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ONSOZ

Tahminen on bin yil 6nce evcillestirildigi diisiiniilen sigirlar, ge¢cmisten
glinlimiize insan refahina katkilarda bulunmustur. Siit inekleri, ¢iftlik hayvanlari iginde
protein ve enerjiyi insan gidasina doniistiiriilmesinde en verimli hayvanlardan biridir.
Siit inegi endiistrisi, diinya niifusunun et ve siit lrtinleri ihtiyacim1 kargilamak ig¢in
onemli bir hayvancilik sektoriidiir. Diinya Saglik Orgiitii’'niin verilerine gore 2016
yilinda diinya genelinde 1 milyar sigir, 7 milyar insanin hayvansal protein ve siit
ihtiyacinin  karsilanmasinda kullanilmistir.  Giiniimiizde inekgilik sektorii  de
sanayilesmeye baslamis ve biyiik siiriilerin varligi iilkemizde de yayginlagsmaya
baslamistir. Siit inegi endiistrisinin temel amaci karlilifin arttirilmas: ve rekabet
piyasasinin gereklilikleri geregi bir inekten en fazla siit verimi elde etmek olmustur.
Ayni zamanda artan sera gazlari, hayvansal atiklarin olusturdugu cevre kirliligini
engellemek igin diinya ¢apinda daha az hayvandan daha cok siit hedeflenmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda {ilkelerdeki siirli icin hayvan sayilar1 azaltilirken toplam siit
tiretimlerinde artis amaglanmistir. 1970’lerde 6500 kg olan siit verimleri, milenyuma
girilmesiyle 8,8 tonlara kadar yiikselmistir. Siit veriminde artisa bagli olarak artan
enerji ihtiyaclarinin karsilanmasinda yasanan giicliikler sonucu homeostasiz bozulmus
ve bagsta fertilite ve meme problemleri olmak iizere gesitli hastaliklara yatkinlik

sekillenmistir.

Mastitisler, siit endiistrisinin ekonomik yonden en o6nemli hastalig1 olarak
kabul edilmektedir. Siit verimi ve kalitesinde sekillenen azalmalar ekonomik
kayiplarin temelini sekillendirmektedir. Ulke ekonomisinde de ¢ok ciddi kayiplara
neden olan subklinik mastitislerin patogenezlerinin daha iyi anlagilmasi, korunma ve
tedavi sansinin arttirilmasinda katki saglayacaktir. Oksidatif stres ve antioksidanlar
giiniimiizde popiilerligini koruyan g¢alisma konularindan biridir. Meme savunma
sisteminin de bir pargasi olan antioksidanlarin mastitislerdeki roliiniin anlasilmasi,

tedavi ve korunma stratejilerinin gelistirilmesinde faydali olacaktir.

vii
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1. GIRIS

Son yillarda yapilan arastirmalar ve gelisen teknoloji 1s1ginda siit inekgiligi de
degisim gostermektedir (Hamann, 2005). Ulkemizde kiiciik aile tipi 4-5 hayvanh
ahirlarin sayisi1 giinden giine azalirken, teknolojik destekli yapilar ve biiyiik siiriilerin
sayis1 artmaktadir (Bastan, 2013). Son on yildir ineklerin bireysel siit verimi diinya
genelinde artis gostermektedir. Ureticiler artan maliyetler karsisinda karlihig
koruyabilmek i¢in her zaman daha yiiksek siit verimini hedeflemektedir (Anonim 1,
2020). Diinya genelinde igletme ve siirli sayis1 azalirken, mevcut siiriilerdeki hayvan
sayisinda artis sekillenmektedir. Daha az isletme ve daha az hayvandan daha cok siit
tiretimi hedeflenmektedir. ABD ve Almanya’nin 10 yillik hayvansal verilerine
bakildiginda siirii sayisiin %50, inek sayisinin %10 azaldigi, bir inegin yillik siit
veriminin ise her y1l %2 artarak 10 tona yaklastig1 goriilmektedir (Hamann, 2005).
Yapilan aragtirmalar yliksek verimli ineklerin enfeksiy6z hastaliklar agisindan risk
grubunda oldugunu gostermektedir (Grohn ve ark., 1994). Bu hastaliklar i¢inde siit
ineklerinin en sik goriilen ve en maliyetli hastaliklarinin basinda mastitisler yer alir
(Biggs, 2009). Hig siliphesiz azalan hayvan sayisi ve artan siit verimi ile birlikte
mastitislerin, 6zellikle subklinik mastitislerin 6nemi daha da artmaktadir (Hamann,
2005). Ciftligin hemen hemen her yerinde bulunan bakterilerin neredeyse tamami
mastitisle iligkilidir, bu baglamda mastitisleri eradike etmek miimkiin degildir, kabul
edilebilir sinirlarda tutmak daha akilci bir yaklagimdir (Biggs, 2009). Mastitis en basit
tanimiyla meme dokusunun yangist anlamina gelmektedir (Bradley, 2002; Hamann,
2005; Blowey ve Edmondson, 2010, Bastan, 2013). Cogu zaman mastitisler memede
sislik ve siitte fiziksel degisimler ile iliskilendirilmektedir, ancak subklinik mastitisler
memede ve siitte herhangi bir degisim gostermeden seyreder (Philpot ve Nickerson,
2000; Hamann, 2005). Klinik ve subklinik mastitislerin isletmelere ekonomik etkileri
olmaktadir. Gegtigimiz yillarda mastitislerin siit inegi isletmelerindeki ekonomik
etkileri hesaplanirken, subklinik mastitisler gdzden kactig1 i¢in etkileri de gézden

kagmaktaydi. Son yillarda gelisen teknoloji ve yapilan arastirmalar 1s1ginda subklinik



mastitislerin etkileri daha iyi anlagilmis, siit verimi ve kalitesinde yasanan kayiplar

ortaya konmastyla bu mastitislerin 6nemi artmistir (Biggs, 2009).

Ekonomik olarak c¢ok ciddi kayiplara yol acan bir hastalik i¢in korunma
stratejilerine 6nem vermek ve bu alana yatirim yapmak akilc1 bir yaklagim olacaktir.
Hangi vakalarin tedavi edilebilir, hangi vakalarda tedavi basarisinin diisiik oldugunu
belirleyebilmek, gereksiz kayiplarin yasanmasini Onleyecektir. Bunlar da ancak

hastaligin ve mekanizmasinin daha iyi anlagilmasiyla miimkiindiir (Biggs, 2009).

1.1. Mastitis Nedir?

Mastitis; mast-meme ve itis-inflamasyon kelimelerinin birlesmesiyle olusmus
Yunanca kokenli bir kelimedir (Philpot ve Nickerson, 2000; Biggs, 2009) ve en basit
tanimlamasiyla meme bezindeki yangiya mastitis denilmektedir (Bradley, 2002;
Sharma ve ark., 2006; Biggs, 2009; Sharma ve ark., 2011; Karyak ve ark., 2011).
Mastitislerin etiyolojisinde enfeksiydz ve non-enfeksiydz etkenler yer almaktadir
(Bradley, 2002). Memede goriilen yangisal yanit; travmalara, kimyasal irritasyonlara
ve bakterilere bagl sekillenir (Philpot ve Nickerson, 2000). Inflamasyon genellikle
meme dokusunda c¢ogalmaya baslayan mikroorganizmala karsi sekillenen
patofizyolojik yanittan ibarettir (Biggs, 2009). Yanginin siddetine ve patojen
mikroorganizmaya bagli olarak siitiin kimyasal ve/veya fiziksel yapisinda birtakim
degisiklikler olur ve meme dokusunda farkli derecelerde degisimler gozlenir (Sharma,
2007; Karyak ve ark., 2011; Sharma ve ark., 2011). Sekillenen yangisal yanit bir
korunma  mekanizmasidir ve  bakterilerin  eliminasyonunda, toksinlerin
notralizasyonunda ve siit sekretorik hiicrelerinin onarilmasinda yardimer olarak

gorevlidir (Philpot ve Nickerson, 2000).

Siit ineklerinde mastitis, patojen mikroorganizmalar tarafindan meme bezindeki
slit iireten dokularin tahribatina bagli olarak sekillenen yangi olarak tanimlanmaktadir

(Schroeder, 2012; Mushtaq ve ark., 2018). Bakteri, maya ve alg olmak iizere ineklerde



mastitis sekillendirebilen 137’ye yakin mikroorganizma bildirilmistir (Bradley, 2002;
Mushtaq ve ark., 2018). Gram pozitif bakteriler diginda stafilokoklar, streptokoklar,
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae gibi gram negatif bakteriler de mastitis
sekillendirebilmektedir (Contreras ve Rodriguez, 2011). Ayrica koagulaz negatif
stafilokoklar (KNS) mastitis sekillendiren firsat¢i patojenler olarak bilinmektedir
(Mushtaq ve ark., 2018).

1.2. Mastitislerin Prevalansi

Mastitis prevalansi belirli bir zamanda enfekte olan hayvanlar1 ya da meme
loblarini ifade etmektedir. Insidens ise yeni enfeksiyonlar1 tanimlayan bir kavramdir.
Subklinik mastitislerin prevalansi ile siit somatik hiicre sayisi (SHS) arasinda
korelasyon vardir, yiiksek somatik hiicre yiiksek prevalans, diisiik somatik hiicre sayisi

diisiik prevalans ile seyretmektedir (Philpot ve Nickerson, 2000).

Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Mastitis Konseyi’nin 1996 yilinda
yaptig1 aragtirmaya gore iilke genelinde ineklerin %33’linlin en az 1,5 memesinin
enfekte oldugunu bildirmistir (Philpot ve Nickerson, 2000). Yapilan bagka bir
calismada mastitislerin ineklerde prevalansinin  %29-79 arasinda seyrettigi

bildirilmistir (Sharma ve ark., 2011).

1.3. Mastitislerin Patofizyolojisi

Meme i¢i enfeksiyon, mikroorganizma meme basi kanalindan girip, siit lireten
dokularda ¢ogalip toksin salgilamaya basladiginda sekillenmis olur. Bakterilerin,
toksinlerinin ve bakteri parcalarmin ortamda bulunmasi l6kositlerin kandan siite
gociinii baglatir (Jones ve Bailey, 2009; Bastan, 2013). Lenfatik sistemden ve kandan
etkilenen meme bolgesine ve siite serum da sizar ve toksinler diliie edilmeye calisilir

(Philpot ve Nickerson, 2000).



Meme i¢i enfeksiyonun baslamasi igin bakterinin meme basi kanalin1 gegip
cogalmaya baslamasi gerekir (Blowey ve Edmondson, 2010). Enfeksiyon

sekillendiren mikroorganizmalar meme basini en sik 4 sekilde geger:

e Iki sagim arasinda meme bas1 kanalinda ¢ogalip ilerleyerek

e Meme basi kanalinda bulunan bakteriler, inek yliriimeye basladiginda olusan
basingla mekanik olarak yukari tasinmasiyla

e Makineli sagim sistemlerinde sagim sirasinda ters vakum etkisiyle

e Meme i¢i ilag uygulamalar1 sirasinda, kaniiliin hepsinin meme bagina

yerlestirilmesi ile (Philpot ve Nickerson, 2000).

Bakterinin meme dokusunda tutunabilme kabiliyeti sekillenecek enfeksiyonun
siddetiyle dogrudan iligkilidir. Ozellikle diizenli sagim yapilan bir memede bakterinin
tutunma kabiliyeti meme i¢i enfeksiyonlarin sekillenmesi i¢in gereklidir. Ya da iki
sagim arasinda cok hizli c¢ogalarak enfeksiyon sekillendirmelidir (Philpot ve

Nickerson, 2000).

Mikroorganizma meme basini gectikten sonra lokositler tarafindan elimine
edilebilirse enfeksiyon sonlanir, ancak bakteriler elimine edilemez ise kronik
enfeksiyon sekillenir ve yliksek somatik hiicre ile seyreder (Harmon, 1994; Jones ve
Bailey, 2009; Bastan, 2013).

Siitte bulunan makrofajlar ve Polimorfo niikleer nétrofiller (PMN) bakterilerin
parcalarini ve toksinlerini taniyip, fagositoza baslarlar. Fagositoz islemi interloykin 8
(IL-8) ve timor nekrosis faktor (TNF) gibi kemotaksin olarak bilinen mediyatorlerin

salinmasina Onciiliik eder (Blowey ve Edmondson, 2010).

Mikroorganizmalar ilk olarak meme basi sisternasina tutunurlar. Daha sonra
duktuslar ile sekretorik boliimlere ve alveollere ¢ikarlar. Bakteriler burada tirettikleri

toksinler ile siit sekretorik hiicreleri 6ldiirmeye baslar (Philpot ve Nickerson, 2000;



Jones ve Bailey, 2009). Olen hiicrelere bagl salgilanan mediyatorler araciligi ile
bakterilerin eliminasyonu i¢in bolgeye kandan 16kosit gocii baslar ve yangisal yanit
sekillenir. Kemotaksinlere yanit olarak memedeki ve meme bas1 duvarindaki kapillar
damarlardan meme kanalina ve sisternasina yogun PMN gdgii baslar (Blowey ve
Edmondson, 2010). Ayn1 zamanda toksinleri diliie etmek ve doku hasarini onarmak
icin kandan serum ve pihtilasma faktorleri de bolgeye geger (Philpot ve Nickerson,

2000; Bastan, 2013).

Meme ve meme basi duvarindaki damarlar dilate olur, buna bagli olarak
etkilenen memedeki kan akimi ve PMN gocii hizlanir (Harmon, 1994; Jones ve Bailey,
2009). Selektinlerin kapillar duvarlarinda belirmesiyle PMN’lerin damar disina ¢ikist
hizlanir. Ayni1 zamanda kapillar ve meme duvarindaki endotelyel hiicre
birlesmelerinde gevsemeler ile PMN gocii kolaylastirilir. Aym1 zamanda agilan

endotelyel agikliktan kan serumu da bolgeye sizmaktadir (Blowey ve Edmondson,
2010).

Lokositler etkilenen bolgeye go¢ ederken alveoller, duktuslar ve sisterna
etrafinda birikmeye baglarlar (Harmom, 1994). Burada siit sekretorik hiicrelere
yapisirlar. Migrasyon sirasinda salgiladiklar1 enzimler bazi siit sekretor hiicreleri
Oldiirebilir, ya da daha az siit salgilamalarina neden olur. Mastitisler sirasinda siit

veriminin diismesinin bir sebebi de budur (Philpot ve Nickerson, 2000).

1.4.Mastitislerin Etkileri

1.4.1. Mastitislerin Ekonomik Etkileri ve Onemi

Mastitisler gegmisden giiniimiize siit inegi isletmelerinin ekonomik agidan en
onemli hastaliklarinin basinda gelmektedir (Kossaibati ve Esslemeont, 1997; Bradley,

2002). Siit ineklerinin tek basina en ¢ok ekonomik kayip sekillendiren hastaligidir,



infertiliteye bagli kayiplarin neredeyse iki kat1 kadar kayba yol agmaktadir (Philpot ve
Nickerson, 2000). Uretimi etkileyen diger hastaliklarin iginde isletmedeki direkt
ekonomik kayiplarin %38’ini sekillendirmektedir (Kossaibati ve Esslemont, 1997;
Bradley, 2002). Mastitislerin isletmelerde ekonomik kayiplar iistiine direkt ve indirekt
etkileri bulunmaktadir (Blowey ve Edmondson, 2010). Direkt etkileri klinik vakalar,
atik siitler, siirliden ¢ikarmalar ve ilag masraflar1 seklindedir (Philpot ve Nickerson,
2000; Blowey ve Edmondson, 2010). Subklinik mastitislere bagli sekillenen
goriilmeyen ve hesaplanamayan kayiplarin ¢ok daha fazla oldugu diisiiniilmektedir
(Philpot ve Nickerson, 2000). indirekt etkilerin baginda artan somatik hiicre sayisina
bagli alinamayan tesvikler, laktasyonun geri kalaninda azalan siit verimi ve artan
stiriiden ¢ikarma oranlarmna bagli kaybolan genetik potansiyel olusturmaktadir
(Hogeveen ve Osteras, 2005; Blowey ve Edmondson, 2010). Artan siirii biiyiikliigiine
gore mastitise bagli tahmini ekonomik kayiplar Cizelge 1.1’de gosterilmistir (Philpot
ve Nickerson, 2000).

Cizelge 1.1. Siiri biiyiikliigline gore mastitislere bagli tahmini yillik ekonomik kayiplar

Siirii biiyiikliigii Toplam kayip ($)
50 9250
100 37000
400 74000
1600 296000

Subklinik mastitisler uzun donem etkilerinden dolayr ekonomik acidan en
onemli mastitislerdir. Isletme bazinda subklinik mastitisler hayvan basina ortalama
$200 yillik kayip sekillendirmektedir (Karyak ve ark., 2011). Subklinik mastitislere
baglh kayiplar ozellikle azalan siit verimi ve siit kalitesine bagl olarak sekillenir
(Philpot ve Nickerson, 2000). Toplam kayip diisiiniildiigiinde siit inegi isletmelerinin
en biiyiikk ekonomik kaybini subklinik mastitisler sekillendirmektedir. Genellikle

tireticiler klinik mastitis vakalarina yogunlasip, kayb1 bu hayvanlardan yasadiklarini



diistinseler de her klinik mastitisli hayvan i¢in neredeyse 15-40 adet subklinik
mastitisli hayvan bulunmaktadir ve bu hayvanlar somatik hiicre sayisinin

yukselmesinde son derece etkili olmaktadir (Karyak ve ark., 2011).

Mastitis, azalan siit verimi ve kalitesi, artan siiriiden ¢ikarmalar, ylikselen
tedavi masraflart ve ihtiya¢ duyulan is giicliniin artmasi gibi ¢esitli sekillerde
ekonomik kayiplar sekillendirmektedir (Bastan, 2013; Mushtaq ve ark., 2018).
Yapilan arastirmalara gore mastitislerin Ingiltere’de ortalama 200 milyon £ yillik
kayba yol a¢tig1 diisiiniilmektedir (Biggs, 2009). Amerika Birlesik Devletleri’nde,
Ingiltere’de ve diinya ¢apinda mastitislere bagh yillik ekonomik kayiplarin sirasiyla 2
milyar dolar, 371 milyon dolar ve 35 milyar dolar oldugu bildirilmistir (Mushtaq ve
ark., 2018). ABD’de gergeklestirilen bir arastirmaya gore yalnizca siit tiretimindeki
kayiplara bagli ekonomik kaybin yillik 1 milyar $, diger giderler ve masraflar
hesaplandiginda 2 milyar $’a yakin bir kaybin oldugu diisiiniilmektedir (Philpot ve
Nickerson, 2000).

Klinik mastitislerde kesin ekonomik kaybi hesaplamak oldukg¢a zordur. Tedavi
giderlerinden baslayip, azalan verim, imha edilen siitler, siiriiden ¢ikarmalar ve 6lim
de dahil edildiginde kesin bir rakam vermek oldukga zordur. Subklinik mastitislerde
kayiplar1 hesaplamak daha da zordur. Azalan siit verimi ve kalitesiyle birlikte, artan
tedavi masraflar1 ve siirliden ¢ikarma oranlarinin yiikselmesi ekonomik kayiplari
arttirmaktadir (Bradley, 2002). Ayni1 zamanda klinik ve subklinik mastitis goriilen
hayvanlarda fertilitenin olumsuz etkilenisi de ekonomik agidan kayiplara neden
olmaktadir (Schrick ve ark., 2001). Mastitislere bagl sekillenen tahmini hayvan basina
ekonomik kayiplar Cizelge 1.2°de gosterilmektedir (Philpot ve Nickerson, 2000).



