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ONSOZ

Insanlar yeterli ve dengeli beslenmek igin hayvansal proteinlere gereksinim
duymaktadir. Hayvansal proteinlerin karsilanmasinda diinyada ve Tiirkiye’de sigir eti ve
triinleri ilk sirada yer almaktadir. Beslenmede onemli bir yeri olan kirmizi etin, en
ekonomik elde edildigi hayvan ise besi danasi olarak adlandirilan 6-24 aylik geng
sigirlardir. Aydin ili Tiirkiye’de iiretilen kirmizi etin %1,7’sini karsilamaktadir. Uretim
ciftlik hayvanlarinda tek basina yeterli bir 6l¢iit degildir. Tirkiye’de hayvanciliga yapilan

destekleme yalniz tiretime degil, saglikli iiretime de yonelik olmalidir.

Solunum sistemi hastaliklar1 sigir iireticiliginde kalite ve verimi etkileyen 6nemli
etkenlerdir. Solunum sisteminin ilk basamagi olan nazal mukozada, bakterilerin tiirii ve
yogunlugu hayvanin solunum sistemi saghig agisindan bilgi vermektedir. Ust solunum
yolu bakteri florasi kalic1 ve gecici mikrofloranin ikisini de icermektedir. Kalict mikroflora
zarar gordiigiinde ilk olarak sistem kendiliginden yenilenir. Bununla birlikte, bazi firsat¢i
patojenler normal savunmanin 6niine gectigi durumlarda hastaliga yol agabilirler. Sigirlar
anatomik ve fizyolojik yapilari itibartyla solunum sistemi hastaliklarina duyarhdir. Nazal
floranin tespiti ve karsilastirilmasi, sigirlarda verim kaybini azaltmak, saglikli hayvan
bakimi1 yapabilmek ve ekonomik kayiplarin Onlenmesi i¢in 6nemli bir basamaktir.
Dolayisiyla, verim kayiplarini azaltmak i¢in bakteri izolasyonu, idenfikasyonu ve uygun

antibiyotiklerin bulunmasi 6nemli arastirma alanlarindan birini olusturmaktadir.

Bu ¢alismada, Aydin yoresindeki ciftliklerdeki klinik olarak saglikli sigirlarin nazal
mikroflorasin1 olusturan aerobik bakterilerin belirlenebilmesi i¢in, alinan nazal sivap
orneklerinden izole edilen etkenlerin, 16S rRNA dizi analizi ile molekiiler
identifikasyonlarinin yapilmasi amag¢lanmigtir. Bu arastirma, VTF 12026 numarali proje
olarak Adnan Menderes Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Giliniimilizde insanlarin beslenme diizeyi kalkinmanin 6lgiitlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Insanlarin dengeli beslenebilmesi, et iiretiminin kalite ve kantite yoniinden
artirtlmasina baghdir. Bu iyilestirilmede sigir besiciliginin énemli bir yeri bulunmaktadir

(Yildirim 2008).

Diinyada ve Tiirkiye’de niifus artisina ve artan refah seviyesine paralel olarak et
tiketimi de artmaktadir. Bunda fast food sektoriiniin hizla yayillmasinin da etkisi
bulunmaktadir. Sanayilesmis tilkelerde insanlar giinliik ihtiyaclariin %29’unu (856 kalori)
hayvansal iirlinlerden almakta ve hayvansal protein ihtiyacinin karsilanmasinda sigir eti ve
tiriinleri ilk siray1 almaktadir (Gardner ve ark 2004). Insan beslenmesinde énemli bir yeri
olan kirmizi etin en ekonomik olarak elde edildigi hayvan ise besi danasi olarak
adlandirilan 6-24 aylik geng sigirlardir (Tiirker 1993). Ayrica 12 aydan biiytik disi ve erkek
sigirlar da kasaplik sigir olarak isimlendirilmekte ve Tiirkiye’de degerlendirilmektedir
(Akgapmar ve Ozbeyaz 1999). Tiim diinyada ve Tiirkiye’de sigir besiciligi gerek kapali
gerekse acik ortamlarda yaygin olarak yapilmaktadir (Tiirker 1993).

Son yillarda, kirmizi etin artan oranda talep edilmesi ve buna bagli olarak
degerlenmesi ile hayvanciliga saglanan desteklerle Aydin ilinde de cesitli yatirimlar dikkat
cekmektedir. Aydin ilinde yapilan agik ya da kapali sigir besiciliginde 6nemli verim
kayiplarina neden olan hastalik gruplarindan biri de solunum sistemi hastaliklaridir
(Anonim-1). Nazal floray1r olusturan bakterilerin tiir ¢esitliligi ve yogunlugu canlinin
solunum sistemi sagligi hakkinda bilgi vermektedir (Derosa ve ark 2000). Tiirkiye’de
bulunan si1gir varligi diinyada énemli bir yere sahip olmasina karsin verimlilik bakimindan
ayni ifadeleri kullanmak pek miimkiin degildir. Hayvansal {iretimin arttirilmasi igin
hayvanlarin genetik kapasitesinin iyilestirilmesinin yaninda, yetistirildikleri isletmelerdeki

cevresel kosullarin da optimum diizeye ¢ikarilmasi 6nemlidir (Anonim-1).



Her cesit hayvan tiirli bakterilerle siirekli temas halindedir. Bakteriler biiylimeleri
ve ¢ogalmalart i¢in uygun besin, nem ve sicaklifin bulundugu habitatlarda bol miktarda
bulunmaktadir. Memeli viicutlart mikroorganizmalarin biiylimesi icin elverisli ortamlar

saglamaktadir (Sorum ve Sunde 2001).

Normal bakteri florasi infeksiyon etkenlerine karsi dogal bir direng olusturur.
Ozellikle iirettikleri iiriinler, besinler konusundaki yarisma ve reseptorleri kaplamalar ile
infeksiyonlara direng gelistirirler. Flora bakterileri immun sistemin uyarilmasina da neden
olabilirler. K ve B vitamini gibi bazi yapilan iiretirler. Deride en sik Staphylococcus
epidermidis bulunur. Kateter, protez gibi yabanci cisim varhiinda glikokaliks iiretimi
nedeniyle énemli bir patojen konumuna gelir. Ozellikle kivrim yerlerinde Staphylococcus
aureus ve Candida spp. da bulunabilir. Propionibacterium acnes ise derinin en 6nemli
anaerop bakterisidir. Akne, yabanci cisim varliginda sepsis etkeni olabilir. Bagirsaklarda
en sik anaeroplar bulunur ve anaeroplar i¢inde en fazla bulunani Bacteroides fragilis dir.
Barsak perforasyonu sonucu gelisen abselerden oncelikle sorumludur. Aeroplar arasinda en
stk Escherichia coli bulunmaktadir. Agiz boslugunda baskin olarak viridans grubu
streptokoklar bulunur. Agiz i¢i girisimlerden sonra bakteriyemi ve subakut bakteriyel
endokardit olusturabilirler. Bu bakteriler (Staphylococcus mutans) 6zellikle dis ylizeyine

yapisarak dis ciiriikklerine neden olabilirler (Anonim-2).

1.2. Genel Flora

Saglikli bireylerde bireye zarar vermeden yasayan bakteri topluluklarina “normal
mikrobiyal flora” adi verilir. Viicut floras1 dogal diren¢ mekanizmalarindan birisidir ve
dogumla birlikte olusmaya baglar. Normal flora {iyelerinin ¢ogunlugu bakteriler tarafindan
olusturulur ve bu bakterilerin ¢ogu anaerobtur. Anaerob bakterilerin cogu hayatta kalmak
icin ev sahibi canliya oksijen yoniinden bagimli kommensal bir yagam siirdiirtirler (Sorum

ve Sunde 2001).

Hayvan viicudu tek tip mikrobiyal yasam formu olarak diisliniilemez. Her bolge o
bolgede yogun olan ve diger mikroorganizmalar1 baskilayan bakterinin yasam sekline gore
ayrilmaktadir. Deri, agiz boslugu, gastrointestinal alan, solunum yolu ve {iregenital alan
mikroorganizmalar i¢in uygun alanlardir. Memeli organ sistemlerinde en farkli ve

kompleks bakteriyel flora; deri ve sindirim sistemidir ( Sorum ve Sunde 2001).



Genelde, normal flora bakterileri; 1) Hem kendilerine hem de ev sahibine (konak)
faydasi olan simbiyozlar, 2) Konaga hig¢bir faydast olmayan kommensaller 3) Konaga zarar
verebilen ve belli sartlar altinda hastalik iiretebilen patojenler olarak 3 e ayrilabilirler.
Oporttunist patojenleri; infeksiyon belirtisi olmayan bir hayvanin normal florasinin bir

boliimiinden izole edilebilir olarak tanimlanir ( Sorum ve Sunde 2001).

Mikrobiyal flora yerlesim bolgeleri; deri ve dis gevreyle ¢esitli baglantilar ile
iligkili olan ylizey, bosluk ve organlarin miikoz membranlardir. Flora iiyeleri viicudun
cesitli bolgelerinde,

- Yas

- Cinsiyet

- Hormonal degisiklikler

- Beslenme 6zellikleri

- Cevresel faktorler (6zellikle hijyen kosullari) ile farklilik géstermektedir.

Normal mikrobiyal flora; kalic1 ve gegici flora olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.

1.2.1. Kahae Flora

Belirli bolgelerde ve belirli yaslarda, genellikle degismeyen kisa siireli ortadan
kaldirilsa bile yeniden olusabilen, genellikle sabit kabul edilen, siireklilik gosteren
mikroorganizma toplulugudur. Kalict floranin en 6nemli 6zelliklerinden biri de bozulan

mikroflorayr yeniden olusturma 6zelligidir. Kalic1 floranin 6nemi kisaca soyledir:

i. K vitamini sentezini ve besinlerin absorbsiyonunu saglar.
ii. Normal flora bakterileri bulunduklar1 bolgede patojen bakterilerin kolonize
olmasini 6nler (Bakteriyel interferans).
iii. Patojen bakteriler ile besinler, yerlesim yeri, hiicre yiizey reseptorleri ve diger
baglanma yerleri i¢in yarigirlar.
iv. Bazi flora bakterileri bakteriosidin lireterek yabanci mikroorganizmalar1 ortamdan

elimine eder (Quinn ve ark 2002).



1.2.2. Gegici Flora

Kalic1 floranin yaninda ¢ogu hastalik olusturmayan, bazen patojen olabilen ve
belirli viicut bolgelerinde birkag saatten birkag haftaya degisebilen siirelerde kalan

mikrooganizma toplulugu “Gegici Flora” olarak adlandirilmaktadir.

Kalic1 flora ortadan kalktiginda, gegici flora mikroorganizmalari kolonize olur,

cogalir ve hastalik yapic1 6zellik kazanabilirler (Anonim-3).
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Sekil 1. Viicutta savunma ve hastalitk durumunda normal flora bakterileri ile patojen bakteriler arasindaki

etkilesim (Sorum ve Sunde 2001).

Saglikli hayvanlarin normal flora bakterileri aslina bakilirsa insan viicudundaki
floradan pek farkli degildir. Tamamiyla ayn1 degildir fakat bircok benzerlikleri vardir.
Ciftlik hayvanlar {izerinde yapilan bir¢ok ¢alismada genel flora daha ¢ok immiinoloji ve

patoloji yoniinden incelenmistir (Sorum ve Sunde 2001).

Magwood ve ark (1969)’nin yapmis oldugu ¢alismada saglikli ve pndmoniye yatkin
buzag: siirtilerinde nazal bakteriyel floray1 incelemisler ve 12 siiriiden topladiklar1 toplam
790 ornek iizerinde calismislardir. Arastirmacilar buzagilarda nazal floranin esas (ana),

tamamlayic1 ve gegici olmak lizere ii¢ 6geye ayrilabilecegini belirtmiglerdir. Magwood ve



ark.’na gore nazal floranin ana elemanlar1 Streptokoklar, saprofitik Neisseria tiirleri,
Mikrokoklar ve potansiyel patojen olan Pasteurella multocida ve Pasteurella haemolytica
tiirleri, tamamlayici flora elemanlari; Moraxella tiirleri, Diplococcus ve Corynebacterium
tiirleridir. Gegici mikroflora elemanlar1 ise; Koliform grubu bakteriler (E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus spp) ve toprak bakterileri (Flavobacterium, Chromobacterium,
Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Serretia ve Lactobacillus) olarak belirtmistir.
Sigirlarda enzootik pndmoninin karakteristik nazal bakteriyel florayla iliskisi olmadigini
aksine geng siiriilerde goriilen bakteriyel pndmoni vakalarinin nazal akintidan izole edilen

P. haemolytica ile direk iligkisi oldugunu belirtmislerdir (Magwood ve ark 1969)

1.3. Nazal Flora

Solunum sisteminin kendine 6zgii bir floras1 vardir. Bu flora {ist solunum yollarinda
yasar (Guyton 1989). Solunum yolunun iist boliimi kalici ve gegici mikroorganizma
florasinin her ikisini icerir. Kalici mikroflora zarar gordiigiinde ilk denge egilimleri
kendiliginden yenilenir. Bununla birlikte, bazi firsat¢1 (oportiinist) patojenler eger

sahibindeki normal savunmanin oniine gegerlerse hastaliga yol agabilirler.

