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OZET

INEKLERDE GEBE KALMA iLE SUNi TOHUMLAMA ZAMANI SUT
SOMATIK HUCRE SAYISI ARASINDAKI ILiSKININ BELIRLENMESI

Bu ¢alisma, ineklerde gebe kalma ile suni tohumlama zamani siit somatik hiicre sayisi
arasindaki iliski belirlenmistir.

Meme bezinin saglik durumu, follikiil ¢api, SHS, ve gebelik muayenesini kapsayan
calisma ortaya konulmustur. Calismanin materyalini Afyonkarahisar ili Bolvadin ilgesi
ve cevre koylerindeki isletmelerden 50 bas inek olusturdu. Calismada 50 bas Ostriis
gostermekte olan inekler kullanildi. Ineklerin kizginlik zamaninda siitlerinden CMT
yapildi, SHS sayimi igin 10 ml siit alinarak numuneler Afyonkarahisar i1 Gida Konrol
Laboratuvarina gonderildi. Suni tohumlama o©ncesi folikiil ¢ap1 Ol¢iildii. Suni
tohumlama yapilan ineklerde 24 saat sonra ovulasyon kontrol edildi. Ineklerde
tohumlamadan 28-30 giin sonra gebelik kontrolii gergeklestirildi.

Mastitis pozitif bulunanlarin siit 6rneklerinde SHS Mastitis negatif olanlardan 6nemli
derecede yiiksek bulundu (p <0.0001).

Ovulator follikiil ¢aplar1 Mastitis pozitif olanlarda Mastitis negatif olan hayvanlardan
daha kiigiik olarak olglilmistiir. Gruplarin ovulator follikiil ¢aplar1 arasinda belirlenen
farklilik istatistiki olarak 6nemli degildi (p < 0.136).

Calismaya katilan hayvanlarda yapilan ovulasyon kontrolii sonrasinda ovulasyon
oranlarinda bir aksama olmadigi, Mastitis pozitif ve Mastitis negatif olan hayvanlarda
bezer ovulasyon oranlarinin olustugu gézlendi. Calismada kullanilan 50 bas inekten 46
basinda ovulasyon sekillendi.

Mastitis pozitif olan ineklerde gebelik orani (% 17,85), Mastitis negatif olan ineklerden
(% 54,54) daha diisiik oldugu belirlendi ((p<0,005). Tohumlama yapilan 50 bas inekten
17 bas1 gebe kaldu.

Sonug olarak; Ostriis belirtileri gdsteren ve subklinik mastitis bulunan ineklerde yapilan
suni tohumlamalardan sonra gebelik orant 6nemli Ol¢lide azaldigr gozlenmistir.
Ineklerde suni tohumlamalarm subklinik mastitisin varligi arastirilarak yapilmasi
gerektigi kanaatine varilmigtir.

Anahtar kelimeler; Follikiil capi, Gebelik, Inek, Ovulasyon, Somatik Hiicre Saysi,

Suni Tohumlama



SUMMARY

DETERMINATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN CONCEPTION
AND THE TIME OF ARTIFICIAL INSECTION MILK SOMATIC CELLS IN
COWS

In this study, the relationship between conception and milk somatic cell count at the
time of artificial insemination in cows was determined.

A wide and comprehensive study covering the health status of the mammary gland,
follicle diameter, SHS, and pregnancy examination has been presented. The material of
the study consisted of 50 cows from the farms in Afyonkarahisar province, Bolvadin
district and surrounding villages. 50 oestrus cows were used in the study. CMT was
made from the milk of the cows at the time of estrus, 10 ml of milk was taken and the
samples were sent to Afyonkarahisar Provincial Food Control Laboratory for SHS
counting. Follicle diameter was measured before artificial insemination. Ovulation
control was performed after 24 hours in artificially inseminated cows. Pregnancy
control was performed 28-30 days after insemination in cows.

Milk samples of those with positive mastitis were found to be significantly higher than
those with negative SHS Mastitis (p < 0.0001).

Ovulatory follicle diameters were measured to be smaller in Mastitis-positive animals
than in Mastitis-negative animals. The difference between the ovulatory follicle
diameters of the groups was not statistically significant (p < 0.136).

After the ovulation control in the animals participating in the study, it was observed that
there was no disruption in ovulation rates, and similar ovulation rates were observed in
Mastitis positive and Mastitis negative animals. Ovulation occurred in 46 heads of 50
cows used in the study.

It was determined that the pregnancy rate (17.85%) in mastitis-positive cows was lower
than in Mastitis-negative cows (54.54%).

As a result; It has been observed that the pregnancy rate is significantly reduced after
artificial insemination in cows showing signs of estrus and subclinical mastitis. It was
concluded that artificial insemination in cows should be done by investigating the
presence of subclinical mastitis.

Keyword; Atrtificial Insemination, Cow, Follicle diameter, Ovulation, Pregnancy

Somatic Cell Count



ONSOZ

Diinya ciftlik hayvanlar1 arasinda olan ineklerde son yillarda ortaya ¢ikan meme
hastaliklar1 ve problemleri siit verimini ve Suni Tohumlama bagarisini diisiirmekte yani
ineklerde gebelik orani azalmaktadir. ineklerde gebelik oranin azalmasi her yonden
ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Bu ekonomik kayiplar tiretici agisindan da biiyiik
yiik sayilmaktadir. Her inek i¢in yilda bir buzag: hedefi olan isletmeler bircok sebepler
yliziinden bu hedefe ulasamamaktadir. Bu sebeplerden birisi de Somatik Hiicre
sayisidir. Normal isletmelerde SHS ayda bir robatik isletmelerde de ise giinliikk sayim
yapilirken aile tipi isletmelerde boyle bir durum séz konusu degildir. Bu ¢alismamizda
Somatik Hiicre sayisi ile Suni Tohumlama sonrasi gebe kalma arasindaki sonuglari
arastirdik.

Sunulan bu tez calismasi ile Ineklerde Gebe Kalma ile Tohumlama Zamani Somatik
Hiicre Sayis1 Arasindaki iliskinin Belirlenmesi mevcut durumunun ortaya konulmasi
amaclandi.

Bu arastirmanin  konusu, deneysel c¢alismalarin yonlendirilmesi, sonuglarin
degerlendirilmesi ve yazimi asamasinda yapmis oldugu biiyiik katkilardan dolay1 tez
damismanim Saym Prof. Dr. Hact Ahmet CELIK, hocalarima ve ayrica; bu arastirma
boyunca maddi ve manevi desteklerinden dolay: degerli esim Esra Nur BASTURK e

tesekkiir ederim.

Veteriner Hekim Ahmet BASTURK
Afyonkarahisar

2022



ICINDEKILER

OZET
SUMMARY
ONSOZ
ICINDEKILER
SIMGELER ve KISALTMALAR
SEKIiLLER
CiZELGELER
1. GIRIS
1.1. Mastitis Tanimi
1.2. Mastitisin Siniflandirilmasi
1.3. Mastitislerin Onemi
1.4. Mastitisin Reprodiiksiyon iliskisi
1.5 Mastitisin Reprodiiksiyon Uzerindeki Etki Mekanizmas1
1.6. Sicaklik etkisi
1.7. Enfeksiyon Zamanlamasinin Etkisi
1.8. Hipotalamik - Hipofiz - Ovaryum Eksenine Etkisi
1.9. Korpus Luteum Uzerine Etkisi
1.10. Ovulasyon Uzerine Etkisi
1.11. Steroid Sentezi Uzerine Etkisi
1.12. Oosit Kapasitesi Uzerine Etkisi
1.13. Mastitis ve Embriyonik Canlilik
1.14. Somatik Hiicre Sayisi ile Gebelik Orani Iliskisi
2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Hayvan Materyali
2.1.2. Calismada Kullanilan Ekipman
2.1.2.1. Ultrasonografi Cihazi
2.1.3. Sarf Malzemeler

SAYFA

VI
Vil
i

© 00 ~N O o1 W W N N = -

el e e o e N o =
N NN N NN w N O



2.1.3.1. California Mastitis Test Ayiraci
2.2. Yontem
2.2.1. Genel Saglik Kontrolii
2.2.2. Genital Organlarin Muayenesi
2.2.3. Meme Bezinin Muayenesi
2.2.4. Siit Numunesinin Alinmasi
2.2.5. California Mastitis Testi
2.2.6. Somatik Hiicre Sayisinin Belirlenmesi
2.2.7. Ultrasonografi Muayene
2.2.8. Istatistiksel Analiz
3. BULGULAR
3.1. Siit Somatik Hiicre Sayilar1
3.2. Ovulatér Follikiil Caplari
3.3. Ovulasyon Oranlar1
3.4. Gebelik Oranlar1
4. TARTISMA
5. SONUC VE ONERILER
6. KAYNAKLAR
7. EKLER
7.1. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari
OZGECMIS

18
18
18
18
18
18
19
19
20
20
21
21
21
22
22
23
41
42
49
49
50



SIMGELER ve KISALTMALAR

%: Yizde

<: Kiiciiktiir.

>: Biiyiiktiir

CMT: California mastitis test

E. coli: Escherichia coli

E2: Ostradiol

FSH: Follikiil Stimiile edici Hormon

GDF-9: Growth Differentiation Factor-9
GnRH: Gonadotropin Salict Hormon

IFN-8: Interferon gamma

IL: Interlokin

LH: Liiteinlestirici Hormon

LPS: Lipopolisakkarit

MHz: Mega hertz

mm: Milimetre

n: Hayvan sayisi

NO: Nitrik oksit

p: Anlamlilik (6nemlilik) testine iliskin olasilik degeri
P4: Progesteron

PGE: Prostaglandin E

PGF,,: Prostaglandin Fy,

SHS: Somatik hiicre sayisi

SPSS: Statistical package for the social sciences paket programi
TNF-a: Tiimor nekrozis faktor alfa

TNF-B: Tiimor Nekrozis Faktor beta

VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii

VI



SEKIiLLER

SAYFA

Sekil 1.1: Mastitisin fertiliteyi etkileyen muhtemel mekanizmalari. 4

Sekil 1.2:  Sagilan ineklerde mastitis ile gebelik basina tohumlama sayisi iligkisi: mastitis 6
teshis zamani.

Sekil 1.3:  Saglikli (FF-control), eksojen Gram negatif (G-) E. Coli endotoksini,Gram pozitif 11
(Gt) S. Aureus endotoksini verilen ineklerin follikiiler sivilarindaolgunlasan
oositlerin gelisim yetenekleri karsilagtirilmast.

Sekil 1.4: Mastitisin reprodiiktif sisteme etki mekanizmasi. 13

Sekil 1.5:  Meme bezinin embriyo canliligini azaltmada etki sekilleri 14

Sekil 1.6:  Sagilan ineklerde mastitis ile gebelik bagina tohumlama sayist iliskisi: enfeksiyon 15

siddeti.
Sekil 3.1:  Mastitis negatif ve Mastitis pozitif hayvanlarda somatik hiicre sayilari. 21
Sekil 3.2: Mastitis negatif ve Mastitis pozitif olan hayvanlarin ovulator follikiil caplari. 22
Sekil 3.3:  Mastitis negatif ve Mastitis pozitif olan ineklerde belirlenen gebelik oranlari. 22

Vil



CiZELGELER

SAYFA
Cizelge 1.1: Subklinik mastitisin ineklerde reprodiiktif siirecte olusturdugu degisiklikler 16
Cizelge 3.1: Mastitis negatif ve Mastitis pozitif ineklerde somatik hiicre sayisi, ovulator 22

follikdil cap1, ovulasyon oranlart ve gebe kalma oranlari

Vi



1. GIRIS

Siit insanlar i¢in vazgegilmez bir gida maddesidir. Damizlik siit inegi ciftliklerinde siit
iiretim maliyetleri 6nemli ekonomik faktor olarak dikkati ¢ekmektedir. Siitlin normal
tiretim siiregleri i¢cindeki maliyeti yaninda, mastitis sonucunda olugan ilave maliyet
tireticiler lizerinde ekonomik bir baski olusturur. Bu nedenle mastitis hastaliginin

Onlenmesine yonelik ¢abalarin 6nemi artmaktadir.

Mastitisin Oonlenmesi veya azaltilmasi siit verimi ile ilgili getirisi yaninda, ineklerde
tireme faaliyetlerinde de performansa olumlu yansiyacaktir. Ciinkii ineklerde klinik
veya subklinik mastitisin iireme faaliyetleri {izerine olumsuz etkilerinin olabilecegi
ortaya konulmaya baslanmigtir. Mastitisin fertiliteye olumsuz etkisinin ekonomik bir
karsilig1 da bulunmaktadir. Bu nedenle fertilitede olumlu sonuglar elde edilebilmesi bir
anlamda mastitis ile miicadelenin sonuglarina da bagli olacaktir.

Bu tezde mastitisin ineklerde iireme faaliyetlerine etkilerinin ne olabilecegi ve

muhtemel etkilerinin nasil olugabilecegi ile ilgili bilgiler verilmesi amaglanmustir.

1.1. Mastitis Tanimi

Mastitis, basit sekilde nedeni ne olursa olsun meme bezinin yangisi olarak tanimlanir.
Hastalik; etiyoloji, patogenezisi, siddeti, siiresi, prognozu ve tedavisi acisindan
karmasik bir yapiya sahiptir. Meme dokusunu saran bagdoku ile fonksiyonel meme
dokusunun etkilenmesi sonucu olusur. Bu nedenle mastitiste meme bezinde yangisal
degisiklikleri ile birlikte siitiin goriinlimiinde de degisiklik olmasi1 gerektigi kabul
edilmektedir. Siitteki bu degisiklik inegin bagisiklik sisteminin enfeksiyon etkenlerine
verdigi cevaptan kaynaklanir. Mastitis subklinik sekilde de olusabilir. Hastaligin bu
tipinde meme bezinde ve siitte gozle gorilebilir degisiklik olmamasina ragmen meme

iginde enfeksiyon vardir (Hudson vd., 2012).

Hastalik bakteri, virus, mycoplasma, maya ve mantarlar tarafindan olusturulur
(Wellenbergvd, 2002; Zadoks vd., 2011). Ancak tiim diinyada karsilasilan Onemli

mastitis etkenleri; Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113502000986#!

uberis, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’dir (Zadoks vd., 2011). Anilan
patojenlerin hayvan refahi, siit kalitesi ve verimlilik {izerine olumsuz etkileri s6z
konusudur. Mastitislerin ¢ok onemli bir kism1 bakteriler tarafindan olusturulsa da olusan
meme yangisi sadece bir sonu¢ olup, arkasinda 6nemli hazirlayic1 nedenler listesini
barmdirir. Iyi idare edilen ve stres faktorlerinin minimize edildigi, genetik faktdrlerin
goz ardi edilmedigi, barmak hijyeni ve dogru sagim prosediirlerinin eksiksiz
uygulandigi, bu prosediirlere giincel bir asilama programinin eklendigi siiriilerde, bu
prosediirlerin goz ardi edildigi siiriilere gore daha diisiik klinik ve subklinik mastitis
olgusuyla karsilagilmast beklenir. Sagimin siiriilerde ya da bireysel yetistiricilikte
ineklerin hasat zamani oldugu unutulmamali, memeyi ve inegi her tiirli stresten

koruyacak 6nlemler eksiksiz olarak alinmalidir (Vural vd., 2016).