Cizelge 1.2. Mastitislere bagli ekonomik kayiplar

Hayvan Toplam kayipdaki
basina kayip yeri (%)
$)
Azalan siit tiretimi 121 66
Imha edilen siitler 10,45 57
Siiriiden ¢ikarmalara bagl giderler 41,73 226
Ekstra is giicii 1,14 0,1
ilaglar 7,36 41
Veteriner hekim masraflari 2,72 15
Toplam 184,40 100

1.4.2.Siit Verimi ve Kalitesine Etkileri

Mastitisler siit verimi ve kalitesini direkt ve indirekt sekilde olumsuz etkileyen,
siit inegi isletmelerinin en ¢ok ekonomik kayip yasatan hastaligidir (Hogeveen ve
Osteras, 2005). Tank siitii somatik hiicre sayisindaki yiikselmeye bagli sekillenen
etkiler subklinik mastitislere bagli kayiplarin temelini olusturmaktadir. Ozellikle
tilkelerde farkli farkli uygulanan ceza ve tesvik uygulamalari SHS’ye baglh direkt
kayiplar1 olusturmaktadir (Biggs, 2009). Ayn1 zamanda sadece mastitis sirasinda siit
veriminde yaganan kayip disinda, tedavi sonras1 da normalden daha diisiik seyreden
siit verimi gozden kacar ve gizli kayiplar1 olusturmaktadir (Hogeveen ve Osteras,
2005). Somatik hiicre sayis1 200x10° esik degerinden sonra her 100x10%’liik art1s igin
stit veriminde %2,5’lik kayip sekillendigi bildirilmistir (Biggs, 2009). Artan somatik
hiicre sayisina gore mastitislere bagli sekillenen ilk laktasyon ve diger
laktasyonlardaki karsilagtirmali tahmini siit kayiplart Cizelge 1.3’de gosterilmistir
(Philpot ve Nickerson, 2000).

Cizelge 1.3. 1k laktasyon ve sonraki laktasyonlardaki somatik hiicre sayisina gére tahmini siit
verimi kayiplari

SOMATIK SUT VERIMINDEKI TOPLAM SUT VERIMINDEKI
HUCRE SAYISI/ KAYIP (KG) KAYIP (KG)
ML Ik Diger Laktasyonlar Ik Diger Laktasyonlar
Laktasyon Laktasyon

50000 0 0 0 0
100000 90 180 90 180
200000 90 180 180 360
400000 90 180 270 540
800000 90 180 360 720




Mastitisler siit kalitesini dogrudan etkilemektedir. Mastitis olgularinda
yangtya, bakterinin patojenitesine ve etkilenen meme dokusunun biiyiikliigline gore
siit kompozisyonunda ve meme dokusunda farkli derecelerde degisimler sekillenir.
Memede kandan siite olan gecirgenlik artar. Buna bagli olarak siitte protein ve enzim
miktarlarinda yilikselme sekillenir (Bastan, 2013). Fagositik hiicrelerin meme igine
invazyonu artar ve sekillenen yanginin siddetine gore cesitli derecelerde meme
bezlerinin siit sentezi azalir. Etkilenen meme loblarinda yangi reaksiyonuyla iliskili

maddeler tiretilmeye baslar (Vural ve ark., 2016).

Oksidatif durum ve mastitis arasindaki yakin iligkiden dolayi, oksidasyon
islemi memenin subklinik yangisinin bir gostergesidir. Yanginin siddetine bagli olarak
siit veriminde diisme ve siitiin kompozisyonunda degisiklikler sekillenmektedir
(Jozwik ve ark., 2012). Mastitisli ineklerin siitiinde yag, kazein proteinleri ve kalsiyum
icerigi diiserken, peynir alti proteinleri, sodyum ve klor seviyelerinde artig
sekillenmektedir. Bununla birlikte lipaz, proteaz, oksidaz ve plazminojen enzim
aktivitelerindeki artisa bagli olarak siit liriinlerinin kalitesi diismektedir (Sawa ve ark.,
2008; Strzalkowska ve ark., 2010; Jozwik ve ark., 2012). Mastitisli siitlerden peynir
yapildiginda kalitenin daha diisiik oldugu ve peynir yapmak i¢in daha fazla siite ihtiyag
oldugu bilinmektedir (Philpot ve Nickerson, 2000).

Enfekte ineklerin siitlerinde bakteri enterotoksinleri de bulunabilir. Siitte
sekillenen oksidasyon islemi siitiin besin deger icerigini olumsuz etkiledigi gibi, siitiin
organoleptik degerlerini de olumsuz etkilemektedir (Jozwik ve ark., 2012). Genel
olarak siitiin somatik hiicre sayist ve toplam bakteri sayisinin artmasi bir yanginin
gostergesidir (Biggs, 2009) ve bu iki deger siitiin kalitesinin belirlenmesinde de
kullanilmaktadir (Sawa ve ark., 2008; Bagnicka ve ark., 2011; Jozwik ve ark., 2012).
Farkli somatik hiicre sayisina sahip siitlerin bilesimindeki degisimler Cizelge 1.4°de

gosterilmistir (Sharma ve ark., 2011).



Yangi sirasinda somatik hiicre sayisinin artigi siitteki notrofil sayisinin
arttiginin bir gostergesidir. Buna bagli olarak oksidasyon reaksiyonlart ve eritrosit

lipid hidroperoksidasyonu artar ve siit kalitesinde diistis sekillenir (Suriyasathaporn ve
ark., 2006; Karyak ve ark., 2011).

Cizelge 1.4. Somatik hiicre sayisindaki degisime gore siitiin bilesimindeki degisiklikler

Somatik Hiicre Sayis1 (x10° hiicre/ml)
Siitiin Bilesimi <100 <250 500-1000 >1000
Azalma (g/100 ml)

Laktoz 4,90 4,74 4,60 4,21
Kazein 2,81 2,79 2,65 2,25

Yag 3,74 3,69 3,51 3,13

Yiikselme (g/100 ml)

Peynir alt1 protein 0,81 0,82 1,10 1,31
Serum albiimin 0,02 0,15 0,23 0,35
Immunoglobulin 0,12 0,14 0,26 0,51
Klor 0,091 0,096 0,121 0,147
Sodyum 0,057 0,062 0,091 0,105
Potasyum 0,173 0,180 0,135 0,157

pH 6,6 6,6 6,8 6,9

Yanginin siddetine bagl olarak SHS’de artigla birlikte siitiin kompozisyonunda
da degisimler gozlenir (Philpot ve Nickerson, 1991). Yiiksek somatik hiicreye sahip
stitlerde seker, protein ve yag gibi istenilen bilesenlerin miktar1 diiserken, siitii
parcalayan istenmeyen enzimlerin miktar1 artmaktadir (Philpot ve Nickerson, 2000).
Ozellikle siit yag1 ve laktoz igeriginde diisiisler goriiliir. Siit laktoz seviyesinin
subklinik mastitisli ineklerde %5-20 oraninda diistiigii bildirilmistir (Philpot ve
nickerson 1991). Mastitisli ineklerin siitiinde yag oraninin etkilenmedigi yoniinde
farkli ¢alismalar olmasina ragmen, siit iiretimindeki diismeye baglh olarak siit yag

yilizdesinde diisiisler sekillendigi bildirilmistir (Vural ve ark., 2016).

Subklinik mastitisli ineklerin siitiinde total protein seviyesindeki diisiisler az
miktarda olmakla birlikte siit proteinlerinin kendi igindeki dagilimlar: farkl sekillerde

etkilenmektedir. Stit SHS degeri yiikseldikge en onemli siit proteini olan kazein
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seviyesinde %6-18 oraninda bir diisis gozlemlenirken, kan meme bariyerindeki
bozulmalara bagli olarak normalde siitte diisilk miktarlarda seyreden transferrin,
immunoglobiilin ve serum albiimin seviyelerinde artis sekillenir. Bu degisimlere bagh
olarak total protein seviyesindeki azalma oldukga diisilk olmasina ragmen kazein

oranindaki diisiis stit kalitesini dogrudan etkilemektedir (Vural ve ark., 2016).

Sonu¢ olarak yiiksek somatik hiicre sayisina sahip siitler disiik kaliteli
siitlerdir. Kazein igerikleri daha diisiiktiir ve peynir verimleri diiserken; plazmin ve
lipaz seviyeleri yiiksektir (Blowey ve Edmondson, 2010). Kan siit bariyerinin
bozulmasiyla sizan lipaz ve plazmin siit kalitesini diistirmektedir (Biggs, 2009).
Ozellikle lipaz yogurt kiiltiirlerini inhibe eder ve kotii aroma verir (Blowey ve
Edmondson, 2010). Ayni1 zamanda diisiik kaliteli siitten yapilan iiriinlerde de olumsuz
etkiler goriilmektedir. Son triinlerin raf 6mril kisalirken, istenmeyen tat ve aromalar
sekillenir. Ayrica siit kalitesinin diisiikliigline bagli alinamayan tesvikler ve ceza
uygulamalari1 da ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Hogeveen ve Osteras, 2005). Siit
kalitesinde meydana gelen degisimler klinik mastitislerde daha belirgin olmasina
ragmen, siit kalitesindeki bozulmaya bagli sekillenen ekonomik kayiplar subklinik
mastitislerde c¢ok daha yiiksektir. Protein seviyesi subklinik enfeksiyonlarda
degismemis bile olsa, protein igerigi kazeinden alblimine donmektedir (Biggs, 2009).
Subklinik mastitislere bagli siitiin bilesiminde istenen ve istenmeyen parametrelerdeki

degisimler Cizelge 1.5’de gosterilmektedir (Blowey ve Edmondson, 2010).
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Cizelge 1.5: Siitiin bilesiminde subklinik mastitislere bagli olugan degisimler

Bilesen Subklinik Mastitisin EtKkisi
Istenen Toplam protein Azalir
Kazein %6-20 azalir
Laktoz %5-20 azalir
SNF %8¢ kadar azalir
Tereyag1 %4-12 azalir
Kalsiyum Azalir
Fosfor Azalir
Potasyum Azalir
Kararlilik ve raf omrii Azalir
Yogurt baslatici kiiltiirler Inhibe olur
Istenmeyen Plazmin Artar
Lipaz Artar
Immunglobulin Artar
Sodyum Artar (ac1 tat verir)

1.5.Mastitislerin Siniflandirilmasi

Mastitisler meme dokusunda ve inekte yaptigi degisimlere gore (klinik ve
subklinik), mastitis olusturan patojene gore (major ve mindr) ve enfeksiyonun

kaynagina gore (bulasici ve ¢evresel) siniflandirilmaktadir (Biggs, 2009).

Meme i¢i enfeksiyon sirasinda mikroorganizmanin tiirline ve yanginin
siddetine gore siit kanallari, sisterna ve alveollerde degisik derecelerde yikimlanmalar
sekillenmektedir. Enfeksiyonun semptomlari inegin bagisiklik sistemine, enfeksiyon
sekillendiren ~mikroorganizmanin tiirline ve patojenitesine gore farklilik
gostermektedir. Bu anlamda mastitislerin siniflandirilmasi gortilen semptomlara gore
klinik ve subklinik olarak iki ana grup seklinde yapilmaktadir (Bastan, 2013). Kaba
hatlariyla siitte ve memede degisimlerin gozle goriildiigii olgular klinik mastitisler ve
degisimlerin gozle goriilmedigi, taninin testere dayali oldugu olgular subklinik

mastitisler olarak siniflandirilir (Biggs, 2009).
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1.5.1. Klinik Mastitisler

Siitte ve meme dokusunda sislik, 1s1 artisi, kizariklik ve agri1 gibi yangi
belirtilerinin sekillendigi, sistemik belirtilerin de gériilebildigi meme i¢i enfeksiyonlar
klinik mastitisler olarak adlandirilmaktadir. Klinik mastitisler ortaya ¢ikan klinik
degisikliklere gore perakut, akut, subakut ve kronik olarak dorde ayrilir (Bastan,
2013).

1.5.1.1.Perakut Mastitis

Nadiren goriilmektedir ve meme dokusunda yangi semptomlariyla birlikte
genel durum bozuklugu goriiliir (Philpot ve Nickerson, 2000; Vural ve ark., 2016).
Meme dokusunda sekillenen ani sislikler ve siddetli yangi belirtileri ile karakterizedir
(Bastan, 2013). Hasta hayvanlarda depresyon, solunum ve nabiz sayisinda artis ve
inkoordinasyon, dehidrasyon eslik eder (Vural ve ark., 2016). Sistemik enfeksiyon
belirtileri septisemi veya toksemiye bagli sekillenir ve siitte degisim meydana
gelmeden 6nce goriilmeye baslar. Miidahale edilmeyen olgularda siddetli dehidrasyon

ve takibinde dliimler sekillenebilir (Biggs, 2009).

1.5.1.2.Akut Mastitis

Ortadan siddetliye kadar degisen yangisal yanitin oldugu, aniden sekillenen
meme i¢i enfeksiyonlardir (Philpot ve Nickerson; 2000; Biggs, 2009). Meme
dokusunda 24 saat icinde sekillenen yangilardir (Vural ve ark., 2016). Sistemik
belirtiler perakut mastitise benzerdir ama daha hafif seyreder (Biggs, 2009). Memede
siskinlik, kizariklik, siit veriminde azamla ve siitiin fiziksel 6zelliklerinde degisiklikler
ile genel durum bozuklugu goriiliir (Philpot ve Nickerson, 2000; Vural ve ark., 2016).
Siitiin fiziksel yapisinda bozulmalar mevcuttur, siit seroz goriiniimde ve icerisinde

fibrin veya pihtilar bulunmaktadir (Bastan, 2013).
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1.5.1.3.Subakut Mastitis

Sistemik enfeksiyon belirtilerinin goriilmedigi, genelde siitte kiiclik pulcuklar
seklinde yapisal bozulmalarin gorildiigii enfeksiyonlardir (Philpot ve Nickerson,
2000; Biggs, 2009). Memede gozle goriiliir yangi belirtileri mevcut degildir (Biggs,
2009).

1.5.1.4 Kronik Mastitis

Uzun siireli ve sik sik tekrarlayan olgular kronik hastaliklar olarak
adlandirilirlar. Kronik mastitisler subklinik formda aylar hatta yillarca siiren, donem
doénem klinik alevlenmelerin oldugu olgulardir (Philpot ve Nickerson, 2000; Biggs,
2009). Bir laktasyondan diger laktasyon donemine kadar yangi belirtileri devam
edebilmektedir (Bastan, 2013). Tekrarlayan klinik alevlenmeler meme dokusunda geri
doniissiiz yikimlanmalara neden olabilir (Biggs, 2009). Memede agr1, kizariklik ve 1s1
artist gibi yangi semptomlar1 goriilmeden sertlik, hipertrofi ve/veya atrofi ile seyreder
(Vural ve ark., 2016) Bu tip mastitislerde paransim dokudaki yikimlanmalar sonucu
yerini bag doku almaktadir (Bastan, 2013). Etkilenen hayvanin genel durumunda
degisiklik goriilmeden meme dokusunda yikimlanmalar, biiyiikliiglinde degisimler ve
siit verimindeki kayiplar ile seyreder (Vural ve ark., 2016). Kronik mastitis goriilen
hayvanlarin etkilenen meme loblar1 sert ve atrofiktir. Belli araliklar ile subakut ya da
akut mastitislere donebilmektedir (Bastan, 2013). Siitiin fiziksel yapisinda herzaman
degisim goriilmeyebilir. Genellikle akut ve subklinik mastitislerin uzun siire tedavi

edilmemesi sonucu sekillenirler (Vural ve ark., 2016).
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1.5.2.Subklinik Mastitisler

En yaygin olarak seyreden mastitis formudur ancak memede ve siitte yangisal
degisimler goriilmedigi icin gozlemle belirlemek miimkiin degildir (Philpot ve
Nickerson, 2000; Bastan, 2013). Klinik mastitislere gore 15-40 kat daha yaygindir
(Philpot ve Nickerson, 2000; Biggs, 2009; Bastan, 2013). Siitte ve memede gozle
goriiliir herhangi bir yangisal degisim yoktur. Siit veriminde ve kalitesinde azalmayla

seyreder (Biggs, 2009; Vural ve ark., 2016).

Siirtilerin gizli hastaligidir, meme dokusunu veya inegin hayatin1 tehdit eden
bir hastalik olmadig1 ve klinik semptomplar sekillenmedigi i¢in azalan siit verimi ve
stiri i¢i yayilmalar ihmal edilmektedir. Mastitis tiirleri i¢erisinde en biiyiik ekonomik

kaybi1 subklinik mastitisler sekillendirir (Philpot ve Nickerson, 2000).

1.6.Mastitis Patojenlerinin Simiflandirilmasi

Diger hastaliklardan farkli olarak 140 farkli mikroorganizma tarafindan
mastitis sekillenebilir (Philpot ve Nickerson 2000). Genel olarak mastitis patojenleri
bulasici1 (kontagiy6z) ve cevresel (environmental) olarak siniflandirilmaktadir
(Bradley, 2002; Sharma ve ark., 2011). Bulasic1 ve gevresel mastitis patojenleri
arasinda kesin bir ayrim yoktur, bazi etkenler farkli donemlerde farkli karakterlerde

mastitisler sekillendirebilir (Biggs, 2009).

Inekten inege bulasan mikroorganizmalar bulagict mastitis patojenleri olarak
bilinirler. Bu mikroorganizmalar inegin memesinin iginde, iistiinde ya da memede
sekillenen lezyonlarda yasarlar (Biggs, 2009; Bastan, 2013), meme dokusu disinda
uzun siire canliligmi koruyamayan, sadece hedef dokuda iiremeye ve canliligini
korumaya adapte olmus patojenlerdir (Bradley, 2002; Biggs, 2009). Bu
mikroorganizmalar ¢ogunlukla subklinik ve kronik enfeksiyonlar sekillendirirler

(Biggs, 2009) ve etkilenen meme lobunda somatik hiicre sayisinda (I6kositler,
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ozellikle noétrofil) artiglar gozlenir (Bradley, 2002). Bulasmalar sagim sirasinda
inekten inege ve/veya bir meme lobundan digerine seklinde olmaktadir (Bradley,
2002; Biggs, 2009). Baslica kontagiydz mastitis patojenleri Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus ve Mycoplasma spp 'dir (Bastan, 2013).

Enfeksiyonun c¢evreden inege bulastigt meme i¢i enfeksiyonlar c¢evresel
mastitisler olarak adlandirilir (Biggs, 2009). Cevresel mastitis patojenler meme
dokusunda yasamaya adapte degillerdir (Bradley, 2002), Bu mikroorganizmalar inegin
cevresindeki ortamda, diskida, altlikta, toprakta, yataklikta ve suda bulunabilirler
(Biggs, 2009). Tipik olarak hizli bir sekilde enfeksiyon sekillendirip, g¢ogalip,
konakg¢ida yangisal yanit baglatip hizli bir sekilde elimine edilirler (Bradley, 2002).
Bulasic1 mastitis etkenlerinin sayilarinin azaldigi donemlerde etkinlikleri artar.
Bulagsmalar sagim sirasinda kontaminasyonlar ile veya iki sagim arasinda
sekillenebilir. Koliform grubu bakteriler ve Streptococcus uberis bu grupta yer alir.
Ayni zamanda inegin c¢evresinde bulunan ve mastitis sekillendirebilen diger

mikroorganizmalar da bu siniflandirmaya dahildir (Biggs, 2009).

Major mastitis patojenleri cogunlukla klinik mastitis sekillendiren
mikroorganizmalardir. ~ Streptococcus  agalactiae,  Staphylococcus  aureus,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysagalactiae, kolifor grubu bakteriler
(klebsiella, E. coli, Enterobakter spp ve Citrobakter spp.) ve Pseudomonas spp. ile son
yillarda Mycoplasma spp.’de major patojenler arasinda yer almaktadir (Bradley, 2002;
Biggs, 2009; Bastan, 2013).

Major bulasict mastitis patojenleri S. aureus, Str. dysagalactiae ve Str.
agalactiae iken major ¢evresel patojenler arasinda Cory. bovis, KNS, E. coli ve Str.
uberis bulunmaktadir (Sharma ve ark., 2011). Ancak bu patojenlerin
siiflandirilmasinda kesin ¢izgi yoktur, bulasict bir mikroorganizma gevresel bir
mikroorganizmaya benzer enfeksiyonlar sekillendirebilir (Bradley, 2002). Genellikle

bulagis1 mastitis patojenlerinin sekillendirdigi enfeksiyonlardaki somatik hiicre
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sayisindaki artik, cevresel mastitis patojenlerinin sekillendirdigi

enfeksiyonlardakinden daha yiiksek seyretmektedir (Sharma ve ark., 2011).

