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OZET

MASTITIS ASISI YAPILAN INEKLERIN SUT MIKROBIiYOMU

UZERINDEKI DEGIiSiKLIiKLERINIiN BELIRLENMESI

Beydili E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veteriner
Mikrobiyolojisi Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2026.

Amag: Bu galisma, kontrol ve asili gruplardan elde edilen siit 6rneklerinde mikrobiyal topluluk
yapilarinin  karsilastirilmas1 ve asillama uygulamasinin siit mikrobiyotasina etkisinin

degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirildi.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmada mastitis asis1 uygulanmamis hayvanlardan elde edilen 6 siit
Ornegi ve mastitis asist uygulanmis hayvanlardan elde edilen 12 siit 6rnegi siit 6rnegi kullanildi.
Orneklerden elde edilen bakteriyel DNA’lar iizerinde 16S rRNA gen dizileme yontemi ile
mikrobiyom analizleri gergeklestirildi. OTU temelli analizler, alfa ve beta gesitlilik analizleri

ile filum, familya ve genus diizeyinde taksonomik dagilimlar degerlendirildi.

Bulgular: OTU analizleri sonucunda Kontrol grubunda 6 havuzlanmis Ornekten toplam
1.520.384, asili grupta ise 12 6rnekten toplam 5.759.632 sekans okumasi elde edilmistir. Tiim
orneklerde baskin filumlarin Pseudomonadota, Bacillota ve Bacteroidota oldugu belirlendi.
Genus diizeyinde ise Leuconostoc, Pseudomonas ve Acinetobacter baskin olarak tespit edildi.
Asil1 grup 6rneklerinde mikrobiyal dagilimin daha homojen oldugu ve 6zellikle baz1 6rneklerde
Leuconostoc relatif bollugunun arttig1 gozlendi. Alfa cesitlilik analizlerinde asili grupta tiir
zenginligi ve filogenetik cesitliligin genel olarak daha yiiksek oldugu belirlendi. Chaol
analizinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,05). Beta ¢esitlilik

analizlerinde ise asili grup orneklerinin daha homojen kiimelenme gosterdigi tespit edildi.

Sonuc: Caligma sonuglari, asilama uygulamasinin siit mikrobiyotasini tamamen degistirmekten
ziyade daha homojen bir mikrobiyal dagilim egilimi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ayrica siit mikrobiyotasinin ¢evresel kosullar, klinik gecmis ve bireysel farkliliklardan

etkilenebilen dinamik bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: 16S rRNA, Asilama, Mastitis, Mikrobiyal ¢esitlilik, Mikrobiyom, Sigir

sutu.



ABSTRACT

DETERMINATION OF CHANGES ON MIiLK MiCROBIOME OF MASTITIS

VACCINATED COWS

Beydili E. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Veterinary
Microbiology Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2026.

Objective: This study was conducted to compare the microbial community structures in milk
samples obtained from control and vaccinated groups and to evaluate the effect of vaccination

on the milk microbiota.

Material and Methods: In this study, 6 milk samples obtained from animals that had not been
vaccinated against mastitis and 12 milk samples obtained from mastitis-vaccinated animals
were used. Microbiome analyses were performed on bacterial DNA extracted from the samples
using 16S rRNA gene sequencing. OTU-based analyses, alpha and beta diversity analyses, and

taxonomic distributions at the phylum, family, and genus levels were evaluated.

Results: OTU analysis revealed a total of 1,520,384 sequence reads from six pooled samples
in the control group and 5,759,632 sequence reads from twelve samples in the vaccinated group.
The dominant phyla detected in all samples were Pseudomonadota, Bacillota, and
Bacteroidota. At the genus level, Leuconostoc, Pseudomonas, and Acinetobacter were
identified as the dominant genera. The vaccinated group showed a more homogeneous
microbial distribution and a higher relative abundance of Leuconostoc in some samples. Alpha
diversity was generally higher in the vaccinated group, with a significant difference observed
in the Chaol index (p<0.05). Beta diversity analysis also indicated more homogeneous

clustering among vaccinated samples.

Conclusion: The results suggest that vaccination may be associated with a more homogeneous
microbial distribution rather than a complete alteration of the milk microbiota. Additionally,
the milk microbiota was found to be influenced by environmental factors, clinical history, and

individual variability.

Keywords: 16S rRNA, Bovine milk, Mastitis, Microbial diversity, Microbiome, Vaccination.



1. GIRIS

Cevrede bulunan mikroorganizmalarin yaklasik %99’unun, geleneksel kiiltiir temelli
yontemlerle tanimlanamadigi tahmin edilmektedir. Molekiiler tekniklerin ve DNA dizileme
yontemlerinin gelisimi, siit de dahil olmak {izere ¢evremizdeki mikrobiyomun daha
derinlemesine, hizli ve maliyet etkin bir sekilde incelenmesine olanak saglamistir (Bhatt ve
digerleri, 2012). Bu gelismelerle birlikte, siit mikrobiyotasina yonelik ilk metagenomik
caligmalar 2012 yilinda gergeklestirilmis olup, o tarihten bu yana giderek artan sayida

arastirmaci siit mikrobiyomunu incelemeye yonelmistir (Bhatt ve digerleri, 2012).

Siit mikrobiyomu; hayvanin fizyolojik durumu, c¢evresel kosullar, sagim hijyeni,
beslenme, mevsimsellik ve iiretim kosullar1 gibi bir¢ok faktérden etkilenmekte olup, meme
saglig ile dogrudan iligkilidir (Guo ve digerleri, 2021; Metzger ve digerleri, 2018; Moscone ve
digerleri, 2025; Nikoloudaki ve digerleri, 2021). Bu baglamda, mikrobiyal dengenin bozulmasi
mastitis gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Bhatt ve digerleri, 2012). Mastitis, siit
sigirlarinda en yaygin ve ekonomik kayiplara yol acan hastaliklardan biri olup, genellikle
patojen mikroorganizmalarin meme dokusunu invaze etmesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir

(Velazquez-Ordofiez ve digerleri, 2019).

Siit, yiiksek su aktivitesi, protein, karbonhidrat, yag, vitamin ve mineral igerigi sayesinde
hem patojen hem de insan saglig1 agisindan faydali mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun
bir ortam olusturmaktadir (Veldzquez-Ordofiez ve digerleri, 2019). 1 mL siitiin, oldukga yiiksek
tiir gesitliligi gosterecek sekilde yaklasik 10° ile 10° CFU arasinda bakteri i¢erebilecegi tahmin
edilmektedir (Nikoloudaki ve digerleri, 2021). Bu nedenle siit mikrobiyomu ve siit tiriinlerinin
mikrobiyotasi iizerine yapilan arastirmalar hizla gelisen bir alan olup, modern molekiiler
biyoloji tekniklerinin giderek artan kullanimi bu ekosisteme dair bilgilerimizi stirekli

genisletmektedir (Li ve digerleri, 2016; Metzger ve digerleri, 2018).

Bununla birlikte, siit mikrobiyomunun yapisi olduk¢a degisken olup; cografi farkliliklar,
mevsimsel degisimler, ¢iftlik kosullari, 6rnekleme yontemi ve {iretim siiregleri gibi pek ¢ok
degiskene bagl olarak farklilik géstermektedir (Guo ve digerleri, 2021; Metzger ve digerleri,
2018; Moscone ve digerleri, 2025; Nikoloudaki ve digerleri, 2021; Rodrigues ve digerleri,
2017). Ayrica, siit ve siit tirlinlerinde mikrobiyal kontaminasyon hem {iriin kalitesi hem de halk

saglig1 agisindan onemli riskler olusturmaktadir (Velazquez-Ordonez ve digerleri, 2019).



Baslangicta, meme sisterninde biriken siitiin dogal olarak steril oldugu diistiniilmekteydi
ve bu gorls, geleneksel kiiltiire dayali yontemlere dayanmaktayd: (Rainard, 2017). Ancak
kiiltiirden bagimsiz molekiiler analizler bu varsayimi kesin olarak ciiriitecek yeterli kanit
sunmamistir. Rainard (2017) siit sarnic1 (meme sisterni) ortaminin tamamen steril olmadigini
ve belirli mikroorganizma gruplar tarafindan kolonize edilebilecegini belirtmistir. Metzger ve
digerleri (2018), bireysel meme loblarindan ve dogrudan meme sisterninden alinan siit 6rnekleri
iizerinde genetik analizler gerceklestirmis ve en yiiksek DNA verimi ile amplifikasyon
basarisinin sisternal o6rneklerde elde edildigini bildirmistir. Bununla birlikte, bu érneklerden
bakteriyel iireme saglanamamis olup, tespit edilen DNA’nin bagisiklik hiicreleri tarafindan
par¢alanmis bakteriyel kalintilardan veya diisiikk diizeyde c¢evresel kontaminasyondan

kaynaklanabilecegi 6ne stiriilmiistiir.

Siitiin ¢ekirdek mikrobiyomunun tanimlanmasi hala zorluklar igermektedir; ¢linkii uygun
ornekleme asamasinin belirlenmesi giigtiir. Caligmalar, mikrobiyal kompozisyonun; 6rneklerin
dogrudan memeden, meme kanalindan, tasima sonrasi toplama tanklarindan veya depolama ve
isleme tesislerine ulasim silirecinde alinmasia bagli olarak degisiklik gosterdigini ortaya
koymaktadir (Li ve digerleri, 2016; Metzger ve digerleri, 2018). Ayrica siit mikrobiyomu veri
setlerinde bazi bakterilerin varliginin yorumlanmasi tartismalidir. Pseudomonas, Halomonas
ve Shewanella gibi mikroorganizmalarin tespiti, 6zellikle DNA polimerazlar ve ekstraksiyon
Kitleri gibi laboratuvar reaktiflerinden kaynaklanan kontaminasyon sonucu ortaya
cikabilmektedir. Siitiin dogas1 geregi diisiik mikrobiyal biyokiitleye sahip olmasi nedeniyle, cok
kiiciik kontaminasyonlar dahi dizileme sonuclarini 6nemli o6lclide etkileyebilmekte ve
analizlerde yanliliga neden olabilmektedir (Ganda ve digerleri, 2021; Metzger ve digerleri,
2018).

Onceki ¢alismalarda, saglikli diivelerden elde edilen siitlerde en sik rastlanan bakteriyel
cinsler arasinda Faecalibacterium, Lachnospiraceae, Propionibacterium ve Aeribacillus
(Oikonomou ve digerleri, 2014), Pseudomonas ve Ralstonia (Kuehn ve digerleri, 2013), ayrica
Psychrobacter, Bacillus, Enterococcus, Lactococcus, Halomonas, Clostridium,
Staphylococcus,  Lysinibacillus,  Streptococcus,  Marinilactibacillus,  Lactobacillus,
Vagococcus, Alkaliphilus ve Macrococcus yer almaktadir (Frazilio ve digerleri, 2020). Saglikli
ineklerden elde edilen ¢ig siitlerin metagenomik analizleri ise Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes ve Actinobacteria filumlarina ait bakterilerin varligini ortaya koymustur
(Derakhshani ve digerleri, 2018; Hornik ve digerleri, 2021; Li ve digerleri, 2017).



Laktasyon donemi, siit mikrobiyomu kompozisyonunu etkileyen onemli bir endojen
faktordiir. Ozellikle erken laktasyon donemi, mikrobiyomun oldukca dinamik oldugu ve meme
saglig1 acisindan kritik bir siire¢ olarak degerlendirilmektedir (Lima ve digerleri, 2017; Zhu ve
digerleri, 2023). Kolostrum déneminde siit mikrobiyotasinin hem kompozisyonunun hem de
cesitliliginin farklilik gosterdigi ve bu durumun meme saglig ile iliskili olabilecegi
bildirilmistir (Lima ve digerleri, 2017). Bu nedenle, siit mikrobiyomunun laktasyon dénemine
bagli degiskenligi, mikrobiyom analizlerinin yorumlanmasinda dikkate alinmasi gereken

Onemli bir faktordir.

Mastitis, siit sigirlarini etkileyen en onemli hastaliklardan biri olup siit enddistrisi i¢in
onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Halasa ve digerleri, 2007; Rollin ve digerleri,
2015). Uzun yillar boyunca, Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae gibi gram
pozitif bulasici patojenler, siit sigir1 siiriilerinde intramammary enfeksiyonlarin baslica nedeni
olmustur. Ancak, siirdiiriilen kontrol programlarinin bir sonucu olarak, bulasict bakterilerin
neden oldugu mastitis insidansi son 20 y1l icerisinde belirgin sekilde azalmistir. Buna karsilik,
giiniimiizde siit endiistrisi 6zellikle koliform bakteriler olmak iizere ¢evresel patojenlerin neden

oldugu mastitisi kontrol etme zorlugu ile kars1 karsiyadir (Ruegg, 2017).

Geleneksel olarak mastitisin kontroliinde antibiyotik kullanim1 yaygin olmakla birlikte,
antibiyotik direnci ve siit lirlinlerinde kalint1 riski gibi nedenlerle alternatif yaklagimlara olan
ihtiyac¢ artmistir. Bu noktada, mastitis asilar1 hem hastaligin 6nlenmesi hem de siirii sagliginin
korunmasi agisindan 6nemli bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadir. Asilama yoluyla olusturulan
bagisiklik yanitinin yalnizca patojenlere karsi koruma saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda
meme bezindeki mikrobiyal kompozisyonu da etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Veldzquez-

Ordofiez ve digerleri, 2019).

Bu dogrultuda, siit mikrobiyomunun yapisi ve bu yapiyi etkileyen faktorlerin anlagilmasi,
mastitisin patogenezi ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir.
Ozellikle as1 uygulamalarinmin siit mikrobiyomu iizerindeki etkilerinin ortaya konulmasi, hem
hayvan sagligi hem de siit kalitesi acisindan yeni yaklagimlarin gelistirilmesine katki

saglayacaktir (Bhatt ve digerleri, 2012; Guo ve digerleri, 2021).

Bu arastirmada, mastitis asis1 uygulanan siit sigirlarindan asilama 6ncesi ve sonrasi elde
edilen siit Orneklerinin 16S rRNA gen dizileme ydntemiyle mikrobiyom profillerinin
karsilagtirtlmas1 amaclanmigtir. Bu kapsamda, mikrobiyal topluluk yapist; taksonomik

kompozisyon, alfa cesitlilik, beta cesitlilik ve filogenetik dagilim parametreleri ilizerinden



degerlendirilmistir. Elde edilen bulgularin, mastitis agilamasinin siit mikrobiyal ekosistemi
tizerindeki olasi etkilerinin anlasilmasina ve mastitis kontrol stratejilerinin mikrobiyom temelli

yaklasimlarla desteklenmesine katki saglamasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mastitis ve Meme Saghgi

Mastitis, klinik seyrine gore klinik ve subklinik; epidemiyolojik 6zelliklerine gore ise
kontagiydz ve ¢evresel mastitis olarak siniflandirilmaktadir. (De Vliegher ve digerleri, 2012).
Kontagiy6z mastitis olgularinda baglica Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae ve
Mycoplasma spp. rol oynarken; ¢cevresel mastitis olgular1 cogunlukla Escherichia coli, gevresel
streptokoklar ve diger ¢evresel kaynakli bakterilerle iliskilendirilmektedir (Abdi ve digerleri,
2021). Cevresel mastitis ise genellikle koagiilaz negatif Staphylococcus tiirleri, Escherichia coli
ve ¢evresel Streptococcus tiirleri ile iliskilendirilmekte olup enfeksiyon kaynagini ¢cogunlukla

diski, toprak ve nemli barinak ortami olusturmaktadir (Fox, 2009).

Mastitis, klinik bulgularin varligina gore klinik ve subklinik olmak {izere iki temel
formda degerlendirilmektedir (De Vliegher ve digerleri, 2012). Klinik mastitis olgularinda ates,
istahsizlik ve halsizlik gibi sistemik belirtilerin yan1 sira meme dokusunda sislik, sicaklik artisi
ve hiperemi goriilebilmektedir. Bununla birlikte siit yapisinda sulanma, pihtili goriiniim ve renk
degisiklikleri gibi fiziksel bozukluklar ortaya ¢ikmakta ve somatik hiicre sayisinda belirgin artig
meydana gelmektedir (Gruet ve digerleri, 2001). Subklinik mastitis vakalarinda ise ¢ogu zaman
gozle fark edilebilen meme veya siit degisiklikleri bulunmamakta, hastalik genellikle
laboratuvar analizleri ile tespit edilmektedir. Buna ragmen siit verimindeki azalma ile somatik
hiicre sayisindaki yiikselig, subklinik mastitisin en Onemli gostergeleri arasinda kabul

edilmektedir (Ruegg, 2017).

Mastitis, yalnizca meme sagligini etkileyen bir hastalik olmayip siit sigirlarinin refah,
siit kalitesi ve isletmelerin ekonomik siirdiiriilebilirligi iizerinde de Onemli sonuglar
olusturmaktadir. Klinik mastitisli (CM) ineklerde belirgin diizeyde stres ve fizyolojik yiik
olustugu, bunun da iireme performansini olumsuz etkiledigi bildirilmektedir. Diisiik gebelik
oranlari, artan suni tohumlama ihtiyaci, dogum ile ilk tohumlama arasindaki siirenin uzamasi,
abort oranlarindaki artis ve agik gilin sayisindaki yilikselme bu etkiler arasinda yer almaktadir
(Dalanezi ve digerleri, 2020). Ayrica mastitisin laktasyon performansi lizerinde de olumsuz
etkiler olusturdugu; siit veriminde azalma ve siit yagi oraninda diisiise neden oldugu

bildirilmektedir (Razooqi ve digerleri, 2021).



Halk saglig1 agisindan degerlendirildiginde mastitis iki yonlii risk olusturmaktadir. Tlk
olarak, enfekte hayvanlardan elde edilen siit ve siit liriinleri zoonotik patojenler tasiyabilmekte
ve bu durum insan sagligini tehdit etmektedir (Rahman ve digerleri, 2020). ikinci olarak, temel
kontrol ydntemlerinden biri olan antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi, antibiyotik direngli
suslarin ortaya c¢ikmasina neden olarak kiiresel Olgekte bir saglik riski olusturmaktadir

(Kovacevi¢ ve digerleri, 2022; Pascu ve digerleri, 2022).

Ekonomik ag¢idan bakildiginda mastitisin mali yiikii olduk¢a biiyiiktiir ve hem dogrudan
hem de dolayli maliyetleri kapsamaktadir. Dogrudan maliyetler; klinik vakalarda uygulanan
ilag tedavileri, dokiilen siit ve siiriiden ¢ikarilan hayvanlardan kaynaklanmakta olup toplam
kayiplarin yaklasik %30’unu olusturmaktadir (Aghamohammadi ve digerleri, 2018). Dolayli
maliyetlerin biiylik kismi ise subklinik enfeksiyonlara bagli siit verimindeki azalmadan
kaynaklanmakta ve toplam kayiplarin yaklasik %70’ini olusturmaktadir (Huijps ve digerleri,
2008). Arastirmalar, Amerika Birlesik Devletleri’'nde bir siit isletmesinde laktasyonun ilk 30
giiniinde goriilen klinik mastitis vakalarinin ekonomik etkisinin yaklagik 444 ABD dolari

oldugunu gostermektedir (Rollin ve digerleri, 2015).