1.2. Mastitislerin Siniflandirilmasi

Klinik mastitisler olgunun siiresine gére perakut, akut, subakut ve kronik mastitis olarak
siiflandirilmaktadir. Perakut mastitiste meme boliimlerinden bir veya birkaginda
aniden olusan sislik, sicaklik artisi, sertlik ve agri ile karakterize ciddi yangi belirtileri
vardir. Normal siit karakteri kaybolmustur, sulu, serdz, kanli, flakonlu, kesilmig siit
karakterindedir veya siit pihtili olabilir ya da siit tamamen durabilir. Hayvanda genel
durum bozukluklar1 da gdzlenir. Akut mastitiste belirtiler perakut forma gore daha
hafiftir. Subakut mastitiste perakut ve akut mastitislerde goriilen siddetli genel ve lokal
belirtiler goriilmez. Kronik mastitisler ise yangisel bozukluklarin aylarca hatta bir
laktasyondan digerine kadar memede kaldig1 genellikle subklinik seyreden olgulardir
(Deveci vd., 1994; Harmon, 1994; Alagam, 1997).

1.3. Mastitisin Onemi

Mastitis siit inegi yetistiricilerini etkileyen 6nemli hastaliklardandir. Mastitis sonucu
ortaya ¢ikan ekonomik zararlar; siit veriminde azalma, bozuk siitiin imha ediilmesi, siit
kalitesinin diismesi, hayvan tedavi giderleri, veteriner hekimlik hizmetleri giderleri,
hayvan degerinde azalma, siiriiden uzaklastirma maliyeti, koruma ve kontrol

faaliyetlerinin olusturdugu giderler seklinde siralanmaktadir (Chegini vd., 2016).



Mastitis, hayvan refahi, gida gilivenligi, zoonotik ve ekonomik sorundur. Tiim diinyada
stit veriminin diismesinde en 6nemli nedendir. Mastitis kontrol programlarinin birincil
hedefi siit kalitesini ideal diizeyde korumak ve hayvanin genetik kapasitesine uygun

olarak yiiksek siit verimi elde etmektir (Vural vd., 2016).

1.4. Mastitisin Reprodiiksiyon Iliskisi

Reprodiiktif performans siit¢ii damizlik isletmelerde karlilig1 belirleyici temel faktordiir
(Esslemont, 2003). ineklerde reprodiiktif etkinlik tiim diinyada giderek azalmaktadir
(Santos vd., 2004). Bu soruna yol agan faktorler daha ¢ok dogum Oncesi ve sonrasi
meydana gelen fizyolojik olaylarda komplikasyonlara neden olurlar. Yeni arastirma
bulgular1 mastitisin etkilerinin sadece meme bezi ile sinirlanamayacagini, genital
organlara uzanabilecegini ve bu sekilde reprodiiktif verimliligi etkileyebilecegini
gostermektedir (Santos vd., 2004; Kumar vd., 2017). Sit sigirciliginin verimini
etkileyen birgok faktor vardir, fakat iireme performansi mastitisten olumsuz etkilenen

o6nemli bir hissedardir (Ghani vd., 2019)

Bagirsak mikroorganizma yiikiiniin androjen ve Ostrojen seviyelerini 6nemli Olgiide
etkiledigi, boylece cinsiyet hormonlarinin aracilik ettigi bir dizi fizyolojik siireci
degistirdigi gosterilmistir (Markle vd., 2013; Baker vd., 2017). Beslenme, bagirsak
mikroorganizma yiikiiniin bilesimini degistirir. Mastitisli inekler genellikle yetersiz
beslenmeden ve vitaminler ve iz elementler gibi temel besinlerin eksikligi problemini
yasarlar, bu da bagirsak fonksiyonunda bozulmaya ve enterik disbakteriyozise yol
acarak bagisiklik fonksiyonunu baskilar, cinsiyet hormonu seviyelerini degistirir ve

tireme kapasitesinin bozulmasina neden olur.

1.5. Mastitisin Reprodiiksiyon Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Ineklerde mikroorganizmalar tarafindan olusturulan meme ici enfeksiyon bagisiklik
sistemini etkiler ve bagisiklik siteminin verdigi cevap reprodiiktif performansi azaltir
(Olechnowicz ve Jaskowski, 2013). Mastitisin; reprodiiktif siire¢lerde tiimor nekroz
faktor-a (TNF-a), prostaglandin (PGF,,) ve nitrik oksit (NO) gibi bilesiklerin tiretimini



uyaran sitokinlerin olusumuna yol agarak etki gosterdigi diisiiniilmektedir (Ahmadzadeh
vd., 2010; Kumar vd., 2017).

Mastitis etkisi sonucunda kan dolasimina giren Kimyasallar reprodiiktif siiregte oosit
gelisimi, embriyo kalitesi ve gelisimi, uterus ortami ve ovaryum fonksiyonu gibi degisik
diizeylerde etkilerini gosterirler. Bahsi gecen kimyasallar arasinda, enfekte meme
bezlerindeki siitten interlokin (IL) -la, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 ve TNF-a izole
edilmistir (Riollet vd., 2001; Chebel, 2007). Ayrica gramnegatif bakterilerle enfekte
olan laktasyondaki ineklerde bakteri hiicre duvari bilesenlerinin (LPS) etkisi ile siit IL-
1B, IL-8 ve TNF-o'nin konsantrasyonlarinda artma oldugu belirlenmistir (Blum vd.,
2000; Soto vd., 2003a; Waller vd., 2003). Mastitis yasayan ineklerin, TNF-a, IL-1 ve
IL-6'nin kan konsantrasyonlarinda artig olustugunu bildiren arastirmalar bulunmaktadir
(Nakajima vd., 1997; Hoeben vd., 2000). Mastitisin bunlarin yaninda NO
konsantrasyonu artirarak PGF,, metabolitinin kan konsantrasyonunu yiikselttigide
bildirilmistir (Giri vd., 1984; Bouchard vd., 1999; Blum vd., 2000; Hockett vd., 2000).
Ortaya konulan tiim bu bulgular, meme bezi enfeksiyonlarimm etkisi sonucunda ortaya
cikan Dbilesiklerle sistemik bir yanit olusturarak reprodiiksiyonu bozabilecegini

gostermektedir (Sekil 1.1) (Ahmadzadeh vd., 2010).

Is1 artis1 | Mastitis patojenleri

/T\Endotoksin

Yangi

Sitokinler
TNF-a, IL'ler

Q]
Oosit maturasyonu,

fertilizasyon ve
embriyo geligimi

I\l/ Progesteron |

\‘M\Embriyonik Sliim, Abort

Sekil 1.1: Mastitisin fertiliteyi etkileyen muhtemel mekanizmalar1 (Ahmadzadeh vd., 2010).




1.6. Sicakhik etkisi

Mastitis sekillenen ineklerde reprodiiktif verimin azalmasina yol agan muhtemel
mekanizmalardan biri, meme bezinin hem gram pozitif hem de gram negatif
enfeksiyonlarindan kaynaklanabilen viicut sicakliginin yiikselmesidir (Wenz vd., 2001).
In vitro ¢alismalar, sicak stres altinda olgunlastirilan oosit ve embriyolarin daha az
sayida blastosist evresine gelistigini gostermistir (Edwards ve Hansen, 1997). Ayrica,
sagilan inek ve diivelerin 1s1 stresine maruz kaldiklar1 zaman fertilizasyon orani ve
kaliteli embriyo orani 6nemli sekilde daha diisiik bulunmustur (Sartori vd., 2003). Bu
sicak stresine maruz kalmanin oositlerin ve embriyolarin fertilizasyon ve gelismesini
tehlikeye soktugunu gosterir. Yiiksek viicut 1sisinin oosit ve embriyo kalitesi ve gelisim
tizerindeki direkt etkisi bir yana; sicaklik artis1 lireme performansini dolayli olarak
etkileyebilir, cilinkii bu etkiye maruz kalan ineklerde yem tiiketimi ve viicut
kondiisyonunun olumsuz etkilendigi gézlemlenmistir (Maltz vd., 1997). Bu nedenle,
dogumdan sonraki ilk giinlerde bir inekte mastitis ve mastitis etkisiyle ates yilikselmesi
gelisirse, ineklerin yem aliminin azalmasi, viicut kondiisyonunda daha fazla kayip ve
daha belirgin negatif enerji dengesi ortaya ¢ikabilir ve bu durum ovaryumlarda siklik

aktivitenin yeniden baglamasini geciktirebilir (Roth ve Wolfenson, 2016).

Dogum-ilk tohumlama araliginin uzamasina, dogum sonrasinda viicut sicaklii artis
sonrasinda enerji dengesindeki azalmanin GnRH ve LH salinim diizenini bozmasi ile
ortaya ¢ikan anovulasyonun yol agabilecegi bildirilmistir. Mastitis neticesinde 1s1 artis
zararli etkileri sonucunda zayif kaliteli oosit veya embriyo liretimi gebe kalma oranini
azaltmis ve gebelik basmna tohumlama oranini arttirmistir. Sonug¢ olarak; mastitisin
etkileri ile embriyonik/fotal 6liim veya abort daha uzun dogum gebe kalma aralig: ile

karsilagilmasini dogurmustur (Hansen vd., 2004).
1.7. Enfeksiyon Zamanlamasinin Etkisi
Tohumlama veya asim zamaniyla mastitis gelismesi zamani1 arasindaki etkilesimi ortaya

koymaya yonelik ¢aligmalarda tohumlamadan hemen 6nce ve sonrasindaki giinlerin en

onemli zaman dilimi oldugu ortaya konulmustur (Ruegg vd., 2015). Tohumlamanin



hemen Oncesinden baslayarak gebelik teshisine kadar devam eden zaman araliginda
meydana gelen bir meme enfeksiyonu, reprodiiktif performansta 6nemli azalma ile

sonug¢lanmaktadir (Kumar vd., 2017).

Tohumlama 6ncesinde veya tohumlama ile gebelik teshisi araliginda meydana gelen
klinik mastitis; ilk tohumlamada gebelik oraninda azalma, laktasyon donemindeki
gebelik oraninda diisme, daha fazla abort ve siiriiden uzaklastirma seklinde etki ortaya
cikartir (Barker vd., 1998, Schrick vd., 2001; Santos vd., 2004). Klinik mastitise benzer
sekilde tohumlama ile gebelik teshisi yapilmasi arasindaki giinlerde olusan subklinik

mastitiste de gebelik orani1 azalmaktadir (Hansen vd., 2004), (Sekil 1.2) .
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Sekil 1.2: Sagilan ineklerde mastitis ile gebelik bagina tohumlama sayist iliskisi: mastitis teshis

zamani (Hansen vd., 2004).

Gebelik giinlerinin ilerlemesi ile birlikte olusan mastitisin gebelik {izerine etkisi
azalmaktadir ancak, gebelik teshisi sonrasinda meydana gelebilecek bir klinik mastitis
gebelik kayiplar1 olusturabilecektir. Chebel vd. (2004) tohumlama ile izleyen 45 giin
sonrasinda olusan mastitiste saglikli ineklere gore 2.8 kat fazla gebelik kaybi
olusabilecegi, benzer sekilde gebeligin ilk 45 giinii icinde olusan klinik masititisin

izleyen 90 giin iginde 2.7 kat fazla abort ile sonuglanabilecegi bildirilmektedir (Risco



vd., 1999). Bu nedenle mastitisin reprodiiksiyona olumsuz sonuglarinin énlenmesi i¢in

etkisinin daha fazla olustugu dénemlere odaklanilmasi 6nerilmektedir.

1.8. Hipotalamik - Hipofiz - Ovaryum Eksenine Etkisi

Ineklerde reprodiiktif siklus, hipotalamusta iiretilen hormonlar (GnRH, Gonadotropin
Salic1 Hormon) ve hipofiz (FSH, Follikiil Stimiile edici Hormon ve LH, Liiteinizan
Hormon) hormonlar1 ile ovaryumlardan (E2, ostradiol ve progesteron, P4), iiretilen
hormonlarca diizenlenir. Bu hormonlardan birinin iiretiminin veya salgilanmasinin

bozulmasi siit ineklerinin tireme verimliliginin olumsuz etkilenmesiyle sonuglanir

(Chebel, 2007).

Ineklerde, klinik mastitisin hormonal diizen, follikiiler gelisim ve ovulasyon iizerine
etkisini belirlemeye yonelik yapilan caligmada, klinik mastitisin normal hormonal
diizeni ¢ok sayida farkli yoldan engelledigi belirlenmistir. Mastitisin; LH'nin pulzatil
saliniminda azalma, E2 iiretiminde diisme olusturdugu ve bazi hayvanlarda Ostriis
belirtilerini bloke ettigi gozlenmistir. Bu etkiler akut klinik mastitisli ineklerde ovulator

LH artisinin olmamasi ve sonucunda ovulasyonun engellenmesini agiklamaktadir

(Chebel, 2007).

Mastitis sirasinda lretilen bazi sitokinlerin ovaryum iizerinde dogrudan etkisi vardir.
Ornegin, IL-6, estradiol salgisin1 bloke eder (Spicer ve Alpizar, 1994). Bu da LH
salinimini azaltirken, TNF- ve IFN-0, korpus luteuma kars1 sitotoksiktir (Fairchild vd.,
1991; Petroff vd., 2001) ve P4 konsantrasyonlarinda azalmaya neden olabilir.

Bazi sitokinlerin LH salinimini azalttigi gosterilmistir (McCann vd., 2000). Dahast,
ineklerin mastitise ve gram negatif bakterilerin salgiladigi endotoksinlere maruz
kalmasi, LH'nin pikini ve dolasimdaki diizeyini olumsuz etkileyen bir hormon olan
kortizoliin kan konsantrasyonlarinda artisa neden oldugu gézlemlenmistir (Stoebel vd.,
1982; Li ve Wagner, 1983; Padmanabhan vd., 1983). Liiteinlestirici hormon saliniminin
azalmasi veya eksikligi; follikiil ve oosit gelisim yetersizligi, ovulasyon eksikligi ve

suboptimal luteal fonksiyon ile sonuglanabilir.