Saglikli hayvanlarda, nazofarinkste genellikle stafilokok, alfa hemolitik streptokok

ve Pasteurella familyasindan tiirler yerlesiktir (Sorum ve Sunde 2001).

Floranin ilk olusum asamasinda baskin olan tiirler daha sonra dengelenerek asil
floray1 meydana getirir. Baele ve ark (2001) nin yapmis oldugu “Yavru domuzlarda siitten
kesilmeden once ve sonra Gram pozitif tonsiller ve nazal flora” adli ¢alismasinda dort
farkl ciftlikte, 20 iki haftalik ve 20 alt1 haftalik olmak tizere 40 yavru domuzdan 6rnek
toplamislardir. Sonug¢ olarak, nazal boslukta siitten kesilme doneminden sonra
Lactobacillus tiirlerinin  diisiik oranlarda gorildiigi, Streptococcus suis ve Rothia
nasimurium tlrlerinin ise siklikla izole edildigi bildirilmistir. Tonsillerde ise, S.suis,
Streptococcus dysgalactiae, S. hyicus, S.aureus, Arcanobacterium pyogenes Ve
Actinomyces hyovaginalis tiirlerinin siitten kesilmeden Once ve sonra yiiksek oranda

bulunmustur.

Emikpe ve ark (2009) saglikli kecilerde nazal flora elemanlarini incelemislerdir.

Topladiklar1 60 ornekten 328 bakteri izolati elde etmislerdir. Bu izolatlarda, en sik



Streptococcus tiirlerini (%15,2), ikinci sirada ise E. coli (%13,1) ve S. aureus (%11,9)
tiirlerini elde etmislerdir. Mannheimia haemolytica ve P. multocida tiirlerinin ise bulunma

siklig sirasiyla %7,9 ve %5,5 olarak belirtmislerdir.

M. haemolytica gibi bazi bakteriyel ajanlar saglikli sigirlarda nazofarinkste ve
bademciklerde (Rowe ve ark 2001) bulunmasina ragmen onlar da solunum yolu
enfeksiyonlarindan sorumlu ana mikroorganizmalar gibi izole edilebilirler (Quinn ve ark

2002).

Hernandez-Castro ve ark (2004) Kaliforniya korfezindeki denizaslani (Zalophus
californianus) yavrulan tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada nazal bosluktaki aerobik bakteriyel
floray1 incelemislerdir. Klinik olarak saglikli yavrulardan alinan nazal sivap 6rneklerini alti
farkli korfez bolgesinden toplamislardir. Toplam 114 &rnekten elde edilen 100 bakteri
izolat: mikrobiyolojik ve biyokimyasal standart testlerle identifiye edilmistir. Izolatlarin
%354°1i Gram pozitif olarak bulunurken %46°s1 Gram negatif tespit edilmistir. Micrococcus
sp., Arcanobacterium sp., Corynebaterium sp., Moraxella sp., Neisseria sp., Escherichia
sp., Kurthia sp., Acinetobacter sp., Staphylococcus sp., Brevibacillus sp., Bacillus sp.,
Klebsiella sp., Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp. ve Auromonas sp. cinsleri izole
edilirken en sik bulunan cinsler Moraxella sp. (%24), Micrococcus sp. (%18) ve
Corynebacterium sp. (%15) olarak rapor edilmistir. Ayrica arastirmact normal
mikrofloranin bir boliimiiniin, ¢evresel degisiklilerde konaga karsi opportunist patojen

olabilen bakterilere kars1 potansiyel bir dogal koruyucu oldugunu belirtmektedir.

Ayrica nazal ve tonsiller bakteriyel floraya iliskin c¢aligmalar saglikli goriinen
hayvanlar icin rapor edilmistir (Quenn ve ark 1994, Megra ve ark 2006). Fragkou ve ark
(2007) yaptiklar1 calismada flora bakterilerinin bulundugu bélgede hastaliklara karsi
koruyucu oldugu gibi, hastalik da yapabildigi sonucuna varmiglardir. Arastirmacilar
koyunlarda mastitin patogenezinde meme kanali biinyesindeki bakteriyel popiilasyonlarin
olas1 etkileri tlizerine ¢aligmiglardir. Bircok arastirmaci genellikle evcil ve vahsi sagliksiz
hayvanlarin pnomonik akcigerleri, burun akintilar1 ve balgamlar1 gibi klinik belirtileri
tizerine caligmiglardir (Marshall ve ark 1983, Queen ve ark 1994, Barbour ve ark 1997,
Welsh ve ark 2004, Megra ve ark 2006, Katsuda ve ark 2008).



Barbour ve ark (1997) yaptig1 calismada saglikli ve sagliksiz koyun (Najdi, Somali)
ve sigirlarda (Holstein) solunum sistemini bakteriyel yonlerini karsilastirmak amaciyla
bakteriyel identifikasyon yapmislardir. Ust solunum yollarinda sagliksiz sigirlarda yiiksek
siklikta P.haemolytica, Actinomyces sp., ve Pseudomonas aeruginosa tiirleri, sagliksiz
koyunlarda ise Moraxella sp., Pseudomonas pseudomallei, Erysipelothrix sp., P.multocida
tirleri izole edilmistir. Akcigerlerden ise sagliksiz olan her iki hayvan tiiriinde de A.
pyogenes, Erysipelothrix sp., P. haemolytica, Pasteurella ureae, S. aureus ve S.
epidermidis tiirlerinin incelenen hayvanlarda solunum sistemi hastaliklarina sebep olan
riskli grup olarak belirtmislerdir. Ayrica sitolojik, biyokimyasal ve koloni morfolojisi
acisindan incelenen P. multocida ve P. haemolytica tirlerinin sagliksiz hayvanlarda
saglikli hayvanlara kiyasla daha farkli oldugu (p < 0.05) tespit edilmistir. Saglikli
hayvanlardan izole edilen P. haemolyica tiirlerinin hepsi biyotip-A bulunurken sagliksiz
hayvanlardan izole edilen P.haemolytica tiirlerinin %88’1 biyotip-A %12’si biyotip-T

olarak bulunmustur.

Solunum sisteminin ilk basamagi olan nazal mukozada, bakterilerin tirii ve
yogunlugu hayvanin solunum sistemi sagligr acisindan bilgi vermektedir. Derosa ve ark
(2000)’nin yaptiklar1 “Solunum hastaliklar1 klinik belirtileri olan sigirlardan ayni anda
alinan nazal ve transtrakeal sivap Ornekleriyle Pasteurella tiirlerinin karsilagtirilmasi” adli
calismada her iki 6rnekte de benzer olan izolatlarin ribotiplendirme analizi ve antibiyotik
duyarlilik testleri yapilmistir. Her eslestirme biyokimyasal ve serolojik olarak
karsilastirilmistir. Sonug olarak 24 izolatta P. haemolytica, 3 izolatta da P. multocida
eslestirmesi bulunmusgtur. Nazal sivap izolatlar1 genetik olarak %70 oraninda transtrakeal
izolatlarla benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Sonu¢ olarak buzagilarin  %70’inde
akcigerlerde hastalik yapan patojenin nazal sivap kiiltiirlerinden elde edilen patojen

bakterilerle genetik olarak ayni bakteri oldugu bildirilmistir.

Solunum sistemi hastaliklarinda bir¢ok bakteriyel ajanin pek ¢ok etkisinden dolay1
primer etiyolojik ajani saptamak kolay degildir. Bu hal genellikle solunum sisteminde

multiple (¢ok yonlii) bakteriyel enfeksiyonlarla sonuglanir (Quinn ve ark 2002).

Bailie ve ark (1978) hayvan 1siig1 yaralariyla iligkili aerobik bakteri sikligi
prevalansini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢aligmada 50 adet kopekten nazal ve oral viicut

stvisi Ornekleri toplamislardir. En yiiksek oranda izole ettikleri mikroorganizmalar 11j, EF-
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4, P. multocida, S. aureus, S. epidermidis, Grup-D Streptokoklari, Cornybacterium sp.,
Enterobakterler, Neisseria sp., Moraxella sp. ve Bacillus sp. tiirlerini icermektedir. Seyrek
olarak elde edilen diger tiirlerin ise gecici flora bakterileri olabilecegi disiliniilmiistiir.
Yiiksek oranda bulunan ve insanlarda patojen bakteriler olarak bilinen IIj, EF-4, P.
multocida ve S. aureus tirlerinin yaralarda kontamineden sorumlu olabilecegini

belirtmislerdir.

1.4. Solunum Sistemi

Kanin gorevlerini tam olarak yapabilmesi, oksijenin atmosferden alinmasi ve
metabolizma sonucu olusan atik gazlarin g¢evreye verilmesi i¢in ¢ok hiicreli canlilarda
solunum sistemi gelismistir. Solunum olayinda iki gérev vardir: Dis ¢evre ile kan arasinda
gaz aligverisi dis solunum, kan ile dokular arasindaki gaz aligverisi ise dis solunum olarak
isimlendirilir. Solunum tam olarak gerceklestiginde kan gazlari bir taraftan diger taraf
aktarilir. Yasamin devami i¢in bu olaylarin kesintiye ugramadan basarilmast solunum

sisteminin dnemini gostermektedir (Yaman 1996).

Solunum organlari, burun, burun boslugu, yutak (farenks), girtlak (larenks), nefes
borusu (trachea), bronslar, bronsioller ve alveollerden olusmustur. Ust solunum yolu
havanin rahatca giris-¢ikisina elverislidir. Solunum sisteminin alt boliimii ise kan aracilig1
ile gaz aligverisi yapilan yerdir. Ust solunum yolu ile iist sindirim yolu arasinda sik1 bir
iliski vardir. Her iki sistem de farenksi ortak yol olarak kullanir. Ust solunum yollar1 agiz,
burun, burun boslugu, farenks ve larenksle ile baslar. Larenks {ist solunum sistemini alt
solunum sisteminden ayiran bir kapak gorevi yapar. Alt solunum yolu trachea (nefes
borusu), brong, bronsiol ve alveollerden olusan akciger sistemini kapsar. Akcigerler gogiis
boslugunu dolduran, gogiis kafesi iginde yer alan, ¢ift olan organlardir. Cevreden havayi
getirip, kanin akisina ters olarak hareket ettirip gaz alisverisini saglarlar (Yaman 1996).
Solunum sistemi temelde viicudun oksijen gereksinimini saglar. Oksijenin viicut
dokularinda kullanimini takiben olusan karbondioksit de yine solunum sistemi tarafindan
viicut disina ¢ikarilir. Bu islemler sirasinda solunum sistemi viicut 1sisin1 da diizenler, asit
baz dengesini saglar, kan basincini dengeler. Brons, bronsiol ve akcigerler normal

kosullarda sterildir (Guyton 1989).



Solunum sirasinda solunum yollarina giren toz, viriis, bakteri gibi yabanci maddeler
iist solunum yollarindaki mukus tarafindan tutularak, bunlarin akcigerlere inmesi onlenir.
Yine iist solunum yollarindaki tiiyciiklii (mukosilier) yap1 sayesinde bu yabanci maddeler
agliz bosluguna itilir ve Oksiirik ya da yutma yoluyla etkisiz hale getirilirler.
Akcigerlerdeki alveollere kadar inebilen kiigiik yabanci cisimler de, buradaki makrofajlar

tarafindan imha edilir. (Guyton 1989).

Sigirlarda akcigerler viicut agirligina gore oldukga kiiciik oldugundan, solunum
sistemindeki c¢esitli bozukluklar, yukaridaki islevlerin aksamasmna neden olmaktadir.
Akcigerlerin 6dem ya da enfeksiyon gibi nedenlerle yeterince ¢alisgamamasi, hava giris ve
¢ikisinin solunum yolu tiimorleri, bronsit gibi nedenlerle giiclesmesi gibi nedenler solunum
sisteminin yeterince c¢alismasin1 engellediginden, bu ozellikle besi sigirlarinda besi
performansini 6nemli Ol¢iide etkilemektedir. Sigirlarda solunum yolu enfeksiyonlarina yol
acan mikroorganizmalar, genelde iist solunum yollarinda yasayip, stres kosullarinda alt
solunum yollarina inen mikroorganizmalardir. Saglikli hayvanlarda alt solunum yollarinda
mikroorganizmalar solunum sisteminin savunma mekanizmastyla yok edilirler. Bu olayda
solunum sisteminin mukosilier yapisi, alveoler makrofajlar ve Okstiriik, aksirik gibi

mekanik islemler rol oynar (Anonim-4).