Bu bulgular, mastitisin ciddi sonuglarin1 ortaya koymakta ve hastaligin zamaninda
teshisi ile etkili dnleme ve kontrol stratejilerinin uygulanmasinin gerekliligini vurgulamaktadir.
Mastitisin tanisinda optimal yaklasim; hizli, dogru ve zamaninda sonug verebilen yontemlerin
kullanilmastyla hastaligin erken teshis edilmesi ve etkin sekilde yonetilmesini saglamalidir.
Geleneksel erken teshis yontemleri arasinda yer alan California Mastitis Testi (CMT) ve
elektriksel iletkenlik (EC) ol¢limleri, hizli sonu¢ vermeleri, ekonomik olmalar1 ve sahada
uygulanabilirlikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin
ozgiilliikleri nispeten diisiiktiir. Buna karsilik, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), enzim
baglantili immiinosorbent analiz (ELISA) ve omik teknolojiler gibi ileri tani1 yontemleri;
karmasik laboratuvar altyapisina ihtiyag duymakta ve yiiksek maliyetli olmaktadir. Bununla
birlikte, bu yontemler yiiksek dogruluk ve 6zgiillik avantaji sunmaktadir (Chakraborty ve
digerleri, 2019; Hussein ve digerleri, 2018).

Bu nedenle mevcut ve gelismekte olan tan1 yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari,
uygulanabilirlik alanlar1 ve gelisim egilimlerinin sistematik olarak degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu yaklagim, siit sigir1 isletmelerinin mevcut kosullara gére en uygun veya
kombine tani stratejilerini se¢melerine yardimci olacak ve daha ideal tanmi araglarinin
gelistirilmesini destekleyecektir. Mastitisin yonetiminde; antibiyotikler, asilama, bitkisel

tedavi, bakteriyosinler ve nanopartikiil temelli tedaviler dahil olmak iizere hem geleneksel hem
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de yeni yaklagimlar tedavi ve 6nleme amaciyla kullanilmaktadir (Gomes ve Henriques, 2016).
Ayrica yapilan c¢alismalar, kimyasal dezenfektanlarin kullaniminin 6zellikle mastitis olmak
iizere sigirlarda meme enfeksiyonlarinin azaltilmasinda ve siit kalitesinin iyilestirilmesinde
etkili oldugunu gostermektedir (Skowron ve digerleri, 2019). Giiniimiizde antibiyotik tedavisi
hala temel yaklasim olarak kabul edilmekte; ancak yaygin kullanimui, etkinligini giderek azaltan

antibiyotik direnci sorununa yol agmaktadir (Babra ve digerleri, 2013; Park ve digerleri, 2012).

Onemli bir koruyucu strateji olan asilama ise uygulamada c¢esitli zorluklarla
karsilagmaktadir. Bir yandan, mastitise neden olan patojenlerin ¢esitliligi nedeniyle asi
hedefleri belirlenmis olsa da genel basari orani diisiiktiir (Ashraf ve Imran, 2020; Bradley ve
digerleri, 2015; Collado ve digerleri, 2016). Diger yandan, mevcut asilarin koruyucu
etkinliginin sinirli oldugu ve maliyetlerinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (Coté-Gravel ve
Malouin, 2019). Konvansiyonel antibiyotik ve as1 uygulamalarinin siirhiliklart géz 6niine
alindiginda, bakteriyosinler ve nanopartikiil temelli tedaviler gibi alternatif terapotik
yaklasimlar, 6zgilin tedavi potansiyelleri nedeniyle giderek daha fazla ilgi gormektedir

(Castelani ve digerleri, 2019; Pinheiro Machado ve digerleri, 2019).

2.2. Mastitis ve Siit Mikrobiyomu Disbiyozu

Mastitis, siit mikrobiyomunu 6nemli 6l¢lide etkileyen ve mikrobiyal dengeyi bozan
patolojik bir durumdur. Siit sigirlarinda en yaygin, ekonomik agidan en 6nemli ve maliyetli
hastaliklardan biri olan mastitis; meme bezinin inflamasyonu ile karakterize olup, siitte somatik
hiicre sayisinda artig, pihtilasma ve istenmeyen renk degisimleri gibi fiziksel ve kimyasal

degisikliklere yol agmaktadir (Izquierdo ve digerleri, 2017).

Mastitis tek tip bir hastalik olarak degerlendirilmemeli; aksine etken
mikroorganizmalara, enfeksiyonun siddetine ve siiresine bagli olarak degiskenlik gdsteren, ¢ok
etkenli ve ¢ok mikroorganizmali bir enfeksiyon olarak ele alinmalidir. Hastalik en yaygin
olarak Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, diger streptokoklar, enterokoklar ve
koliform bakteriler ile iliskilendirilmekte olup, daha nadir olarak Corynebacterium bovis’de
etkenler arasinda yer almaktadir (Izquierdo ve digerleri, 2017). Bununla birlikte, enfeksiyonlar
tek bir baskin patojenle sinirli olabilecegi gibi polimikrobiyal topluluklar seklinde de
geligebilmekte ve bu durum siit mikrobiyomunun farkli kompozisyonlarda sekillenmesine

neden olmaktadir (Pang ve digerleri, 2018; Urrutia-Angulo ve digerleri, 2024). Mastitis ile



iligkili mikrobiyom degisimlerinin yorumlanmasint daha da karmasik hale getirmektedir.
Mastitis sonrasi iyilesme siirecinde dahi mikrobiyal dengesizlik (disbiyoz) uzun siire devam
edebilmektedir. Baz1 siit orneklerinde klinik iyilesmeden sonra belirli bakteriyel taksonlarin
baskinligini siirdiirdiigli gézlenirken, bazi durumlarda mikrobiyal dengenin kademeli olarak
yeniden saglandigi bildirilmektedir (Kaczorowski ve digerleri, 2022; Urrutia-Angulo ve
digerleri, 2024). Tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, mastitisin siit mikrobiyomunu
baglama bagl bir sekilde etkiledigi ve patojenin tiirii, enfeksiyonun siddeti ile hastaligin
ilerleme siirecine bagli olarak sekillenen bir mikrobiyom siirekliligi olusturdugu
anlagilmaktadir. Bu durum, faydali mikroorganizmalar iizerindeki etkilerin genellenmesini
zorlagtirmakta ve mikrobiyomun direng ve iyilesme mekanizmalarinin daha iyi anlasilabilmesi
icin tiir diizeyinde ve uzunlamasina analizlerin gerekliligini ortaya koymaktadir (Urrutia-

Angulo ve digerleri, 2024).

Yiiksek verimli dizileme teknikleri kullanilarak gerceklestirilen giincel ¢alismalar,
mastitisin tiim sistemlerde ayni tip bir disbiyoz olusturmadigini; bunun yerine siit mikrobiyal
topluluklarinda baglama bagh ve 6nemli degisikliklere yol actigini gostermektedir. Ciftlik
diizeyinde yapilan karsilastirmalar, mastitis ile iliskili baskin mikroorganizma gruplarinin
yonetim kosullarina ve hastalik insidansina bagl olarak degistigini ortaya koymustur (Pang ve
digerleri, 2018). Bu patojen iligkilerine, mikrobiyal topluluk diizeyinde daha genis degisimler
de eslik etmektedir. Bunlar arasinda filum diizeyinde kompozisyon farkliliklar1 ve birlikte
bulunan bagirsak kokenli takson kiimeleri yer almakta olup, bu durum siit mikrobiyotasinda
cevresel veya fekal kontaminasyonun etkili olabilecegini diistindiirmektedir (Pang ve digerleri,

2018; Yang ve digerleri, 2025).

Tekrarlayan Klebsiella kaynakli mastitis vakalarinda yapilan ¢alismalarda,
Faecalibacterium ve Ruminococcaceae gibi sigir bagirsak mikrobiyotasi ile iliskili taksonlarin

etkilenen hayvanlarda artis gosterdigi belirlenmistir (Yang ve digerleri, 2025).

Onemli olarak, bazi mastitis durumlarinda alfa gesitliligin azalmas1 ve belirli
patojenlerin baskin hale gelmesi gozlense de, bu durum tiim vakalar igin gecerli degildir (Secchi
ve digerleri, 2025). Bu nedenle mevcut calismalar biliylik Olgiide mastitis ile iligkili siit
mikrobiyomu degisimlerine odaklanmakta olup, diger hastalik ve saglik durumlarinin siit
mikrobiyomu {izerindeki etkileri konusunda Onemli bir bilgi boslugu bulunmaktadir

(Derakhshani ve digerleri, 2018; Ruegg, 2022).



2.3. Mastitis Asilar

Mastitis, siit sigirlarinin davranis1 ve refahi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Hastaligin
neden oldugu agr1 ve rahatsizliga bagli olarak; aktivite diizeyi, yiirime sekli, beslenme ve
kendini temizleme davranislarinda degisiklikler gibi davranigsal tepkiler ortaya ¢ikmaktadir
(Petersson-Wolfe ve digerleri, 2018). Mastitis ayn1 zamanda inekler iizerinde olumsuz duygusal
etkilere de yol agmaktadir. Hastalik sonucunda hayvanlar daha az aktif, daha az canli, daha az
mutlu ve daha az enerjik hale gelebilmektedir (des Roches ve digerleri, 2018). Bu durum,
mastitisin siit sigirlarinda refah agisindan en 6nemli sorunlardan biri oldugunu gostermektedir
(Silva ve digerleri, 2021). Ayrica mastitis, siit hayvanciliginda hastaliklara bagli ekonomik
kayiplarin baglica nedenidir (Rainard ve digerleri, 2021). Bu maliyetler; siit verimi ve
kalitesindeki diisiis, erken siiriiden ¢ikarma nedeniyle diive ihtiyaci, tan1 ve tedavi giderlerini

kapsamaktadir (Hogeveen ve digerleri, 2019).

Mastitis, bakterilerin memenin bir veya birden fazla ¢eyreginde enfeksiyon olusturmasi
sonucu gelismektedir. Enfeksiyonu takiben inegin bagisiklik sistemi yanit verir ve siitteki
somatik hiicre sayis1 (SCC) artar. Bu deger 200.000 hiicre/ml seviyesine ulastiginda, hayvanda
klinik mastitis (KM) gelistigi kabul edilmektedir (International Dairy Federation, 1997). Bu
degerin altinda ise hayvan subklinik mastitis (SKM) durumundadir; yani hastalik gelismekte
olup heniiz klinik belirtiler géstermemektedir (Geary ve digerleri, 2012).

Hastaligin etiyolojisinde farkli bakteri tiirleri rol oynamakta olup bunlar bulasici
(kontagiyoz) ve cevresel olmak tlizere iki gruba ayrilmaktadir. Bulasic1 etkenler arasinda
Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae yer alirken; gevresel etkenler arasinda
koliform bakterilerden Escherichia coli ve Klebsiella tiirleri bulunmaktadir (Ruegg, 2017).
Daha yaygin olarak inekler bulasici etkenlerle enfekte olmakta olup, S. aureus prevalanst %7
ile %40 arasinda degismektedir. Koliform bakterilerle olusan enfeksiyonlarin prevalansi ise

daha diisiiktiir (Tashakkori ve digerleri, 2019).

Mastitisin neden oldugu bu yayginlik, ekonomik kayiplar ve refah problemleri, hastaligin
kontroliine yonelik alternatif yaklasimlarin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bu kapsamda,
1980’11 yillarda mastitisin g¢evresel patojenlerine karsi miicadele amaciyla asi gelistirme
calismalan yiirtitiilmistiir. Bu ¢aligmalar, Escherichia coli J5 mutantina dayandirilmis olup,
RE-17 mutant1 da kullanilmistir (Wilson ve Gonzalez, 2003). Bu kapsamda gelistirilen ticari

asilara; Pfizer Animal Health’e ait Upjohn J-5 Bacterin®, Bayer’in Mastiguard™, Biogenesis-



Bago’nun Rotatec®-J5, Merial’in Imocolibov® ve J-Vac®, IMMVAC’1n Endovac-Dairy® ve
Novartis Animal Health’in J-5 Shield™ asilar1 6rnek verilebilir (Mata ve digerleri, 2023).

Bunun yani sira, Staphylococcus aureus’a karsi as1 gelistirme ¢alismalar: 1990’11 yillarin
basinda baslamistir (Michie, 2002). Denis ve digerleri (2009), deneysel DNA rekombinant
protein asilar ile yalnizca rekombinant protein igeren agilari test etmistir. Daha yakin donemde
ise Boehringer Ingelheim tarafindan gelistirilen Lysigin® SomatoStaph® asis1 da piyasaya
sunulmustur (Mata ve digerleri, 2023).

HIPRA tarafindan gelistirilen Startvac® ve Mastivac® ise giliniimiizde ticari olarak
mevcut olan asilardir. Bu asilar, inaktive edilmis E. coli J5 ve S. aureus (CP8) SP 140 suslarini
icermekte olup hem E. coli hem de S. aureus kaynakli enfeksiyonlara kars1 etki gostermektedir
(Mata ve digerleri, 2023).

Mastitis asilarinin gelistirilmesine iliskin zorluklar, farkli arastirmacilar tarafindan
tanimlanmis ve tartisilmistir (Mellenberger, 1977; Pyoréld, 2002; Rainard ve digerleri, 2021).
Bu zorluklarin baginda, hastaligin patogenezinde rol oynayan ¢ok sayida farkli mikroorganizma
ve susun bulunmasi gelmektedir. Ayrica, siit kanallar1 ve alveollerde subklinik enfeksiyonlar
seklinde varligini siirdliren patojenler, humoral antikorlar tarafindan etkili bir sekilde hedef
allamamaktadir. Mastitis asilarina yonelik bir¢ok deneme gerceklestirilmis olmasina ragmen,
etkinlikleri konusunda ciddi siipheler bulunmaktadir (Leitner ve digerleri, 2003). Bugiine kadar
farkli ¢alismalarin sonuglari geliskili olup, bazi arastirmalar asilamay1 desteklerken (Gorden ve

digerleri, 2018), bazilar1 ise desteklememektedir (Tashakkori ve digerleri, 2019).

Mevcut mastitis ast ¢alismalarinin biiylik boliimii klinik mastitis insidansi, SCC, siit
verimi, enfeksiyon siiresi ve antikor yanitlar1 gibi klasik parametreler iizerine odaklanmuistir.
Buna karsin, agilama uygulamalarinin siit mikrobiyal toplulugu lizerindeki olasi etkileri sinirl
saylda calisma ile degerlendirilmistir. Bu nedenle, mastitis asilamasinin siit mikrobiyomu
iizerindeki etkisinin 16S rRNA gen dizileme temelli yaklagimlarla incelenmesi, literatiirdeki

onemli bir boslugu hedeflemektedir.

2.4. Mastitis Asilarimin Siniflandirilmasi

Mastitisin ¢ok etkenli dogasi, koruyucu stratejiler arasinda asilama g¢alismalarini
ozellikle onemli kilmaktadir. Bugiine kadar gelistirilen mastitis agsilart c¢ogunlukla

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae ve Escherichia coli gibi baslica etkenleri

10



hedeflemis; tam hiicreli, inaktive, rekombinant veya alt birim esasli formiilasyonlar seklinde
tasarlanmistir (Ashraf ve Imran, 2020; Ismail, 2017). Ozellikle E. coli igin J5 ¢ekirdek
antijenine dayali preparatlar ve S. aureus igin kapsiiler polisakkaritler, yiizey proteinleri ve

toksin temelli asilar 6ne ¢ikmaktadir (Ismail, 2017).

Bununla birlikte mastitis asilarinin gelistirilmesi, etkenlerin sus ¢esitliligi, patojenlerin
meme dokusunda subklinik bi¢imde kalicilik gdsterebilmesi ve olusturulan bagisiklik yanitinin
her zaman yeterli koruma tiretmemesi nedeniyle giigtiir. Bu nedenle ticari, herd-spesifik ve
deneysel asilara iliskin sonuglar ¢ogu zaman sinirli ya da ¢eliskilidir (C6té-Gravel ve Malouin,
2019; Ismail, 2017).

2.4.1. Ticari Asilar

Ticari asilar i¢inde en fazla incelenen preparatlardan biri olan Startvac, farkl isletme ve
deneysel modellerde degisken sonuglar vermistir. E. coli J5 ile S. aureus SP140 igeren bu
polivalan asimnin ayni siirlide herd-spesifik bir as1 ile karsilastirildigi kontrollii saha
denemesinde, S. aureus mastitis prevalansinda azalma bildirilmis; ancak klinik mastitis

insidansi ve siiresi lizerinde belirgin bir avantaj gosterilememistir (Freick ve digerleri, 2016).

Birlesik Krallik saha kosullarinda yapilan baska bir ¢alismada, klinik ve subklinik
mastitis insidansi ile prevalansinda anlaml farklilik saptanmazken, klinik mastitis siddetinde
azalma ve siit verimi ile siit kuru maddesinde artis bildirilmistir (Bradley ve digerleri, 2015).
Buna karsilik Isvec’te iki bilyiik siiriide yiiriitillen calismada, meme sagligi, siit verimi ve

yasama giicli bakimindan asilama lehine anlamli bir fark bulunmamistir (Landin ve digerleri,

2015).

Schukken ve digerleri (2014), Startvac® uygulamasiyla S. aureus ve koagiilaz negatif
stafilokoklara bagli yeni mastitis vakalarmin insidansinda orta diizeyde azalma ve enfeksiyon
stiresinde kisalma gostermistir. Deneysel challenge modelinde ise agilanan hayvanlarda daha
diisiik SCC, daha diisiik polimorfoniikleer hiicre sayisi, daha az siit verimi kayb1 ve daha yiiksek

S. aureus ile J5’¢ 6zgii serum IgG diizeyleri saptanmustir (Piepers ve digerleri, 2016).

Diger ticari yaklasimlarda da benzer heterojenlik goriilmektedir. Middleton ve digerleri
(2009) stafilokokal bakterin asisinda yeni vaka ya da iyilesme oranlar1 bakimindan anlamli fark

bildirmemis; buna karsilik Wilson ve digerleri (2009), J5 asili ineklerde 1gGl ve 1gG2
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diizeylerinin arttigin1 ve siirliden ¢ikarilma olasiliginin azaldigini gostermistir. Ayrica S.
aureus’a karsi1 gelistirilen ticari bir asinin antikor yanitini siirdiirebildigi ve SCC ile siit verimi

iizerinde olumlu etkiler saglayabildigi de bildirilmistir (Leitner ve digerleri, 2003).

2.4.2. Siiriiye Ozgii Otovaksinler

Siiriiye 0zgii otovaksinler, 6zellikle belirli siiriilerde baskin olan S. aureus suslarina
kars1 daha hedefli bir koruma saglama amaciyla kullanilmaktadir. Freick ve digerleri (2016),
BestVac® adi verilen herd-spesifik aginin S. aureus mastitis prevalansini ticari agtya benzer

bi¢cimde azaltabildigini gdstermistir.

Czernomysy-Furowicz ve digerleri (2014), herd-spesifik bir otovaksinin tek basina ya
da intramammary sefuroksim ile kombine kullanimini incelemis; o6zellikle kombinasyon
yaklasiminin yiiksek subklinik mastitis oranina sahip bir siiriide S. aureus enfeksiyonlarinin
eliminasyonunda etkili oldugunu ve asilanan hayvanlarda en az iki yil klinik mastitis
goriilmedigini bildirmistir. Benzer sekilde Slobodanka ve digerleri (2008), herd-spesifik
icerikte hazirlanmis bir preparatin hem subklinik hem de klinik mastitis oranlarini
azaltabildigini gostermistir. Bu bulgular, herd-spesifik otovaksinlerin 6zellikle siiriide baskin
dolasan suslarin 1iyi tanimlandigi durumlarda daha hedefli bir kontrol secenegi

olusturabilecegini diistindiirmektedir (Slobodanka ve digerleri, 2008).

2.4.3. Deneysel ve Yeni Nesil Asilar

Deneysel ve yeni nesil asilar, mastitis kontroliinde daha gii¢lii ve daha secici bagisiklik
yanitlar1 olusturma hedefiyle gelistirilmektedir. Rekombinant S. aureus enterotoksin tip C
mutantin1 igeren MastaVac® ile yapilan deneysel ¢alismada, asili ineklerde spesifik antikor
olusumu, daha diisitk SCC ve siitte S. aureus izolasyonunun engellenmesi bildirilmistir (Chang
ve digerleri, 2008).