(Huszenicza vd., 2005), postpartum donemde ovaryum aktiviteleri bozuklugu ile
mastitis arasindaki iliski bulundugunu 6ne stirmektedir. Bu arastiricilara goére dogum
sonrasi ilk 2 hafta i¢in olusan mastitis olumsuz etki olusturmazken, 15-28. giinlerde
olusan mastitis ilk postpartum ovulasyonu geciktirir, follikiiler fazi uzatir ve erken
luteolizisi uyarir. Ancak bu gozlenen etkilerin gebelik orant ve dogum gebe kalma
araligini nasil etkiledigini aciklamaya yetmeyecegi ifade edilmistir. Erken laktasyon
déneminde subklinik uzun siireli ve kisa siireli klinik mastitisin ineklerde yaklasik %30
oraninda ovulasyon gecikmesine yol agabilecegi ileri stiriilmistiir (Lavon vd., 2010). Bu
bulgular diisiik E2 diizeyi ile iligkili bulunmustur. Hem E2 diizeyinin diisiik olmasi hem
de diisiik veya geciken LH pikinin mastitisin follikiiler gelisimi direk etkileme

mekanizmasi olarak kabul edilmektedir.

1.9. Korpus Luteum Uzerine Etkisi

Mastitisin  tohumlama sonrast CL'un erken luteolizisini uyarmasi gebeligin
sonlanmasiyla sonuglanmaktadir. Ancak mastitis sonras1 P4 azalmasi etkisi konusunda
goriis birligi bulunmamaktadir. Cok sayida calismada mastitisin uyardigi PGF,, ve
muhtemelen TNF-a'nin CL gerilemesi ile iligkili oldugu bulunmustur. Ancak, mastitis
etkisindeki inekte luteal fonksiyonun bozulmasi mekanizmas: ile 1ilgili bulgular
yetersizdir. Bunun nedeni olarak enfeksiyonun karmagik dogasi diistiniilmektedir.
Enfeksiyonun klinik veya subklinik olmasi, gram pozitif veya gram negatif etkenlerden
kaynaklanmasi gibi farkliliklar etki seklini karmasiklastirmaktadir (Wolfenson vd.,
2015).

Damar igi E. coli LPS'i enjeksiyonu yapilarak gerceklestirilen bir ¢aligmada P4
diizeyinde azalma ve CL capinda kii¢lilme belirlenmistir. Buna karsilik LPS'nin meme
i¢i verilmesinin ise erken luteal gerilemeye yol agmadigi ve P4 diizeyini azaltmadigi da
belirlenmistir (Wolfenson vd., 2015). Luteal fonksiyon iizerine gram pozitif bakterilerin
de etkisiz oldugu bulunmustur. Deneysel enfeksiyonlarda bu sekilde sonuglara
ulasilmasma ragmen gram negatif etkenlerden kaynaklanan dogal enfeksiyonlarda

Ostriisler arasi siirenin degistigi bildirilmektedir (Santos vd., 2004, Wolfenson vd.,

2015). Gram negatif enfeksiyon izole edilen hayvanlarda daha fazla premature luteolizis



etkisi ile kisa luteal faz siiresi gozlenmistir. Klinik mastitisli ineklerde P4 diizeyi ve CL
capinda etkilenme gozlenirken, subklinik mastitiste bu etki gézlenmemistir. NiteKim

tirnak sorunu yasayan ve SHS diizeyi ylikselen ineklerde P4 diizeyinin etkilenmedigi

belirlenmistir (Wolfenson vd., 2015).

Gergeklestirilen bir ¢alismada E.coli mastitisinden etkilenen ineklerde etkilenmeyen
ineklere gore P4 diizeyi farkli bulunmamistir. Hayvanlarda P4'un erken azalmasi
gbézlenmemistir. Sadece % 5.5 diizeyinde erken Ostriis gozlenmistir. Bu sonuclara
dayanarak E.coli mastitisi ile Ostriisler arasi siirenin iligkisinin 6nemli diizeyde oldugu
ileri siiriilmiistir. Ancak arastiricilar bu calismada mastitis teshis sirasinda tiim
hayvanlara PGF,, salinimini ve sonucunda ve CL regresyonunu engelleyebilecegini

diistindiikleri non-steroid ilag verildigini de bildirmektedir (Wolfenson vd., 2015).

Tiim bulgularin klinik mastitisin diisiik fertilite nedeni olan premature luteal regresyon
izerine neredeyse dnemsiz etkisi sonucunda CL kaynakli olmayip, embriyo ile iliskili

oldugunu gosterdigi vurgulanmistir (Wolfenson vd., 2015).

1.10. Ovulasyon Uzerine Etkisi

Klinik ve subklinik olgularin CL tizerindeki etkisinde oldugu gibi ovulasyon iizerine de
farkli sekilde etkileyebilecegi ileri siiriilmektedir. Follikiiler faz sirasinda tohumlama
oncesinde sekillenmis Klinik mastitis olgularinin pulsatil LH sekresyonunu o&nemli
sekilde azalttigi, Ostriise yakin diisiik E2 sekresyonunayol a¢tigi ve sonrasinda LH
pikinde ve ovulasyonda gecikmeye neden oldugu belirlenmistir. Ancak bu etkiler akut,
kisa stireli ve deneysel patojenik etki, endotoksin veya bakterinin meme i¢i verilmesiyle
olusturulmustur. Belirlenen bu etkilerin subklinik ve aylar siiren uzun siireli olgularda
ayni sekilde yorumlanamayacagi ileri stirilmistiir. Subklinik mastitisin ovulasyon
tizerine etkisini belirlemeye yonelik yapilan bir ¢alismada; subklinik enfekte ineklerde
Ostriis-ovulasyon araliginin normal saglikli ineklere (28.5 saat) gore uzadigi (56 saat)
belirlenmistir. Ayn1 zamanda ovulasyon gecikmesi bulunan mastitli ineklerde Ostriise
yakin donemde E2 diizeyi %50 oraninda diisiik bulunmustur. Klinik mastitislerde ayrica

GnRH ve LH sekresyonunu baskilayan kortizol diizeyinde keskin yiikselme ile



sonuclanan glikokortikoit sisteminin aktive edildigi belirlenmistir. Ancak kortizol
diizeyi subklinik mastitisli ineklerde etkilenmedigi goriilmiis, bunun sonucunda
subklinik mastitisli ineklerde LH pulzatil saliniminda degisiklik olusmadigi ileri
siriilmiistiir. Pulzatil salinimda degisiklik gdézlenmemesine ragmen ovulasyon
gecikmesi bulunan subklinik mastitisli ineklerde preovulatér LH piki seviyesinde %30
diizeyinde bir azalma, pik olusumunda azalma veya pik olusumunun engellenmesi

g6zlendigi bildirilmektedir (Wolfenson vd., 2015).

Calismalarin sonuglari; subklinik, uzun siireli mastitisli ineklerin yaklasik 1/3'inde
E2ln disik seviyede salimmi ve LH pikinin disik seviyede sekillenmesi veya
olusmamasi sonucunda ovulasyon gecikmesi olustugunu ortaya ¢ikarmustir. Ostriise
yakin donemde dolagimdaki E2'in diisiik seviyede olmasi GnRH sekresyonu iizerine
olan pozitif etkisinin azalmasi, neticesinde de LH'nin preovulator salinim diizeninin

degismesiyle sonuglanir.

Eksojen bakteri LPS'i verilen hayvanlarda Ostriisler arasi siirede uzama gozlenmistir.
Endotoksine maruz kalma LH pik seviyesinde azalma ve LH pik olusumunda gecikme
veya LH pik olusumunu tamamen engelleme seklinde etki gdstermistir. Arastiricilara
gore (Lavon vd., 2008) LH pik olusumundaki diizensizlik, hayvanlarda % 30 oraninda
ovulasyonda gecikmeye yol agmistir, bu gecikme ise luteal P4 diizeyindeki ylikselmeyi
gecikmistir. Ortaya konulan etkilerin fertilizasyon eksikligini ortaya ¢ikarabilecegi ileri
siriilmustiir. Nitekim ovulasyon sonrast P4 yiikselmesindeki gecikmenin zayif
embriyonik gelisim ile iligkili oldugu ortaya konulmustur. Progesteron gebeligin
sekillenmesi ve Ostriis siklusunun diizenlenmesinden sorumludur. Progesteron basarili
embriyonik gelisim icin gerekli olan endometriyal sekresyonun gerceklesmesini saglar

(Mann ve Lamming, 2001).
1.11. Steroid Sentezi Uzerine Etkisi
Subklinik mastitisli ineklerde yiiriitiilen bir ¢alismada, preovulator follikiillerin sivisi

toplanarak ve granulosa ile teka hiicrelerinin izolasyonu yapilmasi neticesinde enfekte

olan ve olmayan hayvanlar arasinda agik, net bir farklilik goriilmiistiir. Hayvanlarin
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1/3'inde normal, enfekte olmayan hayvanlara gore follikiiler sivida daha diisiik E2 ve
androstenoidin diizeyi Olgiilirken geri kalaninda normal seviye belirlenmistir.
Bahsedilen 1/3' etkilenme orani ovulasyon gecikmesi ve normal ovulasyon gosteren
hayvanlarda da bulunmustur (Lavon vd., 2010). Granulosa hiicrelerinde E2 diizeyinin,
teka hiicrelerinde ise androstenoidlerin diisiik diizeyde oOlgiilmesi steroidojenik
enzimlerin ve LH reseptorlerinin azalmasi ile iliskili bulunmustur. Bu bulgularin
deneysel sartlarda olusturulan enfeksiyonda da olusup olusmadiginin kontrol edildigi
calismada senkronize edilen ineklere meme i¢i gram pozitif bakteri toksini verilmesi
sonrasinda lokal veya sistemik yangi belirtilerinin olusmadigi, sadece SHS'nin
yiikseldigi olguda hayvanlarin yaklasik %40'inda follikiiler sivi steroid diizeyinde
azalma tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu calismada subklinik mastitisin follikiiler
gelisimi baskiladigi belirlenmistir. Buna gore; subklinik mastitis ovaryum kiigiik
follikiil ve erken antral follikiil populasyonunu bozar, sonucunda haftalar sonra gelisen
biiyiik preovulator follikiillerdeki diisiik steroid seviyesine yol acgar (Wolfenson vd.,
2015).
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Sekil 1.3: Saglikli (FF-control), eksojen Gram negatif (G-) E. Coli endotoksini, Gram pozitif
(G+) S. Aureus endotoksini verilen ineklerin follikiiler sivilarinda olgunlagan oositlerin gelisim
yetenekleri karsilastirilmasi. a) fertilizasyondan 42-44 saat sonra 00sitin 2-4 hiicreye cleavage

yiizdesi, b) fertilizasyondan 8 giin sonra balstosit asamasina gelisen embriyo orani (Roth vd.,
2016).

1.12. Oosit Kapasitesi Uzerine Etkisi

Oosit in vitro kiiltiir ortaminda maturasyon esnasinda PGF,, gibi yangisal ajanlarin ilave
edilmesi blastosist olusum oranini azaltmaktadir (Soto vd., 2003a, Hansen vd., 2004).

Benzer sekilde maturasyon sirasinda TNF-a ilavesi de blastosit olusumunun azalmasina
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yol acar. Ancak oositin fertilizasyonundan sonra TNF-o ilavesi apoptozise giden

blastomer sayisini arttirir.

Mastitisli ineklerin follikiiler sivisinin oosit maturasyonu mediumu olarak kullanildigi
calismada gram pozitif veya gram negatif etkenlerin toksinlerinin cleavage ve blastosit
olusumunu azalttig1 ortaya konulmustur (Asaf vd., 2014), (Sekil 1.3). Mastitisli
ineklerin oositlerinin toplanarak in vitro embriyo {retiminin yapildig1 c¢alismada
blastosit oraninin orta ve yiiksek SHS'li hayvanlarin oositlerinde diisiik SHS'li ineklere
gore dikkat cekici sekilde diisiik bulunmustur. Bu ¢aligma oosit toplanmasindan 3 ay
Once mastitis teshisi konulan hayvanlarda gergeklestirildigi i¢in arastiricilar mastitisin
germinal vezikiil doénemindeki oosit havuzunda bulunan oositlere etki ederek
gelisimlerini bozdugunu vurgulamaktadirlar (Rahman vd., 2012; Roth vd., 2013).
Gliniimiizde gelisiminin erken donemindeki follikiillerin mastitise duyarl olduklart ileri

stirilmektedir (Wolfenson vd., 2015).

Sigir oositlerinin  TNF-a  varliginda maturasyonu, fertilize oositlerin blastosist
asamasina gelisim oraninin azalmasina neden olmustur (Soto vd., 2003a). Ayrica, TNF-
a, PGF,, veya NO varliginda kiiltiire edilen embriyolarda apoptotik hiicre oraninda veya
blastosist evresine gelisim geriliginde artig gosterilmistir (Pampfer vd., 1994; Wuu vd.,
1999; Chen vd., 2001; Soto vd., 2003b). Progesteron ile takviye edilen ineklere PGF,,
verilmesi, diisiik kalitede embriyolar ve diisiik gebelik oranlar1 ile sonuglanarak
PGF,,nin embriyo gelisimi iizerinde direkt bir etkiye sahip olabilecegi diislincesini

giiclendirmistir (Buford vd., 1996; Roth ve Wolfenson, 2016), (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4: Mastitisin reprodiiktif sisteme etki mekanizmasi (Roth ve Wolfenson, 2016).

1.13. Mastitis ve Embriyonik Canhhk

Meme bezindeki enfeksiyonun kapsamli bir etki ile embriyonik canlilig1 azalttig1 ortaya
konulmustur (Sekil 1.5). Sitokin diizeyindeki artisla birlikte yiikselen viicut 1sis1 oosit
maturasyonunu ve embriyo gelisimini geciktirir. Viicut sicakligr artis1 oosit ve embriyo
gelisim kapasitesini direk olarak degistirdigi gibi besin maddesi alimini azaltarak

dolayli olarak ta etki gostermektedir (Hansen vd., 2004).

Endometriyum tarafindan iiretilen PGF,,, bir embriyo yoksa 6striis siklusunun sonunda
ortaya ¢ikan liiteolizisten sorumludur. Prostaglandin F5, tiretiminin TNF-f ve IL-1c gibi
sitokinler tarafindan uyarildigi gosterilmistir (Davidson vd., 1995; Skarzynski vd.,
2000). Bu nedenle; mastit, embriyonik/fetal O6liimle sonuglanabilecek PGF,,nin
salgilanmasma ve dolayisiyla erken luteolizde bir artisa neden olabilecegi ileri
stirilmistir (Hansen vd., 2004).

