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OZET

ENDOMETRITISLi INEKLERDEN PATOJEN MiKROORGANIZMALARIN
MALDI-TOF MS iLE iDENTIFiKASYONU VE iZOLATLARIN
ANTIBiYOTIiKLERIN DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Palalioglu B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Veterinerlik Mikrobiyolojisi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Bu aragtirma Bati Ege illerinde (Aydin, Denizli, Mugla) endometritisli siit ineklerinin
vaginal akint1 6rneklerinden izole edilen patojen mikroorganizmalarin tespiti ve antibiyotik

direng profillerinin ortaya konulmasi amaci ile yapildi.

Gereg ve Yontem: Arastirma, Aydin, Denizli ve Mugla’da bulunan ¢esitli isletmelerden (her
ilden 50 adet olmak Uzere) endometritis siipheli toplamda 150 inekten alinan vajinal akinti
numuneleri ile yapilmistir. Bakteriyel kiiltiir sonucu izole edilen bakterilerin MALDI-TOF
MS ile identifikasyonlar1 yapildi ve Kirby - Bauer Disk Difflizyon metodu ile antibiyotik
duyarlilik testleri gergeklestirildi.

Bulgular: Arastirmada Aydin ilinden alinan 50 6rnekten 45 izolat, Denizli ilinden alinan 50
ornekten 43 izolat, Mugla ilinden alinan 50 &rnekten 32 izolat elde edildi. Izolatlardan
MALDI-TOF MS ile yapilan identifikasyon sonucunda 17 farkli bakteri tiirii tespit edildi. En
cok tespit edilen bakteriyel etkenler (%27) Trueperella pyogenes, (%18) Streptococcus
pluranimalium, (%13) Escherichia coli olarak bulundu. Antibiyotik duyarlilik testlerinde
Trueperella pyogenes ve Escherichia coli izolatlarinin tamami amoksisilin-klavulanik asit,

ampisilin ve penisilin G’ye kars1 direncli olarak bulundu.

Sonug: Arastirma sonucunda, T. pyogenes ve E. coli etkenleri birgok arastirmada oldugu gibi
endometritis vakalarindan en cok izole edilen etkenler oldugu tespit edildi. izolatlarin
direnglilik profilleri g6z oniine alindiginda endometritis vakalarinda bakteriyel teshis ve teshis
edilen etkenlerin antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasinin gerekli oldugu sonucuna

varildi.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, Endometritis, MALDI-TOF MS.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PATHOGENIC MICROORGANISMS FROM COWS WITH
ENDOMETRITIS USING MALDI-TOF MS AND DETERMINATION OF
ANTIBIOTIC SUSPECTIBILITIES

Palalioglu B. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, VVeterinary
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2024.

Objective: This study aimed to identify pathogenic microorganisms isolated from vaginal
discharge samples of dairy cows with endometritis and to determine their antibiotic resistance

profiles in the Western Aegean provinces (Aydin, Denizli, Mugla).

Material and Methods: The study was conducted with vaginal discharge samples collected
from a total of 150 cows suspected of having endometritis from various farms in Aydin,
Denizli, and Mugla (50 cows from each province). Bacteria isolated from the samples were
identified using MALDI-TOF MS, and antibiotic susceptibility tests were performed using the
Kirby-Bauer disk diffusion method.

Results: From the 50 samples collected in Aydin, 45 isolates were obtained; from the 50
samples in Denizli, 43 isolates were obtained; and from the 50 samples in Mugla, 32 isolates
were obtained. Seventeen different bacterial species were identified using MALDI-TOF MS.
The most frequently identified bacterial agents were Trueperella pyogenes (27%),
Streptococcus pluranimalium (18%), and Escherichia coli (13%). Antibiotic susceptibility
tests revealed that all isolates of Trueperella pyogenes and Escherichia coli were resistant to

amoxicillin-clavulanic acid, ampicillin, and penicillin G.

Conclusion: The study concluded that T. pyogenes and E. coli were the most commonly
isolated agents in endometritis cases, similar to findings in many other studies. Considering
the resistance profiles of the isolates, it was determined that bacterial diagnosis and antibiotic

susceptibility testing of identified agents are necessary for endometritis cases.

Keywords: Antibiotic resistance, Endometritis, MALDI-TOF MS.



1. GIRIS

Endometritis, sut ineklerinde infertilitenin en énemli nedenlerinden biridir (Sheldon ve
digerleri, 2009; Wagener ve digerleri, 2017). Siit ciftliklerinde hastalanan hayvanlarin
tedavisi, siitiin atilmasi, itlaf, siit Uretiminde azalma ve tedavi uygulanan ineklerde
dogurganliginin azalmasi gibi ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Gilbert ve digerleri,
2005; LeBlanc, 2008; Paiano ve digerleri, 2019, 2020).

Metritis ve klinik endometritis, bazi ¢iftliklerde %8 ile %40 arasinda degisen, ortalama
%20'lik bir prevalans géstermektedir (LeBlanc, 2008; Galvao, 2012).

Siit ineklerinde endometritis ile iligkili ana bakteri tiirlerinin Trueperella pyogenes,
Escherichia coli ve Fusobacterium necrophorum oldugu bildirilmistir (Williams ve digerleri,
2005; Sheldon ve digerleri, 2010; Machado ve digerleri, 2012; Pascottini ve digerleri, 2020).

Gunimduzde, uterus mikrobiyotasinin tanimlanmasi ve metritis, endometritis
etkenlerinin identifikasyonu bakteriyel kultlr yéntemleri veya metagenomik analizler yoluyla
yapilmaktadir. Bakteriyel kiiltiir yoluyla identifikasyon; bakteri izolasyonu sonrasinda genel
biyokimyasal testler veya MALDI-TOF MS gibi daha modern teknikler kullanilarak
gergeklestirilebilmektedir (Ballas ve digerleri, 2021).

Antibiyotikler bircok bakteriyel infeksiyonda oldugu gibi endometritis tedavisinde de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Azawi, 2008). Uterus enfeksiyonlarmin tedavisi igin
cogunlukla intrauterin infiizyon veya parenteral enjeksiyon yoluyla cesitli antimikrobiyal
gjanlar kullanilir (Gustafsson, 1984). Ginlmizde patojen bakteriyel etkenlerde diinya
genelinde antimikrobiyal direng yaygin bir sorun haline gelmistir. Endometritis vakalarinda
dogru tedavi protokoliiniin olusturulmast ve ineklerde goriilen bakteriyel endometritis
etkenlerinin bazilarinin zoonotik karaktere de sahip oldugu diisiiniildiigiinde tedavide uygun
antibiyotigin kullanilabilmesi icin tespit edilen patojenin antibiyotik duyarlilik testlerinin

yapilmas1 6nemlidir (Takamtha ve digerleri, 2013).

Arastirmamizda, Batt Ege illerinde bulunan st isletmelerindeki CE (Klinik
endometritis) ve SCE (subklinik endometritis) vakalarindan alinan vajinal akint1 6rnekleriyle
endometritise neden olan bakteriyel etkenlerin MALDI-TOF MS ile teshisi ile antibiyotik

duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endometritisin Tanimi

Endometritis, endometriumun sistemik belirtileri olmayan ylizeysel bir iltihabidir

(Sheldon ve digerleri, 2006).

Klinik endometritis (CE), uterus liimenine belirgin bir 16kosit infiltrasyonunun eslik
ettigi dogum sonrasi 21 veya daha fazla giinde piiriilan veya mukopiiriilan vajinal akintinin
varhigi olarak tanimlanir. Subklinik endometritis (SCE), endometriumda Kklinik endometritis
belirtilerinin olmamasi ile birlikte artan oranda polimorfoniikleer notrofil (PMN) hiicreleri ile

karakterize edilir (Kasimnickam ve digerleri, 2004).

Postpartum ilk 2 hafta boyunca st ineklerinin %80-100'tnun uterusunda potansiyel
patojenler de dahil olmak iizere genis bir bakteri ¢esitliligi gozlemlenebilir (Sheldon ve

digerleri, 2009).

Bagisiklik yanitt ve rahim enfeksiyonu arasindaki dengeye bagli olarak, ineklerin
yaklasik %25-40'mmda dogumdan sonraki ilk 3 hafta icinde metritis gelisir (Markusfeld, 1987;
Drillich ve digerleri, 2001). Sonrasinda, ineklerin %15-20'si CE gelistirmekte ve %30'u da
dogumdan 3 hafta sonra SCE gelistirmektedir (Cheong ve digerleri, 2011; Gilbert ve digerleri,
2005; LeBlanc ve digerleri, 2002).