Biyofilm iligkili bakterin esasli bir asida serum ve siit antikor titrelerinde artis ile siit
icindeki S. aureus sayisinda azalma gbézlenmis; ancak klinik bulgularin siddetinde anlamli fark

saptanmamistir (Prenafeta ve digerleri, 2010). S. aureus kapsiiler polisakkarit tip 5, tip 8 ve tip
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336’y1 igeren trivalan preparat ise serum antikor diizeylerini artirmig, CD4* ve CD8* lenfosit
oranlarim ytlikseltmis ve notrofillerin fagositoz fonksiyonlarinda iyilesme saglamistir (Lee ve

digerleri, 2005).

2.5. Asilarin Siit Mikrobiyomu Uzerine Etkileri

Mastitis asilar iizerine yiiriitiilen ¢aligmalarin biiyiik boliimii; klinik mastitis insidansi,
enfeksiyon siiresi, yeni enfeksiyon gelisimi, somatik hiicre sayisi (SCC), siit verimi, siiriden
cikarma orani ve spesifik antikor yanitlar1 gibi klasik klinik ve immiinolojik parametreler
lizerine yogunlagmistir (Bradley ve digerleri, 2015; Freick ve digerleri, 2016; Landin ve
digerleri, 2015; Middleton ve digerleri, 2009; Piepers ve digerleri, 2016; Schukken ve digerleri,
2014; Wilson ve digerleri, 2009). Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢aligsmalar, mastitisin
yalnizca spesifik bir patojen enfeksiyonu olarak degerlendirilemeyecegini, ayn1 zamanda siit
mikrobiyotasinda disbiyotik degisimlere yol acan kompleks bir siire¢ oldugunu gostermektedir.
Olusan bu mikrobiyal degisimlerin; enfeksiyon etkeni, hastaligin evresi, gevresel kosullar,
ciftlik yonetimi ve konaga ait faktorlerden etkilenebildigi bildirilmektedir (Pang ve digerleri,
2018; Secchi ve digerleri, 2025; Urrutia-Angulo ve digerleri, 2024; Yang ve digerleri, 2025).

Bu durum, mastitis patogenezinin yalnizca patojen varligi ile agiklanamayacagini ve siit
mikrobiyal toplulugunun oldukga dinamik bir ekolojik yap1 olusturdugunu diisiindiirmektedir.
Dolayisiyla asilama ile saglanan immiinomodiilator etkinin, sadece hedef mikroorganizmanin
baskilanmasi1 ile simrli kalmayip siit mikrobiyotasinin genel kompozisyonunu da
etkileyebilecegi Ongoriilmektedir. Asilama sonrasinda bildirilen diisik SCC diizeyleri,
inflamatuvar hiicre yiikiindeki azalma, enfeksiyon siiresinin kisalmasi ve artmig 6zgiil antikor
yanitlar1 gibi bulgular, siit igerisindeki mikrobiyal dengenin de degisebilecegine isaret

etmektedir.

Bununla birlikte, mastitis asilarinin siit mikrobiyomu {iizerindeki etkisinin dogrudan
sekans temelli mikrobiyom analizleri ile degerlendirildigi calisma sayist halen oldukca
sinirlidir. Bu nedenle mastitis agilamasmin siit mikrobiyal toplulugu iizerindeki potansiyel
etkilerinin ortaya konulmasi, mevcut literatiirde halen yeterince agikliga kavugsmamis énemli
arastirma alanlarindan biri olarak degerlendirilmektedir (Derakhshani ve digerleri, 2018;

Ruegg, 2022).
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Mastitis asilarinin etkinligi {izerine yapilan calismalar incelendiginde, elde edilen
sonuglarin olduk¢a degisken oldugu ve bu degiskenligin birden fazla faktoér tarafindan
sekillendirildigi goriilmektedir. Bu kapsamda, Mata ve digerleri (2023) tarafindan
gerceklestirilen meta-analizde, as1 etkinligini etkileyen temel degiskenlerin “yayimn yili”, “ast
liretim yontemi”, “asilama zamani” ve “denemede kullanilan hayvan grubu” oldugu ortaya
konmustur. Ayni ¢calismada kullanilan karma etkiler modelinin heterojenlik géstermemesi (I* =
%0), bu faktorlerin gézlenen varyasyonun biiyiik bir kismin1 agikladigini géstermektedir. Meta-
analiz bulgulari, as1 etkinliginin zaman igerisinde azalma egilimi gosterebildigini ortaya
koymaktadir. Yaym yilina bagli olarak yapilan analizlerde, daha giincel ¢alismalarin asi
etkinligini daha disiik bildirdigi goriilmiistir. Bu durumun, mastitis etkeni patojenlerin
zamanla degisim gdstermesi ile iligkili olabilecegi belirtilmektedir (Bradley ve digerleri, 2015).
Bunun yani sira, as1 liretim yonteminin de 6nemli bir belirleyici oldugu; siirliye 6zgii olarak

gelistirilen asilarin belirli diizeyde etkinlik gosterebildigi, ticari asilarin ise daha sinirli sonuglar

ortaya koyabildigi bildirilmistir (Mata ve digerleri, 2023).

Astlama zamaninin da as1 yanit1 lizerinde etkili oldugu belirtilmektedir. Dogum 6ncesi
uygulamalarin belirli bir koruyuculuk saglayabildigi, buna karsilik dogum sonrasi
uygulamalarin daha sinirh bir etki ile iliskilendirildigi ifade edilmektedir (Mata ve digerleri,
2023). Yiiksek verimli siit ineklerinde periparturient donemde meydana gelen fizyolojik stres
ve immiin baskilanma durumunun mastitis duyarlilig: ile iliskili oldugu da rapor edilmistir
(Burvenich ve digerleri, 2000). Ayrica, asilama sonrasi antikor gelisiminin yaklasik dort hafta
sirdiigii (Pyorédld, 2002) ve dogum oOncesi yapilan asilama ve hatirlatma dozlarinin

kolostrumdaki IgG konsantrasyonunu artirdig bildirilmistir (Menichetti ve digerleri, 2021).

Bununla birlikte, farkli hayvan gruplarinda (diive, multiparous veya karma siirtiler) as1
etkinliginin belirgin sekilde ayrismadigi da rapor edilmistir (Mata ve digerleri, 2023). Bu
durum, calismalar arasindaki metodolojik farkliliklar ve etkilesim analizlerinin sinirli olmasi
ile iligkilendirilmektedir. Ayrica, multiparous ineklerde yasla birlikte somatik hiicre sayisinin

arttig1 ve enfeksiyon siiresinin uzadig da literatiirde yer almaktadir (Rainard ve digerleri, 2018).

Mastitis, ¢ok sayida mikroorganizmanin etkilesimi ile sekillenen kompleks bir hastalik
olup, hastaligin ortaya ¢ikisinda mikrobiyal ekosistem dinamikleri 6nemli rol oynamaktadir.
Bu nedenle mastitis kontroliine yonelik gelistirilen asilarin temel hedefi, belirli patojenlerin
baskilanmasinin Otesinde, hastalik insidansinin genel olarak azaltilmasidir. Ancak saha
caligsmalarinda elde edilen bulgular, asilama sonrasinda her zaman toplam mastitis insidansinda

mutlak bir azalma goriilmedigini, bazi durumlarda patojen spektrumunda degisim meydana
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gelebilecegini gostermektedir (Bradley ve digerleri, 2015). Bradley ve digerleri (2015), asinin
belirli firsatg1 patojenlere karst koruyucu etki gosterirken, duyarli hayvanlarda farkli
patojenlerin enfeksiyon olusturabilecegini ve bunun “yer degistirme (substitution)” etkisi
olarak degerlendirilebilecegini bildirmistir. Bu durum, mastitisin etiyolojisinde mikrobiyal
rekabet ve ekolojik denge kavramlarinin 6nemini ortaya koymaktadir. Ayni ¢calismada klinik
mastitis etiyolojisinin oldukca heterojen oldugu ve 40’tan fazla bakteri cinsinin tanimlandigi
rapor edilmistir. Bu yiiksek ¢esitlilik, mastitisin yalnizca tek bir patojene bagli bir hastalik
olmadigini, aksine meme bezinde yer alan mikrobiyal topluluklarin dengesindeki degisimlerle
iligkili oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla asilama ile belirli patojenlerin baskilanmasi,
meme bezindeki mikrobiyal kompozisyonu etkileyerek siit mikrobiyomunda degisimlere yol
acabilir (Bradley ve digerleri, 2015). Bununla birlikte, asinin saha kosullarindaki etkinliginin
yalnizca dogrudan koruyucu etkilerle simirli olmadigi, ayni zamanda dolayli etkileri de
icerebilecegi belirtilmektedir. Ancak ¢evresel mastitis etkenlerinin baskin oldugu siiriilerde bu

dolayli etkinin sinirh kalabilecegi ifade edilmektedir (Bradley ve digerleri, 2015).

Mastitis, yalnizca belirli patojenlerin varligi ile agiklanamayacak, memedeki mikrobiyal
topluluklarin dengesinin bozulmasiyla iligkili kompleks bir hastalik olarak tanimlanmaktadir
(Schukken ve digerleri, 2014). Siit mikrobiyomu {izerine yapilan yeni nesil ¢aligmalar, saglikli
meme dokusunda dahi ¢esitli bakteriyel topluluklarin bulundugunu ve bu topluluklarin dengesi
bozuldugunda mastitis gelisiminin kolaylastigini ortaya koymaktadir (Derakhshani ve digerleri,
2018; Oikonomou ve digerleri, 2014). Bu baglamda, mastitis kontroliine yonelik gelistirilen
asilarin etkisi yalnizca hedef patojenlerin baskilanmasi ile sinirli olmayip, ayn1 zamanda siit
mikrobiyomunun kompozisyonu ve dinamikleri iizerinde de belirleyici rol oynayabilmektedir

(Schukken ve digerleri, 2014).

Stafilokokal asilarin saha kosullarindaki etkinligi incelendiginde, asilama sonrasi toplam
yeni enfeksiyon insidansinda her zaman belirgin bir azalma goriilmedigi, ancak enfeksiyonun
yayllim dinamiklerinde onemli degisiklikler meydana geldigi bildirilmektedir (Schukken ve
digerleri, 2014). Ozellikle popiilasyon temelli modelleme calismalarinda, asilama ile
Staphylococcus aureus ve koagiilaz-negatif stafilokoklara (CoNS) bagli intramammary
enfeksiyonlarda temel ilireme sayisinin (Ro) anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir (Schukken
ve digerleri, 2014). Bu durum, asinin mikrobiyal topluluk icerisinde patojenlerin yayilim
kapasitesini sinirlayarak dolayli bir dengeleyici etki olusturdugunu diisiindiirmektedir
(Halloran ve digerleri, 1997). Asilama ile Ro degerinin 1’in altina diismesi, enfeksiyonun

popiilasyon diizeyinde zamanla soniimlenebilecegini gostermektedir (Schukken ve digerleri,
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2014). Ancak ¢evresel patojen kaynaklarinin varligi nedeniyle enfeksiyonun tamamen ortadan
kaldirilmasi ¢ogu zaman miimkiin olmamakta ve bu durum siit mikrobiyomunun dinamik ve

stirekli degisen yapisini yansitmaktadir (Barlow ve digerleri, 2013; Reksen ve digerleri, 2012).

Asinin mikrobiyal denge iizerindeki en onemli dolayli etkilerinden biri enfeksiyon
stiresini  kisaltmasidir. Asili hayvanlarda hem Staphylococcus aureus hem de CoNS
enfeksiyonlarimin daha kisa siirdiigii ve kiir oranlarmin arttigi gosterilmistir (Schukken ve
digerleri, 2014). Enfeksiyon siiresinin azalmasi, patojen sagilimini smirlandirarak siirii
genelinde mikrobiyal maruziyeti diistirmekte ve bu durum mikrobiyom kompozisyonunun
yeniden sekillenmesine katki saglamaktadir (Halloran ve digerleri, 1997). Bununla birlikte,
asilama her zaman yeni enfeksiyon olusumunu dogrudan azaltmamaktadir. Dogrudan etkiyi
degerlendiren analizlerde asinin yeni enfeksiyon insidansi iizerinde anlamli bir etkisi
bulunmazken, maruziyet diizeyinin dikkate alindigi modellemelerde enfeksiyon dinamiklerinin

e

anlamli sekilde degistigi ortaya konmustur (Schukken ve digerleri, 2014).

Siit mikrobiyomu {izerine yapilan ¢aligmalar, mastitis sirasinda yalnizca patojenlerin
artmadigini, ayn1 zamanda kommensal bakterilerin azalmasi ve mikrobiyal ¢esitliligin diismesi
ile karakterize bir disbiyoz gelistigini ortaya koymaktadir (Derakhshani ve digerleri, 2018;
Oikonomou ve digerleri, 2014). Bu baglamda asilama, dogrudan mikrobiyom kompozisyonunu
degistirmese bile, patojen baskisini ve enfeksiyon siiresini azaltarak dolayli olarak mikrobiyal

dengenin korunmasina katki saglayabilir (Schukken ve digerleri, 2014).

As1 etkinliginin hayvan yasi ve laktasyon sayisina bagli olarak degiskenlik gostermesi de
mikrobiyal dinamikler acisindan 6nemlidir. Birinci laktasyondaki hayvanlarda bulasin daha
belirgin sekilde azalmasi, gen¢ hayvanlarin mikrobiyomunun daha stabil ve miidahalelere daha
duyarli olabilecegini diisiindlirmektedir (Schukken ve digerleri, 2014). Buna karsilik, ileri
laktasyonlarda kronik enfeksiyonlarin daha direngli olmasi, mikrobiyal toplulugun daha

yerlesik ve stabil hale gelmesi ile agiklanmaktadir (Barkema ve digerleri, 2006).

Siit mikrobiyomunun sekillenmesinde asilama diginda birgok faktdr rol oynamaktadir.
Sagim hijyeni, siirii yonetimi, patojen sus farkliliklar1 ve ¢evresel kosullar mikrobiyal topluluk
yapisini dogrudan etkileyen onemli parametrelerdir (Lam ve digerleri, 1997; Barkema ve
digerleri, 2006). Bu nedenle asinin mikrobiyom iizerindeki etkisi, isletmeden isletmeye farklilik

gosterebilmektedir (Schukken ve digerleri, 2014).

Sonug olarak, mastitis agilarinin etkisi yalnizca hedef patojenlerin baskilanmast ile sinirl

olmayip, enfeksiyon siiresi, bulag dinamikleri ve siirii i¢i mikrobiyal maruziyet gibi faktorler
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lizerinden siit mikrobiyomunu dolayli olarak sekillendirmektedir. Bu nedenle siit
mikrobiyomunun degerlendirilmesinde yalnizca patojen varligi degil, ayn1 zamanda mikrobiyal
topluluk dinamiklerinin biitiinciil olarak ele alinmasi gerekmektedir (Derakhshani ve digerleri,

2018).

Stafilokokal mastitise karsi gelistirilen asilarin etkinligi incelendiginde, asilama
uygulamalarinin her zaman yeni intramammary enfeksiyonlarin (IMI) olusumunu engellemede
yeterli koruma saglayamadigi bildirilmektedir (Middleton ve digerleri, 2009). Ozellikle
laktasyon déneminde uygulanan iki dozluk asilama protokoliiniin, hem Staphylococcus aureus
hem de koagiilaz-negatif stafilokoklara (CoONS) bagli yeni enfeksiyonlarin goriilme sikligini
belirgin diizeyde azaltmadigi rapor edilmistir (Middleton ve digerleri, 2009).

Asillama  uygulamalarmin  siit  sagligt = parametreleri  {lizerindeki  etkileri
degerlendirildiginde, somatik hiicre sayis1 (SCC) bakimindan asili ve kontrol gruplari arasinda
anlamli farklilik olusmadigr goriilmiistiir. Benzer sekilde siit icerisindeki immiin yanit
incelendiginde; IgA, IgG1, IgG2 ve IgM diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir degisim saptanmamistir (Middleton ve digerleri, 2009). Bu sonuglar, asilama
sonrasinda siit icerisinde giiclii ve 6l¢iilebilir bir spesifik immiinoglobulin yanitinin her zaman
olugmayabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte baz1 ¢alismalarda toplam anti-
Staphylococcus aureus immiinoglobulin diizeylerinde artis bildirildigi, ancak bu yanitin tim
immiinoglobulin alt tiplerinde benzer sekilde ortaya ¢ikmadig: ifade edilmektedir (Middleton
ve digerleri, 2009).

Siit icerisinde yeterli diizeyde immiinoglobulin yanitinin olusmamasi, meme bezinde
etkin opsonizan antikor iiretiminin sinirli kalmasi ile iligkili olabilir. Bu durumun fagositik
aktiviteyi ve bakteriyel eliminasyonu azaltarak enfeksiyonun devamliligina katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Middleton ve digerleri, 2009). Ayrica asinin koruyucu
etkinliginin kullanilan asilama programina bagli olarak degisebilecegi bildirilmektedir.
Ozellikle dogum Oncesi donemde baslatilan ve tekrar dozlarla desteklenen asilama
protokollerinin stafilokokal mastitis kontroliinde daha basarili sonuglar verebildigi
belirtilmektedir (Middleton ve digerleri, 2009). Bu bulgular, bagisiklik yanitinin zamanlamasi

ve siddetinin enfeksiyon kontroliinde 6nemli rol oynadigini géstermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, stafilokokal mastitis asilarinin etkisinin dogrudan
patojen eliminasyonundan ziyade enfeksiyon siddetinin sinirlandirilmasi ve immiin yanitin

modiilasyonu seklinde ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle asilama uygulamalarinin
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mastitis kontroliinde tek basina yeterli olmadigi, hijyen uygulamalari, siirii yonetimi ve diizenli
saglik kontrolleri ile birlikte yiiriitiilmesi gereken tamamlayic1 bir yaklasim oldugu kabul

edilmektedir (Middleton ve digerleri, 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekler

Bu ¢aligsmada, 35 yas araliginda ve 1. ile 4. laktasyon donemleri arasinda bulunan toplam
12 bas sigirdan elde edilen siit o6rnekleri kullanilmistir. Caligsma, ayni1 hayvanlar iizerinde
yiiriitiilen zamana bagli (Oncesi—sonras1) karsilastirmalt bir deneysel tasarim seklinde

planlanmaistir.

Ik 6rnekleme, 27.10.2022 tarihinde gergeklestirilmis olup bu asamada elde edilen 12 siit
numunesi kontrol grubunu temsil etmektedir. Bu hayvanlarin tamaminin, ticari bir mastitis asisi
ile en son agilanma zamaninin 6rnekleme tarihinden yaklagik 11 ay 6nce oldugu belirlenmistir.
Hayvanlarin yaglarinin 3 ile 5 arasinda degistigi ve 1. ile 4. laktasyon donemlerinde
bulunduklar1 kaydedilmistir. Ayrica iki hayvanda klinik mastitis Oykiisii bulundugu tespit

edilmistir.

Ikinci ornekleme ise aym hayvanlardan, mastitis asilama programi sonrasinda
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda hayvanlara birinci doz ticari as1 28.10.2022 tarihinde, ikinci
doz ticari as1 ise 18.11.2022 tarihinde uygulanmistir. Asilama sonrasi 6rnekleme, ikinci doz
uygulamasini takiben 40. giinde (29.12.2022) yapilmis ve yeniden 12 siit numunesi elde
edilmistir. Bu grup deney grubunu olusturmaktadir (Tablo 1).

Calisma baslangicta ayni hayvanlardan asilama dncesi ve sonrasi 6rnek alinmasina dayali
Oncesi—sonrasi bir tasarim olarak planlanmistir. Ancak molekiiler analiz asamasinda asilama
oncesi DNA oOrneklerinin ikili havuzlanmasi nedeniyle analizler birebir hayvan
eslestirmesinden ziyade, havuzlanmis bazal kontrol profilleri ile asi sonrasi bireysel drneklerin
karsilagtirilmasi seklinde yiiriitiilmiistiir. Arastirmamizdaki toplam 6rnek sayis1 6 adet bazal
kontrol grubu ve 12 adet mastitis asis1 uygulanmis hayvanlardan elde edilen siit 6rnegi olmak

tizere 18 olarak belirlenmistir.
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Tablo 1. As1 uygulanan hayvanlara ait genel bilgiler ve 6rnekleme takvimi.