Minor mastitis etkenleri memenin kommensal bakterileri olarak goriiliir ve
memenin dogal florasinda bulunan bakterilerdir. Farkli etkilesimler ve mekanizmalar
aracilifi ile yilikselen somatik hiicre sayisi ile iligkileri bulunmaktadir. Koagulaz
negatif stafilokoklar ve korineformlar bu grupta siiflandirilmaktadir. Bu grupta yer
alan bazi bakterilerin salgiladiklar1 enzimler ve yarismaci inhibisyonlar1 ile major
patojenlerin meme i¢i enfeksiyon sekillendirmelerini engelledikleri diisiiniilmektedir

(Biggs, 2009; Blowey ve Edmondson, 2010).

1.7.Subklinik Mastitislerin Tanisinda Kullanilan Belirtecler

1.7.1.Somatik Hiicre Sayisi

Somatik - somatikos, viicutla ilgili olan, viicuttan tiiremis anlamina gelen bir
terimdir (Philpot ve Nickerson, 2000; Biggs, 2009; Bastan, 2013). Cekirdegi olan
viicut hiicrelerine somatik hiicreler denmektedir. Siit somatik hiicre sayisinda etkili
olan asil hiicreler 16kositlerdir. Saglikli bir siitiin somatik hiicrelerinin %75-85’1

lokositlerden, geri kalani ise epitel hiicrelerden olugsmaktadir (Bastan, 2013).

Somatik hiicre sayisi (SHS) en basit tanimiyla siitte bulunan hiicre sayisidir
(Blowey ve Edmondson, 2010) ve 1 mililitre siit i¢erisindeki somatik hiicre sayisini
ifade etmektedir (Philpot ve Nickerson, 2000). Giiniimiizde siit endiistrisinde SHS;
stirll yonetiminde, meme sagliginin ve siit kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilan

en 6nemli parametrelerden biridir (Biggs, 2009; Bastan, 2013).
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Saglikli bir inek siitlindeki somatik hiicrelerin %65-85’ini makrofajlar, %10-
25’ini lenfositler, %10’°a kadar noétrofiller ve %5’e kadar da epitel hiicreleri

olusturmaktadir. Enfekte bir siitte ise hiicrelerin %90’1n1 notrofiller olusturmaktadir

(Philpot ve Nickersoni 2000; Biggs, 2009).

Patojen mikroorganizma tarafindan meme dokusunda enfeksiyon
sekillendikten sonra polimorfoniikleer hiicreler (PMN) kandan meme dokusuna
gecmeye baslar ve buna bagh olarak somatik hiicre sayisinda (SHS) artis sekillenir.
Dokudaki noétrofil, makrofaj, epitel dokiintiileri, eosinofil ve lenfositlerin miktari
yanginin siddetinin bir gostergesi olarak kabul edilir (Knnappen ve ark., 1999; Jozwik
ve ark., 2012). Ayrica enfekte meme dokusunda TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 gibi
sitokinlerin ve nitrik oksit (NO) seviyesinde artis goriiliir (Notebaerta ve ark., 2008;
Jozwik ve ark., 2012). Sonu¢ olarak mastitis siit verimini diislirdiigii gibi, siitlin
kimyasal kompozisyonunu ve kalitesini de olumsuz etkilemektedir. Cogu tilkede SHS

stit kalitesinin ve hijyeninin belirteci olarak kullanilmaktadir (Jozwik ve ark., 2012).

Avrupa Birligi iilkelerinde 29 Nisan 2004 tarihli EC No 853/2004 sayili
diizenleme ile ¢ig inek siitiiniin insan tiiketiminde kullamlabilmesi igin 4x10°
hiicre/mI’nin altinda olmalidir (EU Official Journal, 2004). Tiirkiye’de de bu sinir
kullanilmaktadir (Resmi Gazete, 2008). Amerika Birlesik Devletleri’nde bu sinir
7,5x10°, Kanada’da ise 5x10° seklindedir (Jozwik ve ark., 2012).

Mastitisli bir meme lobundan alinan siit Orneginde SHS’nin biiyiik
cogunlugunu 1okositler olusturmaktadir (Philpot ve Nickerson, 2000). Meme
bezindeki enfeksiyon sonucunda kandan siite nétrofil 16kositleri gegmektedir ve siit
SHS artmaktadir. Mastitislerin sekillendigi durumlarda somatik hiicre sayisinin
artmasindaki bir diger etken de viicudun enfeksiyona bagli olarak zarar goren siit
sekresyonu yapan epitel hiicreleri hizli bir sekilde onarmasi ve siite epitel

dokiintiilerinin karismasidir (Bastan, 2013).
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Siit verimi ile somatik hiicre sayist arasindaki iligski subklinik mastitisler ile
aciklanmaktadir (Bastan, 2013). Eskiden 400x10° hiicre/ml’den yiiksek hayvanlarda
siit kayb1 yasandig1 diistiniilmekteydi. Giinlimiizde yapilan ¢alismalar asil kayiplarin
200x103 hiicre/ml’den sonra basladigini gostermektedir (Philpot ve Nickerson, 2000).
Yapilan arastirmalara gore siit SHS 50x10° den yiiksek oldugunda siit veriminde
kayiplar sekillenmekte, 100x10° oldugunda ise ortalama giinliik 0,6 kg siit kayiplari
sekillenmektedir (Bastan, 2013). Somatik hiicre sayis1 200x10%’in iizerine ¢iktiginda,
her 100x103 liik art1s icin siit veriminde %2,5 kayip sekillenmektedir (Bradley, 2002).
Artan somatik hiicre sayisina gore sekillenen siit verimi kayiplari Sekil 1.1°de

gosterilmektedir (Blowey ve Edmondson, 2010).

25
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Sekil 1.1. Somatik hiicre sayist ve verim kayiplari

Siitteki somatik hiicre sayis1 meme sagliginin izlenmesinde ve korunmasinda
oldukca 6nemlidir (Bastan, 2013). Saglikli bir inegin siitiiniin somatik hiicrelerinin
bliyiik ¢ogunlugunu makrofajlar olusturmaktadir. Semokinlerin aktivasyonu ve
salimimi ile makrofajlar notrofil gogiinii baslatir ve somatik hiicre sayis1 yiikselir
(Sordillo ve ark., 1997; Bradley, 2002). Sonug olarak somatik hiicreler, savunma

sisteminin bir pargasi oldugu i¢in, siit somatik hiicre sayisindaki yiikselme yangisal
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yanitin bir gostergesi niteligindedir ve meme sagliginda kullanilan bir belirtectir

(Bastan, 2013).

Stit somatik hiicreleri ¢ogunlukla siit iireten epitel hiicrelerin dokiintiileri ve
lokositler olugmaktadir. Somatik hiicrelerin = %75’in1  16kositler (nétrofiller,
makrofajlar, lenfositler ve eritrositler), %25’ini ise epitel hiicreler olusturmaktadir.
Epitel hiicreler belli siirelerde dokiilmekte ve yenilenmektedir, ancak enfeksiyon
durumunda bu dokiintiilerin sayis1 artmaktadir. Beyaz kan hiicreleri memede
enfeksiyonla savasan ve hasar géren dokunun onarilmasinda yardimer rolii bulunan
hiicrelerdir. Mastitis sirasinda somatik hiicrelerdeki asil artis nétrofillerde sekillenir
(Sharma ve ark., 2011). Saglikli ve enfekte siitteki hiicrelerin dagilimi gizelge 1.6’da
gosterilmistir (Ruegg, 2001).

Cizelge 1.6. Saglikli ve enfekte siitteki somatik hiicrelerin oranlari

Normal Siit Subklinik Mastitisli Siit
Notrofil %1-11 >0090
Makrofaj %66-88 %2-10
Lenfosit %10-27 %2-10
Epitel Hiicre %0-7 %0-7

Siitte bulunan somatik hiicreler patojen mikroorganizmanin memeye
girmesiyle birlikte enfeksiyonla savasmaya baslar. Bu hiicreler aslinda meme
sagliginin korunmasinda son derece dnemlidir. Enfekte olmayan meme lobunda da bir
miktar bulunan bu hiicreler meme sagliginin korunmasinda etkilidir. (Sharma ve ark.,
2011). Enfeksiyon devam ettigi siirece somatik hiicre sayisi da degisim halindedir
(Philpot ve Nickerson, 2000). Enfeksiyonlara yanit olarak somatik hiicrelerde say1 ve

oran olarak degisim goriilmektedir (Biggs, 2009).

Polimorf niikleer l6kositler memenin hiicresel savunma sisteminin ikinci
basamagini olusturmaktadir. PMN’ler bakteriyi fagosite ederek oldiirmektedir. Ancak
bu hiicreler ayn1 zamanda yag globiillerini ve kazeini de par¢alamaktadirlar. Bunun
sonucunda siitte putrefekasyon sekillenir ve fiziksel yapisi bozulur. Yangisal yanit

bakteri meme basi kanalindan girip siitte ¢ogalmaya basladigr gibi sekillenir.
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Bakterilerin toksinleri, hiicre duvarindaki bazi yapilari ya da bazi enzimleri meme
epitelinde cesitli uyarimlar yaparak vazodilatasyon ve artan vaskiiler permeabilite ile

bolgeye notrofil goci sekillenir (Sharma ve ark., 2011).

Kandaki monositler meme dokusunda makrofajlara doniisiirler ve memenin
involusyonu sirasinda en yogun bulunan hiicrelerdir. Bakteriyel invazyon sirasinda
makrofajlar dogustan gelen veya sonradan kazanilan bagisiklik sisteminin bir pargasi
olarak gorev alirlar. Erken post-partum donemde siitteki hiicrelerin %68’ ini
makrofajlar olustururken, bu oran laktasyon sonunda %Z21’e kadar inmektedir.
Makrofajlarin ayn1 zamanda patojen bakterileri fagosite etme ve proteaz ve reaktif

oksijen tiirleri ile parcalama 6zelligi de bulunmaktadir (Sharma ve ark., 2011).

Lenfositler immun sistemdeki gorevli hiicreler icinde membran reseptorleri
araciligi ile cesitli antijenik yapilar1 tanima 6zelligi olan hiicrelerdir (Boyso ve ark.,
2007; Sharma ve ark., 2011). T-lenfositleri ve B-lenfositleri olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadirlar, gorev ve yap1 olarak birbirlerine gore farkliliklart bulunmaktadir

(Sharma ve ark., 2011).

1.7.1.1.Somatik Hiicre Sayisim1 Etkileyen Faktorler

Siit somatik hiicre sayisinin dogru yorumlanabilmesi i¢in somatik hiicre
sayisint etkileyen faktorler iyi bilinmelidir. Bir¢ok faktdr somatik hiicre sayisini
etkileyebilmektedir (Sharma ve ark., 2011). Laktasyon donemi, mevsim, sagim sikligi
ve araliklarina bagl olarak somatik hiicre sayis1 degismektedir (Biggs, 2009). Meme
i¢ci enfeksiyonlar siit somatik hiicre sayisinin yiikselmesindeki en biiyiik etkendir
(Philpot ve Nickerson, 2000; Blowey ve Edmondson, 2010). Somatik hiicre sayilar
genellikle siit verimi yiiksek olan siiriilerde daha diisiik seyretmektedir. Bunun nedeni
hem yiiksek siit verimine bagl konsantrasyona bagl diisiik seyretmesidir, hem de bu
tarz siiriilerde yonetim ve korunma stratejilerine verilen énemin yiiksek olusudur

(Philpot ve Nickerson, 2000).
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1.7.1.1.1. Enfeksiyon Ge¢misi ve Durumu

Daha énce hig enfekte olmamis meme loblarinda somatik hiicre sayilar1 20x103
— 50x10° araliginda seyretmektedir. Biiyiik siiriilerde enfekte olmayan hayvanlarin
%80’ 200x10%den, %50’si 100x10%’den diisiik somatik hiicre sayisina sahiptir
(Philpot ve Nickerson, 2000). Enfeksiyon olmadigi halde somatik hiicre sayisinin
yiiksek seyretmesinin bir nedeni de bir Onceki enfeksiyonun etkilerinin tam
gecmemesi, tam iyilesmenin saglanamamasidir (Bastan, 2013). SHS degerleri
enfeksiyon Oncesi degerlere; biitliin mastitis patojenleri elimine edildikten, hasar géren
sekretorik hiicreler tamamen iyilestiginde ve siit iiretimi enfeksiyon oncesi haline

geldiginde donecektir (Philpot ve Nickerson, 2000; Biggs, 2009).

1.7.1.1.2. Bakterinin Turi

Somatik hiicre sayisimi etkileyen en onemli faktér memedeki enfeksiyonun
siddeti ve enfeksiyon sekillendiren mikroorganizmanin tiiriidiir. Enfeksiyonun
siddetine gére somatik hiicre sayisi da ayni oranda yiikselmektedir (Sharma ve ark.,
2011; Bagtan, 2013). Bulasici mastitis patojenleri genellikle subklinik mastitis
sekillendirdikleri i¢in yiiksek somatik hiicre sayisindan sorumlu bakteriler olarak
goriiliirler (Blowey ve Edmondson, 2010). Major mastitis patojenleri genellikle
200x10%iin  iizerinde somatik  hiicre sayisiyla seyreden  enfeksiyonlar
sekillendirmektedir. Mindr patojenlerin sekillendirdigi enfeksiyonlarda ise 50x10%’liik
bir artis sekillendirmektedir (Biggs, 2009). Farkli organizmalara kars1 farkli yangisal
yanit sekillendigi gibi, ayn1 hayvanda ayn1 mikroorganizmaya karsi farkli zamanlarda
farkli siddetlerde yangisal yanit sekillenebilir, somatik hiicre sayilar1 farkli ¢ikabilir
(Blowey ve Edmondson, 2010).
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1.7.1.1.3. Sagim Sikhg1 ve Arahg

Tank stitii somatik hiicre sayisi giinde {i¢ sagim yapilan isletmelerde, glinde iki
sagim yapilanlara gore daha diisiik seyretmektedir. Iki sagimdan iic sagima gecis

siirecinde hiicre sayilarinda donemsel artis gozlenebilir (Biggs, 2009).

Yapilan arastirmalara gore enfekte olmayan ineklerde laktasyonun sonlarina
dogru giin asir1 sagim yapilmasi somatik hiicre sayisini arttirdig1 bilinmektedir. ki
sagim aras1 iki giin birakildiginda somatik hiicre sayisiin 540x10% lere kadar ¢iktig1,
dort giin daha sagim yapilmadiginda somatik hiicre sayisinin 15 milyonlara kadar
yiikselebildigi bildirilmistir. Bunun nedeninin sagim araliklar1 kisa tutuldugunda siitte
bulunan ama enfeksiyon sekillendirmeyen bakterilerin her sagimda atilirken, sagim
araliklar1 uzatildiginda bakterilerin c¢ogalmasi icin imkan sekillenmesi oldugu

diisiiniilmektedir (Blowey ve Edmondson, 2010).

Iki sagim arasinda siirenin uzamasi somatik hiicre sayilarmin azalmasi ile
sonuglanmaktadir. Iki sagim aras1 siire arttik¢a, hiicre diapedezi azalmakta ve toplam
slit verimi sagim basina artacagi i¢in, somatik hiicre bakimindan daha diliie bir siit elde
edilecegi icin sayilarda diisme goriilecektir (Biggs, 2009). Ay sebeple sabah
stitlerinin somatik hiicre sayis1 aksam sagimina gore daha diisiik seyretmektedir

(Biggs, 2009; Blowey ve Edmondson, 2010).

1.7.1.1.4. Inegin Yas1

Hayvanin yasinin somatik hiicre sayilar1 ile dogrudan bir iligkisi olmamakla
birlikte yapilan arastirmalara gore yasa bagli somatik hiicre sayisinin yiiksek
seyretmesinin nedeninin daha uzun siiredir sagildiklar1 olduklar1 diisiiniilmektedir
(Biggs, 2009). Ayn1 zamanda yasli inekler patojenlere daha uzun siire maruz kaldiklar
i¢in enfeksiyon sekillendirme ihtimalleri daha yiiksektir (Philpot ve Nickerson, 2000;
Blowey ve Edmondson, 2010).
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1.7.1.1.5. Stres

Ineklerde herhangi bir stres olusturan faktdrlerin somatik hiicre sayisini
arttirdig1 bilinmektedir (Blowey ve Edmondson, 2010). K6pek tarafindan kovalanan,
gruplar1 degistirilen ya da yalmiz birakilan ineklerin somatik hiicre sayilar

yiikselmektedir (Biggs, 2009).

1.7.1.1.6. Diurnal ve Giinler Arasi Degisim

On siitte somatik hiicre sayis1 en yiiksek seviyededir. Sagimdan birkac saat

sonra agsamali olarak en diisiik seviyeye inmektedir (Biggs, 2009).

Ineklerin yasayan birer organizma olduklari, bir giinlerinin diger giinlerinden
farkli oldugu unutulmamalidir. Her giin bakteriler ile miicadele eden ve kazanarak
saglik kalan bir sistemde somatik hiicre sayilarinin farkli glinlerde her zaman ayni
¢tkmasi beklenmemelidir. Ineklerin de giine kotii basladig1, ugursuz giinleri vardir

(Biggs, 2009).

1.7.1.1.7.Mevsim ve Laktasyon Déonemi

Yaz mevsiminde tank siitli somatik hiicre sayilarinin laktasyon déneminden
etkilenmeksizin yiikselis gosterdigi bilinmekle birlikte bu artigin altinda yatan neden

tam olarak agiklanamamaktadir (Biggs, 2009; Blowey ve Edmondson, 2010).

Laktasyon dénemi somatik hiicre sayisini etkileyen bir diger faktordiir (Philpot
ve Nickerson, 2000). Laktasyon ilerledikge, 6zellikle laktasyonun sonlarina dogru
enfeksiyon sekillenmese dahi somatik hiicre sayis1 yiikselmektedir (Sharma ve ark.,
2011). Somatik hiicre sayis1 dogum zamani Yyiikselirken, pik laktasyondan,

laktasyonun ortalarina kadar en diisiik seviyelerde seyrederken, kuru doneme gecis
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sirasinda en yiiksek seviyelere ulasir (Philpot ve Nickerson, 2000). Dogum sonrasi
enfeksiyonlardan bagimsiz olarak somatik hiicre sayis1 ylikselmektedir (Biggs, 2009,
Blowey ve Edmondson, 2010). Erken post-partum siire¢te immun sistemin
uyarilmasina ve meme savunma sisteminin aktivasyonuna bagli olarak meme igi
enfeksiyon gekillenmemis olsa bile somatik hiicre sayisinda ylikselmeler goriliir
(Sharma ve ark., 2011). Ozellikle diivelerde dogum sonrasi somatik hiicre sayisinin
yuksek seyretmesinin bir nedeninin de dogum stresi oldugu diisiiniilmektedir (Biggs,
2009). Dogumdan sonraki ilk ti¢ giin ve laktasyonun sonunda, siit sekresyonundan
sorumlu epitel hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu yenilenmekte ve siite epitel dokiintiileri
karigmaktadir. Buna bagl olarak bu donemlerde siit somatik hiicre sayisinda az
miktarda artis goriilmektedir ve bu durum fizyolojik kabul edilmektedir (Bastan,
2013). Laktasyon donemi boyunca somatik hiicre sayisinin degisim géstermesinin bir
nedeni de degisen siit verimine bagli konsantrasyon degisimidir (Philpot ve Nickerson,
2000). Laktasyon sonlarina dogru siit verimin azalmasiyla birlikte konsantrasyona
bagli somatik hiicre sayisinda artiglar goriilmektedir (Biggs, 2009; Blowey ve
Edmondson, 2010). Laktasyonun farkli giinlerindeki ortalama somatik hiicre sayilari
cizelge 1.7°de gosterilmistir (Harmon, 1994). Dogum aninda somatik hiicre sayisi
genelde 1x10° /ml ‘den yiiksektir. Dogumdan 7 — 10 giin sonra bu say1 100 x 10° ‘lere
kadar diiser (Sharma ve ark., 2011).