Postpartum endometritis, oversikluslarinin yeniden baslamasini geciktirdigi, postpartum
luteal fazlar1 uzattigi, ilk servise ve agik giinlere kadar olan giin sayisim artirdigi ve
konsepsiyon oranini diisiirdiigli i¢in iireme performansi lizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir

(Kasimnickam ve digerleri, 2004; Ribeiro ve digerleri, 2013).



2.2. Endometritisin Etiyolojisi

Endometritis olusumundan bir¢ok faktoriin sorumlu oldugu bildirilmistir. Bunlar
distosi, ikizler, dogum indiiksiyonu, fetal membranlarin tutulmasi ve yumurtalik dongiisel
aktivitesinin restorasyonu, siit verimi, metabolik hastaliklar ve uterusun bakteriyel
kontaminasyonudur. Tutulan plasental membranlar endometritis igin 6nemli risk faktorin
temsil eder (Potter ve digerleri, 2010). Ineklerde distosi siklikla, her ikisi de siiphesiz
endometritis gelisimini destekleyen fetal membranlar ve gecikmis uterus invollisyonu gibi

¢oklu dogum sonrasi1 komplikasyonlarla iligkilidir (Markusfeld, 1984).

Negatif enerji dengesi (NEB) en yaygin olarak siddetli ve uzun siireli uterus iltihab1 ve
gecikmis uterus involiisyonu ile baglantilidir (LeBlanc ve digerleri, 2011). NEB, endometritis,
Ozellikle plasenta ve metritis retansiyonu i¢in risk faktorlerini 6,1 ila 9,5 kat artirabilen,
ozellikle ketozis gibi birgok metabolik bozuklugun gelisimini destekler (Markusfeld, 1987).
Bakterilerle ¢evresel kontaminasyon, dogum sirasinda uterusu kontamine edebilir. Mastitis,
cevrede endometritis gelisimini destekleyebilecek bir bakteriyel kontaminasyon kaynagini
temsil eder (Madozve digerleri, 2014). Buzagilama zamani civarinda yeterli kalsiyum
mobilizasyonunun basarisiz olmasi hipokalsemi ile sonuglanir. Kalsiyum uterin invollsyon
stirecinde 6nemli bir element oldugundan, herhangi bir eksiklik bu stireci geciktirir ve tutulan
fetal membranlar icin bir risk faktorli olarak kabul edilir ve endometritis insidansini ve
siddetini etkileyebilir (Ghavi Hossein-Zadeh ve Ardalan, 2011).

Klinik ve subklinik endometritisten, sigir herpes viriisiit 4 (BoHV-4) ve ¢ok sayida
bakteri sorumludur. Patojenitelerine ve izolasyon sikliklarina gore siniflandirilirlar (Williams

ve digerleri, 2005; Prunner ve digerleri, 2014). (Tablo 1)

T. pyogenes, endometritisten etkilenen ineklerin uteruslarindan en sik izole edilen
bakteridir (Hartigan ve digerleri, 1974). Ayrica Streptococcus spp., Staphylococcus spp. gibi
diger bakteriler ve E. coli endometritise neden oldugu diisiiniilmektedir (Griffin ve digerleri,
1974; Morrow, 1986). Provetella spp., Fusobacterium necrophorum ve Fusobacterium
nucleatum gibi anaerobik bakteriler tarafindan takip edilir (Sheldon ve digerleri, 2006;

Prunner ve digerleri 2014).



Tablo 1. Uterus limeninden izole edilen bakterilerin potansiyellerine gore siniflandirilmasi

(Mounir ve digerleri, 2017; Williams ve digerleri, 2005).

Uterus Patojenleri Potansiyel Patojenler Firsat¢1 Kontaminantlar

Prevotella Non-hemolitik Streptococcus  Streptococcus acidominimus

melaninogenicus spp.

Escherichia coli Peptostreptococcus spp. Staphylococcus spp.

Fusobacterium Mannheimia haemolytica Proteus spp.

necrophorum

Trueperella pyogenes Pasteurella multocida Aspergillus spp.

Bacteroides spp. Enterococcus faecalis Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus Clostridium perfiringes
Bacillus licheniformis a- hemolitik Streptococcus spp.

Micrococcus spp.

2.3. Endometritisin Patogenezi

Jubb ve digerleri (1985) ve McEntee (1990) uterus enfeksiyonunu uterus dokularindaki
histopatolojik degisikliklere bagl olarak hafif, akut ve kronik form olarak siniflandirmistir.
Hafif endometritisteki histopatolojik degisiklikler ¢arpici degil ve ¢ogunlukla yaygin, hafif
yuzeysel epitelde hafif soyulma ve Onemli vaskiiler degisiklikler olmadan inflamatuar
hlcrelerin infiltrasyonu goriildiigiinii belirtmislerdir. Akut endometritiste ise bezler dahil tim
mukozal elemanlar1 tutan, yiizeyde kitlesel, siipiiratif ve yiizeysel nekroz ile belirgin bir
Iokosit infiltrasyonu, kronik endometritiste ise tum mukozal elementleri tutan belirgin bir
I6kosit infiltrasyonu oldugunu belirlemislerdir. Uterus duvari kan ve 6dem ile kalinlagmistir.
Seroza mat ve boya fir¢asi tarzinda kanamalarla ince grantiler olup ince fibrin birikimi veya
subserozal damarlarda koyu renkli tikaniklik gézlenebilmektedir (Dzhurova ve Gilibinov,
1981).



2.4. Siit Ineklerinin Genital Sistem Mikrobiyotas

Son yillarda yapilan mikrobiyal arastirmalar, organizmalarin mikrobiyom adi verilen
belirli nislerde tiirler i¢inde ve tiirler arasinda nasil etkilesime girdigine odaklanarak bireysel
bir in vitro odaktan daha ekolojik bir bakis agisina kaymistir (Yeoman ve digerleri, 2018).
Mikrobiyota terimi, tiirlerde baris iginde yasayan ve bir arada var olan bir dizi
mikroorganizmay1 ifade eder, ancak bu dogal popiilasyonlardaki rahatsizliklar saglik ve
normal fizyolojik kosullar {izerinde zararl bir etkiye sahip olabilir (Knight ve digerleri, 2017).
Sigirlarin lireme sistemi, siit ve besi sigirlarinin iireme yollarinin farkli niglerinde bulunan ve

simif veya familyalarina gore degisen karmasik bir mikrobiyotadan olusmaktadir (Sekil 1).

' ﬂ Firmicutes | ummﬁ
o N
-
‘ Proteobacteria | | Ba\‘lcmlddnl"'
| | /
Q Fusobactera : }Pnuotuﬂrm “ ’ Y
- l
Nl 29999 | i)
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Sekil 1. Ureme sisteminin gesitli boliimlerinin mikrobiyotas1 (Knight ve digerleri, 2017).



2.4.1. Vajinal Mikrobiyota

Inek vajinasindaki mikrobiyota, bakteriyel kiiltiire bagl bir teknik kullanilarak hastalik
etkisine dayali olarak ¢alisilmistir (Wang ve digerleri, 2016). Bununla birlikte, metagenomik
gibi ileri teknolojilerin ortaya ¢ikmasiyla, Nellore, Holstein ve Fleckvieh sigirlarinda benzer
bakteri filumlar1 ortaya ¢ikarilmigtir. Bunlar Firmicutes, Bacteroidetes ve Proteobacteria'dan
olustugu belirtilmistir (Laguardia-Nascimento ve digerleri, 2015; Nesengani ve digerleri,
2017). Sekil 1.’de gosterildigi gibi vajinal niste bulunan bu bakteriler toplam bakterilerin
yaklasik %30-40'1n1 olusturur (El-Hayek ve Clarke, 2016). Giannattasio-Ferraz ve digerleri
(2019), yaptiklar1 son ¢aligmalarda Nellore sigirlarinin vajinal mikrobiyotast ve tanimlanan
ana bakteri tlrlerini Aeribacillus, Bacillus, Clostridium, Bacteroides ve Ruminococcus tiirleri

olarak tespit etmislerdir.