Sira  Laktasyon  Mastitis  Onceki  1.Doz As1i 2. Doz Asi 2. Doz
No Doénemi Durumu  Asillama Tarihi Tarihi Sonrasi
Durumu Ornekleme

(40. giin)
1 2. Laktasyon Yok Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
2 3. Laktasyon Yok Eyliil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
3 1. Laktasyon Yok Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
4 1. Laktasyon Yok Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
5 4. Laktasyon Yok Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
6 4. Laktasyon Var Eylil 2022  28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
7 3. Laktasyon Yok Eyliil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
8 2. Laktasyon Yok Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
9 4. Laktasyon Var Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
10 4. Laktasyon Yok Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
11 2. Laktasyon Yok Eyliil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022
12 4. Laktasyon Yok Eylil 2022 28.10.2022 18.11.2022 29.12.2022

3.1.2. Cihazlar

Calisma kapsaminda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali’nda bulunan spektrofotometreler [Nanodrop Maestro®
(Maestrogen®); Qubit 2.0 Fluorometer® (Thermo Fisher Scientific®)], termal kuru blok 1sitici
(HB120-S, DragonLab®), santrifiij (Minispin Plus, Eppendorf®), sogutmali santrifiij (NF
800R, Niive®), doku pargalayict (TissueLyser II®, Qiagen®), distile su cihazi (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 Technologies dizileme platformu (Nanopore MinlON), otoklav (NC 90M, Niive®),

hassas terazi (Basiclite, Sartorius®) ve vorteks (MX-S, DragonLab®) kullanildi.

20



3.1.3. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in asilama 0ncesi ve asilama sonrasi elde edilen siit 6rneklerinden
5 mL kullanildi. Ik olarak steril falkon tiiplerine alinan siit drnekleri trigliserit, yag globiilleri
ile siit serumu olarak adlandirilan protein olarak zengin kismin bakteri ve somatik hiicrelerden
ayrilmas1 amaciyla sogutmali santrifiijde 4°C’de 6.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasit bakteri ve somatik hiicrelerin bulundugu pelet kismi ve yag kisminin
bulundugu en iist kisim arasindaki siit serumu olarak adlandirilan yar1 saydam sivi yag bolimii
karistirillmadan dikkatlice alinarak uzaklastirildi (JerSek, 2014). Elde edilen pelet, yag
karisimina 200 pl phosphate-buffered saline (PBS) eklenerek vorteks islemiyle homojen

karisim elde edildi ve sonrasinda steril eppendorf tiipe aktarildi.

Siit serumunda bulunan proteinlerin ayrilmasi i¢in yapilan 6n santrifiij sonrasinda PBS
ile sulandirilan pelet-yag karisimia DNA ekstraksiyonu i¢in Fujifilm QuickGene DNA Tissue
Kit S protokolii firmanin talimatlar1 dogrultusunda modifiye edilerek uygulanmaya baslandi.
[k olarak homojenizasyon icin 6rnek iizerine 250 ul MDT tamponu ile birlikte mekanik
parcalama icin Orneklere, 3 adet cam boncuk (0.1 mm ¢apinda) eklenerek doku parcalama
(Qiagen - TissueLyser II) cihazinda 3.000 rpm hizda, 120 saniye siireyle 2 kez homojenizasyon
islemi gergeklestirildi. Lizis i¢in homojenize edilen karisima 25 pl 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 sonrasi elde edilen
ist fazdan (stipernatant) 200 ul alinarak yeni bir 1.5 ml'lik eppendorf tiipe aktarildi. RNA
kontaminasyonunu gidermek amaciyla 6rnege 20 pul RNaz A eklenerek vorteks islemi
gerceklestirildi. Sonrasinda kapaklarda kalan sivilari gidermek amaciyla kisa siireli santrifiij
(flash spin down) yapilmistir. Ornekler oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildikten sonra 180
ul LDT tamponu eklenerek 6rnekler tekrar maksimum hizda 15 saniye boyunca vortekslendi
ve ardindan kisa siireli santrifiij (flash spin down) islemi uyguland: 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 islemi uygulandi. Sonrasinda cihaz igerisindeki filtrede
bulunan lizatlara yikama islemi i¢in 750 pl WDT soliisyonu eklenerek hava basinct islemi
uygulandi. Yikama islemi 3 kez aym sekilde yapildiktan sonra eliisyon islemi igin filtrelerin

bulundugu eppendorf tiipler atilarak yeni steril tlipler yerlestirildi. 40 ul CDT soliisyonu
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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 Sl¢timleri yapildi (Tablo 2). DNA miktar1 10 ng/ul’den diisiikk olan ornekler
calismaya dahil edilmedi. Segilen 6rneklerin DNA miktarlar1 kayit altina aliarak patotip
tayinlerinden sonra gruplandirilarak mikrobiyom analizinde kullanima kadar -20°C‘de

saklandi.

Tablo 2. Segilen 6rneklerin DNA 6Glgiimleri.

Ornek DNA

Numarasi olciimleri(ng/ul)

E13 10,20
El4 10,90
E15 12,35
E16 10,30
E1l7 10,25
E18 10,15
E19 13,20
E20 18,00
E21 10,90
E22 12,30
E23 18,00
E24 10,10
K1 25,40
K2 13,50
K3 14,60
K4 15,30
K5 21,50
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K6 18,20

3.1.4. Mikrobiyom Analizi

Orneklerden elde edilen DNA’lar, 16S rRNA gen bolgesine yonelik dizileme analizleri
icin hazirlanmigtir. DNA konsantrasyonlart Qubit 2.0 Fluorometer ile ol¢iilmiis ve 16S

Barcoding Kit (SQK- 16S114.24) protokoliine uygun sekilde normalize edilmistir.

3.1.4.1 PCR Amplifikasyonu

Metagenom analizleri kapsaminda, kontrol ve as1 uygulamasi sonrasi elde edilen siit
orneklerinden izole edilen DNA’lar ayr1 gruplar halinde degerlendirilmistir. Toplam 18
ornekten elde edilen DNA’lar barkodlama islemi 6ncesinde uygun sekilde hazirlanmis ve her
bir 6rnege 6zgli barkod atanabilmesi amaciyla PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Bu
dogrultuda ¢alisma, kontrol grubu (as1 oncesi) ve asi uygulamasi yapilmis grup olmak tizere iki

ana grup lizerinden analiz edilmistir.

Amplifikasyon kiitiiphanelerinin hazirlanmasinda, 16S rRNA geninin V1-V9 bolgelerini
kapsayan yaklagik 1500 bp uzunlugundaki hedef bolge icin daha once tanimlanmis primer
ciftleri kullanmilmistir (Klindworth ve digerleri, 2013; Zeng ve digerleri, 2013). Kiitiiphane
olusturma asamasinda kullanilan hedefe 6zgli primerlerin 5’ uclarina Oxford Nanopore

Technologies’e ait barkod DNA dizileri eklenmistir.

16S rRNA genine yonelik primer-konnekér dizileri ileri primer igin 5’-
TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC-AGRGTTTGATYHTGGCTCAG-3’, geri primer igin ise
5-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC-TACCTTGTTAYGACTT-3’ olarak kullanilmustir. 1k
PCR reaksiyonu, Proof Reading DNA Polymerase 2x Reaction Mix ile her bir primerden 200
nM olacak sekilde hazirlanmigtir. Amplifikasyon sonrasi elde edilen PCR f{iriinleri agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edilmis ve yaklagik 1450 bp biiyiikliigiindeki bant dogrulanmistir.

Barkod primerlerinin DNA ug bolgelerine baglanabilmesi amaciyla gergeklestirilen ikinci
PCR islemi sonrasinda DNA konsantrasyon ol¢iimleri yapilmistir. Kiitiiphane hazirlig1 i¢in
ornekler, iiretici protokoliinde dnerilen DNA girdi miktarina uygun olacak sekilde normalize
edilmistir. DNA konsantrasyonu 10 ng/puL’nin altinda olan ornekler calismaya dahil
edilmemistir. Siit 6rneklerinden izole edilen DNA’larin miktar tayini Qubit 2.0 fluorometer
cihazi kullanilarak gergeklestirilmis, ardindan 16S Barcoding Kit 24 V14 (SQK-16S114.24)
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protokoliine uygun sekilde DNA yogunluklar1 standardize edilerek barkodlama PCR islemi

uygulanmustir.

Barkodlama PCR islemi asagidaki reaksiyon karigimi ile gergeklestirilmistir (Tablo 3-4).

Tablo 3. PCR karigimi1 oranlart.

Bilesen Hacim
LongAmp Tag 2X Master Mix 25 ul
Barcode Primer 10 pl
ddH-O 5l
Kalip DNA 10 pl
Toplam 50 pul

Tablo 4. Barkod PCR 1s1l dongii ve siire diyagrami.

Basamak Dongii Sayis1  Sicakhk  Siire

Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95°C 1dk
Denatiirasyon 95°C 20 sn
Baglanma 55°C 30 sn
Uzama 25 65°C 2 dk
Son Uzama 1 65°C 5dk
Bekletme 1 4°C 0

PCR amplifikasyonu sonrasinda elde edilen {irinler, PCR iiriinii piirifikasyon kiti
kullanilarak saflagtirtlmistir. Amplikon kiitiiphanelerinin hazirlanmasinda Ligation Sequencing

Kit (SQK-LSK109; Oxford Nanopore Technologies) ile Native Barcoding Kit (EXP-NBD104-

114; Oxford Nanopore Technologies) protokollerinden yararlanilmastir.

Ilk asamada, toplam hacmi 60 pL olacak sekilde hazirlanan ve 100—200 fmol DNA
iceren Orneklerde u¢ hazirlama, dA kuyruk ekleme ve u¢ tamir islemleri uygulanmistir.
Ardindan saflagtirma islemi i¢in 0.5X MagBeads (MobiomX) kiti kullanilmistir. Hazirlanan

DNA uclarina native barkodlarin baglanabilmesi amaciyla reaksiyon karisimi oda sicakliginda
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10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Daha sonra numuneler tekrar saflastirilmis ve

spektroflorimetrik yontem ile miktar tayini gerceklestirilmistir.

Barkodlanan her numuneden esit miktarda DNA alinarak tek bir tiipte birlestirilmis ve
toplam hacim 35 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Adaptorlerin barkodlu DNA uglarina
baglanmasinin ardindan 6rnekler yeniden saflastirilmis ve konsantrasyon 6l¢iimleri yapilmistir.
Hazirlik asamalar1 tamamlandiktan sonra yaklasik 50 fmol kiitiiphane Spot-On akis hiicresine

(FLO-MIN106D) yiiklenmistir.

Sekanslama islemi, Oxford Nanopore Technologies Mk1C™ cihazinda MinKNOW™
yazilimi1 kullanilarak baglatilmistir. Veri miktarinin yeterli seviyeye ulagsmasi veya maksimum
72 saatlik ¢aligma siiresinin tamamlanmasinin ardindan sekanslama sonlandirilmis ve elde

edilen ham veriler biyoinformatik analizler i¢in kullanilmistir.

3.1.4.2 Biyoinformatik Analiz

Dizileme isleminin tamamlanmasinin ardindan fast5 formatinda elde edilen ham veriler,

Guppy v3.1.5 yazilimi kullanilarak base-calling ve de-multiplexing islemlerine tabi tutulmus
ve fastq formatina doniistiiriilmistiir. Elde edilen dizilerde yer alan barkod ve adaptor sekanslari
Porechop v0.2.3 yazilimi aracilifiyla uzaklastirilmistir. Ayrica dizilerin her iki ucundan 45 baz
kesilerek evrensel primer ve etiket sekanslar1 analizden ¢ikarilmistir.
Kalite kontrol ve temizleme asamalarini takiben, 1350—1550 bp uzunluk araliginda bulunan
okumalar se¢ilmis, bu araliin disinda kalan diziler analiz dis1 birakilmistir. Filtrelenmis yiiksek
kaliteli okumalar, mothur v1.39.5 yazilimi kullanilarak o6zellestirilmis bir analiz akis
cercevesinde degerlendirilmistir.

Analiz siirecinde sekanslar dncelikle kimerik yapilardan arindirilmis, ardindan hizalama
islemi gergeklestirilmis ve sekanslar arasi genetik uzakliklar benzerlik matrisi araciligiyla
hesaplanmistir. %99 benzerlik esigi temel alinarak sekanslar kiimelendirilmis ve bu kiimeler
operasyonel taksonomik birimler (OTU) olarak tanimlanmustir.

Elde edilen OTU’lar, RDP 16S rRNA veri tabanmi kullanilarak taksonomik olarak
smiflandirilmistir.  Ayni taksonomik gruba ait OTU’lar birlestirilerek Ornekler arasi
karsilastirmalar yapilmis ve istatistiksel degerlendirmeler gerceklestirilmistir. OTU’larin temsil

ettigi mikroorganizmalar, bunlarin bolluk diizeyleri ve drneklere ait metadata verileri dikkate
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alimarak grafiksel gorsellestirmeler ve istatistiksel analizler Minitab ve R yazilimlar
kullanilarak olusturulmustur.

Cekirdek mikrobiyotanin belirlenmesi amaciyla, tiim 6rneklerde %1 in iizerinde relatif
bolluk gosteren taksonlar degerlendirmeye alinmistir (O’Donnell ve digerleri, 2017).

Gruplar aras1 karsilastirmalarda okuma derinligi farkliliklarinin etkisini azaltmak
amaciyla analizler normalize edilmis OTU tablosu iizerinden yiriitiilmiistiir. Alfa ve beta
cesitlilik analizleri i¢in kullanilan indeksler, istatistiksel testler ve anlamlilik diizeyi ilgili analiz

basliklarinda belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrobiyom Bulgular:

Bu calismada elde edilen siit 6rneklerinden izole edilen bakteriyel DNA’lar kullanilarak
mikrobiyom analizleri gerceklestirilmis ve 6rneklerin mikrobiyal ¢esitlilik ve kompozisyonlari

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Calismanin baslangi¢ tasariminda, asili gruba ait her bir 6rnegin kendi karsilik gelen
asilama Oncesi kontrol/bazal grup Ornegi ile birebir karsilagtirilmasi planlanmistir. Ancak
molekiiler analiz agamasinda kontrol grubuna ait DNA 6rneklerine havuzlama (pooling)
yontemi uygulanmistir. Bu kapsamda ardisik sira ile iki farkli agilama 6ncesi kontrol/bazal grup
siit orneginden elde edilen DNA’lar esit miktarlarda birlestirilerek tek bir kontrol ornegi

olusturulmustur (Tablo 5).

Tablo 5. Orneklerin havuzlama yéntemine gore dagilimlari.

Kontrol Grubu Asih Grup

E13
K1

El4

E15
K2

E16

El7
K3

E18

E19
K4

E20

E21
K5

E22

E23
K6

E24
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Herbir kontrol gurubundaki veriler birbirini takip eden ikili asili grup Ornekleri ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kontrol 6rneklerinin havuzlanmasi, asilama oncesi doneme
ait genel bir referans profil olusturmay1 saglamis; ancak bireysel hayvan diizeyinde eslestirilmis
karsilagtirma yapilmasini sinirlamistir. Bu nedenle bulgular grup diizeyinde degerlendirilmistir.

(Tablo 6).

Tablo 6. Mikrobiyom analiz gruplari.

Gruplar Ornek Numarasi DNA dlgtmleri PCR lirind
(ng/nl) olciimleri (ng/nl)

K1 25,40 52,20

K2 13,50 67,80

Kontrol K3 14,60 50,50

Grubu K4 15,30 54,50

K5 21,50 62,60

K6 18,20 65,30

E13 10,20 75,80

El4 10,90 37,20

E15 12,35 80,00

E16 10,30 80,80

E17 10,25 85,60

E18 10,15 79,20

Asih Grup E19 13,20 65,60

E20 18,00 88,40

E21 10,90 76,80

E22 12,30 78,40

E23 18,00 62,40

E24 10,10 70,60
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4.1.1 OTU Temelli Benzerlik Analizi Bulgular:

OTU tabanl analizler sonucunda kontrol grubuna ait 6 6rnekten toplam 1.520.384
OTU’ya atanmis okuma sayisi elde edilirken, asili gruba ait 12 6rnekten toplam 5.759.632
OTU’ya atanmis okuma sayis1 elde edilmistir. Elde edilen OTU verileri dogrultusunda 6rnekler
arasindaki mikrobiyal benzerlikler 1s1 haritasi ve hiyerarsik kiimelenme analizleri ile

degerlendirilmistir (Sekil 1).

Similarity Distance of Samples by OTU

1.00

0.95

0.90

- 0.85

- %K1

%E24
FHEL4
WELS
%E22
W%ELB
WELT
K4
Y%KE
%K3
K3
FWE21

SeK2

%ELG

%E20

TK2

Kl
E19
%E24
El4
sE15
SE22
%E18
%ELT
K4
6KB
%K3
K5
%E21
%E13
%E23
H%ELlB
9%E20

Sekil 1. OTU temelli 1s1 haritas1 ve dendrogram analizi

OTU temelli analizlerde, hem asili hem de kontrol grubu 6rneklerinde baskin mikrobiyal

topluluklarin agirlikli olarak Pseudomonadota, Bacillota, Lactobacillaceae, Leuconostoc ve
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Pseudomonas iliskili taksonlardan olustugu belirlenmistir. Ozellikle asili grup &rneklerinde
Leuconostoc ve Leuconostoc lactis relatif bolluklarinin genel olarak daha yiiksek oldugu dikkat
cekmistir. E13, El16, E17, E20, E22 ve E24 orneklerinde Leuconostoc lactis relatif
abundansinin belirgin diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir. Asili grup orneklerinin bir
kisminda Leuconostoc ve Leuconostoc lactis ile iligkili okuma oranlarinin kontrol profiline

kiyasla daha yiiksek oldugu belirlendi.

Is1 haritast ve dendrogram analizlerinde 6rneklerin biiyiilk boliimiiniin birbirine yakin
kiimelenme paterni gosterdigi ve genel mikrobiyal topluluk yapisinin 6nemli 6l¢iide korundugu
belirlenmistir. Bununla birlikte bazi 6rneklerin ana kiimelenme yapisindan ayristigi dikkat
cekmistir. Ozellikle K1 &rneginin diger &rneklerden belirgin sekilde farkli konumlandig
goriilmistiir. K1 6rneginde Bacillota filumunun relatif bollugunun yiiksek diizeyde oldugu
(%64,22) belirlenmis, ayrica Clostridia smifina ait bakterilerin relatif abundansinin diger
orneklere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik K2 6rneginde Pseudomonas,
Acinetobacter ve Moraxellaceae iligkili bakterilerin relatif bolluklarinin diger kontrol
orneklerine kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum, kontrol grubunda 6rnekler

aras1 mikrobiyal heterojenitenin daha belirgin oldugunu desteklemektedir.

Asili grup igerisinde E19 6rneginin diger 6rneklerden kismen ayrildigi gézlenmistir. Bu
ornekte Leuconostoc relatif bollugunun diger asili 6rneklere gore diisiik seviyede kaldigi, buna
karsilik Clostridia, Clostridiaceae ve bazi gevresel/opportunistik bakteriyel gruplarin relatif
abundansinda artis oldugu belirlenmistir. Ayrica E19 6rneginde Acinetobacter ve Pseudomonas
iliskili taksonlarin relatif bolluklarinin diger asili 6rneklere gore daha diisiik oldugu dikkat
cekmistir. E19 6rneginin klinik mastitis gegmisine sahip olmasi, gézlenen bu farkli mikrobiyal

profil ile iligkili olabilir.