Cizelge 1.7. Laktasyonun giiniine ve enfeksiyon durumuna gore ortalama somatik hiicre sayilari

LAKTASYON SOMATIK HUCRE SAYISI (X10° /ML)
GUNU Hayvan Sayist Enfeksiyon Durumu
Yok Minor Patojenler Major Patojenler

0-49 380 164 247 839
50-99 429 138 286 861
100 — 149 498 125 240 1068
150 - 199 399 126 298 735
200 — 249 452 208 240 902
250 — 299 445 139 267 758
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1.7.1.2.Somatik Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

En basit ve kabul gérmiis yontem 151k mikroskobu ile direkt sayilmasidir ancak
pratik degildir. Coklu numunelerin sayimi olduk¢a ugrastirici ve zaman kaybi olacaktir
(Biggs, 2009). Gelisen teknoloji ile otomasyon sistemleri kullanilmaya baslanmstir.
Coulter Counter sistemiyle birlikte ¢ok sayida numune kisa siireler i¢inde incelenebilir
fakat bu sistemin prensibi belli bir bitylikliikteki nesneleri saymasidir (Bastan, 2013).
Sayim sirasinda o biiytikliikteki gaz baloncuklari, hiicre parcalar1 gibi artefaktlar da
sayima dahil oldugu i¢in ¢ikan sonuglar ger¢ek degerlerden daha yiiksek
seyretmektedir (Biggs, 2009).

Foss sisteminin kullanilmaya baglanmasi ile daha net sonuglar elde edilmeye
baslandi. Bu sistemin prensibi florasan yapili bir bilesigin (ethidium bromide)
16kositlerin hiicre duvarini gegerek niikleer materyalleri ile kompleks yapili bir bilesik
Olusturmasi ve cihazin floro-optik yapisi sayesinde olusan bu kompleks yapilari

taniy1p saymasidir (Biggs, 2009; Bastan, 2013).

1.7.2. Toplam Bakteri Sayisi

Cig siitiin hijyen ve kalite gostergelerinden biri de toplam bakteri sayisidir
(Bastan, 2013). Siit ve siit {irtinlerinin iiretim hijyeninin degerlendirilmesinde toplam
bakteri sayist kullanilmaktadir. Toplam bakteri sayisinin belirlenmesi igin bakteri

kiiltiiriiniin elde edilmesi ve sayillmas1 gerekmektedir (Biggs, 2009).

1.8.0Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Fizyolojik sartlarda hiicrelerde iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve onlarin
etkilerini azaltan ya da ortadan kaldiran antioksidanlar arasinda bir denge vardir

(Jozwik ve ark., 2012). Bu dengenin bozuldugu durumlarda, hiicrelerde siiperoksit
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radikallerinin birikmesine oksidatif stres denmektedir (Sies ve Cadenas, 1985;
Aslankog ve ark., 2019). ROS artis1 hiicre igin patolojik sonuglar sekillendirir,
hiicrelerde proteinleri, lipidleri ve niikleik asitleri hasara ugratarak hiicre igi
sinyalizasyon ve haberlesmeyi bozar (Lopez-Alarcona ve Denicola, 2013; Aslankog
ve ark., 2019).

Organizmada hiicreler tarafindan siirekli olarak iiretilen serbest radikaller
antioksidan sistemler tarafindan yok edilir ya da etkisiz hale getirilirler. Antioksidanlar
en basit haliyle serbest radikalleri temizleyerek hiicre hasarindan korumaktadir. Bu
antioksidanlar viicut tarafindan iretilir ya da gida yoluyla alinir (Lobo ve ark., 2010;
Aslanko¢ ve ark., 2019). Antioksidan savunmasi enzimatik ve non-enzimatik
sistemlerden olugmaktadir. Serbest radikallerin olusumunu baskilayan siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) antioksidan
savunma sisteminin ilk basamagini sekillendirmektedir (Ighodaro ve Akinloye, 2018;
Aslankog ve ark., 2019).

1.8.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Olusum Mekanizmasi

Serbest radikaller ilk olarak 18. yy’in baslarinda Moses Gomberg tarafindan
tanimlanmistir. Ayni1 ylizyilin ortalarinda Leonor Michaelis organik molekiilleri igeren
biitiin oksidatif reaksiyonlarin serbest radikallerle bagintili oldugunu ortaya atmistir.
O yillardan gilinlimiize serbest radikaller ve islevleriyle ilgili aragtirmalar devam

etmekte ve her yeni bir arastirma ile bilgilerimiz yenilenmekte ve gelismektedir
(Lushchak, 2014).

“Serbest radikal” ve “reaktif oksijen tiirleri” ¢ogu zaman birbirleriyle ayni
anlamda kullanilabilse de bazi durumlarda farkliliklar sekillenebilmektedir. Bir
organizmada aerobik kosullar altinda kullanilan oksijenin %90’dan fazlas1 elektron
tasima sistemi (ETS) vasitasiyla sitokrom oksidaz tarafindan 4-elektron mekanizmasi

ile reaktif oksijen tiirleri salinmadan suya indirgenir. Bu mekanizma Sekil 1.2.” de
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gdsterilmistir (Lushchak, 2014). Okaryotlarda bu sistem mitokondride sekillenirken,
prokaryotlarda ise plasmatik zarda sekillenmektedir. ETS ile oksidatif fosforolizasyon
ile ATP formunda enerji tiretilmektedir. Kullanilan oksijenin ortalama %10’u ¢esitli
mekanizmalar ile indirgenerek molekiiler oksijenden siiperoksit anyon radikaline (O2.-
) doniismektedir. Bu siirecin devaminda bir elektron daha indirgenerek iki protonun
konkominant kullanilmasiyla beraber hidrojen peroksit (H202) olugmaktadir. Bu
bilesik serbest radikal degildir ancak molekiiler oksijenden kimyasal olarak daha aktif
oldugu igin reaktif oksijen tiirleri i¢inde yer almaktadir. Hidrojen peroksit bir elektron
daha alip hidroksil anyon ve radikaline pargalanir. Son olarak bu iki bilesik elektron
ve proton ile etkilesime girerek su olustururlar. Organizma i¢inde bu sistem protein ve
lipid gibi farkli kaynaklardan elde edilen hidrojenler ile ¢aligmaktadir. Sonug olarak
stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksi radikali reaktif oksijen tiirleri olarak
bilinmekle birlikte hidrojen peroksit bir serbest radikal degildir. Ayrica reaktif oksijen
tirleri arasinda lipid peroksitler, proteinlerden ve niikleik asitlerden elde edilen

peroksitler de bulunmaktadir (Lushchak, 2014).

02_’2H+ H202—>HO +HO

O,
4e|4H"
e, H' (H)
H+

Sekil 1.2. Elektron tagima sisteminde molekiiler oksijenin indirgenmesi

2H,0=

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron bulunduran
molekiiler yapilar serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir. Oksijenin kismen
indirgenmesi sonucu olusan kisa omiirlii ve gii¢lii oksidan 6zellige sahip bu oksijen
metabolitleri baska bir radikalle birlesir ve organizmada molekiiler diizeyde birgok

etkiye neden olur (Poljsak ve ark., 2011; Aslankog ve ark., 2019).
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Serbest radikallerin olusumunda kaynak iki eslenmemis elektrona sahip
molekiiler oksijendir. Organizmada ge¢is metallerini (Fe, Cu, vb.) igeren enzimler
araciligi ile oksitlenme reaksiyonu sekillenir. Eslenmemis elektron i¢eren molekiiler
oksijen ROS olusumunda dogrudan etkilidir (Aslankog¢ ve ark., 2019). Hem serbest
radikalleri hem de hidrojen peroksit (H203), stiperoksit (O2-) ve hidroksil radikali
(OH) gibi serbest olmayan oksijenli molekiilleri igeren ROS hiicre, doku hatta organ
diizeyinde son derece toksiktir (Kohen ve Nyska, 2002; Aslankog ve ark., 2019).

1.8.2. Antioksidan Sistem ve Enzimler

ROS seviyesinin korunmasinda {iiretimleri kadar ortadan kaldirilmasinda
gorevli olan mekanizmalar da kritik 6nem tagimaktadir. Organizma i¢inde ¢ok
fonksiyonlu ve yolakli antioksidan mekanizmalar ile ROS’lar ortardan kaldirilmakta

ya da zararl etkileri minimize edilmektedir (Lushchak, 2014).

Hiicre ici lipid, protein ve DNA gibi serbest radikaller tarafindan okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu 6nleyen ya da geciktiren maddelere antioksidan,
cok yolakli karmasik bu mekanizmalara da antioksidan savunma sistemi denmektedir.
Antioksidanlar serbest radikaller ile elektron transferi yaparak hiicresel diizeyde
sekillenecek olan hasar1 engellemektedir (Valko ve ark., 2007; Aslankog¢ ve ark.,
2019).

Antioksidanlar temel olarak dort sekilde ¢alismaktadir:
e Serbest oksijen radikallerinin tutulmasini ya da oksidanlarini daha zayif
molekiile doniistiirerek (Enzimler)
e Oksidanlara hidrojen vererek onlari etkisiz forma donistiirerek veya
reaksiyon hizlarini yavaslatarak (Vitaminler ve flavonoidler)
e Lipid, protein veya DNA’da olusan serbest radikallere bagli sekillenen

hasarin onarilmast
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e Serbest oksijen radikallerini baglayip zincirlerini kirarak (Valko ve ar.,

2007; Aslankog ve ark., 2019).

Antioksidanlar besinler (non-enzimatik antioksidanlar) yoluyla alinabildigi
gibi, organizma tarafindan hiicresel diizeyde iiretimi de (enzimatik antioksidanlar)
yapilmaktadir (Ighodaro ve Akinloye, 2018; Aslanko¢ ve ark., 2019). Son yillarda
yapilan ¢alismalar siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimatik
antioksidanlarin ve C vitamini, E vitamin gibi non-enzimatik antioksidanlarin
oksidatif strese karsi korunmada cok farkli rollerinin oldugunu gostermektedir

(Aslankog ve ark., 2019).

Yiiksek verimli siit ineklerinde homeostazis, serbest radikallerin tiretimi ve
birikiminden dolayr ki bu durum tamamen dogaldir ve kaginilmazdir, bozulmus
durumdadir (Valko ve ark., 2007; Jozwik ve ark., 2012). Molekiiler oksijen ve peroksit
anyonundan gelen serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilirlar.
Homeostazisin bozulmadigi durumlarda ROS’lar hiicresel savunma sistemleri
(enzimler) ve enzimatik olmayan antioksidanlar yoluyla nétralize edilirler (Jozwik ve
ark., 2012).

Homeostazisin bozuldugu durumlarda oksidatif yapim, ndtralize edilebilir
seviyenin iistiine ¢ikar ve bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir. Hiicre i¢ci ROS
seviyesindeki en ufak bir artis bile metabolizma hizini, gen ekspresyonunu, hiicre
boliinme dongiislinii ve apoptozis mekanizmasini etkilemektedir (Crujeiras ve ark.,
2008; Joswik ve ark., 2012). Oksidatif stres sekillenen yiiksek verimli siit ineklerinde
birgok fizyolojik mekanizmalarda aksamalar sekillenir, buna bagli olarak bagisik
sistemi zayiflar ve ¢esitli hastaliklar sekillenmeye baslar (Poulsen, 2005; Jozwik ve

ark., 2012).

Baz1 durumlarda ROS’lar tek veya her iki DNA zincirini pargalar, bunun
sonucunda da hiicre 6limii sekillenir. Proteinlerin oksidasyonu sonucu enzimler
etkisiz kalir, bu sekilde ROS’lar biyolojik olarak aktif maddeleri (DNA, yag asidi,
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peptitler ve vitaminler gibi) etkileyerek hiicre ve tiim dokunun harabiyetine neden olur
(Poulsen, 2005; Bagnicka ve ark., 2008; Litwinczuk ve ark., 2011; Jozwik ve ark.,
2012). ROS’larin sekillendirdigi bu etkiler neredeyse tamamen geri doniisliidiir ve

enzimatik yollarla tamamen ortadan kaldirilabilir (Jozwik ve ark., 2012).

Son yillarda yapilan arastirmalar bagisiklik sisteminin diizgiin ¢aligmamasinda
ve yangisal cevabin dogru sekillenmemesinde oksidatif stresin dogrudan etkili
oldugunu gostermektedi (Wilde, 2006; Joswik ve ark., 2012). Oldukca fazla sayida
hiicre oksidatif strese daha duyarlidir ve bu hiicreler oksidatif stres altinda nekroze
olmakta ve apoptozise gitmektedir. Ayni zamanda bu hiicrelerin patojen

mikroorganizmalara kars1 direnci diigmektedir (Jozwik ve ark., 2012).

Savunma sistemi enzimatik ve non enzimatik sistemler ile calismaktadir.
Glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin reaktif oksijen tiirlerinin
zararli etkilerini ndtralize etmede son derece 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Karyak

ve ark., 2011).

1.8.2.1.Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD, E.C. 1.15.1.1) ROS ve siiperoksit anyon
radikallerine karsi en 6nemli antioksidanlardandir (Moolchandani ve Sareen, 2018;
Ighodaro ve Akinloye, 2018). SOD siiperoksit radikalini O2 molekiiliine yiikseltgeyip,
bagka bir siiperoksit radikalinin daha az reaktif olan hidrojen peroksit (H202)
indirgenmesini katalize eder (Karabulut ve Giilay, 2016; Aslankog ve ark., 2019).

SOD’un Cu-Zn-SOD (SOD 1), Mn-SOD (SOD 2) ve Cu-SOD (SOD 3) olmak
tizere bilinen ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir. SOD 1 sitoplazmada, niikleer
kisimlarda ve lizozomlarda bulunmaktadir (Aslankog ve ark., 2019). Insanlarda Down
Sendromu ve Amniyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gibi 6nemli iki hastaligin
patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Zelko ve ark., 2002; Aslankog¢ ve ark., 2019).
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SOD 2 aerobik hiicrelerin mitokondrilerinde bulunmakta ve hiicre farklilagsmasinda
gorev almaktadir. SOD 3 plazmada, lenfte ve sinoviyal sivida bulunmakla birlikte

damarlarin duvarlarinda da bulunmaktadir (Aslankog ve ark., 2019)

SOD aktivitesindeki artig, hayvanda oksidatif stres sekillendiginin ve serbest
radikallerin zararlar etkilerinden korunmak i¢in SOD iiretiminde artis oldugunun

gostergesidir (Moolchandani ve Sareen, 2018).

1.8.2.2.Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, E.C. 1.11.1.9) hiicresel bir antioksidandir
(Karabulut ve Giilay, 2016), mitokondri ve sitozolde hidrojen peroksidi suya
parcalayan ve hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan antioksidan sistemin énemli bir
pargasidir. Genellikle aktivitesi selenyuma baglidir. Bu nedenle selenyum bagimli
GSH-Px ve selenyum bagimsiz GSH-Px olarak iki formu bulunmaktadir. (Aslankog
ve ark., 2019).

1.8.2.3.Paraoksonaz

Paraoksonaz (PON, E.C. 3.1.8.1) yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) iligkili
glikoprotein yapisinda bir enzimdir (Bademkiran ve ark., 2008). Diistik yogunluklu
lipoprotein (LDL) iizerinden iiretilen lipid hidrojen peroksit ve orgonafosforlu
bilesikler gibi birgok maddenin hidrolizinde katalizér gorevi gormektedir. (Turk ve
ark., 2005b). PON, Ca bagli bir enzimdir ve HDL nin apoliprotein A1’ine bagli olarak
kan dolagiminda bulunmakta olup, asil gorevi dokular1 LDL’ nin oksidasyonundan
korumaktir. Yapilan arastirmalarda oksidatif stres ile iliskili hastaliklarda PON
aktivitesinin diistiigii bildirilmistir (Bademkiran ve ark., 2008). Paraoksonaz ilk olarak
ekzojen organofosforlu bir bilesik olan insektisit paraoksonu hidrolize eden enzim
olarak bulunmugstur. Giiniimiizde PON-1, PON-2 ve PON-3 olmak {iizere ayni

kromozomun farkli genlerinden {iretilen 3 adet paraoksonaz bilinmektedir. PON-1
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proteini 354 aminoasitten olusmaktadir ve 43 kDa molekiiler agirligindadir (Litvinov

ve ark., 2012).

Beseri  hekimlikte yapilan arastirmalar sonucunda, paraoksonazin
organofosfotaz aktivitesinin yaninda esteraz ve laktonaz aktivitelerinin de oldugu
ortaya konmustur. Bir¢ok maddenin paraoksonazlar tarafindan hidrolize edildigi
bilinmesine ragmen, tam olarak hangi maddelerin hidrolizinde etkin olarak gdrev

aldig1 halen belirlenememistir. (Litvinov ve ark., 2012).

Yapilan ¢aligmalarda PON-1’in esterolitik ve hidrojen peroksit aktivitelerinin
oldugu ve mekanizmalarmin birbirinden farkli oldugu gosterilmistir. Esterifiye
yaglarin metabolize edilmesinde gorev aldiklar1 gibi hidrojenperoksitlerin

indirgenmesinde de 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Kulka, 2016).

PON-1 negatif akut faz proteini olarak da bilinmektedir. Yanginin sekillendigi
durumlarda konsantrasyonlarinda diisme izlenmektedir. Insanlarda ve tavsanlarda
yapilan aragtirmalarda akut faz yanitin sekillendigi esnada Apo A-1 ve PON-1
aktivitelerinin azaldig1 gorlilmiistiir. Enflamatuvar yanit sekillendiginde, HDL
tizerindeki Apo A-1’ler ile pozitif akut faz proteini olan serum amiloid A’larin yer
degistirdigi ve buna bagli olarak PON-1 aktivitesinde azalma sekillendigi goriilmuistiir
(Kulka, 2016).

1.9.0ksidatif Stres ve Mastitis

Stit inegi isletmelerinde oksidatif stres ile mastitis, plasental retensiyon, meme
6demi gibi bir¢ok problem beraber seyretmektedir (Abd Ellah, 2013). Oksidatif stres
ve mastitis iliskisi ¢esitli mekanizmalari ve yolaklar1 kapsayan kompleks bir konudur.
Mastitis sirasinda kan serumundaki nitrik oksit seviyesi artmakta ve askorbik asit

seviyesi ise azalmaktadir, ayrica lipid hidroperoksitleri de artis gostermektedir (Jozwik
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ve ark., 2012). Azalan askorbatlar ve artan lipid peroksidasyonu mastitis ve oksidatif

stres arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir (Castillo ve ark., 2006; Jozwik ve
ark., 2012).

Rasyonun enerji degerinin diisiik tutulmasi serbest radikallerin sekillenmesini
azaltmaktadir. Bununla birlikte enerji degeri yiiksek 6zellikle yliksek nisasta iceren
rasyonlarda oksidatif stres goriilme olasiligi artmakta ve mastitise yatkinlik
sekillenmektedir. Glukojenik diyetlerde kan glukoz seviyesinin yiiksek seyretmesine
neden olur, buna bagli olarak da reaktif oksijen tiirlerinin sekillenmesi artar ve

oksidatif stres daha sik olarak goriiliir (Jozwik ve ark., 2012).

Malone dialdehit (MDA) ve SHS arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir.
Buna bagli olarak SHS seviyesi oksidatif stresin bir belirteci olarak goriilebilir.
PMN’ler peroksit (O2-) olusumunda etkilidir. Peroksitler bir yandan patojen
mikroorganizmalarin  yikimlanmasinda gorev alirken, bir yandan da lipid

oksidasyonuna neden olurlar ve sonucunda MDA sekillenir (Jozwik ve ark., 2012).