Farkli sigir irklarinin mikrobiyotasinda bildirilen benzer bakteri tiirlerinin yani sira
patojenik mantarlarin son zamanlarda Gzellikle maya ve Penicilium turleri olmak (zere
Holstein siit sigirlarinin servikal-vajinal sivilarinin  kolonizasyonu oldugu da 6zellikle
bildirilmistir (Saini ve digerleri 2019). Bununla birlikte, ¢esitli teritojenik streclerde rol
oynayan bu firsatgr mantar patojenlerinin islevi, daha fazla arastirma gerektirmektedir. Sigir
vajina yolundaki mikrobiyotanin da tireme basarisi ve basarisizliginin biyo belirtecleri olarak
onemli bir rol oynadigi yakin zamanda ortaya c¢ikarilmistir (Deng ve digerleri, 2019).
Oncelikle dana diive 6rnekleri iizerinde yapilan bir aragtirmada, yakin zamanda random forest
simiflandirmada vajinada Clostridiaceae familyasi, Histophilus tirleri ve Campylobacter
tirlerinin yan1 sira digkida Bacteroidales takimi ve Dorea tiriinin varligi da gebelik i¢in

onemli gostergeler olarak ortaya ¢gikarilmistir (Deng ve digerleri, 2019).

Mahalingam ve digerleri (2019), vajinal mikrobiyotanin biyik bir mikrobiyal gesitlilik
ile Greme sistemi Uzerine oOnemli bir katki saglasa da, kizginlik dongiisiiniin farkli
asamalarinda mikrobiyotanin rolii hakkinda hala ¢ok sinirli bilgi oldugunu belirtmislerdir.
Ornegin, Buffalo cinsi sigirlarda Ostrus dongiisiiniin ¢esitli evreleri sirasinda vajinal

mikrobiyotanin etkisi gozden gecirmislerdir.

One ¢ikan operasyonel taksonomik birimlerden (OTU) yapilan 16S rRNA gen dizileri
bir filogenetik siiflandirma agacina entegre edilmis ve Buffalo cinslerinin vajinal sivisinda

agirhkli  olarak tespit edilen bakteri tdrlerinin  Corynebacterium, Porphyromonas,



Helcococcus, Anaerococcus tiirleri ile ¢ok yakindan iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Ostrus

evrelerinde Firmicutes filumunun 6nemli seviyede oldugunu belirtmislerdir.

Mahalingam ve digerleri (2019) vajinal mikrobiyotada Ostrus dongiisiiniin farkl
asamalarinda bakteri familya ile filumlarinin tanimlanmasinin, reprodiktif aktiviteye
probiyotiklerle tedavi ve tespit edilen yeni suslar hakkinda arastirmalarla bilgi edinilmesi gibi

fayda saglayabilecegini ortaya koymuslardir.

Fettweis ve digerleri (2019) ile Goltsman ve digerleri (2018), yaptiklar1 arastirmada
dikkat ¢ekici bir sekilde, vajinal mikrobiyotada Streptococcus tirlerinin luteal fazdaki sayisi
folikiiler fazdakinden 6nemli Olcude daha fazla iken, Lactobacillus turlerinin ise folikiler
fazda, luteal fazdan daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte, folikller ve
luteal fazlar arasindaki vajinal mikrobiyota arasindaki farklar1 daha iyi anlamak i¢in, genom
toplulugu igindeki bakterilerin ayrintili bir analizini gerekli oldugundan, gelecekteki
caligmalarin  Metagenomik Shotgun Dizileme (MSS) analizini kullanmasi gerektigini

vurgulamislardir.

2.4.2. Servikal Mikrobiyota

Mukusla kapli bir dizi kolajen halkadan olusan serviks, uterusu ortamdaki patojenlerden
koruyan 6nemli anatomik bariyerlerden biridir (Azawi, 2008; Sheldon ve Dobson, 2004).
Servikal mukus, alt genital sistemden iireme yoluna ¢ikabilen mikroplara kars1 biyolojik ve
fiziksel bir bariyer islevi goriir (Sheldon ve Dobson, 2004). Fakat anatomik konumu
nedeniyle serviks liimen artiklar1 tarafindan olusturulan iltihaplanmaya sebep olan ve uterus

kasilmalari tarafindan atilan bakterilere maruz kalir (Sharma ve digerleri, 2017).

Singer ve digerleri (2016) siit ineginin serviksinde gézlemlenen bakteri popiilasyonunun
cesitliliginin, daha Onceki arastirma caligmalarinda kullanilan geleneksel kiiltiire baglh
yontemlerle bildirilenden daha karmasik olacagini belirtmislerdir. Yeni nesil dizilemenin
ortaya ¢ikmasiyla, servikal mikrobiyotanin kapsamli dizilimini ve veri analizini
gerceklestirerek bu nis i¢indeki kiiltiirde iiretilemeyen bakterileri kesfetmek daha kolay hale
gelmistir. Bu ileri teknik sayesinde sevikste bulunan bakteriyel patojenlerin vajinal
surlnttlerden daha yaygm oldugu ortaya ¢ikmustir. Ozellikle abort yapan ineklerde servikal
siriinttlerinden izole edilen S. aureus, abort yapmayan hayvanlarda kiyasla daha yiiksek

olarak goriilmiistiir (Galvao,2018).



Yeni nesil dizileme ile birlikte siit ineginin serviksindeki gesitli evreler de Wang ve
digerleri (2018), tarafindan arastirildi. Wang ve digerleri (2018), ineklerin klinik dogum
oncesi (CF), Klinik gebelik (CG) ve Klinik dogum sonrasi (CP) evrelerinde serviksteki ana
bakteri filumlarinin Proteobacteria, Bacteroidetes ve Firmicutes’lerden olustugunu

bulmuslardir.

2.4.3. Uterus Mikrobiyotasi

Son yirmi yilda, dogum sonrasi iireme sisteminde mikrobiyotanin hastaliklardaki roli
detayli bir sekilde arastirilmistir. Daha 6ncesinde uterusun gebelik sirasinda steril olduguna ve
dogumdan sonra hayvanlardan ve cevreden gelen spesifik olmayan bakterilerle kontamine

olduguna inaniliyordu (Galvéo ve digerleri, 2019).

Chen ve digerleri (2017) disi iireme sistemi boyunca mikrobiyotanin siirekliligini
gostererek ortamin steril olmadigint ortaya ¢ikarmistir. Agostinis ve digerleri (2019), uterus
mikrobiyotasinin ve lokal bagisiklik sisteminin ¢apraz diizenleyici bir etkiye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Bakterileri ve endometriyumun 16S ribozomal RNA dizilimini goérintileyen
floresan problar, gebelik sirasinda bile uterusta seyrek bir mikrobiyotanin var olduguna dair
kanit saglamistir. Bu ¢alismalarda 6n plana ¢ikan bakteriler T. pyogenes, Fusobacterium spp.
ve Prevotella spp. gibi endometriyal patojenleri de icermektedir. Bununla birlikte, uterus
mikrobiyotasinin bakteriyel yogunlugu bagirsak veya vajinadan daha az olup mikrobiyotadaki
etkenlerin kiiglik bir kismi dogum sonrasi uterus infeksiyonlarina katkida bulunmaktadir

(Karstrup ve digerleri, 2017; Moore ve digerleri, 2017).

Dogum sonrasinda Urogenital sistem boliimlerin birbirleri ile temas halinde olmasi
genellikle erken dogum sonrasi siit ineklerinin uterus mikrobiyotasini etkilemektedir (Galvao

ve digerleri, 2019; Miranda-CasoLuengo ve digerleri, 2019).

Williams ve digerleri (2005), uterus liimenindeki izole edilen bakterileri, uterus
mikrobiyotasindaki patojen etkenler, diger potansiyel patojen etkenler ve firsatei

kontaminantlar olarak ayirmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Uterus limeninden izole edilen bakteriyel etkenlerin siniflandirilmast (Williams ve
digerleri 2005).

Ayrica vajinal ve uterus kaynakli etkenlerin dagilmasi haricinde dogum sonrasi uterusta
Sekil 2°de belirtilen bakterilerin bir¢ogu, vajina, deri ve bagirsak gibi ¢evresel kaynaklardan
bulasabilmektedir (Sekil 3) (Miranda-CasoLuengo ve digerleri, 2019).

Ryan ve digerleri (2020) patojen bakteriyel etkenlere maruziyetin uterus saglhigini
olumsuz etkiledigini ve 0Ozellikle mera bazli yetistirilen Holstein-Friesian ki1 ineklerde
sonraki treme déneminde reprodktif parametreler izerinde énemli bir etkiye yol agabildigini

belirtmislerdir.

Canadas ve digerleri (2020) laktasyondaki siit ineklerinde uterus sagligi, korpus
luteumun durumu, dogurganlik alt indeksi ve lireme islevi arasinda giiclii bir iliski oldugunu

acik¢a vurgulamislardir.
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Sekil 3. Ureme sisteminde olas1 mikrobiyota kaynaklar1 (Miranda-CasoLuengo ve digerleri,
2019).