Orneklerin biiyiik boliimiinde Pseudomonas, Acinetobacter ve Leuconostoc iliskili
taksonlarin ortak olarak bulunmasi, siit mikrobiyotasinda belirli ¢ekirdek mikrobiyal
topluluklarin korundugunu gdstermektedir. Bununla birlikte relatif bolluk diizeylerindeki
degisimlerin 6rnekler arasindaki kiimelenme yapisini etkileyerek mikrobiyal kompozisyonda

farklilasmalara yol actig1 diisiintilmektedir.
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4.1.2 PCA (Principal Component Analysis) Bulgular

Ornekler arasindaki mikrobiyal kompozisyon farkliliklarinin ortaya konulabilmesi
amaciyla Principal Component Analysis (PCA) uygulanmistir. Analizler, hem tiim taksonomik
veriler dikkate almmarak hem de genus diizeyindeki dagilimlar kullanilarak ayr1 ayn

degerlendirilmistir.

Tim taksonomik veriler kullanilarak olusturulan iki boyutlu PCA grafiginde, 6rneklerin
biiyiik kisminin birbirine yakin bolgelerde konumlandigi ve genel mikrobiyal yap1 agisindan
benzer profil sergiledigi goriilmistiir (Sekil 2). Asili grup (GE) ile kontrol grubu (GK)
orneklerinin 6nemli 6l¢iide ayn1 dagilim alani igerisinde yer almasi, gruplar arasinda tamamen
ayrismis bir mikrobiyal yap1 olusmadigini géstermektedir. Bununla birlikte bazi 6rneklerin ana
kiimelenme alanindan uzaklagarak farkli bolgelerde konumlandig dikkat cekmistir. Ozellikle
bazi kontrol 6rneklerinin pozitif eksende daha ayrik dagilim gostermesi, bu 6rneklerde belirli
mikrobiyal taksonlarin relatif abundansindaki degisimlerle iliskili olabilir. Benzer sekilde E19
orneginin de diger asili 6rneklerden kismen ayrilmasi, bu drnege 6zgii mikrobiyal kompozisyon

farkliligin1 desteklemektedir (Sekil 3).

D
pLd

¢

First Component

Sekil 2. Tiim taksonomik verilere dayali PCA dagilim grafigi.
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Sekil 3. Orneklerin 3 boyutlu PCA analiz grafigi.

Genus diizeyinde gerceklestirilen PCA analizinde de benzer dagilim paterni gézlenmistir.
Orneklerin biiyiik cogunlugu merkezi bolgede kiimelenirken, bazi érneklerin dagilim eksenleri
boyunca ayristigr belirlenmistir. Bu farklilasmanin 6zellikle belirli genuslarin relatif
bolluklarindaki degisimlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. E19 6rneginin genus diizeyinde
de diger asili 6rneklerden ayrigmasi, bu 6rnekte gézlenen farkli mikrobiyal profilin yalnizca

familya diizeyinde degil, daha alt taksonomik seviyelerde de devam ettigini gostermektedir.

Genel degerlendirmede PCA sonugclari, 6rneklerin biiyiik boliimiinde benzer mikrobiyal
topluluk yapisinin korundugunu, ancak baz1 6rneklerde belirli taksonlarin relatif abundans
farkliliklarina bagli olarak mikrobiyal kompozisyonun degisebildigini ortaya koymustur.
Ozellikle kontrol grubundaki bazi drnekler ile E19 &rneginde gdzlenen ayrisma, mastitis
gecmisi, bireysel mikrobiyal varyasyon veya ¢evresel faktorlerle iligkili olabilecek mikrobiyal

degisimlerin varliginm diisiindiirmektedir.
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4.1.3 Alfa Cesitlilik Analizi Bulgular

Mikrobiyal topluluklarin 6rnek bazindaki ¢esitliligini degerlendirmek amaciyla alfa
cesitlilik analizleri gergeklestirilmis ve Shannon entropy, Faith’s Phylogenetic Diversity

(Faith_PD), Observed Features, Pielou evenness, Chaol ve Simpson indeksleri hesaplanmaistir.

Alfa gesitlilik analizleri incelendiginde, asili grup (GE) 6rneklerinde Shannon gesitlilik
indeks degerlerinin 5,22 ile 6,87 arasinda degistigi goriilmiistiir. En yliksek Shannon ¢esitlilik
degeri E19 Orneginde (6,87) belirlenmistir. Kontrol grubu (GK) o6rneklerinde ise Shannon
indeks degerlerinin 5,23-6,05 araliginda oldugu ve en yiiksek degerin K1 6rneginde (6,05)
bulundugu tespit edilmistir. Elde edilen Shannon indeks sonuglari, her iki grupta da yiiksek

mikrobiyal ¢esitlilik bulundugunu gdstermektedir (Sekil 4).

Sekil 4. Shannon entropy indeksine ait scatter plot analizi.

Faith’s Phylogenetic Diversity (Faith PD) analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, asili
grup orneklerinde filogenetik cesitlilik diizeylerinin genel olarak daha yiiksek oldugu dikkat
cekmigstir. En yiiksek Faith PD degeri E19 6rneginde 12,07 olarak belirlenirken, kontrol
grubunda en yiiksek deger K1 orneginde 11,39 olarak saptanmistir. Bu bulgular, bazi
orneklerde filogenetik cesitliligin belirgin sekilde arttigin1 géstermektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Orneklerin Faith PD alfa cesitlilik indeksine gére dagilimu.

Observed Features analizinde asili grupta gozlenen takson sayisinin 35 ile 64 arasinda
degistigi belirlenmistir. En yiiksek gozlenen 6zellik sayisinin E19 6rneginde bulunmasi, bu
ornegin yiiksek tiir zenginligine sahip oldugunu desteklemektedir. Benzer sekilde Chaol
analizlerinde de asili grup orneklerinde daha yiiksek tiir zenginligi degerleri dikkat ¢ekmistir.
Ozellikle E13, E16, E17 ve E20 &rneklerinde yiiksek Chaol indeks degerleri saptanmustir.
Kontrol grubunda ise K2 6rneginde yiiksek tiir zenginligi goriiliirken, K1 6rneginde Chaol

degerinin belirgin sekilde diisiik oldugu gézlenmistir (Sekil 6).

Sekil 6. Chaol alfa cesitlilik indeksinin 6rnek bazli scatter plot gosterimi.

34



Pielou evenness analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, K1 o6rneginin diger Orneklere
kiyasla daha yiiksek evenness degerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum, ilgili 6rnekte

tirlerin relatif dagiliminin daha dengeli oldugunu gostermektedir.

Chaol boxplot grafikleri incelendiginde, asili grubun kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek tilir zenginligi egilimi gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica Kruskal-Wallis testi sonuglarina
gore Chaol indeksine dayali tiir zenginligi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulundugu belirlenmistir (H=5,05; p=0,0245). Chaol indeksine gore gruplar
arasinda anlamli farklilik saptanmasi, asilama sonrast donemde tiir zenginligi agisindan

farklilagsma olabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 7).
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Sekil 7. Gruplara ait Chaol alfa gesitlilik indekslerinin boxplot gosterimi.

Simpson ¢esitlilik indeks sonuglar1 tiim Orneklerde yiliksek mikrobiyal c¢esitliligin
korundugunu gostermistir. Simpson indeks degerlerinin genel olarak 0,89°un tizerinde olmast,
orneklerde yalnizca belirli baskin tiirlerin degil, ayn1 zamanda genis mikrobiyal ¢esitliligin de

stirdiigiinii ortaya koymaktadir.

Genel degerlendirmede alfa cesitlilik analizleri, asili grup 6rneklerinde tiir zenginligi ve
filogenetik gesitlilik diizeylerinin daha yiiksek olabilecegine isaret etmektedir. Ozellikle Chaol
analizlerinde elde edilen istatistiksel farklilik, asilamanin siit mikrobiyotasinin ¢esitlilik yapisi

iizerinde etkili olabilecegini desteklemektedir.

4.1.4 Beta Cesitlilik (Weighted UniFrac PCoA) Bulgulari

Weighted UniFrac mesafe matrisi kullanilarak gerceklestirilen beta gesitlilik analizleri,

ornekler arasindaki filogenetik iliskiler ile taksonlarin relatif bolluklarin1 birlikte
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degerlendirerek mikrobiyal topluluk yapilarindaki benzerlik ve farkliliklarin ortaya
konulmasini saglamistir. Analiz sonuglar1 Principal Coordinates Analysis (PCoA) yontemi ile

gorsellestirilmistir.

Weighted UniFrac mesafe degerleri incelendiginde, 6rneklerin biiylik kisminda diisiik ve
orta diizeyde uzaklik degerleri bulundugu goriilmiis, bu durum genel mikrobiyal
kompozisyonun énemli dl¢iide benzer oldugunu diisiindiirmiistiir. Ozellikle E16-E17 (0,108),
E16-E23 (0,100), E17-K3 (0,066) ve E13-K6 (0,083) ornek ¢iftleri arasinda diisiik mesafe
degerleri belirlenmistir. Bu bulgular, ilgili 6rneklerin filogenetik a¢idan benzer mikrobiyal

topluluk yapisina sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 8.).

metadata.group_name

*

PC1

Sekil 8. Weighted UniFrac tabanli PCoA beta cesitlilik analizi.

Buna karsin E14-KS5 6rnek ¢ifti arasinda yiiksek Weighted UniFrac mesafe degeri (0,849)
saptanmistir. Bu durum, s6z konusu 6rneklerin mikrobiyal kompozisyon bakimindan belirgin
sekilde farklilagtigin1 ortaya koymaktadir. Ayrica PCoA dagilimi incelendiginde K1 ve K5
orneklerinin diger 6rneklerden daha ayrik konumlandigr dikkat ¢cekmistir. Bu ayrismanin, ilgili
orneklerde belirli taksonlarin relatif abundansindaki degisimlerle iligkili olabilecegi

diisiinilmektedir.

Weighted UniFrac temelli ii¢c boyutlu PCoA grafiginde asili grup (GE) Orneklerinin
bliyiik boliimiiniin grafik merkezine yakin bolgelerde kiimelendigi ve daha sinirli varyasyon

gosterdigi gozlenmistir. Kontrol grubu (GK) 6rneklerinde ise dagilimin daha genis oldugu ve
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bazi &rneklerin ana kiimelenme alamindan uzaklastig1 belirlenmistir. Ozellikle GK grubunda
ornekler arasi heterojenitenin daha belirgin olmasi, kontrol grubundaki mikrobiyal topluluk
yapisinin daha degisken karakter gosterdigini diisiindiirmektedir. Grafik tizerinde GK grubuna
ait baz1 6rneklerin Axis 3 boyunca diger orneklerden belirgin sekilde ayristigi, GE grubunda
ise Orneklerin daha kompakt bir dagilim sergiledigi goriilmustiir. Ayrica GE grubuna ait bir
ornegin Axis 2 yOniinde ayrisma gostermesi, ilgili 6rnekte mikrobiyal kompozisyonun diger
asil1 6rneklere gore farklilik tasidigini ortaya koymaktadir.

PCoA eksenleri degerlendirildiginde Axis 1 toplam varyasyonun %25,82’sini, Axis 2

%11,71’ini ve Axis 3 ise %9,378’ini agiklamaktadir. {1k {i¢ eksenin birlikte toplam varyasyonun

onemli bir bolimiini temsil ettigi goriilmiistiir (Sekil 9).

Axis 3 (9.378 %)

Sekil 9. GE ve GK gruplarina ait Weighted UniFrac PCoA analizi.

Genel degerlendirmede beta cesitlilik analizleri, asili ve kontrol gruplart arasinda
tamamen ayrismis bir mikrobiyal yapi1 bulunmadigini ortaya koymustur. Bununla birlikte
kontrol grubunda Ornekler arasi varyasyonun daha yiiksek olmasi, agilama uygulamasinin

mikrobiyal topluluk stabilitesi lizerinde diizenleyici etkiler olusturabilecegine isaret etmektedir.
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4.1.5. Bray—Curtis PCoA Bulgular:

Bray—Curtis uzaklik indeksine gore gerceklestirilen PCoA analizinde 6rneklerin biiyiik
boliimiiniin birbirine yakin kiimelendigi belirlenmistir. Asili grup 6rneklerinin genel olarak
daha homojen dagilim gosterdigi godzlenmistir. Kontrol grubunda ise bazi 6rneklerin ana
kiimelenmeden belirgin sekilde ayrildigi tespit edilmistir. Ozellikle bir kontrol &rneginin
negatif PC1 ekseni boyunca uzak konumlanmasi, bu 6rnegin mikrobiyal kompozisyon

bakimindan diger drneklerden farkli oldugunu gostermistir (Sekil 10).

Sekil 10. Beta ¢esitliligin Bray—Curtis tabanli PCoA analizi

Gruplar arasindaki farkliligin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla
PERMANOVA analizi uygulanmisti. PERMANOVA sonuclarina gore asili ve kontrol
gruplar arasinda beta ¢esitlilik agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(pseudo-F=1,397; p=0,083). Bu nedenle beta gesitlilik bulgular1, belirgin grup ayrismasindan

ziyade Ornekler aras1 dagilim egilimi ve heterojenite farkliligi olarak yorumlanmalidir.
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4.1.6 Filum Diizeyinde Taksonomik Dagilim Bulgular:

Kontrol grubu ortalamasi ile asili grup ornekleri karsilagtirildiginda, tim orneklerde
baskin filumlarin Pseudomonadota, Bacillota ve Bacteroidota oldugu belirlenmistir. Asili
orneklerin biiyilik boliimiinde kontrol grubuna benzer mikrobiyal dagilim gézlenmistir.

Ozellikle E13, E18 ve E24 drneklerinde Bacillota oraninin daha yiiksek oldugu dikkat
¢ekmistir. Buna karsilik E19 6rneginde Pseudomonadota oranmmnin diisiik, Actinomycetota

oraninin ise diger 6rneklere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 11).

Filum %
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Sekil 11. Asili grup 6rnekleri ile kontrol grubu ortalamasinin filum diizeyinde karsilagtiriimasi

Genel olarak degerlendirildiginde, asili grup 6rneklerinde daha dengeli ve homojen bir
filum dagilimi olustugu gozlenmistir.

Filum diizeyinde gergeklestirilen analizler sonucunda tiim 6rneklerde baskin filumlarin
Pseudomonadota, Bacillota ve Bacteroidota oldugu belirlenmistir. Ortalama relatif bolluk
degerleri sirasiyla %45,15, %39,23 ve %11,61 olarak hesaplanmistir.

Asili grup Orneklerinde Pseudomonadota filumunun relatif bollugunun genel olarak

%4049 araliginda dagilim gosterdigi belirlenmistir. Kontrol grubunda ise K2—K6 6rneklerinde
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benzer oranlar gozlenirken, K1 6rneginde bu filumun relatif bollugunun belirgin sekilde diisiik
oldugu (%24,31) tespit edilmistir.

Bacillota filumunun 6zellikle K1 6rneginde %64,22 ile diger tim 6rneklerden daha
yiiksek relatif bolluga sahip oldugu belirlenmistir. Asili 6rneklerde ise bu filumun relatif
bollugu genel olarak %36—44 araliginda bulunmustur.

Bacteroidota filumunun tiim 6rneklerde daha stabil dagilim gosterdigi ve relatif bolluk
degerlerinin genel olarak %8—14 arasinda degistigi belirlenmistir.

Diisiik bollukta bulunan diger filumlar arasinda Campylobacterota, Actinomycetota ve
Mycoplasmatota yer almustir. Ozellikle E19 6rneginde Actinomycetota filumunun relatif
bollugunun diger 6rneklere gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde Orneklerde baskin mikrobiyal toplulugun
Pseudomonadota ve Bacillota filumlarindan olustugu, bazi 6rneklerde ise belirli filumlarin
relatif bolluk farkliliklarima bagli olarak mikrobiyal kompozisyon degisiklikleri meydana

geldigi belirlenmistir.
4.1.7 Genus Bazinda Taksonomik Dagilim Bulgular

Kontrol grubu ile asili grup Orneklerinin genus diizeyindeki dagilimlar
karsilastirildiginda, tiim Orneklerde baskin genuslarin Leuconostoc, Pseudomonas ve

Acinetobacter oldugu belirlenmistir. Asili 6rneklerin biiyiik boliimiinde kontrol grubuna benzer

bir mikrobiyal dagilim gozlenmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Mikrobiyal topluluklarin genus diizeyinde taksonomik kompozisyonu.

E13, E18, E20 ve E24 o6rneklerinde Leuconostoc oraninin kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu bulgu, asili grup 6rneklerinin bir kisminda laktik asit
bakterileriyle iligkili taksonlarin goreceli temsilinin arttigin1 gostermektedir. Ancak bu artisin
fonksiyonel veya koruyucu bir etki olarak yorumlanabilmesi igin tiir diizeyinde dogrulama ve
fonksiyonel analizlere ihtiya¢ vardir. E19 6rneginde ise diger asili 6rneklerden farkli olarak
Leuconostoc ve Acinetobacter oranlarinin disiik, buna karsilik gevresel ve firsatgr bazi
genuslarin relatif bolluklarinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir. E21 6rneginde ise genus

dagiliminin kontrol grubuna olduk¢a benzer oldugu belirlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Orneklerin genus diizeyinde relatif bolluk dagilimlarinin pasta grafikler ile gdsterimi.

Genel olarak degerlendirildiginde, asili grup orneklerinde daha dengeli ve homojen bir
genus dagilimi olustugu, bazi Orneklerde ise mikrobiyal kompozisyon farkliliklarinin
bulundugu tespit edilmistir. Genus diizeyinde gerceklestirilen taksonomik analizler sonucunda
tim oOrneklerde baskin mikrobiyal topluluklarin genel olarak benzer yapida oldugu
belirlenmistir. Orneklerde en yiiksek relatif bolluga sahip genuslarm Leuconostoc,
Pseudomonas ve Acinetobacter oldugu tespit edilmistir. Ortalama relatif bolluk degerleri
incelendiginde Leuconostoc genusunun yaklasik %27,51 ile en baskin genus oldugu, bunu
%21,64 relatif bolluk ile Pseudomonas ve %16,25 relatif bolluk ile Acinetobacter genuslarinin
izledigi tespit edilmistir.

Asilt grup (GE) orneklerinde 6zellikle Leuconostoc genusunun yiiksek relatif bolluk
gosterdigi gozlenmistir. Asili 6rneklerde Leuconostoc oraninin genel olarak %2630 araliginda
dagilim gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle E13 (%30,51) ve E24 (%30,71) &rneklerinde bu
genusun baskin hale geldigi tespit edilmistir. Buna karsilik kontrol grubunda yer alan Kl
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orneginde Leuconostoc relatif bollugunun (%6,51) diger 6rneklere gore belirgin diizeyde diisiik

oldugu gozlenmistir.

Pseudomonas genusunun tiim 6rneklerde yaygin olarak bulundugu belirlenmistir. Asili

grup orneklerinde relatif bolluk degerlerinin yaklasik %16,39-26,80 arasinda degistigi, kontrol

grubu orneklerinde ise genellikle %20 civarinda bulundugu tespit edilmistir. Benzer sekilde

Acinetobacter genusunun da hem agili hem kontrol grubunda yiiksek relatif bolluk gosterdigi

belirlenmistir. Ancak E19 drneginde Acinetobacter relatif bollugunun (%4,12) diger 6rneklere

kiyasla daha diisiik seviyede oldugu gozlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Kontrol grubu ortalamasi ve asili 6rneklerin genus bazli taksonomik kompozisyonu.
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Genus diizeyindeki relatif bolluk grafikleri incelendiginde 6rneklerin biiyiik boliimiinde
benzer mikrobiyal dagilim yapisina sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte baz1 6rneklerde
belirgin kompozisyon farkliliklar1 dikkat ¢ekmistir. Ozellikle K1 &rneginin diger drneklerden

ayristig1 ve daha heterojen bir genus dagilimi sergiledigi belirlenmistir.

