilerin kontrolsiiz ¢ogalmasimi kontrol altinda oldugu seklinde yorumlanabilir
(Sekil 19).

Kontrol grubu
K2 ornegi

£
3
g
i

Sekil 19. Kontrol grubu K2 6rnegi Krona analiz grafigi.
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Grup 5, Y7 ornegi, E. coli mastitis enfeksiyonunun belirgin mikrobiyom profilini
yansitmakta olup, Escherichia coli'nin %98,9 orani ile diger tiim 6rneklere kiyasla en yiiksek
bulundugu 6rnek olmustur. Krona grafiginde goriildiigii iizere, Enterobacteriaceae familyasi
neredeyse tiim siit mikrobiyomunu olusturmakta diger bakteri tiirleri ise minimal diizeylerde
bulunmaktadir. Kontrol grubu 6rneklerinde Leuconostoc (%22,88), Pseudomonas (%18,69) ve
Acinetobacter (%16,59) gibi gesitli bakteri tiirleri bulunurken, 6zellikle Leuconostoc gibi laktik
asit bakterileri caligsma icerisinde grup 1 6rneklerinde oldugu gibi Y5’de oran olarak en diisiik
seviyelerde bulunurken grup 5’deki diger 6rneklerde degiskenlik gostermistir (Sekil 20).

E. coli mastitis
Grup 5, Y7
ornegi

Sekil 20. E. coli mastitis grup 5, Y7 6rnegi Krona analiz grafigi.
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Grup 6’da bulunan Y6 6rnegi, E. coli mastitis 6rnekleri i¢inde en heterojen mikrobiyom
profiline sahip olup, Escherichia coli'nin %81,37 oraninda baskin oldugu goriilmektedir.
Ancak, diger mastitis 6rneklerinden farkli olarak, Psychrobacter (%11), Streptococcus (%10,3)
ve Pseudomonas (%7,8) gibi patojenlerin daha yiliksek oranlarda bulundugu tespit edilmistir.
Bu bulgular, Grup 6 patotipinin farkli mikrobiyom yapisi diger patotiplerden farkli siddetle
infeksiyon olusturabilme veya sekonder infeksiyonlara daha yatkin olabilecegi seklinde
yorumlanabilir. Krona grafiginde goriildiigii iizere, Enterobacteriaceae familyas: hala baskin
olsa da, gram pozitif ve gram negatif diger bakteri tiirlerinin varligi bu 6rnegi mastitis grubu

icinde en farkli 6rnek oldugunu gostermektedir (Sekil 21).

E. coli mastitis
Grup 6, Y6 ornegi

Sekil 21. E. coli mastitis grup 6, Y6 6rnegi Krona analiz grafigi.
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4.3.9. Lineer Diskriminant Etki Analizi (Lefse) Bulgulari

Lineer Diskriminant Etki Analizi (Lefse) saglikli siit (kontrol) ve E. coli mastitis
enfeksiyonlu Ornekler arasinda istatistiksel olarak anlamli ve etki biiyiikligi yiliksek olan

taksonomik biyobelirtegleri tanimlamak igin kullanilmustir (Sekil 22).

Kontrol grubu (kirmizi barlar) tarafindan baskin olan taksonomik birimlerin, saglikli siit
mikrobiyomunun dogal florasini olusturan laktik asit bakterileri ve diger Gram negatif
proteobakterileri igerdigi gozlenmistir. Bu taksonomik birimlerin yiiksek Lefse skorlar1, saglikli
slit mikrobiyomunun karakteristik belirtegleri oldugunu gostermektedir. Kontrol grubunun
genis taksonomik profili, saglikli siit ortaminda mikrobiyom ¢esitliliginin yiiksek oldugunu ve
birgok farkli bakteri tiiriiniin koeksistans i¢inde bulundugunu géstermektedir. E. coli mastitis
grubu (yesil barlar) tarafindan baskin olan taksonomik birimlerin, enfeksiyonun etiyolojik ajani
olan E. coli ve sekonder enfeksiyonlara neden olabilecek diger patojenik bakterileri daha
yiiksek oranda igerdigi gozlenmistir. Yesil barlarin kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha dar bir
aralikta yogunlasmasi, mastitis enfeksiyonunun siitiin mikrobiyotasinda mikrobiyal ¢esitliligi
belirgin sekilde degistirdigini géstermektedir. E. coli mastitis grubunun Lefse skorlari, bu
taksonomik birimlerin enfeksiyonlu siit ortaminda ayirt edici biyobelirtegler oldugunu ve
saglikli siit mikrobiyomundan istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli oldugunu

gostermektedir (Sekil 22).
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Sekil 22. Kontrol ve E. coli mastitis enfeksiyonlu siit ornek genuslarinin Lefse (Lineer
Diskriminant Etki) analiz grafigi.
B | ntrol Srnekleri; ™™ : £ coli mastitis drnekleri

Kontrol grubu siit 6rnekleri ve E. coli mastitis siit drneklerinin Sekil 23°deki kladogramda
merkezden disariya dogru uzanan dallar ile farkli taksonomik seviyeleri (Filum, Sinif, Takim,
Aile, Cins) gosterilmektedir. Kladogramin i¢ halkalari, kontrol grubu ve mastitis grubu
ornekleri arasinda belirgin bir ayrilma gostermektedir. Kontrol grubu 6rnekleri kladogramin
genis bir bolgesine yayilmis olup, gesitli filogenetik dallara dagilmistir. Bu dagilim, saglikl siit
mikrobiyomunun filogenetik agidan cesitli ve heterojen bir yapiya sahip oldugunu
gostermektedir. Kontrol grubu tarafindan baskin olan taksonomik birimlerin, Bacillota ve

Pseudomonata gibi farkli filogenetik koklerden gelen bakterileri icerdigi goriilmektedir.