A. Bagirsaktan uterusa bakteri geg¢isinin kan yoluyla bulasi.
B. Ureme sisteminin gesitli boliimlerine bakterilerin bulasinin gevresel yolu.

C. Bakterilerin vajinadan iireme sistemine gegis yolu.

2.5. Klinik ve Subklinik Endomtritisin Siit Ineklerinin Uterus Mikrobiyatas1 Uzerine

Etkileri

Klinik endometritis, pirilan veya mukopurilan akinti olarak tanimlanir (LeBlanc ve
digerleri, 2002). Endometritisli inekler daha yiksek derecede bakteriyel kontaminasyona
maruz kaldigi i¢in uterus dokusu daha ince ve deri kalinlasmistir (Foldi ve digerleri, 2006).
Uterusun rektal palpasyonu ile goriilen klinik bulgular, asimetrik uterus boynuzlar,

kalinlagsmis uterus duvari ve endometriumda bol sivi varligidir (Lewis, 1997).

Subklinik endometritis, uterusta yetersiz eksudat birikimi ile karakterize olup,
patognomonik 6zellikte servikal akintinin  tamamen yoklugu ile sonuglanmakta

(Kasimanickam ve digerleri, 2004; Gilbert ve digerleri, 2005) ve vajinada piiriilan akinti
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yoksa endometriyal sitoloji ile teshis edilebilmektedir (Gilbert ve digerleri, 2006). Subklinik
endometritis, uterus sitoloji 6rneklerinde dogum sonrasi1 20-33. glinlerde %18'den fazla PMN
veya dogum sonrasi 34-47. glinlerde %10'dan fazla PMN gozlenmesiyle tanimlanabilmektedir
(Sheldon ve digerleri, 2006).

2.5.1. Uterus Mikrobiyotasinin Bakteriyel Cesitliligi

Wang ve digerleri (2018) yapti§i calismada, sigir uterin mikrobiyotasinin profilini
¢ikarmak ig¢in, 27 vajinal akintt numunesi i¢in 16S rRNA dizilemesi gergeklestirmislerdir.
Uterus mikrobiyotasinda bakteriyel ¢esitliligin klinik veya subklinik endometritiste azaldigini

ortaya koymuslardir. (Sekil 4B).

Calismada tiir ¢esitliligi Shannon ¢esitlilik indeksi olarak 6l¢iilmiis, tir zenginligi OTU
sayist olarak hesaplanmistir. Tiir cesitliligi acisindan gruplar arasinda herhangi bir farklilik

bulunmamustir (Sekiller 4C, 4D).

Venn semasi, toplam 445 OTU'nun 293'iniin SCE, CE ve saglikli bireylerde ortak
olarak bulundugunu gostermektedir (Sekil 4E). Bu 293 OTU, saglikli, subklinik endometritis
(SCE) ve klinik endometritis (CE) ineklerinde toplam OTU yogunlugunun sirasiyla %99.68,
%99.39 ve %98.67'sini temsil etigini raporlamislardir (Sekil 4C, 4E).
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Sekil 4. Uterus mikrobiyotasinin saglikli, klinik ve subklinik endometristisli hayvanlarda
yapisal karsilastirmasi1 (Wang ve digerleri, 2018).

A.OTU’larin Seyreklik egrileri.
B. Tespit edilen tiirlerin ortalama yogunlugu(%).
C. Mikrobiyotanm Shannon Cesitlilik Indeks grafigi.

D. Saglikli, SE ve CE' de uterus mikrobiyotasinin alfa cesitliligini tahmin etmek igin
kullanild1. Semboller, bireysel ineklerden alinan verileri temsil eder, veriler %95 GA ile

medyan olarak gosterilir.
E. Ug grubun uterus mikrobiyotasindaki ortak ve 6zel OTU' lar1 gdsteren Venn semasi.

F. Bray-Curtis faklilik indeksine sahip OTU’ larin goreceli bolluguna dayanan ve her bir inek

icin aralarindaki farkliliklar1 gosteren temel bilesenler analizi.

Saglikli inekler, n= 13; SE, subklinik endometritisli inekler, n = 5; CE, klinik endometritisli
inekler, n = 9.
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2.5.2. Uterus Mikrobiyotasinda Endometritis ile Tliskili Degisiklikler

Wang ve digerleri (2018), yaptigi calismada tim 6rneklerde uterus mikrobiyotasinda
toplam 17 filum tanimlamislardir. Firmicutes (%76,7), Proteobacteria (%8,1), Actinobacteria
(%5,9), Bacteroidetes (%4,6), Fusobacteria (%4,3) ve Tenericutes (%0,2)' nin uterusta en bol
bulunan alti filum oldugunu belirlemisler, bunun da toplam yogunlulugun %98,8" ini
olusturdugunu tespit etmislerdir. Toplamda, tim &rneklerde 206 farkli bakteri cinsi
tanimlanmislardir. Sekilde saglikli, CE ve SE gruplarinin sirasiyla toplam cins bollugunun
%99,6’ s1, %99,48” 1 ve %98,61’ ini olusturdugu belirtilmistir. Yogunluga gore yogunlugu
maviden (diisiik) kirmiziya (yliksek) bir renk gradyani ile gosterilmistir (Sekil 5).

Bacillus
Streptococcus
Lysinibacillus

Carnobacterium
Exiguobacterium

L Other
Arthrobacter
Solibacillus
Pseudomonas

Lactobacillus
Enhydrobacter
= Acinetobacter
i = "N.E I ——
Leptotrichiaceae.norank
Ureaplasma
— Meaplasma
. Prevotella
Blautla
Bifidobacterium
RC9 gut group
Cupriavidus
Corynebacterium
— Intrasporangiaceae
Serratia
Rhizobium
Trueperella
ratAN060301C.norank
Helcococcus
Peptoniphilus
Porphyromonas
Fusobacterium
Parvimonas
Healthy SE CE

Brochothrix
Relative abundance (%)

0.00 002 013 059 3.16 58.88

Oceanobacillus
Psychrobacter
Leuconostoc

|| == ‘ Flavobacterium

Escherichia-Shigella

Sekil 5. ineklerde yiiksek oranda tespit edilen 40 bakteri cinsinin ortalama yogunlugu (Wang
ve digerleri, 2018).

Healthy: Saglikli; SE: Subklinik endometritis, CE: Klinik endometritis
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Bu caligmadaki tiim siit ineklerinin toplam filum ortalama yogunlugunun %99.8'ini
olusturdugunu tespit edilmistir. Saglikli ve SE ineklerinin uterusunda en yiiksek bulunan ¢ok
az varyasyona sahip bes bakteri cinsi Lactococcus, Bacillus, Solibacillus, Pseudomonas ve
Arthrobacter olarak belirlenmistir. CE ineklerinde, Lactococcus, Bacillus, Fusobacterium ve
Solibacillus en yiiksek bulunan ilk bes cins olarak belirlenmistir. Cins diizeyindeki 1s1 haritasi
analizi, CE ineklerinin uterus mikrobiyotasinda cinsteki artigla birlikte, saglikli ve SE
inekleriyle karsilastirildiginda Fusobacterium, Parvimonas, Porphyromonas, Peptoniphilus,

Helcococcus, Trueperella tiirleri bariz bir degisim gosterdigi raporlanmustir.

2.5.3. Saghkh ve Endometritisli Ineklerde Bakteriyel Kompozisyon

Ballas ve digerleri (2021) yaptiklar1 ¢aligmada saglikli ve endometritisli ineklerdeki
bakteriyel ¢esitliligi cins seviyesinde arastirmistir (Sekil 6A, Sekil 6B). Saglikli ineklerin
yarisindan fazlasi (%51.7, 30/58) tohumlama giiniinde Bacillus spp. barindirirken,
endometritisli ineklerde énemli 6l¢ude azaldigini tespit etmislerdir (%22,6; 14/62). Buna ek
olarak, suni tohumlama zamaninda VDS 1'li ineklerde daha yiiksek bir Staphylococcus spp.
prevalanst bulmuslardir. Ayrica diger cinsler i¢in, VDS 0 ve VDS 1 arasinda enfekte

hayvanlarin ylizdelerinde 6nemli bir farklilik bulmamaislardir.
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Sekil 6. Metritisli hayvanlarin bakteriyel cins ve tlr yiizde oranlar1 (Ballas ve digerleri, 2021).
A. En sik tespit edilen cinslerle enfekte hayvanlarin yiizdeleri
B. En sik tespit edilen tirlerle enfekte hayvanlarin yiizdeleri

Yildiz isaretleri, tek degiskenli analizde tespit edilen VDS 0 ve VDS 1 (P < 0.05) arasindaki

6nemli farkliliklart gosterir.