Kontrol ve asili gruplara ait drneklerin familya diizeyindeki mikrobiyom profilleri
incelendiginde, tiim Orneklerde baskin familyalarin agirlikli olarak Leuconostocaceae,
Pseudomonadaceae ve Moraxellaceae oldugu goriilmistir. Kontrol grubu ortalama
degerlerinde en yiiksek relatif abundansin Leuconostocaceae (%22,89), Pseudomonadaceae
(%18,70) ve Moraxellaceae (%18,18) familyalarina ait oldugu saptanmuistir.

Asili grup orneklerinde 6zellikle Leuconostocaceae familyasinin daha yiiksek relatif
bolluk degerlerine ulastig1 dikkat ¢cekmistir. Bu familyaya ait en yiliksek oran E24 6rneginde
%30,71 olarak belirlenirken, en diisiik deger %15,78 ile E19 6rneginde tespit edilmistir.
Pseudomonadaceae familyasinin ise tim orneklerde yaygin dagilim gosterdigi ve relatif

abundans degerlerinin %16,40 ile %26,81 arasinda degistigi gorilmiistiir.

Moraxellaceae familyasinin bazi 6rneklerde kontrol grubuna benzer diizeylerde temsil
edildigi, ancak E19 6rneginde relatif bollugun belirgin sekilde azaldigi (%4,76) belirlenmistir.
Buna karsilik ayn1 oOrnekte Clostridiaceae (%2,49), Enterobacteriaceae (%2,13) ve
Lachnospiraceae (%9,20) familyalarmin diger asili 6rneklere kiyasla daha yiiksek relatif
abundans gosterdigi saptanmustir. Ozellikle Lachnospiraceae ve gevresel/opportunistik
bakterilerle iliskili familyalardaki artisin, E19 6rneginin klinik mastitis gecmisi ile iliskili

olabilecegi diistiniilmektedir.

Genel degerlendirmede, asili grup Orneklerinde laktik asit bakterileri ile iligkili
Leuconostocaceae ve Lactobacillaceae familyalarinin daha stabil ve baskin bir dagilim
sergiledigi goriilmiistiir. Kontrol grubunda ise familya diizeyindeki mikrobiyal dagilimin daha
heterojen karakter gosterdigi ve diisiik bolluklu farkli familyalarin daha genis temsil edildigi
dikkat cekmistir (Tablo 7-8).
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Tablo 7. Kontrol ve E13-E18 6rneklerinde baskin familyalarin karsilastirilmasi.

Familya Kontrol Ort.(%) E13 E14 E15 E16 E17 EI18
Leuconostocaceae 22,89 30,51 28,47 28,16 29,70 26,94 29,33
Pseudomonadaceae 18,70 19,65 23,96 22,54 21,44 21,15 24,36
Moraxellaceae 18,18 14,16 20,11 20,66 16,33 20,63 16,82
Flavobacteriaceae 8,90 945 735 7,79 909 781 10,03
Lachnospiraceae 4,33 353 331 312 342 326 3,28
Enterobacteriaceae 2,47 08 0,73 088 09 083 1,02
Peptostreptococcaceae 1,55 101 082 068 084 0,78 0,79
Clostridiaceae 1,15 099 083 073 081 084 0,78
Arcobacteraceae 1,04 1,16 084 111 106 125 0,92
Lactobacillaceae 0,70 059 046 063 058 0,77 0,60

Tablo 8. Kontrol ve E19-E24 6rneklerinde baskin familyalarin karsilastiriimasi.

Familya Kontrol Ort. (%) E19 E20 E21 E22 E23 E24
Leuconostocaceae 22,89 15,78 29,48 26,51 27,10 27,93 30,71
Pseudomonadaceae 18,70 16,40 2142 2160 2295 21,17 26,81
Moraxellaceae 18,18 4,76 16,16 19,00 20,56 15,92 17,19
Flavobacteriaceae 8,90 10,52 9,00 8,78 8,15 10,60 8,17
Lachnospiraceae 4,33 9,20 353 364 317 374 255
Enterobacteriaceae 2,47 213 0,77 0,78 085 097 098
Peptostreptococcaceae 1,55 145 081 0,78 067 0,79 0,66
Clostridiaceae 1,15 249 080 074 066 092 046
Arcobacteraceae 1,04 1,12 1,05 1,17 087 089 087
Lactobacillaceae 0,70 059 054 060 062 062 0,55

4.1.8 Krona Analiz Bulgular

Krona analizleri degerlendirildiginde kontrol (K) ve asili (E) gruplar arasinda mikrobiyal
topluluk yapis1 bakimindan belirgin farkliliklar bulundugu gériilmiistiir. Tiim 6rneklerde baskin
bakteriyel topluluklarin ¢ogunlukla Leuconostoc, Pseudomonas ve Acinetobacter iliskili

taksonlardan olustugu belirlenmistir. Bununla birlikte kontrol grubunda mikrobiyal dagilimin
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daha degisken karakter gosterdigi ve diisiik bollukta bulunan ¢evresel/opportunistik bakterilerin
daha genis cesitlilikte temsil edildigi dikkat ¢ekmistir. Asili orneklerde ise mikrobiyal
kompozisyonun daha diizenli bir yap1 sergiledigi ve 6zellikle Leuconostocaceae ile iliskili
laktik asit bakterilerinin relatif abundansinda artis meydana geldigi saptanmistir.

As1 uygulanan drneklerin dnemli bir kisminda Leuconostoc basta olmak iizere laktik asit
bakterilerinin baskinligindaki artis, asilama sonrasi yararli mikrobiyal popiilasyonlarin
desteklenmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle E13, E18, E22 ve E24 orneklerinde
Leuconostoc relatif abundansinin diger drneklere kiyasla daha yiiksek oldugu ve mikrobiyal
dagilimin daha dengeli bir profil olusturdugu belirlenmistir. Bununla birlikte bazi 6rneklerde
Pseudomonas iligkili bakterilerin relatif diizeylerini korudugu gézlenmistir.

Ornekler arasindaki en dikkat ¢ekici farklihgin E19 6rneginde ortaya ¢iktig gériilmiistiir.
Bu ornekte Leuconostoc bollugunun diger asili 6rneklere gore daha diisiik seviyede oldugu,
buna karsin Actinomycetota iligkili bakteriler ile diisik abundansli = ¢evresel
mikroorganizmalarin relatif temsil oranlarinin artti1 belirlenmistir. E19 6rneginde gozlenen
farkli mikrobiyal profil, ilgili hayvanin klinik ge¢misi, bireysel mikrobiyota 6zellikleri veya
ornekleme/cevresel faktorlerle iliskili olabilir. Ancak tek bir 6rnek lizerinden nedensel ¢ikarim
yapilmasi uygun degildir.

Genel degerlendirmede, Krona analizlerinin asili gruplarda mikrobiyal toplulugun daha
dengeli ve laktik asit bakterileri bakimindan zenginlesmis bir yap1 kazandigini ortaya koydugu
goriilmiistiir. Kontrol grubunda ise ¢evresel kaynakli ve diisiik bolluklu bakteriyel taksonlarin
daha genis temsil edildigi belirlenmistir. Bu bulgular, asilama uygulamasinin siit
mikrobiyotasinin kompozisyonu iizerinde diizenleyici etkiler olusturabilecegini ve mikrobiyal
stabilitenin korunmasina katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

K1, E13 ve E14 orneklerine ait Krona analizleri birlikte degerlendirildiginde, 6rneklerin
genel mikrobiyal yapilarinin benzer filogenetik dagilim gosterdigi ancak baskin taksonlarin
relatif bolluklarinda belirgin farkliliklar bulundugu goriilmistiir (Sekil 14). K1 kontrol
orneginde mikrobiyal dagilimin daha heterojen oldugu ve diisiik bolluklu ¢ok sayida bakteriyel
grubun grafikte temsil edildigi dikkat ¢ekmistir. Ayrica Bacillota iliskili bazi bakterilerin relatif
bollugunun diger o6rneklere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. E13 ve E14 asih
orneklerinde ise mikrobiyal yapinin daha homojen oldugu gozlenmistir. Ozellikle
Leuconostocaceae ve diger laktik asit bakterileri ile iliskili taksonlarin daha baskin hale geldigi
belirlenmistir. E13 6rneginde Leuconostoc relatif bollugunun olduke¢a yiiksek oldugu dikkat
cekerken, E14 6rneginde Pseudomonadaceae iliskili bakterilerin relatif bollugunda hafif artis

gozlenmistir. Her iki asili 6rnekte de ¢evresel ve firsat¢1 bakterilerin relatif temsilinin kontrol
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ornegine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Genel olarak degerlendirildiginde, asili
orneklerde daha dengeli ve laktik asit bakterileri agisindan zenginlesmis bir mikrobiyal yapi

Olustugu goriilmiistiir.

K2 kontrol 6rnegi ile E15 ve E16 asili 6rneklerine ait Krona analiz grafikleri birlikte
degerlendirildiginde, orneklerin genel mikrobiyal kompozisyonlarinin benzer oldugu ancak
bazi baskin bakteriyel gruplarin relatif bolluklarinda farkliliklar bulundugu goriilmiistiir (Sekil
15). K2 kontrol o6rneginde mikrobiyal dagilimin daha heterojen oldugu ve ozellikle
Pseudomonadota, Bacillota ve Bacteroidota filumlarinin birlikte baskin yap1 olusturdugu
belirlenmistir. Ayrica Acinetobacter ve Pseudomonas iliskili bakterilerin relatif bolluklarinin
yiiksek oldugu dikkat ¢ekmistir. E15 ve E16 asili 6rneklerinde ise 6zellikle Leuconostocaceae
ve diger laktik asit bakterileri ile iligkili taksonlarin daha belirgin hale geldigi gozlenmistir. Her
iki 6rnekte de Leuconostoc genusunun yiiksek relatif bolluk gostermesi, agilama uygulamasinin
laktik asit bakterilerinin gelisimini destekledigini diisiindiirmektedir. E15 6rneginde mikrobiyal
dagilimin kontrol 6rnegine gore daha dengeli oldugu goriiliirken, E16 6rneginde Pseudomonas
iligkili bakterilerin relatif bollugunda hafif artis gézlenmistir. Bununla birlikte her iki asili

ornekte de mikrobiyal toplulugun genel yapisinin korundugu belirlenmistir.

K3 kontrol 6rnegi ile E17 ve E18 asili 6rneklerine ait Krona analiz grafikleri birlikte
degerlendirildiginde, drneklerin genel mikrobiyal yapilarinin benzer oldugu ancak bazi baskin
bakteriyel gruplarin relatif bolluklarinda farkliliklar bulundugu goriilmiistiir (Sekil 16). K3
kontrol 6rneginde 6zellikle Pseudomonadota ve Bacillota filumlarinin baskin oldugu, ayrica
Acinetobacter ve Pseudomonas iligkili bakterilerin yiiksek relatif bolluk gosterdigi
belirlenmigtir. Kontrol 6rneginde mikrobiyal dagilimin daha heterojen oldugu ve diisiik
bolluklu ¢ok sayida bakteriyel grubun bulundugu dikkat cekmistir. E17 ve E18 asili
orneklerinde ise 6zellikle Leuconostocaceae ile iliskili laktik asit bakterilerinin daha baskin
hale geldigi gozlenmistir. E18 6rneginde Leuconostoc lactis relatif bollugunun daha yiiksek
oldugu ve mikrobiyal yapinin daha homojen dagilim gosterdigi belirlenmistir. E17 6rneginde
kontrol grubuna benzer sekilde Pseudomonas iligkili bakterilerin relatif bollugu korunurken,
E18 6rneginde laktik asit bakterilerinin artisi ile birlikte ¢evresel bakterilerin relatif temsilinin
azaldig1 gozlenmistir. Genel olarak degerlendirildiginde, asili 6rneklerde 6zellikle laktik asit
bakterileri ile iliskili taksonlarin zenginlestigi ve mikrobiyal yapinin daha dengeli hale geldigi

belirlenmistir.

K4 kontrol 6rnegi ile E19 ve E20 asili 6rneklerine ait Krona analiz grafikleri birlikte

degerlendirildiginde, E19 6rneginin diger orneklere gore belirgin sekilde farkli mikrobiyal
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dagilim gosterdigi dikkat ¢cekmistir (Sekil 17). K4 kontrol 6rneginde baskin mikrobiyal yapinin
genel olarak Leuconostoc, Pseudomonas ve Acinetobacter iligkili bakterilerden olustugu
goriilmiistiir. Kontrol orneginde mikrobiyal dagilimin dengeli oldugu ve laktik asit
bakterilerinin 6nemli diizeyde temsil edildigi belirlenmistir. E20 6rneginde kontrol grubuna
oldukca benzer bir mikrobiyal yap1 gozlenmistir. Ozellikle Leuconostocaceae ve diger laktik
asit bakterilerinin relatif bollugunun yiiksek oldugu ve mikrobiyal dagilimin daha homojen
yapida oldugu dikkat ¢ekmistir. Buna karsilik E19 6rneginde diger asili 6rneklerden farkl
olarak Leuconostoc relatif bollugunun belirgin sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica
Actinomycetota iliskili baz1 bakterilerin ve diisiik bolluklu gevresel bakteriyel gruplarin relatif
temsilinin arttig1 dikkat ¢ekmistir. E19 6rneginin daha 6nce klinik mastitis ge¢misine sahip
olmasi, gozlenen bu farklt mikrobiyal yapiyr agiklayabilecek onemli bir faktdr olarak
degerlendirilmistir. Genel olarak degerlendirildiginde, E20 6rnegi daha stabil bir mikrobiyal

yapi sergilerken E19 6rneginde belirgin kompozisyon farkliliklar gézlenmistir.

K5 kontrol 6rnegi ile E21 ve E22 agil1 6rneklerine ait Krona analiz grafikleri birlikte
degerlendirildiginde, drneklerin genel mikrobiyal kompozisyonlarinin biiyiik dl¢iide benzer
oldugu goriilmiistiir (Sekil 18). Tiim 6rneklerde baskin bakteriyel gruplarin Leuconostoc,
Pseudomonas ve Acinetobacter iligkili taksonlardan olustugu belirlenmistir. K5 kontrol
orneginde mikrobiyal dagilimin daha heterojen oldugu ve diisiik bolluklu ¢ok sayida bakteriyel
grubun bulundugu dikkat cekmistir. Ozellikle cevresel bakteriler ve diisiik relatif bolluklu
taksonlarin kontrol 6rneginde daha yaygin dagilim gosterdigi gézlenmistir. E21 ve E22 asihi
orneklerinde ise Ozellikle Leuconostocaceae ile iligkili laktik asit bakterilerinin daha baskin
hale geldigi belirlenmistir. Her iki 6rnekte de Leuconostoc lactis oraninin yiiksek oldugu ve
mikrobiyal yapinin daha homojen dagilim gosterdigi dikkat cekmistir. E22 6rneginde laktik asit
bakterilerinin relatif bollugunun daha belirgin hale geldigi ve bazi ¢evresel bakterilerin relatif
temsilinin azaldig1 gorilmiistiir. E21 Orneginin klinik mastitis ge¢cmisine sahip olmasina
ragmen mikrobiyal kompozisyonunun genel olarak stabil kaldig1 ve kontrol grubundan belirgin

diizeyde ayrismadigi belirlenmistir.

K6 kontrol 6rnegi ile E23 ve E24 asili 6rneklerine ait Krona analiz grafikleri birlikte
degerlendirildiginde, 6rneklerin genel mikrobiyal kompozisyonlarinin biiyiik 6l¢lide benzer
oldugu ancak bazi bakteriyel gruplarin relatif bolluklarinda farkliliklar bulundugu goriilmiistiir
(Sekil 19). K6 kontrol 6rneginde baskin bakteriyel gruplarin 6zellikle Leuconostoc,
Pseudomonas ve Acinetobacter iliskili taksonlardan olustugu belirlenmistir. Kontrol 6rneginde

diisiik bolluklu ¢ok sayida c¢evresel bakterinin bulunmasi, mikrobiyal yapinin daha heterojen
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ozellik gosterdigini ortaya koymustur. E23 ve E24 asili Orneklerinde ise ozellikle
Leuconostocaceae ile iliskili laktik asit bakterilerinin relatif bollugunun arttig1 dikkat cekmistir.
E24 6rneginde Leuconostoc lactis oraninin daha yiiksek oldugu ve mikrobiyal dagilimin daha
homojen hale geldigi gozlenmistir. E23 Orneginde kontrol grubuna benzer sekilde
Pseudomonas iliskili bakterilerin relatif bollugu korunurken, E24 orneginde laktik asit
bakterilerinin baskinliginin daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Ayrica her iki asili 6rnekte de
diisiik bolluklu ¢evresel bakterilerin relatif temsilinin kontrol grubuna gore azaldigi
belirlenmistir. Genel olarak degerlendirildiginde, E23 ve E24 6rneklerinde daha stabil ve laktik

asit bakterileri agisindan zenginlesmis bir mikrobiyal yap1 olustugu goriilmiistiir.
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K1 6rnegi Krona analiz grafigi

Sekil 15. K1 kontrol ve E13-E14 asili 6rneklerine ait Krona grafikleri.

E14 6rnegi Krona analiz grafigi
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K2 6rnegi Krona analiz grafigi

Sekil 16. K2 kontrol ve E15-E16 asili 6rneklerine ait Krona grafikleri.

E15 6rnegi Krona analiz grafigi
Vb

E16 6rnegi Krona analiz grafigi
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K3 6rnegi Krona analiz grafigi

Sekil 17. K3 kontrol ve E17-E18 asili 6rneklerine ait Krona grafikleri.

AL

E18 6rnegi Krona analiz grafigi
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K4 6rnegi Krona analiz grafigi

Sekil 18. K4 kontrol ve E19-E20 asili 6rneklerine ait Krona grafikleri.

E19 6rnegi Krona analiz grafigi
ALY

E20 6rnegi Krona analiz grafigi
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K5 6rnegi Krona analiz grafigi

Sekil 19. K5 kontrol ve E21-E22 asili 6rneklerine ait Krona grafikleri.

E22 6rnegi Krona analiz grafigi
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K6 6rnegi Krona analiz grafigi

Sekil 20. K6 kontrol ve E23-E24 asil1 6rneklerine ait Krona grafikleri.

E24 6rnegi Krona analiz grafigi
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4.1.9 LEfSe Analizi Bulgular:

Genus diizeyinde gerceklestirilen LEfSe analizi sonucunda asili grup (GE) ve kontrol
grubu (GK) arasinda ayirt edici mikrobiyal taksonlar belirlenmistir. LDA skor grafiginde
kirmizi renk GE grubunda, yesil renk ise GK grubunda zenginlesen taksonlar1 gostermektedir

(Sekil 21).

Sekil 21. Genus diizeyinde LEfSe (LDA Effect Size) analiz grafigi.

Analiz sonuglarina gore asili grup (GE) Orneklerinde 6zellikle Leuconostoc,
Lactobacillus, Weissella, Paucilactobacillus ve Companilactobacillus gibi laktik asit
bakterileri ile iliskili genuslarin yiiksek LDA skorlar1 ile 6ne ¢iktigi belirlenmistir. Ayrica
Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae ile iliskili bazi taksonlarin da GE grubunda baskin
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, asilama uygulamasinin laktik asit bakterilerinin gelisimini

destekledigini diisiindiirmektedir.

Kontrol grubu (GK) orneklerinde ise Aliarcobacter, Pseudofulvibacter, Flavofractor,
Mediterraneibacter, Tissierella ve Erysipelothrix gibi genuslarin daha yiiksek relatif bolluk
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Campylobacterota ile iliskili baz1 taksonlarin GK grubunda
daha baskin oldugu gozlenmistir.