Laktasyon siirecine gecen ineklerin sik sagilmaya baglanmasiyla siitteki epitel
hiicre sayisindaki artis bolgesel uyarima bagl olarak hiicresel proliferasyonun artmasi
ve apoptosiz ile hiicre yikimlanmalarinin azalmasi ile sekillenir (Stefanon ve ark.,
2002). Sik sagimla birlikte siit veriminin yiikselmesiyle birlikte viicudun ihtiyag
duydugu enerji miktar1 artar ve bunlara bagli olarak ROS seviyesinde artislar

gbzlemlenir (Jozwik ve ark., 2012).

Dogum sonrasi siire¢ meme yangilart agisindan oldukga kritik bir donemdir.
Bu donemde 6zellikle meme patojenlere karsi acik bir durumdadir ve bu donemde
sekillenecek olan meme i¢i enfeksiyonlar hem siit verimini olumsuz etkileyecegi gibi
hem de hayvanin sagligint dogrudan olumsuz etkilemektedir. (Weiss, 2005; Jozwik ve
ark., 2012). Bu donemde artan metabolizma hizi ve siit verimiyle birlikte reaktif
oksijen tiirlerinin iiretiminde de bir artis sekillenir. Dengenin bozulmasiyla birlikte

hiicresel ve doku bazinda harabiyet sekillenir (Sordillo, 2009; Jozwik ve ark., 2012).
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Antioksidan maddelerin optimal konsantrasyonlari, stres olusturan kosullar
altinda daha da 6nemlidir. Meme dokusunda siit yapiminin basladigi donemde, meme
bezinin enerji ve oksijen ihtiyaci artmaktadir. Oksijen tiikketimindeki artis sonucunda,
serbest oksijen radikallerinin artmasina, oksidatif strese ve dokuda harabiyete neden
olmaktadir. ROS’larin olumsuz etkilerine ortadan kaldirmak i¢in antioksidan etkili
bazi enzimler ve molekiiller dokulardan iiretilmektedir. Oksidatif stresin kontrolii ile
mastitislerin siddetini azaltmak miimki{indiir (Bastan, 2013). Mastitislerde siitte serbest
radikallerde artis gériilmektedir (Gu ve ark., 2009). Klinik ve subklinik mastitislerde,
serbest oksijen radikallerinin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak toplam oksidan
kapasitesinde artig, toplam antioksidan kapasitesinde de azalma goriilmektedir.
Laktasyon stiresince meme epitel hiicrelerinin metabolizma hizindaki artisa bagh
olarak iretilen serbest oksijen radikal miktar1 da artmaktadir (Li Yang ve Shan Li,
2015). Yiiksek verimli siit ineklerinde hiicrelerin yiiksek enerji ihtiyacindan dolay1
homeostazis saglanamamakta ve serbest oksijen radikallerinin miktarinda artis
goriilmektedir. Bu serbest oksijen radikallerinin olumsuz etkileri homeostazisin
saglandig1 durumlarda enzimatik ve non-enzimatik antioksidant maddeler tarafindan
ortadan kaldirilmaktadir. Subklinik mastitislerin NO seviyesini arttirdigi ve kan
serumunda askorbik asit seviyesinde diismeyle seyrettigi bilinmektedir. Askorbik asit
seviyesindeki diisiis ve lipid peroksidasyon sonucu olusan maddelerdeki artis, mastitis
ve oksidatif stres arasinda iliski oldugunu gostermektedir. Ozellikle dogum sonrasi
laktasyon baginda artan metabolik ihtiyaclarin karsilanamamasi ve homeostazisin
bozulmasiyla birlikte, mastitis ve oksidatif stres daha da 6nemli bir hal almaktadir

(Jozwik ve ark., 2012).

Mastitisli siitteki serbest radikallerin diizeyindeki artista, siitte bulunan notrofil,
makrofaj ve lenfosit gibi hiicrelerin sayisindaki ve de bazi sitokinlerin ve nitrik oksit’in
diizeyindeki artis etkilidir (Abd Ellah, 2013). Memedeki yangi sirasinda artan somatik
hiicre sayisi siitte artan notrofil sayisina baglidir. Bu durum da oksidatif aktivetinin
artmasina ve siit kalitesinin diismesiyle sonu¢lanmaktadir (Karyak ve ark., 2011).
Yang: sirasinda makrofajlardan ve meme epitel hiicrelerinden nitrik oksit (NO)

tretilmektedir. Bu indirgenebilir NO mastitis mediyatorii roliindedir. Mastitis
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sirasinda artan NO seviyesine bagli olarak antioksidant dengesi bozulur ve meme
bezlerinde oksidatif hasar sekillenir. Yangi sirasinda viicut serbest radikalleri savunma
sisteminin bir parcasi olarak kullanmaktadir, ancak yanginin siddetine ve siiresine
bagl olarak artan serbest radikaller antioksidant dengesinde bozukluga ve oksidatif
hasara neden olmaktadir. Yapilan arastirmalarda mastitis sirasinda siitte NO
seviyesinin arttig1 bildirilmigtir. Siit somatik hiicre sayis1 meme sagliginin ve siit
kalitesinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda siit SHS ve NO

seviyeleri arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (Abd Ellah, 2013).

1.10. Erken Laktasyon Donemi ve Mastitis

Dogum sonrast memenin savunma sistemi 6nemli derecede zayiflamaktadir.
Erken laktasyon déonemi dogumu takiben siit veriminde hizli bir artisin goriildigii ilk
100 giinlik siireyi kapsamaktadir (Bastan, 2013). Saglikli bir inegin laktasyon
egrisinde pik siit verimine 4-8 haftalarda ulasir ve takibinde kuruya ¢ikana kadar
giinden giine siit veriminde diislis goriiliir (Silvestre ve ark., 2009). Bu nedenlerle
erken laktasyon doneminde inekler mastitisler agisindan kritik bir dénemden

ge¢mektedir (Bastan, 2013).

Kuru dénemden laktasyon dénemine gegis, siit inegi isletmelerinde kritik Gnem
tagimaktadir (Pyorala, 2008). Gebeligin son 3-4 haftasonda hizla biiyiiyen bir fotus,
meme bezinin gelisimi ve kolostrum yapiminin baglamasi sonucu inegin besin
maddesi ihtiyaglar1 maksimum seviyeye ¢ikar, viicut yaglar1 ve diger besin maddeleri
mobilize edilmeye baglar. Dogum sonrasi artan siit sekresyonu igin viicudun
ithtiyaclarmin artmasi ve azalan yem tiiketimine bagl olarak ihtiya¢ duyulan besin
maddelerinin yetersizligi sonucu farkli hastaliklara yatkinliklar sekillenir (Bastan,
2013). Ineklerde meme ici enfeksiyonlarin en sik dogum zamaninda sekillendigi
bildirilmistir (McDougal ve ark., 2007). Ozellikle dogum &ncesi ve sonrasini kapsayan
periparturient ddonemde, meme bas1 bakteri yiikiindeki artig, meme savunma sisteminin
zayiflamast gibi sebeplerden meme i¢i enfeksiyonlara karst duyarlilik artmaktadir

(Bastan, 2013). Kuru dénem boyunca memenin yeni enfeksiyonlar agisindan laktasyon
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donemine gore daha dayanikli oldugu kabul edilir. Keratin tipa ile kanal kapalidir,
16kosit konsantrasyonu laktasyon donemine gore daha yliksektir. Dogumdan sonraki
ilk 2-3 hafta meme i¢i enfeksiyonlar agisindan kritiktir (Pyorala, 2008). Siit ineklerinde
ozellikle erken laktasyon doneminde sekillenen negatif enerji dengesi meme bagisiklik
sistemini de baskilamaktadir (Spain ve Scheer, 2006). Ozellikle meme parensiminde
gelisimin hizlandig1 ve siit yapiminin basladigi donemde, meme dokusunun enerji ve
oksijen ihtiyaci artar, serbest radikallerin iiretimi artar, dengenin bozulmasi sonucu
oksidatif hasar sekillenir (Bastan, 2013). Artan siit verimi ve karsilanamayan
metabolik ihtiyaglar sonucu yagh karaciger ve ketozis sekillenir. Bu duruma bagh
olarak, karacigerden salgilanan humoral immun faktorlerin iiretiminde bozulmalar

sekillenir, polimorfoniikleer 16kositlerin kapasiteleri diiser (Zerbe ve ark., 2000).
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Hipotez;

Siit ineklerinde laktasyonun ilk 100 giiniinde genellikle ¢evresel patojenlere
baglh klinik veya subklinik mastitise sik rastlanir. Bu donemde mastitislerin sik
goriilmesinin nedeni; immun sistemin baskilanmasidir. Cevresel mikroorganizmalara

bagli mastitisler siklikla immun sistemin baskilandig1 donemde sekillenir.

Sunulan bu doktora tez ¢aligmasinin amaci; laktasyonun ilk 100 giiniinde siit
somatik hiicre sayisi, toplam bakteri sayisi ile serum paraoksonaz, siit glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz diizeyleri arasindaki iliskiyi, Siit somatik hiicre
sayisinin, toplam bakteri sayisinin, siit glutatyon peroksidaz, siit siiperoksit dismutaz
ve kan serumu paraoksonaz seviyelerinin subklinik mastitisteki roliinii ve
mastitislerden izole edilen patojenle antioksidan mekanizma arasindaki iliskiyi
arastirmaktir. Bu donemde sekillenen subklinik mastitis ve siit kalitesi iizerine
antioksidan mekanizmanin rolii belirlenir ise subklinik mastitisi dnlemek ve siit
kalitesini iyilestirmek i¢in 6zellikle immun sistemin etkilendigi donemde antioksidan
maddelerin kullaniminin 6nemine dikkat ¢ekilecektir. Boylece mastitislerin goriildiigii
ozellikle laktasyonun ilk 100 giiniinde antioksidan mekanizmanin ne oranda

etkilendigi ortaya ¢ikacaktir.

38



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Calisma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan 1910239003 proje numaras: ile desteklenerek ve Ankara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi 2019-4-32 karar numarasi ile onay

alinarak Ankara ilinde liretim yapan siit inegi isletmesinde gergeklestirilmistir.

Calismanin gergeklestirildigi isletme; hayvan refahi1 ve siit liretiminde belli
standartlara ulasmis olup, serbest durakli ahir sistemine sahip, koruyucu hekimlik ve
asilama programlarinin takip edildigi, biyogiivenlik kurallarinin uygulandigi,
bilgisayarli sagim sistemi ile giinde 3 kez sagimin uygulandigi ve siirii yonetiminin

yazilim sistemleri ile takip edildigi ticari siit sigir1 isletmesidir.

Calismanin hayvan materyalini; Ankara ilinde iiretim yapan bir siit¢ii ¢iftlikte
yetistirilen inekler olusturdu. Ciftlik kayitlarina gore ge¢misinde klinik olarak
herhangi bir saglik problemi olmayan, bes yasindan kiiciik ve viicut kondisyonlari
benzer olan en az bir dogum yapmis, laktasyonunun ilk 100 giiniinde olan, ayni
sartlarda barindirilan ve donemine uygun beslenme programi takip edilen, aynm kuru

donem siiresi ve tedavisi gormiis 100 adet Holstein siit¢li inek ¢calismada kullanilmastir.

Calismada kullanilan hayvanlar dogum sonrasi donemlerine uygun olarak
yonca kuru otu, yonca silaji, ot silaji, musir silaji, ticari premiks, misir flake, soya
fasulyesi kiispesi, soda, bypass yag ve ticari konsantre yemler ile dengeli ve yeterli

olarak beslenmektedir.
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Oksidatif stres diizeyinin ve antioksidan mekanizmalarin  ¢evre
sicakliklarindan etkilendigi i¢in, mevsimin ve g¢evre sicakliginin hayvanlar iizerine
etkisinin ayn1 olmasi amaciyla ¢alisma benzer hava sicakliklarinin oldugu aralik, ocak

ve subat aylarinda gergeklestirilmistir.

2.1.1.Numune Toplanmasinda Kullanilan Gerecler

2.1.1.1.Eldiven

Calismanin hayvan ve laboratuvar agsamalarinda kullanilmak amaciyla standart

kalinlikta, steril olmayan nitril eldivenler (Isolab®) kullanilmistir.

2.1.1.2.Holder ve ignesi

Calisma boyunca kan oOrneklerinin tliplere toplanmasi amaciyla holder

(Vacutainer®) ve 18G kalinliginda holder ignesi (BD vacutest) kullanilmistir.

2.1.1.3.Biyolojik Numune Nakil Cantasi ve Buz AKiileri

Calismada elde edilen numunelerin laboratuvara ulastirilmasinda 1s1 yalitimini
ve soguk zinciri korumasi i¢in kopiikten bolmelere sahip strafordan izolasyon maddesi
iceren kapakli tasima ¢antasi (Kaletermos®) ve soguk zincirin korunmast i¢in standart

boy ve 25It buz akiileri (Kaletermos®) kullanilmistr.
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2.1.1.4 Kan Serum Tiipleri

Calismada paraoksonaz degerlerinin kan serumunda 6lgiilmesi i¢in steril kan
numunelerinin toplanmasinda vakumlu, 10 ml hacminde ve antikoagulansiz steril

kirmiz1 kapakli (Hema& Tube®) tiipler kullanildi.

2.1.1.5.Mikrosantrifiij Tiipleri

Siit numunelerinden serum eldesinde ultrasantrifuj islemlerinde seffaf, kilitli
kapakli, 2 ml 6lgekli, dibi yuvarlak ve polipropilenden yapilmis mikrosantrifiij tiipleri
(1solab, Eppendorf®) kullanildi.

Elde edilen kan serumu ve siit serumu numunelerinin -80°C’de saklanmasi i¢in
ultra seffaf, polipropilenden yapilma, kilitli kapakli 1,5 ml 6lgekli tiipler (Isolab,
Eppendorf®) kullamildi.

2.1.1.6. Siit Numunesi Tiipleri

Calismada siit serumunda Gpx ve SOD parametrelerinin belirlenmesi igin siit
orneklerinin toplanmasinda ve saklanmasinda vidali kapakli, 50 ml ve 15ml hacminde,

konik tabanli, ultra seffaf, polipropilen, steril falkon tiipler (Isolab®) kullanilds.
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2.1.2. Laboratuvar Malzemeleri ve Cihazlari

2.1.2.1.Somatik Hiicre ve Toplam Bakteri Sayim Cihazi

Calismada siit 6rneklerinde somatik hiicre sayisi ve toplam bakteri sayilarinin
belirlenmesi i¢in flow sitometri prensibi ile ¢aligsan, yar1 otomatik, ¢ig inek siitiinde
mikroorganizma saymmi i¢in EN-ISO 4833-1:2013 ve 4833-2:2013 referans
yontemlerine en az esdeger (Sertifika n® 2013LR44) ¢alisan bir cihaz (Bentley
Instruments®, IBCm) kullanildi.

2.1.2.2.Santrifiij Cihazlan

Serum Orneklerinin eldesi i¢in 5000 rpm’e kadar ¢ikabilen, 12 tiiplii santrifiij

cihazi (Yuda® 80-2A) kullanildi.

Siit 6rneklerinden serum eldesi i¢cin 30000 rpm / 60000 xg devirin {istiine
cikabilen, yiiksek devirli ve sicaklik ayari -20°C ile+40°C arasinda olan masaiistii

sogutmali santrifiij cihazi (Sigma® 3k30) kullanilds.

2.1.2.3.Derin Dondurucu

Kan ve siit serum Orneklerinin saklanmasi i¢in -50°C ile -86°C sicaklik
araligina sahip, klorflorokarbon icermeyen, tek kapakli, iki bolmeli dikey tip derin

dondurucu (Sanyo®) kullanildi.

42



2.1.2.4.0toanalizor

Elde edilen 6rneklerin biyokimyasal analizlerinde Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Klinik Tan1 Laboratuvarina ait ¢coklu biyokimya testleri yapabilen, bilgisayar
destekli tam otomatik veteriner otomatik biyokimya, C-CRP ve elektrolit analiz cihazi
(Fujifilm® DRI-CHEM NX500V IC) kullanildi.

2.1.2.5.0tomatik Pipet ve Pipet Uglari

Siit ve kan serumlarinin hazirlanmasinda mikrosantrifiij tiiplerine ve godelere
aktarilmasinda, analizlerin yapimi sirasinda hacimlerinin ayarlanmasinda 10 — 100 pl,
100 — 1000ul hacimli ayarlanabilir otomatik pipetler (Isolab®) ve tek kullanimlik
200pl (sar1) ve 1000pl (mavi) pipet uclari (Isolab®) kullanildi

2.2.Yontem

2.2.1. Hayvanlarin Belirlenmesi ve Gruplara Ayrilmasi

Yapilan ¢iftlik ziyaretleri ve ¢iftlik kayitlart incelendiginde geg¢misinde
herhangi bir klinik-subklinik veya kronik saglik problemi olmayan, viicut
kondisyonlar1 ve yaslar1 benzer olan en az bir dogum yapmis laktasyonun ilk 100
giinlinde olan hayvanlar belirlendi. Bu hayvanlar aym sartlarda barindirilmakta ve
kendi donemlerine uygun beslenme programlart bulunmakta, ayni kuru doénem

tedavilerini uygulanmstir.

Belirlenen hayvanlarin hepsinden 7-10 giin arayla iki defa siit somatik hiicre
sayimi yapildiktan sonra, elde edilen sonuglara gore iki ¢alisma grubu olusturuldu. Her

iki 6l¢iimde de 200 x10%’{in {istiinde somatik hiicre sayisina sahip hayvanlar subklinik
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mastitistli (Grup 1, n=50) kabul edildi. Her iki 6l¢iim sonucunda da 150x10° iin altinda
somatik hiicre sayisina sahip hayvanlar saglikli (Grup 2, n=50) kabul edildi.

2.2.2.Orneklerin Toplanmasi

2.2.2.1.Siit Orneklerinin Toplanmasi

Yapilan 6n ¢iftlik ziyaretinden ve kayitlarin incelenmesinden sonra belirlenen
hayvanlardan sabah sagimindan oOnce siit 6rnekleri toplandi. Memeler 1lik suyla
temizlenip kurulandiktan sonra, sagim oncesi On siitliin rutin kontrolii ve predipping
isleminden sonra asepsi antisepsi kurallarina uygun olarak alkollii pamuklar ile meme
baslar1 temizlendikten sonra 4 meme lobundan esit olacak sekilde iizerinde hayvan
bilgilerinin yazili oldugu 50 ml’lik vidali kapakl: tiiplere prosediire uygun olarak siit
ornekleri alindi. Alinan 6rnekler numune toplama islemi bitene kadar buz akiileri ile
sogutulmus Ornek tagima cantasina yerlestirildi. Numune toplama islemi bitiminde
siitler soguk zincir kurallarina uygun olarak 4 saat igerisinde Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getirildi.

Sabah sagiminda alinan siit 6rnekleri soguk zincir kurallarina uygun sekilde 4
saat iginde Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dali laboratuvarina getirildi. Uzerinde hayvan bilgilerinin yazdig1 50 ml’lik tiipler
calkalayicida 5 dakika homojenize edildikten sonra, 5 m1’si toplam bakteri ve somatik
hiicre sayis1 analizleri ve mikrobiyolojik ekimler i¢in ayrildiktan sonra iizerinde
hayvana ait bilgilerin yazili oldugu 15 ml’lik 3 ayn tiipe pay edilip laboratuvarda

bulunan -80°C derin dondurucuda biyokimyasal analizler yapilana kadar saklandi.
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2.2.2.2.Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Kan Serumlarinin Eldesi

Calismaya dahil edilen ineklerden serum paraoksonaz aktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in kan Ornekleri; sabah sagiminda siit 6rnegi alindiktan sonra
sabah yemlemesinden Once asepsi ve antisepsi kurallarina uygun olarak koksigeal
venadan 18G holder ignesi yardimiyla iizerinde hayvan bilgilerinin yazdigi 10ml’lik
antikoagulansiz kan tiiplerine alindi. Alinan kan 6rnekleri buz akiileri ile sogutulan
numune tasima cantast ile soguk zincir kurallarina uygun olarak Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali laboratuvarina 4 saat iginde

ulastirildi.