Tiir diizeyinde, VDS 0 ve 1 arasindaki bakteri yogunlugundaki tek 6nemli fark, iki
Bacillus turi olan B. licheniformis ve B. subtilis arasinda goriilmistiir. Endometritisli
hayvanlar ne B. licheniformis ne de B. subtilis bulunmazken, bu tirler VDS 0 ineklerinin
sirasiyla ineklerin %27,6'sinda (16/58) ve %8,6'sinda (5/58) tespit ettiklerini raporlamislardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Ornekleme

Arastirmamizda Aydin, Denizli ve Mugla’da bulunan gesitli isletmelerden (her ilden 50
adet olmak Uzere) dogum sonrasi 3 hafta i¢erisinde endometritis siipheli toplamda 150 inekten
aseptik ve teknige uygun olarak alinan vajinal akintt numuneleri soguk zincirde Aydin Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na getirilmistir.
Bakteriyel izolasyon yapilana kadar +4 °C’de muhafaza edilen 6rnekler arastirma materyalini

olusturmaktadir.

3.1.2. Kullanilan Soliisyonlar, Besiyerleri

3.1.2.1. Gram boyama

Kristal viyole, distile su, lugol ¢ozeltisi, %95 ethanol, sulu fuksin kullanilmstir.

3.1.2.2. Besiyerleri

3.1.2.2.1. Blood Agar (HiMedia M073)

Blood Agar 40 gr

Distile su 1000 ml
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121 °C’de 15 dakika sterilizasyon isleminden sonra 50°C’ye kadar sogutulup, i¢ine %
7 oraninda defibrine koyun kani ilave edilerek 12,5 ml steril plastik petrilere dokiildii.

3.1.2.2.2. Mac Conkey Agar (Oxoid CM0007)

Mac Conkey Agar 50 gr
Distile su 1000 ml

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

3.1.2.2.3. Eosin Methylen-blue Lactose Sucrose (EMB) Agar (HiMedia M022S)

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

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

3.1.2.2.4. Brucella Agar (Merck 1.10490)

Brucella Agar 41 gr

Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dakika sterilizasyon isleminden sonra 50°C’ye kadar sogutulup, i¢ine %
7 oraninda defibrine koyun kani ilave edilerek 12,5 ml steril plastik petrilere dokiildii.
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3.1.2.2.5. Tryptic Soy Agar (Merck 1.05458.0500)

Tryptic Soy Agar 40 gr
Distile su 1000 ml

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

3.1.2.2.6. Mueller Hinton Agar No. 2 (M1084)

Tryptic Soy Agar 38 gr
Distile su 1000 ml

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

3.1.2.2.7. Brain Heart Infusion Broth (CM1135),

Brain Heart Infusion 37 gr
Distile su 1000 ml

121 °C’de 15 dakika sterilizasyon igleminden sonra 50°C’ye kadar sogutulup 4 ml steril

cam tiiplere aktarildi.

3.1.3. VITEK MS Slayt ve Soliisyonlar:

3.1.4. Kullamlan Antibiyotik Diskleri

Antibiyotik direngliliginin belirlenmesinde; amoxicillin-clavulanic acid (30 pg),

gentamicin (10 pg), enrofloxacin (5 pg), ceftiofur (30 ug), tetracycline (30 pg), kanamycin
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(30 pg), ampicillin (10 pg), penicillin G (10 pg), erythromycin (15 pg) antibiyotik diskleri

kullanilmistir.

3.2. Yontem

Laboratuvara getirilen numuneler, fenotipik izolasyon i¢in %7 koyun Kanli Agar, Mac
Conkey Agar ve EMB Agar besiyerlerine ekilerek 37 °C” de 24-48 saat aerobik inkubasyona
birakildi. Anaerob izolasyon icin incelenecek Ornekler %7 koyun kanli Brucella Agar’a
ekilerek 37 °C’ de 24-48 saat anaerobik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda
bakteriyel lireme tespit edilen numunelerde iireyen koloniler Tryptic Soy Agar (TSA)’da
saflagtirildi. Saflastirma isleminden sonra saf koloniler gram boyama yontemi ile boyandi.

Gram boyama isleminden sonra bakteriler gram pozitif ve gram negatif olarak siniflandirildi.

Calismamizda VITEK MS/IVD/V.3.0 (bioMérieux, France) veritabani kullanildi ve
ireticinin talimati dogrultusunda gerceklestirilen biitiin islemler asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. Smiflandirilan Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin MALDI-TOF MS
ile identifikasyonlari yapildi. 18-24 saat sonrasindaki taze saflastirilan kolonilerden birer
koloni 1 pl’lik 6ze ile almarak VITEK MS slaytlarina ince bir tabaka halinde yayild.
Hazirlanan slaytta her 16 kuyucuk ortasinda yer alan kalibrasyon kuyucuguna kalite kontrol
ve kalibrasyon amaciyla kiitle spektrum profili ¢ok iyi bilinen E. coli ATCC 8739 ince bir
tabaka halinde yayildi. Hazirlanan slayttaki kuyucuklarin her birinin iizerine 1’er pl matriks
soliisyonu CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) eklendi ve oda 1sinda kurumaya
birakildi. 2 dakika beklenildikten sonra slayt cihaz icine yerlestirilerek ¢alisma baslatildi.
Cihaz ilk calistinldiginda vakum ve kalibrasyon isleminin yaklasik 10 dakika siirmesinin
ardindan izolatlarin her birinin spektrumlart alinmaya baslandi. 48 adet 6rnek ve 3 adet
kalibrasyon spotunun yer aldig1 slaytlarin toplam raporlama suresi 57 dakika olarak 6lculdu
(Ornek basina yaklasik 1.7 Dakika).

19



Resim 1. Calismada kullanilan VITEK MS slayti

Identifikasyonu yapilan bakterilerin antibiyotik duyarhiliklarinin belirlenmesi igin
Kirby-Bauer Disk Difflizyon teknigi kullanildi. Bakterilerin saf kolonilerinden Brain Heart
Infusion Broth besiyerinde 0.5 McFarland koloni yogunlugunda homojenize edildi ve 100 pl
Mueller-Hinton Agar {izerine yayildi. Belirlenen antibiyotik diskleri esit araliklarla
yerlestirilerek 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon
zon ¢aplart CLSI 2017 standardina gore degerlendirilerek kayit altina alindi (CLSI, 2017).
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4. BULGULAR

Bu calismada Aydin, Denizli ve Mugla’da bulunan gesitli isletmelerden (her ilden 50
adet olmak (izere) dogum sonrasi 3 hafta i¢erisinde endometritis siipheli toplamda 150 inekten
aseptik ve teknige uygun olarak alinan vajinal akinti numuneleri, endometritise neden olan
bakteriyel etkenlerin MALDI-TOF MS ile teshisi ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi
yapilmustir.

Calismamizda toplamdan 150 tane alinan 6rnekten 60 tanesinde (%40) bakteriyel iireme
tespit edilememistir. Bakteriyel iireme tespit edilememe illere gore; Aydin ilinden alinan
orneklerde %13’tinde, Denizli ilinden alinan drneklerde %12’sinde ve Mugla ilinden alinan

orneklerde ise %15 olarak analiz edilmistir.

4.1. MALDITOF MS Sonuclan

Aragtirmamizda toplamda 150 adet uterustan aseptik kosullarda swap Ornegi alindi.
Aydm ilinden alinan 50 6rnekten 45 izolat, Denizli ilinden alinan 50 6rnekten 43 izolat,
Mugla ilinden alinan 50 &rnekten 32 izolat elde edilmistir. Izolatlarin bakteri identifikasyonu
VITEK MS (MALDI-TOF MS) cihaz ile yapilmigtir. Yapilan identifikasyon ¢alismalart
sonucunda, izolatlarin 32 (%27)’si Trueperella pyogenes, 22 (%]18)’si Streptococcus
pluranimalium, 16 (%13)’s1 Escherichia coli, 12 (%10)’si Aerococcus viridans, 7 (%6)’si
Acinetobacter Iwoffii, 6 (%5)’s1 Corynebacterium xerosis, 5 (%4)’i Bacillus licheniformis, 5
(%4)’i Pseudomonas fulva, 4 (%3)’t Staphylococcus chromogenes, 2 (%2)’si sirayla
Staphylococcus warneri, Staphylococcus hominis ve Bifidobacterium spp. ve 1 (%1)’i
sirastyla  Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Rothia aeria, Pasteurella

multocida, Macrococcus caseolyticus olarak tespit edilmistir (Sekil 7).
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TUMLLER

Trueperella pyogenes
27%

Escherichia coli
13%

Sekil 7. izole edilen bakteri tiirlerinin toplam dagilimi

Aydin bolgesinden alinan 6rneklerden toplamda 45 izolattan, %25°i T. pyogenes, %14’
sirastyla E. coli ve S. plunarimalium bakterileri olup, bu 3 bakteri diger bakteri tiirlerinin

toplamindan bile daha yogun olarak tespit edilmistir (Sekil 8).