Mastitisli ineklerdeki gozlemler reprodiiktif kanal disindaki yangisal veya immun

cevabin aktivasyonun embriyonik &liime yol acabilecegi yoniindedir (Olechnowicz ve
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Jaskowski, 2013). Hansen vd. (2004)'ne gére meme bezinin bakterilerce enfeksiyonu
yangisal cevabr veya immun cevabi aktive eden bakteriyel kaynakli lipopolisakkarit
proteoglikan veya diger molekiillerin salinimina neden olur. Bu salinim meme bezinden
sitokinlerin sentezini ve lenf diiglimleri araciligi ile drenajini arttirir. Belirli sitokinler
direk olarak oosit ve embriyo fonksiyonunu engelleyici etkiye sahiptirler (Olechnowicz
ve Jaskowski, 2013).
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Sekil 1.5: Meme bezinin embriyo canliligini azaltmada etki sekilleri (Hansen vd., 2004).

1.14. Somatik Hiicre Sayisi ile Gebelik Oram Iliskisi

Hem klinik mastitisin hem de subklinik mastitis reprodiiktif olaylarla negatif sekilde
iliskili oldugu bildirilmistir. Ancak Ozellikle subklinik mastitis ¢alismalarinda ortaya
c¢ikan farkli sonuglar olgunun tanim farkliligindan kaynaklanabilecegi ileri stirlilmiistiir.
Nitekim bazi arastiricilar subklinik mastitis olgularini SHS nin 200.000 hiicre/ml'den
fazla durumlari icin kabul ederken bazilari ise 150.000 hiicre/ml fazla olgular1 subklinik

mastitis olarak kabul etmektedir (Ruegg vd., 2015).
Asim Oncesinde subklinik veya klinik mastitisli ineklerde saglikli ineklere gore ilk
tohumlama zamaninda artma, agik giinlerde uzama ve tohumlama sayisinda artis

olustugu belirlenmistir (Schrick vd., 2001). ilk tohumlama ile gebelik teshisi arasinda
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semptomlarin  subklinikten klinik belirtilere dogru degismesinin  reprodiiktif
performansa 6nemli oranda etkisi vardir ve fertilitede azalma ile sonuglanir. Somatik
hiicre sayisinin gebelik oraninda etkisini belirlemeye yonelik ¢alismada tohumlama
oncesi ylksek SHS, tedavi sonucu diisilk SHS, tohumlama sonrasi yiiksek SHS ve
kronik yiiksek SHS enfeksiyonlart olgularinin tiimiinde gebe kalma oraninda azalma
tespit edildigi, ancak en fazla azalmanin kronik enfeksiyon olgularinda olustugu
bildirilmistir. Tohumlama Oncesi veya sonrasit SHS artis1 ile reprodiiktif performans
azalmasi pozitif iligkili bulunmustur (Lavon vd., 2011; Hudson vd., 2012). Arastiricilar
(Lavon vd., 2011), tohumlama siirecinde olusan SHSartisinin gebe kalma oranini
azalttigini, bu etkinin SHS arttik¢a daha dikkat ¢ekici oldugunu bildirmektedir. Ayni
arastiricilar tohumlamadan 10 giin 6nce 1.000.000 hiicre/ml olusmasi1 durumunda gebe
kalmanin o6nemli oranda azaldigini1 bildirmektedir. Yanginin siddeti fertilitedeki
azalmanin derecesi ile iligkili bulunmustur. Hudson vd. (2012), tohumlama sonrasi 1-30
giin iginde SHS 200.000-399.000 olan ineklerde gebelik oraninda %18 azalma
bildirilmistir. Hayvanlarda SHS>399.000 hiicre/ml oldugu durumlarda ise gebelik
oraninda %26 azalma gozlendigi bildirilmektedir (Sekil 1.6).
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4

3 I

(=]
H

Tohumlama indeksi
—i

Kiinik Subldinik Subldinikc Kontrol
sonrast

Sekil 1.6: Sagilan ineklerde mastitis ile gebelik bagina tohumlama sayisi iligkisi: enfeksiyon
siddeti (Hansen vd., 2004).

Nguyen vd. (2011), tarafindan yiiksek SHS (200.000 ile 500.000 aras1) sahip ineklerde
SHS diisiik (50.000-200.000) ineklere daha yiiksek oranda luteal faz uzamasi
(postpartum ovaryum aktivitesinde anormallik) gozlendigini bildirmektedirler.
Postpartum donemdeki yiikksek SHS reprodiiktif performansta azalmaya yol agar.
Mastitis tarafindan olusan gebelik basimna tohum sayisinin artist mastitisin Ostriiste
ovulasyonu engellemesi, fertilizasyon yetersizligi veya embriyonik 6lim olusmasi ile

iligkili oldugunu géstermektedir (Ruegg vd., 2015).
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Meme i¢i enfeksiyonun subklinik formu genellikle SHS'de uzun siireli orta derecede bir

artis ile karakterize kronik bir hastaliktir ve lokal veya sistemik yangi belirtisi yoktur.

Hastaligin bu formu meme icine yerlestikten sonra birka¢ ay boyunca devam eder

(Schukken vd., 2003).

Cizelge 1.1: Subklinik mastitisin ineklerde reprodiiktif siiregte olusturdugu degisiklikler
(Wolfenson vd., 2015)

Hipofiz Pulzatil LH _ Etkilenmez .
Preovulatér LH piki Diisiik ve hayvanlarin 1/3'iinde gecikme
Adrenal Kortizol Etkilenmez
Ovulasyon Hayvanlarin 1/3'tinde gecikme
i Follikiiler steroid sentezi Hayvanlarin 1/3"iinde diisiik 6stradiol ve
Preovulator .
follikiil androstenoidin .
Gen bulunusu Teka ve granulosa hiicrelerinde
steroidojenik gen ve LH reseptor azalisi
Follikiil gelisimi  Orta ¢apli (6-9mm) Uyarilmig enfeksiyonda azalir, dogal

enfeksiyonda artar

Korpus luteum

Erken luteal regresyon ve
progesteron

Etkilenmez

Oosit

Mastittisli inegin follikiiler
stvisinda maturasyon

Az blastosit olusumu, maturasyon
bozulmasi, apoptozis artisi, diisiik GDF-9

Mastitli inekten maturasyon
Oncesi toplama

GV safthasindaki oositin bozulmasi, az
sayida blastosit olugumu
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Sunulan arastirma Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 29/09/2020 Tarih ve 49533702/302 sayil1 onay1 alindiktan sonra yiiriitiildi.

2.1.1. Hayvan Materyali

Arastirma Afyonkarahisar bolgesi, Bolvadin ilgesi ile civar kdylerinde siit inekgiligi
yapilan aile tipi isletmelerde yiiriitildii. Genital organlarinda klinik bir sorun
bulunmayan, patolojik vaginal akintisi olmayan, en son dogumu {izerinden 50 giinden
fazla zaman ge¢mis olan 50 inek bas kullanildi. Arastirma farkli irklardan (Holstein,
Isvigre Esmeri, Simmental) ve farkli yaslardan hayvanlar iizerinde yiiriitiildii.
Hayvanlardan 22 basi CMT negatif olanlardan secildi (Mastitis negatif grup) (n=22).
Geri kalan 28 bas CMT pozitif olanlardan, subklinik mastitis bulunan ineklerden
secilerek ¢alismaya dahil edildi (Mastitis pozitif grup).

Viicut kondisyon skorlarinin birbirlerine yakin olmasina 6zen gosterildi. Viicut
kondisyon skoru 3-4 olan hayvanlar ¢alismaya alinirken, bunun disindaki skorlarda olan
hayvanlar degerlendirilmeye alinmadi. Caligma 2021 yili Subat ve Mayis aylarinda
yiriitildi.

2.1.2. Calismada Kullanilan Ekipman

2.1.2.1. Ultrasonografi Cihaz1

Genital organlarin durumunun tespiti gerceklestirildi. Bu muayenelerde real time, B
mod, 4-8 MHz linear array problu cihaz (DP 20, Mindray, China) ve Hasvet 3100

kullanildi.

2.1.3. Sarf Malzemeler
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2.1.3.1. California Mastitis Test Ayiraci
Tohumlama amaciyla gidilen isletmelerde tohumlama isleminin gergeklestirilmesinden
once meme sagligi degerlendirildi. Meme bezlerinde mastitis olup olmadiginin kontrolii

amaciyla CMT ayiraci (Kerba test, Kerbl) ve CMT test kaplar1 kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Genel Saghk Kontrolii

Tim hayvanlar genel klinik muayeneden gecirildi. Her hangi bir saglik sorunu

bulunmayan sigirlar rektal palpasyonla muayene edildi.

2.2.2. Genital Organlarin Muayenesi

Ineklerin &striiste olduklari teyit edildi. Herhangi bir patolojik olgunun olup olmadig
kontrol edildi.

2.2.3. Meme Bezinin Muayenesi

Caligmada kullanilacak hayvanlarda meme bezi muayene edilerek saglik durumu
degerlendirildi. Meme loblarinda kizariklik, 1s1 artigi, agr1 gibi yangiyr gosteren
belirtiler inspeksiyonla arastirildi. Meme bezi palpe edilerek yapisal bozukluk olanlar,
meme bezinde apse olusumu, sertlik vb. anormal olusumlar arastirildi. Bu muayeneler

sonrasinda yapisal bozukluk tespit edilen inekler ¢calismaya dahil edilmedi.

2.2.4. Siit Numunesinin Alinmasi

Yapisal bozukluk bulunmayan ineklerin memelerinden siit numuneleri alinarak kontrol
edildi.

Bu kontrol sonrasinda subklinik mastitis belirlenen hayvanlar c¢alismaya katildi.
Aragtirmaya dahil edilen ineklerden CMT uygulamasi ve SHS belirlenmesi igin siit

numuneleri alind1. Oncelikle meme baslari su ile yikand: ve kirler uzaklastirildi, yitkama
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sonras1 tek kullanimlik kagit havlu ile kurulandi. Meme baslar1 pamuk ve alkol ile
silinerek dezenfekte edildi. ilk ii¢ ¢ekimlik siit farkli bir kaba sagilarak uzaklastirildi.
Siit numuneleri steril numune kaplarma alindi. Alinan siit numuneleri soguk zincir

altinda Afyonkarahisar il Gida Kontrol Laboratuvarma iletildi.

2.2.5. California Mastitis Testi

Tim hayvanlara CMT kontrolii uygulandi. Test dort boliimlii plastik kaplar ve CMT
solisyonu kullanilarak ger¢eklestirildi. Meme loblarinin her birinden 2 ml siit
bolmelerine alindi ve iizerine esit miktarda indikator olarak CMT soliisyonu konuldu.
Test kab1 bu esnada dairesel hareketleryapilarak siit ve ayiracin karigmasi saglandi.
Dairesel hareketler yaninda kap egimli tutularak karisimin bir yone dogru akmasi
saglandi ve bu esnada jel olusumu izlenerek degerlendirildi. Olusan karigimin rengine
ve jel olusumuna bakilarak siittiin 16kosit sayist ve pH degeri derecelendirildi. Test
skorlar1 negatif (-), stipheli, +1, +2 ve +3 olarak yorumlandi (Schalm vd., 1971). Test
degerlendirmesi sonrasinda skoru §, +1, +2 ve +3 olarak belirlenen meme loblar
subklinik mastitisli, negatif olan loblar1 ise enfekte olmamis olarak degerlendirildi. Bir
meme lobunda subklinik mastitis saptananlar subklinik mastitisli inek olarak kabul
edildi (Tolosa vd., 2013).

2.2.6. Somatik Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Somatik hiicre sayisinin belirlenmesi Tarim ve Orman Bakanligi, Afyonkarahisar Gida
Kontrol Laboratuvarinda gerceklestirildi. Kalifornia mastitis testi uygulanmasindan
sonrasteril kaplara alinan siit numuneleri ortalama 1 saat igerisinde soguk zincir altinda

laboratuvara iletildi.

Analizler, NucleoCounter® SCC-100™ (ChemoMetec, Denmark) cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. Cihazin ¢alisma prensibi; Epifluoresan mikroskobik incelemeyle
yapilan konvensiyonel hiicre sayiminin, yeni teknolojiyle birlikte gelistirilmesi esasina
dayanir. Somatik hiicrelerin hiicre c¢ekirdegine bagli propidyum iyodiir (PI) floresan

boyadan sinyal algilayacak sekilde entegre edilmis floresans mikroskobisine gore
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dizayn edilmistir. Sonuglarin, numunenin hiicre konsantrasyonunu direk olarak temsil

ettigi ileri siiriilmektedir.

2.2.7. Ultrasonografik Muayene

Calismaya dahil edilen tiim hayvanlar ultrason muayenesi gergeklestirildi.
Muayenelerde oncelikle hayvanlarin gebe olup olmadiklar1 ortaya konuldu. Gebe
olmadiklar1 teyit edilen hayvanlarda ovaryumlar goriintiilendi. Ovulator follikiiliin
bulundugu ovaryum belirlenerek kayit edildi. Goriintiileme sirasinda ovulator follikiil
en biiyiik cap1 elde edilecek sekilde goriintii donduruldu. Ultrason cihazinin 6zelligi ile

cap1 Olciildii ve kayit edildi.

Ultrason ile goriintiilenen follikiiller tohumlamadan 24 saat sonra tekrar yapilan
muayene ile goriintiilenerek ovulasyon olup olmadigi ortaya konuldu.
Calismada kullanilan hayvanlarda tohumlama sonrasi 28-30. giinlerde ultrasonografik

muayene ile gebelik teshisi yapildi ve buna gore degerlendirmeler yapildi.

2.2.8. istatistiksel Analiz

Calismada verilerin analizi Windows SPSS 20.0 Paket Programi (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) ile yapildi. Matitis negatif ve Mastitis pozitif hayvanlarmn folikiil ¢api, somatik
hiicre sayis1 ve gebe kalma orani istatistiksel olarak degerlendirildi. Somatik hiicre
sayist ile follikiil ¢aplarinin analizinde t testi uygulandi. Hayvanlarin gebelik oranlarinin

karsilastirilmasi kikare testi ile yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Siit Somatik Hiicre Sayilari

Hayvanlarda tohumlamadan hemen 6nce gerceklestirilen CMT uygulamasinda Mastitis
pozitif bulunanlarin siit 6rneklerinde somatik hiicre sayis1 Mastitis negatif olanlardan
onemli derecede yiiksek bulundu (p <0.0001) (Cizelge 3.1). Calismada kullanilan

hayvanlardan alinan siit 6rneklerinde 6l¢iilen somatik hiicre sayilar1 Sekil 3.1'de verildi.