1.5. Solunum Sistemi Hastaliklar1

Solunum sistemi hastaliklart ruminantlarin en O6nemli saglik problemlerinden
birisidir ve sigir endiistrisinde biiyiik bir ekonomik etkisi vardir (Arcangioli ve ark 2008).
Nedeni ¢ok faktorliidiir ve hastalik enfeksiyonlu mikroorganizma etkilesimleri ve cevre,
stres gibi faktorlerden ortaya ¢ikar (Hartel 2004). Viral patojenler genellikle bu olayda rol
oynar ve buzagilarda birincil solunum hastaligina ve hafif solunum zorluguna sebep
olabilir (Baule 2001, Callan ve Garry 2002). M. haemolytica, P. multocida, Histophilus
somni, Arcanobacterium pyogenes ya da Mollicutes cinsinden Mycoplasma dispar ve
Mpycoplasma bovis genellikle eszamanli viriis enfeksiyonuyla iliskilendirilir (Arcangioli ve
ark 2008). Birgok calisma biiyiikbas hayvan solunum yolu hastaliginda hem viral hem
bakteriyel enfeksiyonlarin artisinda viriislerin sinerjik bir rol oynadigini gostermistir

(Farshid 2002).



M. bovis saglikli sigirlarin iist ve alt solunum yolunun ortak bir elemanidir. Bu
Mycoplasma tiirleri buzagilardaki solunum hastaliginin siddetini arttirir ve hatta birincil
patojen olarak rol oynayabilir (Gagea 2006). Avrupa’da M. bovis buzagi zatiiresinin
salginlarinin %25 ile %33 oraninda sorumlusu oldugu diisiiniilmektedir (Nicholas ve ark

2002).

Enfekte olmus sigirlarda Mycoplasma sp. solunum yolu vasitasiyla yillarca
enfeksiyonun rezervuarlari olarak kalabilmektedir. Hayvanlar solunum yolu, meme kanali
ya da genital yolla enfekte olurlar, enfeksiyonlu spermle suni tohumlama da enfeksiyonun

yayilmasina sebep olan bagka bir yontemdir (Nicholas ve Ayling 2003).

M. bovis kaynakl biiylikbag hayvan solunum hastaligi, diinya genelinde sigirlarin
en onemli saglik problemlerindendir. Bu hastalik sigir siiriileri {izerinde 6nemli mali

kayiplara sebep olur ve sigir 6liimlerinin en yaygin nedenidir.

Sigirlarda goriilen solunum sistemi hastaliklari, Veteriner Hekimlikte bilinen
karmasik patogenezise sahip hastaliklarin basinda yer almakta ve sigir yetistiriciliginde
onemli kayiplara neden olmaktadir. Besi sigirlarindaki ekonomik kayiplarin baslica sebebi
Pasteurella pndmonisidir (Batmaz 2006). Ornegin, Kolorado’da yapilan bir ¢aligmada besi
sigirlarinda  yillik olarak goriilen hastaliklarin = %48’ini  Pasteurella pndmonisinin
olusturdugu belirlenmis, hastaliklardan kaynaklanan ekonomik kaybin %46’sin1 besi
sigirlarinda alt solunum yolu hastaliklarinin olusturdugu bulunmustur (Rodostits ve ark

1994).

Memelilerde solunum sistemi hastaliklarina yol acan bakterilere bakildiginda,
hastalik etmeni olan bakteri cinsi veya tiirli farklilik gosterebilmektedir. Madec ve
arkadaslarinin domuzlarin solunum sistemindeki bakteriyel florayr incelemek amaciyla
yaptig1 bir calismada Streptecoccus suis kaynakli septisemiye ugramis 20 kisirlagtirilmig
domuz siiriistinden farkli sekillerde 6rnekler toplanmistir (nazal sivap 6rnekleri, akciger ve
tonsiller otopsi ornekleri). Domuzlarin solunum organlarindan toplanan bu numunelerden
P. multocida, H. pleuropneumoniae, S. suis ve Mycoplasma hyopneumonia bakterileri
izole edilmistir. Fakat bu bakterilerin bulunma sikligina bakilarak siiriiniin saglik

durumuna iligkin kesin bir sonuca varilamamistir. Ayrica Bordetalla bronchiseptica ve
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ozellikle Haemophilus paraisus tiirlerinin de sik izole edildigini belirtmiglerdir (Madec ve

ark 1986).

S1g1ir pndmonilerinin yayilis1 genel olarak iilkeler ve bolgeler arasinda farklilik
gostermektedir. Bu farkliliklar cografi kosullar, iklim sartlari, sigirlarin yasi, cinsiyeti, irki,
direnci, beslenme 6zelligi ve ortam sartlarinin hijyen agisindan durumu ile iligkilidir.
Ekonomik kayiplarin hesaplanmasinda yalniz 6liimler degil, hastalik sirasinda kullanilan
sagaltim giderleri, kilo kaybi, asilama, koruyucu antibiyotik kullanimi, c¢iftlik yonetimi,
bakim degisikligi maliyetleri gdz dniinde bulundurulmasi gereken kriterlerdir (Rodostits ve

ark 1994, Ames ve ark 2002).

1.6. Molekiiler identifikasyon

Molekiiler tanisal yontemler, geleneksel yoOntemler kullanarak identifikasyon
yapilmasi zor veya imkéansiz olan infeksiy6z etkenlerin tanimlanmasinda en degerli
yontemler olarak kabul edilmektedirler. Infeksiydz hastaliklarin molekiiler tanist

cogunlukla niikleik asit odaklidir (Mehndiratta ve ark 2009).

Bakteri ribozomlarinin 30S ve 50S alt birimlerinden elde edilen 5S ve 16S
rRNA’larin baz dizileri ¢alismalarda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. rRNA’lar biitiin
mikroorganizmalarda bulunurlar ve mikroorganizma evrimi ile iligkililerini arastirmada
idealdirler. Biitiin ribozomlardaki islevleri aynidir; sabit ve kritik rolleri nedeni ile de
yapilari zaman boyunca ¢ok az degisir. Ana filogenetik gruplarin cogunda 16S rRNA bir
veya daha cok karakteristik niikleotid dizilerine sahiptir; bunlara ‘‘oligoniikleotid

imzalar1’” denir (Anonim-5).

16S rRNA gen sekans1 1980’li yillardan beri bakterilerin siiflandirilmasinda ve
genotipik analizleri icin Onemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Bu yoOntemlerin
kullanilmastyla pek ¢ok yeni cins ve tiir ayrilmistir. rRNA mutasyonlardan en az etkilenen
genetik materyaldir. Bu amagla aragtirilan 16S rRNA, rRNA 308 alt iinitesinde yer alan bir
dizidir. Ozellikle kiiltiirde iiretilmemis veya klasik yontemlerle zor identifiye edilebilen
bakterilerin identifikasyonu i¢in 16S rRNA hedef dizidir. 16S rRNA’nin birka¢ bolgesi
tiim bakterilerde ¢ok iyi korunmustur. Bu korunmus bolgelerden secilen primerler tim

bakterilerde 16S rRNA amplifikasyonunu saglar ve bunlara iiniversal primerler denir.
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Cogaltilan bolgeler ayn1 zamanda tiir identifikasyonunu saglayan 6zgiin degisken bdlgeleri
de igerir. Bundan dolayr 16S rRNA gen sekansina dayali analiz yontemleri insanlarda
klinik tan1 laboratuvarlarinda bakteriyel izolatlarin identifikasyonunda kullanilan 6nemli
bir yontem halini almistir (Rantakokko-Jalava ve ark 2000, Woo ve ark 2001, Kiiciiker ve
ark 2002).

Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu veteriner klinik
sahada karsilagilan bakterilerin tanimlanmasinda da kullanilmaya baslanmistir (Chai ve ark
2003). Veteriner rutin teshis laboratuvarlarinda tiir diizeyinde identifikasyonlar1 zor ve

zaman alici olan etkenlerin belirlenmesinde 6zellikle bu yontem tercih edilmektedir

Su anki bilgilerimize gore ydremizde saglikli sigirlarin nazal bosluk bakteriyel
florasinin belirlendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada da, Aydin yoresindeki
ciftliklerdeki saglikli sigirlarin nazal mikroflorasini olusturan aerobik bakterilerin
belirlenebilmesi i¢in, alinan nazal sivap orneklerinden izole edilen etkenlerin, 16S rRNA

dizi analizi ile molekiiler identifikasyonlarin yapilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec
2.1.1. izolasyon Ornekleri

Bu ¢alismada Aydin ilinde, 2011/Kasim — 2012/Ocak tarihleri arasinda 15 sigir
isletmesinden (her siiriiden 5-14 6rnek), son {i¢ ayda antibiyotik tedavisi almamis, 3-9 yas
arasindaki sigirlardan, klinik muayeneleri Uzm. Vet. Hekim Seyhan Kaynarca tarafindan
yapildiktan sonra, klinik olarak saglikli olarak belirlenen 56 inek alinan burun sivap

ornekleri kullanilmistir.

2.1.2. Kullamilan Besiyerleri ve Soliisyonlar

2.1.2.1. Besiyerleri

2.1.2.1.1. Blood Agar (Kanh Agar)
Blood agar base (Merck 1.10886)..................... 40 ¢
Distile SU...o.ooieiiiii 1000 ml

Kanli agar (jeloz); genel kullanim besiyeri olarak kullanilan besleyici bir
besiyeridir. 40 gram toz agar dH,O igerisinde 5-10 dakika calkalanarak eritilmis, pH’1 7,3’
e sabitlenmis ve tamamen ¢6zlilme saglanincaya kadar kaynatilip, otoklav ile 121°C’de 15
dakika steril edilmistir. Daha sonra, hazirlanilan erimis besiyeri 42°C’ye sogutulmus ve
tizerine 50 mL defibrine koyun kani eklenip karistirilarak homojenizasyon saglandiktan
sonra, 12 cm ¢apindaki petri kutularina 15 ml dokiiliip, kullanilincaya kadar buzdolabinda
+4°C’de saklanmustir. Besiyerleri, kullanilmadan 6nce tireme kontrolleri yapilmistir

(Mutter ve ark 1989).

2.1.2.1.2. Mannitol Salt Phenol Red Agar (MSA)
Mannitol salt agar (Merck 1,05404)................... 108 g
Distile SU...oouvieii 1000 ml
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Besiyerinin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanarak otoklavda 121°C‘de 15 dakika sterilize
edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogutulup petrilere dokiilmiisiir. Petriler kullanilincaya

kadar buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.

2.1.2.1.3. MacConkey Agar
Mac Conkey agar (Oxoid CM 115).................... 50g
Distile SU....ovieii i, 1000 ml

Karistmim pH’1 7,2’ye ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildikten
sonra, 50°C’ye sogutulmus ve 12 cm c¢apindaki petrilere dokiilmistir. Petriler

kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de saklanmugtir.
2.1.2.2. Soliisyonlar
2.1.2.2.1. EDTA (0,5 M)

Disodium EDTA-2H,O. ... 186,1 g

EDTA 800 ml distile suda manyetik karistiricida ¢alkalanarak eritilip, NaOH ile pH
8,0’e ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlanip 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.

2.1.2.2.2. TBE Buffer ( pH:8.0)
10X TBE Stok Solusyonu
TriS Base. ..., 121,1¢g
Borik ASit....oouii 61,83 ¢g
BT A . 584 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklavda steril

edilip, pH 8,0’e ayarlanarak buzdolabinda saklanmaistir.

0.5X TBE Kullanma Soliisyonu
TOX TBE. ., 50 ml
DIStle SU. ...ttt 950 ml

Karistirilarak soliisyon hazirlanmistir.
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2.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)
2.1.3.1. Kullanilan Cihazlar
PZR icin Eppendorf MasterCycler gradient, 96 6rnek kapasiteli termal dongiileme
cihaz1 kullanilmistir.
2.1.3.2. Primerler

16S rRNA genini ¢ogaltmak i¢in {liniversal primerler olan S16S20 (5' AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG 3") ve 1651390 (5' GAC GGG CGG TGT GTA CAA 3))
kullanilmistir (Sghir ve ark 1998, Suau ve ark 1999).

2.1.3.3. MgCl,, Taq DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, dNTP Set

Sigma marka 25 mM MgCl,, Taq DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (100 mM
(Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCl), fermentas marka 100mM dNTP set (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) kullanilmstir.
2.1.4. Elektroforez
2.1.4.1. Etidyum Bromiir

Elektroforez isleminden sonra jelin boyanmasi amaciyla % 1’ lik etidyum bromiir
(Sigma)500 ml 0,5X TBE igerisine 100 pl miktarinda eklenerek kullanilmistir.

2.1.4.2. Marker

Marker olarak PstI enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’s1 (Fermentas)

kullanilmistir.