T. pyogenes, uzun yillardan bu yana bolgedeki en biiyiik bakteriyel sorunlardan biridir.
Kisa zaman icinde tedavi edilse bile artik bakteriyel direncten kaynakli isletmeye 6zel asilar

ile etkinligi azaltilmaya ¢aligiliyor.

E. coli, endometritiste her ne kadar 6rneklerde ¢iksa da infeksiyon olusturma yiizdesi T.
pyogenes kadar yiiksek degildir.

S. plunarimalium ise genellikle beseri saglikta daha 6n planda olan bir bakteri tiirtidiir.

Kolaylikla tedavisi olan ancak oldukg¢a bulasict bir bakteri tiirtidiir.
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izole edilen bakteriler

Sekil 8. Aydn ilinde izole edilen bakteri tiirlerinin dagilimi

Denizli bolgesinden alinan numunelerden 43 izolattan identifikasyon caligmasi
yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda en ¢ok identifiye olan bakteriler, %28’i S. pluranimalium,
%21°1 T. pyogenes, %16’°s1 A. viridans ve %12’si E. coli oldugu tespit edilmistir (Sekil 9).

Denizli bolgesinde de Aydin ilindeki gibi veteriner hekimlikte daha 6nemli olan T.

pyogenes yogun olarak tespit edildi.
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izole Edilen Bakteriler

Sekil 9. Denizli ilinde izole edilen bakteri tiirlerinin dagilimi

Mugla bolgesinden alinan numunelerden 32 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin
identifikasyonu sonucu en goze carpan bakteriler sirasiyla %37,5°1 T. pyogenes, %16’s1 E.
coli, %12,5’u S. pluranimalium ve %9’u C. xerosis olarak tespit edilmistir (Sekil 10).

Burada farklilik olarak C. xerosis firsatg1 bir bakteri olarak gbze ¢arpmaktadir. S.

pluranimalium burada en yogun bulunan bakteriyel etken olarak tespit edilmistir.
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MUGLA

izolat Sayisi

izole Edilen Bakteriler

Sekil 10. Mugla ilinde izole edilen bakteri tiirlerinin dagilimi

MADITOF- MS ile yapilan identifikasyonda tiim bu bolgelerdeki bakteri tiirleri
icerisinde ozellikle T. pyogenes, S. pluranimalium ve E. coli tum bolgelerde en yiiksek oranda
izole edilen bakteriler olmustur. Ayrica A. viridans ve C. xerosis de bdlge hayvan

transportunun yogun olarak yapildigi noktalarda belli bir yogunlukta izole edilmistir.

Veteriner sahada endometritiste en yogun gézlemlenen patojenler T. pyogenes ve E. coli
oldugu goriilmektedir. Ege bolgesi genelinde yapilan tim g¢alismalarda da son 10 yildir en

yogun endometritise sebep olan en dnemli iki patojen olarakta tanimlayabiliriz.

4.2. Antibiyogram Sonuclar:

Calismamizda tiplendirilmesi yapilan izolatlarin CLSI (2017) standartlarina gore

degerlendirilen antibiyogram sonuglar1 Sekil 11°de belirtilmektedir.
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Endometritis Tzolalart C;::I:I:l;il(l:h:c_i a Ampicillin | Ceftiofur| Enrofloxacin | Erythromycin | Gentamicin Kanamycin | Penicillin G | Tetracycline
30 pg 10 pg 30 pg Spg 15 pg 10 pg 30 pg 10 pg 30 pg
Trueperella pyogenes R R I S R S R R S
Escherichia coli R R S I R S I R R
Streptococcus pluranimalium R S S I 1 R R R S
Streptococcus uberis R R S I S R R S R
Streptococcus dysgalactiae R R I I 1 R R R R
Staphylococcus chromogenes R S S S 1 R S S S
Staphylococcus warneri R S S S 1 R N S S
Staphylococcus hominis R S S S 1 R S S S
Aerococcus viridans [ S S S I R S S S
Acinetobacter Iwoffii R S I I R S S R S
Bacillus licheniformis R S S S 1 S S R S
Corynebacterium xerosis I S S I S S S S S
Pseudomonas fulva R S S I I 1 S S S
Rothia aeria R S S I 1 S ) S S
Pasteurella multocida S S S S 1 S S S S
Macrococcus caseolyticus R S S I 1 R S S S
Bifidobacterium spp. [ S S S S S S S S

Sekil 11. izolatlarin antibiyogram sonuglari

S: Duyarl
I: Orta Derece Duyarli
R: Direngli

Antibiyogram testlerinden de goriilecegi gibi seftiofur, tetrasiklin, ampisilin,
enrofloksasin ve kanamisin endometritis infeksiyonlarinda izole edilen etkenlere karsi genel

olarak en ¢ok duyarlilik tespit edilen antibiyotik etkenleri olarak bulunmustur.

Diisiik oranda tespit edilen bakteri tirlerinden (<%9) testi yapilan birgok antibiyotik
grubuna karsi duyarl olarak tespit edilmistir. En ¢ok izole edilen T. pyogenes ve E. coli
izolatlar1 ise veteriner sahada tedavide ¢ok sik olarak uygulanan penisilin, amoksilin-

klavulanik asit ve ampisilin etkenlerine kars1 direngli olarak tespit edilmistir (Sekil 11).

Sonuglara bakildiginda biiyiikbas hekimliginde siklikla kullanilan ve sahada ticari
preperatlari da sayica fazla bulunan seftiofur antibiyotik etkeninin direngli oldugu izolat tespit
edilmemigtir. Tetrasiklin etken maddesine kargi tespit edilen 17 bakteri tlrunden sadece E.

coli, S. uberis ve S. dysgalactiae izolatlarina kars1 direng tespit edilmistir (Sekil 11).

Penisilin G S. uberis hari¢ diger streptokok tiirlerinde direngli olarak tespit edilmistir
(Sekil 11).

Ampisilin T. pyogenes, E. coli, S. uberis ve S. dysgalactiae bakteri tiirlerine karsi

direncli, diger bakteri tiirlerinde ise duyarli halde oldugu gozlemlenmistir (Sekil 11).

Amoksisilin-klavulanik asit A. viridans, C. xerosis ve Bifidobacterium spp. haricindeki

teshis edilen tiim izolatlarda direncli olarak tespit edilmistir (Sekil 11).
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Enrofloksasine kars1 tespit etigimiz bakteri tiirlerinin higbirinde direnglilik olmadig,

%47’s1 duyarli, %53 ise orta derece duyarli oldugu ortaya ¢ikmistir (Sekil 11).

Endometritis olgularindan identifiye edilen bakteriyel izolatlarin bolgesel yogunluk ve
antibiyotik duyarlilik 1s1 grafigi Sekil 12°de gosterilmektedir. Is1 haritasinda goriildiigii tizere
gram pozitif bakteri tiirleri (%77) endometritiste hastalik olusturma prevalansinin daha yogun
oldugu gozlenmektedir. Gram negatif bakteriler igerisinde E. coli en gbze ¢arpan bakteridir.

Bir diger husus ise bir¢ok bakteri tiirii fakiiltatif anaerob olmasidir (Sekil 12).

Ayrica bu grup bakterilere kars1 da ampisilin, seftiofur ve tetrasiklin gruplarinin daha
duyarli oldugu net bir sekilde goriilmektedir. Izolatlarda en ¢ok bulunan bakteri tirlerine
bakildiginda ise T. pyogenes ve E. coli etkenlerine karsi tek duyarli antibiyotik grubunun

gentamisin oldugunu goriilmiistiir (Sekil 12).