Mastitis grubu ornekleri ise kladogramin belirli bolgelerine yogunlagmis olup, sinirl
sayida filogenetik dallara ait oldugu gézlenmistir. Kladogramin sag tarafinda, mastitis grubu
tarafindan baskin olan Enterobacteriaceae familyasi belirgin sekilde vurgulanmistir. Mastitis

grubu oOrneklerinin bu belirli filogenetik alan igerisinde yogunlasmasi, E. coli mastitis
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enfeksiyonunun siitiin mikrobiyom yapisini1 keskin bir sekilde degistirdigini ve mikrobiyal

cesitliligini azalttigin1 géstermektedir.
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Sekil 23. Lefse (Lineer Diskriminant Etki) kladogramlari: Genus diizeyinde taksonomik

hiyerarsi grafigi.
B K ontrol Grnekleri; ™™ : E. coli mastitis 6rnekleri
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5. TARTISMA

Caligsmada, 115 mastitisli siit 6rneginin 23'inde (%20) E. coli saptanmistir. Bu prevalans
orani, Dahesa ve digerleri (2025) tarafindan Etiyopya’da mastitis 6rneklerinde bildirilen %22,6,
Xu ve digerleri (2022) tarafindan Cin’de rapor edilen %26,9 ve Orsi ve digerleri (2023)
tarafindan Brezilya'da rapor edilen 9%26,9'luk oranla yiiksek diizeyde uyumluluk
gostermektedir. Guner ve digerleri (2024) tarafindan Tirkiye’de bildirilen %36,3 oran ise
onemli oranda yiiksek olarak one ¢ikmaktadir. Mastitis vakalarinda E. coli prevalansi ile ilgili
diger giincel caligmalar incelendiginde ise; Tekkal ve Tel (2022) tarafindan Tiirkiye’de mastitis
orneklerinde bildirilen %7,7, Pereira ve digerleri (2024) tarafindan Brezilya’da bildirilen %6
ve Bechtold ve digerleri (2024) tarafindan Almanya’da 2014-2023 yillar1 arasinda mastitisli

orneklerde bildirilen %3 orani ile uyusmadig1 goriilmustiir.

Izolatlarin patotiplerinin belirlenmesi sonucunda ortaya ¢ikan gesitlilik, calismadaki en
dikkat cekici bulgu olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle ETEC (%39,1) ve izolatlarda tespit
edilen hibrit patotipler sigir meme dokusunun farkli patojenik 6zelliklere sahip E. coli suslar
i¢in bir rezervuar gorevi gorebilecegini gostermektedir. Ayrica, ¢alismamizda patotip tespitinde
kullanilan 3 viriilens geninin pozitif olarak tespit edildigi karmasik hibrit profiller toplam
izolatlarin %21,7'sini olusturmaktadir. Yapilan E. coli kaynakli sigir mastitis ¢aligmalarinda
ETEC prevalansim Liu ve digerleri (2021) %6, Stella ve digerleri (2012) %12, Momtaz ve
digerleri (2012) %3,2 olarak tespit etmislerdir. Genel E. coli kaynakli mastitis ¢aligmalart

incelendiginde bu ¢alismada ETEC prevalansinin 6nemli dl¢tide yiliksek oldugu goriilmektedir.

Calismada izole edilen 23 E. coli izolatinin %60,9'unun hibrit patotip 6zelligi sergilemesi
diger benzer ¢alismalar ile karsilastirildiginda oldukga yiiksek bir prevalansi temsil etmektedir.
Ornek olarak Momtaz ve digerleri (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, mastitisli siitlerden
izole edilen EHEC izolatlarinin prevalansint %31; ETEC+EHEC hibrit izolatlarinin oranini
%4,1 olarak bildirilirken, bizim bulgularimizda sadece ETEC+EHEC hibrit izolatlarin orani
%34,8 olarak saptanmigtir. Mastitis digindaki sigir kaynakli diger ¢aligmalar incelendiginde
STEC+ETEC hibrit patotipinin prevalansini Amerika’da Shridhar ve digerleri (2024) %12,6,
Nyholm ve digerleri (2015) ise %10 olarak tespit etmislerdir.

Benzer sekilde, Liu ve digerleri (2021) siit 6rneklerinde shiga toksin {ireten izolat

prevalansini %9 olarak raporlamis olup hibrit izolatlarin STEC+ETEC ve STEC+EPEC’den
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olustugunu ve oraninin %4,5 oldugunu raporlamislardir. Bizim ¢aligmamizda eae ile stx1 veya
stx2 genlerinin bir arada bulunma orani1 %17,4 olarak saptanmis olup, bu veri Stella ve digerleri
(2012) tarafindan sigir siitiinde bildirilen %4'liik hibrit patotip prevalansinin oldukga tizerinde

oldugu goriilmektedir.