Pstl Enzimi ile Kesilmis Lambda Faj DNA’sinin Hazirlanisi:
30 ul A DNA (Fermentas)
30 ul 10X Buffer

4 ul Pstl enzimi (Fermentas)

236 pl enjeksiyonluk distile su

Bir saat 37 °C’de bekledikten sonra 30 pl loading dye eklendi. Her elektroforez
reaksiyonu i¢in 7 pl kullanilmistir (Anderesson 2009).
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2.1.4.3. Elektroforez I¢cin Kullanilan Geregler

6X Loading Dye solusyonu,

PZR iiriinii (DNA),

3 ul DNA ladder,

1 gr agaroz,

Agaroz jel ve elektroforez tankinda yiirliitme yapmak i¢in; 100 ml TBE ve 500 ml
(Tris-Borik Asit-EDTA) buffer kullanilmistir.

2.1.4.4. Agarose Jel Hazirlamis1 (%1°lik)

Agaroz Jel:
Agarose (S1gma)........o.evviiiiiiiiiiiiiiiiinen, lg
TBE (0,5X) e 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun lizerine ilave edilerek, karistirllmis ve sonra
mikrodalga firinda yaklasik 3—5 dk. kaynatilan karigim, 40-50°C’ye kadar sogutulmustur.
Halen sivi halde olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak
sekilde dokiilmiis ve igerisine yiikleme kuyucuklarimi olusturacak olan taraklar
yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Sogutulan jel, kaliptan

cikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice yerlestirilmistir.

2.1.4.5. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Thermo marka, 80 kuyucuk kapasiteli elektroforez tankinda,

goriintlileme iglemi Vilber Lourmat marka goriintiilleme cihazinda gercgeklestirilmistir

2.1.5. Kullanilan Diger Gerecler

Steril ekiivyon, bek alevi, igne 6ze, tek kullanimlik plastik steril 6ze, Gram boyama
seti (kristal viyole, liigol, denatiire alkol, sulandirilmis fuksin), hassas terazi, etiiv,
mikroskop, 2 ve 0,2 ml.’lik steril tek kullanimlik kapakli ependorf tiipleri, pipet ve pipet

uclari, sogutucu, dondurucu, steril pudrasiz tek kullanimlik eldiven.
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2.2. Yontem
2.2.1. Burun Sivap Orneklerinin Alnmasi

Stiriintliler her iki taraf burun konkasinin 6n 1/3'liik kismindan serum fizyolojikle
1slatilmis steril pamuk ekiivyonlarla saga ve sola birka¢ kez ¢evirmek suretiyle uzman Vet.
Hek. Seyhan Kaynarca tarafindan alinarak Stuart Transport Medium’a konulmustur.
Alman tiim drnekler soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina ayni giin getirilip izolasyon
calismalarma baslanilmistir. Incelemesi yapilan tiim materyallerinin izni alarak temini

saglanmstir.

2.2.2. izolatlarin Hazirlanmasi

Usuliine uygun olarak alinan burun sivap Orneklerinin, ekimleri ve
identifikasyonlar;, Aydin  Adnan Menderes Universitesi Merkez  Arastirma
Laboratuvarinda yapilmistir. S6zii edilen ornekler laboratuvara getirildikten sonra besi
yerlerine (%7 koyun kanli agar, mannitol salt agar ve MacConkey agar) ekilip 37°C’de 24-
48 saat inkube edilmistir. Daha sonra lireyen mikroorganizmalarin makroskobik olarak
koloni morfolojileri, pigment ve hemoliz 6zellikleri; mikroskobik olarak Gram boyanma
ozellikleri incelenmis ve kaydedilmistir. Izolatlar molekiiler caligmalar icin -20°C’de

saklanmustir.

2.2.3. Molekiiler identifikasyon

Sekans analizine gonderilecek olan suslarin 16S rRNA genleri universal primerler
kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmig; PZR i¢in oncelikle izole edilen suslardan kromozomal

DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.

2.2.3.1.DNA Ekstarksiyonu

Izolatlarm total DNA ekstraksiyonu ticari genomik DNA ekstraksiyon kiti
(InstaGene Matrix, Katalog No: 732-6030, BIO-RAD, Miinchen, Germany) kullanilarak

tiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi gergeklestirilmistir.
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Bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii 1 ml steril bir ependorf tiip igerisinde steril distile su
ile siispanse edildi. Miiteakiben 12.000 rpm.de 1 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant
atildi. Pelet iizerine matrix (InstaGene)’den 200 ul ilave edilerek 56°C’de yarim saat
inkiibe edildi. Yiiksek hizda 10 sn vortekslendi. Tiipler benmaride 100°C’de 8 dk inkiibe
edildi. Yiiksek hizda 10 sn vortekslendikten sonra 12.000 rpm.de 3 dk santrifiij yapildi.
Testte 30 ul’lik bir PCR reaksiyonu i¢in 2 pl siipernatant kullanildi.

2.2.3.2. Master Mikslerin Hazirlanmasi

Herbir PZR amplifikasyonu 30 pl toplam hacimde, 2 pl hedef DNA, 0,2 mM
deoksintikleotid trifosfat (ANTP), 2 mM magnesium kloriir (MgCly) , 0,4 pmol primer (her
biri i¢in), ve 3 pl 10X Taq enzimi tampon c¢ozeltisi, 1,5 U Taqg DNA polymerase

kullanilmistir. Kullanilan malzemeler ve voliimler asagidaki Cizelge 2.1.’de belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) istenen Voliim Kullanilacak Son Voliim
Buffer (10X) 1X 300 pl

MgCl, (25mM) 2 mM 240 pl

dNTP (10mM) 0,2 mM 60 pl

Primer - F (100 pMol) 0,4 pMol 12 ul

Primer - R (100 pMol) 0,4 pMol 12 ul

Taq Polimeraz 0,3 ul/50 pul 18 ul

dH,O Son Voliime Tamamlanir 2358 ul
TOPLAM - 3000 pl

*Tiipteki son voliim 30ul olmasi gerektiginden ve 100 drnek hazirlamak i¢in: 30 X 100 = 3000 pl olmalidir.
Ancak bir ependorf tiipii, en fazla 1500 pl alabildigi i¢in; voliimler 1500°er pl olarak, 2 defa hazirlanmustir.

2.2.3.3 16S rRNA Geninin PZR ile Cogaltilmasi

Mastermiks hazirlandiktan sonra ardindan 0,2 mL’lik tlipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 28’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edilmistir. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser ul alinip, ilgili tiiplerin igerine eklenmis ve agizlar
stkica kapatilmistir. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarma yiiklenip,
programlanmistir. Program 94°C’da 10 dakikalik denatiirasyonu takiben 35 siklus 94°C 1
dakika, 50°C 1 dakika ve 72°C 1 dakikada tamamlandiktan sonra, 72°C’de 5 dakika ile

sona erdirilmistir (Cizelge 2. 2.).
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Cizelge 2.2. PZR islemine ait 1s1] dongii ve siire diyagrami

Basamak Déngii Sayisi Sicakhik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 10 dk.
Denatiirasyon 35 94°C 1 dk.
Baglanma 35 50°C 1 dk.
Uzama 35 72°C 1 dk.
Son Uzama 1 72°C 5 dk.

2.2.3.4. Orneklerin Yiiklenmesi

Elektroforez boyasindan pipetin ucuna 2 pl kadar alinip, daha sonra elde edilen
PZR iirlinleriyle karigtirllmigtir. Olusturulan karistmdan 8 pl alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucuga yiliklenmistir.

2.2.3.5. Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak,

100 voltluk akimda 30 dakika yiiriitilmiistiir.

2.2.3.6. Goriintiileme

Otuz dakikalik elektroforez zamaninin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde
etidyum bromiirde 15 dakika boyanmaya yatirilmistir. Siire sonunda boyanan jel,
bilgisayara bagli durumdaki transilluminatdr cihazindaki odaciga yerlestirilerek, UV 15181
altinda fotograflanip, degerlendirilmis ve 16S {iiniversal primerleri kullanilarak yapilan

PZR’da 1371 bp uzunlugunda bant goriilmiistiir

2.2.3.7. Sekansinin Analizi

Elde edilen amplikonlar sekans analizleri i¢in 96 kuyucuklu pleyt igerisinde
Macrogen (Macrogen Inc.,1001 World Meridian Venture Center, #60-24, Gasan-dong,
Geumchun-gu, Seoul, 153-781, Korea) firmasina gonderilmistir. Firma saflagtirmay1
takiben ABI Primse cihazi ile sekans analizini ger¢eklestirmistir. Elde edilen sekanslar gen
bankasi ile karsilastirilmistir. Bu amagla National Center of Biotechnology Information’in
web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide BLAST programi
kullanilmistir. Bakterilerin 16S rRNS sekansina dayali molekiiler identifikasyonunda

yapilan tiim islemler asagida sematize edilmistir. Sekans analizi sonucunda izole edilen
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suslarin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bakterilerin 16S rRNA

sekansina dayali molekiiler identifikasyonunun yapilis1 Sekil 2.1.”de gosterilmistir.

\ /"l DNA Ekstraksiyonu |

A y —
. —_—

GEN BANKASIILE

ELEKTROFOREZ

KARSILASTIRMA SEKANS

BLAST

A

Sekil 2.1. Bakterilerin 16S rRNA sekansina dayali molekiiler identifikasyonu.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon Bulgulari

Calismada Aydin ilinde, 2011/Kasim - 2012/Ocak tarihleri arasinda 15 sigir
isletmesinden (her siiriiden 5-14 6rnek), son ii¢ ayda antibiyotik tedavisi almamis, 3-9 yas
arasindaki, saglikli 56 inekten alinan burun sivap orneklerinin incelenmesi sonucunda 192

izolat elde edilmistir. Orneklerin isletmelere gore dagilimi asagidaki grafikte

gosterilmektedir.
Ornek / Isletme Dagilimi
6
5

Sekil 3.1: Orneklerin isletmelere gore dagilimu.

3.2. Mikrobiyal Bulgular

Nazal mukozanin bakteriyel mikroflorasi incelenerek, Aydin yoresindeki sigirlarda
nazal floray1 olusturan bakterilerin belirlenmesi amaciyla 15 sigir isletmesinden alinan
orneklerden izole edilen toplam 192 sus makroskobik olarak koloni morfolojileri, pigment
ve hemoliz 6zellikleri; mikroskobik olarak Gram boyanma o6zellikleri incelenmistir. Buna

gore elde edilen veriler sunlardir;
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Cizelge 3.1: Olgularin Gram boyamaya gore dagilimi

Bakteriler N (izolat sayis1) Oran (%)
Gram pozitif 143 74,5
Gram negatif 49 25,5
TOPLAM 192 100

Cizelge3.2: Olgularin isletmelere gore dagilimi

Bakteriler isletme No

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Gram 12 10 13 9 9 11 10 10 9 7 12 4 10 8
pozitif
Gram 1 4 - 3 4 3 3 2 3 5 2 9 2 4
negatif

TOPLAM 13 13 14 13 12 13 14 13 12 12 12 14 13 12 12

3.3. Molekiiler Bulgular

Aydin ve cevresindeki isletmelerden toplanan nazal sivap Orneklerinden izole
edilen 192 izolatin her biri i¢cin DNA ekstraksiyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve
Elektroforez islemleri yapilip, goriintiilenmistir. 16S {iniversal primerleri kullanilarak

yapilan PZR’da 1371 bp uzunlugunda bant goriilmiistiir (Sekil 3.2).