2500000 -

2000000

1500000

1000000 -

500000
o - N

Mastitisnegatif Mastitis pozitif

Sekil 3.1: Mastitis negatif ve Mastitis pozitif hayvanlarda somatik hiicre sayilar

3.2. Ovulator Follikiil Caplar

Calismada kullanilan hayvanlardan ultrasonografik muayene ile tohumlamadan hemen
once follikiil ¢aplar1 belirlenmistir. Buna goére Mastitis negatif olan hayvanlarda
ovulator follikiil ¢aplart Mastitis pozitif olanlardan daha biiyiik olarak Ol¢lilmiistiir.
Mastitis negatif ve Mastitis pozitif olan hayvanlarin ovulator follikiil ¢aplart Sekil 3.2'de
sunulmustur. Gruplarin ovulator follikiil ¢aplart arasinda belirlenen farklilik istatistiki

olarak onemli degildi (p < 0.136).
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Sekil 3.2: Mastitis negatif ve Mastitis pozitif olan hayvanlarin ovulatér follikiil ¢aplari
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3.3. Ovulasyon Oranlan

Calismaya katilan hayvanlarda yapilan ovulasyon kontrolii sonrasinda ovulasyon
oranlarinda bir aksama olmadig belirlendi (p>0,05). Mastitis negatif ve Mastitis pozitif
olan hayvanlarda bezer ovulasyon oranlarmin olustugu goézlendi. Hayvanlarin

ovulasyon oranlari Cizelge 3.1'de sunulmustur.

3.4. Gebelik Oranlar

Sunulan arastirmada tohumlanan hayvanlara tohumlama sonrast 28-30. Giinlerde
ultrasonografik yontemle gebelik muayenesi yapildi. Bu muayeneler sonrasinda Mastitis
negatif olan inekler ile Mastitis pozitif olan ineklerdeki gebe kalma sayilariin 6nemli
sekilde farkli oldugu belirlendi (p<0,005), (Cizelge 3.1). Mastitis hastaliginin olmasi
ineklerde gebe kalma oraninda azalmaya yol actigi gozlendi. Mastitis pozitif olan

ineklerde gebelik oran1 Mastitis negatif ineklerden 6nemli derecede diisiik oldugu tespit

edildi (Sekil 3.3).

Mastitisnegatif Mastitis pozitif

Sekil 3.3: Mastitis negatif ve Mastitis pozitif olan ineklerde belirlenen gebelik oranlar1

Cizelge 3.1: Mastitis negatif ve Mastitis pozitif ineklerde somatik hiicre sayisi, ovulator follikiil
cap1, ovulasyon oranlar1 ve gebe kalma oranlari

Mastitis negatif Mastitis pozitif P
(n=22) (n=28)
Somatik hiicre sayisi (hiicre/ml) 256955+116867 2058143+1506619 <0,0001
Ovulator follikiil cap1 (mm) 16,29+2,81 15,19+£2,05 <0,136
Ovulasyon orani (%) 90,90 (20/22 96,42 (27/28) >0,05
Gebelik oram (%) 54,54 (12/22) 17,85 (5/28) <0,005
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4. TARTISMA

Calismada kullanilan hayvanlarin siit SHS'lar1 arasinda 6nemli fark bulundu. Somatik
hiicre sayist siitte mililitre bagina toplam hiicre sayisidir. Siitteki somatik hiicreler meme
bezindeki yangi ile miicadele i¢in inegin bagisiklik sistemi tarafindan tiretilen ve kandan
siite gecen lokosit ve lenfositler ile meme dokusu ve kanallarindaki epitel hiicre
artiklarindan olugur. Meme bezindeki yanginin siddeti arttikga siitteki 16kositlerin sayisi
artar. Siit SHS tek bir inekte veya siiriide (tank siitii degerlendirilmesiyle) mastitis
derecesinin dolayli bir gostergesidir (Looper, 2013). Siit somatik hiicre sayist degisik
yontemlerle izlenebilir. Bu yontemlerden sahada uygulamasi kolay olan birt CMT'dir.
Bu test siitteki hiicre sayisinin kabaca belirlendigi basit ve kullanigh bir testtir, siitteki
SHS ile iliskilidir ve mastitis olgularinda pozitif sonu¢ verir. Glinlimiizde siitteki
somatik hiicre sayisin1 otomatik olarak sayimini yapan cihazlar gelistirilmis olmasina
ragmen CMT hala yaygin olarak kullanilmaktadir Sunulan arastirmada hayvanlarda
tohumlamadan hemen 6nce gergeklestirilen CMT uygulamasinda, pozitif bulunanlarin
stit orneklerinde SHS Mastitis negatif olanlardan énemli derecede yiiksek bulundu (p <
0.0001). Buna gore CMT testinin siit SHS degisikliklerini gostermede etkili oldugu

ortaya konulmustur.

Siit SHS meme sagligini izlemede onemli bir kriter olmakla birlikte yas, 1rk, laktasyon,
siklus donemi, beslenme, enfeksiyon bulunusu ve mastitise yol agan bakteri tiirleri gibi

bir ¢ok faktor bu sayiy1 etkileyebilir (Busato vd., 2000).

Ineklerde 6striis siklusunun farkli dénemlerinin SHS'na etkisini belirlemeye yonelik
arastirmalar yapilmistir. Ostriisiin siit SHS'na etkisine yonelik bildirilen sonuglar
tartigmalidir. Bazi arastiricilar ostrojenlerin SHS'1 arttirdigini bildirirken (Haenlein ve
Krauss, 1974), bazilar1 ise (Anderson vd., 1983), ostriis siklusunun siit SHS'ma bir
etkisinin olmadigini ileri stirmektedirler. Son zamanda yapilan bir aragtirmada Ostriis
siklusu donemlerinin meme bezi aktivitesini etkiledigi belirlenmistir (Alvarado vd.,
2018). Ostriis siklusu dénemleri siit bilesenleri diizeylerinde degisiklige neden oldugu
bulunmustur. Yapilan calismada ineklerde SHS'nin didstriisten prodstriis donemine
kadar diizenli sekilde arttig1, ancak sonraki donemler olan Ostriis ve metdstriis

donemlerinde diizenli sekilde azaldigi ve didstriisteki baslangic seviyesine indigi
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belirlenmistir (Alvarado vd., 2018). Ostriis ile prodstriis ve metdstriis donemleri
arasinda fark belirlenmemistir. Arastiricilar SHS sayisinda olusan bu degisim Ostriisten
1 giin 6nce pik yapan meme bezinde seviyesi artan dstrojene baglamaktadirlar. Nitekim
eksojen Ostrojen implant1 verilen hayvanlarda SHS'mda onemli bir artis olustugu
bildirilmektedir (Lammers vd., 1999). Sunulan arastirmada siit ornekleri Ostriis
belirtileri gdsteren ve suni tohumlama yapilmasi istenen ineklerden alindi. Ineklerin
SHS'lar1 farkli bulundu. Hiicre sayilar1 arasinda fark olmasina ragmen Ostriislerin
gozlenmesi Ostriis belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda SHS'min etkisinin olmadigi seklinde
degerlendirilebilir. Ayrica Ostriis giiniinlin  SHS'ma etkisinin olmamasi sunulan
aragtirmadaki hayvanlar arasindaki SHS yiiksek olmasinin nedeni enfeksiyon kaynakli

oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir.

Calismada kullanilan Mastitis negatif olan hayvanlarda ovulator follikiil caplari Mastitis
pozitif olanlardan daha biiyiik olarak Ol¢lilmiistiir. Ancak gruplarin ovulator follikiil
caplar1 arasinda belirlenen farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (p < 0.136).

Klinik veya subklinik mastitis endokrin diizeni ve follikiiler gelisimi degistirerek
reprodiiktif basartyr etkiler. Klinik veya subklinik mastitisin reprodiiksiyon iizerine
etkisi follikiil diizeyinde ortaya ¢iktig1 ileri siiriilmesine ragmen bu etkinin olugmasiyla
ilgili ortaya konulan bilgiler tartigmalidir. Kimi arastiricilar (Rahman vd., 2012),
follikiiler gelisimi tiim siiregte etkiledigini bildirmesine ragmen digerleri (Schrick vd.,
2001) bu etkinin sadece primer ve sekonder follkiiler asamasinda goriildiigiini, ileri

asamadaki follikiillerde etkisinin olmadigini ileri siirmektedir.

Antral follikiil sayis1 follikiillerin ve oositlerin saglik gostergesidir. Fertilite yliksek
antral follikiil sayisina sahip ineklerde, diisiik antral follikiillii ineklerden daha yiiksek
belirlenmistir. Bu nedenle yangisal olaylarin etkisiyle ortaya ¢ikan primordial follikiil
azalmas stitcii ineklerde fertilitenin kalici olarak olumsuz etkilenmesiyle sonuglanabilir.
Primordial follikiiller hayvanlarda pubertastan 6liime kadar oosit {iretim havuzudur.
Oksidatif stres ve enfeksiyon ayni zamanda primordial follikiilleri premature aktive
ederek havuzdan ayrilmaya yol agabilir. Aktive olan follikiillerin yasami atreziye
ugrama veya ovulasyona gitme olarak iki muhtemel sekilde sonlanir. Sigir ovaryum

korteksine bakteri LPS uygulanmasiyla primordial follikiillerin sayisinda akut bir
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azalma olusturulmustur. Primordial follikiillerin havuzdan erken ayrilmasi reprodiiktif
yagsam siirecini olumsuz etkiler (Furman vd., 2014, Sheldon 2015, Santos vd., 2018).
Kronik mastitis ile ovaryum fonksiyonlarindaki degisim arasinda bir iliskinin varligini
gosteren verilere ulagilmistir. Bu bulgu hem klinik hem de subklinik mastitisin fertilite
tizerine olumsuz etkisini bildiren verileri desteklemektedir. Arastiricilara gore fertilite
tizerine olan bu olumsuz etki ovaryum ve follikilde meydana gelen degisimleri
kapsamaktadir. Lavon vd. (2011)'e gore kronik meme i¢i enfeksiyon follikiillogeneze
gelisim siirecinin farkli donemlerinde hasar verebilmektedir. Rahman vd. (2012)'nin
aragtirma sonucglart da follikiilogenezin mastitis tarafindan etkilendigi bilgisini
desteklemektedir. Bu arastirmaya gore hem primer asamadan sekonder asamaya gegis,
hem de en biiyiik follikiil gelisimi kronik enfeksiyon bulunan ineklerde daha az etkin
bulunmustur. Sunulan arastirmada ovulatér follikiillerin ¢aplar1 arasinda fark
olmamasinin nedeni hastaligin kronik asamada olmamas1 olabilir. Ciinkii follikiillerin

uzun siireli enfeksiyonlardan olumsuz etkilenmesi s6z konusudur.

Mastitisin ovaryum {lizerine etkisi mikroskopik diizeyde de belirlenmistir (Rahman vd.,
2012). Follikiiller bireysel olarak sadece antrum sekillenmesinden ve teka interna ve
eksterna farklilagmasi gerceklestikten sonra damarsal destek ile c¢evrelenmistir. Bu
nedenle kortikal stromada bulunan primordial ve primer follikiiller damar desteginden
yoksundurlar. Primordial follikiil aktivasyonunun ve primer follikiilin erken preantral
asamaya doOniisimiinde damarsal destege yakinhigin  bulunusunu igerdigi
diisiiniilmektedir. Kapiller damar agina yakinligin erken follikiiler gelisimin muhtemel
mekanizmalarindan biri oldugu ileri siiriilmektedir. Bu siire¢ baslica direk olarak
endotel hiicrelerinden iiretilen VEGF gibi biiylime faktorleri ile sitokinler gibi ovaryum
ici faktorlerin kontrolii altindadir. Nitekim Yang ve Fortune (2007), tarafindan invitro
sartlarda kiiltir medyumuna VEGF ilavesi primer follikiillerin sekonder asamaya
gecisini 7 kat arttirdigi belirlenmistir. Sigir ovaryumunda gelisimi kan kaynakli
faktorlere bagli sekonder follikiiller damar yatagi azalmasina karsi primordial ve primer
follikiillerden daha duyarli bulunmustur. Arastirmada orta biyiikliikteki (1-7 mm)
follikiiller lizerine etkinin olmadig1 bulunmustur (Rahman vd., 2012). Kronik mastitisli
hayvanlarda ovaryumda follikiillerle iliskili olarak damar yatak azalmasi belirlenmistir.

Ovaryum korteksinde vaskuler yatak azalmasi ile birlikte goriilen ovaryum stromasinda
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fibrotik degisim mastitisle iliskili bulunmustur. Arastiricilara gore (Rahman vd., 2012)
bu azalma primer follikiilerin sekonder follikiil asamasina ilerleme kapasitesinde

azalmaya neden olabilir.