Calismadaki eae pozitif izolat oran1 %26,1 olarak tespit edilmis olup diger giincel
calismalar ile karsilagtirilldiginda Hindistan’da sigir mastitislerinde yapilan bir calismada
neredeyse 2 kat1 oranda %43,2 bulundugu goriilmektedir (Nalband ve digerleri, 2020). Diger
giincel mastitis ¢aligmalar1 eae prevalans oranlar1 acisindan incelendiginde, Liu ve digerleri
(2021) Cin’de %4,5; Ismail ve Abutarbush (2020) Urdiin’de %64; My ve digerleri (2023)
Vietnam’da %4; Niiesch-Inderbinen ve digerleri (2019) ise Isvigre’de bu geni tespit
etmediklerini raporlamislardir. Nalband ve digerleri (2020)’nin haricinde diger yapilan
calismalarda eae prevalansinin oldukea diisiik oldugu goriilmektedir. Izolatlarda bulunan hibrit
patotipler incelendiginde eae ile stx1 veya stx2 genlerinin birlikte bulundugu izolat orani bu
calismada yine %26,1 olarak bulunurken diger giincel sigir mastitis caligmalarinda bu oran %2-

%S5 arasinda degismektedir

Bu calismada bfpA geni testi yapilmamis olup bu genin E. coli mastitis izolatlarinda
literatiirde dogrudan izolatin atipik EPEC (aEPEC) olarak tanimlanmasini saglamaktadir. Sigir
mastitisi ile alakali genel olarak yapilan ¢alismalarda saptanan EPEC'lerin %95'inden fazlasinin
atipik oldugu bildirilmektedir (Liu ve digerleri, 2021; Stella ve digerleri, 2012).

Calismada izolatlarin 6nemli bir kisminda stx1 ve stx2 genlerinin tespit edilmesi, sigir
mastitisinin sadece hayvan saglig ile siirli kalmayarak halk sagligi agisindan da ciddi bir
tehdit olusturdugunu gostermektedir. Murinda ve digerleri (2019), sigirlarin STEC i¢in ana
rezervuar oldugunu ve mastitisli siitiin bu suslarin insanlara bulasmasinda 6nemli bir arag
olabilecegini vurgulamis ve yaptigi E. coli kaynakli sigir mastitis ¢alismasinda STEC oranini
%10 olarak tespit etmistir. Chowdhury ve digerleri (2025), mastitisli siitlerde STEC ile iliskili
stx1 veya stx2 genlerinin prevalansini %17,20 olarak saptamislardir. Ayn1 ¢alismada stx1 ve
stx2 genlerinin ikisinin de bulundugu izolat sayis1 bu ¢aligmada oldugu gibi 1 adet olarak
raporlanmustir. Litt ve digerleri (2025) farkli sigir kaynaklarindan izole ettikleri E. coli
izolatlarinda STEC oranin1 %50 olarak tespit ederek bu ¢alismadaki %56,5 oran ile uyumlu bir
veri elde etmislerdir. Ayni galigmada stx1 ve stx2 genlerinin eae geni ile birlikte tespit oran1 %4
iken bu calismada %21,7 olarak tespit edilmistir. Glincel yapilan ¢alismalar incelendiginde Stx1
ve stx2 genlerinin eae geni ile birlikte tespit edildigi en yiiksek oran %11,1 ile Misir’da yapilan

bir mastitis ¢calismasinda kaydedilmistir (EI-Khabaz ve digerleri (2022).
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Tespit edilen 6zellikle ETEC+EPEC/EHEC gibi hibrit patotipler, bakteriyel genomdaki
horizontal gen transferinin bir sonucu olup bu tiir hibrit izolatlarin sigir mastitisindeki
prevalans literatiir {izerinde az rapor edilmistir. Ornegin, Chowdhury ve digerleri (2025), coklu
antibiyotik diren¢li ve shiga toksin iireten hibrit suslarin subklinik mastitisli siitlerde artis
gosterdigini bildirmektedir. Bu hibrit patotip tablosu, patojenin hem meme dokusundaki
kolonizasyon kapasitesini artirmakta ve konakg¢i immun sisteminden kagis mekanizmalarini