9 10 11 1213 14 15 16

Sekil 3.2: 16S primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR.
1-16: izolatlar 17: Negatif Kontrol, 18: Pozitif Kontrol, M: Pstl enzimi ile kesilmis lambda faj DNA’s1
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Cizelge 3.3: Birinci isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

1.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon = Hemoliz Gram Boyanma
NF1 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF2 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri (+) )
NF3 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF4 Orta biiyiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz ) )
NF5 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF6 Orta biiyiikliikte, parlak Kirmizi (+) )
NF7 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF8 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) )
NF9 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz (+) +)
NF10 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) +
NF11 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)
NF12 Orta biiyiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz ) )
NF13 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)

NF: Nazal flora

Cizelge 3.4: Birinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari

1.Nolu isletme
Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) izolat Oram (%) izolat No
Gram-pozitif 9 69,2
Staphylococcus epidermidis 5 38,5 NF1-NF3-NF5-NF7-NF8
Staphylococcus aureus 3 23 NF10-NF11-NF13
Staphylococcus hominis 1 7,7 NF9
Gram-negatif 4 30,8
Pasteurella multocida 2 15,4 NF4-NF12
Mannheimia haemolytica 1 7,7 NF2
Serratia rubidaea 1 7,7 NF6




Cizelge 3.5: Ikinci isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

2.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF14 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz +) +)
NF15 Kiigiik, yuvarlak Beyaz ) +)
NF16 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri +) (-)
NF17 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF18 Opak, bombeli, yuvarlak Sar1 ) (+)
NF19 Opak, bombeli, yuvarlak Sar1 (-) (+)
NF20 Diizgiin, yuvarlak, orta biiyiikliikte Beyaz (+) +)
NF21 Diizgiin, yuvarlak, orta biyiikliikte Beyaz (+) +)
NF22 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) (+)
NF23 Diizgiin, yuvarlak, orta biyiikliikte Beyaz (+) +)
NF24 Kiigiik, yuvarlak Beyaz ) (+)
NF25 Diizgiin, yuvarlak, orta biyiikliikte Beyaz (+) +)
NF26 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
Cizelge 3.6: Ikinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglar
2.Nolu isletme

Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) izolat Oram (%) Izolat No

Gram-pozitif 12 92,3

Staphylococcus epidermidis 2 15,4 NF17-NF26

Staphylococcus hominis 1 7,7 NF14

Staphylococcus vitulinus 2 15,4 NF18-NF19

Staphylococcus chromogenes 1 7,7 NF21

Bacillus licheniformis 1 7,7 NF22

Corynebacterium flavescens 2 15,4 NF15-NF24

Staphylococcus croceolyticus 1 7,7 NF25

Staphylococcus haemolyticus 2 15,4 NF20-NF23

Gram-negatif 1 7,7

Mannheimia haemolytica 1 7,7 NF16
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Cizelge 3.7: Uciincii isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

3.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF27 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz +) +)
NF28 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz (+) +)
NF29 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) (+)
NF30 Kiigiik, yuvarlak Sari ) -)
NF31 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF32 Yuvarlak, parlak, digbiikey Sari (-) (+)
NF33 Orta biiytikliikte Seffaf-Gri ) (-)
NF34 Orta biiyiikliikte Seffaf-Gri ) )
NF35 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF36 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF37 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF38 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri (+) (-)
NF39 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)
NF40 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)
Cizelge 3.8: Uciincii isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari
3.Nolu isletme

Bakteri Tiirii izolat Sayis1 (n) izolat Oram (%) izolat No

Gram-pozitif 10 71,4

Staphylococcus epidermidis 3 21,4 NF35-NF36-NF37

Staphylococcus hominis 2 14,3 NF28-NF31

Staphylococcus aureus 2 14,3 NF39-NF40

Bacillus pumilus 1 7,1 NF29

Enterococcus casseliflavus 1 7.1 NF27

Micrococcus luteus 1 7,1 NF32

Gram-negatif 4 28,6

Salmonella bongori 2 14,3 NF33-NF34

Pantoea agglomerans 1 7,1 NF30

Mannheimia haemolytica 1 7.1 NF38
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Cizelge 3.9: Dordiincii isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

4.Nolu Isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz  Gram Boyanma
NF41  Kiigiik, yuvarlak Beyaz -) (+)
NF42  Kiigiik, yuvarlak Beyaz ) +)
NF43  Kiigiik, yuvarlak Beyaz -) (+)
NF44 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF45 Kiiciik, yuvarlak, kuru Seftaf (+) (+)
NF46 Yuvarlak, parlak, digbiikey Sar1 ) (+)
NF47  Kiigiik, yuvarlak, dalgal Seffaf +) )
NF48 Kiigiik, yari-saydam, diiz Gri (+) €]
NF49 Yuvarlak, parlak, digbiikey Sar1 ) (+
NF50 Kiigiik, yuvarlak, dalgal Seffaf (+) +)
NF51 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF52 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) )
NF53 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)

Cizelge 3.10: Dordiincii isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari

4.Nolu Isletme
Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) izolat Oram (%) izolat No
Gram-pozitif 13 100
Staphylococcus epidermidis 4 23,1 NF44-NF51-NF52-NF53
Staphylococcus saprophyticus 3 23,1 NF41-NF42-NF43
Bacillus licheniformis 1 7,7 NF45
Micrococcus luteus 2 15,4 NF46-NF49
Bacillus pumilus 2 15,4 NF47-NF50
Aerococcus viridans 1 7,7 NF48

Gram-negatif 0 0




Cizelge 3.11: Besinci igletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

5.Nolu isletme
izolat No Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF54 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) +)
NF55 Yuvarlak, parlak, disbiikey Sar1 ) €]
NF56 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF57 Orta biiyiikliikte, mat Gri ©) )
NF58 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF59 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) +)
NF60 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF61 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) €]
NF62 Orta biiylikliikte, belirgin Gri ) )
NF63 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)
NF64 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF65 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri (+) (-)

Cizelge 3.12: Besinci igletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari

5.Nolu Isletme
Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) izolat Oram (%) izolat No
Gram-poZzitif 9 75
Staphylococcus epidermidis 4 333 NF56-NF58-NF60-NF61
Staphylococcus aureus 2 16,7 NF63-NF64
Bacillus licheniformis 2 16,7 NF54-NF59
Micrococcus luteus 1 8,3 NF55
Gram-negatif 3 25
Klebsiella pneumoniae 1 8,3 NF57
Pseudomonas putida 1 8,3 NF62
Mannheimia haemolytica 1 8,3 NF65




Cizelge 3.13: Altinci isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

6.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF66 Yuvarlak, parlak, digbiikey Sar1 ) +)
NF67 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) €]
NF68 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF69 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) €]
NF70 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF71 Orta biiyiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz ) )
NF72 Kiiciik, yuvarlak Beyaz ) (+)
NF73 Yuvarlak, parlak, digbiikey Sar1 ) €]
NF74 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) (+)
NF75 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)
NF76 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri (+) )
NF77 Orta biiyiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz ) )
NF78 Orta bityiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz ) (-)

Cizelge 3.14: Altinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglart.

6.Nolu Isletme
Bakteri Tiirii izolat Sayis1 (n)  izolat Oram (%) izolat No
Gram-poZzitif 9 69,2
Staphylococcus epidermidis 3 23,1 NF68-NF69-NF70
Staphylococcus aureus 2 15,4 NF74-NF75
Staphylococcus saprophyticus 1 7,7 NF72
Micrococcus luteus 2 15,4 NF66-NF73
Staphylococcus capitis 1 7,7 NF67
Gram-negatif 4 30,8
Pasteurella multocida 3 23,1 NF71-NF77-NF78

Mannheimia haemolytica 1 7,7 NF76




Cizelge 3.15: Yedinci isletmeden elde edilen izolatlarin &zellikleri

7.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF79 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) (+)
NF80 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf (+) (+)
NF81 Orta biiyiikliikte, mat Gri -) (-)
NF82 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF83 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz -) (+)
NF84 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz “-) +)
NF85 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) +)
NF86 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) +)
NF87 Kiigiik, yuvarlak Beyaz (-) +)
NF88 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) +)
NF89 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) +)
NF90 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) +)
NF91 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri +) (-)
NF92 Orta biiyiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz -) (-)
Cizelge 3.16: Yedinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari
7.Nolu Isletme

Bakteri Tiirii izolat Saysi (n) izolat Oram (%) izolat No

Gram-pozitif 11 78,7

Staphylococcus epidermidis 3 214 NF82-NF83-NF84

Staphylococcus saprophyticus 1 7,1 NF87

Staphylococcus aureus 3 214 NF88-NF89-NF90

Bacillus licheniformis 2 14,3 NF79-NF80

Bacillus pumilus 2 14,3 NF85-NF86

Gram-negatif 3 21,3

Raoultella planticola 1 7,1 NF81

Mannheimia haemolytica 1 7,1 NF91

Pasteurella multocida 1 7,1 NF92
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Cizelge 3.17: Sekizinci isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

8.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz  Gram Boyanma
NF93 Kiigiik, yuvarlak Beyaz ) )
NF94 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) €]
NF95 Diizgiin, yuvarlak, orta biiytikliikte Beyaz +) +)
NF96 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz +) €]
NF97 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz +) (+)
NF98 Kiigiik, yuvarlak Beyaz ) (+)
NF99 Kiigtik, yari-saydam, diiz Gri +) +)
NF100  Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri + )
NF101 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF102 Orta buyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF103 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF104 Orta biyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) +)
NF105 Orta biiyiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz ) )

Cizelge 3.18: Sekizinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari

8.Nolu isletme
Bakteri Tiirii Izolat Sayis1 (n)  Izolat Oram (%) izolat No
Gram-pozitif 10 76,9
Staphylococcus epidermidis 2 15,4 NF94-NF101
Staphylococcus aureus 3 23,1 NF102-NF103-NF104
Staphylococcus saprophyticus 1 7,7 NF98
Staphylococcus haemolyticus 1 7,7 NF95
Staphylococcus equorum 2 154 NF96-NF97
Aerococcus viridans 1 7,7 NF99
Gram-negatif 3 23,1
Mannheimia haemolytica 1 7,7 NF100
Gamma proteobacterium 1 7,7 NF93
Pasteurella multocida 1 7,7 NF105




Cizelge 3.19: Dokuzuncu isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

9.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon = Hemoliz Gram Boyanma
NF106 Kiigiik, yari-saydam, diiz Gri (+) (+)
NF107 Kiigiik, yari-saydam, diiz Gri (+) +)
NF108 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) +)
NF109  Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) +)
NF110 Orta biiylikliikte, belirgin Gri ) (-)
NF111 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) (+)
NF112 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) (+)
NF113 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) (+)
NF114 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF115 Orta biiyiikliikte, mukoit, kokulu Beyaz ) )
NF116 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF117 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)

Cizelge 3.20: Dokuzuncu isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari

9.Nolu isletme
Bakteri Tiirii izolat Sayis1 (n)  Izolat Oram (%) izolat No
Gram-pozitif 10 834
Staphylococcus epidermidis 3 25 NF114-NF116-NF117
Staphylococcus aureus 1 8,3 NF113
Bacillus licheniformis 3 25 NF108-NF109-NF111
Bacillus stratosphericus 1 8,3 NF112
Aerococcus viridans 2 16,7 NF106-NF107
Gram-negatif 2 16,6

Pseudomonas geniculata 1 8.3 NF110
Pasteurella multocida 1 8,3 NF115




Cizelge 3.21: Onuncu isletmeden elde edilen izolatlarin &zellikleri

10.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon = Hemoliz = Gram Boyanma
NF118 Kiiciik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) (+)
NF119 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) +)
NF120 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) (+)
NF121 Diizgiin, yuvarlak, orta biiyiikliikte Beyaz +) +)
NF122 Diizgiin, yuvarlak, orta biiyiikliikte Beyaz (+) +)
NF123 Orta biyiikliikte, diizgiin Gri (+) (-)
NF124 Kiigiik, yuvarlak Beyaz +) (-)
NF125 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) +)
NF126 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) (+)
NF127 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) +)
NF128 Kiigiik, yuvarlak Beyaz ) (-)
NF129 Orta biyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)
Cizelge 3.22: Onuncu isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari
10.Nolu Isletme

Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) izolat Oram (%) izolat No

Gram-pozitif 9 75

Staphylococcus haemolyticus 2 16,6 NF121-NF122

Staphylococcus aureus 1 8,3 NF129

Bacillus altitudinis 2 16,6 NF119-NF125

Bacillus pumilus 4 33,3 NF118-NF120-NF126-

NF127

Gram-negatif 3 25

Mannheimia haemolytica 1 8,3 NF123

Neisseria dentiae 1 8.3 NF124

Gamma proteobacterium 1 8,3 NF128




Cizelge 3.23: On birinci isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

11.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF130 Diizgiin, yuvarlak, orta biiyiikliikte Beyaz +) (+)
NF131 Orta biiyiikliikkte, mukoit, kokulu Beyaz (-) (-)
NF132 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) (+)
NF133 Orta biiyiikliikte, diizgiin Beyaz ) (-)
NF134 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF135 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf (+) +)
NF136 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF137 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri (+) )
NF138 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF139 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)
NF140 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri (+) (-)
NF141 Orta biiyiikliikkte, mukoit, kokulu Beyaz ) (-)
Cizelge 3.24: On birinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari
11.Nolu Isletme

Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) Izolat Oram (%) izolat No

Gram-pozitif 7 58,3

Staphylococcus epidermidis 2 16,6 NF134-NF136

Staphylococcus aureus 2 16,6 NF138-NF139

Bacillus pumilus 1 8,3 NF132

Bacillus licheniformis 1 83 NF135

Staphylococcus pasteuri 1 8,3 NF130

Gram-negatif 5 41,7

Pasteurella multocida 2 16,6 NF131-NF141

Mannheimia haemolytica 2 16,6 NF137-NF140

Kluyvera intermedia 1 8,3 NF133
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Cizelge 3.25: On ikinci igletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