Meme bezinin yangisi esnasinda yangt oncii sitokinleri salgilayan dolagimdaki 16kosit
miktarinda artis olusur. Bu sitokinler follikiiler s1vi kompozisyonunu, oosit gelismesini
ve oosit ve kumulus hiicrelerinde 6zel gen bulunusunu etkileyebilir. Yangi Oncii
sitokinleri follikiiler gelisim esnasinda oositlerin gelisimi ve olgunlagsmasi hormon
etkisine, 6zel genlerin miktar ve varligi ile follikiil sivisindaki yapilarin varligina bagl
oldugu icin oosit gelisim yetenegini olumsuz olarak etkileyebilir (Santos vd., 2018).
Nitekim mastitis esnasinda GDF-9 geninin bulunusunun da olumsuz etkilendigi
belirlenmistir. Mastitis etkisinde bulunan ineklerin ovaryum yapilarinda damarsal
yatakta azalma, fibrotik dokuda artig yaninda GDF-9 gibi oosit spesifik faktorlerde bir
degisiklik olusur. Bu faktorlerin tiimii follikiilogenezisin diizenlenmesinde temel
elementlerdir ve bir boliimiiyle kronik mastitisin fertiliteyi baskilamasini agiklayabilir.
Growth differentiation Factor 9 follikiilogenez, oogenez ve ovulasyonun tiim
stireclerinde bulunur ve bu nedenle fertilitede 6nemli role sahiptir. Mastitisin oosit
tizerine etkilerinin dogrulanmasi i¢in follikiilogenezisin erken donemlerinde GDF-9
bulunusu degerlendirilmistir. Birgok memeli tiiriinde GDF-9, granuloza hiicrelerinin
proliferasyon ve farklilagmaya izin veren etkisi ile erken folikiiler gelisim i¢in zorunlu
oldugu diislinlilmektedir. Bu genin bulunmamasinin ovaryum biyiikliigiiniin
azalmasina, folikiiler gelisimin primer folikiil asamasinda durmasina ve herhangi bir
korpus luteumun olmamasina neden oldugu bildirilmistir. Eksiklik durumunda
granuloza hiicrelerinin proliferatif yetenegi Onemli oOlglide azalir. Boylece oosit
gelisimini destekleyen granuloza hiicre katmani c¢ogalamaz ve tek katmanli olur.
Birincil katman atipik ve asimetrik gelistikten sonra her hangi bir somatik hiicre
sekillenmesi gerceklesmez. Sonugta follikiil atretik hale gelir ve dejenere olur. Folikiil
gelisiminin sonraki asamalarinin tipik 6zelligi kumulus hiicre katmaninin ortaya
¢ikmasidir. GDF-9, normal folikiiler gelisimde karakteristik bir siire¢ olan kumulus
hiicre katmaninin genislemesine hyaluronik asit agisindan zengin bir hiicre dis1 matris
formasyonuna izin vererek neden olur. GDF-9 bulunusunun engellenmesi, kumulus

hiicre genislemesinin olmamasi ile sonuglanir.
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Eksojen toksin verilerek olusturulan mastitis olgularmin aksine dogal olusan subklinik
mastitiste dominantligin baskilanmasi sonucu orta biiylikliikteki follikiil sayisinda bir
artis gozlenmistir. Orta biiyiikliikteki follikiillerin aksine preovulatér follikiillerin
bliylimesinin ve ¢apmin dogal veya uyarilmis enfeksiyon sonucu olusan mastitisten
etkilenmedigi de belirlenmistir. (Lavon vd., 2010; Lavon vd., 2011; Furman vd., 2014).
Ay gorlis sagliklt ve mastitisli ineklerde yaptigi arastirmada subklinik masitisin
dominant follikiiliin ve ovulatér follikiiliin c¢ap1 ve follikiiler biiylimeyi olumsuz
etkilemedigini belirleyen Santos vd. (2018), tarafindan da bildirmektedir. Mastitis
preantral ve orta biyiikliikteki follikiillerde biiylimeyi azaltirken bu etkinin mastitisli
ineklerdeki fertilite azalmasiyla iliskisi acikliga kavusturulamamaistir (Riollet vd., 2001).
Subklinik mastitisin follikiiler biiylime {lizerine etkisi tartigmalidir. Mastitisin follikiil
gelisimine etkisi follikiiler gelisim siirecinin tiim asamalarinda ayni sekilde ortaya
cikmadigr anlasilmaktadir. Follikiiler gelisimi olumsuz etkiledigini (Rahman vd., 2012)
ileri siliren arastirmalar yaninda etkilemedigini (Lavon vd., 2010, Santos vd., 2018) ileri
siiren aragtirmalar da bulunmaktadir. Prevovulatdr ve ovulator follikiil gelisimini
etkiledigini ileri siiren arastirmalar meme ig¢i toksin verilerek olusturulan deneysel
calismalardir. Dogal enfeksiyon sonucunda follikiiler gelisimin biiyliik ve ovulator
follikiil asamasinda olumsuz etkilenmedigi diistiniilmektedir. Nitekim dogal mastitis
enfeksiyonlarinda follikiiler sivi1 steroid diizeyi azalmasiyla iligkili olarak olusan follikiil
dominantlik azalmasi tarafindan olusturulan orta biiyiikliikteki follikiillerde artis ortaya

konulmustur.

Subklinik mastitisin follikiil gelisimine etkisinin enfeksiyonun siddetine bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Siddetli sekilde kronik mastitisten etkilenen ineklerde ¢ap1 1-3 mm ve
4-7 mm olan follikiiller enfeksiyondan etkilenmezken >8 mm olan preantral follikiil
sayisinda azalma ortaya ¢ikmaktadir. Bu bulgu kan damar1 yogunlugunda bir azalma ve
oositte temel follikiil gelisim faktorlerinden olan GDF-9 faktdr bulunus azalmasi ile
iligkili bulunmugstur. Mastitis enfeksiyonunda kaynaklanan toksinlerin orta biiytikliikteki
follikiil sayisinda azalmadan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Preovulator follikiillerde
bliylime ve gelisme mastitisten etkilenme goriilmemistir. Mastitisin aksine postpartum
uterus enfeksiyonlarinda dominant folikiil biiyiime ve gelismesinde azalma

belirlenmistir. Yazarlara gore mastitis preantral ve orta biiylikliikteki follikiillerde
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gelismeyi olumsuz etkilemektedir ancak bu etkinin fertilite azalmasiyla iligkisi

bilinmemektedir (Rahman vd., 2012).

Enfeksiyonun siddeti kadar etki siiresinin de sonuglar iizerindeki farkliliklardan sorumlu
olabilecegi diislinilmektedir. Subklinik mastitisin ovaryum {izerinde etkisini uzun siireli
varligiyla gosterdigi ortaya konulmustur. Akut stres olgularinda bir ka¢ saat i¢inde
yiikselen kan sitokin diizeyinin 48 saat i¢inde normale dondiigli oysa subklinik mastitis
durumunda enfeksiyonun varhigmin bir ka¢ hafta veya aylarca siirebilecegi

degerlendirilmistir (Furman vd., 2014).

Kontrolli deneysel yontemle Gram negatif bakteri ve Gram pozitif bakteri toksinleri
verilerek olusturulan uzun siireli subklinik mastitisin follikiiler cevaba etKisinin
degerlendirildigi arastirmada, Gram pozitif bakteri toksinlerince olusturulan subklinik
mastitis sonucunda follikiiler bliyiime dinamiklerinin zayifladig1 belirlenmistir. Ortaya
cikarilan bu etki toksine maruz kalmanin follikillerin erken déneminde olumsuz
etkilendigini gosterdigi ileri siiriilmiistiir. Uyarilmis subklinik mastitisin etkisiyle orta
biiyiikliikteki follikiillerin sayisinda azalma olusmasina ragmen preovulator follikiillerin
biiylime oranlarinda ve biiyiikliiklerinde bir etki gézlenmedigi belirtilmektedir. Erken
antral donemdeki kiiciik follikiiller maruz kaldiklar1 subklinik mastitisin negatif etkisine
daha duyarlidirlar. Bu olumsuz etkilenmenin follikiillerdeki steroit sentezinin
azalmasina bagl oldugu ileri siiriilmistir. Kii¢iikk capl follikiilerden elde edilen
granulosa hiicrelerinin daha diisik E2 {irettigi belirlenmistir (Furman vd., 2014).
Subklinik mastitiste toksine maruz kalma follikiilogenezis sirasinda kiigiik follikiillerin
fonksiyonunu bozar. Bu fonksiyon bozulmasinin etkisi daha ileri asamalardaki
preovulator follikiillerde de kendini gdstermeye devam eder. Ancak hayvanlar arasinda

bireysel bir varyasyon olustugu bildirilmektedir.

Gram pozitif bakteri toksinlerince uyarilan subklinik masitisin follikiiler steroid
sentezine etkisinin daha ¢ok bireysel inek faktorlerine baglh oldugu ifade edilmektedir.
Aragtiricilara gore bakteri inokiilasyon, LPS verilmesi, kortizol baglantili stres gibi
faktorlerinde ineklerde bireysel farkliliklarin bulundugu bildirilmistir. Bireyler

arasindaki farkliliklarin kokeninin ise genetik farkliliklara dayandirilabilecegi ileri
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stiriilmektedir. Nitekim meme bezi epitel hiicrelerinin 18. Otosom tiizerinde Q alleli
bulunduran bireylerin q alleli bulunduranlara gore E coli veya S. Aureusa maruz

kalmaya daha gii¢clii ve daha hizli reaksiyon verdikleri belirlenmistir (Furman vd.,
2014).

Sunulan arastirmada Lavon vd. (2010) ve Furman vd. (2014) tarafindan bildirilenlerle
uyumlu sekilde ovulator follikiillerin c¢aplarinin mastitisten etkilenmedigi ortaya
konulmustur. Mandalar iizerinde gerceklestirilen bir arastirmada ineklerde bizim
belirledigimizden farkli olarak ovulator follikiil ¢apinin etkilendigi ileri siiriilmektedir.
Aragstiricilar (Mansour vd., 2017) mastitis bulunmayan mandalarda ovulator follikiil
capt subklinik ve klinik mastitis bulunanlardan daha biiyiik belirlenmistir. Gebe kalan
mandalarin ovulatér follikiil ¢ap1 gebe kalmayanlardan biiyiikk capli oldugu
gozlenmistir. Mandalarda kiiciik ¢apli follikiile sahip olanlarin gebelik oraninin biiyiik

capli olanlardan daha diisiik oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Calismaya katilan hayvanlarda yapilan tohumlama sonrasinda ovulasyon gergeklesip
gerceklesmedigi belirlendi. Ovulasyon tohumlamadan 24 saat sonra gergeklestirilen
ultrasonografik muayene ile tespit edildi. Buna gore Mastitis negatif hayvanlarda
ovulasyon orani (% 96,42) Mastitis pozitif hayvanlardan (% 90,90) daha yiiksek oldugu
gorildii. Mastitis negatif olan ve Mastitis pozitif olan hayvanlarin ovulasyon oranlari

arasinda fark olmasina ragmen gruplarin ovulasyon oranlar1 arasindaki bu fark 6nemli

degildi.

Ovulasyon kontrolii ineklerde klinik olarak direk veya dolayli yoldan olmak iizere 2
sekilde yapilabilir. Direk yontem ovulasyonun rektal veya ultrasonografi ile
dogrulanmasidir (Giordano, 2007). Bu yontemde ovulator follikiilin yerlestigi
ovaryumun daha onceden bilinmesi gereklidir. Dolayli yontem ise siklusun ilerleyen
giinlerinde ovaryumlardan birinde korpus luteumun varliginin belirlenmesidir. Sunulan

arastirmada ovulasyon ultrasonografik muayene ile kontrol edildi ve dogrulanda.

Ovulasyon, primordial folikiillerin aktivasyonu ile baslayan ve dollenebilen olgun bir
oositin salimmast ve korpus Iuteumun olusumu ile sonuglanan olaylar zinciridir.

Ovulasyon, ovaryumda bir dizi olay1 baslatan, apikal folikiil duvarmin yirtilmasindan,
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hiicre dig1 matrisin yeniden sekillenmesinden ve hiicre farklilasmasindan sorumlu olan
cok sayida ve farkli parakrin/otokrin faktor ve enzim itiretiminden sorumlu hipofiz LH
artis1 tarafindan tetiklenir. Ovulasyon siirecinin anlasilmasi, inek fertilitesiyle ilgili
sorunlar1 anlamak ve hayvan yetistiriciligine uygulanan teknolojileri gelistirmek i¢in

Onemlidir.

Beslenme ve bakim sartlarmin iyilestirilmesi, tohumlama, embriyo transferi ile elde
edilen genetik ilerleme sonucu siit¢ii isletmelerde verimlilik siirekli artmaktadir. Bu artis
sonucu siit verimi dikkati ¢eken sekilde ylikselmistir. Ancak siit verimindeki bu artis
sonucu dogum araliginda uzama meydana gelmistir. Bahsedilen reprodiiktif performans
azalmasmin bir nedeni Ostriis belirtilerinin zayiflamast ve Ostriis siiresinin kisalmasi
olarak ileri siiriilmiistiir. Bu nedenler tohumlama basarisizliginda artma, uygun
tohumlama zamaninin kacirilmasi ve sonucunda gebe kalma oraninda azalma ile dogum

araliginda uzama sonucunu ortaya ¢ikarmistir (Rayos ve Redondo, 2015).

Suni tohumlama uygulamasinin basartyla sonuglanmasinda tohumlamanin uygun
zamanda yapilmasi 6nemlidir. Boylece yiiksek fertilite oranina ulasmada etkili olan
spermin, ovulasyon oncesi disi genital kanalinda uygun zamanda ve siirede depolanmasi
saglanmig olur. Oosit ve sperm hiicreleri kisa yasam siiresine sahiptir. Bu nedenle
gebeligin olusmasi icin sinirli zamanlar1 bulunmaktadir. Inek erken tohumlanirsa
ovulasyon gerceklesinceye kadar sperm yaslanacaktir ve oositi dolleyemeyecektir.
Aksine tohumlama ge¢ yapilacak olursa yumurta yaglanacag i¢in fertilizasyon ve canli
embriyo olugmasi miimkiin olmayacaktir (Roelofs, 2005). Suni tohumlama
zamanlamasinda bozulmaya yol acan ovulasyon gecikmesi dol tutma sorunu ortaya
¢ikmasina yol acar (Rayos ve Redondo, 2015). Ovulasyon gecikmesinde Ostriis ile
ovulasyon aralifinda uzama olusur. Ovulasyon zamanim degisik faktorler
etkilemektedir. Beslenme ve bakim sartlar1 ile ¢evresel etkiler ovulasyon gecikmesi
olusturabilir. Ostriis olusumu, LH piki zamanlamasi ile LH salinim miktar1 arasindaki
uyumsuzluklar ovulasyon gecikmesi olusturabilir (Rayos ve Redondo, 2015). Sunulan
calismada hayvanlarin ovulasyon oranlar1 arasinda fark olmamasina ragmen gebe kalma
oranlar1 arasinda olusan farklilik gebe kalma iizerine baska faktorlerin olumsuz etkisine

baglanabilir.

30



Mastitisin ineklerde ovulasyon {izerine olumsuz etkilerinin oldugu bildirilmistir
(Rahman vd., 2012; Sheldon 2015). Ancak bu bildirimde bulunan arastiricilar daha gok
klinik mastitisin etkisi tizerinde durmaktadirlar. Subklinik mastitisin ovulasyon {izerine
etkisinin bulunmadigim1 bildiren arastirmalar yaninda olumsuz etkiledigini bildiren

arastiricilar da bulunmaktadir.

Follikiiler faz sirasinda tohumlama oncesinde sekillenmis klinik mastitis olgularinin
pulsatil LH sekresyonunu 6nemli sekilde azalttig1, dstriise yakin diisiik E2 sekresyonuna
yol agtig1 ve sonrasinda LH pikinde ve ovulasyonda gecikmeye neden oldugu
belirlenmistir. Ancak bu etkiler akut, kisa siireli ve deneysel patojenik etki, endotoksin
veya bakterinin meme i¢i verilmesiyle olusturulmustur. Klinik mastitislerde GnRH ve
LH sekresyonunu baskilayan kortizol diizeyinde ylikselme ile sonuglanan glikokortikoit
sisteminin aktive edildigi belirlenmistir. Mastitisin; LH'nin pulzatil saliniminda azalma,
E2 iiretiminde diisme olusturdugu ve bazi hayvanlarda ostriis belirtilerini bloke ettigi
gozlenmistir. Arastiricilara gore bu etkiler akut klinik mastitisli ineklerde ovulatér LH

artisinin olmamasi ve sonucunda ovulasyonun engellenmesini agiklamaktadir (Chebel,

2007).