giiclendirme potansiyel a¢isindan 6nemli bir nokta olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Sig1r siitii mikrobiyomunda filum diizeyinde yapilan analiz, saglikl siitlerin karakteristik
filum bilesimini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada kontrol grubu Pseudomonadota (eski adiyla
Proteobacteria) ve Bacillota (eski adiyla Firmicutes) filumlari tarafindan baskinlastirilmistir.
Pseudomonadota filumu %42,86 oraninda tespit edilmis olup, Bacillota filumu %41,65
oraninda bulunmakta, bu iki filumun yaklasik esit oranlarda bulunmasi bolgedeki siitiin
mikrobiyal dengesini gostermektedir. Bu bulgular, literatiirde rapor edilen saglikli sigir siitii
mikrobiyomu verilerine kismen uyumludur. Cremonesi ve digerleri (2018), saglikli siitlerde
Bacillota filumunun %22,9 oraninda bulundugunu rapor etmistir. Guo ve digerleri (2024) ise
saglikli siitlerde Pseudomonadota ve Bacillota filumlarinin baskin oldugunu, ancak oranlarinin
calismadan ¢aligmaya degistigini belirtmistir. Mevcut ¢alismada tespit edilen Bacillota orani
(%41,65), Cremonesi ve digerleri (2018)'nin bulgularindan daha yiiksektir. Bacteroidota filumu
bu caligmada %11,58 oraninda tespit edilmis olup, diger filumlar (Campylobacterota %1,54,
Mycoplasmatota %0,69, Actinomycetota %0,52 vb.) minimal diizeylerde bulunmaktadir. Bu
filum profili, siitin dogal mikrobiyal savunma mekanizmalarindan biri olarak belirtilen
mikrobiyal dengeyi yansitmaktadir. Cremonesi ve digerleri (2018) ve Falentin ve digerleri
(2016), saglikli siitlerde Pseudomonadota, Bacillota, Actinobacteria ve Bacteroidota
filumlarmin baskin oldugunu, ancak oranlarinin cografya ve isletme yonetimine bagli olarak
degistigini belirtmislerdir

Saglikli slit mikrobiyomunun bilesimi, yapilan c¢alismalara gore Onemli Olglide
degiskenlik gostermektedir. Porcellato ve digerleri (2020) saglikli inek siitiinde
Corynebacteriaceae ailesinin %34,2 oraninda baskin oldugunu ve Staphylococcaceae ailesinin
%18,5 oraninda bulundugunu bildirmislerdir. Bu bulgular, geleneksel olarak saglikli siit
mikrobiyomunun Corynebacterium ve Staphylococcus tiirleri tarafindan baskin oldugu
gortislinii desteklemektedir. Ancak, bu ¢alismada elde edilen bulgular, saglikli siit 6rneklerinin
(kontrol grubu) mikrobiyom bilesiminin bu geleneksel goriisten 6nemli dl¢giide farkli oldugunu

gostermektedir. Kontrol grubu o6rneklerinde, Leuconostoc %22,88 oraninda, Pseudomonas
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%18,69 oraninda ve Acinetobacter %16,59 oraninda tespit edilmis olup, bu ii¢ genus toplam
mikrobiyomun %58,17'ini olusturmaktadir. Corynebacterium higbir kontrol grubu 6rneginde
tespit edilmezken; Staphylococcus tiirleri ise kontrol grubu orneklerinde ortalama % 0,83

oraninda bulunmustur.

Li ve digerleri (2018) Cin’de saglikli sigir siitlerinde yaptiklari ¢aligmada siitiin ¢ekirdek
mikrobiyotasint Pseudomonas (%19,6), Bacillus (%13,8), Lactococcus (%11,7)
Acinetobacter (%10,2)’ini olusturdugunu raporlamislardir. Bu ¢alismadaki kontrol grubu
ortalamalar ile kiyasladigimizda Bacillus ve Lactococcus tespit edilmezken, diger genuslar
oranlar degisiklik gosterse de benzer olarak bulunmustur. Ayrica siit mikrobiyom analizlerinde

mevsimin dnemini mikrobiyal ¢esitlilik ile alakali yaptiklar1 analizlerle ortaya koymuslardir.

Luo ve digerleri (2024) Cin’de saglikli sigir siitlerinde yaptiklar1 calismada
Leuconostoc’u bu g¢alismada oldugu gibi baskin genus olarak tespit etmislerdir. Ayrica bu
calismadaki diger kontrol grup ortalamasinda en yiliksek 2 genus olan Pseudomonas ve
Acinetobacter ' yiiksek oranda her mevsimde tespit ettiklerini raporlamislardir. Yap ve digerleri
(2024) ise saglikli sigir siitlerinde yaptiklar1 ¢alismada bu galisma ile paralellik gostererek
Leuconostoc, Pseudomonas, Acinetobacter, Lactococcus genuslarini tiim mevsimlerde aldiklari

orneklerde anlamli olarak tespit ederek ¢ekirdek mikrobiyotay1 olusturdugunu raporlamiglardir.

Lima ve digerleri (2018)’nin saglikl siitlerde yaptiklari mikrobiyom analizleri sonucunda
bu caligmadaki siit DNA ekstraksiyonunda benzer siit fraksiyonlarim1 kullanarak yaptiklari
calismada en yiiksek tespit ettikleri familyalar; Ruminococcaceae (%22,4), Staphylococcaceae
(%18,3), Bacillaceae (%11,3), Enterobacteriaeceae (%6,4), Peptostreptococcaceae (%6,3),
Pseudomonadaceae (%5,3), Moraxellaceae (%4,6) olmustur. Yiiksek tespit edilen familya
oranlarinda bu c¢alismadaki Leuconostocaceae yer almazken; ortak olarak bulunan
Pseudomonadaceae ve Moraxellaceae familyalarinin orani bu ¢alismada sirasiyla %18,70 ve
18,18 bulunmus onemli farklilik gostermistir. Enterobacteriaeceae oran ortalamasi ise bu

calismada %2,59 ile daha diisiik bir oranda belirlenmistir.