12.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF142 Orta biiyiikliikte, belirgin Gri (-) (-)
NF143 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf (+) (+)
NF144 Orta biiyiikliikte, belirgin Seffaf +) (+)
NF145 Orta biiyiikliikte, diizgiin Seffaf (+) (+)
NF146 Diizgiin, yuvarlak, orta biiyiikliikte Beyaz (+) +)
NF147 Orta biiyiikliikte, konveks Beyaz-Seffaf ) +)
NF148 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) (+)
NF149 Biiyiik, kenarlart dalgali Seffaf (+) (+)
NF150 Kiigiik, yuvarlak, dalgali Seffaf +) (+)
NF151 Orta biiyiikliikte, diizgiin Seffaf (+) +)
NF152 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri +) (-)
NF153 Diizgiin, yuvarlak, orta biyiikliikte Beyaz (+) +)
NF154 Orta biiyiikliikte, diizgiin Seffaf +) (+)
NF155 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz (+) (+)
Cizelge 3.26: On ikinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari
12.Nolu isletme

Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) izolat Oram (%) izolat No

Gram-pozitif 12 85,7

Staphylococcus haemolyticus 2 14,3 NF146-NF153

Bacillus pumilus 3 214 NF143-NF148-NF150

Bacillus cereus 1 7,1 NF149

Staphylococcus equorum 1 7,1 NF155

Bacillus megaterium 1 7,1 NF147

Brevibacillus laterosporus 1 7,1 NF144

Exiguobacterium indicum 3 21,4 NF145-NF151-NF154

Gram-negatif 2 14,3

Pseudomonas stutzeri 1 12,5 NF142

Mannheimia haemolytica 1 12,5 NF152
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Cizelge 3.27: On tgiincii isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

13.Nolu isletme
izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF156 Orta biiyiikliikte, diizgiin Beyaz (-) )
NF157 Sekilsiz, bulut kiimeleri Seffaf +) )
NF158 Sekilsiz, bulut kiimeleri Seffaf +) )
NF159 Orta biiyiikliikte, parlak Kirmizi +) )
NF160 Biiyiik, kenarlar1 dalgali Seffaf (+) (+)
NF161 Orta biiyiikliikte, mat Gri ©) )
NF162 Kiigiik, yuvarlak, kuru Seffaf +) +)
NF163  Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri + )
NF164 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF165 Orta biiyiikliikte, belirgin Gri +) )
NF166 Orta biiyiikliikte, mat Gri (+) (-)
NF167 Orta biiyiikliikte, mat Gri +) )
NF168 Kiigiik, yuvarlak Gri ) +)

Cizelge 3.28: On tigiincii isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari

13.Nolu isletme
Bakteri Tiirii izolat Sayisi (n) izolat Oram (%) izolat No
Gram-poZzitif 4 30,8
Staphylococcus hominis 1 7,7 NF164
Bacillus licheniformis 1 7,7 NF162
Bacillus thuringiensis 1 7,7 NF160
Arthrobacter arilaitensis 1 7,7 NF168
Gram-negatif 9 69,2
Pseudomonas thermotolerans 1 7,7 NF165
Comamonas kerstersii 1 7,7 NF156
Proteus mirabilis 2 15,4 NF157-NF158
Serratia rubidaea 1 7,7 NF159
Klebsiella oxytoca 1 7,7 NF161
Citrobacter amalonaticus 1 7,7 NF163
Acinetobacter calcoaceticus 2 15,4 NF166-NF167




Cizelge 3.29: On dordiincii isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

14.Nolu Isletme

izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon = Hemoliz = Gram Boyanma
NF169 Kiigiik, yuvarlak Beyaz (-) (-)
NF170 Diizgiin, yuvarlak, orta biiyiikliikte Beyaz (+) (+)
NF171 Kiiciik, yari-saydam, diiz Gri +) +)
NF172 Yuvarlak, parlak, digbiikey Sar1 ) (+)
NF173 Yuvarlak, parlak, disbiikey Sari ) +)
NF174 Orta biiyiikliikte, mat Gri ) )
NF175 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF176 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF177 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF178 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF179 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) +)
NF180 Orta biyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz (+) +)

Cizelge 3.30: On dordiincii isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari
14.Nolu Isletme

Bakteri Tiirii Izolat Sayis1 (n)  izolat Oram (%) izolat No

Gram-pozitif 10 83,4

Staphylococcus epidermidis 3 16,6 NF177-NF178-NF179

Staphylococcus aureus 1 8,3 NF180

Aerococcus viridans 1 8,3 NF171

Staphylococcus haemolyticus 1 8,3 NF170

Staphylococcus capitis 2 16,6 NF175-NF176

Micrococcus luteus 2 16,6 NF172-NF173

Gram-negatif 2 16,6

Gamma proteobacterium 1 8.3 NF169

Acinetobacter Iwoffii 1 8,3 NF174
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Cizelge 3.31: On besinci isletmeden elde edilen izolatlarin 6zellikleri

15.Nolu isletme

izolat No  Koloni morfolojisi Pigmentasyon Hemoliz Gram Boyanma
NF181 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF182 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz (+) (+)
NF183 Kiigiik, diizgiin, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF184 Orta biiyiikliikte, mat Gri (-) (-)
NF185 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz ) (+)
NF186 Orta biiyiikliikte, kokulu Gri (+) (-)
NF187 Kiigiik, yuvarlak, yart saydam Beyaz ) (+)
NF188 Orta biiyiikliikte, mat Gri ) (-)
NF189 Orta biiyiikliikte, diizgiin Gri +) (-)
NF190 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz (-) (+)
NF191 Orta biiyiikliikte, parlak, yuvarlak Beyaz +) (+)
NF192 Diizgiin, yuvarlak, bombeli, parlak Beyaz (-) (+)

Cizelge 3.32: On besinci isletmeden elde edilen izolatlarin sekans sonuglari
15.Nolu isletme

Bakteri Tiirii Izolat Sayis1 (n)  Izolat Oram (%) izolat No

Gram-pozitif 8 66,7

Staphylococcus epidermidis 4 333 NF181-NF185-NF190-

NF192

Staphylococcus aureus 1 8,3 NF191

Brevibacterium ravenspurgense 1 83 NF187

Staphylococcus hominis 2 16,7 NF182-NF183

Gram-negatif 4 33,3

Mannheimia haemolytica 1 8,3 NF189

Acinetobacter Iwolffii 2 16,7 NF184-NF188

Escherichia coli 1 8,3 NF186
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Cizelge 3.33: Gram pozitif izolatlarn igletmelere gore dagilimi.

Isletme Numaralari

Bakteri Tiirleri 1 2 3

Gram-pozitif

Aerococcus viridans - - -
Arthrobacter arilaitensis - - -
Bacillus altitudinis - - -
Bacillus cereus - - -
Bacillus licheniformis - 1 -
Bacillus megaterium - - -
Bacillus pumilus - - 1
Bacillus stratosphericus - - -
Bacillus thuringiensis - - -
Brevibacillus laterosporus - - -
Brevibacterium ravenspurgense - - -
Corynebacterium flavescens - 2 -
Enterococcus casseliflavus - -
Exiguobacterium indicum - - -
Micrococcus luteus - - 1
Staphylococcus aureus 3 - 2
Staphylococcus capitis - - -
Staphylococcus chromogenes - 1
Staphylococcus croceolyticus - 1 -
Staphylococcus epidermidis 5 2
Staphylococcus equorum - - -
Staphylococcus haemolyticus - 2 -
Staphylococcus hominis 1 1 2
Staphylococcus pasteuri - - -
Staphylococcus saprophyticus - - -
Staphylococcus vitulinus - 2 -
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Cizelge 3.34: Gram negatif izolatlarin isletmelere gore dagilimi.

Isletme Numaralari

Bakteri 1 2 3

Gram-negatif

Acinetobacter calcoaceticus - - -
Acinetobacter Iwoffii - - -
Citrobacter amalonaticus - - -
Comamonas kerstersii - - -
Escherichia coli - - -
Gamma proteobacterium - - -
Klebsiella oxytoca - - -
Klebsiella pneumoniae - - -
Kluyvera intermedia - - -
Mannheimia haemolytica 1 1 1
Neisseria dentiae - - -
Pantoea agglomerans - - 1
Pasteurella multocida 2 - -
Proteus mirabilis - - -
Pseudomonas geniculata - - -
Pseudomonas putida - - -
Pseudomonas stutzeri - - -
Pseudomonas thermotolerans - - -
Raoultella planticola - - -
Salmonella bongori - - 2
Serretia rubidaea 1 - -
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Cizelge 3.35: 15 isletmeden elde edilen izolatlarin gruplandirilmis veri analizi

Bakteriler izolat Sayis1 (n) izolat Oram (%)
Normal Nazal Floranin Bakterileri

Staphylococcus epidermidis 38 19,8
Staphylococcus aureus 21 11
Diger Koagulaz(-) Stafilokoklar * 32 16,7
Bacillus tiirleri ® 30 15,6
Micrococcus luteus 8 4,2
Saprofit Streptokok ¢ 5 2,6
Corynebacterium sp. 2 1
Yaygin Patojenler

Mannheimia haemolytica 12 6,3
Pasteurella multocida 10 5,2
Pseudomonas tiirleri ¢ 4 2
Acinetobacter tiirleri ¢ 5 2,6
Diger Bakteriler

Enterobacteriaceae” 13 6,8
Diger bakteriler 12 6,3

* Nazal boslukta bulunan Staphylococcus capitis, S. chromogenes, S. croceolyticus, S. equorum, S. haemolyticus, S. hominis, S. pasteuri, S. saprophyticus, S.
vitulinus bakterileri.
Y Bacillus altitudinis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. stratosphericus, B. thuringiensis

‘Aerococcus viridans

“Pseudomonas geniculata, P. putida, P. stutzeri, P. thermotolerans tiirleri

¢ Acetinobacter calcoaceticus, A. lwoffii tiirleri

'Enterobacteriaceae familyasina ait Citrobacter amalonaticus, E. coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Kluyvera intermedia, Pantoea agglomerans,
Proteus mirabilis, Raoultella planticola, Salmonella bongori, Serretia rubidaea tirleri.

SArthrobacter arilaitensis, Brevibacillus laterosporus, Brevibacterium ravenspurgense, Enterococcus casseliflavus, Exiguobacterium indicum, Comamonas
kerstersii, Gamma proteobacterium, Neisseria dentiae
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Sekil 3.3: 15 isletmeden toplanan izolatlarin yiizde grafik dagilimi.
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4. TARTISMA

Solunum yolunun {iist boliimii kalict ve gecici mikroorganizma florasinin her ikisini
icerir. Kalic1 mikroflora zarar gordiigiinde ilk denge egilimleri kendiliginden yenilenir.
Bununla birlikte, baz1 firsat¢1 (oportiinist) patojenler konakta normal savunmanin Oniine
gecerlerse hastaliga yol acabilirler Mikrofloranin bilesimi konagm tlirii ve iginde

bulundugu ¢evreden etkilenmektedir (Quinn ve ark 2002).

Sigirlarda solunum yolu enfeksiyonlarina yol agan mikroorganizmalar, genelde {ist
solunum yollarinda yasayip, stres kosullarinda alt solunum yollarina inen
mikroorganizmalardir. Saglikli hayvanlarda alt solunum yollarinda mikroorganizmalar

solunum sisteminin savunma mekanizmasiyla yok edilirler (Sorum ve Sunde 2001).

Bir¢ok arastirmaci genellikle evcil ve vahsi sagliksiz hayvanlarin pnomonik
akcigerleri, burun akintilar1 ve balgamlar1 gibi klinik belirtileri iizerine calismiglardir
(Welsh ve ark 2004, Katsuda ve ark 2008). Ayrica nazal ve tonsiller bakteriyel floraya
iligkin caligmalar sagliklt goriinen hayvanlar i¢in rapor edilmistir (Queen ve ark 1994,
Megra ve ark 2006). Bununla birlikte saglikli ve sagliksiz hayvanlarda iist solunum yolu
sistemi bakteriyel florasi inceleme ¢alismalar1 sinirhidir (Barbour ve ark 1997, Jaramillo ve
ark 2007). De Rosa ve ark (2000) izolatlarin akut hastalikli hayvandan alindig1 durumlarda
nazal sivap Kkiiltiirlerinin akcigerlerdeki bakteriyel patojenlerin tanilanmasinda ve

antibiyotik duyarliliginin tespitinde kullanilabilecegini rapor etmistir.

Bu calismada, Aydin ilinde bulunan 15 isletmedeki klinik olarak saglikli sigirdan,
nazal mukozanin bakteriyel mikroflorasim1 belirlemek amaciyla nazal sivap Ornekleri
toplanmistir. Toplam 56 6rnek incelenmis ve 192 bakteriyel izolat 16S rRNA dizi analizi

yontemi kullanilarak identifiye edilmistir.