Belirlenen bu etkilerin subklinik ve aylar siiren uzun siireli olgularda ayni sekilde
yorumlanamayacagi ileri stiriilmiistiir. Klinik mastitislerde GnRH ve LH sekresyonunu
baskilayan kortizol diizeyinin subklinik mastitisli ineklerde etkilenmedigi goriilmiis,
bunun sonucunda subklinik mastitisli ineklerde LH pulzatil saliniminda degisiklik
olusmadig ileri siirlilmiistiir. Pulzatil salinimda degisiklik gozlenmemesine ragmen
ovulasyon gecikmesi bulunan subklinik mastitisli ineklerde preovulator LH piki
seviyesinde %30 diizeyinde bir azalma, pik olusumunda azalma veya pik olusumunun

engellenmesi gozlendigi bildirilmektedir (Wolfenson vd., 2015).

Subklinik mastitisin ovulasyon {iizerine etkisini belirlemeye yonelik yapilan bir
calismada; (Giordano, 2007) subklinik enfekte ineklerde Ostriis-ovulasyon araliginin
normal saglikli ineklere (28.5 saat) gore uzadigi (56 saat) belirlenmistir. Ayn1 zamanda
ovulasyon gecikmesi bulunan mastitisli ineklerde Ostriise yakin donemde E2 diizeyi

%50 oraninda diisiik bulunmustur.
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Aragstiricilarin ileri slirdiiklerine gore akut bir klinik meme i¢i enfeksiyonun ostrus ve
potansiyel ovulasyona yakin bir yerde indiiklenmesi sonucu ovulasyon zamanlamasini
etkili bir sekilde degistirebilecegini veya tamamen engelleyebilecegini gostermektedir.
Klinik mastitis durumunda kanda LPS ve TNF-a diizeyinde artis olusur. Kanda diizeyi
yiikselen LPS ve TNF-a ovaryum granulosa hiicrelerinde E2 iiretimini olumsuz etkiler.
Ostradiol &striis ve ovulasyon siireglerinde merkezi bir rol oynar. Ostradiol iiretiminin
engellenmesi 6striis ve ovulasyonun fizyolojik diizeninde degisimlere neden olur (Isobe
vd., 2014). Arastiricilara goére LPS'ye maruz kalma zamani ve siddeti ovulasyonu
etkileyip etkilememesine yol agmaktadir. Siklusun follikiiler doneminde intrauterin
veya intravendz LPS uygulanmasi inek veya koyunlarda pulsatil LH sekresyonunu
bastirarak  ovulasyonu  geciktirdigi veya Onledigi  belirlenmistir.  Ostriisiin
baslangicindaki ineklerde meme i¢i veya damar ici akut bir LPS uygulanmasinin,
pulsatil LH veya E2 konsantrasyonlarint degistirmedigi, ancak LH artigin1 engelleyerek
ovulasyonu geciktirdigi bildirilmistir (Battaglia vd., 2000; Lavon vd., 2008).

Subklinik meme i¢i enfeksiyona neden olan patojen bakterilerin LPS salgilamasina gore
ovulasyon iizerine etkisi degisebilecegi diisiiniilmektedir (Battaglia vd., 2000; Lavon
vd., 2008). Meme i¢i LPS olusumuna neden olmayan enfeksiyonlarda ovulasyon
etkilenmemesi, aksine LPS salinimina yol agan patojenlerce olusturulan enfeksiyonlarda
ise ovulasyonun olumsuz etkilenmesi beklenebilir. Sunulan arastirmada subklinik
mastitisli ineklerle mastitis bulunmayan inekler arasinda ovulasyon oranlarinin farkli
bulunmamasinin nedeni her iki grupta da LPS etkisini ortaya koyacak bakterilerin

enfeksiyona yol agmamis olmasi olabilir.

Sunulan arastirmada kullanilan hayvanlara tohumlama sonras1 28-30. giinlerde
ultrasonografik yontemle gebelik muayenesi yapildi. Tohumlamadan sonra 28-30
giinlerde gebelik durumunu transrektal ultrasonografi kullanarak degerlendirilmesinin
oldukca duyarh ve spesifik oldugu bildirilmektedir (Fricke, 2002). Gebelik teshisi tek
bir kisi tarafindan yapildi ve yetersiz sonuglar elde edildiginde, inekler 1 hafta sonra
yeniden muayene edildi. Bu nedenle, gebelik durumunun yanlis siniflandirilmasinin bu
calismanin sonuglarini olumsuz etkilemedigi anlagilmistir.

Gebelik teshisi sonrasinda Mastitis negatif olan inekler ile Mastitis pozitif olan inekler

arasinda gebe kalma oranlarinin 6nemli sekilde farkli oldugu belirlendi (p<0,005).
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Mastitis hastaliginin olmasi ineklerde gebe kalma oraninda azalmaya yol actif
gozlendi. Mastitis pozitif olan ineklerde gebelik orant Mastitis negatif ineklerden

onemli derecede diisiik oldugu tespit edildi.

Yeni sekillenen bir embriyonun gelecegi belirsizdir. Siit sigirlarinda gebelik orani son
yillarda azalmaktadir. Cok faktorli oldugu diisiiniilen bu problemde embriyonun
hayatta kalmasina ve 6liimiine aracilik eden karmagik mekanizmalar ortaya ¢ikarilmaya
devam edilmektedir. Son zamanlarda sigirlarda yapilan g¢alismalar, iireme sistemi
disindaki sistemlerden kaynaklanan enfeksiydz hastaliklarin gebelik oranlarinin
diismesine neden olabilecegi fikrinin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Arastiricilara gore
enfeksiydz hastalikla iligkili yangisal veya bagisiklik yanitlar1 diger etkileri yaninda
fertilizasyon basarisizligina ve embriyonik mortaliteye neden olabilir. Sigirlarda

reprodiiksiyonu etkileyen enfeksiyoz hastaliklardan biri de mastitistir.

Mastitisin liremeye etkisi; hastaligin iireme siire¢lerine goére olusum zamanina,
enfeksiyonun siddetine (subklinik veya klinik enfeksiyon) ve enfeksiyonu olusturan
etkene (Gram negatif veya Gram pozitif etken) gore degisebilecegi bildirilmistir.
Mastitin tiremeye etkisi folikiil gelisimi, ovulasyon, tohumlama, gebe kalma, erken
embriyo gelisimi, implantasyon veya diger iireme siireglerinde ortaya c¢ikabilir

(Fuenzalida vd., 2015; Dolecheck vd., 2019).

Sigirlarda invitro oosit maturasyon vasatina TNF-a'nin fertilizasyondan sonra ilave
edilmesinin daha sonraki siireclerde gerceklesecek olan cleavage oranini degistirmedigi
bildirilmigtir. Bunun aksine TNF-a'nin fertilizasyon 6ncesi ilave edilmesi durumunda
blastosist gelisen oosit oraninda azalma olugmugtur. Fertilizasyon sonrasi embriyolara
TNF-a ilave edildiginde blastosist gelisme orani etkilenmezken apoptik blastosist
oraninda artig olustugu belirlenmistir. Bu sekilde apoptozis uyarict etkisi nedeniyle
TNF-a i¢ katman hiicre sayisinda azalmasina katki yapmis olabilecegi diistintilmektedir
(Hansen vd., 2004). Ayrica ortaya konulan bu bulgular enfeksiyon zamanina gore etki
siddetinin degisebilecegi bildirimiyle uyumludur. Enfeksiyonun olusum zamani
tohumlama oOncesi, tohumlama sonrasi seklinde ele alinarak yapilan arastirmada

tohumlama sonrast mastitis teshisi konan inekler ile mastitis olmayan inekler arasinda
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gebe kalma riskinde bir fark olmadigr bulunmustur. Buna karsilik tohumlama oncesi
mastitis teshisi kondugunda mastitisli ineklerin ayni donemde mastitisli olmayan
ineklere gore daha diisiik gebe kalma riskine sahip oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, arastiricilara gore biyolojik olarak mastitisin hem tohumlama 6ncesi (inegin
fizyolojik gebe kalma yetenegini veya oosit gelisimini etkileyerek) hem de tohumlama
sonrast (embriyoya miidahale ederek) gebelik olusumu {izerinde olumsuz etkileri
olabilecegi beklenebilir (Dolecheck vd., 2019). Sunulan g¢alismada hayvanlar
tohumlama zamaninda olanlardan secildi. Ortaya ¢ikan mastitisli ineklerdeki gebe
kalma oram1 azalmasi arastiricilarin enfeksiyon olusum zamaninin etkisiyle ilgili

bildirimleriyle uyumlu bulunmustur.

Meme bezinde bulunan bakteriler degisik sitokinleri salarak ve reprodiiktif organlari
etkileyen immun cevabi uyararak (Bannerman, 2009) reprodiiktif kanal dokusunu
olumsuz etkileyebilen degisik biyoaktif molekiillerin iiretimine yol agabilir. Enfekte
meme bezindeki siit kaynakli hiicreler IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-10 ve IL-12, TNF-aq,
NO ve PGF,, artisina neden olurlar. Nitekim Escherichia coli bakterisi ve endotoksini
verilerek yapilan deneysel bir calismada meme i¢i uygulama sonrasinda siit NO
diizeyinde 10-11 kat1 artis olustugu bildirilmistir. Siit NO artigin1 96-149 kat1 siit TNF-a
artisinin izledigi tespit edilmistir. Siit TNF-o artisin1 kan diizeyinde de artis izledigi
gozlenmistir (Blum vd., 2000). Bu molekiillerden TNF-a, NO ve PGF,, oosit iizerine
veya gelisen embriyo lizerine olan etkileriyle embriyonik biiyiimeyi etkileyebilirler

(Slebodzinski vd., 2002; Hansen vd., 2004).

Meme bezindeki enfeksiyonun kapsamli bir etki mekanizmasi ile embriyonik canliligt
azalttig1 ortaya konulmustur (Hansen vd., 2004). Mastitis, embriyonik/fetal oliimle
sonuglanabilecek PGF,,nin salgilanmasina ve sonrasinda erken luteolizde bir artisa
neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Hansen vd., 2004). Hansen vd. (2004)'ne gore
meme bezinin enfeksiyonu, yangisal cevabi veya immun cevabi aktive eden bakteriyel
kaynakli LPS, proteoglikan veya diger molekiillerin salinimina neden olur. Bu salinim
meme bezinden sitokinlerin sentezini ve lenf diiglimleri aracilig1 ile drenajini arttirir.
Belirli sitokinler direk olarak oosit ve embriyo fonksiyonunu engelleyici etkiye

sahiptirler (Olechnowicz ve Jaskowski, 2013).
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TNF-0, 212 aminoasidin kullanimiyla olusmus, {i¢ monomerli, ¢an seklinde bir
transmembran glikoproteini seklinde yapiya sahiptir. Membrana bagli proprotein
seklinde sentezlenmesi sonrast TNF-o doniistiiriicii enzim tarafindan monomerlere
cevrilmekte ve ¢oziinebilir TNF-a molekiilii seklinde dolasima birakilmaktadir (Vilcek,
2008). Hem membrandz hem de ¢oziinebilir TNF biyolojik olarak aktiftir (Tseng vd.,
2018). Normal immiin yanitta TNF-a proinflamatuar etki gostermektedir. TNF-o’nin
inflamatuar hastaliklarin seyri sirasinda degisik evrelerde c¢esitli hiicrelerde farkli
sekilde ortaya c¢ikan pleiotropik etkileri  goriildiigi  bildirilmistir.  Diisiik
konsantrasyonlarda enfeksiyonlara karsi savunmada organizmayi aktive ederken,

yiiksek konsantrasyonlarda yangi ve doku hasar1 yaptigi kaydedilmistir.

TNF-a, temelde monosit ve makrofajlar tarafindan sentezlenen bir ¢esit glikoproteindir.
Doku hasar1 sonrasi kanda ilk saptanabilen sitokindir. iliskili oldugu hastaliklarda
inflamasyonun baglamasinda ve devam ettirilmesinde etkilidir. Cesitli indiikleyiciler
tarafindan sentez ve salmimi baslatilir. Oncelikli uyaran bakteri lipopolisakkaritleridir.
Deneysel meme ici E. Coli lipopolisakkariti verilen ineklerde kan TNF-a diizeyi
yiikseltilmistir (Hansen vd., 2004). Kendisi tarafindan da salinimi indiiklenen
glikoprotein saliniminda; Gram pozitif bakteri, parazit, viriis ve timdr hiicreleri, immiin
kompleks olusumu, kompleman sistemi aktivasyonu, interlokin (IL)-1, IL-2 ve

interferon-y ile artis olusturuldugu gézlenmistir.

TNF-a, akut yangida enfeksiyon bdlgesine notrofil ve makrofajlarin yapismasina
aracilik ettigi soylenmektedir. Siklooksijenaz-2 ve prostaglandin {retiminde artis
saglamakta ve hipotalamusa etki ederek viicut 1sisinda artis olusturmaktadir. TNF-a’nin
bir diger 6nemli etkisinin enerji metabolizmanin diizenlenmesi iizerine oldugu ortaya
konulmustur. Molekiil lipoprotein lipaz inhibe ederek kaseksiye giden olaylar zincirine

dahil olmaktadir.

TNF-a embriyonik kok hiicrelerde farklilagma potansiyelini bozar, i¢ hiicre katmaninda
hiicre sayisini azaltir, niikleer lizisi arttirarak embriyolarda yagama oranlarimi diisiiriir,

Granulosa ve Teka hiicrelerinde steroid sekresyonunda bozulmaya yol acar (Soto vd.,
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2003b). Molekiilin granulosa hiicrelerinde steroid sekresyonunu ve aromataz
aktivitesini etkileyerek oosit fonksiyonunu etkiledigi bildirilmistir (Deb vd., 2011).
Steroid tiretimindeki azalma, folikiil sivisinin bilesimini degistirebilir, bu da folikiillerde
gelisen oositlerin ortamin1 bozarak fertilizasyon ve embriyonik gelisimi olumsuz

etkileyebilir.