Ganda ve digerleri (2017) deneysel ¢alisma oncesi laktasyon donemindeki 20 Holstein
inekten alian siit 6rneklerinde mikrobiyom analizi gergeklestirmislerdir. Ortalama olarak en
yiiksek tespit ettikleri familyalar; Ruminococcaceae (%16,8), Lachnospiraceae (%7,0),
Aerococcaceae (%6,8), Enterobacteriaceae (%6,3), Planococcaceae (%5,7), Bacteroidaceae
(%5,4), Corynebacteriaceae (%5,1), Clostridiaceae (%4,2), Bacillaceae (%3,5) ve

Staphylococcaceae (%2,8) olmustur. Vasquez ve digerleri (2019) ise saglikli ineklerden
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aldiklar1 kiiltiir negatif siit Orneklerinde en yiiksek oranda tespit ettikleri 5 familya;
Ruminococcaceae  (%31,4), Streptococcaceae (%11,7), Lachnospiraceae (%6,9),
Corynebacteriaceae (%6,6), Bacteroidaceae (%3,6) olmustur. Bu ¢alismada kontrol grubu
stitlerinde  yiiksek oranda tespit edilen familyalar; Leuconostocaceae %22,88,
Pseudomonadaceae %18,69, Moraxellaceae %18,17, Weeksellaceae %4,73, Bacillaceae
%3,57, Enterobacteriaceae %?2,47 olarak tespit edilmistir. Familya bazinda iki ¢alisma ile
kiyaslandiginda ortak familyalar olsa da (Bacillaceae, Enterobacteriaeceae gibi) bu
caligmadaki kontrol grubu sonuclarindan oldukga farkli bir siit mikrobiyom profillerinin tespit

edildigi goriilmektedir.

Tarrah ve digerleri (2022), saglikl: siitlerde Lactococcus, Lactobacillus ve Leuconostoc

gibi laktik asit bakterilerinin bol miktarda bulundugunu bildirmislerdir.

Sokolov digerleri (2021) Rusya’da gergeklestirdikleri ¢alismada saglikli hayvanlardan
alinan siit 6rneklerinde en yiiksek bulduklari genus ortalama %44 ile Aerococcus olarak
raporlamiglardir. Bu calismada saglikli siitlerde ortalama olarak tespit edilen Aerococcus

genusu %0,23 olarak belirlenmistir.

Steinberg ve digerleri (2022) Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada saglikli siitlerde yapilan
mikrobiyom analizleri sonucu tespit edilen en baskin genuslari Staphylococcus (%29,8),
Acinetobacter (%22,5), ve Pseudomonas (%14,2) olarak raporlamiglardir. Bu ¢alismadaki
kontrol grubu siitleriyle Acinetobacter ve Pseudomonas sonuglari yakin olsa da Staphylococcus

higbir kontrol grubu 6rneginde baskin genus olarak tespit edilmedi.

Rainard ve digerleri (2022), saglikli inek siitiinde diisiik somatik hiicre sayis1 ve bagisiklik
fonksiyonunun o6nemli oldugunu bildirmislerdir. Saglikli siitiin bagisiklik fonksiyonu,
mikrobiyom bilesimi ile yakindan iliskili olup laktik asit bakterilerinin siitiin dogal bakteriyel
cesitliligini  kontrol altinda tutarak patojenik bakterilerin biiylimesini engelledigini
belirtmislerdir. Pellegrino ve digerleri (2019), laktik asit bakterilerinin mastitis enfeksiyonunun
gelisimini dnlemede potansiyel probiyotik suslar oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 deneysel
calismalarda saglikli siitlerden izole ettikleri bir Lactococcus ve bir Lactobacillus izolatlarint
meme i¢i uygulamalar ile mastitis infeksiyonlarini onlediklerini raporlamiglardir. Laktik asit
bakterilerinin trettikleri laktik asit, ko-agregasyon yetenekleri ve antimikrobiyal aktivite gibi
ozellikleri sayesinde siitiin mikrobiyal dengesinin kontrol altinda oldugunu ¢alisma sonuglari
ile vurgulamislardir. Paiva ve digerleri (2024) ise organik siitlerde Lactococcus genusunun %36

oraninda baskin oldugunu ve c¢ogu siit 6rneginde dominant genus oldugunu bildirmislerdir.
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Ayrica laktik asit bakterilerinin siitiin pH'sin1 diigiirerek, antimikrobiyal bilesikler iireterek ve
patojenik bakterilerin biiyiimesini engelleyerek siitiin mikrobiyal dengesi ve kalitesini kalitesini

korudugunu belirtmislerdir.