Soguk zincir altinda laboratuvara ulastirilan kan tiipleri 1300 xg devirde
+4°C’de 15 dakika siire ile santrifiij edildi. Ayrilan serum Ornekleri lizerlerinde
hayvanlarin kulak numaralarinin yazdigi 1,5 ml’lik kilitli kapakli mikrosantrifiij
tiiplerine ayrilip ilgili analiz yapilana kadar laboratuvar biinyesindeki -80°C sogutmali

derin dondurucuda saklandi.

2.2.3. Analizlerin Yapilmasi

2.2.3.1.Somatik Hiicre ve Toplam Bakteri Sayimi

Ciftlikten soguk zincirde 4 saat icinde Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirilen siit 6rnekleri IBCm
cihazinin yonergelerine uygun olarak ¢alkalayici ile homojenize edildikten sonra kendi
soliisyonlar1 ile numuneler hazirlanip cihazin ¢alisma talimatlarina uygun olarak once

toplam bakteri sayimi, takibinde somatik hiicre sayimi gerceklestirildi.

45



2.2.3.2.Siit Serumunun Eldesi

Derin dondurucudan (-80°C) saklanan siit Ornekleri oda sicakliginda
¢ozdiiriildiikten sonra Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali’na getirildi. Laboratuvara getirilen siit 6rnekleri ultrasantrifiij cihazinda rotor
sogutma isleminden sonra, ilk olarak 50ml’lik kendi tiiplerinde -4°C’de 21000 rpm
(41410xg)’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar 2 ml’lik tiiplere
ayrildiktan sonra bir kez daha 26000 rpm (61973 xg)’de 15 dakika santrifiij edilip,
ayrilan siit serumlari, lizerinde hayvan bilgilerinin yazili oldugu 1,5 ml’lik eppendorf
tiiplere aktarilip biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C sogutmali derin

dondurucuda saklanda.

2.2.3.3.Biyokimyasal Analizler

2.2.3.3.1. Siit Serumunda GSH-Px ve SOD Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz analizi Paglia ve Valentine’in (1967) gelistirdigi
yontemle Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda yapilmistir. Peroksidaz kullanilarak glutatyon, rediikte form olan
GSSG’ye doniistiiriiliip, reaksiyonun geriye ¢evrilmesi glutatyon reditktaz enzimi
tarafindan katalizlenebilen ve NADPH*H" kullanan reaksiyonla gergeklestirilir ve bu
reaksiyonda GSH miktar1 sabit kalarak bu prensibe dayali yontemle Ol¢timler

yapilmistir.

Stiperoksit dismutaz analizi Sun ve ark. (1988) gelistirdigi yontemle Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda
yapilmistir. Ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile olusan sliperoksit radikallerinin
Nitroblue Terrazoliumu indirgemesinin 6rnekte bulunun SOD enzimi tarafindan

engellenmesi esasina dayanan yontemle analizler yapilmigtir.
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2.2.3.3.2. Kan Serumunda PON Aktivitesi

Kan serumunda paraoksonaz aktivitesi Armstrong (2008) tarafindan anlatilan
yontemle Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda olgiilmiistiir. Armstrong (2008) tarafindan bildirilen yontemle 1 mM
CaCl, ve 4mM paraokson ihtiva eden 50 mM glisin; ph: 10.5 tamponu kullanilarak
paraoksonazin enzimatik hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenoliin optil dansitileri

Olclilerek paraoksonaz aktiviteleri belirlenmistir.

2.2.3.4. Mikrobiyolojik Analizler

Siit 6rneklerinin mikrobiyolojik analizleri Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapilmistir. Steril numune
kaplar1 ile toplanan siit ornekleri dondurma-¢ozdiirme yontemi kullanilarak
mikrobiyolojik yonden incelenmistir. Numuneler toplandiktan sonra soguk zincir
kurallarina uyularak 8 saat i¢inde laboratuvara ulastirnlmis ve -20°C’de
dondurulmustur. Calisilacak olan 6rnekler 37°C’de ¢ozdiiriilten sonra vortekslenerek
homojenize edilmistir. Hazirlanan numunelerden 50 uL alinip %7 koyun kanli agara,
eosin methylene bue agara ve MacConkey agara ekimler yapilmistir. Ekimleri yapilan

orneklere ait petriler 37°C’de 24-48 saat aerobik kosullar altinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda sekillenen koloniler saflastirilip makroskopik ve
mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Saflagtirilan her koloni Gram boyama ydntemi
ile boyanmis, elde edilen sonuglara gére Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere
yonelik biyokimyasal testler (Oksidasyon-fermentasyon, katalaz, oksidaz, koagulaz,
hareket muayenesi, iireaz, H2S, Indol, Sitrat, Voges Poskauer ve Metil Red testi)

yapilmis ve bakterilerin tiir diizeyinde tespiti yapilmustir.
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2.2.3.5.istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim degiskenler dnemlilik testlerine gegilmeden 6nce normallik
yoOniinden parametrik test varsayimlarindan Shapiro Wilk ile, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene testi ile incelendi. Parametrik varsayimlarin saglandigi durumda
gruplar arasi farkliligin istatistiksel agidan belirlenmesi Student t test ile, varsayimlarin
saglanmadigi durumda ise Mann-Whitney U testinden yararlanildi. Elde edilen
parametreler arasindaki iliskinin giicli ve yonii Spearman korelasyon katsayisi ile
hesaplandi. Tiim istatistiksel analizler minimum %5 hata pay1 ile incelendi. SPSS

14.01 paket programindan yararlanildi.
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3. BULGULAR

Sunulan ¢alismada subklinik mastitisli kabul edilen Grup 1 ve saglikli kabul
edilen Grup 2’ye ait gere¢ ve yontemde anlatilan siit somatik hiicre ve toplam bakteri
sayist, siit serumu SOD ve GSH-Px degerleri ile kan serumu paraoksonaz degerleri ve
stitiin mikrobiyolojik analizlerinin sonucu izole edilen bakteriler ¢izelge, grafik ve

metin olarak verilmistir.
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Cizelge 3.1. Enfekte (grup 1) ve saglikli (grup II) ineklerin somatik hiicre sayisi, toplam bakteri sayis1 ve enzim aktiviteleri

Parametre Grup N Arit. Ort.  Std. Hata Se?;(rjﬁa Medyan  Minimum Maksimum p
SHS Enfekte 50 1674,12 400,08 2829,02 685,00 203,00 13212,00
(x10® hiicre/ml) Saglikli 50 36,76 4,17 29,49 24,50 8,00 139,00 <0001
TBC Enfekte 50 845,92 98,44 696,04 654,00 12,00 2495,00
(kob/ml) Saglikli 50 63,02 8,88 62,78 46,00 4,00 349,00 <0001
SOD Enfekte 50 0,14 0,01 0,07 0,16 0,05 0,37
(U/mi) Saglikli 50 0,13 0,01 0,07 0,12 0,03 0,32 0,062
GSH-Px Enfekte 50 1,59 0,06 0,44 1,40 1,29 2,76
(U/mi) Saglikli 50 1,33 0,00 0,02 1,33 1,30 1,39 <0001
PON Enfekte 48 131,74 3,93 27,23 128,83 84,08 180,77
(U/mi) Saglikli 49 152,87 3,51 24,56 152,75 103,70 220,01 <0001

SHS: Somatik hiicre sayisi, TBC: Toplam bakteri sayisi, SOD: Siiperoksit dismutaz aktivitesi, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi
PON: Paraoksonaz aktivitesi



Cizelge 3.2. Grup I’de bakteriyolojik kiiltiirde iireme olan ve olmayan siitlerin somatik hiicre ve toplam bakteri sayisi ve enzim aktiviteleri

Parametre Ureme N Arit. Ort.  Std. Hata Se?;(rjﬁa Medyan Minimum Maksimum p
SHS Var 37 1625,84 501,01 3047,55 679,00 203,00 13212,00
(x10® hiicre/ml) Yok 13 1811,54 607,02 2188,63 869,00 207,00 6077,00 0.407

TBC Var 37 857,46 116,02 705,70 659,00 34,00 2495,00

(kob/mi) Yok 13 813,08 192,69 694,76 523,00 12,00 2167,00 0,732
SOD Var 37 0,15 0,01 0,07 0,16 0,05 0,37

(U/ml) Yok 13 0,13 0,01 0,04 0,14 0,05 0,17 0,376

GSH-Px Var 37 1,62 ,08 46 1,40 1,31 2,72

(U/ml) Yok 13 1,52 A1 39 1,37 1,29 2,76 0,509
PON Var 37 129,44 4,61 28,06 126,12 84,08 180,77

(U/ml) Yok 11 139,47 7,16 23,75 142,12 96,69 175,17 0,288

SHS: Somatik hiicre sayisi, TBC: Toplam bakteri sayisi, SOD: Siiperoksit dismutaz aktivitesi, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi
PON: Paraoksonaz aktivitesi



Cizelge 3.3. Grup I’de en cok iireyen bakteriye gore SHS, TBC, SOD, GSH-Px ve PON degerleri

Parametre Bakteri N Arit. Ort. Std. Hata  Std. Sapma Medyan Minimum Maksimum p
(iTgS S. aureus 21 1935,29 816,09 3739,78 747,00 203,00 13212,00 0867
hiicre/ml) Digerleri 29 1485,00 368,02 1981,86 503,00 204,00 6077,00 '
TBC S. aureus 21 904,43 160,52 735,57 527,00 34,00 2495,00
(kob/ml) Digerleri 29 803,55 125,52 675,97 659,00 12,00 2476,00 0,731
SOD S. aureus 21 0,15 0,01 0,06 0,16 0,05 0,27
(U/ml) Digerleri 29 0,14 0,01 0,07 0,16 0,05 0,37 0431
GSH-Px S. aureus 21 1,77 0,12 0,56 1,45 1,31 2,72
(U/ml) Digerleri 29 1,47 0,05 0,28 1,38 1,29 2,76 0,230
PON S. aureus 21 128,61 5,12 23,45 130,15 84,08 177,97
(U/ml) Digerleri 27 134,17 5,78 30,05 127,35 86,36 180,77 0475

SHS: Somatik hiicre sayisi, TBC: Toplam bakteri sayisi, SOD: Siiperoksit dismutaz aktivitesi, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi
PON: Paraoksonaz aktivitesi



Cizelge 3.4. Grup bagimsiz parametrelerin korelasyonlari

Correlations

SHS TBC GSHPx | sob | PON
Korelasyon 1,000
Katsayisi
SHS 0
N 100
Korelasyon 0.766" 1,000
Katsayisi
TBC p <0,001
N 100 100
Kg;f;fﬁ’;“ 0,534 0,462 1,000
Spearman's | GSH- y
rho Px p <0,001 <0,001
N 100 100 100
Korelasyon| 14, 0,183 -0,060 1,000
Katsayisi
SOD p 0,058 0,069 0,556
N 100 100 100 100
Klgre'asyon -0,297" -0,293" -0,334”  -0,150 1,000
atsayisi
PON p 0,003 0,004 0,001 0,142
N 97 97 97 97 97

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

SHS: Somatik hiicre sayisi, TBC: Toplam bakteri sayisi, SOD: Siiperoksit dismutaz aktivitesi,
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi, PON: Paraoksonaz aktivitesi
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Cizelge 3.5. Gruplar i¢ginde parametrelerin korelasyonlari

Correlations

Grup SHS TBC GSH-Px | soD | PON
Korelasyon
Katsayisi 1,000
SHS p
N 50
Korelasyon 0.471" 1,000
Katsayisi
TBC p 0,001
N 50 50
Korelasyon 0,208 0,055 1,000
Katsayisi
fek GSH-
Enfekte | “5 p 0,147 0,703
N 50 50 50
Korelasyon | 4 0,224 0,073 1,000
Katsayisi
SOD p 0,782 0,119 0,614
N 50 50 50 50
Klggfs'ia’;“ -0,034 0085 0177  -0,138 1,000
PON p 0,818 0,566 0,229 0,348
Spearman's N 44 47 adl a7 Al
rho Korelasyon
Katsayisi g
SHS p
N 50
Korelasyon 0.433" 1,000
Katsayisi
TBC p 0,002
N 50 50
Klgnflasyon -0,109 -0,284" 1,000
) GSH- atsayisi
Saglhikh Px p 0,451 0,046
N 50 50 50
Korelasyon 0,100 0,008 -0,489™ 1,000
Katsayisi
SOD P 0,492 0,954 0,000
N 50 50 50 50
Koo | 0140 0001 0121 0081 1000
PON p 0,337 0,995 0,407 0,579
N 50 50 50 50 50

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

SHS: Somatik hiicre sayisi, TBC: Toplam bakteri sayisi, SOD: Siiperoksit dismutaz aktivitesi,

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz aktivitesi, PON: Paraoksonaz aktivitesi
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Cizelge 3.6. Subklinik mastitisli ineklerin mikrobiyolojik kiiltiir sonuglar1

Ornek E. coli S. aureus Strep. spp  Bacillus spp  S. hyicus M. spp
No:

1 X X

2 X

3 X X

4 X X

5 X X

6 X X

7 X

8 X X
9 X

10 X X

NG RONRSGxSaaraRR
x
X X X X X x
x x x
x x xX X
x

sReBeReR
xX X
X X X X X X X
x
x

w
~N
x
x

E. coli: Escherichia coli, S. aureus: Staphylococcus aureus, Stresp spp: Streptococcus spp,
S. hyicus: Staphylococcus hyicus, M. spp: Micrococcus
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3.1.Subklinik Mastitisin Tanis1

3.1.1. Somatik Hiicre Sayisi

Gruplarin belirlenmesinde ve subklinik mastitislerin tanisinda yararlanilan
somatik hiicre sayilar1 Cizelge 3.1.’in incelenmesinden de anlasilacag: tizere grup I
icin 203,00x102 hiicre/ml ile 13212,00x103 hiicre/m] arasinda degisim gostermektedir.
Grup I’in somatik hiicre sayisinin aritmetik ortalamas1 1674,12x10° hiicre/ml olarak

hesaplandi.

Grup II’nin somatik hiicre say1larinin aritmetik ortalamasi 36,76x10? hiicre/ml
olarak hesaplandi, minimum ve maksimum degerler sirasiyla 8,00x10°® hiicre/ml

139,00x10? hiicre/ml seklindedir (Cizelge 3.1).

Subklinik mastitislerin bir belirteci olarak kullanilan somatik hiicre sayilari,
caligmada grup I’de daha yiiksektir ve somatik hiicre sayilart bakimindan farklilik
istatistiksel olarak ¢ok yiiksek diizeyde anlamli bulundu (p<0,001).

3.1.2. Toplam Bakteri Sayisi

Siit kalitesinin ve subklinik mastitislerin bir belirteci olarak kabul edilen
toplam bakteri sayis1 ¢ig siitte yontemde belirtildigi sekilde yapildi. Toplam bakteri
sayist koloni olusturan birim/ml (colony forming unit/ml) olarak verilmistir. Cizelge
3.1°den de anlagilacag tizere grup I’in toplam bakteri sayist 12,00 — 2495,00 kob/ml
araliginda ortalama 845,924+98,44 kob/ml olarak hesaplandi. Grup II’nin ortalama
toplam bakteri sayis1 63,02+8,88 kob/ml olarak bulundu. En yiiksek deger 349,00
kob/ml, en diisiik deger ise 4,00 kob/ml olarak belirlendi.
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Siit kalitesi ve meme hijyeninin belirteclerinden biri olarak degerlendirilen
toplam bakteri sayisinin subklinik enfekte kabul edilen ineklerde, saglikli olanlara gore
daha yiiksek ¢iktig1 saptandi ve gruplar arasi farklilik istatistiksel olarak ¢ok yiiksek
diizeyde anlamli olarak belirlendi (p<0,001) (Cizelge 3.1).

3.1.3. Mikrobiyolojik Ekimler

Taze siitten yapilan mikrobiyolojik ekimler sonrasinda somatik hiicre sayisi
200x10%den yiiksek oldugu icin enfekte kabul edilen grupta 37 ornekte iireme
goriiliirken, 13 Ornekte tireme goriilmemistir. Saglikli kabul edilen grupta kontrol
amagh yapilan ekimlerde, 50 numuneden 3’ilinde lireme sekillenirken, {ic numunede
de cevresel kontaminasyona bagli bakteri liremeleri izlendi, yapilan tekrar numune
alma ve ekim islemlerinden sonra tireme goriilmemistir. Grup 1 igin ekim sonuglari

Cizelge 3.6.’da verilmistir.

Yapilan ekim sonuglarina gore grup I icinde lireme olan hayvanlarda SOD ve
GSH-Px aktivitesi ve PON seviyeleri iireme goriilmeyen hayvanlara gore daha yiiksek
seyrederken, grup ic¢inde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir

(Cizelge 3.2).

Yapilan ekim sonucunda en ¢ok ilireme gozlenen bakteri S. aureus olmustur.
Ureme olan ornekler iginde S. aureus ile diger iiremelerin oldugu hayvanlara ait
calisma bulgular karsilastirildiginda, S. aureus iireyen siitlerin SHS, toplam bakteri
sayist, SOD ve GSH-Px ve PON degerlerinin daha yiiksek oldugu tespit edildi, ancak

aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Cizelge 3.3).
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3.2.Antioksidan Enzimler

3.2.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Cizelge 3.1. incelendiginde de anlasilacag gibi siit serumunda bakilan SOD
aktivitesi U/ml hesaplanmis ve karsilastirilmistir. Biyokimyasal analizler sonucunda
grup I i¢in ortalama 0,14+0,01 U/ml, minimum ve maksimum degerleri 0,05 ve 0,37
U/ml olarak belirlendi. Grup II’de ortalama SOD degeri 0,13+0,01 U/ml olarak
Olctildii. Grup II’de en diisiik SOD degeri 0,03 U/ml iken en yiiksek deger 0,32 U/ml
seklinde 6l¢iildii. SOD aktivitesinin grup I’de grup II’ye gore daha yiiksek oldugu,
ancak aradaki farkin istatistiksel olarak sinirli anlamliliga sahip oldugu belirlendi
(p=0,062).

3.2.2.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Siit serumunda Olglimleri yapilan GSH-Px aktivitesi de ayn1t SOD gibi U/
biriminde verilmis ve karsilastirtlmistir. Grup I igin ortalama GSH-Px aktivitesi
1,59+0,06 U/ml olarak bulundu. Grup I i¢in en diisiik ve en yiiksek degerler sirasiyla
1,29 U/ml ve 2,76 U/ml olarak hesaplandi. Saglikli ineklerin ortalama GSH-Px
aktivitesi 1,30 — 1,39 U/ml araliginda ortalama 1,33+0,003 U/ml olarak hesaplandi.
GSH-Px aktivitesinin grup I de daha yiiksek bulundugu, gruplar arasi farkin

istatistiksel anlamda yiiksek diizeyde anlamli oldugu sonucuna varildi (p<0,001).

(Cizelge 3.1)

3.2.3.Paraoksonaz (PON)

Siit numuneleriyle es zamanli olarak toplanan kan orneklerinden elde edilen
serumlardan incelenen PON diizeyleri grup I i¢in ortalama 131,74+3,93 U/ml ve grup
IT i¢in 152,87+£3,51 U/ml olarak olgiildii. G1 i¢in mininum ve maksimum PON
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diizeyleri 84,08 ve 180,77 U/ml; G2 igin ayn1 degerler 103,70 ve 220,01 U/ml olarak
ol¢iildii. Enfekte grubundaki hayvanlarin PON diizeyleri saglikli hayvanlara gore daha
diisiik olarak bulundu, aradaki fark istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli
bulundu (p<0,001) (Cizelge 3.1).

3.3.Korelasyonlar

3.3.1. Grup Bagimsiz Korelasyonlar

Gruplar goz ardi edilerek siit serum SOD, GSH-PX, somatik hiicre ve toplam
bakteri sayilart ile kan PON degerlerinin ¢apraz korelasyonlar1 Cizelge 3.4’ de

gosterilmistir.