Ayrica gram negatif bakterilere kars1 gentamisin en duyarli antibiyotik grubu olarak
tespit edilmistir. Ayrica %60’ {iizerinde diger antibiyotik gruplarinda da gram negatif

bakterilere kars1 diren¢ gozlemlenmemistir (Sekil 12).

[ZOLATLARIN BOLGESEL DAGILIMI | ANTIBIYOGRAM SONUCLARI
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Trueperella pyogenes (1=32) -
Escherichia coli (n=16)
Streptococcus plhanimalium (n=22)
Streptoceccus uberis (0=1)
Streptococcus dvsgalactiae (n=1)
Staphylococcus chromogenes (n=4)
Staphylococcus warneri (1=2) -
Staphylococcus hominis (u=2)
Aerococcus viridans (1=12)

i Acinetobacter hveffii (n=7)

Bacillus iicheniformis (n=5) -

Corynebacteriun xerosis (1=6)

Pseudomonas fulva (n-5)
Rothia aeria (n=1)
n Pasteurella multocida (n=1)
H ' Macrococcus caseolyricus (1=1) l

Bifidobacterium spp. n=2)

Sekil 12. izolatlarin bolgesel yogunluk ve antibiyotik duyarlilik 1s1 grafigi
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5. TARTISMA

Endometritis, dogum sonrasi sikilikla rastlanan uterusun endometrium tabakasindaki
yangisidir. Endometritis sonucu uterus mikrobiyotasindaki degisimler uzun yillar boyunca
incelense de bolgesel veya ineklerin ¢evresel patojenlere gore uyumu siiresince degisimler
oldugu gozlenmistir. Bizlerde bu ¢alismada farkililik olarak son zamanlarda hem siitte hem de
vajinal akintilardan alinan 6rnekleri MALDITOF-MS yontemiyle bakterileri daha detayli
inceleme firsati yakaladik. Tespit ettigimiz bakteri tiirlerinin fakultatif anaerob bakteriler
bakimindan patojenite yapma yetenekleri ve antibiyotik duyarlilik testlerindeki sonuglarinda
zaman icerisinde hem antibiyotik duyarliliklarinin azalmasi hem de bakteri tiirlerinde
siralamasinin degismesini de incelemis olduk. Sonuglardan da goriilecegi gibi T. pyogenes ve
E. coli en yogun ¢ikan bakteri tiirleri olurken bu ¢aligmada uterusa etkisinin tam olarak
cozllemeyen, normal mikrobiyotada da olabilecegini diisiiniilen S. pluranimalium da 6zellikle
Ege bolgesi i¢inde ¢ok dnemli bir bakteri tiirii oldugunu tespit ettik. Streptekok infeksiyonlari
ozellikle meme mikrobiyotasinda olduk¢a patojen etkinliginin oldugunu bir¢cok c¢alismada

gérmemize ragmen uterusta memeye gore yogun bir streptekok varligi tespit etmedik.

Matzembacker ve digerleri (2024) Brezilya’nin Santa Catarina eyaletinde 37 uterus
numunesinden 55 bakteri izole etmislerdir. Bu arastirma sonunda %25,4’i T. pyogenes ve
%16,3’i E. coli olarak tespit etmislerdir. Calismamizda da benzer oranlarda %27’si T.
pyogenes ve %13’ E. coli tespiti yapilmistir. Kisitli bir alanda az sayida numune alinmis olsa
da her iki bakterinin en yiiksek oranda identifikasyonun olmasi aslinda iklim kosullarindaki
benzerliklere bakilarak gevresel faktorlerin uterus mikrobiyotasindaki benzerlikleri de esdeger
olarak degerlendirmesini ve antbiyotik direng profillerini ortaya koyan bir arastirma oldugunu
gostermistir. Matzembacker ve digerleri (2024) yaptig1 ¢alismada tetrasiklin duyarlilik orani
%43,7 iken bizde bu oran %82 olarak tespit edilmistir. Ayrica hem E. coli de hem de T.
pyogenes de gentamisine karst %100 direng tespit edilmis, bizim ¢alismamizda ise bu oran
%100 duyarli olarak tespit edilmistir. Her iki ¢alismada bakteriyel identifikasyon sonuglarinda
bakteri tiirlerindeki yogunluk birbirlerine benzerlik gosterse de etkinlik agisindan bakteriyel
ajanlar farkililik gostermistir. Bunun cevre patojenlerinin tedavisinde kullanilan antibiyotik

grubu iirlinlerinin yogun ve yanlis kullanimi sonucu oldugunu da tespit etmis olduk.
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Paiano ve digerleri (2022) yaptiklar1 caligmada toplamda 279 inekten alinan 6rneklerde,
SCE’li hayvanlardan aldiklar1 vajinal akint1 6rneklerinin yiizde 40’1inda; CE’li hayvanlarda ise
%18,1 oraninda bakteriyel kiiltiir negatif olarak bulmuglardir. Bizim ¢alismamizda da Aydin,
Denizli ve Mugla illerinden toplamda 150 6rnegin %40’ inda bakteriyel kiiltiir negatif olarak
tespit edildi.

Paiano ve digerleri (2022) yaptiklar1 calismada izole ettikleri bakteriyel etkenleri
MALDI-TOF MS ile analiz yapmislardir. SCE’li hayvanlardan aldiklari numunelerde toplam
21; CE’li hayvanlardan aldiklar1t numunelerde ise toplamda 53 bakteri tiirii bakteri tiirli tespit
etmislerdir. Tespit edilen bakteri tlirlerinden 13 tanesi hem SCE hem de CE’de ortak olarak
tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda toplanan tiim 6rneklerde toplamda 17 bakteri tiirii tespit
edildi.

Paiano ve digerleri (2022), Werner ve digerleri (2012) ve Wagener ve digerleri (2014)
Kuzey Avrupa’da yaptiklar1 ¢alismalarda bizim sonuglarimizda oldugu gibi CE vakalarinda
en c¢ok izole edilen bakteri tirlnd T. pyogenes olarak tespit etmislerdir.

Ballas ve digerleri (2020) ve Ledgard ve digerleri (2015) yaptiklar1 g¢aligmalarda
orneklerden ¢ikan sonuglara gore en gok ¢ikan Streptekoklar iginde birinci S. pluranimalium
ikinci ise S. uberis olarak tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda S. pluranimalium
un yararlt bir bakteri oldugunu diisiinmiislerdir. Bizim calismalarimizda ise izolatlar1 iginde
Streptekok olarak birinci sirada onlarda oldugu gibi S. pluranimalium tespit edilmis ancak
diger taraftan S. uberis ve S. dysgalactiae ise sadece Aydin ilinde %1 oraninda tespit

edilmistir.

Ballas ve digerleri (2022) MALDI-TOF MS ile yaptiklari ¢alismada en yaygin fakiiltatif
anaerobik cinsler olarak %27,8’i T. pyogenes, %25,4 Streptekoklar, %13,1 ile E. coli tespit
etmislerdir. Sadece diger ¢aligmlardan tek farki aragtirmanin bir isletme icindeki ineklerden
olmasidir. Buradaki en 6nemli identifikasyon yapilan bakteriler igerisinde S. pluranimalium
gbze ¢arpiyor. S. pluranimalium’ un streptekoklar iginde en yogun izole edilen bakteri tiirii
oldugunu ayrica hem saglikli uterusta hem de CE 1i uterusta bulundugunu da tespit
etmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢aligsmada ise fakiiltatif anaerob olarak baktigimizda elde edilen
izolatlarin %27’sini T. pyogenes, % %20’sini Streptekoklar ve %13 E. coli ile her iki
calismada da birbirine ¢ok yakin sonuglar gozlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada saglikli veya
sagliksiz ayrimi yapmadan aldigimiz numunlerde de S. pluranimalium orani her ¢ ilde de

%18 civarinda oldugunu belirledik. S. pluranimalium uterus igin yararli bir bakteri tiirii
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olabilecegini diisiindiiren bir sonug olarak her iki ¢alismada da bu tespitin yapilmasi aslinda
uterus mikrobiyotasinin fertilite {izerinde patojen olusturan streptekoklar agisindan farkli bir
pencere agmis oldugunu tespit ettik. Ozellikle SCE vakalarinda en sik izole edilen bakteri tiirii
olan E. coli, diger fakiiltatif anaerob bakteriler igerisinde patojenitesi en yiliksek bakteri olarak

goze garpmugstir.

Galvdo ve digerleri (2019) ve Carneiro ve digerleri (2016) yaptiklar1 ¢aligmada
Fusobacterium necrophorum tespit etmisler ayrica bu c¢alismalarda patojenitesi yliksek
cikmistir. Calismamizda fakdltatif anaerobik bakteriyel etken ¢alismasi yapildigindan

Fusobacterium necrophorum izolasyonu yapilmamustir.