Cullor  (1990) mastitis olgularinda  salgilanan  endotoksinlerin  luteolizisi
baslatabilecegini ve yangisal mediyatorlerin salinimiyla gebelik oraninin ve erken
embriyonik yasamin etkileyebilecegini bildirmistir. Moore ve O'Connor (1993), Gram
negatif mastitis patojenlerinin PGF,, iiretimini uyarabilecegini, bunun daha sonra luteal
regresyona neden olabilecegini ifade etmislerdir. Meme i¢i verilen E.coli endotoksini
sit PGF,, seviyesinde artisa yol ag¢mistir. PGF,,nin sentezlenmesi sitokinlerin
diizenlemesi etkisi altindadir. Mastitis esnasinda kanda diizeyi artan TNF-a ve IL-1a'nin
endometriyal PGF,, sentezinde artisa yol agabilecegi bildirilmistir (Skarzynski vd.,
2000). Bu molekiiliin sigirlarda embriyo gelisimine olumsuz etkisi oldugu bildirilmistir.
Molekiil hem P4 diizeyini etkileyerek hem de direk embriyoyu etkileyerek gebelik
oranin1 degistirir. Gebelik esnasinda sigirlara PGF,, verilmesi embriyonik gelisimi
bozarak gebelik oranini azaltir. Ayrica embriyo gelisimini bloke edecek sekilde etki
gosterir. Oosit maturasyonun bozan PGF,, morula dénemindeki embriyolarda farkli

gelisim agamalarinin diizenini bozarak etkisini ortaya koyar.

Mastitis olgusunda ortaya ¢ikan NO, oosit gelisimi ve embriyo canliligimi etkiler.
Molekiil proapoptik gen bulunusunu arttirir, ovaryumda follikiil ve oosit sayisini azaltir
ve embriyonik hiicrelerde apoptozisi uyarir (Soto vd., 2003a; Soto vd., 2003b). Ortamda
NO artis1 sadece blastosist gelisiminin engellenmesiyle degil ayni zamanda embriyo
implantasyonunun anormal gerceklesmesi ve bunun sonucunda abort riskini arttirarak
olumsuz etkisini ortaya ¢ikarir (Wang vd., 2021). Artan NO seviyesi erken embriyonik
olimle iliskili bulunmustur. Kiiltiir ortamima NO vericisi ilavesi sigir embriyolarinda
blastosist gelisiminin engellenmesiyle sonuglanmustir.

Mastitis hastaliginin ineklerde reprodiiksiyon {izerine etkisinin enfeksiyonun siddetine

gore degisebilecegi aktarilmaktadir. Buna gore klinik mastitis olgularinda etki daha
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dikkat ¢ekici bulunurken subklinik mastitis olgularinda degisik diizeylerde bulgular
bildirilmistir.

Subklinik mastitis siddeti CMT ile ayrilarak gergeklestirilen arastirmada +2 ve +3
enfeksiyon bulunan ineklerde +1 ve negatif olan ineklere gore gebelik oranit onemli

sekilde diisiik belirlenmistir (Miranda vd., 2019).

Mastitis sadece ineklerde degil mandalarda da reprodiiksiyonu olumsuz etkilemektedir.
Nitekim Mohsen vd. (2016) mandalar {izerinde yaptiklar1 arastirmada subklinik
masititisli manda ineklerinde gebelik oranimi (44.45%) mastitis bulunmayanlardan
(60.87%) daha diisiik bulmuslardir. Arastiricilara gore subklinik mastitisli manda
ineklerindeki gebelik orani klinik mastitisli hayvanlardan (16%) daha yiiksektir.

Ayanoglu vd. (2018) mastitis bulunan ineklerde gebelik kaybint %5 oraninda
belirlemiglerdir. Sunulan arastirmamizda subklinik mastitisli ineklerde gebelik orani
Ayanoglu vd. (2018) tarafinda bildirilenden farkli olarak daha fazla etkilendigi ortaya
cikarilmigtir. Ayanoglu vd. (2018) bildirdigi sonu¢ tohumlama sonrasi gebelik teshisi
konulan hayvanlarda 50 ila 90. giinler arasinda yapilan kontrollerde elde edilmistir.
Aragtirmalar mastitisin gebelik {izerine etkisinin tohumlamaya yakin dénemlerde daha
belirgin oldugunu ortaya ¢ikarmigtir. Sadeghi vd. (2021)'na gére tohumlamadan 30 giin
once ve 30 giin sonra olusan mastitis gebelik iizerine etkisi belirlenmezken bu giinler
igindeki hiicre artis1 gebelik oranini olumsuz etkilemektedir. Miranda vd. (2019)
tarafindan tohumlama zamanina daha yakin olan tohumlama sonras1 30 ile 60 giinler
arasinda gebelik kayiplar1 (%12), tohumlama zamanina daha uzak olan 60 ile 90 giinler
arasinda olusandan (%35) daha yiiksek belirlenmistir. Bu nedenle Ayanoglu vd. (2018)
tarafindan gebelik oraninin daha az etkilenmesinin nedeni enfeksiyonun etkilerini daha

az ortaya ¢iktig1 donemde 1zlemeleri olabilir.

Mastitisin  olusum zamaninin gebelik tlizerine etkisinin gozlendigi  arastirmada
enfeksiyon etkisine maruz kalmamis embriyonun transfer edildigi ineklerde gelisen
subklinik mastitis olgusunun gebe kalma {izerine olumsuz etkileri goézlenmemistir.

Yangisal reaksiyonlarin etkisine maruz kalmayan oositlerden elde edilen yedi giinliik
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embriyonun transfer edildigi hayvanlarda saglikli hayvanlar ile subklinik mastitisli
hayvanlar arasinda gebelik kayiplar1 agisindan fark bulunmadigi ortaya konulmustur

(Dalanezi vd., 2020).

Sadeghi vd. (2021) subklinik mastitisli ineklerde yaptiklari arastirmada mililitrede
200.000 den daha az hiicre bulunan ineklerde gebelik oraninin 200.000 den fazla
olanlardan daha yiiksek olarak belirlediklerini bildirmektedirler. Benzer sekilde;
Hudson vd. (2012) subklinik mastitisin gebe kalma ihtimali tizerine etkisinin 399.000
hiicre/ml seviyesine kadar 6nemsiz oldugunu ancak bu diizeyden sonra olumsuz
sonuglarin goriilebilecegi ileri siiriilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada Hudson vd. (2012)
ve Sadeghi vd. (2021) ile uyumlu olarak siit SCC arttik¢a gebelik oraninin azaldigi

gbzlendi.

Fuenzalida vd. (2015)'na gore hem siit SHS diizeyi hem de klinik mastitis siddeti
enfeksiyonun reprodiiksiyon iizerine olan etkisinin farkli sekilde olmasina yol agar. Siit

SHS arttik¢a mastitisin olumsuz etkisi daha fazla ortaya ¢ikmaktadir (Fuenzalida vd.,
2015).

Barker vd. (1998), klinik mastitisin ortaya ¢ikmasi ile tireme performansi arasindaki
zamansal iliskinin 6nemi hakkinda yaptiklari arastirmada en biiyiikk risk donemini
tohumlamadan hemen 6nce veya tohumlama ile gebelik teshisi arasindaki donem olarak
tanimladilar. Daha sonra gerceklestirilen ¢alismalar, tohumlamadan hemen 6nceki ve
sonraki donemde mastitisin ortaya ¢ikmasinin, daha erken veya daha sonra ortaya ¢ikan
mastitis ile karsilastirildiginda gebelik olasiliginda daha biiylik azalmalar ile iliskili
oldugunu dogrulamistir (Santos vd., 2004; Hudson vd., 2012). Sunulan arastirmada
tohumlama zamaninda enfeksiyonun gebelik iizerine etkisi belirlenmistir. Ortaya
konulan gebelik orani azalmasmin yiliksek olmasinin nedeni enfeksiyonun etkisinin en
yiiksek hissedildigi donemde calisilmasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Klinik mastitisin gebe kalma iizerine etkisinin tohumlamaya yakin zamanlarda ortaya
cikan enfeksiyon olgularinda daha belirgin oldugu Hertl vd. (2010) tarafindan ortaya
konulmustur. Tohumlamadan 15 veya daha fazla giin 6nce ya da 36 giin veya daha fazla

stire sonra olusan klinik mastitislerin gebe kalmaya etkisinin bulunmadig: belirlenmistir
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(Hertl vd., 2010). Arastiricilara gore tohumlamadan onceki 14 giin i¢inde veya sonraki
35 gilin ig¢inde olusan mastitisler enfeksiyon tipi ve olusum zamanina bagl olarak
onemli sekilde gebelik oranini etkilemektedir. Tohumlamalar sonrasi klinik mastitis
gelisen hayvanlarda Hernandez vd. (2012) 28-50. giin araliginda, Chebel vd. (2004)
31-45. gilinlerde daha yiiksek oranda gebelik kaybi yasayacaklarini bildirmektedirler.
Benzer sekilde Marques vd. (2015)'na gore klinik mastitis multipar veya primipar
ineklerde sabit zamanli tohumlamalardan 30 ile 60 giin sonraki aralikta gebelik oranini

etkilemektedir.

Subklinik ve klinik mastitisin reprodiiktif performans iizerine etkisinin derecesi olaya
neden olan patojenlerin prevalansina gore farklilik gosterebilir (Fuenzalida vd., 2015).
Klinik mastitisin hafif siddetli olgularinda %30 azalma yapacak sekilde belirlenirken,
orta siddetli olgularda gebelik oraninda %50 azalma tespit edilmistir (Fuenzalida vd.,
2015).

Saglikli ineklerle kiyaslandiginda gebelik orani klinik mastitisli ineklerde %40-50
oraninda azalmistir. Gram negatif etkenle enfekte hayvanlarda gebelik oraninin olumsuz
etkilenmesi Gram pozitif etkenle klinik olarak enfekte hayvanlardan daha fazla olmustur

(Fuenzalida vd., 2015).

Mastitis enfeksiyonu olusum zamani gibi enfeksiyona yol agan etken ozellikleri de
farkli sekillerde gebeligi etkilemektedir. ilk tohumlama gebelik orani klinik mastitise
yol acan etken ile iligkili bulunmustur. Gram pozitif etken veya Gram negatif etkenlerce
olusturulan enfeksiyonlarda gebelik orani saglikli ya da etken izole edilemeyenlerden

daha diisiik olarak belirlenmistir (Fuenzalida vd., 2015).

Gram negatif etkenlerin olusturdugu mastitis gebe kalma oranini daha fazla olumsuz
etkilemektedir. Bu etkinin nedeni olarak Gram negatif etkenlerce salinan
lipopolisakkaritler ileri siiriilmektedir. Mastitise neden olan etkenlerden lippolisakkarit
artisina yol acanlar bulunmaktadir. Ineklerde lipopolisakkaritin oosit gelisimini
geciktirdigi (Soto vd., 2003a), granuloza hiicrelerinden E2 salinimini azalttigi (Williams

vd., 2008), ovulasyonu inhibe ettigi (Williams vd., 2008), oositlerin erken apoptozisine
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yol agtigi (Zhao vd., 2019), tuba uterinay1 etkileyerek erken embriyo Oliimiinii
kolaylastirdig1 (Ibrahim vd., 2015), oositlerde sitoplazma olgunlagmasini geciktirerek
embriyonik gelisimsel degisikliklere neden oldugu (Magata ve Shimizu, 2017),
gebeligin siirdiiriilmesinde olumsuz etkilere sahip oldugu (Bromfield vd., 2015; Campos
vd., 2018) ve primordial ovaryum follikiil havuzunu azalttig1 (Bromfield ve Sheldon,
2013) ortaya konulmustur. Lipopolisakkaritin bahsedilen etkileri ilk tohumlama
basarisizligindan, gebelik kayiplarindan ve fertilite lizerindeki uzun vadeli etkilerden

sorumlu tutulmaktadir (Dalanezi vd., 2020).

ineklerde biiyiik mastitis patojenleri tarafindan olusturulan mastitiste, kiiciik mastitis
etkenleri tarafindan olusturan mastitise gore reprodiiktif performans daha diisiik
diizeyde bulunmustur. Benzer sekilde gram negatif etkenlerce olusturulan mastitis, gram
pozitif etkenlerce olusturulan mastitis gore reprodiiktif performansi daha siddetli
olumsuz etkilemektedir. Kii¢iik mastitis etkenleri ile gram pozitif etkenlerce olusturulan
mastitis enfeksiyonu liremeyi ayni sekilde etkiledigi gdzlenmistir. Bu etki hi¢ bir zaman
gram negatif etkenler ile biiyiik patojenlerin etki diizeyine ulasmadig: bildirilmektedir

(Dalanezi vd., 2020).

Mastitisli ineklerde yapilan mikrobiyolojik analizlerde bakteriyolojik kiiltiir sonucu
negatif olgularla karsilagilabilecegi bildirilmektedir. Negatif kiiltiir sonuglariyla
karsilasilmasiin nedeni olarak immun sistemin meme i¢i enfeksiyonu tamamen yok
etmesi veya bakteri sayisinin laboratuvarlarca belirlenebilen sinirin altina diismesi
olarak ileri siiriilmektedir (Ruegg ve Erskine, 2014). Fuenzalida vd., (2015) tarafindan
kiiltiir sonucu negatif olan klinik mastitisli hayvanlarda gebelik oraninin, kiiltiir sonucu
pozitif olan klinik mastitisli hayvanlar gibi olumsuz etkilenmedigini bildirilmektedir.
Aragtiricilara gore bu durumun nedeni enfeksiyonun yangisal mediatorler veya
metabolitlerin dolagima salinmasindan 6nce immun yanit tarafindan yok edilmesidir
(Fuenzalida vd., 2015). Kiiltiir negatif hayvanlarda gebelik oraninin saglikli hayvanlar
diizeyinde olugmasinin gozlenmesi enfeksiyonun etiyolojisinden immun cevabin
derecesinin daha énemli oldugunu akla getirmektedir. Inegin cevap verme hizi, etkinligi
ve cevabin siiresi klinik mastitisin gebe kalma iizerine etki diizeyini belirlemektedir

(Fuenzalida vd., 2015).
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5. SONUC ve ONERILER

1. Ineklerde saha sartlarinda tohumlama zamaninda énemli oranda subklinik masititis
problemi bulunmaktadir.

2. Meme bezinde subklinik mastitis bulunmasi ineklerde 6striis belirtilerinin olusmasini
olumsuz etkilemez.

3. Tohumlama zamani siitin CMT ile kontrol edilmesi subklinik mastitisin teshis
edilmesinde etkilidir.

4. Ostriis beliritleri gdsteren ve subklinik mastitis bulunan ineklerde yapilan suni

tohumlamalardan sonra gebelik oran1 6nemli 6l¢iide azalmaktadir.
Sonug olarak; Ostriis gdsteren ineklerde meme bezi kontrol edilmeden yapilan suni

tohumlamalardan elde edilecek gebelik oranmin diigiik olacagi i¢in tohumlamalarin

subklinik mastitis varlig1 arastirilarak yapilmasi gerektigi kanaati olugsmustur.
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