Kontrol grubu siitlerinde Shannon indeks degeri ortalama 5,49 olarak tespit edilmistir.
Saglikli siitlerde yapilan mikrobiyom calismalari ile kiyaslandiginda; Falentin ve digerleri
(2016) 5,18; Ganda ve digerleri (2016) 5,32; Oikonomou ve digerleri (2012) 5,41; Bonsaglia
ve digerleri (2017), 5,24; Salman ve digerleri (2023), 5,67 olarak tespit edilmis ve bu
caligmadaki sonug ile birbirine yakin degerlerde oldugu goriillmektedir. Farkli bir deger olarak
Sokolov ve digerleri (2021) yine saglikli siitlerde yaptiklari mikrobiyom ¢alismasinda Shannon
indeks degerini 4,82 olarak tespit ederek bu ¢aligmaya gore bolgelerindeki siit rneklerindeki
bakteriyel cesitliligi daha diisiik olarak tespit etmislerdir. Bu fark, cografik kosullar, ciftlik
yonetimi uygulamalari, beslenme ve mevsimsel faktorlerin siitiin mikrobiyom ¢esitliligini

etkileyebilecegini gostermektedir.

E. coli mastitis enfeksiyonlarinda filum diizeyinde yapilan analiz, mastitis gruplarinin
saglikli siitlerden belirgin sekilde farkli filum bilesimine sahip oldugunu gostermektedir.
Mastitis 6rneklerinde Pseudomonadota filumu baskinligi gozlenmis olup, bu filumun orani
%91,77 ile %098,58 arasinda degismektedir. Bu yiiksek oranlar, E. coli mastitis
enfeksiyonlarinda Pseudomonadota filumuna ait E. coli’nin de bulundugu Enterobacteriaceae

ailesi ve diger gram negatif patojenlerin baskinligini géstermektedir (Dahlberg ve digerleri,
2023).

Vasquez ve digerleri, (2019) Pseudomonadota filumunun saglikli siitlere gore yiizde
olarak artisin1 %29,4 olarak tespit ederlerken; bu ¢alismada en yiisek artis %56 ile grup 1 ve
grup 2 ve grup 3’de en yiiksek oranda, %49 ile grup 5’de en diislik oranda tespit edilerek arada
biiyiik bir fark oldugu goriilmektedir. Mastitis gruplarinda Bacillota filumu ikinci sirada yer
almakta olup, oram1 %]1,15 ile %6,74 arasinda degismektedir. Bu filumun orani, kontrol
grubundaki %41,65 oranina kiyasla 6nemli 6l¢giide diisiik olarak tespit edilmistir. En yiliksek
diisiis grup 1 ve grup 2’de %40 ile belirlenirken; Vasquez ve digerleri, (2019) saglikli siitlerde
yiizde deger olarak bu ¢alismaya yakin bir deger bulmuglar fakat diisiis miktarini %20 olarak
tespit etmislerdir. Bacillota filumundaki diisme seviyesi bu ¢alismada Vasquez ve digerleri,
(2019)’nin verilerine gore 2 kat fazla oldugu goriilmektedir. Calismada kontrol grubunda tespit

edilen diger filumlar mastitis gruplarinin tamaminda neredeyse tamamen ortadan kalkmistir.
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Maslennikova ve digerleri (2025) ve Szala ve digerleri (2026) Gram negatif mastitis

infeksiyonlarinda Bacillota filumunun azalmasini, 6nemli bir veri olarak belirtmislerdir.

Yang ve digerleri (2026) tarafindan yapilan ¢alismada, E. coli mastitis enfeksiyonunun
stitlin mikrobiyomunda Pseudomonadota filumunun baskin hale geldigi ve mastitis ile iliskili
patojenik E. coli enfeksiyonunun siitin mikrobiyom yapisini 6nemli 6lgiide degistirdigi
belirtilmistir. Mevcut ¢alismamizda elde edilen Pseudomonadota yiiksek oranlari (%91,77-
98,58), giincel caligsmalarda bildirilen E. coli mastitis ile iligskili Pseudomonadota artis1 ile
uyumludur. Bu bulgular, E. coli enfeksiyonunun siitiin mikrobiyom yapisinda Pseudomonadota

filumunun oranin1 belirgin sekilde artirdigin1 gdstermektedir.

Ganda ve digerleri (2016), E. coli mastitis ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada bu ¢alismadaki
sonuglara uyumlu olarak Pseudomonata filumunun ortalama yogunlugu, saglikl siite kiyasla
E. coli, Klebisella spp. ve Pseudomonas spp. kaynakli mastitisli siitlerde daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bacillota, Actinobacteria, Bacteroidetes, Tenericutes, Chlorobi'nin ortalama
yogunluklar1 ve kalan tiim filumlarin kombinasyonunun sagliklilarda E. coli kaynakli mastitisli

stitlere kiyasla daha ¢ok oldugu tespit edilmistir.