Somatik hiicre sayisinin gruplar gozetilmeksizin toplam bakteri ile pozitif
korelasyonunun yiiksek diizeyde iliskili (r=0,766), GSH-Px ile pozitif korelasyonunun
orta diizeyde iliskili (r=0,534) sonucuna varilmistir (Cizelge 3.4).

Ayni sekilde gruplar gézetilmeksizin toplam bakteri sayis1 ylikselirken, GSH-
Px yiikseldigi ve aralarindaki pozitif korelasyonun orta diizeyde iliskili oldugu

hesaplanmistir (Cizelge 3.4).

3.3.2.Grup I¢i Korelasyonlar

Subklinik mastitisli oldugu kabul edilen grup I’in ve saglikli kabul edilen grup
II’nin yontemde bahsedilen GSH-PX, SOD, SHS, Toplam bakteri ve PON degerlerinin
grup i¢i korelasyonlar1 Cizelge 3.5’da belirtilmistir.
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Sonuglar incelendiginde grup I i¢inde somatik hiicre sayisinin sadece toplam
bakteri sayisi ile orta diizeyde iliskili (r=0,471) pozitif korelasyonunun oldugu
goriilmektedir. Ayni1 sekilde grup II icindeki karsilastirmalarda da somatik hiicre
sayisinin yalnizca toplam bakteri sayisi ile orta diizeyde iliskili (r=0,433) pozitif

korelasyonu oldugu belirlendi (Cizelge 3.5).

Yapilan analizler ve hesaplamalar sonucunda enfekte kabul edilen grupta
toplam bakteri sayisinin somatik hiicre disinda herhangi bir anlamh iligkili
korelasyonu bulunmamustir. Saglikli kabul edilen grup icinde ise toplam bakteri sayisi
ile GSH-Px (U/ml) arasinda diisiik diizeyde iliskili (r=-0,284) ve negatif korelasyon
goriildi. Cizelge incelendiginde Grup II igcinde GSH-PX ve SOD’un orta diizeyde
iligkili negatif korelasyonu oldugu belirlendi (r=-0,489) (Cizelge 3.5).
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4. TARTISMA

Mastitis tanim olarak meme dokusunun yangis1 (SHS’nin yiikseldigi ancak
patojenin identifiye edilemedigi spesifik olmayan mastitisler) ve/veya meme igi
enfeksiyon (patojenin tayin edildigi ve SHS’ nin yiikseldigi) demektir. Mastitis tanisi
memenin yangisal durumunu gosteren biyobelirteglerden yararlanilarak patojen
identifikasyonu yapilmadan da konulabilir (Karyak ve ark., 2011). Ozellikle subklinik
mastitislerin tanist direkt testler (bakteriyolojik kiiltiir) veya indirekt testler (Somatik
hiicre sayimi, CMT) ile memede meydana gelen yangisal degisimleri dlgen testler ile
yapilabilir. Indirekt testlerin en yaygin ve kabul goreni somatik hiicre sayisinin
kantitatif (flow sitometriye dayali cihazlar ile) 6l¢iilmesidir (Biggs, 2009). Siit somatik
hiicre sayisini etkileyen en 6nemli faktér memenin enfeksiyon durumudur (Schukken
ve ark., 2003; Lievaart ve ark., 2007; Pantoja ve ark., 2009). Meme i¢i enfeksiyon
sekillendiginde somatik hiicre sayisinda ciddi bir artis goriilmektedir (Pantoja ve ark.,
2009) Giiniimiizde bakteriyolojik kiiltiirler genellikle somatik hiicre sayimi sonrasi
enfekte hayvanlarda etkeni belirlemek icin kullanilmaktadir (Biggs, 2009). Yapilan
arastirmalar ozellikle S. agalactiae ve S. aureues’a bagh sekillenen mastitislerde,
enfeksiyonun fizyopatolojisinde yer alan donem donem siitle yayilma ve derin dokuya
yerlesme egiliminden dolayi, siitiin bakteriyolojik incelemelerinde iireme

goriilmeyebilir (Harmon, 1994).

Sunulan calismada gruplarin belirlenmesinde dort meme lobundan esit olacak
sekilde 7-10 giin arayla alinan iki siit numunesinde yapilan somatik hiicre sayimindan
yararlanilmistir. Yukarida anlatilan literatiir bilgiler 1s18inda her iki Ol¢limde de
200x103 hiicre/m1’den yiiksek ¢ikan hayvanlar subklinik mastitisli kabul edilirken, her
iki 6lgiimde 150x10% hiicre/ml’den diisiik ¢ikan hayvanlar saglikli kabul edilmistir.
Yapilan ¢alismada somatik hiicre sayisina gore gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak cok yiiksek diizeyde anlamli bulunmustur (p<0,001). Gruplar arasi somatik

hiicre sayilarinin farki, gruplar arasi karsilastirmalar i¢in 6nem tagimaktadir.
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Ornek almmmas1 sirasinda  memenin  yikanmamasi, uygun daldirma
soliisyonlarmin kullanilmamas1 siit toplam bakteri sayisini yiikseltmektedir
(McKinnon ve ark., 1988). Bu anlamda 6rnek alimi sirasinda ilgili asepsi antisepsi
kurallarina dikkat edilmistir. Arastirmacilara gore subklinik mastitisli ineklerin siit
toplam bakteri say1si, sagliklilardan daha yiiksektir (Biggs, 2009; Bastan, 2013; Vural
ve ark., 2016). Calismanin toplam bakteri sayimi bulgular literatiir bilgi ile uyumlu
niteliktedir. Subklinik mastitisli ineklerin siit toplam bakteri sayist saglikli
ineklerinkine gore daha yiiksek ve aradaki fark istatistiksel olarak yiiksek diizeyde
anlamli bulundu (p<0,001).

Farkli aragtirmacilarin yaptiklar ¢alismalarda somatik hiicre sayisi ile toplam
bakteri sayis1 arasinda pozitif korelasyon oldugunu bildirmislerdir (Lopez Junior ve
ark., 2012; Colakoglu ve ark., 2017). Olechnowicz ve Jaskowski (2012) yaptiklari
arastirmada toplam bakteri sayisindaki artisin, somatik hiicre sayisinda artisa neden
oldugu bildirilmistir. Sunulan c¢alisma diger c¢alismalar ile benzer sonuglar
tagimaktadir. Saglikli ve enfekte inekler arasindaki toplam bakteri sayisindaki degisim
istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamlidir (P<0,001), ayn1 zamanda somatik hiicre
sayis1 ve toplam bakteri sayis1 arasindaki pozitif korelasyon istatistiksel olarak yiiksek

diizeyde iliskili bulundu (r=0,766).

Siit ineklerinde oksidatif stres, mastitis gibi enfeksiydoz bazi hastaliklarla
iligkilidir (Erskine ve ark., 1987). Mastitisler siitte serbest radikallerin olusumunu
hizlandirabilir ve oksidatif strese yol agabilir (Gu ve ark., 2009). Bu durum 6zellikle
erken laktasyondaki ineklerde karsilagilmaktadir (Castillo ve ark., 2005; Sordillo ve
ark., 2007). Subklinik ve klinik mastitisler siitte artan serbest oksijen radikalleri, artan
total oksidan kapasitesi ve azalan total antioksidan kapasitesi ile iliskilidir (Atakisi ve
ark. 2010). Siitteki antioksidan enzimler memenin oksidatif durumunun

degerlendirilmesinde 6nemli belirteclerdir (Andrei ve ark., 2011).
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GSH-Px serbest radikallerin kontroliinde gorev alan baslica enzimlerdendir
(Hamed ve ark., 2008). Peroksitlerin indirgenmesini glutatyon peroksidaz
katalizleyerek, hiicreleri oksidatif hasardan ve siit lipidlerini oksidasyondan korur
(Esworthy ve ark., 1993; Abd Ellah ve ark., 2007). GSH-Px nétrofillerin ve
makrofajlarin etkinliklerini olumlu yénde etkiler. Ozellikle 18kositlerin fagositozu
sirasinda GSH-Px’ler kullanilir ve ortamdaki GSH-Px aktivitesi azalmaktadir (Serfass
ve Ganther, 1976). Mastitislerde yangisal yanit sekillendiginde siite 6zgii bir¢ok enzim
aktivitesinde degisiklikler gozlenir (Bastan, 2013).

Fagositoz sirasinda antibakteriyel etkinliginden faydalanmak ig¢in siiperoksit
gibi reaktif oksijen tiirleri sentezlenir (Andrei ve ark., 2011). GSH-Px lipid
hidroperoksitleri indirgeyerek antioksidan 6zelligi gosteren bir enzimdir. GSH-Px siitii
oksidatif degisikliklerden korumaktadir (Bhattacharya ve ark., 1988). ineklerde siit
GSH-Px aktivitesi ve fonksiyonu hakkindaki bilgilerimiz sinirli olmakla birlikte (Chen
ve ark., 2000), siit GSH-Px aktivitesi irk ve beslenmeye gore farklilik gosterdigi
bilinmektedir (Fox ve Kelly, 2006). GSH-Px aktivitesi siitte ROS birikmesinin bir
belirteci olarak degerlendirilmektedir (Gartner., 2009).

Stit GSH-Px aktivitesinin saglikli ve subklinik mastitisli ineklerdeki degisimi
glinlimiizde tartismalidir. Hogan ve ark. (1993) yaptiklari ¢calismada fazla miktarlarda
salinan serbest radikallerin enzim aktvitelerini inhibe etmesine bagl olarak yiiksek
somatik hiicre sayisinin diisiik GSH-Px aktivitesiyle iliskili oldugu belirtmislerdir.
Yapilan arastirmalar incelendiginde bazi arastirmacilar subklinik mastitislerde siit
GSH-Px aktivitesinin yiikseldigini savunurken, bazi arastirmalar bunun tam tersini
sOylemektedir. Andrei ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢calismada subklinik mastitisli siitlerde
GSH-Px aktivitesinin sagliklilara gore daha yiliksek oldugunu bildirmislerdir. Sharma
ve ark. (2016) ile Colakoglu ve ark. (2017)’nin ¢alismalar1 incelendiginde ise siit GSH-
Px aktivitesinin saglikli hayvanlarda daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Matei ve ark.
(2011) yaptiklari calismada mastitisli siitlerde GSH-Px aktivitesinin, saglikli siite gore
yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Sharma ve ark. (2016) ineklerde ve mandalarda
subklinik ve klinik mastitislerde siit glutatyon peroksidaz aktivitesini arastirmislar,

subklinik mastitisli hayvanlarda siit GSH-Px aktivitesinin sagliklilara gore daha diistik
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seyrettigini bildirmislerdir. Yang ve ark. (2011) ise normal siitteki, GSH-PX
aktivitesinin, subklinik mastitisli siittekinden daha yiiksek oldugunu, bunun nedeninin
lipid peroksidaz aktivitesindeki degisimle alakali olabilecegini bildirmislerdir. Erigir
ve ark. (2011) yaptiklar1 g¢alismada subklinik mastitisli ineklerin siit GSH-Px
aktivitesinin sagliklilara gore daha diisiik oldugunu, ancak farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigin1 belirtmislerdir. Bu azalmanin nedeninin mastitisin derecesine gore
siit glutatyon degerinin azalmasina ve yangiya bagli olarak sekillenen serbest
radikallere bagli olarak antioksidan kullaniminin artmasina bagli olabilecegini
bildirmislerdir. Incelenen arastirmalar 1s131nda subklinik mastitisli ineklerin siit GSH-
Px aktivite seviyelerinin saglikli ineklere gore degisimi hakkinda ortak bir kani

olmadigi, konunun bilimsel anlamda tartismaya acik oldugu goriilmiistiir.

Sunulan tez c¢alismasinda subklinik enfekte ineklerin siitlindeki GSH-PXx
aktivitesi (U/ml), saglikli grubuna gore daha yiiksek bulundu, fark istatistiksel olarak
yiiksek diizeyde anlamli olarak belirlendi (p<0,001). GSH-Px in toplam bakteri ve
somatik hiicre sayisi1 ile anlamli pozitif korelasyonu (=0,534 ve 0,462) bulundu. Tank
stiti somatik hiicre sayist ve GSH-Px aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada
aragtirmacilar somatik hiicre sayis1 ve GSH-Px aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
oldugunu bildirmislerdir. Somatik hiicre sayis1 yiikseldikge artan GSH-Px aktivitesinin
stitte artan serbest radikallere ve ¢coklu doymamis yag asitleriyle iligkili olabilecegini
bildirmislerdir (Hamed ve ark., 2008). Sunulan c¢alismadaki sonuglar benzer
niteliktedir. Subklinik mastitisli siitlerdeki GSH-Px yiikselmenin birden fazla nedeni
olabilecegi diisiiniildii. Siitte bulunan glutatyon peroksidaz enziminin dolasim yoluyla
memeye gelip siite gectigi diisiniilmektedir. Yapilan arastirmalar mastitisli ineklerin
kanindaki GSH-Px ve SOD degerlerinin azaldigin1 gostermektedir (Atroshi ve ark.,
1986; Erskine ve ark., 1987; Simsek ve Aksakal, 2005, Karyak ve ark., 2011). Mir ve
ark. (2017)’nin yaptig1 ¢alismada kan serumu GSH-Px seviyesi subklinik mastitisli
ineklerde sagliklilara gore daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Bu literatiir bilgiler
esliginde, siit GSH-Px enzim seviyesindeki yiikselmenin bir nedeninin de kandan siite
artan gecis olabilecegi diisiiniildii, ancak ¢alismada kan serumu GSH-Px seviyeleri

arastirtlmadig i¢in kesin sonuca varilamadi.
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Subklinik mastitislerde, kazeinin hidrolizi sonucu enzim aktivitesinin arttig1
bildirilmistir (Andrei ve ark., 2012). Bazi mastitis etkenleri oksidatif strese adaptasyon
sirasinda glutatyon peroksidaz seviyesini yiikseltebilmektedir. Fagositoz sirasinda
antibakteriyal aktivitesinden yararlanmak i¢in hiicreler siiperoksit sentezlerler.
Enfeksiyondan sorumlu bakteriler de bu mekanizmadan korunmak i¢in SOD, GSH-Px
ve katalaz gibi enzimlerini sentezledikleri bildirilmistir (Matei ve ark., 2011). Yapilan
calismalarda basta Strep. agalactiae olmak iizere bazi bakterilerin glutatyon
peroksidaz da sentezledigi bildirilmistir (Andrei ve ark., 2011; Matei ve ark., 2011).
Siit GSH-Px seviyesindeki artisin bir nedeninin de kazeinin hidrolizine ve/veya

mastitis sekillendiren patojenin savunma mekanizmasina bagli olabilecegi diisiiniildii.

Siit somatik hiicre sayis1i memede meydana gelen yangisal degisimi izlemek
i¢cin kullanilmaktadir (Babaei ve ark., 2007). Yapilan arastirmalarda siitiin oksidatif
dengesinde siiperoksit dismutaz (SOD)’1n 6nemli bir rolii olabilecegi bildirilmigtir
(Holbrook ve Hicks, 1978). Siitte SOD varlig1 ilk defa Hicks ve ark. (1975) tarafindan
bildirilmistir. Siit SOD aktivitesi inek irklarinda farklilik gostermekle birlikte
(Holbrook ve Hicks, 1978; Lindmark-Mansson ve Akesson, 2000), inegin yasi,
laktasyon donemi ve somatik hiicre sayisindan etkilenmedigi diistiniilmektedir

(Przybylska ve ark., 2007).

Artan reaktif oksijen tiirleri ve azalan antioksidan seviyesine bagli olarak
oksidatif denge bozulur ve oksidatif stres sekillenir (Andrei ve ark., 2010; Sordillo,
2018; Mavangira ve Sordillo, 2018). Artan bu ROS’lar DNA, doku ve hiicre hasarina
neden olur (Lykkesfeldt ve Svendsen, 2007). ROS’larin bu etkileri enzimatik ve non-
enzimatik antioksidanlar tarafindan hiicresel savunma mekanizmalariyla notralize
edilir (Polawska ve ark., 2012). Kanda veya siitte enzim aktivitesindeki degisim
hiicresel hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Bogin ve ark., 1977). ROS’lar ayni
zamanda noétrofillerin antibakteriyel fonksiyonlarini arttirict 6zelliktedir (Rinaldi ve
ark., 2007). Oksidatif stres mastitis, metritis gibi enfeksiyonal hastaliklarla iliskilidir
(Castillo ve ark., 2005).
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Siitteki antioksidan enzimler kan plazmasindan, sekretorik hiicre zarlarindan,
stit yag globiillerinin zarlarindan ve somatik hiicrelerden koken alir (Fox ve Kelly,
2005), ancak siite gegisleri ve siitteki seviyeleri irk ve tiirler arasinda degisim
gostermektedir (Fox, 2003). Antioksidan enzimlerin salinimi 16kositlere bagli oldugu
icin SHS’deki ylikselmeyle birlikte antioksidan enzimlerin seviyesinin de yiikselmesi
beklenir (De ve Mukherjee, 2011). Sunulan ¢alismada SOD ve GSH-Px seviyelerinin
literatiir bilgiyle uyumlu sekilde subklinik enfekte ineklerde daha yiiksek oldugu
belirlendi. GSH-Px ve SOD antioksidan defans mekanizmasinin ana enzimleridir
(Celi, 2013). Superoksit dismutaz polymorfo niikleer nétrofillerin oksidatif
fonksiyonlartyla ilgili bir enzimdir (Kelly ve Fox, 2006). Superoksit anyonunu (serbest
radikal) hidrojen peroksite ¢evirir (Pruchniak ve ark., 2015). SOD prooksidanlara kars1
savunma sisteminin ilk basamaginin bir parcasidir (Halliwell ve Chirico, 1993). Genel
olarak kanda aktivitesi artan antioksidan enzimlerin viicut sivilarinda da artmasi
beklenir (Andrei ve ark., 2011). Siit SOD aktivitesi farkli hayvan tiirlerinde
calisilmistir. Darbaz ve ark. (2019) kegilerde yaptiklari calismada subklinik mastitisli
stitlerin SOD aktivitesinin azaldigimi ve SCC ile korelasyonu oldugunu bildirmistir.
Mandalarda yapilan bir calismada subklinik mastitislerde siit SOD aktivitesinin

istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermemistir (Dimri ve ark., 2013).

Sunulan calismada siit serumu SOD aktivitesi saglikli ineklerde 0,13+0,01
U/ml, subklinik mastitisli ineklerde 0,14+0,01 U/ml olarak bulundu. Enfekte
ineklerdeki siit SOD aktivitesinin daha yiiksek olusu istatistiksel olarak sinirda anlamli
olarak degerlendirildi (p=0,062). Yang ve ar. (2011) yaptig1 calismada subklinik
mastitisli stitteki SOD aktivitesinin daha diisiik oldugunu ancak farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigin1 bildirmistir. Andrei ve ark. (2010) ise yaptiklar1 ¢alismada
subklinik enfekte siitlerde SOD aktivitesinin daha yiiksek oldugunu, ancak bu
yuksekligin somatik hiicre sayisi ile iligkisi olmadigini, korelasyon bulamadiklarini
bildirmistir. Sunulan calisma literatiirler ile benzer sonuglar igermektedir, stit SOD
aktivitesi subklinik enfekte ineklerde daha yiiksek bulunmus ancak istatistiksel olarak
sinirli anlamliliktadir, ayrica somatik hiicre sayisiyla korelasyon belirlenmemistir. Siit
SOD aktivitesinin siitlin yalnizca serum fazinda oldugunu, yag fraksiyonunda herhangi

bir enzim aktivitesi olmadigi, bakteri ve somatik hiicre kokenli SOD enziminin
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elektroforetik ozelliklerine gore ayni oldugu bildirilmistir (Rizzo ve ark., 2012).
Holbrook ve Hicks (1978) ¢alismalarinda siit SOD aktivitesinin bakteri mi somatik
hiicre mi kokenli oldugunu belirleyememislerdir. Yapilan analizlerdeki siit SOD
aktivitesinin bakteri ve somatik hiicre kokenli toplam aktiviteyi yansittigi i¢in SHS ile
arasinda bir korelasyon belirlenemedigi diisiiniildii. Bu literatiir bilgiler 1s1ginda her ne
kadar SOD aktivitesinin gruplar arasi farki sinirli anlamlilikta ¢iksa da siit SOD
aktivitesinin subklinik mastitislerdeki degisiminin belirsizlik gosterdigi kanisina

varildi.