Calismamizda 143 izolat Gram pozitif (%74,5), 49 izolat Gram negatif (%25,5)
olarak belirlenmistir. Gram pozitif bakterilerin baskin oldugu goriilmektedir. Viicut
kisimlarina gore mikrobiyal flora elemanlar1 da de§ismektedir. Gram pozitif hiicrelerin

hiicre duvarinda bulunan teikoik asit bu bakterilerin nazal mukozada kolonizasyonunda
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onemli bir faktordiir (Aly ve ark 1980). Genellikle sistemik infeksiyonlardan Gram negatif
bakteriler sorumludur (Quinn ve ark 2002). Bu calismada incelenen sigir siiriileri klinik
olarak saglikliydilar. Calismada Gram pozitif bakterileri izolatlarinin Gram negatif
izolatlara oranla baskin olmasi bu sebeple iligskilendirilmistir. Ayica bu bulgular daha 6nce
evcil ve vahsi hayvanlar {izerinde yapilan diger ¢alismalarla da uyusmaktadir (Marshall ve
ark 1983, Queen ve ark 1994, Barbour ve ark 1997, Megra ve ark 2006,). Ancak 13 nolu
isletmedeki Gram negatif bakterilerin oram1 normal florada bulunmasi gerekenden
yiiksektir. Normal nazal flora iiyeleri herhangi bir sebeple (ortam sicakligi, stres, patojen
varlig1 vs.) baskilandiginda florada yer alan bu bakteriler daha sonrasinda kalici florayi
baskilayarak patojen etki gostermekte ve solunum yolu hastaliklarina sebep olabilmektedir.
Bu durumda 13 nolu isletmede bulunan sigir siiriileri diger isletmedekilere oranla daha

biiyiik stres altindadir yorumu yapilabilir.

Bu c¢alismada Aerococcus sp., Arthrobacter sp., Bacillus sp., Brevibacillus sp.,
Brevibacterium sp., Corynebacterium sp., Enterococcus sp., Exiguobacterium sp.,
Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Acinetobacter sp., Citrobacter sp., Comamonas sp.,
Escherichia sp., Gamma sp., Klebsiella sp., Kluyvera sp., Mannheimia sp., Neisseria sp.,
Pantoea sp., Pasteurella sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., Raoultella sp., Salmonella sp.
ve Serretia sp. cinslerini iceren 26 cins izole edilmistir. Quinn ve arkadaslarinin daha 6nce
yaptiklar1 ¢alismada ruminantlarda nazal mukoza ve nazofarinkslerinden izole edilen
bircok mikroorganizmanin  Pasteurella, Arcanobacterium, Neisseria, Moraxella,
Staphylococcus ve Streptococcus tiirlerini genellikle icerdigi ve bu mikroorganizmalarin
biiyiikk bir kisminin; iist solunum yolu sisteminde kolonize olmaya kabiliyetli oldugu
belirtmislerdir (Quinn ve ark 2002). Bulgular sonucunda elde ettigimiz verilerde bir¢ok
bakteri cinsi Quinn’in yaptig1 ¢alismayla paralellik gostermektedir. Calismamizda ytiksek
oranda koagiilaz negatif stafilokok (KNS), Bacillus ve Pasteurella tiirleri ve saprofitik
streptokok olan A. viridans elde edilmistir. Seker (2009)’in yapmis oldugu caligmayla
paralel bulgular elde edilirken, farkli olarak Arcanobacter ve Moraxella cinslerine ait tiirler

bizim ¢alismamizda bulunmamuistir.

Calismamizda S. epidermidis (%19,8), S. aureus (%11), B. pumilus (%6,8), M.
haemolytica (%6,3), B. licheniformis (%5,7), P. multocida (%5,2) ve M. luteus (%4,2)
orneklenen hayvanlardan en sik izole edilen tiirler olarak belirlenmistir. Ayrica, S.

saprophyticus ve A. viridans tlrlerinin O0rneklerden elde edilen 192 bakteriyel izolat
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arasindaki izolasyon oranlari sirasiyla %3,1 ve %2,6 seklindedir. Elde edilen diger

izolatlarin oranlari ise %2’den kiigiiktiir.

S. epidermidis, nazal mukozada bulunan dominant mikroflora elemani olarak
belirlenmis ve bu olgu Magwood ve ark (1969), Bailie ve ark (1978) ve Seker (2009) ’in
yaptig1 caligmalarda belirtilmistir.

Seker ve Yardimci (2010), klinik olarak saglikli Anadolu manda yavrularindan
nazal mukozanin bakteriyel mikroflorasini belirlemek amaciyla toplam 160 6rnekten 165
bakteriyel izolat toplamiglardir. Mikrobiyolojik ve biyokimyasal tanilamaya gore,
Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Arcanobacterium, Bacillus, Escherichia,
Neisseria, Morexella, Pasteurella ve Mannheimia cinslerini igeren 10 cins izole
etmislerdir. S. epidermidis (%48,8), S. aureus (%33,8) , M. haemolytica (%25,0) ve P.
multocida (%17,5) Orneklenen hayvanlardan en sik izole edilen tilirler olarak
belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢aligma sonuglarinda en sik izole edilen tiirler, yukarida adi
gecen yazarlara ait ¢aligma ile paralellik gosterirken, farkli olarak Arcanobacterium ve
Morexella cinslerine ait bakteri tiirleri de siklikla izole edilmistir. Ayrica Seker ve
Yardimc1t (2010)’nin  yaptig1 c¢alismada izole ettikleri bakteri cinslerinin haricinde
calismamizda 17 farkli cins izole edilmistir. Bu durumun g¢alismamizda kullandigimiz
molekiiler tanilama yonteminin ayirt ediciliginin diger yontemlere oranla ¢ok daha yiiksek

ve glivenilir olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Megra ve ark (2006) 50 saglikli kegide solunum yollarindaki aerobik bakteriyel
florayr bulmak amaciyla nazal bosluk, tonsil, traje ve akcigerlerden 200 Ornek
toplamiglardir. Bu 6rneklerden 154 izolat elde etmislerdir. KNS (%22,8), M. haemolytica
(%18,2), S. aureus (%17,2), P. multocida (%11,9), Corynebacterium pseudotuberculosis
(%8,8), Bacillus tiirleri (%7,4), A. pyogenes (%6,7), E. coli (%6,0) ve Micrococcus tiirleri
(%1,0) tanimlanmustir. Ayrica S.aureus, KNS, M. haemolytica, P. multocida, A. pyogenes
ve Bacillus tiirlerini tiim anatomik Orneklerden izole etmislerdir. Diger yandan C.
pseudotuberculosis, E. coli ve Micrococcus tiirlerinin sadece nazal bosluk ve tonsillerden

alinan 6rneklerde izole edildigini belirtmislerdir.

Diger bir non-patejenik organizma olan ve ¢aligmada yiiksek siklikta izole edilen

Bacillus tirleri ise c¢evre florasinin yaygin iiyelerindendir. Bu bakteriler ¢iftlik
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ortamlarinda sigirlar tarafindan aspire edilmesine ragmen nazal mukozada kolonize
olamamaktadir (Collier ve Rossow 1964). Bunun yani1 sira Holth ve ark (2000) yaptiklar
calismada Aeromonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., Brevibacillus sp., Kurthia sp.,
Stenotrophomonas sp., ve Pseudomonas sp., gibi toprak ve su bakterilerinin florada gecici
oldugunu ve bu bakterilerin sigir florasina yasanilan ¢evreden ve besi ortamindan tasindigi

belirtilmistir. Bu sebeple ¢alismamizdaki Bacillus tiirlerinin sikligi anlamlhidir.

Calismamizda M. luteus %4,2 oraninda izole edilmistir. Bu diger bakteri tiirlerine
oranla yiiksek bir orandir. Memeli deri florasinda yer alan ve non-patojenik bu bakteri tiirii
ayni zamanda agi1z, mukoza, orofarinks ve iist solunum yollarinda kolonize olabilmektedir.
Daha o6nce develerde (Shemsedin 2002), tavsanlarda (Ajuwape ve Aregbesola 2002) ve
kecilerde (Carter 1984) yapilan nazal flora ¢alismalarinda da M. luteus yliksek oranlarda
rapor edilmistir. Caligmamizin veri sonuglart daha once yapilan bu calismalarla da

ortiismektedir.

Calismamizda %6,3 oranina sahip olan M. haemolytica ve %5,2 siklik oraninda
bulunan P. multocida tirleri solunum sisteminde en cok bilinen firsat¢1 patojenlerdir.
Quinn ve ark (2002) yilinda yaptiklari calismada M. haemolytica bakterisinin solunum
sistemi hastaliklarindan sorumlu ana mikroorganizma olarak izole edilebilecegi
bildirilmistir. P. multocida ve M. haemolytica ruminantlarda, hemorajik septisemi ve agir
pnomoniye sebep olmakla birlikte sekonder enfeksiyonlara da sebep olmaktadirlar. Bu
bakteriler g¢ogunlukla agir solunum sistemi hastaliklarindan izole edilen patolojik

bakteriyel ajanlardir.

Benzer bi¢imde Megra ve ark (2006) ‘nin saglikli koyunlarin st solunum
yollarinda P. multocida ve M. haemolytica ylksek oranda yasadigini, stres sartlari altinda

akcigere infekte ettigini bildirmektedirler.

Queen ve ark (1994) klinik olarak saglikli 14 yabani dag koyunu (Ovis canedensis)
ve 10 evcil koyun (Ovis aries) ‘dan nazal ve tonsillar 6rnek alarak bakteri izolasyonu
yapmiglardir. Elde ettikleri 194 izolatin 115’1 Gram pozitif, 79 tanesi ise Gram negatif
olarak tespit etmislerdir. Staphylococcus cinsi Gram pozitifler arasinda de en sik izole
edilen bakteridir ayrica yerli koyun tiirlinde yabani dag koyununa gore insidansi daha

yiiksek bulunmustur. Bunun aksine Streptococcus tiirleri kayalik koyununda yiiksek
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oranlarda bulunmaktadir. P. haemolytica bu g¢alismada en yaygin bulunan Gram negatif
bakteri tiirtidiir. Evcil koyun 6rneklerinden elde edilen bes tonsillar izolatin besinde de P.
haemolytica bulunurken on nazal izolatin hi¢birinde rastlanilmamistir. Kayalik koyununda
ise sekiz tonsillar izolatin yedisinde, on nazal izolatin da {g¢ilinde bu bakteriye
rastlanilmistir. Ayrica P. haemolytica, P. multocida ve A. pyogenes tiirlerinin solunum

hastaliklariyla ilgili ¢ok sik izole edilen bakteriler oldugu bildirilmistir.

Bagka bir calismasinda Seker ve ark (2009) “Goriintiste saglikli ve sagliksiz
Holstein sigirlarinin nazal bosluklarinda bakteriyel inceleme” adli ¢alismasinda 70’1
saglikli goriinen ve 30’u solunum yolu hastalik belirtileriyle (burun akintisi, 6ksiiriik, nefes
darlig1) sagliksiz goriinen olmak iizere toplam 100 sigirdan 6rnek toplamislardir. Saglikli
sigirlarin burun siv1 6rneklerinden en sik izole edilen tiir S. epidermis (%32,9) ve S. aureus
(%24,3) iken sagliksiz sigirlarda en ¢ok rastlanan tiirlerin; P. aeruginosa (%40), P.
multocida (%40) ve M. haemolytica (%100) oldugunu bulmuslardir. Saglikli sigirlardan
elde edilmis izolasyonlar arasinda Gram pozitif bakterilerin hakim oldugu saptanirken,
Gram negatif bakteriler ¢ogunlukla sagliksiz sigirlardan izole edilmistir. Cogu Gram
pozitif bakteri; saglikli hayvanlarin iist solunum yolu sahasindaki mukoza membranlarinda
izole edilmistir. Ayrica evcil ve yabani hayvanlarin iist solunum sisteminde firsatgi
patojenlerden olan P. multocida (%11,4) ve M. haemolytica (%14,3) bakterilerinin de diger
bakterilere gore yliksek oranda bulundugu ortaya c¢ikarilmistir. (Seker ve ark 2009).
Yaptigimiz calismada sadece goriinliste saglikli olan sigirlardan 6rnek toplanmistir ve
sonucunda Seker ve arkadaslarinin yaptigi bu calismaya esdeger veriler elde edilmistir. En
sik izole edilen tiirler S. epidermidis ve S. aureus bizim ¢alismamizda da en sik izole edilen

turlerdir.

Allen ve ark (1990) besi sigirlarinda nazofaringel ve brons-alveolar lavaj
kiiltiirleriyle iligkili solunumun sistemi mikrobiyal florasini incelemislerdir. Bunun icin 59
besi sigirindan  Ornek  toplamiglardir.  Sonug¢ olarak  prevalanst en  yiiksek

mikroorganizmalarin P. multocida ve M. bovis oldugunu tespit etmislerdir.