Baranski ve digerleri (2012) yaptiklar1 uterusun sitoloji ¢alismasinda, uterusta %45 ile
en ¢ok Streptecoccus acidominimus ve %26 ile ikinci E. coli bakterilerini bulmuslardir. Bizim
caligmamizda E. coli tespit edilmistir. Ancak dogum sonrasi siirecte Polonya da yapilan bu
arastirmada MALTI-TOF MS kullanilmamistir. Yine de Streptekok tiirlerinin oran agisindan
¢ok ¢ikmasi ve E. coli gibi fakiiltatif anaerobik bakterinin yiizdesel olarak tiim c¢alismalarda
ikinci veya liglincii patojen olarak ¢ikmasi bizim ¢alismamizda da oldugu gibi endometritis

icin 6nemli bir bakteri oldugunu burada da gostermistir.

Paiano ve digerleri (2022) yaptiklar1 ¢calismada CE’li ineklerde T. pyogenes ve E. coli
disinda F. necrophorum da tespit edilmistir. Caligmamizda fakultatif anaerob bakteriler

tizerine oldugu i¢in F. necrophorum tespiti olmamustir.

Waganer ve digerleri (2014) yaptigi ¢alismada S. uberis'in spesifik biyotiplerinin uterus
saglhigl durumu ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Calismamizda S. uberis sadece %l
izolatta tespit edilmistir. S. uberis iyi bir meme patojeni olarak bilinir ve inat¢1 olarak burada
bir biyofilm tabakasi olusturur. Ayni etkinin uterus mikrobiyotasinda da yaptiZini tespit
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda bu oranin ¢ok az olmasi, ¢alisma yaptigimiz ineklerde uterus
mikrobiyotas1 her ne kadar streptekok yogunlugu bol olsa da temizlik ve hijyen agisindan bu

calismaya nazaran oldukca pozitif bir farklilik oldugunu tespitini yaptirmistir.

Ballas ve digerleri (2021) yaptig1 calismada toplamda 120 siit ineginden alinan
numunlerde prevalansi en Yyuksek bakteri, streptekoklar iginde %90°n1 olusturan S.
pluranimalium olarak tespit etmisler, %1 civarinda E. coli ve T. pyogenes nadiren
rastlamiglardir. Bizim ¢alismamizda ise en yogun bakteri tirleri olarak T. pyogenes ve E. coli
olurken tiglincii sirada S. pluranimalium tespiti yapilmistir. Burada saglikli hayvanlar

acisindan bakildiginda S. pluranimalium oranimnin yiiksek olmasi gayet normalken, SCE veya
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CE’li hayvanlarda da bu oranlarin ¢ikmasi her iki ¢alisma agisindan bakildiginda uterus igin
yararli bir patojen tespiti i¢in 6nemli bir bulgu olarak gbze g¢arpmustir. B. licheniformis
acisindan ise bu ¢alismada Basilluslar iciresinde %42 gibi bir oranda varligin1 belli etmistir.
Bizim ¢alismamizda ise B. licheniformis %4 oraninda bulunmus ve Denizli ilinde hig

rastlanmamustir.

Mekibib ve digerleri (2023) yaptig1 ¢alismada E. coli de tetrasiklin grubu antibiyotiklere
orta derece duyarli, gentamisin grubu antibiyotiklere karsi duyarli, ampisilin grubu
antibiyotiklere orta derece duyarli olarak tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise tetrasiklin
grubu antibiyotiklerine kars1 direngli, gentamisin grubu antibiyotiklere kars1 duyarli, ampisilin
grubu antibiyotiklere karsi direngli olarak tespit ettik. T. pyogenes tetrasiklin grubu
antibiyotiklere orta derece duyarli, gentamisin grubu antibiyotiklere karsi duyarli, ampisilin
grubu antibiyotiklere orta derece duyarli olarak tespit etmislerdir. Bizim calismamizda ise
tetrasiklin grubu antibiyotiklerine karsi direngli, gentamisin grubu antibiyotiklere karsi
duyarli, ampisilin grubu antibiyotiklere kars1 duyarli olarak tespit ettik. Streptekok tiirlerinde
tetrasiklin grubu antibiyotiklere orta derece duyarli, gentamisin grubu antibiyotiklere karsi
duyarli, ampisilin grubu antibiyotiklere duyarli olarak tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda
ise tetrasiklin grubu antibiyotiklerine kars1 S. pluranimalium harig direncli, gentamisin grubu
antibiyotiklere karsi direngli, ampisilin grubu antibiyotiklere karsi S. pluranimalium harig
direncli olarak tespit ettik.

Pande ve digerleri (2022) yaptiklari ¢alismada elde ettikleri izolatlardan tetrasiklin
grubu antibiyotiklere karsi %48,5 duyarli olduklarini tespit etmislerdir. Bunun yaninda
ampisilin, gentamisin ve penisilin g grubu antibiyotiklere kars1 herhangi bir tireme olmadig:
ve direngli olduklarini tespit etmiglerdir. Calismamizda tetrasiklin grubu antibiyotiklere karsi
%382 oraninda duyarli oldugunu gozlemledik. Ayrica tespit ettigimiz izolatlarda ampisilin
grubu antibiyotiklere kars1 %76, gentamisin grubu antibiyotiklere %47, penisilin g grubu
antibiyotiklere ise %65 oraninda duyarlilik tespitinde bulunduk.

Sharma ve digerleri (2009) yaptigi ¢alismada 238 uterus numunesinden 147 izolat elde
etmislerdir. Ureyen bakteri cinslerine kars1 yapilan antibiyogram testleri sonuglarina gére
sirasiyla %91,8 gentamisin grubu antibiyotiklere, %83,6 enrofloksasin grubu antibiyotiklere,
%76,8 tetrasiklin grubu antibiyotiklere, %70 amoksisilin-klavulanik asit grubu antibiyotiklere
ve %353,7 penisilin g grubu antibiyotiklere duyarli oldugu tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda tiim tiirlere gore antibiyogram duyarlilik sirasiyla %82 tetrasiklin grubu

antibiyotiklere, %65 penisilin g grubu antibiyotiklere, %47 gentamisin grubu antibiyotiklere,
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%46 enrofloksasin grubu antibiyotiklere ve %6 amoksisilin-klavulanik asit grubu
antibiyotiklere duyarli oldugunu tespiti gézlenmistir. Ayrica bizim c¢alismamizda en yiiksek
duyarhilig1 tetrasiklinden daha fazla oranda seftiofur grubu antibiyotiklerde oldugunu da

sonuglarimizda gérmiis olduk.

Ingale ve digerleri (2016) yilinda E. coli patojenine kars1t yapmis olduklar1 ¢aligmada
antibiyogram sonuglari; tetrasiklin grubu antibiyotiklere %100 duyarli ve gentamisin grubu
antibiyotiklere %90 duyarli olarak tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise E. coli
patojenine kars1 tetrasiklin grubu antibiyotiklerde %100 direngli ve gentamisin grubu

antibiyotiklerde ise %100 duyarli olarak tespiti yapilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Endometritis, st ineklerinde infertilitenin en 6nemli nedenlerinden biri olarak kabul
edilmekte ve siit endiistrisinde yiiksek ekonomik kayiplara yol acan bir hastaliktir. Her ne

kadar tedavisi yapilsa da buzagi alim siiresinin uzamasina sebep olmaktadir.

Yapilan g¢alisma sonucunda, Ozellikle T. pyogenes ve E. coli agisindan birgok
arastirmada oldugu gibi endometritis vakalarindan en cok izole edilen etkenler oldugu
goriilmistlir. Endometritis vakalarinda bakteriyel teshis ve teshis edilen etkenlerin
antibiyotik duyarlilik testlerine gore tedavi protokollerinin diizenlenmesi gerektigi
sonucuna varilmistir. Calismada teshis edilen bakteriyel etkenlerin zoonotik potansiyelleri
de distiniildiigiinde halk sagligi agisindan antibiyotik direnclilik profillerinin belirlenmesi
onemlidir.

Metritis tedavisinde, bolgelere gore mevcut mikrobiyotanin tespit edilmesi, patojen

tirlerin saptanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri ile ¢oklu antimikrobiyel direncin tespit

edilmesine yonelik calisma ve projelerin desteklenerek stirdiiriilmesi 6nem arz etmektedir.
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