LDA skor dagilimlar1 incelendiginde GE grubunda daha fazla sayida ayirt edici genus
bulundugu belirlenmistir. Ozellikle fermentasyon siiregleri ve organik asit {iretimi ile iliskili
laktik asit bakterilerinin GE grubunda yogunlasmasi, asilama uygulamasinin mikrobiyal

kompozisyonu belirli fonksiyonel bakteriler lehine sekillendirebilecegini gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde genus diizeyindeki LEfSe analiz sonuglari, asili
orneklerde laktik asit bakterileri acgisindan daha zengin ve homojen bir mikrobiyal yapi
bulundugunu, kontrol grubunda ise daha heterojen bir mikrobiyal dagilim olustugunu ortaya

koymustur.
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LEfSe kladogrami, asili grup (GE) ile kontrol grubu (GK) arasinda ayirt edici 6zellik
gosteren bakteriyel taksonlarin filogenetik dagilimini géstermektedir. Kladogramda merkezden
disa dogru ilerleyen halkalar sirasiyla iist ve alt taksonomik diizeyleri temsil etmektedir. I¢
halkalarda daha genel taksonomik siniflandirmalar yer alirken, dis halkalarda genus ve tiir
diizeyindeki taksonlar gosterilmektedir. Kirmizi renk GE grubunda, yesil renk GK grubunda
zenginlesen taksonlar1 ifade etmektedir. Sar1 renkli diiglimler ise iki grup arasinda belirgin

farklilik gostermeyen ortak taksonlari temsil etmektedir (Sekil 22).
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Sekil 22. Genus diizeyinde LEfSe kladogramu.

Kladogram incelendiginde, GE grubunda bazi bakteriyel taksonlarin belirgin sekilde
kiimelendigi goriilmektedir. Ozellikle Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella ve diger
fermentasyon iliskili bakteriler ile baglantili taksonlarin GE grubunda daha baskin oldugu
dikkat ¢ekmistir. GK grubunda ise farkli bakteriyel taksonlarin zenginlestigi goriilmiistiir.

Ozellikle cevresel ve firsatc1 bakteriler ile iliskili bazi gruplarin kontrol drneklerinde daha
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yiiksek relatif bolluk gosterdigi belirlenmistir. Bu durum, kontrol grubunda mikrobiyal yapinin
daha heterojen 6zellik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Genel olarak degerlendirildiginde LEfSe kladogrami, asili ve kontrol gruplar arasinda
tamamen keskin bir ayrisma olmadigini, ancak belirli bakteriyel taksonlarin grup bazinda
farklilagtigini gostermektedir. GE grubunda fermentasyon iliskili ve yararli bakteriyel gruplarin
one ¢ikmasi, asillama uygulamasinin siit mikrobiyomu iizerinde diizenleyici etkiler

olusturabilecegini diisiindiirmektedir.
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5. TARTISMA

Bu ¢aligsmada, mastitis asis1 uygulanan siit sigirlarindan asilama 6ncesi ve sonrasi elde
edilen siit orneklerinin 16S rRNA gen dizileme temelli mikrobiyom profilleri karsilastirilmistir.
Elde edilen bulgular, asilama sonrasi1 Orneklerde mikrobiyal topluluk yapisinin tamamen
farklilasmadigini; buna karsin bazi laktik asit bakterileriyle iliskili taksonlarin goreceli
bolluklarinda artig egilimi bulundugunu gostermektedir. Beta ¢esitlilik analizlerinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir ayrisma saptanmamasi, agilama etkisinin keskin bir
kompozisyonel degisimden ¢ok smirli ve takson-spesifik farkliliklar seklinde ortaya

cikabilecegini diisiindiirmektedir.

Arastirmamizda elde edilen siit mikrobiyota sonuglari, saglikli meme mikrobiyotasinin
kompleks ve yiiksek ¢esitlilik gosteren bir bakteriyel topluluk yapisina sahip oldugunu bildiren
onceki calismalar ile genel olarak uyum gostermistir. Bhatt ve digerleri (2012) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada saglikli meme ceyreklerinden elde edilen siit 6rneklerinde baskin
filumlarin Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes ve Actinobacteria oldugu bildirilmistir.
Benzer sekilde Kuehn ve digerleri (2013), Oikonomou ve digerleri (2014), Ganda ve digerleri
(2016; 2017) ile Bonsaglia ve digerleri (2017) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmalarda da
saglikli siit mikrobiyotasinda benzer filum dagilimlarinin bulundugu belirtilmistir.
Aragtirmamizda da baskin filumlarin Pseudomonadota, Bacillota ve Bacteroidota oldugu
belirlenmistir. Ortalama relatif bolluk degerleri sirasiyla %45,15, %39,23 ve %11,61 olarak
hesaplanmistir. Ayrica diisiik bollukta bulunan diger filumlar arasinda Campylobacterota,
Actinomycetota ve Mycoplasmatota yer almistir. Ozellikle E19 6rneginde Actinomycetota
filumunun relatif bollugunun diger orneklere goére daha yiiksek oldugu (%4,72) dikkat
cekmistir. Asili grup 6rneklerinde Pseudomonadota filumunun relatif bollugunun genel olarak
%4049 araliginda dagilim gosterdigi belirlenirken, Bacillota filumunun relatif bollugunun
cogu drnekte %3644 araligida oldugu goriilmiistiir. Ozellikle E13, E18 ve E24 6rneklerinde
Bacillota oranimin diger drneklere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda
ise Ozellikle K1 6rneginde Bacillota oraninin %64,22 ile diger tiim 6rneklerden daha yiiksek
oldugu dikkat ¢cekmistir. Genel olarak degerlendirildiginde her iki grupta da baskin filumlarin
benzer sekilde korundugu, ancak bazi bakteriyel gruplarin relatif bolluklarinda degisiklikler

meydana geldigi goriilmiistiir.
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Bhatt ve digerleri (2012), Oikonomou ve digerleri (2014) ile Ganda ve digerleri (2016;
2017) calismalarinda saglikli siit 6rneklerinde en sik tespit edilen bakteriyel genuslar arasinda
Staphylococcus, Pseudomonas, Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus ve Bacteroides
gibi bakterilerin bulundugu bildirilmistir. Arastirmamizda ise Ozellikle Leuconostoc,
Pseudomonas ve Acinetobacter genuslarinin dominant oldugu belirlenmistir. Ortalama relatif
bolluk degerleri incelendiginde Leuconostoc yaklasik %27,51, Pseudomonas %21,64 ve
Acinetobacter %16,25 oraninda belirlenmistir. Literatiirde Pseudomonas’in saglikli siit
mikrobiyotasinin dogal liyelerinden biri olarak tanimlanmasi ile arastirmamizda yiiksek oranda
tespit edilmesi birbiriyle uyumlu bulunmustur. Pseudomonas cinsinin tiim &rneklerde yaygin
olarak saptanmasi, siit 6rneklerinin ¢evresel mikrobiyal maruziyeti, sagim/drnekleme kosullar
veya diisiik biyokiitleli oOrneklerde reaktif kaynakli sinyal olasiligi dikkate alinarak
yorumlanmalidir. Bununla birlikte aragtirmamizda Leuconostoc genusunun baskin bulunmasi
dikkat ¢ekici bir sonug olarak degerlendirilmistir. Her ne kadar Bhatt ve digerleri (2012) ile
Oikonomou ve digerleri (2014) tarafindan Leuconostoc dogrudan baskin genuslar arasinda
bildirilmemis olsa da, ayn1 ¢alismalarda Lactobacillus ve diger laktik asit bakterilerinin saglikli
siit mikrobiyotasinda yer aldig1 ifade edilmistir. Bu nedenle Leuconostoc’un yiiksek relatif
bollukta bulunmasi, arastirmamizda laktik asit bakterilerinin baskin hale geldigini

distiindirmektedir.

Arastirmamizda gerceklestirilen LEfSe analizlerinde uygulama grubunda Leuconostoc,
Lactobacillus, Weissella, Paucilactobacillus ve Companilactobacillus gibi laktik asit
bakterilerinin zenginlesmis olmasi da bu goriisii desteklemektedir. Laktik asit bakterilerinin
mikrobiyal dengeyi koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu nedenle arastirmamizda
uygulama sonrasinda bu bakterilerin artig gostermesi, siit mikrobiyotasinda daha dengeli bir

yap1 olusmus olabilecegini diistindiirmektedir.

Derakhshani ve digerleri (2018) mastitisli veya mastitis Oykiisii bulunan meme
ceyreklerinde mikrobiyal c¢esitliligin azaldigin1 ve disbiyotik bir yap1 olusabilecegini
bildirmistir. Benzer sekilde Falentin ve digerleri (2016) calismasinda da mastitis ge¢misi
bulunan orneklerde Shannon ¢esitlilik indeksinin saglikli 6rneklere gore daha diisiik oldugu
belirtilmistir. Arastirmamizda Shannon cesitlilik indeksinin yaklagik 5,22-6,87 araliginda
degistigi belirlenmistir. Ozellikle bazi kontrol grubu &rneklerinde belirli bakteriyel gruplarin
baskin hale geldigi ve cesitliligin azalma egilimi gosterdigi gozlenmistir. Buna karsin asili grup

orneklerinde c¢esitliligin genel olarak korundugu belirlenmistir. Ancak gruplar arasinda
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tamamen farkli mikrobiyal topluluklarin olusmadigi, genel mikrobiyal yapinin biiyiik dl¢iide

benzer sekilde devam ettigi gorilmiistiir.

Oikonomou ve digerleri (2014) ile Ganda ve digerleri (2016; 2017), saglikli siit
mikrobiyotasinda yiiksek ¢esitlilik ve kommensal bakterilerin bir arada bulundugunu
bildirmistir. Arastirmamizda da Pseudomonas ve Acinetobacter gibi gevresel bakterilerin
belirlenmesi, siit mikrobiyotasinin yalnizca patojen bakterilerden olugsmadigini ve oldukca
kompleks bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, saglikli siit mikrobiyotasinin
steril olmadig1 ve farkli bakteriyel topluluklari barindirdigi yoniindeki giincel goriisleri

desteklemektedir.

Arastirmamizda asili grup (E13—-E24) ile asilama oncesi kontrol/bazal grubu (K1-K6)
arasinda siit mikrobiyomu bakimindan tamamen farkli mikrobiyal topluluklar olusmadig,
ancak bazi bakteriyel gruplarin relatif bolluklarinda degisiklikler meydana geldigi
belirlenmistir. Ozellikle asili grupta Pseudomonadota (Proteobacteria) filumuna ait
bakterilerin relatif bollugunun bazi Orneklerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica
Pseudomonas cinsine ait OTU abundanslarinin ozellikle E16, E17, E20 ve E22 6rneklerinde
artigr dikkat c¢ekmistir. Benzer sekilde Acinetobacter abundansinin da bazi asili grup
orneklerinde kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ozellikle E17 6rneginde
yiiksek Acinetobacter abundansi dikkat cekmistir.

Fursova ve digerleri (2021) tarafindan gerceklestirilen calismada mastitisli siit
orneklerinde  Proteobacteria, Pseudomonadales, Pseudomonas, Acinetobacter ve
Streptococcaceae iliskili bakterilerde artis oldugu bildirilmistir. Arastirmamizda da 6zellikle
Streptococcaceae ailesinin E13 ve E17 Orneklerinde daha yiiksek abundans gosterdigi
belirlenmistir. Bunun yaninda Burkholderiales grubunun da o&zellikle E17, E20 ve E22
orneklerinde daha yiiksek relatif bolluk gosterdigi dikkat ¢gekmistir. Fursova ve digerleri (2021)
calismasinda da mastitisli siit 6rneklerinde Burkholderiales iiyelerinde artis oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte aragtirmamizda bu bakteriyel gruplardaki degisimlerin genel

mikrobiyal yapiy1 tamamen degistirmedigi goriilmiistiir.

Asili grup ile kontrol grubu arasindaki bir diger dikkat ¢ekici farklilik Lactobacillales
grubu ile iliskili bakterilerde gdzlenmistir. Ozellikle Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae
tiyelerinin asili grupta daha yiiksek relatif bolluk gosterdigi belirlenmistir. E grubunda
Leuconostoc lactis abundansinin yaklasik 4.529-23.279 arasinda degistigi goriilmiistiir. Bu

durum, as1 uygulamasinin yalnizca firsatci bakteriler lizerinde degil, ayn1 zamanda yararli laktik
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asit bakterileri iizerinde de etkili olabilecegini diislindiirmektedir. Leuconostoc ve
Lactobacillaceae tiyeleri diisiik pH olusturabilmeleri, antimikrobiyal metabolit tiretmeleri ve
rekabet¢i inhibisyon saglayabilmeleri nedeniyle koruyucu mikrobiyota {iyeleri arasinda
degerlendirilmektedir. Fursova ve digerleri (2021) ¢alismasinda Lactobacillales grubunun siit
mikrobiyotasinda bulundugu belirtilmis olmakla birlikte, arastirmamizdaki kadar yiliksek
Leuconostoc abundansi bildirilmemistir. Bu nedenle arastirmamizda belirlenen yiiksek

Leuconostoc diizeyleri dikkat ¢ekici bir bulgu olarak degerlendirilebilir.

Salman ve digerleri (2023) ¢alismasinda saglikli, subklinik mastitisli ve klinik mastitisli
manda siitlerinde mikrobiyal kompozisyon incelenmis ve oOrneklerde baskin filumlarin
Proteobacteria ve Firmicutes oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar saglikli - grupta
Proteobacteria filumunun baskin oldugunu (%52,58), buna karsin klinik mastitis grubunda
Firmicutes filumunun belirgin sekilde arttigini (%58,20) ortaya koymustur. Ayrica subklinik
mastitis grubunda da Firmicutes oraninin yiiksek oldugu (%49,12) belirlenmistir.
Arastirmamizda ise tiim Orneklerde baskin filumlarin Pseudomonadota, Bacillota ve
Bacteroidota oldugu belirlenmistir. Ancak gruplar arasinda tamamen farkli filum
dagilimlarinin olusmadigi, genel mikrobiyal yapinin biiylik 6lgiide korundugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte asil1 grup orneklerinde daha homojen bir filum dagilimi egilimi oldugu dikkat

cekmistir.

Salman ve digerleri (2023) calismasinda mastitisli gruplarda 6zellikle Streptococcaceae
ve Staphylococcaceae familyalarmin arttigi bildirilmigtir. Klinik mastitis grubunda
Streptococcaceae familyasinin relatif bollugunun %33,19°a kadar yiikseldigi belirtilmistir.
Aragtirmamizda ise familya diizeyindeki dagilimlar degerlendirildiginde orneklerin genel
olarak birbirine yakin mikrobiyal yapilar sergiledigi belirlenmistir. Bunun yaninda
Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae gibi laktik asit bakterileri ile iliskili familyalarin asili

grup orneklerinde daha dengeli dagilim gosterdigi dikkat ¢cekmistir.

Genus diizeyinde Salman ve digerleri (2023) c¢aligmasinda saglikli grupta baskin
bakterilerin Streptococcus, Herbaspirillum ve Staphylococcus oldugu bildirilmistir. Klinik
mastitis grubunda ise Streptococcus baskinliginin belirgin sekilde arttigi belirtilmistir.
Arastirmamizda ise baskin genuslarin Leuconostoc, Pseudomonas ve Acinetobacter oldugu
belirlenmistir. Salman ve digerleri (2023) c¢alismasinda bildirilen yogun Streptococcus
baskinlig1 arastirmamizda gozlenmemistir. Buna karsilik arastirmamizda laktik asit bakterileri
ile iliskili Leuconostoc, Lactobacillus ve Weissella gibi genuslarin daha yiiksek relatif bolluk

gostermesi dikkat gekmistir.
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Salman ve digerleri (2023) calismasinda klinik mastitis grubunda Shannon c¢esitlilik
indeksinin azaldig1 ve mikrobiyal ¢esitliligin diistiigii bildirilmistir. Arastirmacilar klinik
mastitis grubunda Shannon indeksini 5,50 olarak belirlerken, saglikli grupta bu degerin 6,24
oldugunu rapor etmistir. Arastirmamizda ise Shannon c¢esitlilik indeksinin 6rnekler arasinda
yaklagik 5,22—-6,87 aralifinda degistigi belirlenmistir. Genel olarak degerlendirildiginde asili

grup orneklerinde mikrobiyal ¢esitliligin korundugu, ancak gruplar arasinda tamamen ayrigmis

cesitlilik profilleri olusmadig1 gérilmiistiir.

Beta ¢esitlilik analizleri agisindan Salman ve digerleri (2023) calismasinda PCA
analizlerinde 6rneklerin tamamen ayrismis kiimeler olusturmadigi, gruplar arasinda karisik bir
dagilim bulundugu bildirilmistir. Arastirmamizda gerceklestirilen Weighted UniFrac
analizlerinde de benzer sekilde Orneklerin tamamen ayrismis kiimeler olusturmadig
belirlenmistir. Ozellikle E16-E17 (0,108), E16-E23 (0,100) ve E17-K3 (0,066) ornek
ciftlerinin mikrobiyal kompozisyon agisindan birbirine olduk¢a benzer oldugu goriilmiistiir.
Buna karsilik E14-KS5 6rnekleri arasinda yliksek mesafe (0,849) belirlenmis ve baz1 6rneklerde
belirgin mikrobiyal farklilasmalar bulundugu ortaya konmustur. Ancak genel olarak
degerlendirildiginde Orneklerin biiyiilk boliimiiniin birbirine yakin mikrobiyal profiller

sergiledigi ve gruplar arasinda keskin ayrismalar olusmadig1 goriilmiistiir.

Steinberg ve digerleri (2022) calismasinda siit mikrobiyotasinda baskin filumlarin
Firmicutes, Proteobacteria ve Actinobacteria oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar saglikli
hayvanlarda Proteobacteria oraninin daha yiiksek, subklinik mastitisli hayvanlarda ise
Firmicutes oraninin arttigini belirtmistir. Arastirmamizda da benzer sekilde baskin filumlarin
Pseudomonadota ve Bacillota oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte gruplar arasinda
tamamen farkli mikrobiyal kompozisyonlarin olusmadigi, yalnizca bazi bakteriyel gruplarin

relatif bolluklarinda degisimler meydana geldigi goriilmiistiir.,

Rainard ve digerleri (2021), mastitis asilar1 lizerine yaptiklar1 kapsamli derlemede,
giiniimiizde kullanilan mastitis asilarinin  bazt durumlarda klinik mastitis siddetini
azaltabildigini ancak koruyucu mekanizmalarimin halen tam olarak agiklanamadigini
bildirmistir. Arastirmacilar 06zellikle mevcut asilarin ¢ogunda enfeksiyonun tamamen
Onlenemedigini, buna karsin meme dokusunda olusan inflamasyonun siddetinin
azaltilabildigini ve siit kayiplarinda diisiis saglanabildigini belirtmistir (Rainard ve digerleri,
2021). Bu durum, mastitis asilarinin yalnizca spesifik patojenleri hedef alan bir koruma
mekanizmasina sahip olmadigini, ayn1 zamanda meme dokusundaki immiin dengeyi ve

mikrobiyal yapiy1 da etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.
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Mevcut ¢alismada elde edilen Krona analiz sonuglar1 da bu goriisii destekler nitelikte
bulunmustur. Asili  gruplarda  ozellikle  Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella,
Paucilactobacillus ve Companilactobacillus gibi laktik asit bakterileri ile iliskili taksonlarin
relatif bollugunda artis oldugu belirlenmistir. Buna karsilik kontrol gruplarinda mikrobiyal
yapinin daha heterojen dagilim gosterdigi, diisiik bolluklu ¢cevresel bakterilerin relatif temsilinin
daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Ozellikle E13, E18, E20, E22 ve E24 orneklerinde
Leuconostocaceae iliskili bakterilerin baskin hale gelmesi, asilama uygulamasinin meme
mikrobiyotasinda daha stabil bir yap1 olusmasina katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
durum, asilama sonrast olusan koruyucu etkinin yalnizca patojen eliminasyonu ile sinirl

olmayabilecegini gostermektedir.