Rowe ve ark (2001) yaptiklar1 calismada saglikli hayvanlarin nazofarinks ve
tonsillerinde M. haemolytica’nin izole edilebilecegini belirtmislerdir. Saglikli sigirlarda
yapilan diger arastirmalarda P. multocida tasiyict orani Iran’da %4,05 (Hajikolaei ve ark

2006), Sri Lanka’da %2,7 (Hiramune ve De Alwis 1982), Malezya’da %0,4 oraninda rapor
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edilmistir (Ghandrasekaran ve ark 1981). Benzer bir ¢alismada Seker ve Yardimer (2010)
hayvanlardan yiiksek oranda M. haemolytica (%?25) ve P. multocida (%17,5) izole etmistir.
Baker (1998)’e gore stres faktorleri, viral enfeksiyonlu veya enfeksiyonsuz, solunum
yolunda kommensal bakterilerin proliferasyonuna izin veren mukosilier klerans

mekanizmasini baskilayici etkenlerdendir.

Solunum sistemi enfeksiyonlarinin olusumunda etken, konak¢i ve ¢evresel kosullar
birbiriyle iliskilidir. Sigirlarin i¢inde bulunduklar1 ¢evresel sartlar, beslenme kosullar1 ve
stres faktorleri solunum sistemi hastaliklarin olusmasinda temel etkendirler (Yates 1982,
Frank 1986). iklim, yetistirme ve pazarlama kosullar1 da hayvanlarda duyarlilik olusturup,
hastalik siddetine etki edebilir (Bowland ve Shewen 2000).

Pasteurella pndmonilerinin siklikla goriildiigii ABD, Kanada ve Ingiltere’de iklim
kosullarinin bu hastaligin yayilisinda énemli rol oynadigi bilinmektedir. Ingiltere gibi
tliman-nemli iklim 6zelligi gosteren lilkelerde solunum sistemi hastaliklarinin sigirlarda
onemli bir problem oldugu belirtilmektedir (Bowland ve Shewen 2000). Erbas ve Kaya’
nmn (2008) “Aydin ve Izmir bolgesindeki sigirlardan Pasteurella multocida’ nin
izolasyonu, tiplendirilmesi ve antibiyotiklere duyarliliklarr” adli g¢alismalarinda 570
ornegin 28’inde (%4,9) P. multocida izole edilmistir. Baysan (2007), yaptig1 calismada
Cine, Nazilli ve Aydin mezbahalarindan toplanan 309 adet sigir intratracheal sivap
ornegini incelemis, P. multocida ve P. haemolytica insidansin sirasiyla %9,7 (30 adet) ve
%1,3 (4 adet) olarak bulmustur. Aydin’da P. haemolytica’nin az, P. multocida suglarinn

fazla olmas1 yorenin Akdeniz iklimi 6zellikleri gdstermesi ile agiklanabilir.

Bu konuda yapilan tiim arastirmalar, bu ¢alismadakine benzer sekilde M.
haemolytica ve P. multocida gibi nazal florada yer alan firsat¢1 patojenlerin saglikli

hayvanlarda da ytiksek oranlarda bulunabildigini gostermektedir.

Calismamizda distik oranlarda E. coli ve Klebsiella tiirleri bulunmustur. Nazal
kaviteden izole edilen bu bakteriler sosyal davranislar ve hayvanlarin biiyiidiigli ¢evre
kaynakl1 nazal floraya gecici olarak yerlestigi diistiniilmektedir. Benzer sekildeki bulgular

Seker ve Yardimci (2010)’nin yapmis oldugu ¢alismada da rapor edilmistir.
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5. SONUC

Calismada toplam 192 materyal (56 nazal sivap Ornegi) mikrobiyolojik ve

molekiiler olarak incelendi. Buna gore elde edilen sonuglara gore;

1) Calismamizda 143 izolat Gram pozitif (%74,5), 49 izolat Gram negatif (%25,5)

olarak belirlenmistir.

2) Calismamizda 26 bakteri cinsine ait tiir elde edilmistir. Bu bakteri cinslerinden
Gram pozitif olanlar; Aerococcus sp., Arthrobacter sp., Bacillus sp., Brevibacillus sp.,
Brevibacterium sp., Corynebacterium sp., Enterococcus sp., Exiguobacterium sp.,
Micrococcus sp., Staphylococcus sp. , Gram negatif olan bakteriler ise; Acinetobacter sp.,
Citrobacter sp., Comamonas sp., Escherichia sp., Gamma sp., Klebsiella sp., Kluyvera sp.,
Mannheimia sp., Neisseria sp., Pantoea sp., Pasteurella sp., Proteus sp., Pseudomonas sp.,

Raoultella sp., Salmonella sp. ve Serretia sp.’ dir.

3)Yaptigimiz ¢alismada mikrobiyal ve molekiiler ¢alisma sonuglart birbirleriyle

bire bir ortiismektedir.

4) Ornek alman sigirlarda sekans analizi sonucunda en ¢ok identifiye edilen iki
mikroorganizma S. epidermidis (%19,8) ve S. aureus (%11) olarak belirlenmistir. Ozellikle

KNS’ larin nazal boslukta 1yi kolonize olan ana flora elemanlar1 oldugu bilinmektedir.

5)Diger bir non-patejenik organizma olan ve ¢alismada yiiksek siklikta izole edilen
Bacillus tirlerinin [B. pumilus (%6,8), B. licheniformis (%5,7)] ise florada gegici oldugu
ve bu bakterilerin sigir florasina yasanilan c¢evreden ve besi ortamindan tasindigi
diistiniilmektedir. Yapilan bir¢ok calismada hayvanlarin dogal iggiidiisel davraniglar
yardimiyla florada su ve toprak bakterilerinin yaygin olarak bulunabildigi rapor

edilmektedir.

6) Sigirlarda solunum yolu hastaliklar1 ve nazal flora ile ilgili yapilan ¢alismalar

g0z Oniine alindiginda; arastirmamizda 6rnek topladigimiz 15 sigir isletmesindeki sigirlarin
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saglikli oldugu, ancak bazi isletmelerde risk faktorlerinin digerlerine gore daha yiiksek
oldugu soylenilebilir. 13 nolu isletmedeki Gram negatif bakterilerin oran1 normal florada
bulunmasi gerekenden yiiksektir. Normal nazal flora {iyeleri herhangi bir sebeple (ortam
sicakligi, stres, patojen varligi vs.) baskilandiginda florada yer alan bu bakteriler daha
sonrasinda kalict florayr baskilayarak patojen etki gostermekte ve solunum yolu

hastaliklarina sebep olabilmektedir.

7) Yapilan ¢alisma ve incelenen diger calismalar sonucunda ozellikle sigirlarda
solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olan ve isletmelerde biiylik ekonomik kayiplara
neden olan M. haemolytica ve P. multocida gibi firsat¢1 patojenlerin bazi isletmelerde
yiiksek oranda bulunmakla birlikte ana flora elemanlarinin bulunma sikligini gecmedigi
goriilmektedir. Bu bakteriler {ist solunum yolu mukozasinda ¢ok rahat kolonize olabildigi
ve ancak stres gibi faktorlerle akcigerleri infekte ettikleri yapilan diger caligmalarda rapor

edilmistir.

8) Izolatlarin tiir diizeyinde dogru bir sekilde identifikasyonlarinin yapilmasinda

sekans analizinin kullanilmasinin faydali, giivenilir ve pratik oldugu diistiniilmektedir

9) Yorede solunum sistemi problemi bulunan sigirlarin da nazal bosluk bakteriyel
florasinin molekiiler identifikasyonlarinin yapilmasi, saglikli ve sagliksiz florada bulunan
mikroorganizmalarin karsilastirilmasi, her iki florada da en sik izole edilen etkenlerin
virulens ve antibiyotik diren¢ genlerinin karsilastirilarak incelenmesinin yoredeki solunum
sistemi hastaliklarinin daha da ciddi bir duruma sebep olmadan Onlenmesine katkida

bulunacag diisiiniilmektedir.

49



OZET

Eskin Z. Saghkh Sigirlarin Nazal Bosluk Bakteriyel Florasimin Molekiiler
Identifikasyonu

Bu ¢aligmada, klinik olarak saglikli sigirlarin nazal mikroflorasini olusturan aerobik
bakterilerin belirlenebilmesi i¢in, alinan nazal sivap orneklerinden izole edilen etkenlerin,

16S rRNA dizi analizi ile molekiiler identifikasyonlarinin yapilmasi amaglanmaistir.

Calismada 15 ciftlikteki 56 sigirdan alinan nazal sivap Ornekleri kullanilmaistir.
Nazal sivaplardan klasik konvansiyonel yontemler kullanilarak bakteri izolasyonu
gerceklestirilmis, etkenlerin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri incelendikten
sonra, identifikasyonlari tiniversal primerler kullanarak 16S rRNA geninin polimeraz zincir
reaksiyonu ile ¢ogaltilmasiyla yapilmistir. izolasyonlar: yapilan 192 mikroorganizmanin
sekans analizi ile 143 (%74,5)iniin Gram pozitif (Aerococcus sp., Arthrobacter sp.,
Bacillus sp., Brevibacillus sp., Brevibacterium sp., Corynebacterium sp., Enterococcus sp.,
Exiguobacterium sp., Micrococcus sp., Staphylococcus sp.) ve 49 (%25,5)’unun Gram
negatif (Acinetobacter sp., Citrobacter sp., Comamonas sp., Escherichia sp., Gamma sp.,
Klebsiella sp., Kluyvera sp., Mannheimia sp., Neisseria sp., Pantoea sp., Pasteurella sp.,
Proteus sp., Pseudomonas sp., Raoultella sp., Salmonella sp. ve Serretia sp.) oldugu tespit
edilmistir. Koagulaz negatif stafilokoklar (%36,5), Bacillus sp. (%15,6), S. aureus
(%11,0), M. haemolytica (%6,3), Enterobacteriaceae sp. (%6,8), P. multocida (%5,2), M.
luteus (%4,2), Streptococcus sp. (%2,6), Acinetobacter sp. (%2,6), Pseudomonas sp.
(%2,1), Corynebacterium sp. (%1,0) en ¢ok identifiye edilen tiirler olarak belirlenmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada mikrobiyal ve molekiiler ¢alisma sonuglar1 birbirleri ile
paraleldir. Bundan sonra yapilacak olan c¢alismalarda, yorede solunum sistemi problemi
bulunan sigirlarin da nazal bakteriyel florasinin molekiiler identifikasyonlarinin yapilmasi,
saglikli ve sagliksiz florada bulunan mikroorganizmalarin karsilastirilmasi, her iki florada
da en sik izole edilen etkenlerin virulens ve antibiyotik diren¢ genlerinin karsilastirilarak

incelenmesinin yapilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Nazal flora, Molekiiler identifikasyon, 16S rRNA
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SUMMARY

Eskin Z. Molecular Identification of Bacterial Flora of the Nasal Cavity of
Healthy Calves

This study aimed to carry out the moleculer identification of aerobic bacterial nasal
flora of clinically healthy calves, collected by nasal swabs, by using 16S rRNA sequence

analysis.

Nasal swab samples from 56 calves on 15 farms were used in the study, isolation of
bacteria was carried out by using classical conventional methods, after examining the
macroscopic and microscopic morphology of the factors, their identifications were carried
out by using universal primers duplicating polymerase chain reaction of 16S rRNA gene.
With the sequence analysis of the isolated 192 micro-organisms, it was determined that
143 (74.5%) were Gram-positive (Aerococcus sp., Arthrobacter sp., Bacillus sp.,
Brevibacillus sp., Brevibacterium sp., Corynebacterium sp., Enterococcus sp.,
Exiguobacterium sp., Micrococcus sp., Staphylococcus sp.) and 49 (25.5%) were Gram-
negative (Acinetobacter sp., Citrobacter sp., Comamonas sp., Escherichia sp., Gamma sp.,
Klebsiella sp., Kluyvera sp., Mannheimia sp., Neisseria sp., Pantoea sp., Pasteurella sp.,
Proteus sp., Pseudomonas sp., Raoultella sp., Salmonella sp. ve Serretia sp.). Coagulase-
negative staphylococci (36.5%), Bacillus sp. (15.6%), S. aureus (11.0%), M. haemolytica
(6.3%), Enterobacteriaceae sp. (6.8%), P. multocida (5.2%), M. luteus (4.2%),
Streptococcus sp. (2.6%), Acinetobacter sp. (2.6%), Pseudomonas sp. (2.1%),

Corynebacterium sp. (1.0%) were the most commonly identified species.

In our study, results of classical conventional methods microbial and molecular
identification techniques were found to be similar. It was suggested that works related
with molecular identification of nasal bacterial flora of the calves with respiratory system
problems in the field should be conducted and, comparison of microorganisms bacterial
species located in healthy and unhealthy flora should be carried out, and virulence and
antibiotic resistance genes of the most common agents isolated from both flora should be
determined at the future studies.

Key words: Nasal flora, Molecular Identification, 16S rRNA
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