Lima ve digerleri (2018)’nin yaptiklari ¢aligma sonucunda ti¢ farkl etken kaynakli klinik
mastitis vakalarinda temel fark olarak Enterobactericeae familyasinda yer alan E. coli ve
Klebsiella spp. kaynakli mastitis numunelerinde sekans sonucunda toplam tespit edilen familya
sayilart sirastyla 28 ve 30; Streptococcus spp. kaynakli mastitis numunelerinde ise 64 olarak
tespit edilmistir. Bu sonug E. coli kaynakli mastitis vakalarinda siit mikrobiyotasindaki bakteri
familyalarindaki ¢esitliligin diger bir dnemli mastitis patojeni olan Streptococcus mastitis siit
mikrobiyotasina gore yar1 yariya azaldigini gostermektedir. Bu calismada E. coli mastitis
gruplarinda ise grup 1 ve grup 2’de 9; grup 3’de 14; grup 5’de 11; grup 6’da 15; grup 4’de 8
familya tespit edildi. Yapilan ¢alisma ile kiyaslandiginda bu ¢alismalardaki E. coli mastitis siit
mikrobiyom gruplarinin tamaminda c¢ok daha az familyanin tespit edilmesi bakteriyel

cesitliligin ¢cok daha fazla oranda diistiiglinii gostermektedir.

Ganda ve digerleri (2017) yaptiklar1 farkli gruplarda deneysel infeksiyon ile yaptiklar E.
coli mastitis ¢alismasinda infekte siitlerde Enterobactericeae oranini en yiiksek olarak %77,9;
Ganda ve digerleri (2016) yaptiklar1 bagka bir ¢alismada ise bu orani enfeksiyon sirasinda en
yiksek ortalama 9%85-%90 olarak raporlamislardir. Bulunan bu deger en yakin olarak bu
calismadaki %81,91 ile grup 6’da tespit edilirken diger gruplarda Enterobactericeae orani %91

ve %97 araliginda belirlenmistir. Farkli olarak Lima ve digerleri (2018) E. coli mastitis
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calismasinda infekte siitlerde bu calismadaki siit DNA ekstraksiyonunda benzer siit
fraksiyonlarini  kullanarak yaptiklar1 analizlerde Enterobactericeae orammi diger siit
fraksiyonlarina (tiim siit, pelet) kiyasla en yiiksek olarak (ortalama %95) tespit etmislerdir.
Vasquez ve digerleri (2019) E. coli mastitisli sigir siitlerinde saglikli siitlere kiyasla
Enterobactericeae familyasinin oraninda %29,4°liik artis tespit ederlerken, en yiiksek diisiis
tespit ettikleri familyalar %8,1 ile Staphylococcaceae ve %8,2 ile Bacillaceae olmustur. Bu
calismada ise saglikli siitlere kiyasla E. coli mastitisli siitlerde 3 grupta yaklasik 3 kat fazla bir
artis tespit edilmistir. Saglikli siitlere kiyasla Enterobactericeae familyasinda en yiiksek artis
%94-95 ile grup 1, grup 2 ve grup 3’de tespit edilmistir. Enterobactericeae familyasinda en
diisiik artis oranm1 ise %79 ile grup 6’da belirlenmistir. Bu calismada en yiiksek diisiis tespit
edilen familyalar grup 6’da %12, diger gruplarda %18 diisme orani ile Moraxellaceae, ve tim

mastitis gruplarinda %21-22 oraninda diisiis ile Leuconostocaceae olmustur.

Vasquez ve digerleri (2019) E. coli mastitisli sigir siitlerinde yaptiklari siit mikrobiyom
caligmasinda Escherichia genusunun saglikls siitlere kiyasla 30,1 Kat arttigini tespit ederlerken,
bu ¢aligmada en yiiksek olarak grup 3'de 38,8 kat artis tespit edilmistir. Caligmadaki en diisiik
art1g ise 33 kat artis ile grup 6’da belirlenmistir. Vasquez ve digerleri (2019) sagliklilara gore
Pseudomonas genusunda mastitis gruplarinda %6 oraninda artis tespit ederlerken, bu ¢alismada
oldukca farkli olarak grup 5°de %16, grup 6’da %14 diger tiim gruplarda %18 oraninda bir
diisiis tespit edilmistir. Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’de ortalama Pseudomonas genus orani

%0,69’ya diismiistiir.

Jiang ve digerleri (2023), E. coli mastitis siitinde Shannon indeks degerinin mastitis
olmayan siitlere kiyasla 6nemli 6lgiide diisiik oldugunu bildirmislerdir. Calismada, E. coli
mastitis grubunda Shannon indeks degeri ortalama 2,15 olarak tespit edilirken bu ¢alismada
grup 3°de 0,47 ve grup 1’de 0,50 gibi ¢ok diisiik degerler goriilmiis en yiiksek Shannon indeks
degeri 1,25 ile grup 6’da tespit edilmistir. Ganda ve digerleri (2016) ise deneysel E. coli
infeksiyonu sonrasi en diisiik tespit ettikleri Shannon indeks degeri ortalamalarin1 2 olarak
raporlamislardir. Bu ¢aligmadaki grup 6’daki 1,25 degeri bu calismaya yakin olup, diger
gruplarin degerlerinin olduke¢a diisiik oldugu goériilmektedir. Vasquez ve digerleri (2019) ise E.

coli mastitis siitlerinde Shannon indeks degerini ortalama 3,80 olarak tespit etmislerdir.