Rainard ve digerleri (2021), mastitis asilarinin koruyucu etkinliginin yalnizca antikor
yanit1 ile agiklanamayacagini, 6zellikle hiicresel bagisiklik mekanizmalarinin ve T hiicre iliskili
immiin yanitlarin 6nemli olabilecegini bildirmistir. Calismada 6zellikle IL-17 iliskili immiin
yanitlarin meme enfeksiyonlarinin kontroliinde rol oynayabilecegi vurgulanmistir (Rainard ve
digerleri, 2021). Ayrica bazi deneysel c¢alismalarda antikor diizeylerinde belirgin artis
olusmamasina ragmen enfeksiyon siddetinde azalma goriilmesi, asilama sonrasi olusan

koruyucu etkinin yalnizca humoral bagisiklik ile sinirli olmadigini gostermektedir.

Mevcut ¢alismada da benzer sekilde asili 6rneklerde mikrobiyal yapinin daha homojen
hale geldigi ve laktik asit bakterilerinin relatif bollugunun arttig1 belirlenmistir. Laktik asit
bakterilerinin meme mikrobiyotasinda koruyucu rol oynayabilecegi ve c¢evresel firsatci
bakterilerin gelisimini baskilayabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle asili gruplarda gézlenen
mikrobiyal degisimlerin, meme dokusunda daha dengeli bir mikrobiyal ekosistem olusmasina
katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle kontrol &rneklerinde diisiik bolluklu ¢ok
saylda ¢evresel bakterinin bulunmasi, mikrobiyal yapinin daha degisken ve heterojen oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, asilama uygulamasinin siit mikrobiyotasi iizerinde diizenleyici etki

olusturabilecegini diistindiirmektedir.

Rainard ve digerleri (2021), mastitis as1 ¢aligsmalarinda bireysel hayvan farkliliklarinin
onemli oldugunu ve ayn1 asilama protokoliine ragmen hayvanlar arasinda farkli immiin yanitlar
olusabilecegini bildirmistir. Mevcut calismada da bazi 6rneklerde farkli mikrobiyal
kompozisyonlar dikkat c¢ekmistir. Ozellikle E19 &rneginde diger asili drneklere kiyasla
Leuconostoc relatif bollugunun daha diisiik oldugu, buna karsilik diigiik bolluklu ¢evresel
bakterilerin relatif temsilinin arttigi belirlenmistir. Bu durumun bireysel mikrobiyota

farkliliklart veya hayvanlar arasi immiin yamit degiskenligi ile iliskili olabilecegi
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diistiniilmektedir. Buna ragmen E20 6rneginde daha homojen ve laktik asit bakterileri agisindan
zenginlesmis bir yap1 gozlenmesi, ayn1 kontrol grubundan gelen Orneklerde dahi asilama

sonrasi farkli mikrobiyal yanitlar gelisebilecegini gostermektedir (Rainard ve digerleri, 2021).

Aragtirmacilar ayrica mevcut mastitis asilarinin ¢ogunda koruyucu mekanizmanin tam
olarak aciklanamadigin1 ve mikrobiyal denge iizerindeki etkilerin yeterince arastirilmadigini
belirtmistir. Bu agidan degerlendirildiginde mevcut calisma, yalnizca patojen odaklh
degerlendirmeler yerine siit mikrobiyotasinin genel kompozisyonundaki degisimlerin de
dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir. Ozellikle asili gruplarda laktik asit bakterileri ile
iligkili taksonlarin artis gostermesi, agilama uygulamasinin meme mikrobiyotasinda koruyucu
bakteriyel topluluklarin gelisimini destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar,
mastitis asilarinin etkisinin yalnizca enfeksiyon insidansi iizerinden degil, ayni zamanda
mikrobiyal homeostazin korunmasi acisindan da degerlendirilmesi gerektigini ortaya

koymaktadir (Rainard ve digerleri, 2021).

Ismail (2017) tarafindan yayimlanan bu derleme calismasinda, mastitis asilarinin siit
sigirlarinda mastitis insidansini tamamen ortadan kaldirmasa da bazi ¢alismalarda hastalik
siddetini azaltabildigi, somatik hiicre sayisini diisiirebildigi ve siit verimini olumlu yonde
etkileyebildigi bildirilmistir. Aragtirmada 6zellikle Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
kaynakl1 mastitislere kars1 gelistirilen ticari ve otovaksinlerin farkli diizeylerde koruyucu etki
olusturdugu belirtilmistir. Bununla birlikte ¢caligmada as1 etkinliginin her arastirmada ayni
diizeyde olmadig1 ve bazi saha ¢aligmalarinda siirli sonuglar elde edildigi de vurgulanmistir

(Ismail, 2017).

Mevcut ¢calismada elde edilen mikrobiyota sonuglar1 degerlendirildiginde, asili gruplarda
ozellikle laktik asit bakterileri ile iligkili taksonlarin relatif bollugunda artis oldugu
belirlenmistir. LEfSe analizlerinde Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella, Paucilactobacillus
ve Companilactobacillus gibi bakterilerin asili grupta zenginlesmis olmasi, asilama
uygulamasinin  meme mikrobiyotast {izerinde diizenleyici etki olusturabilecegini
diistindiirmektedir. Ismail (2017), mastitis asilarinin yalnizca spesifik patojenleri baskilamakla
kalmaylp meme sagligint genel olarak iyilestirebilecegini bildirmistir. Bu agidan
degerlendirildiginde mevcut ¢alismada gézlenen mikrobiyal degisimlerin literatiir ile uyumlu

oldugu diistinilmektedir.

Ismail (2017), baz1 ¢alismalarda Startvac uygulanan siiriilerde klinik mastitis siddetinin

azaldigini ve siit veriminde artis gdzlendigini bildirmistir. Ozellikle Bradley ve digerleri (2015)
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tarafindan yiiriitiilen saha caligmasinda asilama sonrasinda klinik mastitis vakalarinin
siddetinde azalma ve siit liretiminde artis oldugu belirtilmistir (Ismail, 2017). Buna karsin bazi
calismalarda ise somatik hiicre sayisi, mastitis prevalansi veya siit verimi lizerinde anlamli
degisiklik goriilmedigi ifade edilmistir. Ozellikle Landin ve digerleri (2015), ticari polivalan
asinin meme sagligi parametreleri iizerinde anlamli bir etkisi olmadigini bildirmistir (Ismail,
2017). Bu durum, mastitis asilarinin etkinliginin siiri yapisi, ¢evresel kosullar, hayvanlarin
mevcut bagisiklik durumu ve mikrobiyota kompozisyonuna bagli olarak degisebilecegini

gostermektedir.

Mevcut ¢alismada da &rnekler arasinda bireysel farkliliklar dikkat ¢ekmistir. Ozellikle
E13, E18, E20, E22 ve E24 oOrneklerinde Leuconostocaceae iliskili bakterilerin relatif
bollugunun belirgin sekilde arttig1 goriiliirken, E19 6rneginde diger asili 6rneklere kiyasla daha
farkl1 bir mikrobiyal profil belirlenmistir. Bu durum, Ismail (2017) tarafindan bildirilen bireysel
yanit farkliliklari ile uyumlu bulunmustur. Ayni asilama protokolii uygulanmasina ragmen
hayvanlar arasinda farkli mikrobiyal yanitlarin olusmasi, meme mikrobiyotasinin oldukca

dinamik bir yapiya sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismada ayrica baz1 mastitis asilarinin serum ve siit immiinoglobulin diizeylerini
artirdigl, CD4+ ve CD8+ lenfosit yanitlarini giiclendirdigi ve nétrofil fagositoz aktivitesini
artirabildigi bildirilmistir (Ismail, 2017). Bu durum, asilama sonras1 yalnizca spesifik patojen
baskilanmasinin degil, ayn1 zamanda meme bagisiklik sisteminin genel olarak aktive olmasinin
da 6nemli oldugunu gostermektedir. Mevcut calismada asili 6rneklerde daha homojen ve laktik
asit bakterileri acisindan zenginlesmis bir mikrobiyal yap1 belirlenmesi, asilama sonrasi olugan

immiin diizenlenmenin mikrobiyota kompozisyonunu etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Ismail (2017), mastitis kontroliinde asinin tek basina yeterli olmadigini; sagim hijyeni,
enfekte hayvanlarin kontrolii, uygun tedavi protokolleri ve siirii yonetimi ile birlikte
uygulanmasi gerektigini vurgulamistir. Mevcut calismada elde edilen mikrobiyota sonuglari da
mastitisin yalnizca tek bir patojen ile iliskili olmadigini, olduk¢a kompleks ve dinamik bir
mikrobiyal ekosistem ile iliskili oldugunu gostermektedir. Ozellikle asili gruplarda faydali
bakteriyel topluluklarin artis géstermesi, mastitis kontroliinde mikrobiyal kompozisyonun

korunmasinin 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bradley ve digerleri (2015) tarafindan gergeklestirilen bu saha c¢alismasinda,
STARTVAC® uygulamasinin mastitis insidansini tamamen ortadan kaldirmadigi ancak klinik

mastitis siddetini azaltabildigi ve siit verimi iizerinde olumlu etkiler olusturdugu bildirilmistir.

66



Aragtirmacilar 6zellikle asilama uygulanan ineklerde klinik mastitis vakalarinin daha hafif
seyrettigini, siit verimi ve siit kuru maddesi miktarinda artis meydana geldigini belirtmistir.
Buna karsin klinik ve subklinik mastitis prevalansinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

belirlenmedigi ifade edilmistir (Bradley ve digerleri, 2015).

Mevcut ¢caligsmada elde edilen mikrobiyota sonuglar1 degerlendirildiginde, asili gruplarda
ozellikle Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella ve diger laktik asit bakterileri ile iligkili
taksonlarin relatif bollugunda artis oldugu belirlenmistir. Buna karsilik kontrol grubunda
cevresel ve diisiik bolluklu firsatci bakterilerin daha heterojen dagilim gosterdigi gozlenmistir.
Bradley ve digerleri (2015), asilama sonrasi mastitis siddetinin azalmasini bagisiklik sisteminin
daha kontrollii yanit olusturmast ile iliskilendirmistir. Mevcut calismada asili 6rneklerde daha
homojen ve stabil bir mikrobiyal yap1 goézlenmesi, bu goriisii destekler nitelikte

degerlendirilebilir.

Calismada ayrica uygulanan her ek asinin klinik mastitisin siddetini azaltma olasiligin1
artirdigr bildirilmistir. Ozellikle “more doses, more protection” yaklasimiyla birlikte as1 sayist
arttikca mastitisin daha hafif klinik belirtiler gosterdigi belirtilmistir (Bradley ve digerleri,
2015). Bu durum, asilama sonrasi gelisen immiin yanitin zamanla gii¢lenebilecegini
gostermektedir. Mevcut calismada da asili 6rneklerin biiyiik kisminda laktik asit bakterileri ile
iliskili taksonlarin baskin hale gelmesi, asilama sonrasi meme mikrobiyotasinda laktik asit

bakterileriyle iliskili taksonlarin goreceli temsilinin artabilecegi diisiindiirmektedir.

Bradley ve digerleri (2015), STARTVAC® uygulanan gruplarda siit veriminde yaklasik
%06, siit kuru maddesinde ise yaklasik %35 artis gozlendigini bildirmistir. Ayrica asilanan
hayvanlarda stiriiden ¢ikarilma oraninin da daha diisiik oldugu belirtilmistir. Bu sonuglar, aginin
yalnizca enfeksiyon kontrolii degil, ayn1 zamanda hayvan performansi ve siirii stirdiiriilebilirligi
acisindan da fayda saglayabilecegini gostermektedir. Mevcut ¢alismada dogrudan siit verimi
veya siiriiden ¢ikarilma orani degerlendirilmemis olsa da, asili gruplarda gozlenen daha dengeli
mikrobiyal yap1 ve faydali bakterilerin artisi, meme sagliginin korunmasina katki

saglayabilecek bir mikrobiyal ortam olustugunu diisiindiirmektedir.

Arastirmada dikkat ¢eken bir diger bulgu ise, asilamanin mastitis etkenlerinin tamamen
eliminasyonunu saglamamasina ragmen klinik tabloyu hafifletebilmesidir (Bradley ve digerleri,
2015). Bu durum, mastitisin yalnizca spesifik patojen varligi ile agiklanamayacagini ve meme
mikrobiyotasindaki genel dengenin de 6nemli oldugunu gostermektedir. Mevcut ¢aligmada

kontrol grubunda g¢evresel bakterilerin daha diizensiz dagilim gostermesi, buna karsilik asili
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orneklerde laktik asit bakterileri ile iligkili taksonlarin baskin hale gelmesi, asilama
uygulamasinin mikrobiyal homeostaz {izerinde diizenleyici etki olusturabilecegini

diistindiirmektedir.

Bradley ve digerleri (2015), saha kosullarinda asilama etkinliginin siirli yapisi, ¢evresel
faktorler ve yonetim uygulamalarina bagl olarak degisebilecegini de vurgulamistir. Mevcut
calismada da &rnekler arasinda bireysel mikrobiyal farkliliklar belirlenmistir. Ozellikle E19
orneginde diger asili 6rneklere kiyasla farkli mikrobiyal dagilim g6zlenmesi, hayvanlar arasi
bireysel mikrobiyota farkliliklarinin asilama sonrasi olusan yanit iizerinde etkili olabilecegini
distiindiirmektedir. Buna karsilik E13, E18, E20, E22 ve E24 6rneklerinde Leuconostocaceae
iligkili bakterilerin baskin hale gelmesi, asilama sonrasi daha stabil bir mikrobiyal yap1

gelisebilecegini desteklemektedir.

Bu ¢alismanin sonuglar1 degerlendirilirken baz1 metodolojik sinirliliklarin da g6z 6niinde
bulundurulmasi gerekmektedir. Siit 6rnekleri diisikk mikrobiyal biyokiitleye sahip 6rnekler
arasinda yer aldigindan, reaktif, ekstraksiyon kiti veya g¢evresel kaynakli kontaminasyon
sinyalleri 16S rRNA gen dizileme sonuglarini etkileyebilmektedir. Bu nedenle elde edilen
bulgular bu olasilik dikkate alinarak yorumlanmalidir. Gelecekte gergeklestirilecek
caligmalarda ekstraksiyon blank kontrolii, PCR negatif kontrolii ve mock community kontrolii
gibi kalite kontrol adimlarinin eklenmesi, mikrobiyal profillerin daha giivenilir sekilde

degerlendirilmesine katki saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligsmada, mastitis asis1 uygulanan siit sigirlarindan asilama 6ncesi ve sonrasi elde
edilen siit 6rneklerinin 16S rRNA gen dizileme temelli mikrobiyom profilleri karsilagtirilmistir.
Elde edilen bulgular, asilama sonrast siit mikrobiyotasinin tamamen yeniden sekillenmedigini,
ancak baz1 Dbakteriyel taksonlarin goreceli bolluklarinda degisiklikler olusabilecegini
gostermistir.

Filum diizeyindeki analizlerde tiim orneklerde baskin gruplarin Pseudomonadota,
Bacillota ve Bacteroidota oldugu belirlenmistir. Gruplar arasinda temel mikrobiyal yapinin
biiyiik dl¢iide korundugu goriilmiis, ancak asili grup drneklerinde mikrobiyal dagilimin daha
homojen bir egilim sergiledigi dikkat cekmistir. Bu durum, siit mikrobiyotasinin cevresel
faktorler, bireysel farkliliklar, bagisiklik yaniti ve mikrobiyal etkilesimler gibi ¢ok sayida
faktorden etkilenen dinamik bir ekosistem oldugunu desteklemektedir.

Cins diizeyindeki analizlerde Leuconostoc, Pseudomonas ve Acinetobacter en baskin
taksonlar arasinda yer almistir. Ozellikle asili grup drneklerinde Leuconostoc, Lactobacillus,
Weissella, Paucilactobacillus ve Companilactobacillus gibi laktik asit bakterileriyle iliskili
cinslerin daha yiiksek goreceli bolluk gostermesi dikkat ¢ekici bulunmustur. Bununla birlikte,
bu bulgunun dogrudan koruyucu veya fonksiyonel bir etki olarak yorumlanabilmesi i¢in tiir
diizeyinde dogrulama, Kkiiltiir temelli analizler ve fonksiyonel metagenomik calismalar
gereklidir.

LEfSe analizlerinde asili grup orneklerinde Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella,
Paucilactobacillus ve Companilactobacillus ayirt edici biyobelirtegler olarak belirlenirken;
kontrol grubunda Aliarcobacter, Pseudofulvibacter, Flavofractor, Mediterraneibacter,
Tissierella ve Erysipelothrix cinslerinin daha yiiksek goreceli bolluk gosterdigi saptanmuistir.
Bu sonuglar, asilama uygulamasinin siit mikrobiyotasinin genel kompozisyonunu tamamen
degistirmedigini, ancak belirli bakteriyel gruplarin dagilimi {izerinde segici etkiler
olusturabilecegini gostermektedir.

Alfa ¢esitlilik analizlerinde 6zellikle Chaol indeksine gore gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmasi, asilama sonrast donemde tiir zenginligi bakimindan
degisiklik olusabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsin Shannon ¢esitlilik indekslerinin

benzer araliklarda seyretmesi, siit mikrobiyotasinin temel yapisinin korundugunu
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gostermektedir. Asili grup 6rneklerinde tiir zenginliginin genel olarak daha yiiksek bulunmasi,
asilamanin mikrobiyal ¢esitlilik {izerinde etkili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Beta cesitlilik analizlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir ayrisma
saptanmamis, Orneklerin tamamen farkli kiimeler olusturmadigi belirlenmistir. Bu bulgu,
asilama etkisinin genel mikrobiyal topluluk yapisin1 tamamen degistirmekten cok, belirli
taksonlarin goreceli bolluklar1 ve oOrnekler arast dagilim egilimleri {izerinden ortaya
cikabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte asili grup orneklerinde daha homojen bir
kiimelenme egilimi gozlenmistir.

Arastirma bulgulari, slit mikrobiyotasinin yalnizca mastitis varligina bagli olarak
sekillenmedigini; ¢cevresel kosullar, bireysel farkliliklar, hayvanlarin klinik gegmisi, bagisiklik
yanit1 ve mikrobiyal rekabet gibi ¢cok sayida faktdrden etkilenebilen dinamik bir ekosistem
oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, mastitisin yalmizca spesifik patojenlerle iligkili
enfeksiydz bir hastalik olarak degil, ayn1 zamanda siit mikrobiyotasindaki ekolojik denge ile
iligkili kompleks bir siire¢ olarak degerlendirilmesi gerektigini gdstermektedir.

Ayrica siit 6rneklerinin diisiik mikrobiyal biyokiitleye sahip olmasi nedeniyle reaktif,
ekstraksiyon kiti veya ¢evresel kaynakli kontaminasyon sinyallerinin 16S rRNA gen dizileme
sonuclarini etkileyebilecegi goz dniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle elde edilen bulgularin
yorumlanmasinda bu olasilik dikkate alinmalidir. Gelecekte gerceklestirilecek galigmalarda
ekstraksiyon blank kontrolii, PCR negatif kontrolii ve mock community kontrolii gibi kalite
kontrol uygulamalarinin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Sonug olarak, mastitis asilamasinin siit mikrobiyomu iizerindeki etkisi keskin bir
kompozisyonel degisimden ziyade, sinirli taksonomik farkliliklar ve daha homojen mikrobiyal
dagilim egilimi seklinde degerlendirilebilir. Daha genis 6rneklem biiytikliigline sahip, bireysel
eslestirmeyi koruyan, negatif kontrol iceren ve uzunlamasina tasarlanan g¢alismalarla bu

bulgularin dogrulanmasi 6nerilmektedir.
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