Yapilan calismada siit SOD aktivitesinin SHS ile iligkisinin olmayisi,
PMN’lerin diistik siiperoksit anyon salinimiyla iligkili oldugunu disiindiirmiistiir.
Yiiksek somatik hiicre sayisina bagl sekillenen oksidatif stres, antioksidan savunma
sisteminin ilk kismini es geger ve sekillenen serbest radikallerin SOD ile etkilesimi
gerekmez (Dimri ve ark., 2013). E. coli tarafindan aktive edilen PMN’lerin oksijen
radikalleriyle meme epiteline zarar verdigini, SOD’un bu radikallerin sitotoksik

etkilerini engelleyemedigi yapilan in vitro ¢alismada bildirilmistir (Boulanger ve ark.,

2002).

Son 20 yilda paraoksonaz aktivitesiyle ilgili farkli konularda caligmalar
yapilmistir. Turk ve ark., (2004, 2005a) gebeligin ve laktasyonun farkli donemlerinde
PON aktivitesinin degisimi arastirmiglardir. Metritis, erken postpartum donem, uterus
enfeksiyonlart gibi gesitli reproduktif hastaliklar ve donemlerde PON aktivitesi
incelenmistir (Bionaz ve ark., 2007; Schneider ve ark., 2013). Ineklerde yagh
karacigerin tanisinda PON-1"in biyomarker olarak kullanimi incelenmistir (Farid ve
ark., 2013). Castro ve ark. (2018) PON1 aktivitesinin folikiiler gelisime ve gebelik
oranlarma etkisini arastirmistir. Ozetle PON aktivitesi ve mekanizmas1 6zellikle siit

ineklerinde hala tam olarak anlasilmamis ve popiilerligini koruyan bir konudur.

Sunulan tez c¢aligmasinda enfekte grubunda yapilan mikrobiyolojik
incelemelerde 37 siitte bakteriyel iireme tespit edildi. Identifikasyondan sonra en ¢ok

iireyen bakterinin S. aureus oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli say1y
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yakalamak i¢in tiir bazinda karsilastirma yapilmadi, yontemde anlatilan parametreler
tireme var-yok ve S. aureus iireyenler ve digerleri seklinde karsilagtirmaya gidildi.
Sonuglar incelendiginde SOD, GSH-Px ve PON aktivitelerinin genel sonuclar ile
benzer seyrettigi ancak istatistiksel olarak anlamli degisimin olmadigr goriildii.
Numune sayisinin bakteri ve iireme bazinda az olusu istatistiksel anlamlilig etkiledigi

icin farkin istatistiksel anlamlilik teskil etmedigi kanisina varildu.

Paraoksonaz karacigerde sentezlenip kana salinan antioksidatif ve
antienflamatuvar 6zellikte bir enzimdir (Mackness ve ark., 1996; Silveira ve ark.,
2019). PON antioksidan ve antienflamatuvar 0Ozelligi olan ve oksidatif stres
sekillendiginde serum aktivitesi azalan bir enzimdir (Turk ve ark., 2013). Bazi
aragtirmacilara gore enfeksiyon durumunda kan serumu PON seviyesinde azalma
gozlendigi icin negatif akut faz proteini olarak degerlendirilmektedir (Cabana ve ark.,
2003; Bionaz ve ark., 2007; Campos ve ark., 2017). PON aym1 zamanda lipid
metabolizmasinda da gorev almaktadir. Lipid hidroperoksitlerin formasyonunda gorev

alarak oksidatif stresin sekillenmesine karsi savunma goérevindedir (Mackness ve ark.,

2000).

Meme dokusunun bakteriyel enfeksiyonu sirasinda, etken mikroorganizmanin
salgiladig: toksinler epitel hiicrelerini ve 16kositleri aktive ederek yangi mediyatorleri
salinir ve etkilenen bdolgeye fagositoz icin polimorfo niikleer 16kosit (PMN) ve
makrofaj gocii baslar (Paape ve ark., 2003). Yangisal yanmit sirasinda Ozellikle
16kositler ve makrofajlar ROS iireterek bakteriyel eliminasyona katkida bulunurlar,
ortamda biriken ROS c¢evre hiicrelere zarar verir (Pham, 2006). Ortamda biriken
ROS’a bagli olarak oksidatif stres sekillenir ve lipid hidroperoksit gibi diger oksidatif

stres lirlinleri de hiicre ve doku hasarina neden olur (Ryman ve ark., 2015).

Mastitislerin patogenizinde enfeksiyon bolgesinde yangisal yanita bagl olarak
salgilanan sitokinler de yer almaktadir (Eckersall ve ark., 2006). Bakterilerin toksinleri

siit iireten hiicrelere cesitli derecelerde hasar verir. Immun yanit bu noktada gereklidir
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ve pro-inflamatuar sitokinlerde hizli bir yiikselmeyle birlikte oksidatif stres gortiliir
(Turk ve ark., 2012a).

Proinflamatuar sitokinler baslica karaciger olmak {izere meme dokusu da dahil
bircok farkli dokuda {iretilen akut faz proteinlerin sentezini uyarir (Eckersall ve ark.,
2006). Serum amiloid-A (SAA) ruminantlarin baslica akut faz proteinlerinden biridir.
Akut faz yanit sirasinda, SAA hizli bir sekilde HDL ile etkilesime girerek,
HDL’lerdeki apo A-1 lerle yer degistirerek ortamdaki baskin apolipoprotein (apo
SAA) olur. Normal sartlarda HDL antioksidan ve anti-inflamatuvar ozellikte
paraoksonaz 1 (PON1) ihtiva eder. HDL’lerdeki SAA seviyesindeki yiikselmeyle
beraber PON1 seviyesi azalir. Boylece anti-inflamatuar roliindeki HDL akut faz HDL
(AP-HDL) doniiserek pro-inflamatuar par¢acigina doniisiir (Van Lenten ve ark.,
1995). Apolipoprotein A-IT HDL nin ikinci major proteinidir. HDL’deki apoliprotein
A-IT artis1, lipoprotein antioksidan o&zelliginin azalmasmma ve PONI1 in yer

degistirmesine neden oldugu bildirilmistir (Ribas ve ark., 2004).

Yapilan c¢alismada subklinik mastitisli ineklerde serum PON diizeyi
131,74+3,93 U/ml, saglikli ineklerde 152,87+3,51 bulundu. Biyokimyasal analizler ve
istatistik sonuglarina gére PON aktivitesi subklinik mastitislerde diisiis gostermekte ve
bu azalma istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi. Bu sonuglar giincel
literatiirler ile uyumludur (Turk ve ark., 2012a; Kovacic ve ark., 2019; Nedic ve ark.,
2019) Nedic ve ark. (2019) yaptiklar1 calismalarda subklinik mastitislerde serum PON
aktivitesinin enfeksiyona bagl azaldigini bildirmisler, sunulan ¢alisma bu literatiirler
ile benzer sonuglar igermektedir. Ayn1 zamanda PON aktivitesi ile somatik hiicre
sayist (r=-0,297) ve toplam bakteri sayis1 (r=-0,293) arasinda negatif korelasyon
belirlendi. Bu korelasyonlar PON aktivitesinin subklinik mastitislerde negatif akut faz
proteini olarak degerlendirilebilecegini ve PON aktivitesinin memenin yangisini
gosteren bir belirte¢ olarak ve meme sagliginin izlenmesinde kullanilabilecegini
diisiindiirdii. Ayrica, serum PON aktivitesi ile siit GSH-Px aktivitesi arasinda negatif
korelasyon (r=-0,334) saptandi. Bu iliski g6z Oniinde bulundurularak memenin

antioksidan sisteminin subklinik mastitislerde sistemik olarak etkilendiginin bir
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gostergesi ve PON aktivitesinin memenin oksidatif durumunun degerlendirilmesinde

bir belirte¢ olabilecegi kanisina varildi.

Elde edilen sonuglara gore PON aktivitesindeki azalmanin birkag farkli nedeni

olabilecegi diisiiniildii. Bu nedenler:

1) Meme dokusunda artan serbest radikallerin tiretimi ve sekillenen oksidatif
stres

2) Memede yangisal yanita bagl goriilen lipid peroksidasyonundaki artis

Ozellikle erken laktasyon déneminde meme dokusundaki epitel hiicrelerin
metabolik aktivitesinin yiiksekligiyle birlikte enfeksiyon sekillendiginde, serbest
radikallerin iiretiminde hizli bir artig goriiliir (Jin ve ark., 2014). Farkli alanlarda
yapilan aragtirmalarda PON seviyesinin serbest radikal seviyesiyle olan iligkisi ortaya
konmustur. Insanlarda gebelikte ve preeklempsiyada PON aktivitesini gesitli
aragtirmalarda incelenmistir. Preecklempsiyada PON aktivitesinin diistiigli ve bunun
nedeninin serbest radikallerin fazla iiretimine bagli oldugu bildirilmistir (Kumru ve
ark., 2004, Uzun ve ark., 2005). Ayrica Badekiran ve ark. (2008) yaptiklar1 calismada
gebeligin farkli donemlerinde ve giic dogumlarda PON aktivitesini arastirmislar,
serbest radikal iretimine bagli olarak PONI1 aktivitesinde azalma olabilecegini
bildirmiglerdir. Bir ¢alismada gecis donemindeki ineklerde oksidatif stresin PON1
aktivitesi tizerine etkileri arastirilmig, azalan PON-1 aktivitesinin total antioksidan
kapasitesinde diisiise yol agabilecegini bildirilmistir (Turk ve ark., 2008). Sunulan
calismada subklinik mastitislerdeki serum PON diizeyindeki azalmanin bir nedeninin

de sekillenen oksidatif stres ve artan serbest radikallerin {iretimi olabilecegi diisiintildii.

Bionaz ve ark. (2007) yangisal yanitin PON1 aktivitesinde azalmaya yol
acabilecegini bildirmistir. HDL ve LDL’de oksidatif strese bagli olarak lipid
peroksidasyonu goriilmektedir. PON1’in LDL ve HDL’yi oksidasyondan korudugu
bildirilmistir. PON1’in antioksidan etkisini HDL araciligiyla gerceklestirdigi
diistiniilmektedir (La Du, 1996). Yapilan bir aragtirmada PON-1, lipoproteinlerdeki
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(LDL ve HDL) lipid peroksitleri hidrolize ettigi i¢in, lipid peroksidasyonundaki artis,
serum PONI aktivitesinde azalmaya yol acabilecegi bildirilmistir (Aviram ve ark.,
1999). Chipilev ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada subklinik mastitisli ineklerin
siitinde lipid peroksitlerin ve lipid peroksidasyon belirteclerinden biri olan
malondialdehit (MDA) miktarinda artis goriildiigiinii bildirmistir. Bu literatiir bilgiler
1s181nda subklinik mastitislerde serum PON seviyesindeki azalmanin bir nedeninin de

yangisal yanit sonucu artan lipid peroksidasyonu olabilecegi kanisina varildi.

PON antioksidan enzimlerden biri oldugu i¢in subklinik mastitisler sirasindaki
diisiik aktivite seviyesi, mastitislerin patogenizinde oksidatif stresin yer aldiginin bir
gostergesi olarak degerlendirilebilir. Arastirmacilar yaptiklar1 bir ¢alismada
paraoksonazin klinik mastitislerin patogenizinde yer alan oksidatif stresin bir
gostergesi ve negatif akut faz proteini olarak degerlendirilebilecegini bildirmislerdir
(Turk ve ark., 2012b). Mastitislerde diisiikk antioksidan seviyeleri ve artan oksidatif
stres daha Once yapilan galismalarda gosterilmistir (Ranjan ve ark., 2005; Atakisi ve
ark., 2010). Ineklerde diisiik PON seviyelerinin periparturient dénemde karaciger
hipertrofisinde (Turk ve ark., 2004; Turk ve ark., 2005b) oksidatif stres ve akut faz
yanit1 gosterdigi bildirilmistir.

Subklinik mastitisli ineklerde kan serumu PON seviyesindeki azalma,
subklinik meme i¢i enfeksiyon sirasinda sistemik olarak yangisal yanitin ve oksidatif
stresin etkilerinin goriildiigiiniin bir gostergesi olabilecegi kanisina varildi. Turk ve
ark. (2012a) yaptiklar ¢alismada klinik ve subklinik mastitisler ile sistemik akut faz
yanit iliskisi arastirmiglardir. Calisma sonuglarina gore subklinik ve klinik
mastitislerde serum PON aktivitesinin azaldigi, akut faz yanitin HDL’den PON1 ve
platelet aktive edici faktor — ah eksilmesine baglh sekillendigini bildirmislerdir. Ayni
zamanda PONI1 aktivitesinin serum amiloid A’ya gore daha hassas bir mastitis
belirteci olabilecegini belirtmislerdir (Turk ve ark., 2012a). Bazi arastirmacilar PON1
aktivitesinin memenin yangistyla iliskili antioksidan etkili bir mediyatdr olabilecegi,
erken laktasyon doneminde klinik mastitislerin tanisinda PON aktivitesinin taniya
yardimci olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Deveci ve ark., 2017) Sunulan ¢aligma

bulgular1 ve desteklenen literatiir bilgileriyle birlikte kan serum PON aktivitesinin siit
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inegi isletmelerinde subklinik mastitislerin tanisinda biyokimyasal belirte¢ olarak

potansiyeli oldugu kanisina varildu.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez calismasinda laktasyonun ilk 100 giiniindeki Holstein ineklerde
subklinik mastitiste siit SOD ve GSH-Px aktivitesi, serum PON aktivitesin degisimi
ve diger bulgular degerlendirildiginde elde edilen sonuglar ve oOneriler asagida

maddeler halinde 6zetlenmistir.

Sonugclar:
1. Subklinik mastitisli ineklerde serum PON aktivitesinin saglikli ineklere gore

daha diisiik, stit GSH-Px aktivitesinin daha yiiksek seyrettigi,

2. Siit SOD ve GSH-Px aktivitelerindeki degisim subklinik mastitiste memenin
antioksidan sisteminin etkilendiginin ve oksidatif stresin sekillendiginin bir

gostergesi oldugu

3. Memede sekillenen oksidatif strese bagli olarak PON aktivitesi ile siit somatik
hiicre ve toplam bakteri sayisi ile GSH-Px aktivitesi arasinda negatif

korelasyonun oldugu sonucuna varildi.

Oneriler:
1. Subklinik mastitislerin patogenezinin ve meme immunitesinin daha iyi

anlasilmasi icin PON aktivitesi hakkinda daha detayli calismalar yapilmalidir.

2. Ogzellikle laktasyonun ilk 100 giiniinde sekillenen subklinik mastitislerde
antioksidan sistemin etkilendigi i¢in, meme immunitesini destekleyecek
yaklagimlarin bu donemdeki subklinik mastitislerin goriilme oranini

diistirecektir.
3. Laktasyonun ilk 100 giiniinde sekillenen subklinik mastitislerin patogenizin

daha 1iyi anlasilmasi icin oksidatif stresin ve memenin antioksidan

mekanizmalarinin daha detayli arastirilmasi 6nerilmektedir.
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OZET

Siit Ineklerinde Laktasyonun ilk 100 Giiniinde Sekillenen Subklinik Mastitislerde

Somati Hiicre ve Toplam Bakteri Sayisi ile Baz1 Antioksidan Maddelerin Arastirilmasi

Sunulan bu doktora tez ¢aligmasinin amact; siit somatik hiicre sayisi, toplam bakteri
sayisi ile serum paraoksonaz, siit glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz diizeyleri
arasindaki iliskiyi, bu parametrelerin roliinii laktasyonun ilk 100 giiniindeki subklinik
mastitisli ineklerde arastirmaktir.

Caligmanin hayvan materyalini; Ankara ilinde {iretim yapan bir siitgii ¢iftlikte
yetistirilen inekler olusturdu. Ciftlik kayitlarina gére gecmisinde klinik olarak herhangi bir
saglik problemi olmayan, yas ve viicut kondisyonlart benzer olan en az bir dogum yapmis,
laktasyonunun ilk 100 giiniinde olan, ayn sartlarda barindirilan ve donemine uygun beslenme
programi takip edilen, ayni kuru donem siiresi ve tedavisi gormiis 100 adet Holstein siit¢ii inek
calismada kullanilmistir. Siit somatik hiicre sayis1 7-10 giin arayla yapilan iki dl¢limde de
150x10%iin altinda olan inekler saglikli (n=50) kabul edilirken, 200x10®{in {istiinde olan
inekler subklinik enfekte (n=50) kabul edildi.

Subklinik mastitisli ineklerde serum PON aktivitesin saglikli ineklere gore daha diisiik
seyrettigi (p<0,001), st GSH-Px aktivitesinin ise enfekte ineklerde daha yiiksek oldugu
(p<0,001) belirlendi. Siit SOD ve GSH-Px aktivitelerindeki degisim subklinik mastitiste
memenin antioksidan sistemin etkilendigini ve oksidatif stresin sekillendigi, memede
sekillenen oksidatif strese bagl olarak kan PON aktivitesi ile siit somatik hiicre ve toplam
bakteri sayis1 ve GSH-Px aktivitesi arasinda negatif korelasyonun oldugu sonucuna varildi.

Sonug olarak subklinik mastitislerin tanisinda bir belirte¢ ve memenin antioksidan
durumunun degerlendirilmesinde serum PON aktivitesinden yararlanilabilecegine ve 6zellikle
laktasyonun ilk 100 giiniinde sekillenen subklinik mastitislerin patogenezinin daha iyi
anlasilmasi i¢in oksidatif stresin ve memenin antioksidan mekanizmalarinin 6nemine dikkat
cekildi.

Anahtar Sozciikler: Glutatyon peroksidaz, inek, paraoksonaz, subklinik mastitis, siiperoksit
dismutaz
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SUMMARY

Investigation of Milk Somatic Cell Count, Total Bacteria Count and Some of Antioxidant

Enzyme Levels in Subclinical Mastitis in Dairy cows at First 100 days of Lactation

The purpose of this study is; to investigate relationship between milk somatic cell
count, total bacteria count, milk glutathione peroxidase and superoxide dismutase levels, to
identify the role of these parameters in subclinical mastitis at cows in the first 100 days of
lactation.

Animal material of this study consists of 100 Holstein dairy cows which are raised in
a farm in Ankara province. According to farm records, cows which had no clinical signs of
any illness, had no clinical and chronical health problems in the past, had at least given birth
once, had similar body condition score and dry of therapy. Selected animals were hosted under
same conditions and had suitable feeding regimen for appropriate period and were in the first
100 days of lactation. Cows which have less than 150x10° somatic cell counts in two differrent
analysis which performed 7-10 days apart considered as healthy (n=50), and which have
200x10° somatic cell counts in two different counts performed 7-10 days apart considered as
subclinical mastitis (n=50).

Serum PON activity was lower in cows with subclinical mastitis than healthy ones
(p<0,001), and milk GSH-Px activity was higher in subclinical mastitis (p<0,001). It was
concluded that the changes in milk SOD and GSH-Px levels are affected by the antioxidant
system of the udder in subclinical mastitis, that formed oxidative stress and because of that
serum PON and milk somatic cell and total bacteria have negative correlation.

In conclusion, it was pointed out that serum PON activity can be used as a marker in
the diagnosis of subclinical mastitis and evaluation of the antioxidant status of the udder. Also,
it was stood out to importance of udder antioxidant mechanisms to understand pathogenesis
of subclinical mastitis especially occurs in first 100 days of lactation.

Keywords: Cow, glutathione peroxidase, paraoxonase, subclinical mastitis, superoxide
dismutase
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