E. coli mastitisli sigirlarda siit mikrobiyomu ile alakali ¢aligmalarda Chaol indeks
degerleri ile ilgili sayisal veriler olduk¢a sinirlidir. Jung ve digerleri (2024) E. coli kaynakli
klinik mastitisli sigir siitlerinde alfa ¢esitlilik analizlerinde Shannon indeks degerlerin anlaml

farkliliklar tespit edilirken, Chaol indekslerinde Onemli farklar tespit etmediklerini
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raporlamiglardir. Ganda ve digerleri (2016) Klebsiella spp. kaynakli klinik mastitislerde kisa
bir siire sonra Shannon indeks degerlerinde diisiisler goriilmesine ragmen Chaol indeksi
iizerinde herhangi bir etki tespit etmediklerini raporlamislardir. Khasapane ve digerleri (2023)
ise farkli etken kaynakli subklinik mastitisli siitlerde Chaol indeks degerlerinin saglikl siitlerle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi ancak Shannon gesitlilik

indeksinin daha duyarli bir 6l¢iit oldugunu belirtmislerdir.

Diger mastitis etkenlerinden kaynakli siit mikrobiyomu c¢alismalari incelendiginde; Lima
ve digerleri (2018) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Streptococcus spp. kaynakli mastitis
orneklerinde ise filumlarin ¢ogunun Bacillota (%69,6) ve Pseudomonata (%30,1) olustugunu
tespit etmislerdir. Streptococcus tiirlerini igeren Bacillota filum degeri bu ¢aligmadaki ve diger
E. coli mastitis siit mikrobiyomu ¢alismalari ile kiyaslandiginda enfeksiyon etkeni genusun
bulundugu filumun oraminin diisiik oldugu goriilmektedir. Ganda ve digerleri (2016)
Pseudomonas kaynakli mastitis vakasinda en yiikksek deger olarak Pseudomonaceae
familyasinin oranin1 %44,3 olarak tespit etmistir. Bu ¢alismadaki ve diger E. coli mastitis siit
mikrobiyomu c¢aligmalar ile kiyaslandiginda enfeksiyon etkeni genusun bulundugu familyanin
oraninin disiik oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, koliform, gram negatif bir bakteri
tarafindan nolusan meme bezi enfeksiyonunda siitteki disbiyozis tablosunun, gram pozitif bir
bakteri (6rnegin Streptococcus spp.) tarafindan neden olunan enfeksiyondan farkli seyrettigiyle
aciklanabilir. Wellnitz ve Bruckmaier (2012) de sigirlarda yaptiklart meme dokusunda
immunite ile alakali ¢aligmada koliform kaynakli mastitislerde bazi gram pozitif bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlara kiyasla, meme bezinde daha siddetli ve agresif bir enfeksiyona ve

yiiksek bakteriyel cogalmaya yol agtigini belirtmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada Aydin bolgesinde mastitisli siit 6rneklerinin %20’sinde E. coli tespit edilmesi
E. coli’nin Aydin bdlgesinde sigir mastitisinde dnemli bir etken oldugunu gostermektedir. Izole
edilen 23 E. coli susunun %100’iiniin ETEC genlerini ve %56,52’sinin shiga toksin genlerini
tasidigr belirlenmis olup veteriner saglik ve halk sagligi acisindan onemli bir sonug elde
edilmistir. Hibrit patotiplerin yapilan benzer c¢aligmalara goére yiiksek oranda tespiti daha

patojenik potansiyele sahip suslarin varligini ortaya koymustur.

Mikrobiyom analizleri sonucunda boélgedeki sagliklt sigir siitlerinin mikrobiyomunun
yapilan bir¢ok c¢alismadan farkli bir profilde tespit edilmistir. Bu durum c¢aligmalarda da
belirtilen siit mikrobiyomunun ¢evresel faktorler, iklim, siirii yetistiricligi gibi faktorlere bagh
olarak degiskenlik gosterebildigini gostermektedir. E. coli kaynakli mastitis siitlerindeki siit
mikrobiyomunun belirgin disbiyozise bagli olarak degisimi siitiin mikrobiyal dengesinin net bir
sekilde ortaya koymaktadir. Calismada E. coli kaynakli mastitis siitlerindeki bazi patotip
gruplarinda farkliliklar gézlemlenmistir. Siit mikrobiyomu konusunda farkli patotip kaynakli
E. coli mastitis infeksiyonlari ile ilgili spesifik bir ¢alisma bulunmadigindan elde edilen

sonuclar gelecek calismalar i¢in 6nemli bir veri kaynagi olusturmustur.

Bu calismanin sonucunda diinyada major mastitis etkenlerinden biri olarak tanimlanan
E. coli’nin sigir mastitis vakalarindaki patotip bazli siit mikrobiyomu ¢alismalarinin artmasinin
gerekliligi ile beraber siit mikrobiyomunu etkileyebilecek farkli viriilens faktorlerinin tespitinin
onemli olacag1 ongdriilmektedir. Ayn1 zamanda tiim genom dizilemenin ortaya konabilmesini
saglayan yeni nesil dizileme yontemleri ile diinyada artan antibiyotik direnci de gdz oniinde
bulunduruldugunda gelecekte saglikli siit mikrobiyomunun daha iyi irdelenerek mastitis
vakalarinda kontrolsiiz antibiyotik kullaniminin engellenmesinde 6nemli katki saglayabilecegi

sonucuna varilmistir.
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